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Résumé

Ce travail de recherche doctorale s'inscrit dans un projet de recherche Captain ADHOC (E2S-
UPPA 2020-2024) qui vise a développer un capteur électrochimique sensible et sélectif pour la
détection in situ et en temps réel de contaminants tels que les pesticides et les médicaments dans |'eau
de riviere.

L'objectif de cette these est de concevoir une plateforme électrochimique pour la détection de
pesticides en étudiant deux types de capteurs par rapport a leurs sélectivités et spécificités : les
aptacapteurs et les capteurs a base de polymeére a empreinte moléculaire (MIP).

Pour fonctionnaliser des électrodes de carbone avec des aptameres, deux stratégies ont été
explorées. La premiére consiste en la copolymérisation électrochimique du pyrrole et de I'acide
pyrrole-1-propionique. Des preuves de la fonctionnalisation de I'électrode et du greffage des
aptameéres ont été établies en utilisant la spectrométrie photoélectronique a rayons X. Les mesures
électrochimiques ont montré |'efficacité de la plateforme lorsqu’un aptamére modele, I'aptamere anti-
thrombine, est utilisé. Cependant, la méme plateforme électrochimique fonctionnalisée avec un
aptameére spécifique pour un pesticide, le thiabendazole, s'est révélée inefficace.

La deuxieme stratégie repose sur l|'auto-assemblage du dipeptide L-Phenylalanyl-L-
Phenylalanine (Phe-Phe) pour obtenir un revétement stable a la surface de I'électrode. Aprées avoir
testé différentes conditions d’auto-assemblage et caractérisé les fibres de Phe-Phe déposées
uniformément sur les électrodes de carbone par microscopie optique, la caractérisation de surface a
permis de confirmer le greffage covalent des aptameéres sur les fibres. Finalement, différentes
techniques électrochimiques, telles que la voltamétrie cyclique ou la voltamétrie a impulsions
différentielles, ont démontré de bonnes capacités du capteur pour la détection électrochimique de
grosses molécules telles que la thrombine.

En raison de l'inefficacité de la détection des pesticides par les aptacapteurs, des méthodes de
détection directe ont été envisagées. Parmi celles-ci, il a été possible de détecter le glyphosate
directement sur une surface en or. En effet, la modification d’'une électrode de carbone sérigraphiée
par un dépot d’or (Au/SPCE) a permis d’atteindre une limite de détection (LOD) du glyphosate de 5
umol/L. Cependant, elle n'est pas suffisante pour respecter la limite francaise de concentration de
glyphosate dans I'eau potable fixée a 5 nmol/L. Afin d'améliorer la LOD et atteindre cette limite légale,
cette électrode Au-SPCE a été modifiée par électrodéposition d'une couche de polypyrrole en présence
de glyphosate, qui est ensuite lavé pour former un polymére a empreinte moléculaire. L'étude a donc
consisté a comparer les résultats de I'électropolymérisation du pyrrole sur I'électrode Au/SPCE en
présence ou en |I'absence de glyphosate. Pour ce faire, les propriétés structurales de I'électrode ont été
analysées a l'aide de la microscopie électronique a balayage. Les compositions chimiques des
différentes électrodes ont été caractérisées par spectrométrie photoélectronique a rayons X, afin de
comprendre les mécanismes mis en jeu lors de la détection. Cette approche a considérablement
amélioré la détection du glyphosate, permettant ainsi de détecter des quantités de glyphosate de
I'ordre du picomole par litre, inférieures a la limite légale dans I'eau.



Summary

This doctoral research work is part of the Captain ADHOC research project (E2S-UPPA 2020-
2024), which aims to develop a sensitive and selective electrochemical sensor for the real-time, in situ
detection of contaminants such as pesticides and drugs in river water.

The objective of this thesis is to design and develop an electrochemical platform for the
detection of pesticides by studying two types of sensors for their selectivity and specificity: aptasensors
and molecularly imprinted polymer (MIP)-based sensors. To functionalize carbon electrodes with
aptamers, two strategies were explored. The first is based on the electrochemical copolymerization of
pyrrole and pyrrole-1-propionic acid. Evidence of electrode functionalization and aptamers grafting was
provided by X-ray photoelectron spectroscopy. Electrochemical measurements demonstrated the
platform's effectiveness with a model aptamer: the anti-thrombin aptamer. However, the same
electrochemical platform functionalized by an aptamer specific for a pesticide, the thiabendazole, was
ineffective for its electrochemical detection.

The second strategy relied on the self-assembly of the dipeptide L-Phenylalanyl-L-
Phenylalanine (Phe-Phe) to obtain a stable coating on the electrode surface. After testing various self-
assembling conditions and characterizing the uniform deposition of Phe-Phe fibers on carbon
electrodes using optical microscopy, surface characterization confirmed the covalent grafting of
aptamers on fibers. Finally, different electrochemical techniques, such as cyclic voltametry or
differential pulse voltametry, demonstrated the sensor's capabilities for electrochemical detection of
large molecules like thrombin.

Due to the inefficiency of pesticide detection by aptasensors, direct detection methods were
considered. Among these, it was possible to detect glyphosate directly on a gold surface. Indeed, the
modification of a screen-printed carbon electrode by gold deposition (Au/SPCE) achieved a limit of
detection (LOD) for glyphosate of 5 pmol/L. However, this did not reach the French limit for
glyphosate concentration in drinking water, fixed at 5 nmol/L. To improve the LOD and reach this legal
limit, the Au-SPCE electrode was modified by electrodepositing a thin layer of polypyrrole in the
presence of glyphosate, which was then washed to form a molecularly imprinted polymer. The study
compared the results of electropolymerization of pyrrole on the Au/SPCE electrode in the presence
or the absence of glyphosate. To do this, the structural properties of the electrode were analyzed
using scanning electron microscopy. The chemical compositions of the different electrodes were
characterized by X-ray photoelectron spectroscopy to understand the mechanisms involved in the
detection. This approach significantly improved the detection of glyphosate, allowing the detection of
glyphosate at picomole per liter levels, below the legal limit in water.
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1. Introduction générale

Ce travail de thése d’une durée de 3 ans, financé par E2S UPPA et la Communauté
d'Agglomération de Pau Pyrénées, fait partie intégrante du projet de recherche
Captain ADHOC qui a pour objectif de développer un capteur électrochimique capable de
détecter et doser les polluants dans les eaux de riviere, notamment les eaux locales du bassin
de I'Adour.

Dans un premier temps il est nécessaire de définir ce qu’est la pollution visée par cette
étude. La pollution environnementale peut étre décrite comme l'introduction de substances
dangereuses dans I'environnement, souvent appelées polluants ou contaminants. Certains
polluants sont largement connus du grand public en raison de leurs effets néfastes sur
I'environnement et la santé qui ont déja été décrits. Parmi ces contaminants, les oxydes de
soufre, d'azote et de carbone, les composés organiques volatils et les métaux potentiellement
toxiques. Ces contaminants sont surveillés par la Commission européenne afin de limiter leur
impact sur I'environnement. La directive cadre européenne sur lI'eau du 23 octobre 2000
impose a chaque pays membre de I'Union européenne la gestion et la protection des
ressources en eau et des milieux aquatiques. Lobjectif principal défini par cette directive est
d’atteindre un bon état des eaux superficielles et souterraines et fait référence a une liste
de 21 substances dangereuses prioritaires de la directive 2013/39/UE du 12 Ao(t 20132

Cependant, une nouvelle classe de polluants environnementaux est régulierement
étudiée, il s'agit des contaminants émergents (CE).> Les contaminants émergents sont
couramment définis comme des substances chimiques synthétiques ou naturelles
fréquemment présentes dans l'environnement, qui ne sont pas réglementées, mais qui
peuvent potentiellement avoir des effets néfastes sur I'environnement.

Ainsi, Sauvé et Desrosiers* montrent I'évolution des « contaminants d'inquiétude
émergente », terme qu'ils préféerent a "contaminants émergents", car selon eux, différents
polluants ont pu étre historiquement percus comme des polluants émergents. La premiére
prise de conscience du danger des polluants émergents est souvent attribuée a Rachel Carson
a travers son livre « Silent Spring »° ol elle a démontré que I'utilisation massive du
dichlorodiphényltrichloroéthane pour éliminer les moustiques avait conduit a la disparition de
nombreux oiseaux.

Cependant les premiéres études pouvant étre associées aux contaminants émergents
proviennent de Hong et al®, qui ont mis en évidence la pollution causée par |'extraction du
plomb et de I'argent par les civilisations grecque et romaine. Cette pollution a eu un impact
étendu, allant jusqu'au Groenland ou des traces de plomb ont été retrouvées, piégées dans
les glaces.
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Cela démontre que les substances émergentes dans |'environnement ne sont pas
nécessairement de nouveaux composés chimiques, mais peuvent étre des substances qui ont
longtemps été présentes dans |'environnement et dont les effets n‘ont été compris que
récemment. Pour approfondir la notion d'émergence, Khan et al.” les définissent en trois
catégories:

- les nouvelles molécules qui émergent dans I'environnement,

- les molécules qui étaient connues pour exister dans I'environnement, mais dont les
effets toxiques émergent,

- les contaminants déja connus, mais qui présentent de nouveaux effets toxicologiques.

A partir de ces définitions plus précises, les principales catégories de contaminants
émergents comprennent les produits chimiques industriels, les pesticides, les tensioactifs, les
produits pharmaceutiques et cosmétiques?, y compris un grand nombre d'hormones® et de
substances alkyles poly- et perfluorées (PFAS)°.

Dans ce projet, un focus est donné aux résidus de pesticides (métolachlore, glyphosate,

etc) car ils ont été retrouvés fréquemment dans les eaux de surface locale, notamment dans
le bassin Adour-Garonne.
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2. Etudes bibliographiques

2.1.  Les pesticides

2.1.1. Cycle de vie des pesticides
Les pesticides sont des substances ou des produits destinés a lutter contre les organismes
jugés nuisibles, qu'ils s'agissent de plantes, d'animaux, de champignons ou de bactéries. Les
pesticides peuvent étre classés en plusieurs catégories en fonction de la cible visée, telles que
les herbicides, les insecticides, les fongicides, les nématicides, les rodonticides, etc.

Les pesticides sont principalement utilisés en agriculture pour améliorer les rendements
de production. La Figure 1 montre que la consommation de pesticides en 2020 s'élevait a
environ 2 650 000 tonnes. Leur utilisation a considérablement augmenté dans le monde au
cours des 20 derniéres années, en particulier dans les continents de I'hémisphére sud.

PAS DE DIMINUTION EN VUE
Consommation de pesticides en tonnes par continent en 2020 et tendance depuis 1999

658 529

Amérique du Sud

770 393

sssmsen

En kg par hectare de

terre agricole

M plusde5

W jusqu'a 4
jusqu'a3d
jusqu'a 2
jusqu'al

S ATLAS DES PESTICDES 2023 / FAOSTAT

Drapeiss les Nations unies. Les volumes seuls ne refiétent pas 1 toxeilé.

Figure 1 : Consommation des pesticides en tonnes par région du monde en 2020 et tendance
depuis 1999 selon I'ATLAS DES PESTICIDES 2023.

La Figure 2 montre I'évolution des ventes de pesticides dans I’'Union-européenne de
I'année 2011 a 2020. Les fongicides et les herbicides ont été les principaux pesticides
représentant respectivement 40 a 44 % et 30 a 36 % des ventes totales de pesticides selon les
années. Malgré une chute des ventes de fongicide en 2019, attribuée aux conditions météo,
la vente de pesticides en Europe semble stable, aux alentours de 400 000 tonnes par an. Au
sein de I'Europe, la France est le premier consommateur de pesticides, avec 65 000 tonnes
pour l'année 2020, suivi par l'ltalie et I'Allemagne avec 56 000 et 49 000 tonnes,
respectivement.
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Figure 2 : Quantité de pesticides vendus en Europe en fonction de I'‘année, en vert les
insecticides, en bleu les fongicides, en rouge les herbicides et en noir les autres selon McGinley
et al.t

La forte consommation de pesticides est principalement due a leur impact
économique. Par exemple, le glyphosate, I'herbicide le plus utilisé dans le monde, permet
d'augmenter les rendements de production de céréales d'environ 40%.%2 Selon Cook et al,*?
l'utilisation du glyphosate et des cultures résistantes au glyphosate permet a l'industrie
agricole du Royaume-Uni d'économiser 40 millions de Livres sterling par an. Cette économie
considérable se répercute sur le prix des aliments, réduisant par exemple le prix du blé de 40%
grace a |'utilisation du glyphosate. Aux Etats-Unis, I'utilisation du glyphosate a débuté en 1996,
et la production de mais, de soja et de coton aux Etats-Unis est passée de 1,8 million de kg en
1990 a 45 millions de kg en 2005.1* Cependant, il a été démontré qu'une part significative des
produits appliqués en agriculture n'atteint jamais les organismes ciblés. En effet, moins de 15%
des pesticides appliqués parviennent effectivement a atteindre leurs cibles, le reste de ces
produits chimiques, donc 85% de la quantité utilisée, se disperse dans divers compartiments
de I'environnement.’ Lunardi et al. ont décrit le parcours des pesticides depuis leur point
d'application jusqu'aux eaux souterraines, comme illustré dans la Figure 3.%°

Ainsi, les pesticides pulvérisés sur les cultures peuvent suivre trois voies distinctes :

1) Lorsqu'ils sont emportés par les précipitations, ils peuvent s'écouler directement dans
les cours d'eau.

2) S'ils sont entrainés par les précipitations, ils peuvent s'infiltrer dans les sols et atteindre
les nappes phréatiques.

3) lls peuvent également s'évaporer et retomber avec les pluies, finissant par se déverser
dans les eaux de surface.
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Figure 3 : Devenir des pesticides appliqués dans I'environnement selon Lunardi et al. 1°

En fin de compte, environ 85% des pesticides vendus finissent par se retrouver dans les
eaux de surface ou les eaux souterraines. En Europe, cela représente 340 000 tonnes de
pesticides se déversant dans les eaux chaque année. Il est donc crucial d’étre capable de
détecter et doser ces pesticides.

La classification des pesticides peut étre complexe, car elle peut se faire en fonction de
différents critéres. Les catégories courantes pour les pesticides sont souvent basées sur la cible
visée, telles que les herbicides, les insecticides, les fongicides, les nématicides et les
rodenticides. Cependant, ces groupes peuvent comporter une grande variété de produits avec

des caractéristiques chimiques diverses.'’1?
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Les pesticides peuvent également étre classés en fonction de leur composition chimique,
indépendamment de leur mode d'action. Voici cing catégories majeures de pesticides basées
sur leur composition chimique :

- Les organophosphorés?® : composés organiques contenant au moins un atome de
phosphore, généralement dérivés de I'acide phosphorique. Les principaux pesticides
organophosphorés sont le chlorpyrifos, le parathion, le malathion, le glyphosate et le
triazophos. La plupart des pesticides organophosphorés sont des insecticides, mais on
trouve également des herbicides, comme le glyphosate.

- Les organochlorés?! : composés organiques contenant au moins un atome de chlore.
Des exemples incluent le chlordane, le lindane, la dieldrine, le B-endosulfan et
I'endrine. Généralement, les pesticides organochlorés sont également utilisés en tant
que pesticides. Leur utilisation est maintenant moins fréquente en raison de leur
persistance dans I'environnement.

- Les carbamates?®: dérivés principalement de I'acide carbamique. Certains exemples de
carbamates comprennent l'aldicarbe, le carbofuran, le carbaryl, le fenobucarbe,
I'oxamyl et le méthomyl. On retrouve a la fois des herbicides, des insecticides et des
fongicides parmi les carbamates.

- Les triazines?? : composés constitués d'hétérocycles azotés. Parmi les triazines, on
trouve des herbicides tels que l'atrazine, la propazine, la simazine, le prometon, le
terbumeton et le secbumeton. La plupart de ces pesticides sont utilisés en tant
gu'herbicides.

- Les phenoxy?® : pesticides qui comportent des groupes phényle dans leur structure,
tels que le mecoprop, le dichlorprop et l'acide 2,4-dichlorophénoxyacétique. Les
pesticides phenoxy sont généralement des herbicides qui sont peu persistants, voire
pas du tout, dans I'environnement.

A la vue de I'immense diversité de pesticides utilisés a travers le monde, la classification
des pesticides est importante pour comprendre les effets sur I'environnement et leur
réglementation. Elle permet également de mieux cerner les risques potentiels associés a
chaque catégorie de pesticides.
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2.1.2. Risques toxicologiques
L'utilisation excessive de pesticides, entraine une décharge importante de ceux-ci dans les
eaux les eaux de surfaces. Ainsi, les pesticides entrent en contact avec de nombreuses especes
végétales ou animales qui ne sont pas les cibles originales. De nombreuses études répertorient
leurs impacts néfastes. On retrouve notamment des impacts sur la biodiversité, sur la santé
humaine, mais aussi sur la chaine alimentaire et sur le réchauffement climatique.*>?*

De plus, des études ont montré que des résidus de pesticides peuvent se retrouver dans
les produits alimentaires, notamment dans les céréales et la viande?, se retrouvant alors chez
I’'Homme. Notamment, 99% des urines des francais contiendraient du glyphosate.?® La
proportion de glyphosate serait méme plus importante chez les jeunes ou il est possible de
retrouver jusqu’a 2 ug/L de glyphosate dans les urines.?’

Le centre international de recherche sur le cancer (CIRC) a réalisé des évaluations des
risques potentiels pour la santé associée aux pesticides. 25 substances ont été définies comme
potentiellement carcinogénétiques. En effet, Alavanja et al.?® ont rapporté que le contact
direct avec certains pesticides spécifiques pouvait étre en lien avec les cancers du poumon, de
la prostate ou du pancréas. Les analyses indiquent que les agriculteurs ou les personnes vivant
dans des zones agricoles ont a un risque accru a ces cancers. L'effet des pesticides sur la santé
ne se limiterait pas a 'augmentation du risque de cancer. Montgomery et al?°. ont avancé l'idée
gue les fermiers utilisant régulierement des pesticides organochlorés avaient un risque accru
de plus de 50% a développer le diabéte. Une étude systématique, sur 300 000 participants
dans 10 pays sur 3 continents, menée par Evangleou et al.3° a confirmé cette idée. Tanner et
al.3! ont rapporté 'effet d’inhibition des mitochondries par certains pesticides comme le
paraquat qui impliguerait 'augmentation des risques de développer la maladie de Parkinson.

Ces études sont quelques exemples des effets que peuvent avoir le contact régulier des
pesticides sur la santé humaine, mais il existe aussi des risques pour la biodiversité, en
affectant la faune, la flore et les écosystemes. Cela peut inclure la contamination des sols et
des eaux, la réduction de la biodiversité, et la perturbation des chaines alimentaires naturelles.

Bien que moins souvent évoqué, l'utilisation de pesticides peut également avoir des
implications pour le climat. Le réle précis et le mécanisme des pesticides, leur solubilité, leur
persistance et leurs caractéristiques de dégradation sont des facteurs qui contribuent
largement au changement climatique.®®
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2.2. Capteurs et biocapteurs électrochimiques pour la
détection de pesticides

2.2.1. Généralités

Pour détecter avec précision les pesticides tout en respectant les limites de
concentration établies par les autorités compétentes, a savoir 0,1 ug/L pour chaque substance,
il est essentiel de recourir a des techniques sophistiquées. Les méthodes traditionnelles telles
gue la chromatographie en phase gazeuse et la chromatographie en phase liquide, couplée a
la spectrométrie de masse (GC-MS et LC-MS) ont longtemps été privilégiées pour leur capacité
a fournir des analyses sensibles, sélectives et reproductibles des résidus de pesticides dans
I'eau.3272% Cependant, l'inconvénient de ces méthodes réside dans le fait que les échantillons
nécessitent un prétraitement complexe pour étre extrait des matrices d’analyses. De plus, les
analyses doivent obligatoirement étre réalisées dans des laboratoires équipés avec un
personnel formé. Par conséquence, I'analyse est couteuse et largement différée par rapport
au prélevement. Cela limite donc l'utilisation possible de ces méthodes pour des enquétes sur
les eaux courantes, ou il est nécessaire de surveiller frequemment et en temps réel afin de
détecter rapidement d'éventuels pics de pollution et de prendre des mesures appropriées.

Les biocapteurs apparaissent comme des outils d’analyses prometteurs pour remplacer
les méthodes conventionnelles pour des mesures régulieres. lls offrent la possibilité de
détecter les analytes en temps réel, en minimisant les prétraitements des échantillons, voire
méme d’étre intégrés directement sur les sites d’intéréts.

Les biocapteurs se distinguent principalement en deux grandes catégories en fonction
de leur mode de transduction, a savoir les biocapteurs optiques et les biocapteurs
électrochimiques.3” Dans le contexte de cette étude, nous nous concentrerons exclusivement
sur I'examen des biocapteurs électrochimiques.

Les capteurs électrochimiques se divisent encore en deux catégories comme on peut
le voir dans la Figure 4, les capteurs enzymatiques et non enzymatiques.
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Figure 4 : Les différents types de biocapteurs électrochimiques.

Les capteurs enzymatiques sont des biocapteurs qui utilisent des enzymes pour
convertir un signal de détection moléculaire en un signal électrochimique.3® Les biocapteurs
électrochimiques enzymatiques se basent sur des enzymes d'oxydoréduction, ce qui signifie
qu'ils détectent la présence d'un substrat en mesurant une réaction d'oxydation ou de
réduction. Les capteurs enzymatiques utilisés pour la détection de pesticides fonctionnent
généralement grace a I'inhibition enzymatique. Le principe de base des biocapteurs basés sur
I'inhibition consiste a évaluer I'activité enzymatique avant et apres l'interaction avec la cible,
qui joue le réle d'inhibiteur.

Les capteurs les plus fréquemment étudiés utilise 'enzyme acétylcholinestérase, qui
hydrolyse I'acétylcholine en deux produits, I'ion acétate et la choline. Des études ont montré
gue les pesticides inhibent cette réaction, dont la mesure permet de détecter la présence de
pesticides.3°™*! l'inhibition enzymatique n’est pas sélective, mais certains pesticides inhibent
plus I'acétylcholine que d’autres. Par exemple, le paraoxon inhibe plus cette enzyme que le
malathion.3? Ainsi, I'utilisation de différentes enzymes peut permettre de détecter une large
gamme de pesticides. L'utilisation d’un capteur basé sur la butyrylcholinestérase (BChE), a
permis de détecter le paraoxon, I'acide 2,4-dichlorophénoxyacétique et l'atrazine.*? Les
capteurs a base de phosphatase alcaline ont montré une inhibition face au malathion
(organophosphoré) et a l'acide 2,4-dichlorophénoxyacétique (organochloré),*® mais aussi en
présence de métham-sodium (carbamate) et tétradifon (organochloré).** D’autres enzymes
sont utilisées dans la détection électrochimique de pesticides telles que la peroxydase3>%, la
phosphatase acide®?, 'uréase®®. Les capteurs enzymatiques n’étant pas spécifiques, ils ne
seront donc pas plus étudiés pour privilégier les capteurs non enzymatiques.
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Les capteurs non enzymatiques se composent de deux parties principales : la molécule
de reconnaissance qui est développé pour étre spécifique envers une cible, telle qu'un
anticorps, un aptameére ou un polymere d'impression moléculaire (MIP), et le transducteur.
Pour des mesures électrochimiques, le transducteur est constitué d'une électrode et de
composants déposés a sa surface pour améliorer la sensibilité et immobiliser la molécule de
reconnaissance (Figure 5).

Analyte Bio récepteur Transducteur Méthode de détection

4 ) " 4
Anticorps L) Polymeres
> 4 -
. >
. Contaminants MIP * Comp05|tes Electrochimie
>
. \r“ Aptameére * Peptides k )
N Y ®

Figure 5 : Schéma de concept d'un biocapteur électrochimique.

2.2.2. Lesimmunocapteurs

Les immunocapteurs sont des biocapteurs a base d’anticorps. Contrairement au
capteur enzymatique, les immunocapteurs sont trés sélectifs car ils reposent sur le principe de
la reconnaissance moleculaire entre un antigene et un anticorps pour la capture de la cible
dans la solution d’analyse.*” Par définition, un antigéne est une molécule qui provoque une
réponse immunitaire (immunogénicité) et qui est capable de se combiner avec un anticorps
spécifique. Les molécules qui se lient aux anticorps mais qui ne possédent pas
d'immunogénicité sont appelées "hapténes". Les pesticides sont des hapténes typiques. Pour
générer des anticorps contre les pesticides, il est nécessaire de les fixer a une protéine vectrice,
tel que I'albumine sérique bovine, avant de les insérer dans un hote biologique. L'h6te produira
alors des anticorps pour se défendre de cet hapténe.*® Le Tableau 1 montre des
immunocapteurs électrochimiques récemment développés pour la détection de pesticides tels
gue le parathion, le chlorpyrifos, I'atrazine ou le paraoxon.
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Tableau 1 : Immunocapteurs électrochimiques pour la détection de pesticides

Matériaux

Graphene
GQDs

GS-MB/AuUNPs

NiAI-LDH/G and
HGNs

AuNPs/PANI/
MWCNTSs/CS
PANI/Gr

AuNPs/MWCNTSs
CNT embedded ZnO
nanofiber

AuNPs

SSA-PANI

SWCNTs on GC

MBs/SPCE

Anticorps utilisé

Anti-parathion
Anti-parathion

Anti-chlorpyrifos
monoclonal

Anti-chlorpyrifos

Anti-chlorpyrifos

Anti-atrazine

Anti-atrazine
polyclonal

Anti-atrazine

Anti-atrazine
monoclonal

Anti-atrazine

Anti-paraoxon
IgG

Anti-glyphosate

Pesticide

Parathion
Parathion

Chlorpyrifos

Chlorpyrifos

Chlorpyrifos

Atrazine

Atrazine

Atrazine

Atrazine

Atrazine

Paraoxon

Glyphosate

Type d'analyse

EIS
EIS

Ampérométrique,
EIS, CV

Electrochimique

CV and EIS

SWV

SWV

CV and EIS

EIS, CV, DPV

EIS

Electrochemical
and SWV)

Ampérométrique

Gamme de sensibilité

0,1-1000 ng/L
0,01-10° ng/L

1-500 pg/L

5-150 mg/L

0,1.10° -40.10° g/L et
40.10°-500.10° g/L

0,5-100 nM

10zM -1 uM

0,05-0,5 pg/L

0,01-50 pg/L

(CV  2-2500 ppb

30-10000 pg/L

Limite de
détection
52 pg/L

46 pg/L

0,056 pg/L

0,052 mg/L

0,06.10° g/L

43.10"2 g/L

0,02 nM

5,368 zM

0,016 pg/L

0,01 pg/L

2 ppb

10 pg/L

Ref

Mehta et al. (2016)*°
Mehta et al. (2017)*°

Qiao et al. (2014)*

Qiao et al. (2015)°?

Sun et al. (2013)3

Chuc et al. (2016)>*

Norouzi et al. (2012)%

Supraja et al. (2020)°°

Liu et al. (2014)>

Deep et al. (2014)°8

Liu et al. (2014)>°

Bettazzi et al (2018)%°
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De cette étude, on peut remarquer que pour le développement d’'immunocapteurs, les
anticorps peuvent étre greffés sur différents matériaux, qui peuvent étre regroupés par
catégorie. On retrouve les matériaux a base de graphéne**=>2, de nanotubes de carbone>->°,
les matériaux a base de nanoparticules d’or>1>35>57 et |es polyméres, notamment la
polyaniline.>3>4%8 Ces différents matériaux sont utilisés dans le but d’augmenter la sensibilité
des capteurs. Lobjectif est d’augmenter la surface spécifique de I'électrode pour pouvoir
greffer un maximum d’anticorps, tout en gardant une surface d’électrode conductrice. Pour
améliorer la détection de I'atrazine, Supraja et al.”® ont déposé a la surface d’une électrode de
carbone vitreux (GCE) des fibres d’oxyde de zinc enrobées de nanotube de carbone (Figure 6).
La Figure 6a montre la synthese de I'acétate de zinc dihydraté et des nanotubes de carbones
est électrofilé a partir d’'une solution précurseur contenant du polyacrylonitrile (PAN). Les
fibres qui en résultent sont calcinées puis déposées sur la surface d’'une GCE. La Figure 6b
montre la fonctionnalisation de ces fibres et I'immobilisation des anticorps a la surface. Ainsi,
la limite de détection obtenue pour ce systeme est de 10 zmol/L, qui est vraiment trés faible.
De plus, ce capteur a été mis en présence de différent produit et n'a montré que de faible
variation de signal, révélant une forte spécificité a I'atrazine.

Zinc acelate )
dihydrate
Zinc acetate
< ]
= ——d
&3
(A) (B) + Antigen
Y Antibody
| caicination
A [+ B
— [400°C | [ s50°C
KV 2h) | (3n)
| "
Precursor solution
2k < - BSA
= MWCNT-ZnO ZnO

Figure 6 : Schéma a) de la synthése des fibres d’oxyde de zinc électrofilées enrobées de
nanotubes de carbone, et b) de la construction de I'immunocapteur « CNT embedded ZnO
nanofiber » selon Supraja et al. *®

Bettazzi et al.%%ont choisi une autre voie pour augmenter la surface de leur capteur anti-
glyphosate. La Figure 7 montre que les anticorps ne sont pas greffés a la surface d’'une
électrode, mais sont immobilisés a la surface de particules paramagnétiques. Les particules
dispersées dans la solution d’analyse permettent la capture des molécules de glyphosate
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fonctionnalisées par 'enzyme peroxydase de raifort (HRP) afin de pouvoir réduire, par une
méthode ampérométrique, le 3,3'5,5'-tétraméthylbenzidine (TMB) a la surface d’une
électrode de graphite. Cette solution est en effet ingénieuse pour maximiser la capture de la
cible, et permet une détection jusqu’a 10 pg/L. Cependant, la préparation nécessaire de
I’échantillon et le fait d’étre non réutilisable font que ce principe ne pourra pas étre utilisé pour
le développement d’un capteur de routine.
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Figure 7 : Schéma montrant des billes paramagnétiques fonctionnalisées par des anticorps
anti-glyphosate, permettant la détection électrochimique du glyphosate-HRP sur une électrode
de graphite, selon Bettazzi et al.®°

Ces biocapteurs utilisent des techniques électrochimiques diverses comme la
spectroscopie d'impédance électronique (EIS), des mesures ampérométriques, la voltamétrie
cyclique (CV), la voltamétrie a signaux carrés (SWV) et la voltamétrie a impulsion différentielle
(DPV). La plupart de ces méthodes électrochimiques nécessite |'utilisation d’'une sonde redox
qui est capable de s‘oxyder ou de se réduire en appliquant différents potentiels, et ainsi de
créer un courant électrique. Généralement, la sonde redox se trouve en solution, ce qui peut
limiter 'utilisation du capteur sur le terrain. Qiao et al.>! ont alors essayé de fixer le bleu de
méthyléne sur la surface de I’électrode. Pour cela, aprés avoir électrodéposé des particules
d’or a la surface d’'une GCE, ils ont déposé une goutte d’'un mélange contenant du chitosane,
des feuilles de graphene et du bleu de méthyléne. Ainsi, la sonde redox se retrouve piégée sur
I'électrode. Une fois I'anticorps du chlorpyrifos immobilisé a la surface, le capteur a montré
une gamme de sensibilité pour la detection du chlorpyrifos allant de 1 a 500 pg/L.
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Les immunocapteurs électrochimiques présentent des avantages significatifs pour la
détection des pesticides, notamment leur haute spécificité grace a |'utilisation d'anticorps ou
d'autres éléments de reconnaissance biologique. Cependant, il est important de noter qu'ils
ont également certaines limites, dont voici quelques-unes :

- lls ne sont pas réutilisables : la plupart des immunocapteurs électrochimiques ne sont
pas réutilisables. Cela peut augmenter les co(ts de détection.

- lls nécessitent l'utilisation d'une sonde redox : pour la détection électrochimique, il est
souvent nécessaire d'avoir une sonde redox en solution ou de la greffer a la surface de
I'électrode ou a I'anticorps. Cela ajoute une complexité au systeme et peut rendre la
mise en ceuvre plus colteuse.

- Colt élevé des anticorps : les anticorps sont souvent coliteux a produire. Cela peut
augmenter le co(t global de fabrication de ces capteurs.

2.2.3. Les aptacapteurs

Les aptameéres sont des oligonucléotides a simple brin, généralement composés d'ADN
ou d'ARN, qui ont la capacité de se lier a leurs cibles avec une grande affinité et une spécificité
semblables aux interactions antigene-anticorps. La sélection d'aptameres pour des cibles
spécifiques se fait au moyen d'un processus appelé SELEX (Systéme d'Evolution Systématique
des Ligands par Enrichissement Exponentiel). Ce processus a été découvert presque
simultanément par deux groupes de recherche indépendants, a savoir Ellington et a/®! et Tuerk
et al®?, en 1990.

Comme illustré dans la Figure 8, le processus SELEX comporte trois étapes distinctes :

1) Une bibliotheque contenant des milliers de séquences d'aptameéres aléatoires est mise
en présence de la cible d'intérét afin d’'obtenir des complexes aptamere-cible avec les
séquences compatibles,

2) Les aptameéres qui ont formé des complexes avec la cible sont récupérés,

3) Les complexes aptamere-cible sont dissociés, et les aptameéres résultants sont
multipliés pour former une nouvelle bibliotheque d'aptaméres.

Ce processus est répété plusieurs fois, en itérant les étapes 1 a 3, pour enrichir la population
d'aptameres vers ceux qui ont une forte affinité pour la molécule cible. Une fois le processus
terminé, I'aptameére sélectionné est hautement spécifique a la cible.
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Figure 8 : Schéma du processus SELEX selon Gan et al.%?

Les aptacapteurs électrochimiques pour la détection des contaminants émergents
reposent sur deux principaux modes de fonctionnement, résumé dans la Figure 9. Ces modes
de fonctionnement mettent en évidence comment les aptameres interagissent avec les cibles
pour générer un signal de détection. Les deux principaux modes de fonctionnement observés
pour la détection de contaminants émergents reposent surla variation de résistance et
I’hybridation d’oligonucléotide.

Dans le mode étudiant la variation de résistance (Figure 9a), la résistance du capteur
évolue en fonction de la concentration de la cible. Lorsque la cible est capturée par I'aptamere,
cela conduit a une passivation de I'électrode, ce qui se traduit par une augmentation de la
résistance du capteur. Cette variation de résistance est proportionnelle a la concentration de
la cible, permettant ainsi la détection et la quantification.

Le deuxieme mode de fonctionnement repose sur l'utilisation de séquences
d'oligonucléotides complémentaires (Figure 9b). Ces séquences s'hybrident a la surface de
I'électrode, empéchant ainsi la lecture d'un signal électrochimique. Lorsque la cible entre en
contact avec I'aptamére, I'hybridation entre les deux séquences est rompue, permettant la
lecture d'un signal.
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Cette méthode offre une sensibilité accrue grace a un encombrement stérique plus
important, ce qui amplifie le contraste lors de la capture de la cible. Cependant, un
inconvénient majeur de cette deuxieme méthode est la perte de la séquence hybridée aprées
la premiére interaction, ce qui signifie que le capteur ne peut pas étre utilisé de maniére
continue. Cette limitation peut avoir un impact sur l'applicabilité des capteurs dans certaines
applications, notamment celles nécessitant une surveillance en temps réel.

Q Ligand < Aplamer . Redox

LALUNUNLXL)

Qs O s>

Figure 9 : Schéma des différents modes de fonctionnements des aptacapteurs
électrochimiques, a) mesure de la résistance électrique, c) mesure de courant a l'aide du
déplacement d’un oligonucléotide complémentaire. Adapté de Rozemblum et al.®*

Le Tableau 2 résume les dernieres avancées en termes d'aptacapteurs
électrochimiques pour la détection de pesticides, ainsi que de produits pharmaceutiques. Ces
derniers sont également des molécules organiques de taille similaire aux pesticides,
présentant les mémes défis en termes de détection. Il semblait donc important d'élargir la
recherche pour obtenir une vue plus globale des différentes approches pour la détection de
ces molécules organiques grace aux aptacapteurs électrochimique.
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Tableau 2 : Récents travaux sur les aptacapteurs électrochimiques anti-pesticides et anti-médicaments

Cible

Atrazine

Amoxicilline

Sulfadimethoxine

Malathion

Sequence d'aptameére

5'-TGT-ACC-GTC-TGA-GCG-ATT-CGT-ACG-AAC-GGC-TTT-GTACTG-TTT-GCA-CTG-
GCG-GAT-TTA-GCC-AGT-CAG-TGT-TAAGGA-GTG-C-3'

5'-(SH)-(CH2)6-TACTGTTTGCACTGGCGGATTTAGCCAGTCAGTG-[FITC]-3'

5’-(SH)-(CH2)6-TACTGTTTGCACTGGCGGATTTAGCCAGTCAGTG-[Flc]-3'

5'-(SH)-TTA GTT GGG GTT CAG TTG G-3'

5'-GAG GGC AAC GAG TGT TTA TAG A-3'

5'-SH-TCT ATA AAC ACT CGT TGC CCT C-3'

5'-COOH-
ATCCGTCACACCTGCTCTTATACACAATTGTTTTTCTCTTAACTTCTTGACTGCTGGTGTT
GGCT-3'
5'(Ami)ATCCGTCACACCTGCTCTTATACACAATTGTTTTTCTCTTAACTTCTTGACTGCT
GGTGTTGGCTCCCGTAT3'

5’(Btn)ATCCGTCACACCTGCTCTTATACACAATTGTTTTTCTCTTAACTTCTTGACTGCTG
GTGTTGGCTCCCGTAT-3’

Gamme de

sensibilité
50-fM-0,3
nM

6,00.10%
1,00 uM

100 pM - 1

UM
0,5-3 nM

0,1-500 nM

0,5-600 ng/L

1,00.10°%°
1,00 pM

3,03.10°

Limite de
détection
12,0 fM

4,00x10°
UM

10 Pm

0,2 nM

0,038 nM

0,5 ng/L

5,00.10°1°
uM

3,03.10°

3,03.102uM  uM

Ref.

Sun et al.
(2019)°°

Madianos
et al.
(2018)%°
Madianos
et al.
(2018)%7

Song et al.
(2020)%8

Bai et al.
(2019)%°
Xu et al
(2019)7°

Kaur et al
(2019)"%

Prabhakar
et al.
(2016)72
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Chloramphenicol

Tetracycline

Tobramycine

Kanamycine

5'-Fc- AGCCAACACCAGCAGTCAAGAAG
TTAAGAGAAAAACAATTGTGTATAAGAGCAGGTGTGACGGAT-(CH2)6-SH-3'

5'-ACTTCAGTGAGTTGTCCCACGGTCGGCGAGTCGGTGGTAG-3'

5" -TCTCTCCTCGGTGGTGTCCTCTCT-3'

5'-SH-CCCCCGGCAGGCCACGGCTTGGGTTGGTCCCACTGCGCG-3'

5'-ACUUGGUUUAGGUAAUGAGU-3’

5 TGGGGGTTGAGGCTAAGCCGA-3’

5'-
AGATCCTAGGAGGCACATGTAAGAGTAGATGGGGGTTGAGGCTAAGCCGATAGCTA-3’

5-ACGTTGACGCTGGTGCCCGGTTGTGGTGCGAGTGTTGTGTCCTATGCAGTTT-3’

5'-NH2-AGATGGGGGTTGAGGCTAAGCCGA-3’

1,51.10°
1,82 pM

1,0
1,0nM

0,2nM-
100nM

pM-

1016-10°Mm

0,01 pg/mL -

10 ng/mL

1 pM-1 uM

0,05
50nM

pM-

1,5.103uM

0,3pM

0,13nM

3.10M

2,0 fg/mL

0,16 pM

18 fM

2,4 pM

87,3 pM

Xu et al.
(2019)7°

Roushani
et al.
(2019)73

Wang et al.
(2019)74
Mohamma
d-Razdari
et al.
(2020)7°
Wang et al.
(2019)7®

He et al.
(2019)”7
Shen et al.
(2019)78

Yang et al.
(2019)7°

Li et al
(2018)%°
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Chlorpyrifos

Acétamipride

Carbofuran

Diclofénac

5-CCTGCCACGCTCCGCAAGCTTAGGGTTACGCCTGCAGCGAT 2,85.10% -

TCTTGATCGCGCTGCTGGTAATCCTTCTTTAAGCTTGGCACCCGCATCGT3! 2,85.102 uM
5 01 - 150
CCTGCCACGCTCCGCAAGCTTAGGGTTACGCCTGCAGCGATTCTTGATCGCGCTGCTG  ng/ml
GTAATCCTTCTTTAAGCTTGGCACCCGCATCGT-3’

5'-(SH)-(CH2)6- 4,00.10° -
TGTAATTTGTCTGCAGCGGTTCTTGATCGCTGACACCATATTATGAAGA-[FITC]-3' 1,00 uM

5’-(SH)-(CH2)6-TGTAAT TTG TCT GCA GCG GTT CTT GAT CGC TGA CAC CAT ATT 2,25x10%6 -

ATGAAG A-3’ 4,49x10° uM
5- 0,2 - 50 nM
CACCTGGGGGAGTATTGCGGAGGAAAGAGAACACTGGGGCAGATATGGGCCAGCAG
GTC-(CH2)3-SH-3'

5'-NH2-(CH2)6- 0,1 - 500 nM

TCTAACGTGAATGATAGACCTGGCTTGGGTGGTGGGCGACTGACTGGCGGTGCAACG
TTAACTTATTCGACCATA-3’

9,41x107
uM

70 pg/mL

6,00x10°®

uM

1,70x10”7
UM

67 pM

0,069 nM

Jiao et al.
(2017)8t

Xu et al.
(2018)%2

Madianos
et al.
(2018)°¢
Fei et al.
(2015)%

Li et al
(2018)34

Yang et al.
(2021)%
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Selon la méthode d’étude de variation de la résistance, Prabhakar et al.”? ont
développé un aptacapteur pour détecter le malathion. Pour cela, ils ont déposé un film
nanocomposite de chitosane et d'oxyde de fer (CHIT-IO) a la surface d'une électrode en oxyde
d'étain et de fluor (FTO). Sur la plateforme électrochimique CHIT-IO/FTO, la streptavidine est
immobilisée pour permettre le greffage de |'aptamere anti-malathion fonctionnalisé en
position 5' par la biotine. Une fois le capteur construit, la variation du signal obtenue par DPV
est mesurée en fonction de la concentration (Figure 10). Lors des mesures DPV, le potentiel
est balayé pour permettre a la sonde redox présente de s’oxyder et de créer un courant au sein
de I'électrode de travail. Dans cette étude, la sonde [Fe(CN)s]*’* est utilisée comme sonde
redox, son potentiel d’'oxydation se trouve ici aux alentours de 0,35 V, le potentiel est donc
balayé de 0,2 V a 0,7 V. On remarque que plus la concentration en malathion est élevée, plus
I'intensité du signal obtenu en DPV diminue. Ici, I'évolution de la résistance de I'électrode est
suivie en fonction de la concentration en analyte.

0.0004

a) Bare AptE
b) 0.001ng/ml
¢) 0.005ng/mL
d) 0.0001pg/mL
e) 0.001pg/mL
f) 0.0025pg/mL
g) 0.01ug/mL

1

0.0003

0.0002

Current (A)

0.0001

0.0000

B " Y T T v T
0.2 0.3 0.4 05 0.6 0.7
Potential(V)

Figure 10 : Réponse DPV de l'aptacapteur avec différentes concentrations de malathion (a)
Aptacapteur nue (b) 0,001 ng/mL (c) 0,005 ng/mL (d) 0,0001 mg/mL (e) 0,001 mg/ mL (f) O.
0025 mg/mL (g) 0,01 mg/mL ; dans du PBS 0,05 M (pH-7,0, 0,9 % NaCl) contenant 5mM
[Fe(CN)s]/*, selon Prabhakar et al.”?

Sur le méme principe, Madiano et al.®®ont détecté I'acétamipride grace a une électrode
faite de nanoparticules de platines déposé a la surface d’'un wafer de silice. Les aptaméres anti-
acetamipride sont immobilisés a la surface de I'électrode grace a une fonction thiol. A la
différence des travaux précédents, Madiano et al. utilisent la spectroscopie d’impédance
électrochimique (EIS) pour déterminer I'impédance du capteur en fonction de la concentration
en pesticide. Grace a cette technique sensible, 'acétamipride est quantifié de 1.10%° 3 1.10°®

29



mol/L. Uimpédance est I'équivalent de la résistance mais pour un courant alternatif, elle se
calcule tel que :

R
1+RCiw

Z(w) = Equation 1
OUu w est la fréquence (s?) a laquelle le potentielle est inversé, C représente la capacité (F) et
la R la résistance (Q). Lors de l'analyse EIS, la pulsation est balayée, ce qui permet de
déterminer la résistance du capteur. Cette méthode est trés efficace pour étudier la résistance
du capteur en fonction de la concentration en cible.

Ces deux aptacapteurs reposent sur un systeme de mesure dit « OFF », car le signal
électrochimique diminue lorsque la concentration en cible augmente.

Grace a l'utilisation de séquences d'oligonucléotides complémentaires, Xu et al.”®ont
montré un aptacapteur basé sur des nanoparticules de polydopamine et d'or (PDA-AuNPs)
capable de détecter le malathion. Pour cela, la séquence complémentaire de I'aptameére anti-
malathion est fixée sur la surface de I'électrode. Cette séquence est fonctionnalisée en position
3’ par une fonction thiol, nécessaire pour I'immobilisation sur les AUNPs, et en position 5’ par
une molécule de ferrocene, qui agit comme une sonde redox dans le systeme. Lors de la
construction du, I'aptamere anti-malathion est appairé a la séquence complémentaire, il
éloigne ainsi la sonde redox de la surface de |'électrode. Lorsque le malathion est capturé par
I'aptamere, celui-ci se dissocie de sa séquence complémentaire. La sonde redox en position 5’
est donc maintenant libre d’accéder a la surface de |'électrode. Lors des mesures DPV,
I'augmentation de concentration en malathion se traduit donc par une augmentation de
I'intensité du signal. Ainsi la gamme de sensibilité de ce capteur est de 1,51.10° mol/L a
1,82.10° mol/L.

Avec un principe de fonctionnement similaire, He et al’”’ ont développé un capteur
capable de détecter la kanamycine (Figure 11). Pour cela, la séquence complémentaire de
I'aptamere anti-kanamycine (CS 1) est fixé grace a sa fonction thiol sur la surface d’'une
électrode d’or. Cette électrode est mise en présence d’une solution contenant I'aptameére anti-
kanamycine et différentes concentrations de ce polluant. Les aptaméres n’ayant pas interagit
avec la kanamycine vont venir se lier a CS 1 a la surface de l'électrode, les complexes
cible/aptamere restent en solution. La sonde redox utilisée ici est la thionine (Th), elle est
greffée sur des nanoparticules d’or sur lesquelles sont immobilisées de courtes séquences (CS
2) complémentaires de CS 1. Ainsi, si CS 1 est libre, CS 2 peut venir s’hybrider permettant ainsi
une détection électrochimique grace a la thionine. La détection de la kanamycine grace a cet
aptacapteur est possible sur une gamme allant de 0.001 nmol/L a 1 umol/L.

Ces deux aptacapteurs reposent sur un systeme de mesure dit « ON » car le signal
électrochimique augmente en fonction de la concentration de la cible. linconvénient de ces
systemes est que les séquences d’oligonucléotides non immobilisées ne peuvent pas étre
réutilisées, ce qui nous permet d’émettre des doutes sur la possible utilisation de ces capteurs
sur le terrain.
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Figure 11 : Schéma de fonctionnement d’un aptacapteur anti-kanamycine selon He et al.”’

Les aptacapteurs semblent en effet étre une alternative prometteuse aux
immunocapteurs pour la détection de pesticides. Ils partagent certaines caractéristiques clés,
notamment la spécificité vis-a-vis de la cible et leur aptitude a fonctionner dans des milieux
biologiques. Par rapport aux anticorps, les aptameres présentent plusieurs avantages notables.

Les aptameéres sont moins colteux a produire que les anticorps, car contrairement a
ces derniers, ils n'ont pas besoin d'un hote biologique pour leur synthése. Cela en fait une
option plus économique, en particulier lorsqu'il s'agit de détecter une grande variété de
pesticides. lls peuvent étre facilement fonctionnalisés. Ils peuvent étre immobilisés
rapidement a la surface d'une électrode par une liaison covalente, ce qui est essentiel pour la
création de capteurs électrochimiques. De plus, une sonde redox peut étre fixée a une
extrémité de I'aptameére pour générer un courant électrique lors de |'analyse. Les aptameéres
sont résistants a la température.® Cette caractéristique peut étre exploitée pour relarguer la
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cible en brisant les liaisons physiques formant le complexe cible/aptameére a I'aide d'un apport
de chaleur. Cela permet la réutilisation des aptameres, ce qui peut étre un avantage
considérable.

Dans l'ensemble, les aptameres présentent des propriétés qui en font un choix
attrayant pour la détection de pesticides, offrant une alternative efficace et économique aux
immunocapteurs.

2.2.4. Les capteurs a base de polymeéres a empreintes moléculaire (MIPs)

Les polymeéres a empreintes moléculaires (MIPs) sont souvent décrits comme des
anticorps synthétiques grace a leur capacité a se lier aux molécules cibles.?”88 Ce sont des
polymeéres obtenus par polymérisation en présence de la molécule cible, ce qui permet de
piéger cette molécule a l'intérieur du polymeére. Ensuite, par un processus de nettoyage, qui
peut varier en fonction des polymeres et des cibles, la molécule cible est retirée du polymere,
laissant une cavité correspondant a I'empreinte de la molécule (Figure 12).

Cavity

Polymerization Reoval of /
r , thetemplate

Self-assembly

A

[emplate

. Imprinted
\_‘ Functional monomer material

’.Jcrmx—link::r

Q’ulical / polymerization mitiator

Figure 12 : Principe de fabrication d’un MIP selon Zheng et al.®°

Pour la création d’empreinte, différents types de monomeres sont fréquemment
utilisés. Les monomeres vinyliques, tels que I'acrylamide et ses dérivés, I'acide méthacrylique
et ses dérivés, ainsi que les monomeéres a base d'acrylates, sont choisis la diversité de leurs
fonctions permettant de créer des liaisons hydrogéne avec les molécules cibles. Les liaisons
hydrogéne sont importantes pour la reconnaissance moléculaire, car elles favorisent la fixation
sélective des molécules cibles.*®

Les monomeres conjugués, tels que le pyrrole ou l'aniline, contiennent des cycles
aromatiques qui peuvent former des liaisons par empilement -t avec certaines molécules
organiques. De plus, ces monomeéres peuvent interagir par affinité électronique, ce quiles rend
adaptés a la création de capteurs moléculaires basés sur des interactions électroniques.®!
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Une catégorie plus rare de monomeres comprend les silanes, tels que le 3-
(Trimethoxysilyl)propyl methacrylate ou le vinyltriméthoxysilane. Ces monomeéres sont utilisés
en raison de leur capacité a former des polymeres sol-gel inorganiques. Comme les
monomeres vinyliques, ils possedent des fonctions capables de créer des liaisons hydrogéne,
ce qui les rend utiles pour la reconnaissance moléculaire et la création de matériaux de
capteurs.®®

Le choix des monomeres dépend des propriétés chimiques spécifiques de la molécule
cible, permettant une interaction sélective, que ce soit par liaisons hydrogene, empilement m-
T, affinité électronique ou d'autres mécanismes de liaison.

En outre, on ajoute généralement des agents de réticulation qui sont des molécules
capables de réagir aux deux extrémités, liant ainsi deux chaines de polymére entre elles.? Pour
les polymeéres vinyliques, les agents réticulants courants sont le le N,N'-(Ethane-1,2-
diyl)diacrylamide et I'éthylene glycol diméthacrylate. Pour les polymeéres conjugués, on peut
utiliser la p-phénylénediamine, tandis que les polysilanes peuvent nécessiter du tétraéthyl-
orthosilicate comme agent de liaison. Ces agents de réticulation permettent de figer le
polymeére autour de la molécule cible et ainsi de créer les cavités, les empreintes des molécules
cibles nécessaires pour la recapture. Il faut noter que le polypyrrole est un cas particulier car
il ne nécessite pas d’agent de réticulation lors de sa polymérisation car il est réticulé par les
liaisons B dans le plan.9%%3

Généralement, les polymeres a empreintes moléculaires (MIP) sont obtenus par
polymérisation radicalaire en utilisant différentes méthodes, telles que la polymérisation en
masse, par précipitation, en émulsion, ou en suspension. Plus récemment, des techniques
d'électropolymérisation de MIP ont également été développées.

La polymérisation en solution est la méthode la plus simple pour obtenir un polymeére
imprimé.°%%4 Dans cette méthode, les réactifs, y compris les monoméres, les agents de liaison
et la molécule cible, sont introduits dans un réacteur contenant un solvant approprié. La
polymérisation est généralement amorcée en utilisant un amorceur radicalaire, qui génére des
radicaux libres grace a une élévation de la température. Cependant, un inconvénient de cette
méthode est que les molécules cibles se retrouvent piégées a l'intérieur d'un polymere épais.
Par conséquent, il est nécessaire de broyer finement le polymére pour pouvoir accéder aux
molécules cibles, qui peuvent ensuite étre retirées a l'aide d'un solvant d'élution.

La polymérisation en suspension est un procédé de polymérisation radicalaire simple,
en une seule étape, qui permet de former des MIP sous forme de particules sphériques.®> Pour
cela, le mélange organique, de monomeres, agents de liaison, molécules cibles et amorceur
est introduit dans un réacteur contenant un solvant aqueux. Par agitation mécanique, tout au
long de la réaction, le mélange organique, non miscible avec l'eau, vient former des
gouttelettes. La polymérisation du MIP a donc lieu au sein des gouttelettes. Lavantage de cette
méthode est qu’il n’est plus nécessaire de broyer le MIP avant d’extraire les molécules cibles a
I'aide d’un solvant d’élution. L'inconvénient est que la cible doit avoir une solubilité supérieure
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dans le solvant organique que dans I'eau. Une cible trés soluble dans I'eau ne pourra donc pas
étre introduit dans un polymere réalisé par polymérisation en suspension. Ce qui est une limite
importante de cette méthode.

La polymérisation par émulsion est une technique de polymérisation radicalaire
utilisée pour créer des polyméres a empreintes moléculaires (MIP).%® Dans cette méthode, le
mélange de monomeres, agents de liaison et molécules cibles est introduit dans une phase
aqueuse contenant un tensioactif et I'amorceur radicalaire. Avant le début de Ila
polymérisation, le mélange est agité pour former des micelles et des gouttelettes de
monomere. Contrairement a la polymérisation en suspension, I'amorceur est soluble dans
I'eau. Cela signifie que la réaction de polymérisation démarre avec les monomeres qui ont
diffusé des gouttelettes vers la phase aqueuse. Les oligomeres formés migrent ensuite vers
les micelles, ou ils achevent leur polymérisation. Un avantage clé de la polymérisation par
émulsion est le controle précis de la taille des particules formées. Ce controle est rendu
possible grace au rapport entre les monomeres, I'amorceur et le tensioactif. En ajustant ces
parametres, il est possible de moduler la taille des particules, ce qui peut augmenter |'affinité
des MIP pour la cible. De plus, les MIP produits par cette méthode présentent une plus grande
reproductibilité par rapport a d'autres méthodes. Cependant, le tensioactif peut créer un
encombrement stérique a la surface des particules de polymeres, ce qui peut bloquer la
capture de la cible par le MIP.

La polymérisation par précipitation a donné des résultats prometteurs pour la synthese
de MIP en particules sphériques et de taille homogeéne.?”®® Cette procédure permet un
excellent contrdle de la taille et de la forme des particules MIP développées, et la croissance
de la chaine de polymeres est bien formée et finit par précipiter hors de la solution. Des
facteurs tels que la température, la vitesse d'agitation et la polarité du solvant jouent un réle
important dans la structure morphologique bien définie des particules MIP.

L'inconvénient de ces méthodes est qu’il est nécessaire de synthétiser le MIP puis de le
déposer a la surface d’'un capteur. Grace a I'électropolymérisation, la synthese et le dépot se
font en une seule et méme étape.®!® De plus, en modifiant les paramétres de
I'électropolymeérisation, tel que la méthode électrochimique, ou la quantité de courant, il est
possible contrdler de I'épaisseur et de la structure des dépéts.®! Ces avantages en font une
méthode privilégiée pour le développement de microcapteur, pour des applications de
terrains.8

Les MIP ont suscité un intérét considérable en tant qu'éléments de reconnaissance
dans le développement de capteurs en raison de leur sélectivité envers I'analyte cible, ainsi
gue de plusieurs avantages par rapport aux récepteurs biologiques, a base d’anticorps ou
d’aptameres :

1) Facilité et colt de synthése : La synthése des MIP est relativement facile et peu
coliteuse par rapport a la sélection d'aptameres ou a la production d'anticorps, ce
qui en fait une option attrayante pour la création de capteurs spécifiques.
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2) Robustesse physique et chimique : résistant a des conditions défavorables telles
que des solvants organiques, des valeurs de pH extrémes, des températures
élevées et/ou des pressions élevées, ce qui les rend adaptés a un large éventail
d'applications.

3) Réutilisabilité : ils peuvent étre lavés pour éliminer les molécules cibles capturées,
ce qui permet une utilisation prolongée.

4) Stabilité : Les MIP sont stables dans des conditions de stockage appropriées, ce qui
garantit leur longévité.

Dans les capteurs, les MIP présentent I'avantage d’agir a la fois comme molécules de
reconnaissance et comme transducteur. Différents modes de transduction sont possibles, a
savoir les mécanismes électrochimiques, optiques, la spectroscopie Raman améliorée par la
surface (SERS) et la résonance plasmonique de surface (SPR).%%%4101 Encore une fois, seuls les
capteurs électrochimiques ont ici été étudiés.

Alizadeh®® a utilisé I'acide méthacrylique (MAA) et 'agent de liaison éthyléne glycol
diméthacrylate (EDMA) pour réaliser un MIP anti-parathion. Pour cela, la méthode de
polymérisation par précipitation a été utilisée afin d’'obtenir des nanoparticules de MIP. Elles
sont ensuite nettoyées avec du méthanol par Soxhlet et ont été mélangées a une pate de
carbone pour étre moulées sur une électrode. La détection du parathion est réalisée par
oxydation de celui-ci par la voltamétrie a signaux carrés. Grace a ce capteur, la détection
linéaire du parathion est possible de 1,7.10° 4 9,0.10”7 mol/L avec une limite de détection de
5,0.1071° mol/L. Ce capteur est mis en présence d’autre cible tel que le paraoxon, le 1-(4-
nitrophényl) propane-1,2,3-triol, N-(4-nitrophényl) acétamide et l'acide 2-(4-nitrophényl)
acétique. Des signaux électrochimiques ont été obtenus lorsque le capteur a été mis en
présence de paraoxon, ce qui montre une faible spécificité du capteur.

Avec les mémes monomeres, c’est-a-dire MAA et EDMA, Motaharian et al.®® ont
développé un MIP anti-diazinon (DZN). |l a été préparé en suspension et élué par des ringages
répétés au méthanol afin de ne plus observer de traces de DZN sur le spectre UV-visible. Pour
créer le capteur, les particules de MIP sont mélangées a une poudre de graphite et de la
paraffine pour former une pate de carbone (CP). Le mélange final est moulé dans un tube en
téflon contenant un fil de cuivre pour le contact électrique. Ainsi, ils obtiennent une électrode
de carbone contenant les MIP anti-DZN. La détection de la cible est réalisée grace a une
méthode potentiométrique, le DZN s’‘oxyde a -1,2 V, lintensité du signal obtenu est
directement liée a la concentration en solution. Une gamme de quantification a pu étre établie
de 2,5.10° a 1,0.10”7 mol/L. Pour vérifier I'intérét du MIP dans cette détection, la méme
électrode a été réalisée en intégrant des particules de polymeres non imprimé (NIP). La Figure
13 montre I'influence positive du MIP sur I'intensité du signal lors de I'oxydation du DZN.
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Figure 13: Comparaison des intensités de signaux obtenus pour différentes concentrations pour
une électrode MIP/Carbone (bleu) et NIP/Carbone (rouge), selon Motaharian et al.®>

Pour la détection du glyphosate, Zhang et al.1°° ont opté pour |'électropolymérisation
du pyrrole afin de modifier la surface d'une électrode en or. Pour obtenir le MIP anti-
glyphosate, le pyrrole est électropolymérisé par voltamétrie cyclique en présence de
glyphosate dans un tampon Britton-Robinson a un pH égal a 5. La Figure 14 montre le principe
d’adsorption et de désorption du glyphosate sur le MIP. lls expliguent que lors de la
polymérisation, I'état oxydé du polymére permet I'adsorption du glyphosate. Pour éliminer le
glyphosate et révéler son empreinte, le MIP est sur-oxydé par voltamétrie cyclique dans une
solution d'hydroxyde de sodium. Ainsi, le polypyrrole dans son état sur-oxydé présente des
groupements carbonyles. A un pH basique, les molécules de glyphosate et le polypyrrole sur-
oxydé se repoussent en raison des interactions ioniques. La détection électrochimique est
réalisée a I'aide d’une sonde redox, ainsi, ils étudient la diminution de signal obtenu grace a la
sonde redox lors de la capture du glyphosate. La gamme de quantification obtenue pour ce
capteur est de 5 a 800 ng/mL.

(—’
o
electrode
Oxidation a:{ Overoxidation j{ MIPPy
Gly "

Figure 14 : Schéma représentant le mécanisme d’adsorption et de désorption du glyphosate
sur le MIP de polypyrrole, selon Zhang et al.?%
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Ding et al.®® ont aussi utilisé le polypyrrole pour réaliser un capteur contre le
glyphosate. Pour cela, ils ont polymérisé le pyrrole en présence de glyphosate sur des
nanotubes d’orangé de méthyl et d’oxyde de fer. Apres élution a I'aide d’acide acétique et de
méthanol, ils obtiennent des nanotubes de polypyrrole imprimé au glyphosate. La détection
du glyphosate est réalisée par voltamétrie. Des pics d’oxydations variables en fonction de la
concentration sont observé aux alentours de 0,65 V. Ce capteur a montré une gamme de
détection linéaire de 2,5 a 350 pg/L, ce qui est trés sensible, et a peu prés dans la méme
gamme que le capteur de Zhang et al.1®®
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Figure 15 : Schéma de construction d'un capteur a base de nanotubes de polypyrrole imprimés
pour la détection du glyphosate selon Ding et al.””

Mazouz et al.1%? rapportent eux aussi la détection du glyphosate grace a un MIP a base
de polypyrrole. Le capteur est construit en polymérisant le pyrrole en présence de glyphosate
sur une électrode par chronoampérométrie. Le glyphosate est retiré du film grace a une
incubation de 30 min dans un mélange méthanol/acide acétique a 1 : 1. La quantification du
glyphosate est suivie par voltamétrie a courant carré. Les pics d’oxydation suivi en fonction de
la concentration en glyphosate apparaissent a 0,4 V. La limite de détection obtenu pour ce
capteur est de 1 pmol/L.

En suivant des principes de détection similaire, différents capteurs a base de MIP ont
été développés pour les pesticides comme I'hexazinonel®, propazinel®, le carbofurant®,
chloridazon'%, malathion®’, diuron1® methyl parathion!® ou encore le paraoxon.'1®
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En conclusion, les MIP ont une affinité pour leur cible comparable a celle des aptameres
ou des anticorps. La spécificité des MIPs est souvent décrite comme élevée, méme si on a pu
observer des réactions d’interférences sur certaines études.”® Comme les MIPs sont des
molécules de reconnaissances synthétiques, la variété de cibles visées par ceux-ci est tres
importante, ce qui est un avantage indéniable. Cependant, le développement d’'un MIP est
plus chronophage que le développement d’'un aptamere ou d’'un anticorps car il y a de
nombreux parameétres a optimiser, tel que la concentration en monomere, le rapport
monomere/cible, la taille des MIP, etc.

Le

Tableau 3 résume les caractéristiques des molécules de reconnaissances étudiées. On
remarque que leur affinité et spécificité pour la cible sont similaires. Les aptameéres et MIP
présentent l'avantage d’étre facilement fonctionnalisables, ce qui facilite I'immobilisation sur
la cible. De plus ils sont moins couteux a produire que les anticorps et sont donc a considérer
dans cette étude.

Tableau 3 : Résumé des caractéristiques de I'utilisation de chaque molécule de reconnaissance
pour la détection de pesticides.

Caractéristiques Anticorps Aptameéres MIPs Références
Affinité pour la Pico a Pico a Pico a nanomolaire [EZES]
cible nanomolaire nanomolaire
Spécificité Elevée Elevée Elevée [**2]
Gammede Trés vaste Limité Trés vaste [C&SE]
cible
Stabilité 3 Faible Faible Trés élevée [**4
température
Stabilité au pH Faible Faible Trés élevée AR
Fonctionnalité Faible Trés élevée Trés élevée [$12113]
pour le greffage
Colatde Elevé Modéré Faible [EES]
production
Stockage Limité Limité Long et sans perte de =[]
température température performance
ambiante ambiante
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2.3.  Les polymeéres conducteurs
2.3.1. Généralités

Les polymeres conducteurs (PC) sont une catégorie particuliere de matériaux
polymeéres qui combinent les propriétés mécaniques des polyméres avec la capacité de
conduire I'électricité, une caractéristique généralement associée aux métaux.

En 1977, Shirakawa et al.'® ont découvert qu’une fois dopé a I'iode, le polyacétyléne
présente une conductivité électronique élevée, unique pour un matériau organique.

La conductivité électrique des polymeéres conducteurs résulte de la présence d'une
structure chimique conjuguée, caractérisée par une alternance de liaisons simples et doubles.
Heydari Gharahcheshmeh et Gleason''’ explique que la polymérisation de monoméres
conjugués crée une structure ou les électrons impliqués dans les liaisons ¢ présentes dans les
liaisons simples et doubles sont fortement localisés, tandis que les électrons associés aux
liaisons m sont plus facilement délocalisables. Ainsi, le gap énergétique entre l'orbitale
moléculaire occupée la plus haute (HOMO) et la premiére orbitale moléculaire non occupée
(LUMO) est réduit pour le polymeére (Figure 16).
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Figure 16 : Diagramme d’énergie des orbitales moléculaires it lors de la polymérisation de

monomeéres éthyléne, selon Heydari Gharahcheshmeh et Gleason'!’
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Lorsque des ions négatifs ou positifs s'intercalent entre les chaines de polymeres, le
polymere est dit dopé. Il a été démontré que le dopage améliore les propriétés optiques et la
conductivité électronique des polymeres conjugués. Les polymeres de type n sont chargés
négativement, tandis que les types p positivement, ce qui crée des lacunes d'électrons,
communément appelées trous. Le dopage permet de faire passer le polymeére d'un état isolant
a un état métallique en ajoutant des charges. Cette délocalisation de charges grace a la
conjugaison confere aux polymeres conducteurs leur capacité a conduire |'électricité.

Les polymeres conducteurs les plus couramment utilisés sont notamment le
polypyrrole, le polythiophéne, la polyaniline et le PEDOT (Figure 17), notamment parce qu’ils
peuvent étre obtenus par électropolymérisation.

Polyaniline

0} 0O

oYV W & §

Polypyrrole Polythiophene Poly(3, 4-éthylenedioxythiophene)
(PEDOT)

Figure 17 : Structures chimiques des principaux polyméres conducteurs.

L'électropolymérisation des polymeres intervient souvent par I'oxydation
électrochimique du monomére. Par exemple, Gvozdenovié¢ et al.*'8 ont décrit le processus
d'électropolymérisation de l'aniline, tel qu'illustré dans la Figure 18. La polymérisation
commence par |'oxydation anodique de I'aniline, formant ainsi des radicaux capables de se
coupler. Le dimere ainsi formé peut étre a son tour oxydé pour créer un nouveau radical qui
peut s'associer a une aniline déja oxydée, permettant ainsi la propagation de la polymérisation.
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Figure 18 : Mécanisme d’électropolymérisation de I'aniline selon Gvozdenovic et al.118

De facon analogue, Diaz et al.'*® ont décrit I'électropolymérisation du pyrrole comme
décrit dans la Figure 19. On remarque qu’a l'instar de I'aniline, le pyrrole est oxydé pour former
un radical, qui va ensuite se coupler a un autre radical pour former un dimeére. La propagation
de la polymérisation est possible par I'oxydation des oligoméres et le couplage aux monomeres
oxydés.
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Figure 19 : Mécanisme décrit par Diaz et al.1*® d’électropolymérisation du pyrrole.

L'électropolymérisation, en comparaison a une polymérisation chimique, présente
I'avantage de déposer directement le polymeére sur la surface de I'électrode. Les polymeres
conducteurs possedent donc des propriétés filmogenes. De plus, il est possible de structurer
ces polyméres pour obtenir une surface spécifique plus large.'?° Pour cela, deux méthodes
sont possibles, la structuration par un modele rigide ou par un modele souple (Figure 20). La
méthode par modeéle rigide (Hard template), consiste a utiliser un masque pour guider la
croissance des nanostructures. L'électropolymérisation a travers les pores ou les canaux du
masque permet d'obtenir des nanostructures dont la morphologie et le diametre sont
entiérement contrdlés. Parthasarathy et Martin'?! semble étre les premiers & montrer la
polymérisation du pyrrole sous forme de nanotubes grace a cette méthode. Ainsi, ils ont été
capables d’immobiliser plus d’enzymes a la surface de leur capteur.

L'avantage principal de cette méthode réside dans le fait que le diametre de la
nanostructure est controlé par la taille des pores ou des canaux de la membrane, tandis que
la longueur et |'épaisseur de la nanostructure sont généralement ajustées en modifiant le
temps de polymérisation. Cependant, la méthode du modele dur présente certains
inconvénients comme un post-traitement pour retirer le modele, ce qui complexifie le
processus de préparation. De plus, le post-traitement peut souvent endommager ou perturber
les nanostructures formées. Enfin, la quantité de nanostructures produites par cette méthode
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est limitée par la taille de la membrane matrice, ce qui restreint ses applications dans la
production de nanostructures a grande échelle.

Dans la méthode de structuration par modele souple, des tensio-actifs sont utilisés
pour encapsuler les monomeéres, formant ainsi des assemblages tensio-actif/monomeéres. La
polymérisation ultérieure fixe les structures préalablement définies. Par exemple, Zhang et al.
ont employé cette technique de structuration pour créer des nanotubes de polypyrrole 1?2 et
de PEDOT!?3 par le biais de polymérisation chimique.

Xu et al.*?* ont électropolymérisé I'aniline en présence d'acide perfluorooctane sulfonique, un
tensio-actif fluoré. Grace a ce tensio-actif, ils ont réussi a produire des structures de polyaniline
hélicoidales de moins d'un micrometre de diametre. Le réseau obtenu est tres étendu, ce qui
se traduit par une surface spécifique trés élevée. Cependant, un inconvénient de cette
approche est que le tensio-actif utilisé rend la surface hydrophobe, ce qui peut limiter
I'application de ce systeme dans des environnements aqueux.

a) Masque
Polym. retiré
E— Se—

237 P
&3?\\_?1 fr/’?ﬁ A2 - B Auto: ?
b) %’;_,\J :fog assemblage Py 2] Polym.
o w® = — - —
a N\
N ) ;—@::: D
STy

Figure 20 : Schéma de fabrication de nanostructures a) par la méthode a modeéle rigide, b) par
la méthode @ modeéle souple, adapté de Xia et al. 1?°

En conclusion, les polymeres conducteurs semblent étre des matériaux adaptés au
développement de biocapteurs. Leur conductivité accrue permet d'augmenter la sensibilité de
détection. De plus, la méthode d'électropolymérisation offre la possibilité de recouvrir
aisément les électrodes de travail, y compris avec des nanostructures, permettant ainsi
d'agrandir la surface spécifique. Les fonctionnalités présentes a la surface de ces polymeres
permettent le greffage des molécules de reconnaissance, renforcant ainsi leur applicabilité
dans le domaine de la détection.
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2.3.2. Polyméres pour les (bio)capteurs électrochimiques

Beaucoup de travaux décrivent |'utilisation de polymeres dans les biocapteurs, I'étude
dans le Tableau 4 se restreint donc aux travaux qui ont été réalisés sur des aptacapteurs
électrochimiques utilisant des électrodes en carbone modifiées par des polymeres (ou
composites) développés pour la détection de contaminants.

Tableau 4 : Récents aptacapteurs a base de polyméres conducteurs pour des contaminants.

Type d'analyte Electrode Modification LOD Domaine de Références
travail électrode (nM) linéarité (nM)

Antigéne NS1 Graphite AuNP/PEI 9,6.107 | 9,6.10° — | Rashid et al.*®

5,2.10%

Chloramphénicol Graphite poly(1,5-DAN) 1,1.10° 5,0.10° — Rosy et al.1?®
pyrolitique 5,0.10*

Bisphénol A Carbone poly(pyrroleNTA) | 1,2.10%  102-103 Kazane et al.??’
vitreux

Chlorpyrifos Carbone AuNP/PDA 1,5.10° 1,5.10°-1,8 Xu et al.”®
vitreux

Aflatoxine Electrode de PT3C 5,1.10° | 8,0.10°3 —  Zejlietal.’?®
carbone 9,6.102
sérigraphié

Polychlorobiphényl Carbone AuNP/PDDA- 53.10°  2,9.10°3 — Yangetal®

e hydroxylée vitreux graphene 2,9.10?

Chloramphénicol Graphite P-AHNSA 2,0.10%  1,0.10% — | Yadav et al. 13°
pyrolitique 2,5.10°3

Bisphénol A Carbone MWCNT/PDDA 1,0.10'  3,2.10'-10° Lv et al.*3*
vitreux

Acétamipride Electrode de = AuNP/PANI 8,6.10' | 2,5-10 Rapini et al.*3?
carbone
sérigraphié

17B-estradiol Carbone Py-PAA/GCE 1.10°® 1.10°-1.103 Zhu et al.*33
vitreux

Bisphénol A Carbone PPY/ /AuNP/GCE  80.10° | 0,5.10°%-5.10° | Ensafi et al.'3
vitreux

Plomb Electrode de Au/Ppy/SPCE 0,36 0,5-10 Ding et al.'®
carbone
sérigraphié

Légende :

SPCE : électrode sérigraphiée en carbone ; GCE : électrode en carbone vitreux ; 1,5-DAN : 1,5-diaminonaphthaléne ; AuNP :

nanoparticules d’or ; MWCNT : nanotubes de carbone multi parois ; NTA : acide nitrolotriacétique ; PANI : polyaniline ;

PEI : poly(éthyléneimine) ; PDDA : chlorure de poly(diallydiméthylammonium) ; P-AHNSA : poly(acide 4-amino-3-hydroxy
naphtaléne sulfonique) ; PDA : polydopamine ; PT3C : poly(acide 3-thiophene-carboxylique) ; PPy : Polypyrrole ; PAA : Acide

3-pyrrolyacrylique.
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Ces travaux mettent en évidence |'utilisation des principaux polymeéres conducteurs
tels que la polyaniline, le polythiophéne et le polypyrrole, ainsi que I'exploitation de polymeéres
moins couramment employés tels que le polyéthyleneimine et la polydopamine. Dans la
plupart de ces cas, il est nécessaire de développer des stratégies spécifiques pour le greffage
des aptameres.

Par exemple, pour fonctionnaliser le poly(1,5-diaminonaphtaléne), Rosy et al.1%®
ajoutent de le glutaraldéhyde pour permettre I'immobilisation covalente de |'aptamere sur
I'électrode. Zejli et al.*?8 utilisent le PT3C, qui a été électropolymérisé directement a la surface
de I'électrode. Ce polymére contient une fonction carboxylique activée par le couple 1-éthyl-
3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide/N-hydroxysuccinimide (EDC/NHS) pour permettre le
greffage de |'hexaméthylénediamine (HMDA), servant de séparateur, et immobiliser
I'aptameére fonctionnalisé par une fonction carboxylique (Figure 21).
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Figure 21 : Schéma de concept d'un aptacapteur a base de PT3C, selon Zejli et al.1?®

En ce qui concerne le polypyrrole, il a été utilisé a plusieurs reprises dans le
développement des aptacapteurs, avec différentes stratégies de fonctionnalisation pour
I'immobilisation des aptameres.

Par exemple, Kazane et al.'?’ ont choisi de préalablement fonctionnaliser le pyrrole
avec l'acide nitrolotriacétique (PPyNTA). L'aptamere qu'ils utilisent est lui-méme
fonctionnalisé par la polyhistidine, ce qui permet la liaison au PPyNTA grace a un complexe
impliquant un ion Cu?*

Ensafi et al.'3* ont choisi d’utiliser un composite polypyrrole/nanoparticules d’or pour
fonctionnaliser la surface d’une électrode de carbone vitreux. Ainsi les nanoparticules d’or
déposées a la surface vont accueillir les aptameres fonctionnalisés a I'extrémité 3’ par une
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fonction thiol. Le polypyrrole est électrodéposé par-dessus cet ensemble afin de piéger le
complexe cible/aptamére dans le polymére. Ainsi un MIP a base de glyphosate est créé pour
augmenter la sensibilité de 'aptacapteur. Cet aptacapteur couplé a un MIP est tres efficace car
la gamme de sensibilité pour le bisphénol A est de 0,5.10%°-5.10° mol/L ce qui est trés sensible.

Pour fonctionnaliser une électrode de carbone vitreux, Zhu et al.133 ont électro-co-
polymérisé le pyrrole avec un monomere dérivé du pyrrole possédant une fonction carboxyle,
I’ acide 3-pyrrolyacrylique tel que sur la Figure 22. La fonction carboxylique est ensuite activée
grace au couple EDC/NHS pour pouvoir immobiliser I'aptamére de maniére covalente. Cette
méthode permet donc un greffage direct de I'aptameére sur I'électrode. 'aptacapteur obtenu
permet une détection trés sensible du 17B-estradiol, jusqu’a 1 fmol/L.

Fe[CN),/*~ Fe(CN),3/4-

Electro-polymerisation 2
poly(Py-co -PAA)

EDC/NHS

NH,-aptamer

Figure 22 : Schéma de construction d’un aptacapteur P(Py-co-PAA)/GCE et principe de
fonctionnement.

Le polypyrrole semble étre un choix judicieux pour le développement d'un aptacapteur
électrochimique, et ce, pour plusieurs raisons. Tout d'abord, sa polymérisation et son
comportement ont été largement décrits dans la littérature scientifique. De plus, il est réputé

136-138 | 3 copolymérisation avec un monomére possédant les

pour sa grande stabilité.
fonctions nécessaires permet le greffage covalent des aptameres. Un autre avantage est que
le polypyrrole est conducteur a pH neutre, contrairement a la polyaniline. 13° C'est pourquoi,
dans le cadre de notre étude, nous avons choisi d'utiliser le polypyrrole comme matériau

conducteur, en raison de ses propriétés favorables pour le développement de I'aptacapteur.
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2.4. L’auto-assemblage de la L-Phénylalanyl-L-
phénylalanine (FF)

Certains peptides se distinguent par leur capacité unique a s'auto-assembler et former
des fibres. C’est notamment le cas du peptide L-Phénylalanyl-L-Phénylalanine (Phe-Phe ou FF)
dont la formation de nanotubes peptidiques a d’abord été observée dans les fibres de
polypeptide B-amyloides responsable de la maladie d'Alzheimer.2*° La FF est composé de deux
cycles aromatiques sur les chaines latéral, qui sont hydrophobes et de fonctions hydrophiles
sur la chaine peptidique principale.

HsN

H O
L,
)

Figure 23 : Structure chimique du peptide L-Phénylalanyl-L-phénylalanine.

Gorbitz!4! a étudié la formation de fibres de FF (Figure 24) et a montré que les fonctions
hydrophiles de différentes molécules se regroupent, maintenues par des liaisons hydrogenes.
Les cycles aromatiques quant a eux s'assemblent par empilement m-rt. Ainsi, des structures
cycliques se forment jusqu’a former un tube vide en son centre.

141

Figure 24 : Formation des fibres de FF selon Gorbitz.

Yan et al.'*? affirment qu’en fonction des conditions expérimentales, différentes
structures de FF peuvent étre envisagées comme illustré dans la Figure 25, telles que des
nanotubes, des vésicules ou encore des nanofibriles.
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Figure 25 : Représentation schématique de diverses nanostructures formées par auto-
assemblage de blocs de construction a base de FF et de leurs applications potentielles, selon
Yan et al.’*

En raison de leurs propriétés adhésives, les fibres formées par le dipeptide FF
constituent une approche alternative prometteuse pour la modification des électrodes en
carbone. Il est particulierement intéressant de noter que les dipeptides possédent des
fonctions telles que les amines ou les groupes carboxyliques, qui sont capables de former des
liaisons covalentes avec les aptameéres. De plus leur rapport de forme élevé permet
d’augmenter la surface spécifique du capteur.

En 2004 Yemini et al.'** ont rapporté ce qui semble étre la premiére utilisation des
fibres de dipeptide FF a des fins électrochimiques. lls ont modifié une électrode en carbone
sérigraphié en déposant des nanotubes de peptide sur sa surface. Pour former ces fibres, ils
ont suivi le protocole de Reches et Gazit*®, en dissolvant une forme lyophilisée du peptide
dans de I'hexafluoroisopropanol (HFIP) a une concentration de 100 mg/mL. L'assemblage des
nanotubes de peptide a été réalisé a la concentration optimale de 2 mg/mL, ce qui a conduit
a la formation favorable de structures tubulaires. Ensuite, une goutte du mélange ainsi obtenu
a été déposée a la surface de I'électrode sérigraphiée. Le capteur a ensuite été analysé par CV
en présence d’'une sonde redox. L'électrode avec le dép6t de FF a montré une intensité
d’oxydation plus importante que I'électrode nue. Le FF semble améliorer la sensibilité de
I'électrode.

Bianchi et al.}*® montre une autre voie pour la formation de fibre de FF. Aprés avoir
fonctionnalisé une électrode d’or par la 4-mercaptopyridine (MCP), ils ont immobilisé des
fibres de FF a la surface. L'auto-assemblage du FF a été réalisé directement sur les substrats
en utilisant une approche en phase solide-vapeur. Le FF est dissout dans du HFIP a une
concentration de 100 mg mL™?. Une partie de cette solution est déposée sur la couche de MCP
pour former un film de peptide amorphe. Ensuite, les échantillons ont été incubés dans une
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chambre saturée de vapeur d'eau ou de vapeur d'aniline pendant 12 heures a 98 °C et a
pression normale. Apres cette procédure, des fibres de FF se sont formées a la surface de
I'électrode. Cette méthode permet d’obtenir de longues fibres de FF, en revanche elle est plus
contraignante que l'auto-assemblage en solution.

La premiére utilisation du FF dans les biocapteurs semble venir de Cipriano et al.**’ Ils
ont immobilisé les fibres de FF a sur la surface de I'électrode ITO par dép6t couche par couche,
en utilisant du poly(chlorhydrate d'allylamine). En greffant la microperoxidase-11 a la surface
des fibres, ils ont été capables de créer un capteur oxydant le peroxyde d'hydrogéne.

X808 ZBmm

Figure 26 : Image MEB des fibres de FF obtenues par Cipriano et al.*4’

Wu et al.1*® rapportent la création d’un biocapteur a base de FF. Les fibres de FF sont
mélangées au graphéne pour former un nanocomposite (FF-G). L'hémoglobine (Hb), en tant
gue molécule modeéle, est ensuite immobilisée sur les nanocomposites FF-G afin de construire
un biocapteur ampérométrique détectant H,0,. Le biocapteur présente une large réponse
linéaire dans la plage de 5,0.107 & 5,0.10 mol L, avec une faible limite de détection de 1,0
107 mol L.

Récemment la structuration du FF a la surface d’'une électrode sérigraphié a été étudié
par Moini et al.1*° Le dép6t de fibre de FF a été effectué selon deux protocoles. Dans les deux
cas les fibres sont dissoutes dans HFIP a 100 mg/mL. Le premier protocole dilue cette solution
dans I'eau a 2 mg/mL avant le dépdt. Le dépot obtenu grace a cette solution est fait de longues
fibres a la surface de I'électrode (Figure 27Figure 27a). Le deuxieéme protocole dépose cette
solution directement sur la surface de I'électrode de carbone. Les nanotubes de FF qui en
résulte forment des structures en forme de fleurs (Figure 27b). Ces structures recouvrent et
augmente I'ensemble de la surface.
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Figure 27 : Image MEB d'électrode sérigraphiée avec un dépot de [FF] a) 2 mg/mL b) 100
mg/mL selon Moini et al.

Allafchian et al. *>° ont utilisé ces structures en formes de fleurs pour immobiliser des
des anticorps de I'hnormone de croissance humaine et réaliser un immunocapteur Grace a des
mesures EIS, ce capteur a permis la détection de I'hormone de croissance humaine dans une
gamme linéaire de 0,001 a 0,1 ng/mL.

En conclusion, il est clair que la fonctionnalisation d'une électrode en carbone par des
fibres de dipeptide FF représente une approche rapide et efficace pour greffer des molécules
de reconnaissance, améliorant ainsi la sensibilité électrochimique des électrodes. Bien que
jusqu'a présent, aucun aptacapteur électrochimique basé sur les fibres de dipeptide FF n'ait
été développé, il semble pourtant qu'il n'y ait aucune limitation majeure qui empéche une
telle application. Les fibres de dipeptide FF présentent des propriétés adhésives et sont
capables de former des liaisons covalentes avec des molécules de reconnaissance, ce qui en
fait un matériau prometteur pour la création de biocapteurs électrochimiques.
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2.5.  Objectifs de la thése

L'utilisation excessive de pesticides entraine une importante décharge de ces produits
dans les eaux de surface. ¢ De plus, des études ont montré que des résidus de pesticides
peuvent se retrouver dans I'eau potable et les produits alimentaires, et ainsi se retrouver dans
I'organisme humain. 26 Le contact direct avec certains pesticides spécifiques peut présenter
des risques importants pour la santé, tels que I'augmentation du risque de cancers ou le
développement du diabéte. 28 Les méthodes traditionnelles, telles que la GC-MS et LC-MS,
permettent des analyses sensibles, sélectives et reproductibles des résidus de pesticides dans
I'eau.32%% Cependant, ces analyses sont longues et colteuses pour les organismes de
surveillance des eaux. Il est donc nécessaire d'envisager des méthodes de détection
alternatives permettant de détecter ou de quantifier rapidement les pesticides dans I'eau, a
moindre co(t.

Les biocapteurs non enzymatiques électrochimiques semblent étre une solution idéale
pour la détection, car ils sont décrits comme sélectifs grace a la molécule de reconnaissance
moléculaire et sensibles grace aux matériaux d'électrode formant le transducteur. Les
différentes molécules de reconnaissance ont été examinées, telles que les anticorps, les
aptameéres et les polymeéres a empreintes moléculaires.3’

Dans ce travail de these, il a été choisi de travailler avec les aptameres, car ils sont
sélectifs envers la cible et peu colteux par rapport aux anticorps. De plus, ils sont résistants a
des températures relativement élevées, ce qui permet de rompre les interactions liant la cible
a la molécule de reconnaissance. 8 Les aptameéres contre les pesticides sont développés dans
le cadre du projet Captain Adhoc en partenariat avec Novaptech, société bordelaise spécialisée
dans le développement d'aptameres. Pour valider la plateforme électrochimique, un aptamere
anti-thrombine est utilisé comme aptamere modele, car il a été décrit dans la littérature
comme efficace. Les aptacapteurs fonctionnant avec le départ d’oligonucléotide
complémentaire ne semblent pas adapté a la mesure in-situ et en continu des pesticides, c’est
pourquoi les aptacapteurs a variation de résistance sont privilégiés dans cette étude®*

L'objectif principal est donc le développement de la plateforme électrochimique qui
doit accueillir I'aptamere. Cette plateforme a deux fonctions : immobiliser I'aptamere sur la
surface et améliorer la sensibilité du capteur. Pour cela, deux voies différentes ont été
envisagées, |'utilisation de polymeres conducteurs et I'auto-assemblage du peptide FF.

Les polymeéres conducteurs semblent en effet appropriés au développement d'un
aptacapteur. Ils sont électropolymérisables a la surface des électrodes, avec la possibilité de
former des structures augmentant la surface spécifique du capteur. Le polypyrrole a été choisi
parmi les polyméres conducteurs pour plusieurs raisons. Tout d'abord, sa polymérisation et
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son comportement ont été largement décrits dans la littérature!!® et il présente une grande

stabilité. De plus, la copolymérisation avec un monomere possédant les fonctions nécessaires
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permet le greffage covalent des aptameres.’?”” 13 ['objectif est donc d'obtenir un film de
copolymere a base de polypyrrole sur lequel les aptameéres peuvent étre immobilisés par des
liaisons covalentes. Ce film doit étre sensible a pH neutre et présenter une surface spécifique
élevée pour augmenter la quantité d'aptameres a la surface.

L'auto-assemblage du peptide FF est une deuxieme voie envisagée pour la
fonctionnalisation des électrodes en carbone. Ces fibres sont décrites comme adhérentes a la
surface des électrodes et semblent augmenter la sensibilité électrochimique de celles-ci.'4
L'objectif est donc de réussir a immobiliser ces fibres a la surface d'une électrode en carbone
sérigraphiée, afin de greffer les aptameres grace aux fonctions amine ou carboxyle présentes
dans le FF. La structure des fibres devra étre optimisée afin d'obtenir une surface spécifique
élevée et un capteur sensible.

Un des objectifs du projet Captain ADHOC est la détection et la quantification du
glyphosate. Les aptaméres ne permettant pas la capture spécifique de cette cible.?>! Nous nous
sommes tournés vers les polyméres a empreintes moléculaires. Les MIPs sont décrits comme
des molécules de reconnaissance spécifiques, stables aux variations de pH et de température,
ce qui est idéal pour le développement d'un capteur de terrain.®’ Nous avons pu observer que
les capteurs a base de polypyrrole imprimé contre le glyphosate se sont révélés tres
sensibles.100135 C'est pourquoi nous allons étudier ce systéme. L'objectif de ce travail est de
réaliser un MIP capable de détecter le glyphosate a la limite légale dans les eaux, soit 1 pg/L.
Pour cela, les interactions entre le MIP et le glyphosate seront caractérisées afin d'améliorer
la détection.
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3. RESULTATS

3.1. Développement de plateformes électrochimiques a base
de polypyrrole pour le greffage des aptameres

L'utilisation d'aptameres en tant qu'éléments de reconnaissance offre un potentiel
significatif dans la détection ciblée de molécules, que ce soit dans des applications médicales
ou environnementales, en raison de leur capacité de reconnaissance spécifique et sélective
des molécules cibles.®>1>3 Cependant, pour créer un aptacapteur électrochimique efficace, il
est impératif de développer une plateforme capable d'accueillir le greffage de ces aptameres.

Cette plateforme électrochimique doit présenter des caractéristiques spécifiques pour
garantir une détection optimale des molécules polluantes, méme dans des conditions sur le
terrain, telles que dans les eaux de riviéres.’>®> Notamment, la plateforme doit étre
opérationnelle a un pH proche de la neutralité, afin de pouvoir réaliser les études directement
dans l'eau de riviere. La plateforme doit maintenir ses performances de détection au fil du
temps, méme aprés de nombreuses utilisations. Une stabilité a long terme est donc cruciale
pour les applications continues. La plateforme doit disposer de sites ou de fonctionnalités
chimiques permettant le greffage covalent des molécules de reconnaissances. Cela assure une
liaison solide et efficace entre les aptameres et la plateforme. Enfin, une grande surface
spécifique, devrait permettre d'augmenter la capacité de capture des molécules cibles,
améliorant ainsi la sensibilité du capteur.'>

Les polymeres conducteurs sont couramment utilisés dans le développement de
biocapteurs dans les domaines de la santé, I'alimentation ou I'environnement. Pour ce travail
de thése, le polypyrrole (Ppy) a été choisi pour le développement d’une plateforme
électrochimique devant accueillir les aptameéres. Le polypyrrole peut présenter une
conductivité électrique élevée, supérieure a 100 S/cm, notamment a pH acide ou neutre, ce
qui est essentiel pour détecter les signaux électriques générés lors de la détection
électrochimique.'>>1%8 || peut étre fonctionnalisé pour le greffage de biomolécules, soit aprés
la polymérisation a l'aide d’un agent de liaison tel que le glutaraldéhyde®*’, soit pendant, par
copolymérisation avec un comonomére possédant les fonctions appropriées.'>® En tant que
polymere conducteur, le polypyrrole est décrit comme stable et résistant a la corrosion,
garantissant ainsi la fiabilité a long terme des capteurs3®. De plus, I'électrodéposition du
pyrrole peut permettre une fabrication a grande échelle de maniére économique, ce qui est
un avantage pour la production industrielle de biocapteurs.

En résumé, les polymeres conducteurs, et plus particulierement le polypyrrole, comme
plateforme électrochimique pour un aptacapteur offrent une combinaison potentielle de
propriétés électriques, de sensibilité, de flexibilité et de stabilité, les rendant particulierement
adaptés a la détection de molécules cibles spécifiques.
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3.1.1. Construction de la plateforme
3.1.1.1. Polymérisation du pyrrole
Le dépot de polymere a base de pyrrole a été choisi pour fonctionnaliser des électrodes
de carbones et permettre le greffage des aptameéres en tant que molécule de reconnaissance.

La polymérisation du pyrrole peut étre réalisée soit par voie chimique en présence d’'un
oxydant,’® soit par voie électrochimique. Diaz et a.l''® ont été les premiers & décrire
I’électropolymérisation du pyrrole. Celle-ci présente plusieurs avantages majeurs dans le
contexte de I'élaboration d'une plateforme électrochimique car elle permet de :

- synthétiser et déposer le polymére en une seule et unique étape, se démarquant
ainsi de la polymérisation classique ;

- réaliser la polymérisation en solution aqueuse. Cette caractéristique est
particulierement intéressante, car elle réduit l'impact potentiel des solvants
organiques et offre des avantages environnementaux et de sécurité.

- ajuster la topographie de surface du polymére en modifiant les méthodes et les
parametres électrochimiques. Cette versatilité permet d'adapter les propriétés du
polymere aux besoins spécifiques de la plateforme électrochimique. Par exemple,
pour le développement d’un aptacapteur sensible, il est souhaitable que la
plateforme électrochimique présente une grande surface spécifique pour
augmenter le nombre d’aptameéres immobilisés a la surface.

Deux méthodes d'électropolymérisation ont été examinées, a savoir la chrono-
ampérométrie et la voltamétrie cyclique, en utilisant trois types d'électrodes en carbone
différents. Ces électrodes comprennent les électrodes en carbone vitreux OrigaTip d'Origalys,
les électrodes en carbone sérigraphié DropSens de Metrohm, ainsi que les électrodes en
carbone sérigraphié fabriquées au sein de notre laboratoire. L'objectif de cette étude est
d'optimiser la sensibilité électrochimique de la plateforme, en cherchant a identifier la
meilleure configuration d'électrode pour nos besoins.

Le polypyrrole peut étre synthétisé sous deux états. Scott et a/*®® ont montré que si la
polymérisation du pyrrole a lieu en présence d’anions, comme les perchlorates, le pyrrole est
oxydé pour former le polypyrrole oxydé (Figure 28). Cet état oxydé est hautement conducteur
en raison de la présence de charges polaroniques, qui sont des charges positives itinérantes le
long de la chaine de polymeére. Ces charges polaroniques sont responsables de la conductivité
électrique du polypyrrole. Autrement, le polypyrrole sous forme réduite n’est pas conducteur.
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Figure 28 : Variation de structures chimiques du polypyrrole en fonction de son état
d'oxydation, selon Dhawan et al.1%?
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Dans un premier temps, le polypyrrole est déposé sur électrode en carbone vitreux
(GCE) par voltamétrie cyclique en présence de perchlorate de lithium. Avec cette méthode, le
potentiel évolue de maniére cyclique entre -0,8 V et +0,8 V a la vitesse de 50 mV/s (voir Figure
29). Au cours de ce balayage de potentiel, on peut observer, et dés le premier cycle, 'oxydation
du monomeére pyrrole vers 0,8 V, qui selon Diaz et al,*'°® amorce le début de la polymérisation.
Puis, la croissance du polymeére apparait avec I'augmentation des vagues d’oxydation et de
réduction du polypyrrole lors des cycles de voltamétrie suivants.
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Figure 29 : Electropolymérisation du pyrrole sur une électrode de carbone vitreux, par
voltamétrie cyclique, a la vitesse de balayage de 50 mV/s, dans une solution contenant 0,1
mol/L de pyrrole et 0,1 mol/ L de perchlorate de lithium.

Dans l'objectif de comparer les effets de chaque méthode de polymérisation sur la
structure du dépot a la surface d’une électrode de carbone vitreux, les dépots de polypyrrole
ont été observés par microscopie électronique a balayage (MEB) (Figure 30).

Grace a la voltamétrie cyclique, le polypyrrole se dépose de maniere réguliére et
uniforme sur la surface d'une électrode en carbone vitreux (Figure 30A). En effet, a chaque
cycle de voltamétrie, I'oxydation du monomere pyrrole amorce la création de nouvelles
chaines de polypyrrole. Cette électropolymérisation contrélée a pour conséquence de générer
une couche uniforme et homogéne a la surface de I'électrode. La surface d’une électrode en
carbone vitreux est polie avant d’étre utilisé, elle est donc trés lisse. Le dépot de polypyrrole
obtenue sur cette surface présente une faible rugosité.

En revanche, la méthode d'électropolymérisation par chrono-ampérométrie fixe le
potentiel a 0,7 V, qui correspond au potentiel oxydant du monomere pyrrole. Cela crée en
permanence de nouveaux radicaux réactifs, encourageant ainsi une croissance tres rapide des
chaines de polymere existantes. Cette croissance continue forme des noyaux de polymere et
conduit a la création de structures en relief a la surface, telles que les formations de type
"chou-fleur" observées sur les images obtenues par microscopie électronique a balayage
(MEB) de |'électrode en carbone vitreux (voir Figure 30B).
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HIROX SH-3000

Figure 30 : Images de microscopie électronique a balayage d’une électrode de carbone vitreux
recouvert de polypyrrole obtenues par A) voltamétrie cyclique 20 cycles de- 0.8 Va + 0.8 V et
B) chronoampérométrie a potentiel 0.7 V pendant 30 min.

Pour le développement d’un capteur électrochimique, I'objectif est d’optimiser la
surface de travail pour greffer un maximum d’aptameres. La chrono-ampérométrie permet de
moduler plus aisément I'épaisseur du film en variant le temps de déposition comme montré
sur les images de microscopie optique de la Figure 31. La Figure 31A montre un dépdt de
polypyrrole sur une GCE apres 5 minutes d’électrodéposition par chrono-ampérométrie. Sur
cette image, on observe des parties tres lisses et des structures en relief qui ressemblent a des
nodules de 10 a 50 um de diameétre environ. La Figure 31B montre un dépot réalisé en utilisant
la chrono-ampérométrie pendant 10 minutes. Les nodules semblent avoir continué a croitre
pour former des structures d'environ 100 um de diameétre. Il semble qu’avec la méthode de
dépot par chrono-ampérométrie, des nodules de polymeres commencent a se former dés le
début de la polymérisation. lls croissent ensuite en fusionnant pour former des structures de
plus en plus grandes. Cette méthode électrochimique permet d'obtenir des dépdts structurés
sur l'électrode, ce qui augmente la surface spécifique disponible pour le greffage des
aptameres.

Il est important de noter que, pour les dépdts de 5 et 10 minutes, les surfaces des
électrodes ne sont pas totalement recouvertes, et le polypyrrole ne semble pas étre réparti de
maniére homogene a la surface. Par conséquent, il est nécessaire de prolonger le processus
d'électrodéposition pendant 30 minutes pour obtenir un dép6t qui recouvre de maniere
homogene la totalité de la surface de I'électrode (Figure 30B).
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Figure 31 : Images de microscopie optique d’une électrode de carbone vitreux avec un dépot

de polypyrrole obtenu par chrono-ampérométrie pendant A) 5 min, B) 10 min.

Malgré les avantages procurés par les structures en forme de choux-fleurs, tels qu'une
augmentation de la surface spécifique, il est essentiel de prendre en compte les effets de
I'épaisseur du film. En effet, comme décrit par Bobacka et al*®?, un film de polypyrrole
excessivement épais peut entrainer une augmentation indue du temps de réponse
électrochimique comme montré dans la Figure 32. Ici, un fort courant capacitif est créé,
réduisant la sensibilité de I’électrode. Cette situation découle du fait que plus le film est épais,
plus la diffusion des espéces dopantes, tel que les ions perchlorate, a I'intérieur du film sera
ralentie. Pour observer un signal électrochimique avec film de polypyrrole épais, il est
nécessaire d’utiliser une concentration élevée en sonde redox, ce qui va induire une baisse de
sensibilité du capteur. Par conséquent, il est préférable de travailler en vue de réduire
I'épaisseur de ce film.
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Figure 32 : Voltamogrammes obtenus par CV, avec une vitesse de balayage de 100 mV/s, dans
une solution aqueuse contenant [KCl]=0,1 M et [Fe2+/3+] =10 mM d’une électrode de carbone
vitreux nue (en bleu) et recouverte de polypyrrole (en orange) obtenue par chrono-
ampéromeétrie.
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Pour atteindre cet objectif, une stratégie a été mise en place en remplagant I'électrode
en carbone vitreux par une électrode en carbone sérigraphié (SPCE). La Figure 33 montre une
électrode SPCE recouverte de polypyrrole par voltamétrie cyclique. La rugosité observée sur
cette électrode provient de I'encre de carbone utilisé pour la construire. Lorsque le pyrrole est
électropolymérisé par voltamétrie cyclique a la surface de cette électrode, il génere un film
extrémement mince qui conserve la rugosité inhérente a I'électrode de carbone sérigraphié.
Ce film mince doit permettre une diffusion des espéces beaucoup plus rapide. Plus le
polypyrrole est épais, plus il crée du courant capacitif, qui vient masquer le signal donné par la
sonde redox.

Figure 33 : Image de microscopie optique d'une électrode Ppy/SPCE

Le choix entre les électrodes de carbone sérigraphiées commerciales et celles
fabriquées au laboratoire a été influencé par la reproductibilité des mesures. Lorsque I'on
compare les derniers cycles de polymérisation de trois électrodes sérigraphiées fabriquées au
laboratoire (Figure 34A) on observe une superposition des cycles presque parfaite. Cela
suggere une reproductibilité adéquate des dépdts de polypyrrole. En revanche, sur les
électrodes DropSens, les courbes de voltamétrie cyclique obtenues lors du dépot de
polypyrrole présentent des différences marquées les unes par rapport aux autres (Figure 34B).
Les vagues de réduction du polypyrrole ne sont pas visibles sur les cycles de couleur bleue et
verte, ce qui souléve des doutes quant a la présence du polymere. Contrairement aux attentes
initiales, il s'est avéré que les électrodes fabriquées au laboratoire offraient une meilleure
reproductibilité des dépots de polypyrrole par rapport aux électrodes commerciales DropSens.
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Figure 34 : Comparaison des derniers cycles de polymérisation montrant la reproductibilité sur
trois dépots de polypyrrole différents sur des électrodes A) SPCE B) DropSens.

Finalement, pour obtenir une électrode sensible et reproductible, la polymérisation par
voltamétrie cyclique sur une électrode de carbone sérigraphié fabriquée au laboratoire
présente le meilleur compromis. Grace a sa rugosité, elle permet un dépo6t fin du polypyrrole,
nécessaire a la sensibilité électrochimique, qui présente une surface spécifique élevée pour
augmenter I'immobilisation d’'un maximum d’aptaméres comme observé en microscopie
optique (Figure 33).

3.1.2. Fonctionnalisation du polypyrrole et greffage d’aptameres

Le développement d'un aptacapteur repose sur le greffage covalent d'un aptamere
spécifique. Bien que les aptameres pour les pesticides d'intérét soient encore en
développement, il était nécessaire de valider la plateforme électrochimique en utilisant un
aptameére dont l'efficacité a déja été démontrée. L'aptamere anti-thrombine a été choisi
comme modele dans la conception de cet aptacapteur en raison de sa description détaillée et
de son efficacité bien documentée.63164 Cet aptamére a été fonctionnalisé en position 5' avec
une fonction amine et un espaceur composé de six carbones pour faciliter le greffage a la
surface du copolymere, créant ainsi la séquence H;N-CsH12-GGTTGGTGTGGTTGG.
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Cependant, le polypyrrole ne permet pas de réaliser des liaisons covalentes directes
avec les aptameéres en raison de la faible réactivité de ses fonctions amines en surface. Par
conséquent, il est impératif d'introduire des groupes fonctionnels dans le polymeére qui
permettront la liaison covalente des molécules de reconnaissance.

La copolymérisation par voie électrochimique du pyrrole avec des monomeres
pyrroligues comportant des fonctions carboxyliques a plusieurs fois été décrite et peut
permettre d’obtenir les fonctions nécessaires au greffage covalent des aptameéres.16>7167 |es
monomeres choisis (Figure 35), l'acide pyrrole-1-propionique (Py1COOH) et l'acide 4-(3-
pyrrolylbutyrique) (Py3COOH), possedent des groupes carboxyliques fonctionnels au bout de
chaines carbonées qui peuvent permettre le greffage covalent d’aptameres en limitant
I'encombrement stérique a la surface.

OH

N~ O O
K/MOH H

Acide pyrrole-1-propionique Acide 4-(3-pyrrolylbutyrique)

Figure 35 : Structures chimiques de l'acide pyrrole-1-propionique (Py1COOH) et de l'acide 4-(-
3pyrrolylbutyrique) (Py3COOH).

Lorsque ces monomeres pyrroliques fonctionnalisés sont incorporés dans la
copolymérisation avec le pyrrole, ils créent des sites réactifs permettant d’'immobiliser les
aptameres. En effet, la formation d'une liaison amide entre les groupes carboxyliques du
polymere et les fonctions amines des aptameéres, peut assurer une connexion solide et durable
entre les deux entités.

Les trois polymeres, a savoir le polypyrrole, le poly(pyrrole-co-acide pyrrole-1-
propionique) et le poly(pyrrole-co-acide pyrrole-3-butyrique), ont été synthétisés par
électropolymérisation par voltamétrie cyclique sur une électrode en carbone sérigraphié.
Lorsque I'on compare le dernier cycle de ces électropolymérisations (Figure 36) pour chaque
polymere et copolymeres, des différences sont observées.

Les résultats montrent des variations significatives dans les vagues de réduction entre
les différents polymeres. Les potentiels de réduction sont observés a 0,5 V pour le polypyrrole,
a 0,3 V pour le poly(Py-co-Py1COOQOH), et a 0,5 V également pour le poly(Py-co-Py3COOH).
Cependant, il est important de noter que I'oxydation du poly(Py-co-Py3COOH) semble se
produire plus rapidement que celle du polypyrrole. Ces variations dans les vagues de réduction
suggerent que l'incorporation des monomeres fonctionnalisés modifie la structure du
polymere résultant. De plus, il est intéressant de noter que la vague de réduction obtenue
pour le copolymere P(Py-co-Py-1-COOH) est moins intense, ce qui suggére soit que le dépot
est moins électroactif, soit que le dépot est plus mince a la surface de |'électrode.
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Figure 36 : Derniers cycles de I'électropolymérisation par voltamétrie cyclique du polypyrrole
(vert), du poly(pyrrole-co-acide pyrrole-1- propionique) (bleu) et du poly(pyrrole-co-acide
pyrrole-3-butyrique) (rouge).

La Figure 37 présente les spectres obtenus par spectrométrie photoélectronique a
rayons X (XPS), apres la déconvolution des pics, réalisés pour caractériser la composition de
surface des différentes électrodes. Les électrodes analysées comprennent une électrode
Ppy/SPCE utilisée comme témoin, une électrode P(Py-co-Py1COOH)/SPCE pour prouver la
copolymérisation par voie électrochimique, et enfin une électrode apta/P(Py-co-
Py1COOH/SPCE apres le greffage de I'aptamére sur la surface de I'électrode. Le processus de
greffage de l'aptamére implique l'incubation de I'aptamére sur une électrode P(Py-co-
Py1lCOOH) dont la surface a été préalablement activée par le 1-éthyl-3-(3-
diméthylaminopropyl) carbodiimide (EDC).

Cette analyse XPS permet de caractériser la composition de la surface des électrodes a
chaque étape du processus a partir d’'une électrode témoin, démontrant ainsi l'efficacité de la
copolymérisation et du greffage de I'aptameére.

L'analyse comparative des spectres Cls révele des structures communes, telles que la
fonction amine caractéristique du polypyrrole avec un pic a environ 286,5 eV, ainsi que des
liaisons C-C a environ 285 eV. Cependant, il estimportant de noter la présence de pics distincts
qui varient d'un polymere a l'autre. Le pic a environ 288 eV est attribué aux groupes
carbonyles, qui peuvent révéler l'oxydation du polypyrrole. Plus significativement, le
copolymere montre un pic a environ 289 eV, correspondant aux carbones impliqués dans les
fonctions acides carboxyliques. Cette observation confirme I'efficacité de
I'électropolymérisation pour la copolymérisation du pyrrole avec l'acide pyrrole-1-
propionique.
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Apres le greffage de I'aptamere, le pic attribuable a la fonction acide carboxylique est
décalé de 289 eV a environ 288,5 eV, ce qui correspondrait aux carbones impliqués dans la
liaison amide. Cette transformation, combinée a I'apparition d'un pic d'énergie du phosphore,
qui est spécifique a I'aptameére, confirme la réussite du greffage covalent entre I'aptameére et
la surface de I'électrode. L'immobilisation de I'aptameére par la liaison amide est essentielle
pour la reconnaissance sélective et la détection des cibles d'intérét.

L'analyse des spectres N1s est également instructive. Trois pics de déconvolution sont
obtenus. Le pic a environ 398 eV correspond a la fonction imine, le pic a environ 400 eV
correspond a la fonction amine du polypyrrole, et celui a environ 402,5 eV correspond a la C-
N+ et indique le dopage du polymere par les ions perchlorates. En comparant l'intensité de ce
dernier pic pour les différents spectres, on peut noter que le dopage du copolymere est moins
important que celui du polypyrrole. Il semble que Il'acide pyrrole-1-propionique limite le
dopage par les ions perchlorates, ce qui suggere que le poly(pyrrole-co-acide pyrrole-1-
propionique) est moins électroactif que le polypyrrole, comme observé dans la Figure 36.

a) Polypyrrole o=c-og GCN -NH-
LPORY -0 cc N | N
0=C-N

b) Poly(Py-
co-
Py1COOH)
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Figure 37 : Spectres XPS des énergies de liaisons C1s N1s et P2p d’électrodes de carbones
sérigraphiés recouvertes de a) polypyrrole b) poly(pyrrole-co-acide pyrrole-1-propionique) et c)
poly(pyrrole-co-acide pyrrole-1-propionique) aprés greffage d’aptamere.

En résumé, le développement de |'aptacapteur repose sur le greffage covalent
d'aptameres spécifiques, rendu possible grace a l'introduction stratégique de fonctions acide
carboxyliques dans le polymere de polypyrrole. L'incorporation de l'acide pyrrole-1-
propionique au cours de I'électropolymérisation du polypyrrole a permis de créer des sites
réactifs capables de former des liaisons covalentes avec I'aptameére anti-thrombine, comme en
témoignent les analyses spectroscopiques qui ont mis en évidence la formation de liaisons
amides spécifiques entre la surface du polymeére et les aptameres.
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3.1.3. Sensibilité et stabilité électrochimique de la plateforme
La détection électrochimique des polluants dans le cas de notre aptacapteur se déroule
en deux étapes essentielles.

La premiere implique la capture de la cible, soit un polluant spécifique, ou soit dans le
cas de cette étude témoin, la thrombine, par les aptameres. Cela se produit lors de l'incubation
de la plateforme électrochimique, qui comporte les aptameres greffés, dans une solution
contenant l'analyte, c'est-a-dire le polluant a détecter.

La deuxieme étape est la mesure électrochimique. La voltamétrie a impulsion
différentielle a été choisie comme méthode électrochimique pour la détection car elle est trés
sensible et reproductible, ce qui en fait une technique idéale. Elle se déroule en présence d'une
sonde redox externe car l'analyte n’est pas électroactif. Une sonde redox est une espéce
électrochimique qui subit une réaction d'oxydation ou de réduction, générant ainsi un courant
électrique mesurable par la plateforme électrochimique. Dans le cas de |'aptacapteur, la
capture de la cible par les aptameres modifie la conformation de ces derniers. Cette
modification de conformation peut affecter l'interaction de la sonde redox avec la surface du
capteur. La variation d'intensité de courant générée par la sonde redox en réponse a cette
interaction modifiée avec les aptameres peut étre corrélée a la concentration de la cible dans
la solution.

En utilisant cette relation entre la concentration de la cible et |a variation d'intensité de
courant, il est possible de quantifier la quantité d'analyte présent dans la solution, ce qui
permet de détecter et de quantifier la présence de la cible visée par 'aptamére.

Pour assurer une sensibilité optimale du capteur, il est crucial que l'interaction et le
transfert d'électrons entre la sonde et la surface du capteur soient optimisés. Pour cela,
différentes sondes électrochimiques, comme le couple hexacyanoferrate (lll) de potassium
hexacyanoferrate (Il) de potassium ([Felll(CN)s]3>/[Fell(CN)s]*) ou la sonde de chlorure
d'hexaaminoruthénium ([Ru"'(NHs)e]3*), ont été utilisées pour caractériser le comportement
des capteurs.

Il est important de rappeler que le polypyrrole et les copolymeéres qui en sont dérivés,
sont polymérisés en présence de perchlorate de lithium, ce qui les maintient dans un état
oxydé, caractérisé par une structure polaronique (Figure 28). C’est-a-dire que le polymére
comporte de nombreuses charges positives a sa surface. La sonde redox hexacyanoferrate de
potassium est choisie dans un premier temps car elle possede une charge globale négative.
Les interactions ioniques entre les charges positives a la surface du polymére et les charges
négatives de la sonde redox a base de fer facilitent l'interaction entre la sonde et la surface du
polymere. En effet, cela permet non seulement une meilleure adsorption de la sonde redox
sur la surface du polymere, mais également une meilleure transmission des signaux
électrochimiques générés lors des réactions d'oxydation et de réduction. Cette interaction
ionigue contribue ainsi a une réponse électrochimique plus sensible.
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L'analyse par voltamétrie a impulsion différentielle montre un potentiel d'oxydation de
I'ion hexacyanoferrate autour de 0,2 V. Par conséquent, le potentiel est balayé de 0 a 0,4V,
avec une vitesse de 5 mV/s, ce qui permet d'observer un pic de courant lié a I'oxydation de la
sonde redox, comme illustré dans la Figure 38.

Lors de la premiere mesure effectuée immédiatement aprés le greffage de I'aptameére
a t0, la hauteur du pic a atteint une intensité maximale de 3,92.10% A. Cette réponse
électrochimique initiale du capteur est donc satisfaisante. Comme prévu, le polypyrrole a
démontré une bonne sensibilité a I'égard de la sonde redox hexacyanoferrate de potassium.

Cependant, pour évaluer la stabilité du capteur avant d'introduire la thrombine, nous
avons effectué des mesures répétées. Ces répétitions ont révélé une instabilité du signal. En
effet, aprés 10 répétitions, le signal est descendu a une intensité de 3,11.10* A, ce qui
représente une diminution de 20% par rapport a la valeur initiale. La diminution du signal s'est
poursuivie, atteignant une hauteur de 0,7.10* A aprés 20 répétitions, soit une perte de signal
de 82%, et descendant a 0,42.10* A aprés 30 répétitions, ce qui représente une perte de signal
de 90%.

Ces résultats mettent en évidence une dégradation progressive de la réponse du
capteur au fil des mesures répétées, ce qui implique qu’apreés quelques mesures, le capteur
est inutilisable.
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Figure 38 : Voltamogrammes a impulsions différentielles, obtenus a la vitesse de balayage de
5 mV/s, d’une électrode SPCE/Polypyrrole dans une solution [KCI] =0,1 mol/L et [[Felll(CN)e]*
/[Fell(CN)s]*] = ImM montrant 'instabilité du capteur lors de la répétition des mesures. Ici sont
superposées les 1¢¢, 10°™¢, 20°™¢ et 30°™¢ répétitions.
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La perte de signal observée lors de ces mesures peut étre attribuée a deux phénomenes
principaux.

Tout d'abord, la suroxydation irréversible du polypyrrole qui se produit a chaque
mesure et a tendance a rendre le polymére non conducteur. La Figure 39 décrit le mécanisme
de suroxydation irréversible tel que vu par Li et Qian'®. Elle consiste a oxyder le polypyrrole
au-dela de son état standard d’oxydation de maniere permanente et irréversible. Le polymere
perd alors ses propriétés conductrices et ne peut pas étre restauré a son état précédent. Ce
phénoméne peut subvenir des 0,4 V, ce qui veut dire, que lors de la voltamétrie a impulsion
différentielle, lorsque le potentiel atteint 0,4 V, une partie du polymeére peut se suroxyder. La
répétition de cette mesure altére la conductivité du film.
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Figure 39 : Mécanisme de suroxydation irréversible du polypyrrole tel que vu par Li et Qian6®

1
2

Le deuxieme phénomene contribuant a la perte de signal est le dédopage du
polypyrrole. Wu et al*®® ont décrit le phénoméne de dédopage par la migration d’anions, dans
notre cas les ions perchlorates, en dehors du film, dans la solution ou par la migration de
cations de la solution vers le film. Le polymeére qui été maintenu dans un état polaronique par
les ions perchlorate redevient neutre et perd sa conductivité électrique, ce qui entraine une
diminution du signal électrochimique mesuré.

Il est également essentiel de noter que la suroxydation du polymeére accélere le
processus de dédopage. Ainsi, la suroxydation irréversible est le probleme majeur a éviter pour
obtenir une plateforme stable lors des mesures par voltamétrie a impulsion différentielle.

Pour éviter ces phénomeénes, il est impératif d'utiliser une sonde redox présentant un
potentiel d'oxydation plus bas. Le chlorure d'hexaaminoruthénium s'oxyde a environ -0,2 V. En
optant pour cette sonde au potentiel d'oxydation plus faible, la plage de balayage du potentiel
électrochimique peut étre réduite, balayant alors de -0,6 V a +0,1 V. Cette adaptation permet
de garantir que le potentiel maximal atteint pendant la mesure électrochimique reste non
oxydant pour le polymére. Par conséquent, cela contribue de maniére significative a minimiser
les phénomenes indésirables tels que la suroxydation et le dédopage du polymére.
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Cependant, lors de I'application de la voltamétrie a impulsion différentielle dans une
solution contenant la sonde a base de ruthénium, le signal obtenu s'avere insatisfaisant (Figure
40). La ligne de base attribuable a ce pic est perturbée par I'oxydation réversible du polypyrrole
ou des copolymeéres dérivés, qui intervient au méme potentiel. Le courant résultant de
I'oxydation du film masque ainsi le courant généré par la sonde, limitant la détection efficace.

De plus, la hauteur du pic est relativement faible, environ 1 pA, ce qui laisse
transparaitre une mauvaise sensibilité du polypyrrole a I'hexaaminoruthénium. Cet ion a base
de ruthénium posséde une charge globale positive. A I'inverse de la sonde & base de fer, les
interactions ioniques entre les charges positives du polypyrrole et celles de
['hexaaminoruthénium diminue l'adsorption de cette sonde a la surface. Le transfert
d'électrons est rendu plus difficile.
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Figure 40 : Voltamétrie a impulsion différentielle d’une électrode SPCE/polypyrrole dans une
solution [KCI]=0,1mol/L et [[Rulll(NH3)s]**]= 0,1mmol/L obtenu pour une vitesse de balayage
de 5 mV/s.

Pour améliorer la sensibilité de la plateforme électrochimique envers
I’hexaaminoruthénium, il est nécessaire de retirer les charges positives du film de polymeres.
Pour ce faire, nous avons déja décrit que la suroxydation irréversible permet de passer d’'une
forme polaronique du polypyrrole a une forme neutre.

Le polypyrrole est suroxydé par voltamétrie cyclique (Figure 41). Lors du balayage de
potentiel, allant de -0,8 V a +1,5 V, le premier cycle montre une vague d’oxydation tres
importante vers 1,2 V. Cette vague d’oxydation correspond a la réaction de suroxydation du
polypyrrole (Figure 39). Lors du cycle suivant, la vague d’oxydation survient a un potentiel plus
faible, a 0,7 V. Cette modification dans le potentiel d’'oxydation refléte les changements de
structure du polymere. Au troisieme cycle, les courants générés par I'oxydation ou la réduction
du polymere sont bien moins importants.
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Figure 41 : Suroxydation par voltamétrie cyclique, avec une vitesse de balayage de 100 mV/s,
dans un tampon acide acétique/acétate de sodium a pH=4, du poly(pyrrole-co-pyrrole-1-
COOH) sur une électrode SPCE/P(Py-co-Py1COOH), cycle n°1 en bleu, n°2 en vert et n°3 en
rouge.

L'objectif de cette suroxydation est de retirer les charges positives présentes dans le
film mais aussi d’obtenir un film qui est électroinactif au potentiel d’oxydation de la sonde
redox, c’est-a-dire -0,2 V. En comparant le troisieme cycle de suroxydation des trois polymeéres
étudiés dans la Figure 42, c’est dire, le polypyrrole, le poly(pyrrole-co-pyrrole-1-propionique
acide) et le poly(pyrrole-co-pyrrole-3-butyrique acide) des différences significatives sont
observées. Dans un premier temps, il est notable que seul le poly(pyrrole-co-acide pyrrole-1-
propionique) ne présente plus d’oxydation aux environs de -0,2 V. En comparaison, une trés
forte électroactivité intervient encore sur le polypyrrole et sur le poly(pyrrole-co-acide pyrrole-
3-butyrique).

La suroxydation du copolymeére, poly(pyrrole-co-acide pyrrole-1-propionique), apparait
plus efficace.
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Figure 42 : 3°™¢ cycles obtenus par CV lors de la suroxydation du polypyrrole (en vert), du
poly(pyrrole-co-acide pyrrole-1-propionique) (en bleu) et du poly(pyrrole-co-acide pyrrole-3-
butyrique) (en rouge).
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Dans la Figure 43, nous pouvons examiner les mesures de DPV effectuées en présence
de la sonde [Rulll(NH3)®]3* sur les trois polyméres sur-oxydés différents. Il est intéressant de
noter que le polypyrrole ainsi que le poly(pyrrole-co-acide pyrrole-3-butyrique) ne révelent
pas d'oxydation de la sonde lors du balayage de potentiel. Malgré la suroxydation subie, ces
deux polymeres demeurent électroactifs dans cette plage de potentiel et continuent a
masquer le signal émis par la sonde.

En contraste, le poly(pyrrole-co-acide pyrrole-1-propionique), qui se révele électro-
inactif dans cette plage de potentiel spécifique, permet d'observer I'oxydation attendue de
I'hexaaminoruthénium. La hauteur du pic d'oxydation atteint environ 4 pA, démontrant ainsi
I'efficacité de la suroxydation en augmentant la sensibilité du film vis-a-vis de la sonde.
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Figure 43 : Voltamogrammes a impulsion différentielle, avec une vitesse de balayage de 5
mV/s, dans une solution [KCl]=0,1mol/L et [Ru2+/3+] = 0 ,immol/L, sur les électrodes :
SPCE/Ppy en rouge ; SPCE/P(Py-co-Py3COOH) en bleu et SPCE/P(Py-co-Py1COOH) en vert.

La différence d'électroactivité entre les deux copolyméres semble découler des
variations structurelles. En effet, comme le suggéere la Figure 44a, la présence d'une chaine
carbonée sur le carbone n°3 de I'acide 4-(3-pyrrolylbutyrique) semble entraver la suroxydation
potentielle du copolymere a cette position. Par conséquent, ce monomere permet au film de
disperser efficacement les charges accumulées lors des mesures électrochimiques. La hauteur
des vagues d'oxydoréduction plus élevée observée sur ce copolymeére par rapport a celle du
polypyrrole suggére méme que la copolymérisation contribue partiellement a protéger le
polypyrrole de la suroxydation.
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En revanche, comme proposé dans la Figure 44b, lorsque I'acide pyrrole-1-propionique
est soumis a la suroxydation dans le copolymere, il interrompt la conjugaison du polymere,
entravant ainsi la délocalisation des électrons. Par conséquent, le poly(pyrrole-co-acide
pyrrole-1-propionique), aprés suroxydation, présente une faible électroactivité. De plus,
comme illustré dans la Figure 44, ce copolymeére semble se déposer de maniére plus fine a la
surface de I'électrode en carbone, probablement en raison de l'incapacité de |'acide pyrrole-
1-propionique a induire le dopage du polymere pendant la synthese.

Suroxydation

—_—

b)

H / \ H / \ Suroxydation”.
Y Y 20—

HO
HO 0

Figure 44 : Réactions de suroxydations proposées pour a) poly(pyrrole-co-acide pyrrole-3-
butyrique) et b) poly(pyrrole-co-acide pyrrole-1-propionique)

Comme le polypyrrole sous sa forme suroxydée présente une conductivité relativement
faible, les résultats nous ameénent a émettre I’hypothese que le transfert d’électrons s’effectue
atravers le polymeére quand celui-ci est un film trés fin a la surface d’une électrode conductrice.
Pour les dépbts plus épais, le transfert d’électrons a travers le film est impossible aprés la
suroxydation.

De ce fait, le choix du poly(pyrrole-co-acide pyrrole-1-propionique) s'est révélé optimal
pour le greffage des aptameres. Il est crucial que le greffage soit effectué avant la suroxydation
du polymere, afin de préserver les fonctionnalités nécessaires au greffage. Cette décision
repose sur la capacité du poly(pyrrole-co-acide pyrrole-1-propionique) a générer un signal
électrochimique net et distinct apres la suroxydation, garantissant ainsi la création d'une
plateforme robuste et fonctionnelle pour la détection des cibles d'intérét.
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Le capteur final, c'est-a-dire le Apta/P(Py-co-Py1COOH)/SPCE apres suroxydation, est
placé dans la solution d'interaction avec I'aptameére anti-thrombine pour étudier la stabilité du
capteur. La Figure 45 montre I'évolution du signal électrochimique en fonction du temps
d’incubation dans la solution d’interaction.

Dans une premiere phase, on observe des fluctuations dans l'aire des pics obtenus. Ces
variations sont attribuées au processus de dopage du copolymere par les ions présents dans
la solution. Aprés 8h d’incubation, les mesures se stabilisent (Figure 45). Une fois les mesures
stabilisées, la valeur moyenne de l'aire du pic d’oxydation observée est de 1,90.107 A.V avec
un écart type de 2.10° AV soit 1%.
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Figure 45 : Aire du pic obtenue par DPV sur un capteur Apta/P(Py-co-Py1COOH)/SPCE apreés
suroxydation en fonction du temps d’incubation.

Il est crucial de noter que ce phénomene de dopage et de dédopage de la plateforme
peut complexifier considérablement I'utilisation du capteur dans des conditions de terrain.
Dans cette étude, une approche est adoptée pour minimiser cet effet : apres la suroxydation
de la plateforme électrochimique, le capteur est conservé dans la solution d'interaction avec
I'aptamere anti-thrombine, et les mesures sont effectuées dans cette méme solution. Cette
démarche vise a éviter les fluctuations de signal générées par le processus de dopage, assurant
ainsi des mesures plus stables et fiables.
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En résumé, comme schématisé dans la Figure 46, le copolymere poly(pyrrole-co-acide
pyrrole-1-propionique) est électrodéposé par voltamétrie cyclique sur une électrode de
carbone sérigraphié pour fonctionnaliser cette derniere. Aprés le dépdot du film fin de
copolymere, les aptameres sont greffés a la surface par une liaison amide. Cette liaison
covalente assure un greffage solide et durable a la surface. Le film est ensuite suroxydé pour
obtenir la sensibilité nécessaire a la sonde redox, le chlorure d’hexaaminoruthénium. Une fois
le capteur terminé, est stocké dans la solution tampon développé pour optimiser I'interaction
de I'aptamere, afin de limiter les effets de dopage et dédopage du polymere.

Copolymérisation  Greffage des Suroxydation du
aptameres polymere

Figure 46 : Résumé de la construction de I'aptacapteur électrochimique.

3.1.4. Détection électrochimique
3.1.4.1. Détection de la thrombine

La plateforme électrochimique a été développée avec le greffage d’'un aptameére
modele, anti-thrombine. Cette aptamére a été choisi car il est largement décrit dans la
littérature et permet de prouver lefficacité de la plateforme électrochimique pour la

conception d’un aptacapteur.163164

Laptacapteur anti-thrombine, est incubé dans des solutions contenant différentes
concentrations en thrombine. La variation du signal électrochimique a été observée aprés
chaque incubation du capteur (Figure 47). Les résultats montrent que |'aptacapteur présente
une gamme de détection linéaire allant de 0,1 umol/L a 0,5 pumol/L.

Pour évaluer la limite de détection (LD) et la limite de quantification (LQ), on peut
utiliser les équations suivantes :

Lp = Mpiane + 3 Opranc Equation 2
LQ = Mpianc + 10 Gpianc Equaﬁon 3

Avec mypianc la moyenne et oplanc I’écart type des signaux pour [Thrombine] = 0 mol/ L.
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Or, dans la Figure 45 on a pu voir qu’apres 8 h d’incubation dans la solution tampon
d’interaction de 'aptameére, le signal présente une erreur de mesure d’environ 1%. On obtient
la limite de détection pour une variation de signal de 3% et la limite de quantification pour une
variation de signal de 10%.

Le signal de 'aptacapteur avant détection est de 1,84.107 AV, aprés incubation dans
une solution contenant 0,1umol/L de thrombine le signal atteint 1,99.107 A.V. Le signal a donc
augmenté d’environ 8%. Ainsi, cette différence de mesures est donc supérieure a la limite de
détection, cette concentration s’approche méme de la limite de quantification de cet
aptacapteur.

La variation maximale de signal a été obtenue pour [Thrombine] = 0,5 umol/L, I'aire du
pic observé est de 2,40.10”7 A.V, ce qui correspond donc a une différence de signal de 30% par
rapport au signal initial. Cette variation de signal semble acceptable et peut permettre la
guantification sensible de la thrombine dans cette gamme de concentration.
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Figure 47 : Aire du pic d’oxydation de la sonde chlorure d’haxaaminoruthénium sur la surface
de l'aptacapteur en fonction de la concentration en thrombine.

Cette gamme de détection semble plutot élevée en comparaison de ce qui est proposé
dans la littérature!’®, mais la simplicité de construction du capteur est un avantage certain
pour le développement d’un capteur de terrain. Ces résultats de détection de thrombine valide
le bon fonctionnement de la plateforme électrochimique.
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3.1.4.2. Détection du thiabendazole
Une fois la plateforme validée, il est possible de greffer les aptaméeres développés
spécialement pour la détection de pesticide. Notamment I'aptamere anti-thiabendazole,
appelé BOL0O09, dont la séquence développée par Novaptech est confidentielle. Le
thiabendazole est un fongicide qui présente une forte toxicité pour la faune aquatique et pour

les mammiferes.

L'aptacapteur a été incubé dans le tampon d’interaction de I'aptamere BOL0OQ9, et des
mesures DPV ont été réalisées toutes les heures pour étudier sa stabilité. La Figure 48 reporte
les variations de l'aire de la vague d’oxydation en fonction du temps d’incubation dans le
tampon. Le signal semble augmenter dans un premier temps, jusqu’a 4h d’incubation, pour
ensuite se stabiliser. La valeur moyenne de l'aire du pic une fois stabilisé est mesuré a 1,72.10°
7 AV avec un écart type de 6,9.10° A.V soit environ 4% de variation du signal.
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Figure 48 : Variation de l'aire de la vague d’oxydation lorsque le capteur est incubé dans le
tampon d'interaction de I'aptamére BOLO09 au cours du temps.

La Lp de cet aptacapteur a été déterminée pour une variation de signal de 12%, tandis
gue la Lq a été calculée pour une variation de signal de 40%. La Figure 49 montre les variations
de signal lorsque I'aptacapteur est incubé dans des solutions contenant des concentrations de
thiabendazole allant de 0,5 pmol/L a 1 mmol/L. la variation maximale du signal a été observée
pour [thiabendazole] = 0,5 pumol/L, avec une variation de signal de 23%, ce qui est significatif
pour la détection du thiabendazole.

Cependant, les concentrations de thrombine équivalant a 1 umol/L et 1 mmol/L ont
donné des variations de signal de 17% et 8%, respectivement. Ces variations de signal sont
inférieures a la variation attribuable a la Lq. Ces variations de signal ne permettent donc pas
de quantifier le thiabendazole.
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Figure 49 : Aire de la vague d’oxydation de la sonde chlorure d’haxaaminoruthénium sur la
surface de 'aptacapteur en fonction de la concentration en thiabendazole.

Laptacapteur se révele inefficace contre ce pesticide. En effet, la thrombine est une
protéine, c’est-a-dire, une macromolécule de masse molaire 37000g/mol, et présente donc un
encombrement bien plus important que le thiabendazole qui possede une masse molaire
presque 200 fois plus petite (201,2g/mol) comme les différents pesticides mis en jeu dans cette
étude. 'hypothese de départ est que les aptameres, lors de la capture de leurs cibles,
changent de conformation et viennent passiver ou activer la plateforme électrochimique en
faisant varier 'encombrement a la surface de celle-ci. Cependant, a la vue de la différence de
masse molaire entre un aptamére comme celui du thiabendazole, c’est-a-dire, 25468,6 g/mol
et celle de sa molécule cible, il facilement envisageable que le changement de conformation
reste minime et n’est pas suffisamment important pour étre transduit en électrochimie.

3.1.5. Conclusions

Cette étude a porté sur la création d'un aptacapteur électrochimique en utilisant un
polymére spécifique, le poly(pyrrole-co-acide pyrrole-1-propionique), obtenu par électro-
copolymérisation. L'électrodéposition de ce polymere sur une électrode en carbone
sérigraphiée a permis de conserver la rugosité de I'électrode, assurant ainsi une surface
spécifique élevée pour le greffage d'aptameres. L'utilisation de la XPS a confirmé la
copolymérisation et I'immobilisation covalente des aptameres sur la surface du capteur par le
biais d'une liaison amide.
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La sensibilité du capteur a été améliorée grace a une suroxydation irréversible du
polymeére et a |'utilisation d'une sonde redox ([Rulll(NHs)e]3*). Cependant, des phénoménes de
dopage du polymere ont été observés, ce qui peut perturber la sensibilité du capteur. Il a été
nécessaire d'incuber le capteur dans la matrice d'analyse pendant plusieurs heures pour
équilibrer ces phénomeénes de dopage et de dédopage du copolymere. Une fois a I'équilibre,
le capteur a montré des résultats stables pendant au moins 9 heures.

L'étude a testé deux aptameres, I'un contre la thrombine et l'autre contre le
thiabendazole. L'aptacapteur contre la thrombine a donné des résultats encourageants, avec
une gamme de quantification linéaire de 0,1 a 0,5 pumol/L et une limite de détection de 0,02
umol/L. Cependant, la quantification du thiabendazole s'est révélée moins efficace en raison
de problémes de reproductibilité de la mesure et d'une sensibilité insuffisante. Des études plus
approfondies sont nécessaires pour améliorer ce capteur.

Enfin, I'étude a montré qu'il n'est pas nécessaire d'utiliser un matériau conducteur pour
fonctionnaliser I'électrode en carbone, car la suroxydation du polypyrrole entraine une forte
diminution de sa conductivité.'®® Par conséquent, une approche différente est envisagée, des
fibres auto-assemblées de peptide non conductrices sont déposées pour essayer de
fonctionnaliser la surface d'une électrode de carbone sérigraphiée.
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3.2. Auto-assemblage de peptides pour le développement
d’un aptacapteur

Une approche alternative pour la modification des électrodes de carbone repose sur
l'utilisation de peptides. Certains de ces peptides se distinguent par leur capacité unique a
s'auto-assembler. Les peptides amphiphiles, en particulier, se composent généralement d'une
séquence peptidique qui comporte a la fois une partie hydrophile et une partie hydrophobe.
La section hydrophile renferme des groupes fonctionnels polaires qui interagissent de maniere
favorable avec I'eau, tandis que la partie hydrophobe est généralement constituée d'acides
aminés non polaires, dont l'interaction avec l'eau est défavorable. En conséquence, ces
peptides ont la capacité de s'organiser en solution, avec les parties polaires se regroupant
spontanément pour former des assemblages. Ces assemblages peuvent engendrer des
nanostructures remarquables!®? , telles que des vesicules'’*172, des nanotubes'**73 ou des
ﬁbres.l74,175

Notamment, le dipeptide L-Phenylalanyl-L-Phenylalanine (FF), est composé de deux
cycles aromatiques sur les extrémités, qui sont hydrophobes et de fonctions hydrophiles sur la
partie centrale (Figure 50). Ces deux zones vont créer un assemblage des molécules, renforcé
par les liaisons hydrogenes dans la partie hydrophile, et par I'empilement n-it dans la zone
hydrophobe.#! 'auto-assemblage de FF permet de former des nanostructures qui présentent
une stabilité thermique et chimique remarquable, comme démontré dans des dispositifs
nanotechnologiques pratiques.t’® La formation de ces nanostructures crée un rapport
surface/volume trés élevé, ce qui pourrait permettre d'augmenter le nombre de molécules de
reconnaissance sur la surface des électrodes et ainsi améliorer la sensibilité des biocapteurs.
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Figure 50 : Structure chimique du peptide L-Phenylalanyl-L-Phenylalanine.

Cette étude trouve son origine dans les travaux d'Allafchian et al.}4>*0 dans lesquels
le développement d'un immunocapteur destiné a la détection de I'hormone de croissance
humaine (hGH) a été décrit. Pour cela, le peptide est auto-assemblé en solution avant d’étre
déposé sur une électrode de travail en carbone vitreux. Le greffage d’un anticorps spécifique
de I'hGH est possible grace aux fonctions amines et carboxyliques. Le capteur est ensuite mis
en présence de la cible afin d'observer la variation du signal. Les fibres de FF possedent des
fonctions réactives, comme notamment la fonction acide carboxylique, qui peut permettre le
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greffage d’aptameéres fonctionnalisés avec une amine. Dans cette étude, une électrode de
carbone sérigraphié a été fonctionnalisée par des fibres auto-assemblées de FF afin de pouvoir
greffer des aptameéres et créer un aptacapteur électrochimique, notamment pour la détection
de la thrombine jusqu’a 0,5 umol/L.

3.2.1. Mise en forme des fibres de L-Phenylalanyl-L-Phenylalanine (FF)

Le développement de I'aptacapteur commence par la fonctionnalisation de la surface
de I'électrode en carbone par les fibres composées de FF auto-assemblé. L'auto-assemblage
des fibres de FF est réalisé en solution, Rissanou et al.}’” ont montré I'influence que pouvez
avoir le solvant sur la structure de ces fibres. Différents protocoles, ont été testés pour
optimiser le dépot de fibre a la surface de I'électrode.

Dans un premier temps, pour l'auto-assemblage en solution, le protocole développé
par Reches et Gazit!*® et repris par Allafchian et al.*>° a été reproduit. Le peptide lyophilisé est
alors solubilisé dans une solution d’hexafluoroisopropanol (HFIP) a une concentration de 100
mg/mL. Cette solution est ensuite diluée dans I'eau pour une obtenir des solutions de fibres a
différentes concentrations. La solution est alors incubée 30 minutes a 70°C pour briser les
liaisons hydrogenes entre les molécules et leur donner la mobilité nécessaire a l'auto-
assemblage. Ensuite, la solution est laissée a température ambiante jusqu’au refroidissement
total. On observe a I'eeil nu l'auto-assemblage des molécules de FF se former quand la
température diminue, pour finalement former des fibres. Les fibres, déja formées, sont alors
déposées par goutte. La Figure 51 montre les effets de la concentration en FF dans la solution
finale sur la morphologie des revétements de surface.

Dans la Figure 51b on remarque que pour la concentration la plus faible, 0,1 mg/mL, il
n’y a que tres peu de fibres qui se sont déposées sur la surface de carbone. Les fibres observées
sont, de plus, trés courtes, on peut émettre I’hypothese qu’il n’y a pas assez de peptide en
solution pour former ces structures.

En revanche, sur la Figure 51c, dés 1 mg/mL, de longues fibres apparaissent sur la
surface de I'électrode. Ces fibres semblent s’aligner du bord vers le centre de |'électrode, avec
un recouvrement qui n’est pas homogene. Sur la Figure 51d est observé le dép6t a partir d’'une
concentration de 2 mg/mL. Les fibres apparaissent plus denses a la surface de I'électrode de
carbone. Cependant, elles sont toujours réparties sur le pourtour de celle-ci.
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La présence de longues fibres semble indiquer que I'auto-assemblage du FF est bien
réalisé. En effet, la longueur des fibres est d’environ 1500 um et le diametre est de 5 um ce qui
donne le rapport de forme :

Rapport de forme = Longuenr _ 1590 — 300 (eq 1)

Diametre 5

Les fibres (Figure 51d) possedent donc un rapport de forme élevé qui augmente
grandement la surface de I'électrode comme décrit dans la littérature.’** Cependant, le dép6t
n‘est pas homogene sur la surface de I'électrode, les fibres semblent fixées sur le périmetre de
I'électrode de carbone et sont trop courtes pour couvrir le centre.

>

200pm

500pm

Figure 51 : Images de microscopie optique d’une électrode SPCE avant (a) et apreés le dépot
d’une goutte d’eau contenant [FF] a 0,1 mg/mL (b), 1 mg/mlL (c) et 2 mg/mL (d).
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Lorsque les électrodes FF/SPCE sont immergées dans I'eau, il est possible d'observer a
I'ceil nu que les fibres se détachent de la surface en carbone. Ces fibres semblent n'adhérer
gu'a la partie en polystyrene sur laquelle I'électrode est sérigraphiée. La Figure 52 illustre les
résultats aprés une incubation de 15 heures d'une électrode FF/SPCE dans |'eau. La plupart
des longues fibres qui étaient initialement présentes sur la surface en carbone ne sont plus
attachées a cette derniére. Seules quelques fibres courtes demeurent.

Pour la réalisation d'un aptacapteur efficace, il est impératif que la surface de
I'électrode de travail reste stable lors de l'incubation dans un solvant aqueux. Pour cela il est
nécessaire de comprendre les interactions entre les fibres et |la surface de carbone.

Figure 52 : Images de microscopie optique d’une électrode FF/SPCE (a) avant et (b) aprés 15h
d’incubation dans l'eau.

Afin de comprendre pourquoi les fibres ont tendance a se déposer de maniere
privilégiée sur le pourtour de I'électrode en carbone, nous avons étudié la mouillabilité de la
surface en carbone. La Figure 53 illustre I'angle de contact entre une goutte d'eau et la surface
d'une SPCE, qui est de 118,5°. Cet angle est considérablement supérieur a 90°, ce qui témoigne
de I'hydrophobicité attendue de la surface en carbone.

Lors du dépot par goutte de la solution eau + FF, il semble que les fibres montrent une
affinité préférentielle pour l'interface air/eau, probablement en raison des propriétés
amphiphiles du FF. Lors du dép0ét, les fibres se positionnent a l'interface entre I'air et I'eau et
la majorité des fibres viendraient se déposer sur le pourtour de la goutte avant le séchage de
celle-ci.
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Figure 53 : Mesure d’angle de contact entre une goutte d’eau et une SPCE : a) mesure de l'angle,
b) photo de la goutte.

Afin d'améliorer I'adhésion des fibres a la surface de I'électrode en carbone, le
protocole d’auto-assemblage des fibres a été modifié. L'eau est remplacée par le HFIP. La

a) 1 mg/mL b) 100 mg/mL ¢) 250 mg/mL

Figure 54 illustre I'impact de la concentration de la solution de FF sur la structure du dépdt en
surface.

A une concentration de 1 mg/mL, la formation de longues fibres, précédemment
observées suite au dépot de la méme concentration de peptide dans I'eau et HFIP (Figure 51c),
n'est plus apparente. |l n’y a pas d’assemblage de peptide pour cette concentration et seule la
surface de I'électrode de carbone est observée. En augmentant la concentration a 100 mg/mlL,
des structures de FF se forment a la surface. Ces structures sont appelées sphérulites car elles
se composent de courtes fibres qui rayonnent autour d'un noyau central.l’® Les sphérulites
semblent étre réparties de maniere uniforme sur la surface de I'électrode en carbone
sérigraphié. A une concentration encore plus élevée, soit 250 mg/mL, les fibres restent
courtes, mais elles sont beaucoup plus denses a la surface, formant des structures en forme
de fleurs. Ces structures ressemblent a celles observées dans I'étude précédente d'Allafchian
et al.*>® pour une concentration de 100 mg/mL dans HFIP. La surface de la SPCE est
homogenement recouverte et la surface disponible pour le greffage des aptameres a
largement augmenté en comparaison a la surface de carbone initiale.
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Le solvant a une forte influence sur 'auto-assemblage des peptides, Rissanou et al.l’’
ont montré I'importance d’un solvant polaire pour la création des fibres. Ainsi, le HFIP est
moins favorable que I'eau a I'assemblage des fibres de FF, c’est pourquoi les fibres obtenues
dans ce solvant sont plus courtes. Par exemple, les fibres obtenues d’une solution de HFIP
contenant du FF a 250 mg/mL mesurent seulement 100 um environ

a) 1 mg/mlL b) 100 mg/mL c) 250 mg/mL
Figure 54c).

a) 1 mg/mL b) 100 mg/mL ¢) 250 mg/mL
Figure 54 : Images MEB d’électrodes FF/SPCE réalisées a partir du dépét d’une goutte de HFIP
contenant une concentration en FF a a) 1 mg/mL, b) 100 mg/mL et c) 250 mg/mL.

Cependant, lorsqu'une électrode FF/SPCE, fabriquée a partir d'une solution a 250
mg/mL, est immergée dans |'eau, les structures ne parviennent pas a adhérer efficacement a
la surface de |'électrode. La Figure 55 présente la surface de I'électrode FF/SPCE aprés 15h
d’incubation dans I'eau. Les structures en formes de fleurs ont disparu. Les fibres de FF ont été
lavées de la surface, seulement quelques fibres subsistent sur le bord en polystyrene de
I'électrode. Il est clair que I'adhésion de ces fibres n'est pas efficace.
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HIROX SH-3000

Figure 55 : Images MEB d’une électrode FF/SPCE, préparée a partir d’une solution de FF a
250mg/mL dans I’HFIB, et incubée dans I'eau : a) a la surface de carbone, b) sur le bord de
I’électrode en polystyrene.
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En théorie, les fibres s’auto-assemblent en solution, cependant, nous avons voulu
vérifier si la méthode de séchage a une influence sur la structuration du dépét.

La Figure 56 montre deux électrodes FF/SPCE réalisées par dépot d’une goutte de HFIP
contenant [FF] = 100 mg/mL. La premiére est séchée a l'air libre alors que la seconde est placée
sous un flux d’azote pour accélerer le séchage. Les deux électrodes présentent les mémes
structures en forme de spherulites, ce qui semble indiquer que ces deux méthodes de
séchages n’influent pas sur la structuration des fibres.

Figure 56 : Images MEB d’une électrode FF/SPCE dont le dépét par goutte est a) séché a l'air
libre, b) séché sous flux d’azote.

La voltamétrie cyclique est utilisée pour caractériser I'influence du dépdt de FF sur la
sensibilité électrochimique de I'électrode. La Figure 57 montre la différence entre les
voltamogrammes d’une électrode SPCE (en noir) et FF/SPCE (en vert). Les vagues d’oxydation
et de réduction qui apparaissent en vert pour I'électrode FF/SPCE sont moins intenses que
celles qui apparaissent pour la SPCE. La cinétique d’oxydo-réduction est aussi moins
importante pour I'électrode recouverte. Les fibres de peptides passivent donc en partie la
surface de I'électrode. Yemini et al.}** ont montré que le dépdt de fibres de FF, plus longues
que celles présentées dans la Figure 56, a la surface d’une électrode augmente sa sensibilité
électrochimique. Ces résultats contraires a la littérature laissent supposer que la structure des
fibres est tres importante pour la sensibilité électrochimique de I'ensemble.
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Figure 57 : Voltamogrammes obtenus avec une vitesse de balayage de 100 mV/s, dans une
solution tampon phosphate a 0,1 mol/L et [[Felll(CN)s]*>/[Fell(CN)s]*] = 1ImM pour une
électrode SPCE (noir) et une FF/SPCE (vert).

La stabilité de l'électrode a été étudiée, également par CV. La Figure 58 montre
I'évolution de la hauteur de la vague d'oxydation au fil du temps, et il est clairement observable
gue l'intensité du signal augmente tres rapidement aprés le début de I'incubation. L'hypothese
est donc que les structures peptidiques se détachent de la surface de I'électrode de carbone.
En effet, I'intensité d’oxydation sur I'électrode FF/SPCE, initialement de 7 pA, augmente
rapidement pour atteindre un maximum a 9,5 YA au bout de 2 heures d’incubation. Cette
valeur est comparable a celle obtenue pour une électrode nue, soit 11 pA. La diminution du
signal observé sur les heures suivantes est attribuée a une légére passivation de I'électrode de
carbone. Ces résultats mettent en évidence que la plateforme électrochimique ne peut pas
étre utilisée telle quelle pour des mesures en solutions aqueuses.

Il est donc nécessaire de trouver des méthodes ou des modifications supplémentaires
pour renforcer l'adhérence des structures peptidiques a la surface de |'électrode et ainsi
assurer la stabilité de la plateforme électrochimique lors de I'exposition a des solutions
aqueuses.
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SPCE/FF incubé dans |'eau
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Figure 58 : Intensité de la vague d’oxydation obtenue par CV en fonction du temps d’incubation
d’une électrode FF/SPCE dans l'eau.

Moini et al.}*°, ont montré que les fibres pouvaient adhérer sur une une électrode de
carbone, grace aux intéractions physiques entre les fibres et la surface. Pour obtenir une
adhésion suffisamment robuste, il est donc impératif d'accroitre le nombre d'interactions
physiques. L'une des méthodes pour y parvenir consiste a augmenter la longueur des fibres,
ce qui permet d'augmenter le rapport de forme. En d'autres termes, en allongeant les fibres,
nous devrions favoriser une meilleure adhérence de celles-ci a la surface.

Pour tenter d'allonger les fibres, nous avons choisi d'appliquer d’avantage d'énergie
lors du processus d'auto-assemblage. A cette fin, la solution de FF dans le HFIP a été incubée
dans un bain a ultrasons a 70°C. La durée d'immersion dans ce bain était de 3 heures, ce qui a
permis a chaque molécule d'atteindre un niveau élevé d'énergie, qui brise les intéractions
intermoléculaires. Par la suite, la solution a été refroidie progressivement jusqu'a atteindre la
température ambiante. Au cours de ce refroidissement, les fibres de peptides ont commencé
a se former, aboutissant finalement a la formation d'un gel a l'intérieur du tube. Diverses
concentrations ont également été testées pour optimiser le processus de dépot en surface.

La Figure 59 présente les images de microscopie optique des dépdts de fibres de FF
obtenus a partir de solutions contenant des concentrations de peptide allant de 25 mg/mL a
100 mg/mL. Tout d'abord, il est évident que I'apport d'énergie lors du processus d'auto-
assemblage a favorisé l'allongement des fibres. En effet, des fibres d'environ 500 um de
longueur recouvrent la surface de chacune des électrodes. Les fibres sont plus courtes qu’avec
la méthode d’auto-assemblage en solution aqueuse, dont la longueur était d’environ 1500 um.
Cela donne alors un rapport de forme égal a 100 (eq 2).

Longueur — ﬂ — 100 (eq 2)

Diametre 5

Rapport de forme 2 =
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Pour les concentrations de 25 mg/mL et 50 mg/mL, les fibres sont bien définies et sont
réparties de maniere homogene sur la surface. Cependant, il est a noter que la densité de
fibres a la surface est plus élevée pour le dépot réalisé a partir de la solution a 50 mg/mL. En
ce qui concerne la concentration de 100 mg/mL, des agrégats de fibres sont visibles a la
surface. L'hypothese sous-jacente est que la concentration en peptides est trop élevée, ce qui
signifie qu'une fois que les fibres se sont formées, il reste encore des molécules de FF
disponibles. Ces molécules s'agrégeraient alors a la surface des fibres, entrainant leur adhésion

mutuelle.

a) 25 mg/mL b) 50 mg/mL ¢) 100 mg/mL

Figure 59 : Images de microscopie optique d’une électrode FF/SPCE obtenue par le dépét de goutte de
HFIP contenant a) [FF] = 25 mg/mL, b) [FF] = 50 mg/mL et c) [FF] = 100 mg/mL.

En fin de compte, la concentration de 100 mg/mL n'est pas retenue en raison de la non-
uniformité du dépot. Les tests d'adhésion ont ensuite été réalisés sur les deux autres
concentrations, a savoir 25 mg/mL et 50 mg/mL.

Pour vérifier I'adhésion, les électrodes FF/SPCE sont incubées dans une solution
aqueuse toute une nuit. La Figure 60 illustre la bonne adhésion des fibres sur la surface de
carbone pour les deux concentrations. En effet, lorsqu’on compare les images avant et apres
incubation dans l'eau, il n'y a pas de différence observable. Comme vu précédemment, les
fibres sont longues, réparties uniformément sur la surface de carbone.
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Avant incubation

Figure 60 : Images de microscopie optique d’électrodes FF/SPCE avant et aprés incubation dans
'eau obtenues par dépét d’une solution a) [FF] = 25 mg/mL b) [FF] = 50 mg/mL.

En conclusion, différents protocoles d’auto-assemblages, résumés dans le Tableau 5,
ont été testés pour obtenir a la formation de fibres de L-Phenylalanyl-L-Phenylalanine qui
adheérent a la surface de I'électrode en carbone, pour permettre désormais d'immerger celle-
ci dans des solutions aqueuses. Etant donné que la surface de la SPCE est hydrophobe, il est
nécessaire de retirer I'eau du mélange initial. Sans eau, les fibres formées apparaissent trés
courtes et ne s'attachent pas a la surface. Pour allonger les fibres, un apport d'énergie
supplémentaire est nécessaire lors du processus d'auto-assemblage. L'immersion de la
solution dans un bain a ultrasons chauffé a 70°C pendant 3 heures a donc permis d'obtenir des
fibres suffisamment longues, mesurant entre 500 um et 1000 um de longueur, et qui adherent
solidement a la surface de I'électrode.
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Tableau 5 : Conditions expérimentales pour la structuration des fibres de FF et principaux impacts sur le dépot.

Solvant H0 + H,0 + H,O + HFIP HFIP HFIP HFIP HFIP
HFIP  HFIP HFIP

Concentrations 0,1 1 2 1 100 200 25 50

de FF (mg/mL)

Temps 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 3 3

d’incubation du

FFa 70 °C (h)*

Structure X Longues Longues X Sphérulites Forme Longues = Longues
fibres fibres de fleur fibres fibres

Adhésion X Non Non X Non Non Oui Oui

*cette étape permet I'autoassemblage du peptide en solution.

Maintenant que le dép6t de fibres de FF sur une SPCE est stable en présence de
solutions aqueuses, cette plateforme peut désormais étre considérée comme une palteforme
électrochimique pour le greffage d'aptameéres et donc pour le développement d'un
aptacapteur.

3.2.2. Sensibilité et stabilité électrochimique
Il est important de rappeler que la détection électrochimique des polluants, dans le cas de
notre aptacapteur, se déroule en deux étapes distinctes :

- le capteur est mis en présence de la cible par incubation, afin que les aptameéres
puissent capturer la cible. Dans cette étude témoin la cible est la thrombine, qui est
une protéine dont I'aptamére a été prouvé efficace. A terme, l'objectif est de capturer
un polluant spécifique.

- la mesure électrochimique, qui se déroule en présence d'une sonde redox externe.
Nous avons déja souligné dans le chapitre 3.1 I'importance d'une interaction adéquate
entre la sonde et la surface pour obtenir un signal électrochimique sensible.

L'un des objectifs du dépot FF étant d’améliorer la sensibilité du capteur, des analyses
par CV ont été réalisées pour vérifier I'affinité du systéme FF/SPCE envers la sonde redox de
fer. La Figure 61 présente les voltamogrammes obtenus lors de la voltamétrie cyclique en
présence du couple [Felll(CN)s]3/ [Fell(CN)e]* sur les électrodes SPCE (en noir) et FF/SPCE (en
rose).
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Il'y a deux observations importantes a noter :

- les maxima d’oxydation et de réduction sont décalés. Ainsi, la cinétique, mesurée par
I'écart entre les pics d'oxydation et de réduction, s’avére étre plus rapide sur I'électrode
recouverte de fibres de FF.

- Les intensités d'oxydation et de réduction sont plus élevées avec I'électrode FF/SPCE
gu’avec I'électrode nue en carbone sérigraphié.

Ces résultats suggérent que |'utilisation de I'électrode FF/SPCE améliore la réponse
électrochimique de I'électrode SPCE, comme décrit par Yemini et al.}* Cette sensibilité est
essentielle pour le développement d'un aptacapteur sensible et performant pour la détection
de cibles spécifiques, telles que la thrombine dans cette étude témoin.
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Figure 61 : Voltamogrammes obtenus avec une vitesse de balayage de 100 mV/s, dans une
solution aqueuse [PBS] = 0,1 mol/L et
[[Felll(CN)s]?/[Fell(CN)s]*] = 1 mmol/L, d’une SPCE (noir) et d’une FF/SPCE (rose).

L'amélioration de la réponse électrochimique est en effet un point intéressant a
souligner, d'autant plus que les fibres de FF ne sont pas conductrices par elles-mémes. Les
mesures d’angles de contact, telles que représentées dans la Figure 62, ont permis d'expliquer
en partie cette amélioration du signal. En effet, initialement, |'électrode en carbone sérigraphié
est treés hydrophobe, ce qui est illustré par un angle de contact nettement supérieur a 90°.
Cependant, une fois que les fibres sont déposées a la surface de I'électrode, I'angle de contact
diminue a 67°. Cela signifie que la mouillabilité de I'électrode par rapport a l'eau est
considérablement améliorée grace a la présence des fibres a sa surface. Cette augmentation
de la mouillabilité facilite I'acces de la sonde redox a la surface de I'électrode, ce qui, a son
tour, favorise le transfert d'électrons.
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En somme, les fibres de FF, bien que non conductrices, contribuent a rendre la surface
de I'électrode plus accessible aux molécules de la sonde redox, améliorant ainsi la réponse
électrochimique globale de I'aptacapteur.
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Figure 62 : Mesures d’angles de contact a) d’une électrode SPCE b) d’une électrode FF/SPCE. La
mesure a gauche est prise a partir de la photo de droite.

Les analyses électrochimiques ont été répétées pour vérifier la stabilité de la
plateforme électrochimique. La Figure 63 illustre I'intensité de I'oxydation obtenue par CV, en
présence de la sonde redox, au fil du temps avec une électrode FF/SPCE. On peut observer que
I'intensité augmente dans un premier temps, avant d'atteindre un plateau apres quelques
heures de mesures. Cette augmentation initiale peut étre attribuée a I'adsorption de la sonde
redox sur les fibres de FF.

Il est essentiel de noter que, dans la Figure 61, l'intensité du signal est déja plus élevée
pour |'électrode FF/SPCE par rapport a la SPCE seule. Le fait que le signal ne diminue pas au fil
du temps comme montré dans la Figure 63 indique toujours une bonne adhésion des fibres a
la surface.
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Variation du signal de la sonde Redox au cours du temps
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Figure 63 : Variation de l'intensité d’oxydation de la sonde de fer obtenue par CV sur une
électrode FF/SPCE au cours du temps.

Ladsorption de la sonde sur la surface de la plateforme électrochimique peut poser
probléme lors des analyses de détection de polluant. Il est important de vérifier que la sonde
redox ne reste pas adsorbée lors du rincage de I'électrode. La Figure 64 montre trois répétitions
de mesures de voltamétrie a impulsions différentielles ou |'électrode est rincée entre chaque
mesure. On constate que les trois pics obtenus sont identiques et complétement superposés.
Cette parfaite superposition met en évidence la bonne répétabilité des mesures et la stabilité
de I'électrode. Cette stabilité de la réponse électrochimique renforce la confiance dans les
performances de la plateforme électrochimique pour des applications de détection.
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Figure 64 : Superposition de trois voltamogrammes obtenus par DPV dans la sonde de fer,
I’électrode FF/SPCE est rincée entre chaque mesure.
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En résumé, en complément de la bonne adhésion des fibres a la surface de I'électrode
en carbone sérigraphié, nous avons constaté que les peptides auto-assemblés déposés a la
surface améliorent la sensibilité électrochimique comme l'avait décrit Yémini et al.}%*
Lamélioration de la mouillabilité de I'électrode par les fibres de FF pourrait expliquer
I'augmentation du transfert d'électrons sur cette plateforme maintenant hydrophile. De plus,
le signal électrochimique obtenu en présence de la sonde redox s'est révélé trés stable, ce qui
constitue un avantage majeur pour le développement d'un aptacapteur.

Cependant, il est a noter qu'une adsorption de la sonde redox a été observée sur la
surface lorsque le capteur est incubé pendant de longues périodes dans la solution
électrolytique. Heureusement, une fois le capteur rincé, le signal revient a sa valeur initiale.
Par conséquent, il sera nécessaire de nettoyer régulierement le capteur pour éviter des
altérations du signal a long terme. Cela permettra de maintenir la performance optimale de la
plateforme électrochimique dans le temps.

3.2.3. Greffage d'aptaméres

Aprées l'optimisation du dépot de FF pour obtenir une plateforme électrochimique
stable, le greffage des aptameéres a pu étre envisagé. Dans le but de valider cette plateforme
électrochimique comme base pour I'élaboration d'un aptacapteur, I'aptameére anti-thrombine
de séquence H;N-CgH1,.5’-CCAACGGTTGGTGTGGTTGG-3', a été choisi pour étre greffé a la
surface. Ce choix s'explique par I'efficacité déja démontrée de cet aptamere pour la capture
sélective de la thrombine dans plusieurs études antérieures.163164

LUaptamere a été fonctionnalisé en position 5" par une amine, permettant ainsi une
liaison covalente a la surface de I'électrode via une liaison amide avec le C-terminal du FF. Pour
ce faire, les fonctions acides carboxyliques présentes sur la L-Phenylalanyl-L-Phenylalanine ont
été préalablement activées par des incubations successives dans une solution contenant de
I'EDC (carbodiimide) puis du NHS (N-hydroxysuccinimide). Enfin, I'électrode FF/SPCE a été
incubée dans une solution contenant 1 umol/L d'aptameére.

Le capteur électrochimique se construit en deux étapes, telles que sur la Figure 65 :

1) Dépbt d’une goutte de solution de [FF] = 50 mg/mL auto-assemblé dans le HFIP.
2) Greffage des aptameéres aprés activation par EDC/NHS par incubation.
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Figure 65 : Schéma de construction de I'aptacapteur électrochimique.

La Figure 66 présente les spectres infrarouges obtenus a chaque étape de la
construction de |'aptacapteur. Dans le spectre correspondant a |'électrode SPCE seule, des pics
de faible intensité sont observables entre 2400 et 2100 cm’?, attribuables aux élongations des
liaisons carbone-carbone. Pour le spectre de I'électrode FF/SPCE, le pic d'intensité faible
autour de 3200 cm? est attribué 3 la fonction amine du peptide (élongation N-H), tandis que
celui autour de 3050 peut étre attribué a I'élongation du OH de la fonction acide carboxylique.
Le pic a 1658 cm™ est quant a lui caractéristique de I'élongation du C=0, il semble élargi et
pourrait correspondre au C=0 de la fonction acide mais également amide du FF. Les pics a 1460
et 1470 cm™ peuvent étre attribués a la déformation N-H de la fonction amine ainsi qu'aux
élongations des C=C du cycle aromatique présent dans la phénylalanine. Enfin, le pic
d'intensité élevée aux alentours de 700 cm™ correspond a la déformation hors du plan des
hydrogénes du cycle aromatique monosubstitué du FF.

Le spectre rouge correspond a |'électrode Apta/FF/SPCE, aprés greffage de I'aptamere.
Sur ce spectre, les fonctions correspondant aux fibres de FF semblent masquées. Seul le pic a
1654 cm™ semble encore indiquer la présence de certaines fonctions acides ou peuvent venir
des C=0 de I'amide. Bien qu'il ne soit pas possible d'observer la fonction amide de facon claire
dans ce spectre, ce qui aurait prouvé le greffage, la preuve semble étre apportée par le fait
gue les fonctions de la L-Phénylalanyl-L-Phénylalanine sont masquées, tandis que les fibres
restent présentes a la surface. Cela suggere que I'aptamere a été greffé avec succes a la surface
de I'électrode, confirmant ainsi la construction de I'aptacapteur.
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Figure 66 : Spectres infrarouge (ATR) d’une électrode SPCE, FF/SPCE, Apta/FF/SPCE.

Pour confirmer le greffage des aptameéres a la surface du capteur, une analyse
électrochimique peut étre réalisée. Comme montré dans la Figure 67, les voltamogrammes
obtenus pour les électrodes FF/SPCE et Apta/FF/SPCE ont été comparés. Les intensités des pics
d'oxydation et de réduction obtenues pour la surface greffée sont identiques a celles obtenues
pour la surface nue. Cependant, la cinétique, déterminée par I'écart en potentiel entre le pic
d'oxydation et le pic de réduction, est plus lente pour I'électrode Apta/FF/SPCE démontrant
une perturbation du transfert d'électrons. Ces différences s'expliquent par I'encombrement a
la surface provoqué par les aptameres qui ont été greffés.
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Figure 67 : Voltamogrammes obtenus avec une vitesse de balayage de 100 mV/s, dans la sonde
de fer avec une électrode FF/SPCE (en rouge) et Apta/FF/SPCE (en bleu).
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3.2.4. Détection électrochimique de la cible

La plateforme électrochimique étant stable et I'aptamere greffé a la surface, les
propriétés de détections de ce capteur ont été testées. La voltamétrie a impulsions
différentielles a été choisie comme méthode électrochimique pour le suivi du capteur en
raison de sa sensibilité.

Le capteur a été immergé dans une solution contenant de la thrombine, a différentes
concentrations, et des mesures électrochimiques ont été effectuées toutes les 25 minutes.
Deux concentrations de thrombine ont été étudiées pour évaluer les limites du capteur (0.5 et
1.5 umol/L). Dans la Figure 68, I'intensité du signal d’oxydation de la sonde en présence de la
cible est suivie au fil du temps. On remarque que l'intensité maximale est atteinte des 25
minutes.

Cette observation suggere que le temps d'incubation nécessaire du capteur avec la
cible est de 25 minutes pour une détection optimale. Ce qui semble étre une durée acceptable
pour une détection de routine sur le terrain.

—e— [Thrombine] = 0,5 umol/L
0,2 [Thrombine] = 1,5 pmol/L

0 20 40 60 80
Temps / min
Figure 68 : Intensité du signal d’oxydation en fonction du temps d’incubation dans une solution:
[thrombine] = 0,5 umol/L et [thrombine] = 1,5 umol/L.

Pour observer I'impact de la concentration en thrombine sur le signal électrochimique,
on compare les signaux obtenus par une électrode Apta/FF/SPCE avant et aprés 25 minutes
d'incubation avec les deux concentrations de thrombine différentes (Figure 69). Dans les deux
cas, on peut observer une augmentation du signal. Pour la concentration en thrombine de 0,5
umol/L, I'augmentation du signal est de 6%, ce qui est relativement faible, on peut supposer
gue cette concentration est la limite de détection du capteur. Pour la concentration en
thrombine de 1,5 umol/L, I'augmentation du signal est de 33%, cette variation conséquente
est satisfaisante pour laisser envisager la possibilité de quantifier la thrombine dans la gamme
de concentration allant de 0,5 a 1,5 umol/L.
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Ces résultats indiguent que l'aptacapteur électrochimique est efficace pour la
détection de la thrombine dans une gamme de concentrations de lI'ordre du micromolaire au
vu des différences de signaux en fonctions de la concentration. Cette efficacité renforce la
validité de la plateforme comme outil de détection et suggere son potentiel pour des
applications de détection de protéines dans divers domaines, tels que la biologie, par exemple

pour la détection de la protéine C-réactive, marqueur d’inflammation.”?
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Figure 69 : Signaux obtenus par voltamétrie a impulsions différentielles avant et aprés
incubation dans a) [thrombine]= 0,5 umol/L et b) [thrombine]= 1,5 umol/L, avec une vitesse
de balayage de 5 mV/s.

3.2.5. Conclusions

Finalement, |'utilisation de peptides auto-assemblants, comme le dipeptide L-
Phenylalanyl-L-Phenylalanine (FF), offre une voie prometteuse pour le développement
d'aptacapteurs électrochimiques.

Ces peptides ont montré la capacité de former des nanostructures stables qui
présentent un rapport surface/volume élevé, et augmente donc la surface spécifique de
I’électrode. La bonne adhésion des fibres a la surface de |'électrode a été obtenue en utilisant
un protocole d’auto-assemblage spécifique, sans eau (avec HFIP) et en exposant la solution a
un bain a ultrasons chauffé.

L'étude a démontré l'importance de la concentration de FF dans la solution de dépot
pour obtenir des fibres bien structurées sur la surface de I'électrode en carbone sérigraphié.
Une concentration de 50 mg/mL a été privilégiée, car elle a permis d'obtenir des fibres longues
et uniformément réparties sur la surface. Cela a également amélioré la mouillabilité de
I'électrode, favorisant ainsi le transfert d'électrons et la réponse électrochimique de la
plateforme.

Les tests de stabilité ont montré que la plateforme électrochimique reste stable
pendant au moins 12 h d’incubation dans le tampon d’interaction.
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Enfin, le greffage d'aptameéres spécifiques, comme [|'aptameére anti-thrombine, a la
surface de I'électrode FF a été démontré. Des premiers tests de détection ont pu étre réalisés
et ont montré des résultats encourageants car le capteur répond bien aux variations de
concentrations en thrombine. Cependant, par manque de temps nous n’avons pas pu faire de
droite de calibration pour cette cible, qui pourrait étre établie dans une gamme de
concentrations micromolaires.

Dans cette étude, 'aptamere de la thrombine a été testé, validant 'utilisation du FF
pour I'immobilisation d’aptameére a la surface d’électrode. Par manque de temps, la détection
des pesticides n’a pas pu étre réalisé. Il serait donc intéressant de greffer 'aptamere anti-
thiabendazole étudié au chapitre précedent pour déterminer l'efficacité de cette plateforme
face aux pesticides. De plus, cette plateforme électrochimique ouvre la voie au développement
d'autres aptacapteurs électrochimiques. Les fibres de FF étant biocompatibles, elles
présentent I'avantage certain de pouvoir étre introduites dans des milieux biologiques ce qui
permettrait la détection, en milieu réel, d’autres protéines responsables de pathologies,
comme par exemple la protéine Tau responsable de la maladie d’Alzheimer'8?, ou la protéine
C-réactive, marqueur d’inflammation, dont la détection peut permettre de prévenir les
infections bactériennes ou autres. 179181
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3.3. Détection du glyphosate grice aux polyméres a
empreintes moléculaires

Le glyphosate (GLY), également connu sous le nom de N-phosphonométhyl-glycine
(Figure 70), est un pesticide organophosphoré qui a été introduit sur le marché par Monsanto
en 1970 sous le nom commercial de Roundup. Cette molécule agit en inhibant I'enzyme 5-
enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase (EPSPS), essentielle a la biosynthése des acides
aminés aromatiques des plantes. En bloquant cette voie métabolique, le glyphosate provoque
I'arrét de la croissance des plantes, les conduisant finalement a la mort.*82 C'est pourquoi le
glyphosate est largement utilisé comme herbicide pour éliminer efficacement les mauvaises
herbes, d'autant plus depuis le développement de variétés de céréales résistantes au
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Figure 70 : Structure chimique du glyphosate

La toxicité potentielle du glyphosate pour la santé humaine fait I'objet de débats et de
controverses. Le Centre international de recherche sur le cancer (CIRC) a déclaré en 2015 que
le glyphosate est probablement cancérogéne pour I'homme.*®* Deux ans plus tard, en 2017,
I'Autorité européenne de sécurité des aliments (EFSA) a publié un rapport affirmant que le

glyphosate n'était pas cancérogéne.!®

De plus, le glyphosate a une forte capacité a contaminer l'eau potable.!®®
Une source majeure de cette contamination provient du ruissellement agricole.'® Lorsque les
agriculteurs pulvérisent des herbicides contenant du glyphosate sur leurs cultures, une partie
de ces produits chimiques peut étre emportée par la pluie ou une irrigation excessive et se
retrouver dans les cours d'eau, les rivieres et les lacs a proximité. Le glyphosate peut ainsi
pénétrer dans les sources d'eau potable, présentant un risque pour la santé publique.
En conséquence, on estime que 99% des échantillons d'urine en France contiennent du
glyphosate.?® Cela souligne I'importance de surveiller régulierement sa concentration dans
I'eau pour garantir le respect de la norme de 0,1 pg/L imposée par les directives européennes.*
Cependant, sa détection présente des défis importants en raison de ses propriétés chimiques
spécifiques.

La détection précise du glyphosate nécessite souvent |'utilisation d'équipements
analytiques sophistiqués tels que la chromatographie liquide a haute performance (HPLC) et
la spectrométrie de masse (MS).187/188 Ces équipements ne sont pas disponibles dans tous les
laboratoires et nécessitent un personnel qualifié. De plus, ces méthodes d'analyse sont
souvent longues et colteuses, ce qui représente un probleme majeur pour de nombreux
organismes de réglementation.
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Il est donc nécessaire de développer des méthodes de détection ou de quantification
du glyphosate qui puissent étre mises en ceuvre sur le terrain, directement sur les sites
d'intérét, pour garantir la sécurité de I'eau potable et de I'environnement.

3.3.1. Détection électrochimique du glyphosate

L'électrochimie apparait comme une solution prometteuse a cet égard. Cette technique
nécessite peu d'équipement, ce qui la rend adaptée a une utilisation pres des zones d'intérét.
De plus, les manipulations sont relativement simples et ne requiérent pas de personnel
hautement qualifié pour étre effectuées. Elle pourrait ainsi constituer une méthode fiable pour
surveiller la présence de glyphosate dans les sources d'eau potable et contribuer a assurer la
qualité de I'eau potable.

La détection électrochimique du glyphosate a été étudiée a plusieurs reprises sur
différentes surfaces telles que l'or, le cuivre, le carbone ou le mercure. En particulier, une
récente étude menée par Uka et al.’® a montré la détection du glyphosate par voltamétrie
cyclique sur une électrode d'or électrodéposé.

De la méme maniére, et dans le but de réduire la limite de détection, une électrode
d’or électrodéposée sur du carbone sérigraphié a été développée au laboratoire. La Figure 71a)
montre les états de surface par MEB, pour I'électrode de carbone sérigraphié SPCE, alors que
la Figure 71b) montre les microstructures obtenues apres le dépo6t d’or en forme d’étoiles.
Cette structuration de I'or a été obtenue par chronocoulométrie a partir d’acide chloroaurique
HAuCls a 6,35 mmol/L grace a un protocole adapté de Guo et al.**° Grace a cette structure, la
surface spécifique de I'électrode est beaucoup plus importante.

z de )
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Figure 71 : Images MEB a) d’une électrode SPCE et b) d’une électrode Au/SPCE (barre = 2 um).
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La Figure 72 présente le voltamogramme aprés voltamétrie cyclique (CV) d'une
électrode Au/SPCE dans une solution d'acide nitrique a 0,5 mol/L (en rouge) et en présence
de 100 umol/L de glyphosate (en vert). La comparaison des deux cycles révele 'apparition
d'une vague d'oxydation aux alentours de 1V, qui peut étre attribuée au glyphosate selon Uka
et al.'®
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Figure 72 : Voltamogrammes d’une électrode Au/SPCE dans [HNO3] = 0,5 mol/L (en rouge) et
avec ajout de [GLY] = 100 umol/L (en vert).

La Figure 73a) présente les analyses chronopotentielles de stripage (SCP) effectuées sur
une électrode Au/SPCE pour différentes concentrations en glyphosate. Cette méthode, plus
sensible que la voltamétrie cyclique (CV), permet d'observer un pic d'oxydation du glyphosate
sur la surface d’or, méme a des concentrations beaucoup plus faibles. Cependant, pour les
mesures réalisées a des concentrations de GLY inférieures a 30 umol/L, un pic apparait a
environ 0,9 V. Ce pic est attribué a I'oxydation de la surface d’or. Il vient ainsi perturber le signal
obtenu lors des mesures et limiter la capacité a baisser la limite de détection.

La Figure 73b) présente la régression linéaire obtenue en utilisant I'intégration de l'aire
des pics en fonction de la concentration de glyphosate. Il est important de noter que la
guantification du glyphosate est possible dans une gamme linéaire allant de 30 umol/L a 120
umol/L. L'intégration a été réalisée uniquement sur le pic a 1 V, bien que le pica 0,9 V le
masque en partie. C'est pourquoi la droite de calibration passe en dessous de zéro a l'origine.
Cependant, il est essentiel de souligner que la concentration minimale détectée, bien que non
représentée dans cette figure, est de 4 umol/L. Cela démontre la grande sensibilité de la
méthode développée pour la détection du glyphosate, méme a des concentrations
relativement faibles.
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Figure 73 : a) Mesures SCP sur une électrode Au/SPCE dans une solution HNOs a 0,5 mol/L et
du glyphosate de 0 a 120 umol/L. b) Régression linaire de I'aire du pic en fonction de la
concentration en glyphosate.

Bien que la méthode de détection développée se soit avérée efficace pour la détection
du glyphosate, la limite de détection actuelle n'est pas conforme a la limite |égale établie par
I'UE pour les pesticides dans I'eau, qui est de 0,1 pg/L pour chaque substance, soit une
concentration de 0,6 nmol/L pour le glyphosate.? Il est donc impératif de réduire la limite de
détection d'un facteur 10 000 pour rendre ce capteur applicable sur le terrain. Cette
amélioration de la sensibilité de détection serait cruciale pour assurer une surveillance efficace
du glyphosate dans les sources d'eau et garantir la conformité aux normes de sécurité
environnementale et sanitaire. Plusieurs approches ont été envisagées pour améliorer la
détection du glyphosate.

Initialement, l'objectif était de développer un aptacapteur spécifique pour le
glyphosate. Cependant, les aptacapteurs que nous avons étudiés n'ont pas permis la détection
des pesticides. De plus, il était nécessaire de développer un aptamere anti-glyphosate avec un
changement de conformation suffisamment important lors de la capture pour étre observable
en électrochimie. Finalement, I'interaction entre I'aptamere et la cible n'a pas pu étre prouvée,
car il a été démontré que I'enzyme utilisée pour étudier cette interaction était inhibée par le

glyphosate.?>!

Les polyméres a empreintes moléculaires (MIPs) semblent étre une bonne alternative
pour la détection du glyphosate. Ils sont congus pour reconnaitre et se lier sélectivement a des
molécules spécifiques. lls sont créés en réalisant la polymérisation de monomere, capable de
se lier a la cible par des liaisons hydrogénes ou des empilement n-it, en présence de molécules
cibles, ce qui génere des sites dans la structure du polymeére capable de lier la molécule cible
par des interactions physiques.'%* Les MIPs peuvent étre utilisés soit comme systéme de
préconcentration?®, soit comme molécule de reconnaissance sur une électrode,100:191-193
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3.3.2. Polypyrrole comme polymere a empreinte moléculaire (MIP)

Les MIPs sont décrits comme hautement sélectifs,®® car ils sont spécialement congus
pour reconnaitre une molécule cible particuliere dans un mélange de molécules. Cette
sélectivité est basée sur la forme, la taille et les propriétés chimiques de la molécule cible, qui
est introduite lors de la polymérisation.

Pour la détection du glyphosate, le polypyrrole a été précédemment utilisé comme
matériau pour le développement de MIPs.190192192 || présente I'avantage de pouvoir étre
préparé par électropolymérisation, en présence ou non d’une cible d’intérét, ce qui permet de
recouvrir facilement la surface d'une électrode ou d'autres structures conductrices, telles que
des nanotubes de carbone.®® Zhang et al*® ont précédemment utilisé le polypyrrole pour
former un MIP du glyphosate sur une électrode en or. La gamme de quantification du
glyphosate obtenue pour ce capteur a base de MIP est de 30 nmol/L a 5 umol/L, ce qui
s’approche de la limite légale de 0,6 nmol/L. Dans leur méthode, ils utilisent une sonde redox
externe qui interagit plus ou moins avec la surface en fonction de la concentration en
glyphosate. Dans notre étude, le polypyrrole est aussi employé pour créer un MIP sur une
surface en or, mais la détection est réalisée par oxydation du glyphosate directement sans
I'utilisation d’une sonde redox. Lobjectif est de simplifier le systéeme pour favoriser une future
application sur le terrain.

Le protocole de construction du capteur est schématisé dans la Figure 74. Tout d'abord,
de 'or est électrodéposé a la surface d'une électrode a carbone sérigraphié (SPCE). Ensuite, le
pyrrole est électropolymérisé en présence ou en l'absence de glyphosate, formant
respectivement un MIP ou un polymeére sans empreinte moléculaire (NIP). Le MIP est ensuite
élué pour éliminer le glyphosate, créant ainsi un capteur basé sur un MIP qui permet la
détection du glyphosate par oxydation.
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Figure 74 : Schéma de construction d’un capteur MIP/Au/SPCE
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3.3.2.1. Caractérisation du dépot
Le polypyrrole est déposé sur I'électrode Au/SPCE précédemment étudiée. La Figure 75
présente la CV enregistrée pendant le processus d'électropolymérisation du pyrrole en
présence de glyphosate. Le rapport pyrrole/glyphosate est choisi a 5:1, conformément a la
méthode décrite par Zhang et al.1%°

Dans le premier cycle de voltamétrie cyclique (en bleu), on observe une vague
d'oxydation a 0,1 V et une vague de réduction a -0,25 V, correspondant respectivement a
I'oxydation et a la réduction de I'or. Sur tous les cycles, une forte oxydation autour de 0,8 V est
observée, ce qui correspond a |'oxydation du pyrrole. Sur le cycle 1 (bleu) le signal d’'oxydation
et de réduction de l'or, est observé respectivement vers 0,1 V et -0,25 V. A mesure que le
polymere se forme, des vagues d'oxydation et de réduction du polymere apparaissent,
respectivement vers 0,4 V et 0,1 V. Dans le méme temps, une diminution partielle de
I'oxydation et de la réduction de I'or se produit, montrant que le polymeére recouvre bien la
surface d’or.
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Figure 75 : Voltamogrammes d’électrodéposition par CV, a la vitesse de balayage de 50 mV/s,
du polypyrrole pour former I’électrode MIP/Au/SPCE.
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La Figure 76 présente les images obtenues par microscopie électronique a balayage
(MEB) de I'électrode avant et apres le dépot du polymére a empreinte moléculaire (MIP) a
base de pyrrole. A premiére vue, il semble y avoir peu de différences entre les deux images.
En effet, la présence du polypyrrole a la surface de I'électrode n'est pas clairement perceptible.
Cependant, les résultats de la voltamétrie cyclique ont montré que I'or était recouvert, ce qui
suggere que le dépot de polypyrrole est tres fin et ne peut pas étre observé au MEB. L'avantage
de cette fine couche de polypyrrole est que les structures en étoile de I'électrode sont
conservées, ainsi que la grande surface spécifique qui en découle. Par ailleurs, Zhang et al. ont
décrit la nécessité d’obtenir un film fin pour pouvoir éluer correctement le glyphosate de celui-
ci.
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Figure 76 : Images MEB d’une électrode Au/SPCE a gauche et MIP/Au/SPCE a droite.

Une fois avoir déposé le MIP a la surface de I'électrode, il est nécessaire de retirer le
glyphosate adsorbé dans le polypyrrole. Pour cela, des CVs sont effectuées dans une solution
de NaOH a 0,1 mol/L. Cette méthode d’élution est réalisée sur 20 cycles, présentés dans la
Figure 77, pour éliminer autant de glyphosate que possible. Cependant, un changement
significatif entre le premier cycle (rouge) et les suivants est observé. Une large vague
d'oxydation apparait entre 0,5 V et 1,2 V, correspondant a la suroxydation irréversible du
polypyrrole qui intervient lorsque le potentiel dépasse 0,8 V. La Figure 78 présente le
mécanisme de cette suroxydation du polypyrrole a pH basique tel que la décrit Li et Qian.%8
Sur cette CV, la réduction de l'or réapparait, vers -0,25 V, au cours des cycles, laissant supposer
que le glyphosate se dégage de la surface et expose ainsi l'or.
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Figure 77 : Voltamogrammes CV, avec une vitesse de balayage de 100 mV/s, d’une électrode
MIP/Au/SPCE dans une solution de NaOH a 0,1 mol/L pour éluer le glyphosate du film de
polypyrrole, le premier cycle en rouge épais et le dernier en rouge fin.
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Figure 78 : Mécanisme de suroxydation irréversible du polypyrrole en milieu basique décrit par
Li et Qian'%®

Le glyphosate est élué du MIP dans la soude. A pH basique, le polypyrrole dans sa forme
suroxydée a la capacité de repousser le glyphosate, qui se trouve sous forme de GLY?" (Figure
79), grace a des interactions électrostatiques. Ce processus devrait permettre d'éliminer
efficacement le glyphosate du film MIP, le laissant prét pour la détection spécifique de cette
molécule cible.
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Figure 79 : Etat de protonation/déprotonation du glyphosate en fonction du pH.

Pour étre certain d’avoir réalisé un MIP, il est nécessaire de savoir si le glyphosate a été
intégré au dépot lors de la polymérisation et s’il a été retiré lors de I'élution. La spectroscopie
photoélectronique a rayons X (XPS) a été choisie pour caractériser le MIP. La Figure 80 présente
les spectres XPS, calibrés et déconvolués, des électrodes Au/SPCE recouvertes d’'un NIP ou de
deux MIP réalisés avec une solution contenant du GLY a 7 mmol/L et 10 mmol/L ou d’un MIP
apres élution avec NaOH.

Tout d'abord, le spectre Cls de ces électrodes confirme la présence d'une chaine
carbonée a la surface de |'or. Cette chaine carbonée est attribuée au polypyrrole, éliminant
ainsi les doutes sur la présence du polymere qui pouvait étre émis lors de I'observation des
images MEB (Figure 76).

En comparant les spectres Cls des différentes électrodes on constate que :

- Le NIP, est composé principalement de liaisons C-C (pic a 285 eV) et de liaisons C-N (pic a
286,5 eV), caractéristiques du polypyrrole. Cependant, d'autres fonctions, telles que les
liaisons C-O et O=C-0O, indiquent que le polymeére est partiellement suroxydé.

- Les MIPs présentent les liaisons caractéristiques du polypyrrole C-C et C-N. En revanche, la
composante C-O du MIP est bien plus importante que pour le NIP. Sur le MIP 10mM, la
composante O=C-O est vraiment plus élevée que sur les deux précédents. Ces deux
composantes pourraient étre attribuées a la présence du glyphosate dans le MIP.

- Le MIP-élué présente les mémes pics Cls que le MIP, il est impossible d’affirmer le départ
du glyphosate sur la base des spectres Cls.
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Les pics O1s de chaque électrode sont alors comparés :

- Le NIP, est composé de liaison C-O et C=0 dans la chaine du polymere, ce qui est lié a son
état d'oxydation.

- Pour le MIP 7,5mM, l'intensité du pic Ol1s observé a augmenté par rapport au NIP ce qui
indique la présence de plus d’oxygene. Le pic attribuable a la fonction C-O est [égerement
supérieur par rapport a celui de la fonction C=0. Les différences avec le NIP ne sont pas
flagrantes sur les spectres Cls.

- Le MIP obtenu en présence de (GLY)=10mM possede un spectre bien différent des autres
avec une composante C=0 trés élevée, de plus l'intensité du pic Ols est bien plus
importante que sur les autres spectres. Ces deux remarques semblent indiquer la présence
de glyphosate dans ce film de polymere.

- Sur le MIP élué, la composante C-O est beaucoup moins intense que la composante C=0.
La suroxydation du polypyrrole crée des fonctions carbonyles a la surface du polymeére, il
est donc normal de retrouver les fonctions C=0. En revanche, il n‘est pas possible de
déterminer la présence ou non du glyphosate sur le MIP-élué car les fonctions C=0 du
glyphosate et du polypyrrole suroxydé entrent en compétition sur ce spectre.

Les spectres N1s n‘apportent pas d’information sur la présence du glyphosate car on
note une tres faible variation d’'une électrode a une autre. Trois pics de déconvolutions
apparaissent pour chaque électrode. Le pic majoritaire, a 400 eV, correspond a la fonction
amine. Ensuite deux pics, plus faibles, se distinguent vers 396 eV et 402 eV, respectivement
pour les liaisons C-N* et C=N. Lapparition de la fonction C-N* dans la chaine de polypyrrole est
attribuable au dopage du polypyrrole par les ions acétates présents lors de la
polymérisation.’®* La fonction C=N, apparait lors de la suroxydation irréversible du polymére.

La XPS a permis de mettre en évidence des différences de composition dans la structure
des différents dépots qui semblerait indiquer la présence du glyphosate. Cependant, I’élution
du glyphosate n’a pas pu étre montrée par l'analyse qualitative, car les fonctions C=0
attribuables au glyphosate peuvent étre compensées par les mémes fonctions attribuables au
polypyrrole suroxydé sur le spectre. L'analyse quantitative de ces surfaces est nécessaire pour
déterminer la présence ou non de glyphosate.
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Figure 80 : Spectres XPS pour une électrode a) NIP/Au/SPCE b) MIP/Au/SPCE avec [GLY] = 7,5 mmol/L c) MIP/Au/SPCE avec [GLY] = 10 mmol/L et
d) MIP-élué /Au/SPCE
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Pour déterminer la présence ou non de glyphosate dans les différents films de
polypyrrole, une analyse quantitative des différents spectres a été réalisée et résumée dans le
Tableau 6.

Tout d'abord, la quantité de carbone est plus élevée sur I'électrode sans empreinte
moléculaire (NIP), ce qui est attendu car elle est principalement composée de la chaine
carbonée du polypyrrole. Ensuite, de la concentration en carbone la plus élevée a la moins
élevée, on retrouve le MIP, le MIP élué et enfin le MIP obtenu avec une concentration en
glyphosate de 10 mmol/L. Les MIPs semblent composés de moins de carbones que les autres
films, notamment car leur concentration en oxygene est beaucoup plus élevée.

En effet, en ce qui concerne la quantité d'oxygene a la surface des électrodes, il est
intéressant de noter que les électrodes comportant du glyphosate ont un taux d'oxygéne
beaucoup plus élevé que les autres. Les électrodes NIP et MIP-élué possede un pourcentage
d’oxygene d’environ 13 % alors que les MIPs a 7 mM et 10 mM possedent respectivement,
22,22 % et 32,56 % d’oxygene. On remarque alors que la quantité d'oxygene augmente avec la
concentration en glyphosate, comme celui-ci comporte cing atomes d’oxygene, il est donc
logique que sa présence fasse augmenter le pourcentage pour cet atome.

En ce qui concerne la quantité d'or détectée, lorsque le glyphosate est élué du MIP, la
guantité d'or observable est multipliée par 2,5, passant de 5,74 % a 13,69 %. Ce résultat
suggere que plus il y a de glyphosate lors de la polymérisation, moins le polypyrrole recouvre
la surface de I'or. Cela confirme la présence de cavités dans le MIP capables d'accueillir le
glyphosate, ce qui est en accord avec le concept d'empreinte moléculaire. Une fois le MIP élué,
les cavités sont bien vides et laissent I'accés a la surface d’or.

Tableau 6 : Composition atomique de la surface de chaque électrode par XPS

Orbitale atomique NIP MIP MIP élué MIP
[GLY] = 7,5mM [Gly] = 10
mM
Cls 75,16% 64,17% 65,37% 52,99%
N1s 7,18%  7,87% 7,58% 8,99%
O1ls 12,87% 22,22% 13,36% 32,56%
Au4dd 4,79%  5,74% 13,69% 3,67%

L'électrode MIP-élué/Au/SPCE forme finalement le capteur final. Maintenant, il est nécessaire
d’étudier la capacité de ce capteur a détecter le glyphosate.
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3.3.2.2. Détection du glyphosate

Le capteur MIP-élué/Au/SPCE a été testé en présence de différentes concentrations en
glyphosate. La Figure 81 montre les mesures de SCP de ce capteur d'abord testé en I'absence
de glyphosate (en noir), puis en présence de solutions contenant du glyphosate a 100 umol/L
(en bleu) ou 200 pumol/L (en rouge). Les signaux obtenus en présence de glyphosate sont nets
et intenses. Pour [GLY] = 100 umol/L, I'intensité du signal d’oxydation du glyphosate atteint
200 s/V, ce qui est 5 fois supérieurs a I'intensité obtenue pour une électrode Au/SPCE pour la
méme concentration de GLY (Figure 73). De plus, lorsque la concentration de glyphosate est
doublée a 200 umol/L, l'intensité du signal double également.

Ces résultats sont encourageants et indiquent que le capteur MIP/Au/SPCE est capable
de détecter efficacement le glyphosate a des concentrations élevées, et sa sensibilité semble
étre améliorée par rapport a la détection sur une électrode d'or. Cependant, ces résultats
incitent également a réduire la concentration de glyphosate en solution pour déterminer la
limite de détection du capteur.
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Figure 81 : Mesures SCP d’un capteur MIP-élué/Au/SPCE dans une solution contenant du HNO3
a 0,5 mol/L, en I'absence de GLY (en noir) et en présence de GLY a 100 umol/L (en bleu) et 200
umol/L (en rouge).
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Pour tester la limite de détection du capteur, la concentration en glyphosate a été
réduite progressivement. Cependant, pour des concentrations faibles, telles que 1 nmol/L
(Figure 82), le signal obtenu par SCP se montre non répétable. Lorsque la mesure est répétée,

le pic d'oxydation augmente.

La Figure 82 présente |'évolution du signal lorsque des mesures de SCP sont répétées
sur une électrode MIP-élué/Au/SPCE dans une méme solution de glyphosate a une
concentration de 1 nmol/L. Le pic d’'oxydation du glyphosate est initialement faible, environ 20
s/V, puis il augmente rapidement pour atteindre des valeurs trées hautes, 320 s/V dans cet
exemple. Initialement, I'hypothese était que la cinétique d'adsorption du glyphosate a la
surface du polypyrrole était lente, nécessitant un certain temps pour atteindre un état
d'équilibre entre le glyphosate adsorbé a la surface et celui en solution.
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Figure 82 : Mesures SCP, répétées au cours du temps sur une électrode MIP-élué/Au/SPCE dans
une solution a 1 nmol/L, montrant la croissance du signal.

Cette hypothése reposait sur le modele de Langmuir, qui peut étre adapté pour
I'adsorption de molécule en solution et permet de décrire la cinétique d’adsorption d’un
composé sur une surface.'®> Cependant, il est devenu évident que le signal ne semblait jamais
atteindre un état stable et continuait de croitre. L'adsorption du glyphosate a ce stade semble
ne pas avoir de limite, ce qui signifie que le modéle de Langmuir ne peut pas s'appliquer dans
ce contexte.
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En étudiant la cinétique de croissance du pic, il est apparu que la concentration avait
un impact sur celle-ci. La Figure 83 présente les résultats de I'étude sur l'effet de la
concentration de glyphosate sur la croissance du pic d'oxydation observé lors des mesures SCP.
Trois concentrations différentes de glyphosate ont été testées : 1 nmol/L, 10 nmol/L et 20
nmol/L, chacune sur un capteur neuf.

Les cinétiques obtenues montrent des différences significatives. Il semble qu’en
augmentant la concentration de glyphosate, le pic d'oxydation augmente plus rapidement.
Cette observation suggere qu'il pourrait étre possible de déterminer la concentration d'une
solution de glyphosate en fonction de la cinétique d'oxydation. En d'autres termes, la rapidité
avec laquelle le signal d'oxydation augmente pourrait servir de base pour quantifier la
concentration de glyphosate dans une solution.
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Figure 83 : Intensité du pic d’oxydation en fonction du temps pour trois concentrations de
glyphosate différentes : 1 nmol/L (en orange), 10 nmol/L (en gris) et 20 nmol/L (en bleu).

Pour déterminer la limite de quantification grace a I'étude de la cinétique, il a été choisi
d’abaisser encore la concentration en glyphosate a 10 pmol/L, 1 pmol/L et 100 fmol/L. La
Figure 84 montre les pics obtenus aprés 8 heures de mesures répétées. La différence de
signaux entre ces concentrations est nettement discernable. Ce test démontre qu'en adaptant
la durée de la mesure, il pourrait étre possible de faire varier la gamme de détection du
capteur.
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Cela suggere que le capteur basé sur le polymeére a empreinte moléculaire a le potentiel
de détecter le glyphosate dans une plage de concentrations allant de concentrations élevées
a de concentrations extrémement faibles, en faisant varier le temps de mesure. Cette flexibilité
dans la gamme de détection renforce |'utilité du capteur pour des applications de détection
de glyphosate dans divers contextes.
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Figure 84 : Mesures SCP obtenue apres 8h de mesures répétées pour trois concentrations de
glyphosate différentes : 100 fmol/L (en rouge), 1 pmol/L (en vert) et 10 pmol/L (en bleu).

Cependant, pour le moment, aucune gamme avec une détection linéaire n‘a pu étre
réalisée. La priorité a été d’essayer de comprendre les phénoménes mis en jeu dans ce
mécanisme. Néanmoins, cette observation ouvre la voie a de nouvelles possibilités pour
améliorer la détection et la quantification du glyphosate a des concentrations extrémement
faibles telles que le picomole par litre.

3.3.2.3. Etude du mécanisme de détection
Pour comprendre les mécanismes impliqués dans la détection du glyphosate sur une
électrode MIP-élué/Au/SPCE chacun des composants du capteur a été analysé de maniére
isolée pour explorer les interactions du glyphosate avec le polypyrrole ou I'or. Différentes
séries de mesures SCP ont été effectuées, permettant de mieux comprendre le mécanisme de
détection mis en place par I'électrode MIP-élué/Au/SPCE.

Une SPCE est plongée dans une solution d’acide chloroaurique pour déterminer
I'influence de I'or en solution sur le signal. La Figure 85 montre la superposition des mesures
SCP effectuées. Deux pics d'oxydation sont observés, a 0,9 V et 1,2 V. Ces pics d'oxydation
augmentent légerement lors des répétitions de mesures.
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Figure 85 : Superposition de mesures SCP répétées sur une électrode SPCE dans une solution
de HAuCly; o 3 mmol/L.

Ensuite, l'influence du glyphosate, puis du mélange acide chloroaurique et glyphosate,
a été étudiée. La Figure 86 montre des mesures SCP réalisées sur une électrode SPCE plongée
dans une solution de glyphosate a 100 umol/L en rouge. On constate qu'aucun pic d'oxydation
n'apparait. Ensuite, la méme solution est soumise a I'ajout de 3 mmol/L d'acide chloroaurique.
Lorsqu'une solution d'or est ajoutée, un pic apparait a environ 1,05 V, qui augmente
rapidement avec la répétition des mesures. Il semble qu'une interaction entre I'or en solution
et le glyphosate permette une forte oxydation, avec une accumulation de |'espece oxydée a la
surface de I'électrode.
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Figure 86 : Superposition des mesures SCP répétés sur une électrode SPCE dans une solution de
glyphosate a 100 umol/L, en I'absence (en rouge) ou en présence de HAuCl, a 3 mmol/L (en bleu).
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Pour déterminer l'influence du polymere, du polypyrrole a été déposé sur une
électrode SPCE pour former une électrode NIP/SPCE. Lorsque cette électrode a été testée en
I'absence de glyphosate, des mesures SCP répétées ont révélé un pic d'oxydation a 1,2 V
(Figure 87a). Ce pic est donc attribué a I'oxydation du polypyrrole a la surface de I'électrode
en carbone et reste stable au fil des répétitions des mesures.

Cependant, lorsque du glyphosate a été ajouté a la solution a une concentration de 150
umol/L, le pic d'oxydation a 1,2 V, lié au polypyrrole, a augmenté a chaque répétition de
mesure (Figure 87b). Cela indique que l'oxydation du polypyrrole a été influencée par la
présence de glyphosate dans la solution.

En résumé, I'oxydation du polypyrrole crée un pic a 1,2 V, mais qui évolue en présence
de glyphosate. Cependant, le potentiel d’'oxydation ne correspond pas au potentiel de 1 V
observé pour le capteur MIP/Au/SPCE.
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Figure 87 : Mesures SCP répétées sur une électrode NIP-Suroxydé/SPCE dans une solution acide
acétique/acétate de sodium en l'absence (a) ou en présence de glyphosate (b).
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Le Tableau 7 résume |'ensemble des résultats obtenus dans cette étude. En comparant
les potentiels des pics d'oxydation pour chaque systéme, deux pics distincts sont observés.

Le premier a 1,2 V, correspond a l'oxydation du polypyrrole, il augmente lorsque le
glyphosate est ajouté. L'hypothese est que cette augmentation est due au dopage du polymere
par le glyphosate, ce qui le rend plus oxydo-actif et modifie I'intensité du pic d'oxydation.

Le deuxieme pic apparait vers 1,02-1,05 V, et correspondrait a |I'oxydation conjointe du
glyphosate et de I'or en solution. Ce pic semble étre le méme que celui observé sur le capteur
MIP-élué/Au/SPCE lors de I'ajout de glyphosate. Le polypyrrole semble jouer un rdle a la
surface de I'électrode d’or, car en son absence, le pic n'augmente pas. L'hypothése formulée
est que le polypyrrole retient le glyphosate et |I'or en solution a la surface du capteur pendant
les mesures, entrainant une accumulation de la quantité d’or et de glyphosate disponible pour
I'oxydation a la surface de I'électrode et donc une augmentation de l'intensité du pic.

Tableau 7 : Récapitulatif des pics d’oxydations obtenus pour les différents systemes.

Systéme Potentiel du pic (V) Stabilité/évolution
MIP-élué/Au/SPCE + Gly 1,05 Augmente
Au/SPCE + Gly 1,02 Stable
SPCE + HAuCl4 0,9et1,2 Augmente
SPCE + Gly + HAuCls 1,05 Augmente
SPCE/MIP 1,2 Stable
SPCE/MIP + Gly 1,2 Augmente
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3.3.3. Conclusion

En conclusion, I'électrochimie apparait comme une solution prometteuse pour la
détection du glyphosate. Elle présente |'avantage d'étre peu colteuse, nécessitant un
équipement minimal, et des procédures de manipulation relativement simples.

Dans le cadre de cette étude, une électrode en or électrodéposée sur du carbone
sérigraphié (Au/SPCE) a été développée pour la détection électrochimique du glyphosate. Les
résultats ont montré une amélioration significative de la sensibilité par rapport a la détection
surune électrode en or étudiée par Uka et a/.'®° Grace 3 cette électrode Au/SPCE, il est possible
de quantifier le glyphosate dans la gamme de 30 a 120 umol/L, avec une limite de détection
de 4 umol/L.

Cependant, pour rendre cette méthode applicable sur le terrain et conforme aux
normes de sécurité environnementale, il est impératif de réduire la limite de détection d'un
facteur de 10 000, soit une concentration de 0,6 nmol/L pour le glyphosate.

Dans cette optique, un polymeére a empreinte moléculaire a base de polypyrrole a été
utilisé pour améliorer la détection du glyphosate. Le polypyrrole a été choisi en raison de sa
capacité a étre électropolymérisé, en présence ou en l'absence de glyphosate. La
caractérisation du dépdt a montré que le polypyrrole couvre la surface de I'or de maniere fine,
conservant les structures en étoile de I'électrode et offrant une grande surface spécifique. La
formation du MIP semble avoir été réalisée avec succes, car apres I'élution du glyphosate, la
spectroscopie XPS montre la présence d’or supplémentaire. Cet or supplémentaire est révélé
par les cavités vidés en glyphosate. Ces cavités dans le MIP sont donc capables d'accueillir le
glyphosate.

La détection du glyphosate a été testée sur ce capteur MIP/Au/SPCE, montrant une
sensibilité accrue par rapport a la détection sur une Au/SPCE classique. Les résultats ont
indiqué la possibilité de détecter efficacement le glyphosate sur une large plage de
concentrations, y compris des concentrations extrémement faibles. Cependant, pour I'instant,
aucune gamme de quantification n'a été établie, et il reste a optimiser les parametres de
mesure pour réduire le temps d'analyse actuellement trop long.
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4. Conclusion générale

L'objectif principal de cette recherche était de concevoir des capteurs électrochimiques
pour la détection de pesticides, en particulier dans le contexte de la surveillance
environnementale. Pour ce faire, deux approches principales ont été explorées, chacune avec
ses avantages et ses défis spécifiques.

Dans un premier temps, le développement d’une plateforme électrochimique qui doit
accueillir des aptameres a été étudié. Cette plateforme a deux fonctions : immobiliser
I'aptameére sur la surface et améliorer la sensibilité du capteur. Pour cela, deux voies différentes
ont été envisagées, |'utilisation de polyméres conducteurs et I'auto-assemblage du peptide FF.

L'objectif était donc d'obtenir un film de copolymeére a base de polypyrrole sur lequel
les aptameéres peuvent étre immobilisés par des liaisons covalentes. Ce film devait étre
sensible a pH neutre et présenter une surface spécifique élevée pour augmenter la quantité
d'aptamere a la surface. L'électrocopolymérisation pyrrole et de |'acide pyrrole-1-propionique
sur une électrode en carbone sérigraphié a permis de conserver la rugosité de I'électrode,
assurant ainsi une surface spécifique élevée pour le greffage d'aptameres et les fonctions
nécessaires a I'immobilisation des aptameres. La sensibilité du capteur envers la sonde redox
a été améliorée grace a une suroxydation irréversible du polymére. Cependant, des
phénomeénes de dopage du polymere ont été observés, perturbant la sensibilité du capteur, et
des périodes d'incubation ont été nécessaires pour équilibrer ces phénomenes et obtenir des
mesures stables. Malgré ces défis, le capteur a montré des résultats prometteurs pour la
détection de la thrombine, avec une gamme de quantification linéaire de 0,1 a 0,5 umol/L et
une limite de détection de 0,02 umol/L. Cependant, la détection du pesticide thiabendazole
s'est révélée inefficace. L'hypothése est que la variation de conformation de I'aptamere est
trop faible pour faire varier la résistance du capteur. Des études par modélisation sont en cours
pour étudier cette hypothese.

Ensuite, I'auto-assemblage de fibres de dipeptide L-Phenylalanyl-L-Phenylalanine (FF)
a été étudié pour fonctionnaliser une électrode en carbone. L'objectif était d’optimiser la
structure des fibres pour les immobiliser a la surface d’une électrode de carbone, améliorant
la sensibilité et permettant le greffage des aptameres. Finalement, protocole d’auto-
assemblage spécifique du peptide en fibres, par solubilisation dans I'HFIP et incubation dans
un bain a ultrasons a 70 °C, a permis d'obtenir une plateforme électrochimique présentant une
grande surface spécifique grace aux nanostructures stables des fibres de FF. L'immobilisation
des aptameres et la détection de la thrombine ont été réalisées avec succes, bien que des
études ultérieures soient nécessaires pour établir une gamme de concentrations précise pour
la détection de la thrombine.

Dans ces études sur les aptacapteurs, la détection de deux cibles a été testée, la
thrombine et le thiabendazole. Les capteurs se sont révélés efficaces seulement pour la
détection de la thrombine, sGrement parce que la protéine est plus imposante que le pesticide.
Cette plateforme électrochimique ouvre cependant la voie au développement d'autres
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aptacapteurs électrochimiques pour la détection de protéines, comme par exemple la protéine
Tau responsable de la maladie d’Alzheimer'®, ou la protéine C-réactive, marqueur
d’inflammation, dont la détection peut permettre de prévenir les infections bactériennes ou
autres. 172181 De plus, les fibres de FF étant biocompatibles, elles présentent I'avantage certain
de pouvoir étre introduites dans des milieux biologiques, pour une détection rapide.

En ce qui concerne la détection du glyphosate, qui était une cible importante du projet,
une autre approche a été explorée car les aptameres ne permettent pas la capture spécifique
du glyphosate. Tout d’abord, une électrode en or électrodéposée sur du carbone sérigraphié
(Au/SPCE) a permis de quantifier le glyphosate dans la gamme de 30 a 120 umol/L, avec une
limite de détection de 4 umol/L. Cependant, cette LOD est 10 000 fois supérieure a la limite
Iégale de concentration en glyphosate dans les eaux.

L'idée était alors d’améliorer cette détection en utilisant des polymeéres a empreinte
moléculaire (MIP) a base de polypyrrole. Cette technique a montré une sensibilité améliorée
par rapport aux méthodes précédentes, allant jusqu’a détecter le glyphosate a une
concentration de 100 fmol/L. Cependant, des ajustements sont nécessaires pour réduire le
temps d'analyse et établir une gamme de quantification.

En conclusion, ces recherches ont jeté les bases pour le développement de capteurs
électrochimiques prometteurs dans la détection de pesticides. Elles ont révélé les avantages
de chaque approche tout en soulignant les défis qui subsistent. Ces travaux ouvrent la voie a
des applications potentielles dans la détection de diverses cibles, telles que des protéines
spécifiques ou d'autres composés d'intérét, offrant ainsi des perspectives importantes pour la
surveillance environnementale et la santé publique. Des efforts futurs pourraient permettre
d'améliorer davantage ces capteurs et les rendre encore plus efficaces pour la détection des
polluants émergents, contribuant ainsi a un environnement plus sir et a une diminution des
menaces pour la santé publique.
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5. Partie expérimentale

5.1. Matériels
5.1.1. Réactifs

L'acétate de sodium trihydraté (CH3COONa, Trace select) a été obtenu auprés de Fluka. L'acide
nitrique (69—70 %, Baker Instra-Analysed pour I'analyse des métaux traces) et I'hydroxyde de
sodium (Baker Analysed) ont été obtenus auprés de J.T. Baker. Le phosphate disodique
dihydraté (Na;HPO4-H,0), le phosphate monosodique (NaH.PQa.), La solution de sels d’or
(HAuCls, 3H;0), le glyphosate le sel de ferricyanure de potassium Ks[Fe(CN)g], le sel de
ferrocyanure de potassium Ka[Fe(CN)s], le chlorure de potassium (KCl) et le pyrrole ont été
achetés chez Sigma-Aldrich.

Les séquences d'aptameres contre la thrombine et le thiabendazole ont été obtenues chez
Eurogentec. Elles ont été fonctionnalisées en position 5' par un espaceur CsH12 et une fonction
amine pour permettre le greffage, donnant les séquences suivantes :

- Séquence de I'aptamere anti-thrombine : HoN-CgH12.5'-CCAACGGTTGGTGTGGTTGG-3’
- Séquence BOLO09 anti-thiabendazole » : HaN-CeH12-5'-GGAGGCTCTCGGCACCACGG-
GTACGTAGCGTAACGTACATGCTTCCATCTTAGCATGACTCGTCGGCATCGT-3’

5.1.2. Montage électrochimique

L'appareil utilisé est un potentiostat, pautolab Ill de chez METROHM (Figure 88). Il se
compose de trois parties. La premiére permet d’allumer le systeme et de gérer les données, la
deuxieme sert au controle de l'agitation et de l'arrivée du flux d’azote, enfin la derniere
contient le montage électrochimique. Le logiciel utilisé est GPES.

Systeme contrélant
I'agitation et le flux
d’azote

Support du montage
électrochimique

Systeme d’allumage et
traitement des données

Figure 88 : Potentiostat, pautolab Il
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Les expériences sont réalisées dans une cellule de voltampérométrie. Le montage
électrochimique est composé de trois électrodes (Figure 89). Lélectrode de travail
sérigraphiée, la contre électrode (ou auxiliaire) en carbone graphite et I'électrode de référence
AgAgCI/KCl 3 mol.L* fixant le potentiel.

Electrode de référence

Electrode de travail
Electrode auxiliaire

Figure 89 : Cellule de réaction pour I’électrochimie.

Trois électrodes de travails en carbone ont été étudiées (Figure 90), les pastilles de carbone
vitreux OrigaTips de chez Origalys, les électrodes sérigraphiées DropSens 110 de chez
Metrohm et les électrodes SPCE sérigraphiées au laboratoire sur un support en polystyrene
pour la sérigraphie obtenu auprés de Sericol avec une encre de carbone commerciale
(Electrodag PF-407A) achetée aupres d'Acheson Colloids.

1

b) Counter

Working Electrode

Electrode

CE
connection

connection

R.E.
connection

Figure 90 : Electrode de carbone a) OrigaTips b) DropSens 110 et c) SPCE
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5.1.3. Electrodes sérigraphiées

La sérigraphie est une technique d’imprimerie qui utilise un pochoir interposé entre
I'encre et le support. Cette technique est couramment utilisée, de fagon manuelle, au sein du
LCABIE pour la réalisation d’électrode de travail ou la réalisation de tri-électrode (travail,
référence et auxiliaire), seul le dessin sur le pochoir change.

Fabrication du masque

Le pochoir est appelé masque (Figure 91). Il est défini par un nombre de mesh c’est-a-
dire un nombre de fils par pouce (2,5 cm), correspondant a un maillage. Plus ce dernier est
séré plus la définition du dessin final sera précise. Celui utilisé possede 200 mesh. Au centre
est déposée une résine photosensible. Le modeéle des électrodes de travail est disposé sur
cette derniére. Le tout est placé sous rayons ultraviolets dans une insoleuse, machine servant
a la fabrication de circuits imprimés. La résine réticule aux endroits exposés aux rayons et se
fixe sur le masque, contrairement aux zones occultées par le modele. Lexcédent de résine est
sorti a I'eau. Apres un séchage de 48 heures a l'air, le dessin des électrodes apparait. Le masque
est prét a I'emploi.

g‘# »:a"— i,

Figure 91 : Masque de sérigraphie
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Fabrication des électrodes sérigraphiées

Pour la réalisation d’électrodes de travail, le support utilisé est du polystyrene choc. Il
s’agit d’'un support isolant qui n’interfere pas lors des expériences. Il est disposé sous le
masque de fagon a étre situé sous les motifs des électrodes (Figure 92). De I'encre conductrice,
ici du carbone graphite, est répartie au sommet du modele. A I'aide d’une raclette, I'encre est
étalée. Afin d’obtenir une électrode correcte il faut effectuer deux passages. Le modele permet
de réaliser 8 électrodes de travail en méme temps.

encre co trice
raclette ncr nductric

\ :
Ty ST Em T

support isolant

Figure 92 : Réalisation d’électrodes sérigraphiées

Une fois sérigraphiée, les électrodes sont séchées une heure a l'air puis une heure a
I'étuve a 60 °C.

Ensuite les électrodes sont isolées entre la surface de travail et le contact électrique
(Figure 93). l'isolant utilisé est constitué de polystyréne choc fondu dans du mésytilene. Il est
appliqué manuellement a 'aide d’'une spatule. La surface de travail est de 9,6 mm?2. Enfin les
électrodes sont séchées jusqu’a ce que l'isolant soit sec. Cette technique permet de réaliser
des centaines d’électrodes en quelques minutes.

- A 1
T <«——— Contactélectrique
Isolation
5cm D —
‘L ® ® <+—— Surfacede travail
<« S =9,6 mm?
1cm

Figure 93 : Electrodes sérigraphiées et isolées
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Avant l'utilisation, les électrodes OrigaTips sont polies au papier de verre de grain 4000, puis
traitées a I'UV/ozone pendant 10 minutes pour s'assurer d'avoir une surface propre. Les
électrodes sérigraphiées sont nettoyées dans une solution [H2S04] = 0,5 mol/L en utilisant
une voltamétrie cyclique (CV) aux conditions suivantes : 5 balayages a une vitesse de 100 mV/s,
allantde-1a1,5V.

5.2. Meéthodes

5.2.1. Méthodes électrochimiques utilisées
52.1.1. La voltamétrie cyclique (CV)

La voltamétrie cyclique est une méthode dans laquelle le potentiel est balayé linéairement
entre deux bornes, Emin et Emax, déterminées par I'expérimentateur. L'intensité de courant
est enregistrée en fonction de la variation de potentiel (Figure 94). On |'appelle voltamétrie
cyclique car le potentiel est balayé en aller-retour de Emin a Emax, formant ainsi un cycle. lls
peuvent étre répétés pour suivre I'évolution du systeme. Lorsque la voltamétrie cyclique est
réalisée en présence d'une espéce électroactive, un échange d'électrons entre la surface de
I'électrode et cette espece crée un courant, dont l'intensité est mesurée. Cette réponse est la
somme d'un courant capacitif, lié a I'existence de la double couche électrique, et d'un courant
faradique, résultant d'un transfert d'électrons entre I'électrode et I'espece impliquée dans des
réactions d'oxydo-réduction. Ainsi, des vagues de courant d'oxydation et de réduction sont
créées sur le voltamogramme aux potentiels d'oxydation (Eox) et de réduction (Ered) de
I'espéce électroactive. Ces vagues sont proportionnelles a la quantité d’analytes oxydés ou
réduit.

Courant

Potentiel

A (b)

/ N

Potentizl

Figure 94 : (a) Voltamogramme d'une réaction redox limitée par la diffusion en solution ; (b)
Forme du potentiel imposé par voltamétrie cyclique E = f (t).
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La voltamétrie cyclique est une des méthodes électrochimiques efficaces pour
caractériser rapidement les réactions de transfert de charges entre I'électrode et I'électrolyte.
Elle est également utilisée pour étudier les propriétés redox des structures d'interface, et de
composés chimiques a la surface de I'électrode. Dans cette étude, elle permet aussi la
I'électropolymérisation du pyrrole.

5.2.1.2. La voltamétrie a impulsion différentielle
La voltamétrie a impulsion différentielle (DPV) est une technique d'analyse
couramment utilisée pour I'analyse individuelle ou simultanée de composés.

Elle consiste a appliquer de courtes impulsions de tension (10-100 ms) avec une faible
amplitude (1-100 mV) a une électrode. Ces impulsions sont superposées a une rampe de
courant continu (DC) qui augmente de maniére linéaire.

Pendant I'expérience, le courant électrique est mesuré a deux moments : avant
I'application de l'impulsion (courant 11) et a la fin de l'impulsion (courant 12). 11 est
principalement attribué au courant de la rampe DC, tandis que la différence entre 2 et 11 (12 -
11) refléte le courant généré par |'impulsion de potentiel.

Les voltamogrammes DPV montrent un pic. Le point d'inflexion du voltamogramme
DPV correspond au potentiel de demi-vague de la réaction d'oxydation ou de réduction
étudiée. En d'autres termes, il indique le potentiel a partir duquel une substance subit une
réaction électrochimique. Ce potentiel de pic est identique au potentiel de demi-vague.

>
»

Potentiel (V)
Courant (uA)

|
/ / Temps Potentiel (V)

Mesure de : 11 ; 12 Potentiel de demi-vague

Figure 95 : a) Forme du potentiel imposé E = f (t) b) voltamogramme DPV.
La voltamétrie a impulsion différentielle est tres sensible, avec des limites de détection
typiques de I'ordre de 1.10°® mol/L. Elle offre également une capacité de résolution de 40 mV

et une capacité de séparation de 1.10°/1, ce qui en fait une méthode puissante pour détecter
et caractériser des especes chimiques en électrochimie.
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Dans cette étude, elle est utilisée avec une sonde redox, le couple [Felll(CN)s]*
/[Fell(CN)e]* ou [Ru™(NHs)e]?*, pour étudier I'interaction de la surface en présence ou non de
la cible. Les variations de signal doivent étre proportionnelles a la concentration de cible en
solution.

52.1.3. Chronopotentiométrie par courant de stripage (SCP)
La chronopotentiométrie par courant de stripage est une technique analytique sensible.
Elle se compose de deux étapes.

La premiere phase consiste a de |'électrodéposition sur |'électrode. Un potentiel
suffisamment réducteur est appliqué pendant un temps donné (60, 120 ou 300 secondes) sous
agitation. Ainsi les analytes, sont réduits et pré concentrés sur la surface de travail de
I'électrode.

La réaction est la suivante : AT+ e~ - A

La deuxieme phase est celle de redissolution. Un courant d’oxydation est appliqué. Les
analytes réduits sont alors ré oxydés. Chaque analyte possede un potentiel d’oxydation qui lui
est propre et qui est fixé suivant I'électrode de référence utilisée.

Au cours de cette deuxieme étape la variation du temps en fonction du potentiel est
enregistrée (Figure 96). Lorsque I'analyte est completement retiré de I'électrode, une brusque
variation de potentiel se produit, aprés quoi le potentiel redox d'une autre espece est atteint.
Le temps nécessaire pour que l'analyte soit oxydé est appelé temps de transition (t), il est
proportionnel a la concentration en analyte.

-0.50
-0.25-

0
>
~ 0.25]

L
0.507

0.75]
1.00

0.03 0.04 0.05

t/s

0 0.01 0.02

Figure 96 : Chronopotentiométrie a courant de stripage E=f(t)

Pour analyser les données, la dérivée du potentiel par rapport au temps (dE/dt) est
souvent tracée par rapport au potentiel (E), ce qui permet d'obtenir des courbes de strippage
en forme de pic (Figure 97). Les aires sous ces pics sont mesurées pour quantifier la
concentration de I'analyte.
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Figure 97 : Voltamogrammes obtenue apres dérivation, E = f(dt/dE)

dt/dE

5.2.2. Construction des plateformes électrochimiques
5.2.2.1. Solution tampons et tampons d’interactions

Les tampons d'interactions des aptameres sont composé tels que :

- Tampon d’interaction « Thrombine » : 20 mM Tris-HCL, 120 mM NacCl, 1 mM MgCl; et
10 mM KCL, pH 7,4.

- Tampon interaction « BOLO09 » : 20 mM HEPES, 20 mM CH3CO;Na, 140 mM CH3CO:K,
3mM CH3CO; 2Mgs H20 et 17% MeOH

Le tampon acide acétique/acétate de sodium est préparé a 1 mol/L a partir d’'un
protocole permettant d’obtenir un pH de 4.7 et une solution tampon de 100mL : Acétate
de sodium : 8.2g et acide acétique : 5.721mL puis le complément jusqu’a 100mL est réalisé
par ajout d’eau supra-pure. Il est dilué a 0,1 mol/L pour l'utilisation.

Une solution tampon de phosphate (PB) a 0.1 M et pH = 7.3 est préparée a partir de
Na2HPO4 et de NaH2PO4.
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5222 Aptacapteurs a base de polypyrrole
5.2.2.2.1. Construction de 'aptacapteur

Avant toute utilisation, le pyrrole est purifié par distillation, puis stocké a |'abri de la lumiére
a -20°C. Les films de polypyrrole ont été obtenus a partir d'une solution aqueuse contenant
[Py] = 0,1 mol/L et [LiCIO4] = 0,1 mol/L.

Sur la GCE Origatips, la polymérisation du mélange a également été réalisée par chrono-
ampérométrie au potentiel de 0,7 V sur la GCE pendant 5, 10 et 30 minutes pour obtenir
différentes structures en relief a la surface de la GCE.

Sur les trois électrodes, le polypyrrole est électropolymérisé a l'aide de 5 cycles de
voltamétrie cyclique, de -0,8 a +0,8 V a une vitesse de balayage de 50 mV/s pour obtenir un
film lisse.

Les films de P(Py-co-PylCOOH) et P(Py-co-Py3COOH) sont obtenus par
électropolymérisation sur une SPCE en suivant le méme protocole de CV a partir d'une solution
contenant : [LiCIO4] = 0,1 mol/L ; [Py] = 0,1 mol/L ; [Py1COOH] ou [Py3COOH] = 0,025 mol/L,
formant les électrodes P(Py-co-Py1COOH)/SPCE et P(Py-co-Py3COOH)/SPCE.

5.2.2.2.2. Immobilisation des aptameres
Le protocole de greffage est identique pour les deux aptameéres. L'électrode P(Py-co-

Py1COOH)/SPCE est incubée dans 100 upL d'une solution de 1-Ethyl-3-(3-
diméthylaminopropyl)carbodiimide a 1 mmol/L pendant 1 heure a température ambiante,
suivie d'une incubation dans une solution de tampon d'interaction contenant l'aptamere a 1
umol/L pendant 1 heure a température ambiante. L'électrode est ensuite rincée a I'eau milli-
Q pour éliminer les aptameres non greffés a la surface.

Une fois I'aptamere greffé a la surface, I'aptacapteur subit une CV dans un tampon acide
acétique/acétate de sodium a 0,1 mol/L et pH=4,5. Le potentiel est balayé de -0,8 3 1,5V pour
sur-oxyder le polymere.

5.2.2.2.3. Détection électrochimique des cibles :
Pour caractériser la sensibilité du capteur, les mesures DPV ont dans un premier temps
été réalisé dans une solution [KCI] = 0,1 mol/L et [[Felll(CN)e]3"/[Fell(CN)e]*] = 1mM.

Finalement pour obtenir un capteur stable, il a été nécessaire de ramplacer la sonde redox et
de réaliser les mesures dans le tampon d’interaction de 'aptamére par le [Rulll(NHs)¢]3*a 0,1
mol/L.

La capture de la thrombine est réalisé par incubation de I'aptacapteur anti-thrombine dans le
tampon d’interaction « thrombine » en présence de [Thrombine] de 0,1 3 0,5 umol/L.

De fagon similaire, la capture du thiabendazole est réalisé par incubation de I'aptacapteur anti-
thiabendazole dans le tampon d’interaction « BOLO09 » en présence de [Thiabendazole] de
0,5 umol/L a 1 mmol/L.
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52.2.3. Aptacapteur a base de L-Phénylalanyl-L-Phénylalanine
5.2.2.3.1. Formation des fibres de L-Phénylalanyl-L-Phénylalanine
Les fibres de L-Phénylalanyl-L-Phénylalanine sont obtenues par dissolution et traitement
thermique dans un bain a ultrason chauffé a 70°C selon 3 différents protocoles :

1) Dans I'hexafluoroisopropanol (HFIP) a une concentration de 100 mg/mL. Cette solution
est ensuite diluée dans de l'eau a différentes concentrations : 0,1 ; 1 et 2 mg/L.
Incubation dans le bain a ultrason pendant 30 minutes.

2) Dans le HFIP a différentes concentrations : 1 ; 100 et 200 mg/mL. Incubation dans le
bain a ultrasson pendant 30 minutes.

3) Dans le HFIP a différentes concentrations : 25 ; 50 et 100 mg/mL. Ces solutions sont
ensuite incubées pendant 3 heures dans un bain a ultrasons chauffé a 70°C.

Une fois redescendu a température ambiante, 10 plL de la solution sont déposés sur une
électrode SPCE. L'électrode est ensuite laissée sécher a I'air libre. Les électrodes FF/SPCE
obtenues sont ensuite incubées pendant plusieurs heures dans de l'eau pour vérifier
I'adhésion des fibres.

5.2.2.3.2. Immobilisations des aptaméres
Le dépot obtenu a partir de la solution [FF] = 50 mg/mL dans HFIP incubé 3h a été retenue
pour I'immobilisation des aptameéres. Cette électrode FF/SPCE est incubée 1h dans 100 pL
EDC/NHS a 1 mmol/L pour activer les fonctions carboxyliques du FF.

Au bout d’une heure, I'électrode est incubée 1h dans une solution de tampon d’intéraction
« thrombine » contenant 1 umol/L d’aptameére anti-thrombine.

5.2.2.3.3. Détection de la thrombine
L'électrode Apta/FF/SPCE est immergée pendant 20 min, dans la solution tampon
d’intéraction « thrombine » plus thrombine a 0,5 ou 1,5 umol/L. L'évolution du signal obtenue
par la voltamétrie a impulsion différentielle (DPV) en présence de [[Felll(CN)es]*>/[Fell(CN)s]*]
= 1mM comme sondes redox permet d’observer la détection de la thrombine.

5.2.24. Capteur a base de MIP
5.2.2.4.1. Construction du capteur a base de MIP
Des particules dor sont électrodéposées a la surface d'une SPCE par
chronoampérométrie au potentiel -0.6 V a partir d’'une solution contenant [HAuCls] = 6,35
mmol/L et [H2S04] = 0,5 mol/L pour former Au/SPCE.

Dans un tampon acide acétique/acétate de sodium a 0,1 mol/L, le pyrrole a 33 mmol/L
est électropolymérisés a la surface de 'or par 5 cycles de CV de -1 a 1V, seul pour former
NIP/Au/SPCE et en présence de 7,5 mmol/L de glyphosate pour former MIP/Au/SPCE.

Le glyphosate est retiré du MIP a l'aide de 20 cycles de CV dans une solution de NaOH
a 0,1 mol/L formant MIP-élué/Au/SPCE
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5.2.2.4.2. Détection du glyphosate
La détection du glyphosate est réalisée grace a la SCP. Le capteur MIP-élué/Au/SPCE est

plongé dans une solution d’acide nitriqgue a 0,1 mol/L pour les concentrations de 10 a 200
umol/L de glyphosate et dans un tampon acétate de sodium/acide acétique a pH 4,5 pour les
concentrations inférieures.

5.2.3. Caractérisation de surface
5.2.3.1. Spectroscopie photoélectronique a rayons X
La spectroscopie photoélectronique a rayons X (XPS) est une technique d'analyse de
surface qui mesure la composition élémentaire, I'état d'oxydation et I'environnement
électronique des atomes constitutifs d'un matériau. La XPS a été utilisée pour déterminer la
composition de la surface des électrodes de carbones modifiées.

Une source de rayons X Al-Ka monochromatisée (hv = 1486,6 eV) a été utilisée avec un
canon neutralisateur pour minimiser la charge de la surface. Le spectre a été calibré en utilisant
la composante C-C/C-H (285,0 eV) dans les pics centraux du C 1s. Le processus d'ajustement
des pics a été réalisé a I'aide d'une ligne de base non linéaire de type Shirley. Les positions et
les surfaces des pics ont été optimisées par la méthode de calcul des moindres carrés pondérés
en utilisant des formes de lignes gaussiennes a 70 % et lorentziennes a 30 %. La quantification
de la composition de la surface a été réalisée en utilisant les facteurs de sensibilité relative de
Scofield corrigés par des valeurs spécifiques en fonction de |'appareil. La quantification et
I'ajustement des spectres ont été effectués a |'aide du logiciel CASAXPS.

5.2.3.2. La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)
Des spectres IR ont été réalisés a I'aide d’un appareil Nicolet IS-50 FT-IR, en ATR

(Attenuated Total Reflection). Les spectres ont été réalisés en transmittance, de 4000 a 400
cm™® pour évaluer la composition chimique des dépdts de fibres de FF a la surface des
électrodes SPCE, et vérifier I'immobilisation de la cible sur les électrodes. Notamment, en
observant les pics caractéristiques tels que la fonction amine et carboxylique du peptide, la
disparition du pic amine et la fonction amide qui se créée lors de I’ajout de I’aptamere.

52.3.3. La microscopie électronique a balayage (MEB)
La microscopie électronique a balayage a été réalisé a I'aide deux appareils différents.

Un microscope Hirox SH-3000 a été utilisé a une tension de 25 kV pour observer les
électrodes :

- FF/SPCE pour différentes concentrations de FF dans HFP : 1, 100 et 250 mg/mL.

- FF/SPCE a 100 mg/mL ayant trempé dans la solution d’analyse électrochimique
pendant 15h.

- GCE

- Ppy/GCE avec le pyrrole électropolymérisé par CV

- Ppy/GCE avec le pyrrole électropolymérisé par chrono-potentiométrie pendant 30 min.
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Avant d’étre analysés, les échantillons ont été métallisés afin de permettre I'écoulement
des électrons en exces et de rendre la surface plus conductrice. Cette métallisation a été faite
en envoyant un plasma de 30 mA pendant 60 secondes entre une cathode (cible en or) et
I'anode qui porte les échantillons.

Un microscope Apreo 2S (Thermofisher) avec un détecteur d’électron secondaire a une tension
de 2 kV pour observer les électrodes :

- Au/SPCE
- MIP/Au/SPCE
- NIP/Au/SPCE

Les échantillons n'ont pas été métallisés. Un contacteur en cuivre a été utilisé pour permettre
I’élimination des électrons.

5.2.3.4. Microscopie optique
La caractérisation au microscope optique LEICA DM LM a permis d’observer la
morphologie des revétements et le dimensionnement des fibres préparées. Les images ont été
réalisé aux grossissements x5, x10, x20, 50. Seul les grossissements x5 et x10 sont présentés
dans cette étude. Elle permet également de suivre la stabilité des électrodes modifiées au
cours du temps et aide a comprendre certains phénomenes physicochimiques liés a
I'autoassemblage des fibres.
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