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Résumé

Les capteurs et les biocapteurs ¢lectrochimiques sont largement utilisés en raison de leur faible
cout, portabilité, miniaturisation, rapidité, facilit¢ d'utilisation ainsi que leur sensibilité. Ils
constituent l'alternative la plus attractive aux méthodes conventionnelles (spectroscopie,
ELISA, ..) dans de nombreux domaines tels que les applications cliniques ou
environnementales. Dans ce travail, nous nous sommes concentrés dans la premiére partie sur
le développement d'une méthode électrochimique simple pour la spéciation du chrome
hexavalent Cr (VI). Pour cette raison, des ¢électrodes a pate de carbone (EPC) non modifiées et
modifiées ont été testées pour la détermination du Cr (VI) en présence d'un exces de Cr (III) en
utilisant la voltamétrie différentielle a impulsions. Plusieurs parametres affectant la
performance analytique des ¢électrodes congues ont été étudiés, notamment : la technique de
dépdt de nanoparticules d'or (AuNPs) sur la EPC, la quantité des AuNPs, 1'¢lectrolyte support,
la présence d'ions chlorure et la concentration de diphénylcarbazide. Enfin, la méthode
proposée a été appliquée avec succes pour la détection du Cr (VI) dans des échantillons d'eau
de robinet avec des résultats satisfaisants. La deuxiéme partie de ce travail s'est concentrée sur
le développement de nouveaux immunocapteurs basés sur la chimie click en absence de cuivre
destinés a des applications cliniques. Tout d'abord, 1'approche de la chimie click a été mise en
ceuvre avec succes pour développer un nouvel immunocapteur électrochimique pour la
détection de la cytokine interleukine-10 (IL-10) dans la salive pour le suivi de l'insuffisance
cardiaque (IC). La stratégie impliquait la liaison de la dibenzocyclooctyne-amine (DBCO-NH>)
sur des microélectrodes en or modifiées par un thiol-azide. L'utilisation de dibenzocyclooctynes
a diminué¢ I'énergie d'activation de la réaction click de cycloaddition, permettant sa réalisation
sans avoir recours a la catalyse par le cuivre et avec une efficacité supérieure a celle de la
ligation catalysée par le cuivre. Ensuite, la biofonctionnalisation a été réalisée en incubant le
capteur préparé dans I'anticorps de capture de I'IL-10 (Anti-IL-10). Enfin, les performances du
dispositif développé pour la détection de I'lL-10 ont été évaluées (reproductibilité, limite de
détection et application a la salive réelle). En ce qui concerne la derniére partie de ce travail, la
méme stratégie de chimie click sans cuivre en association avec plusieurs peptides
fonctionnalisés par 1’azide a ¢été employée pour élaborer un nouvel immunocapteur
¢lectrochimique pour la détection d'IgG/IgE spécifiques aux allergenes de cacahuetes et de
noisettes dans les sérums de lapin et de I’€tre humain. Sept peptides fonctionnalisés ont été
testés en termes de sensibilité et de spécificité pour la détection des allergenes. La stratégie a
consisté a lier la dibenzocyclo-octyne amine (DBCO-NH>) a I'acide 4-aminophénylacétique ou
a l'acide mercaptohexadécanoique dé€ja immobilisés sur la surface de I'¢lectrode en or. Ensuite,
les peptides avec des azide-linkers ont ét¢ couplés au DBCO-NH> via une approche de chimie
click sans cuivre. En outre, la détection électrochimique d'anticorps (IgG) de lapin anti-
cacahuete et anti-noisette et d'anticorps humains (IgE) anti-cacahuéte a été réalisée avec succes.

Mots-clés : Capteur, Biocapteur, Chimie click sans cuivre, Micro-nanobiotechnologie, Cr(VI),
Interleukine-10, Insuffisance cardiaque, Allergeénes, Cacahoucte, Noisette, Sérum, Salive,
Micro-tamponnage, Nanoplotter.




Abstract

Electrochemical sensors and biosensors are widely used owing to their low cost, portability,
miniaturization, rapidity, ease to use and their sensitivity. They were the most attractive
alternative for the conventional methods (spectroscopy, ELISA, ...) in numerous fields such as
clinical or environmental applications. Herein, we focused in the first part on the development
of a simple electrochemical method for the speciation of hexavalent chromium Cr (VI). For this
reason, unmodified and modified carbon paste electrodes (CPE) were tested for the
determination of Cr (VI) in the presence of excess Cr (III) using differential pulse voltametry.
Several parameters affecting the analytical performance of the designed electrodes were
investigated, including: gold nanoparticles (AuNPs) deposition technique on the CPE, quantity
of AuNPs, supporting electrolyte, presence of chloride ions and diphenylcarbazide
concentration. Finally, the proposed method was successfully applied for the determination of
Cr (VI) in tap water samples with satisfactory results. However, the second part of this work
focused on developing new immunosensors based on copper-free click chemistry intended to
clinical applications. First, the approach of click chemistry has been successfully implemented
to develop a new electrochemical immunosensor for cytokine interleukin-10 (IL-10) detection
in saliva for heart failure (HF) monitoring. The strategy involved the binding of
dibenzocyclooctyne-amine (DBCO-NH>) onto the azide-thiol modified gold microelectrodes.
The use of dibenzocyclooctynes decreased the activation energy for the cycloaddition click
reaction, enabling its realization without the need for copper catalysis and with an efficiency
greater than that of the copper catalysed ligation. Then, the biofunctionalization was performed
through incubating the prepared sensor in the capture antibody of IL-10 (Anti-IL-10). Then, the
performance of the developed device for detectiong IL-10 was evaluated (reproducibility, limit
of detection and the application in real saliva). Regarding the last chapter of our work, the same
strategy of copper-free click chemistry in association with several functionalized peptides were
employed for elaborating a new electrochemical immunosensor for the detection of specific
IgG/IgE towards peanuts and hazelnuts allergens in rabbit and human sera. Seven
functionalized peptides were tested in terms of sensitivity and specificity for allergen detection.
The strategy involved binding of dibenzocyclo-octyne amine (DBCO-NH;) to 4-
aminophenylacetic acid or mercaptohexadecanoic acid already immobilized onto the gold
electrode surface. Then, the peptides with azide-linkers were coupled to DBCO-NH; via
copper-free click chemistry approach. Moreover, the electrochemical detection of rabbit anti-
peanut and anti-hazelnut antibodies (IgG) and human anti-peanut antibody (IgE) were
successfully done.

Keywords: Sensor, Biosensor, Copper-free click chemistry, Micro-nanobiotechnology,
Cr(VI), Interleukin-10, Heart failure monitoring, Allergens, Peanut, Hazelnut, Serum, Saliva,
Micro-contact printing, Nanoplotter.
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Liste des abréviations

AuNPs : nanoparticules d’or

Cacahouete 1-t0 : Sérums pré-immuns de lapin injecté avec de la cacahuéte
Cacahouete 1-t2 : Sérums hyper-immuns de lapin injecté avec de la cacahuéte
CMA : carboxymethylaniline (Acide 4-aminophénylacétique)
Cu(l) : Cuivre

CV : voltammétrie cyclique

DBCO-COOH : dibenzocyclooctyne acide

DBCO-NHz: : dibenzocyclooctyne amine

DPC : diphénylcarbazide

DPV : voltammétrie a impulsions différentielle

DXR : doxorubicin hydrochloride

EDC : 1-Ethyl-3-(3- dimethylaminopropyl) carbodiimide
EDS : Spectroscopie a rayons X a dispersion d'énergie

EPC : ¢électrode a pate de carbone

ET : electrode de travail

FTIR : Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier

IC : Insuffisance cardiaque

IgE : Immunoglobulines E

IgG : Immunoglobulines G

IL-10=Ag-IL-10 : Interleukine-10

LOD : Limite de détection

mAb-IL-10 : Anticorps monoclonal de I’interleukine-10

MHDA=thiol-acide : acide mercaptohexadécanoique




Peptide-N3 : peptide fonctionnalisé par 1’azide

NHS : N-hydroxysuccinimide

Noisette 1-t0 : Sérums pré-immuns de lapin injecté avec de la noisette
Noisette 1-t2 : Sérums hyper-immuns de lapin injecté avec de la noisette
pAD-IL-10 : Anticorps polyclonal de I’interleukine-10

PBS : Tampon phosphate

IL-10 : Antigéne de I’interleukine-10

RSD : écart-type relatif

SIE : Spectroscopie d’impédance ¢électrochimique
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Introduction générale

Les techniques électrochimiques se basent sur I'interaction entre 1'électricité et la chimie.
Les grandeurs mesurées sont de nature électriques (courant, potentiel ou la charge) sont
proportionnelles aux interactions chimiques. Une telle utilisation de mesures €lectriques a des
fins analytiques a été fortement utilisée pour de nombreuses applications, y compris la
surveillance environnementale (détection de métaux lourds, polluants organiques ...), le
controle de la qualité industrielle mais aussi I'analyse biomédicale (biomarqueurs de maladies,

substance biologiques...) (Wang, J. 2006).

La vaste gamme d’applications de capteurs électrochimiques est liée a leurs applications dans
le diagnostic précoce de certaines maladies, la surveillance et la détection précise des métaux
lourds ayant des effets nocifs suite a une exposition entrainant une toxicité¢ aigué€ ou a effet
cumulatif. (Agarwal, S et al. 2011; Alissa, E. M et al. 2011; Tellez-Plaza, M et al. 2013;
Solenkova, N. V et al. 2014 ; Chowdhury, R., et al. 2018). L’intérét mondial croissant pour
minimiser 1’effet néfaste des métaux lourds sur la santé, ainsi que pour rendre les analyses dans
le domaine clinique plus fiable, ont créé la nécessité de développer des méthodes analytiques
sensibles, spécifiques, rapides et faciles a utiliser permettant la détection des substances
diverses que ce soit dans le domaine environnemental ou clinique. Pour cela, nombreuses sont
les techniques analytiques utilisées pour la détection et I’analyse des substances chimiques ou
biologiques. Parmi elles on cite les techniques spectrophotométriques et chromatographiques...
Malgré cela, ces techniques présentent des inconvénients puisqu’elles sont coliteuses, elles
manquent de souplesse et elles ne permettent pas une analyse simultanée de plusieurs composés.
D’ou I'intérét de s’orienter vers les techniques électrochimiques comme alternatives qui
peuvent fournir plusieurs avantages y compris la précision, la performance, la facilité¢ de la
manipulation et le plus important c’est qu’elles sont rapides. Leur application dans divers
domaines que ce soit environnemental, clinique ou autre fait d’elles une bonne alternative vis-

a-vis aux techniques analytiques traditionnelles assez compliquées.

Dans les dernieres décennies, les capteurs et les biocapteurs électrochimiques ont fait I’objet
d’un nombre important de travaux de recherche grace a leur simplicité, portabilité, capacité a
fournir des informations analytiques quantitatives ou semi-quantitatives spécifiques a travers la
transformation d’un signal chimique ou biochimique en un signal électrique facilement
exploitable. Ce signal peut étre amélioré a travers 1’intégration des nanomatériaux grace a leur

conductivité électrique élevée. Dans ce contexte, le premier objectif de cette theése, qui a une




application environnementale, vise le développement d’un capteur électrochimique a base
d’électrodes a pate de carbone (EPC) non modifiées en absence et en présence du
diphénylcarbazide, des EPCs modifiées par un film d’or et par le dépot des nanoparticules d’or
formées chimiquement (AuNPs) pour la détermination du Cr(VI) (toxique) en présence d'un

exces de Cr (III) (non toxique).

Par ailleurs, le deuxiéme objectif de ce travail, 1ié a la partie clinique, vise 1’élaboration d’un
biocapteur électrochimique a base de la chimie clic en absence du cuivre comme catalyseur
permettant ainsi d’éviter la toxicité liée au cuivre, la stabilité, la spécificité et la bio-
orthogonalité tout en utilisant un dispositif a base de multi-capteurs en or permettant la multi-
détection ou I’¢électro-adressage. Pour cela, trois biocapteurs a base de la chimie clic ont été
développés pour la détection de I’interleukine-10, biomarqueur de I’insuffisance cardiaque dans
la salive, d’une part, et les allergenes li€s aux noisettes et aux cacahouetes d’autre part, a travers

la mesure des immunoglobulines G dans le sérum du lapin.
Le présent mémoire est subdivisé en quatre chapitres qui vont se répartir comme suit :

» Le premier chapitre est consacré a une étude bibliographique générale sur les capteurs
¢lectrochimiques en tant qu’alternatifs aux techniques analytiques classiques pour la
détection des métaux lourds: cas du chrome VI, ainsi que les biocapteurs
¢lectrochimiques a base de la chimie clic pour des applications cliniques. Les méthodes

de mesure €lectrochimiques seront également présentées.

* Le deuxieme chapitre présente également une comparaison entre les électrodes a pate du
carbone modifiées et non modifiées pour la détermination du chrome hexavalent en

absence et en présence du chrome trivalent.

= Le troisiéme chapitre sera consacré au développement des immunocapteurs a base de la
chimie clic en absence du cuivre comme catalyseur pour la détection dans la salive de

I’interleukine 10 comme biomarqueur des maladies cardiovasculaires.

= Le quatrieme chapitre sera consacré au développement de deux immunocapteurs basés
sur la chimie clic en absence du cuivre pour la détection des IgG spécifiques aux noisettes

et aux cacahouctes a I’issue d’une hypersensibilit¢ immunologique.

Ce travail se termine par une conclusion générale sur I’ensemble des résultats obtenus et des

perspectives pour la continuation du travail dans le futur.




Chapitre I : Etude bibliographique

Les capteurs chimiques sont des petits dispositifs qui peuvent étre utilisés pour la mesure
directe de l'analyte dans la matrice d'échantillon. Les capteurs chimiques se composent d’un
transducteur et d’un élément de reconnaissance qui peut €tre chimique ou biologique. Cet
¢lément interagit avec 1'analyte cible, et les changements issus de cette interaction sont traduits

par le transducteur en un signal électrique.

Le développement de capteurs chimiques est I'un des domaines les plus actifs de la recherche
analytique. Les capteurs €lectrochimiques représentent une sous-classe importante de capteurs
chimiques dans laquelle une électrode est utilisée comme élément de transduction. De tels
dispositifs occupent une position de leader parmi les capteurs actuellement disponibles, ont
atteint le stade commercial et trouvent un large éventail d'applications importantes dans les
domaines des analyses cliniques, industrielles, agricoles et environnementales. Le domaine des
capteurs est interdisciplinaire, et les progrés futurs sont susceptibles de se produire a partir de

progres dans plusieurs disciplines (Wang, J. 2006).

La recherche sur les capteurs électrochimiques se poursuit dans plusieurs directions, dans les
parties suivantes nous allons décrire le progres des capteurs électrochimiques pour la détection
des métaux lourds : cas du chrome. On détaillera ensuite 1’utilisation de la chimie clic pour

I’¢élaboration de biocapteurs destinés pour des applications cliniques.

Partie I : Capteurs électrochimiques pour les métaux lourds : cas du chrome.
L.1. Introduction et généralités :

L’histoire des métaux lourds n’a pas été écrite. Et pourtant, ils paraissent étroitement liés a la
civilisation. L’or, 1’argent, le cuivre ont permis de fabriquer les premiéres pieces de monnaie. Sans
métaux lourds, il n’y aurait pas eu de distribution d’eau potable a Rome par les canalisations en
plomb, il y aura pas non plus de peintures, car les peintures anciennes ont résisté au temps grace
aux métaux incorporés aux pigments (le « jaune de Naples » a base de plomb, le « vermillon de
mercure »...), ni vitraux dans les cathédrales, ni miroirs, étamés d’un amalgame d’étain et de
mercure...

L’homme a utilisé les métaux lourds et continue a les utiliser, parfois avec exces, souvent avec
inconscience, ou pire, en toute conscience. Si les métaux lourds ont fait la civilisation, ils peuvent

aussi la défaire, car les métaux lourds sont aussi des toxiques puissants (Miquel, G et al. 2001).




Les éléments métalliques appelés autrefois les métaux lourds sont, sous différentes formes, toujours
présents au sein de I’environnement. A 1’état de traces, ils sont nécessaires voire indispensables aux
étres vivants. A concentration élevée, en revanche, ils présentent une toxicité plus ou moins forte.
La présence des métaux lourds dans I’environnement résulte des causes naturelles et des activités
humaines. Elle pose un probléme particulier, car les métaux lourds ne sont pas biodégradables.
Ceux-ci ne présentent pas tous les mémes risques en raison de leurs effets sur les organismes, leurs
propriétés chimiques, physico-chimiques et biologiques. Leur toxicité est trés variable et leur
impact sur I’environnement trés différent (Gheid, A et al. 2008).

La classification en métaux lourds est d'ailleurs souvent discutée car certains métaux toxiques ne
sont pas particulierement « lourds » (le zinc), tandis que certains éléments toxiques ne sont pas tous
des métaux (l'arsenic par exemple). Pour ces différentes raisons, la plupart des scientifiques
préférent a I'appellation métaux lourds, 1'appellation « éléments en traces métalliques » -ETM- ou
par extension « €léments traces ». Ces €léments traces se caractérisent par une masse volumique
supérieure a 5 g/cm?, a ’exception des éléments alcalino-terreux.

L’agence américaine de protection environnementale (EPA, 1992) identifie 13 ETM comme des «
polluants prioritaires », soit I’antimoine (Sb), I’argent (Ag), 1’arsenic (As), le béryllium (Be), le
sélénium (Se), le thallium (T1), le cadmium (Cd), le chrome (Cr), le cuivre (Cu), le mercure (Hg),
le nickel (Ni1), le plomb (Pb) et le zinc (Zn). Les six derniers éléments sont les principaux ETM
impliqués dans les cas de contamination des sols. Et dans le cadre d’analyses chimiques en
laboratoire, ces ¢éléments sont souvent reconnus comme les « 6 métaux de base », a I’exception du
mercure.

Parmi les ETM mentionnés ci-dessus, nous avons choisi d’étudier le chrome vu son
utilisation extensive par plusieurs industries conduisant a la décharge d'une quantit¢ ~ énorme
de ses différentes formes dans I’environnement (cas des tanneries au Maroc) affectant par la
suite les vies de facon radicale surtout dans le cas du chrome hexavalent. D’ou I’intérét de

développer des méthodes d’analyses pour surveiller le taux du chrome.

I.2. Propriétés physico-chimiques du chrome

Le chrome est un métal dur, d’une couleur blanche grisatre. Il a ét¢ découvert par le
chimiste francais Vauquelin en 1798. Son étymologie vient du grec « chroma » qui signifiant
couleur, parce que les composés du chrome sont diversement colorés. Il est le 10éme élément
le plus abondant dans le manteau terrestre (Krim, M et al. 2014).

Le chrome est un ¢élément chimique, métallique, de symbole Cr, de numéro atomique

24 et de masse atomique 51,996 uma, il appartient au groupe 6 du tableau périodique. Il est




class¢ dans un groupe de métaux, il a la physionomie typique d’un élément de transition. Sa
température de fusion est située a 1875 °C.

L'isotope du chrome le plus abondant est le >*Cr. Comme les autres métaux de transition,
il existe a différents états d’oxydation : de la forme métallique Cr(O) a Cr(VI) la forme la plus
oxydée. Cependant seuls les états d'oxydation (III) et (VI) sont les plus abondants (Loyaux-
Lawniczak, S et al. 1999).

Le chrome (III) se présente, en solution, sous plusieurs formes y compris le Cr*",
Cr(OH)**, Cr(OH)s, Cr(OH)4". La forme Cr(OH);(s) présente une solubilité trés faible comme
elle peut également étre incluse dans des hydroxydes de la forme, CrxFel-x(OH)3, ou bien se
substituer au fer dans les oxydes ou former des complexes avec la matieére organique. La
mobilité du Cr(IlI) dépend donc a la solubilité de la matiere organique, qui est liée au pH
(Liliane, J et al. 2007).

Pour le Cr(VI) qui est fortement mobile, ses espéces majeures sont le chromate (CrOs*
) et le dichromate (Cr07%). Celles-ci peuvent précipiter en présence d’espéces cationiques
telles que le baryum (Ba?"), le plomb (Pb*") et ’argent (Ag"), et s’adsorber sur des surfaces
solides dont les oxydes de fer et d’aluminium, plus particulierement (Liliane, J et al. 2007,

Galvez-Cloutier, R et al., 2005)

1.3. Impact toxicologique

L'accumulation du chrome dans 1'environnement peut se répercuter sur la santé des étres
humains, des animaux et de I’environnement en général (Achelhi, K et al. 2012). En fait, le
risque sur la santé¢ est d’abord associé aux propriétés de ce métal a polluer les eaux,
I’atmosphere, les aliments et les sols. Et dépendent également de 1’état chimique de leur forme
chimique, de leur concentration, du contexte environnemental, de la possibilité du passage dans

la chaine du vivant (Taulan, M et al. 2004).

Le chrome trivalent (Cr(IIl)) est essentiel pour le corps humain, avec une quantité¢ de
50-200 pg/jour (Arain, M.B et al. 2018). Au contraire, le chrome hexavalent (Cr(VI)) est connu
par sa toxicité puisqu’il peut pénétrer facilement a I’intérieur de la cellule et ’endommager (Jin,
W et al. 2015). L exposition courte et longue au chrome hexavalent influe directement sur la
santé de I’étre humain comme il peut provoquer diverses maladies comme le cancer (Taylor, P

et al. 2011). Il peut provoquer aussi la mort de plusieurs organes du corps.

L’organisation mondiale de la santé (OMS) a cité la valeur de 50 pg/LL comme valeur

indicative provisoire pour le Cr(VI) dans les eaux souterraines (World Health Organization




guidelines. 2008), tandis que 100 pg/L était réglementé par I’Environmental Protection Agency

(EPA) pour le chrome total dans 1’eau potable (Chromium in DrinkingWater. 2020).

1.4. Spéciation

Le concept de spéciation est le fait de développer des méthodes d’analyse permettant
I’identification et 1’évaluation de toutes les formes d’un ¢lément dans un échantillon au lieu de
mesurer sa concentration totale (Ure, A. M et al. 1993). Le terme de spéciation est utilisé
maintenant en chimie de I’environnement, écotoxicologue et toxicologie. Nous allons montrer
dans ce travail I’importance de la spéciation du chrome.

Pour le chrome, les échantillons ne fournissent pas suffisamment d'informations sur les risques
liés a la santé, car la toxicité et la biodisponibilité des espéces du chrome dépendent de leurs
¢tats d'oxydation et de leur composition complexe. Par conséquent, la détermination des traces
de chrome ainsi que sa spéciation dans les échantillons environnementaux sont des taches

importantes en raison de leur impact négatif, de la toxicité et de la biodisponibilité du chrome.

L.5. Méthodes analytiques d’analyse du chrome

En raison d'une concentration de chrome assez faible et du caractére complexe de la matrice
d'échantillons, des méthodes spécifiques, sensibles et précises sont nécessaires pour son
analyse. Trés souvent, des procédures de prétraitement appropriées sont requises impliquant
des séparations et / ou des étapes de pré-concentration. On peut distinguer entre deux
principales techniques pour la détermination du Cr (VI) et les traces du Cr (III), les uns qui
permettent la mesure directe de Cr (VI) méme en présence de Cr (III), comme la
spectrophotométrie d'absorption moléculaire ou la voltamétrie. Ces méthodes sont basées sur
la différence de capacité entre Cr (III) et Cr (VI) a former des complexes. Les autres permettent
la détermination du chrome total seulement (Bobrowski et al. 2009).

Les méthodes standard ou conventionnelles connues pour la détermination du chrome, sont la
spectroscopie d'absorption atomique, la chromatographie ionique et la méthode colorimétrique
avec ’utilisation du diphénylcarbazide.

En effet, la chromatographie ionique permet la séparation des molécules polaires et des
ions en fonction de leur affinité avec I'échangeur d'ions. Alors que la spectroscopie d'absorption
atomique est basée sur la détermination quantitative de différents éléments chimiques a leur
forme atomique a I'état gazeux a travers la mesure de leur absorption de rayonnement optique.

L'utilisation de ces techniques présente plusieurs inconvénients tels que le cofit élevé, le besoin




d'une personne qualifiée, la complexité des matériaux, et les différentes étapes nécessaires pour
l'analyse.

La méthode colorimétrique pour la détermination du Cr(VI) est basée sur la formation
d’un complexe avec le diphénylcarbazide en milieu acide pendant 10min, puis le complexe
rouge-violet produit peut étre mesuré par spectroscopie a une longueur d’onde de 540 nm
(American Public Health Association. 1915). L'utilisation de la technique colorimétrique est
limitée aux échantillons non turbides et non colorés.

Le mécanisme de cette technique est basé sur une réaction redox accompagnée d'une
complexation entre l'espeéce réduite du Cr(VI) qui est le Cr(III) et la forme oxydée du DPC qui
est la diphénylcarbazone DPCO (Sanchez-Moreno et al. 2010 ; Ali et al. 2012).

/7 \\'x ) /e '\:‘-_\
'\lH_hHAﬁ:_ jl ), # NH h.H—:_\-_ )7
I s — -/ .
2HCrOy + 30— — + g —» 3 =¢ N\ +2Cr* + SH,0
\ fr—\ N=N—{[ )
NH-NH—(( )
Diphénylcarbazide diphénylcarbazone

Cr** +DPCO —# Cr(DPCO)C" +nH~

La plupart des techniques d'analyse existantes présentent un manque de souplesse et ne
permettent pas une analyse simultanée des composés. D'ou l'intérét de développer des
techniques électrochimiques qui présentent une bonne alternative grace a leur faible coft, leur

simplicité, leur sensibilité et leur sélectivité.

L.6. Capteurs électrochimiques pour la détection du chrome

Un capteur ¢électrochimique est un dispositif qui transforme l'interaction
¢lectrochimique entre l'analyte et 1'électrode en un signal mesurable sur le plan analytique. Les
composants basiques d'un capteur sont le matériau de détection ou le récepteur, qui surveille et
détecte les changements moléculaires et le transducteur qui transforme les changements
observés par le récepteur en signaux mesurables.

De nos jours, la nanotechnologie prend de plus en plus d’importance. Les électrodes
activement modifiées de différents nanomatériaux présentent d'énormes avantages, par exemple
l'augmentation du rapport surface/volume, le faible colt, la porosité élevée, la facilité de

modification,... (Maduraiveeran, G et al. 2017; 2018; Zamora-Galvez, A et al. 2017; Llobet, E




et al. 2013; El Rhazi, M et al. 2018). De plus, ces modifications permettent d'éviter les
surtensions (Amine, A et al. 2018), les problémes d'interférences (Amine, A et al. 2018),
l'encrassement de surface (Ghanam, A et al. 2017) et offrent une longue durée de vie (Salimi,
A et al. 2015). Dans ce travail, plusieurs combinaisons entre différents nanomatériaux et
l'utilisation de produits chimiques comme composés catalyseurs pour modifier les électrodes

pour la surveillance des especes de chrome dans différents échantillons réels ont eu lieu (Figure

).
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Figure 1: Schéma des différents nanomatériaux utilisés pour la détection du chrome (Hilali et
al. 2018)

1.6.1. Electrodes a base de nanomatériaux de carbone

Les nanomatériaux de carbone présentent plusieurs avantages tels que la facilité de
préparation, le renouvellement, la stabilit¢ mécanique et chimique, ainsi qu'une conductivité

¢lectrique ¢€levée (Jin, W et al. 2015). En outre, la capacité de la fonctionnalisation de leur




surface par différentes fonctions. De plus, ils sont largement utilisés dans la modification de
différentes ¢lectrodes pour améliorer la sensibilité et obtenir une limite de détection basse (Jin,

W et al. 2015).




Tableau 1. Résumé des données électroanalytiques des électrodes a base de nanomatériaux de carbone rapportées pour la surveillance du chrome hexavalent dans plusieurs

échantillons réels.

Nano-capteur Stratégie de modification Technique Ml Enearlte LOI?I Echantillon réel Référence
(ng'L™ (ng'L™)
CNT/FTO Revétement par doctor blading
; ] Peinture directe sur papier filtre . o g eau de purge de la tour de (Wang, C et al.
CNT/électrode en papier souple Whatman en cellulose CV, ampérométrie 0-100 5 refroidissement 2016)
CNT/SPE Imprimé carbone
Sol-gel/SWCNT/GCE ¢électrodéposition SWvV 5-300 0.8 sang de porc cendré (ROSOhIzlg’li')M el
Graphéne/GCE Coulée en goutte DPCSV 10.4-52,000 7.8 Eau du robinet (Liu, C et al. 2015)
3 : a , . . Electro- , . (Chen, Y et al.
Systeme GQD/peroxo-disulfate méthode d'oxydation chimique chimiluminescence 2.6-3120 1.04 I'eau de riviére 2015)
Matériaux cristallins a base de i . o (Wang, Y et al.
phosphomolybdate-CB/GCE Coulée en goutte ampérométrie 26-19,656 1.35 Eau du lac 2020)
CB/GCE Goutte coulée (15 pL) ampérométrie 1.3-25,127.7 0.52 Pas fini (Liu, D et al. 2017)

CB : noir de carbone ; NTC : nanotube de carbone ; CV
; FTO : oxyde de fluor étain ; GCE : ¢lectrode en carbone vitreux ; GQD : points quantiques de graphene ; LSV : voltamétrie a balayage linéaire

; Pani : polyaniline ; SPE : électrode sérigraphiée ; SWCNT : nanotubes de carbone monoparois ; SWV : voltamétrie a onde carrée.

: voltamétrie cyclique ; DPCSV : voltampérométrie différentielle a impulsions cathodiques




Des nanotubes de carbone imprimés (NTC) sur différents types d’électrodes (€lectrode
sérigraphiée, électrode en papier flexible et sur verre d'oxyde d'étain dopé au fluor) ont été
réalisés pour fabriquer un capteur ampérométrique spécifique pour la mesure du
Cr(VI). L'utilisation de NTC permet d'augmenter la réponse en courant, entrainant la
détermination du Cr(VI) a I'état de traces a une concentration aussi faible que 5 pg-L™' (Wang,
C et al. 2016). De méme, la modification de 1'¢lectrode de carbone vitreux (GCE) par des
nanotubes de carbone a paroi unique carboxylés et un film mince sol-gel fonctionnalisé au
pyridinium a ¢été réalisée avec succes par Samuel M. Rosolina et ses collégues pour la
surveillance du Cr (VI) par voltamétrie a onde carrée (SWV) (Rosolina, S.M et al.
2016). L'accumulation de chromate a eu lieu sur le pyridinium protoné, suivie d'une réduction
du chrome, entralnant son élimination de la surface de 1électrode et sa détection
ultérieure. L'ajout de SWCNT a réduit la limite de détection de 4,6 ug-L ! (Carrington, N.A et
al. 2006) 4 0,8 pg-L™! (Rosolina, S.M et al. 2016).

Outre les nanotubes de carbone, le nanomatériau de grapheéne peut également étre utilisé
pour la détection du Cr(VI). Chenglun Liu et son équipe (Liu, C et al. 2015) ont modifié avec
succes le GCE par le graphene comme dispositif de détection pour la mesure du Cr(VI). Selon
les auteurs, les groupes -OH et -COOH du graphéne peuvent facilement devenir des cations (-
OH, " et -COOH "), qui attirent les anions chrome (HCrO4-, CrO4? et Cr207%") en solution
acide par interaction é€lectrostatique qui augmente la concentration de Cr(VI) a la surface de
1'¢lectrode. Le Cr(VI) adsorbé a été réduit en Cr(III) avec des groupes fonctionnels comme C=0
et C-OH, qui ont été€ oxydeés a leur tour en -COOH. Ainsi, la réaction de réduction du Cr(VI) a
pu étre observée ¢électrochimiquement. L'ajout de graphene accélére le transfert d'électrons et
diminue la résistance de transfert d'environ neuf fois par rapport au GCE nu permettant la
détection de Cr(VI) a 7,8 ug-L ~! avec un recouvrement satisfaisant de 99 a 102 % (Liu, C et
al. 2015). Dans une autre approche, un capteur d'électrochimiluminescence (ECL) basé sur
l'extinction du signal cathodique ECL de Cr(VI) sur les points quantiques de graphene et le
peroxodisulfate a été rapporté. L'augmentation de la concentration des points quantiques de
graphéne entraine la diminution de l'écart type relatif de l'intensit¢é de
I'électrochimiluminescence parallelement a I'augmentation du rapport signal/bruit. Le capteur
développé a montré une grande importance pour détecter une concentration de Cr(VI) aussi
faible que 1,04 pug-L ™! avec une grande précision (Chen, Y et al. 2015). Pour atteindre des
limites de détection basses pour le Cr(VI) et des sensibilités €élevées, le noir de carbone peut

étre utilisé pour la modification des électrodes en raison de ses nombreux avantages, tels qu'une




grande surface, une stabilité chimique et mécanique ¢levée, respectueuse de 1'environnement,
une conductivité €lectrique €levée et un coft trés faible (Arduini, F et al. 2012; Cinti, S et al.
2015; Yammouri, G et al. 2017). En outre, l'utilisation d'un tel nanomatériau pour la
modification des capteurs conduit a une grande amélioration de la sensibilité. Yali Wang et ses
collaborateurs (Wang, Y et al. 2020) ont développé un nouveau capteur ampérométrique pour
la surveillance du Cr(VI) dans l'eau des lacs. Le noir de carbone a été introduit dans la
fabrication de 1'¢électrode de travail permettant I'amélioration de I'électroconductivité des
matériaux cristallins isomorphes synthétisés a base de polyoxométalate destinés a I'analyse du
Cr(VI). Le capteur développé présente un temps de réponse extrémement rapide (1 s), une
limite de détection remarquablement basse de 1,35 pg-L ! et une bonne sensibilité de 3,43
uA-uM ! -cm 2. De méme, du GCE modifié au noir de carbone a été fabriqué pour la mesure
du Cr(VI) (Liu, D et al. 2017). L'amélioration de I'efficacité de détection a eu lieu grace au noir
de carbone a liaison sp2, qui posseéde une grande quantit¢ de mésopores comme canaux de
transport de charge dans la surface intérieure. Le capteur développé affiche une bonne
sensibilité de 2,79 pA-uM ! -cm 2 et atteint la limite de détection de 0,52 pg-L ~! (Liu, D et
al. 2017). Cependant, la dispersion de polyoxométalate-noir de carbone dans une solution de
nafion (Wang, Y et al. 2020) diminue l'accessibilité des mésopores du noir de carbone. Il est
supposé que, trés probablement, une répulsion entre le nafion et l'anion chromate a eu lieu,
entrainant une faible sensibilité et une limite de détection élevée par rapport au GCE modifié

au noir de carbone (Liu, D et al. 2017).

Le tableau 1 montre une comparaison entre les performances analytiques des stratégies
citées basées sur l'utilisation de différents nanomatériaux de carbone pour la détection du Cr(VI)
dans plusieurs échantillons réels. Leur incorporation en tant que nanomatériaux de détection
conduit & une amélioration de la sensibilité, de la sélectivité, de bons recouvrements et permet

la détermination du Cr(VI) a I'état de traces (ug-L!) par rapport aux électrodes non modifiées.

1.6.2. Electrodes a base de nanoparticules métalliques

Au cours des derniéres années, une attention considérable a été accordée a 1'évolution des
nanosciences et des nanotechnologies. Parmi les nanomatériaux, les nanoparticules métalliques
ont suscité un large intérét en tant que nanocapteurs, marquage biologique et catalyseur. Cette
énorme utilisation de ces nanoparticules pour I'¢laboration de capteurs s'explique par leur grand
rapport surface/volume, leur activité de réaction de surface, leur conductivité électrique élevée

et leur grande capacité catalytique (Chen, S et al. 2013).




Plusieurs nanoparticules métalliques ont ¢été utilisées pour la surveillance du
chrome. Sixing Xu et al. (Xu, S et al. 2015) ont proposé un nouveau capteur basé sur la
modification d'une électrode de carbone mésoporeux par un film de bismuth pour la détection
du Cr(VI) a 0,05 pg-L™! de concentration. Le mécanisme de détection était basé sur la
préconcentration et I'adsorption du chélate formé entre I'acide diéthyléne triamine pentacétate
(DTPA) et le Cr(IIl) issu du Cr(VI) réduit sur le bismuth. Le capteur fabriqué a montré la
capacité de détection du Cr(VI) avec un faible bruit de fond di a la décoration du cadre en
carbone par du bismuth ¢électrodéposé. Dans un autre travail, la galvanoplastie de bismuth sur
I'électrode de carbone vitreux avec un médiateur de zinc dépos€¢ de manicre réversible en
présence de DTPA a été réalisée avec succes (Tyszczuk-Rotko, K et al. 2018). L'utilisation du
zinc comme médiateur a considérablement amélioré I'intensité du signal analytique de Cr(VI),
1 pA contre 3,3 pA pour I'¢lectrode a film de bismuth préparée respectivement sans et avec
meédiateur de zinc, conduisant a la détection d'une concentration extrémement faible de 3,01.10 -
6 ug-L!. Le capteur développé a été appliqué pour la surveillance du Cr(VI) dans I'eau de riviére

avec un recouvrement de 95 a 97 %.

Outre le bismuth, l'incorporation de l'argent comme matériau de détection pour la
détermination du chrome a également suscité un grand intérét en raison de son effet
catalytique. Généralement, les nanoparticules métalliques ont d'excellentes propriétés
catalytiques et conductrices qui les rendent plus aptes a agir comme fils électroniques pour
améliorer le transfert d'électrons entre les centres redox a la surface des électrodes et aussi
comme catalyseurs pour favoriser les réactions électrochimiques (Oularbi, L. 2018). Zorica
Stojanovi¢ et al. (Stojanovic, Z et al. 2018) ont fabriqué un capteur basé sur la galvanoplastie
in situ de GCE par un film d'argent pour la détection du Cr(VI) a I’ordre de pug-L ! par
voltampérométrie différentielle & impulsions anodiques. L'électrodéposition d'argent produit
des signaux de haute qualit¢, améliore la sensibilité¢ 4 fois par rapport a I'¢lectrode nue et
présente la détection de Cr(VI) a un niveau de 5,2 pg-L ~'. De plus, le capteur fabriqué permet
la détermination du Cr(VI) avec un recouvrement satisfaisant entre 97 et 105 % dans l'eau du
robinet. Dans une autre étude réalisée par Shahbakhsh et al. (Shahbakhsh, M et al. 2019),
I'¢lectrode en pate de graphite a ét¢ modifiée par des nanoparticules d'argent décorées sur des
nanorubans bidimensionnels (2D) -biphénol biphénoquinone (BP/BPQ) pour la mesure
indirecte du Cr(VI) par la diminution de l'intensité du courant du systeéme redox BP/BPQ. Les
AgNPs augmentent l'intensité du courant et augmentent la réversibilité du capteur fabriqué. De

plus, le transfert d'électrons est devenu plus rapide. Le capteur développé permet la détection




du Cr(VI) dans différents échantillons d'eau avec un bon taux de recouvrement allant de 97 a

103 % et une limite de détection de 1,04.10 * ug-L™! (Shahbakhsh,M et al. 2019).

Au cours de la derniére décennie, les nanomatériaux d'or (AuNPs) ont suscité un grand
intérét en tant que matériaux de détection intégrés pour 1'élaboration de capteurs pour la
surveillance du chrome en utilisant plusieurs stratégies de modification. Ils ont également été

utilisés comme catalyseur efficace pour la réduction du Cr(VI) (Figure 2).

(a) (b)

Unmodified electrode Gold modified electrode
(Electrodeposition/Drop casting)

— —

Current (uA)
Current (uA)

Potential (V) Potential (V)

Figure 2. Réponse typique du Cr(VI) a : (a) Electrode non modifiée ; (b) Electrode modifiée
par des AuNPs utilisant une stratégie d'¢lectrodéposition ou de coulée en goutte.

La détection du Cr(VI) par les nanoparticules d'or a plusieurs stratégies. Parmi elles,
1'¢lectrodéposition et le drop-casting sont les plus courants. En effet, Salamatu Aliyu Tukur et
al. (Tukur, S.A et al. 2015) ont modifié 1'¢lectrode sérigraphiée par des nanoparticules d'or pour
la mesure du Cr(VI) au niveau du pg dans des échantillons d'eau. Selon les auteurs, la méthode
de détection était basée sur la réduction du chrome hexavalent en chrome métallique sur la

surface de 1'électrode, suivie de la détection du chrome via son oxydation selon les équations

suivantes :

+e 6H" 3¢ 3e
Etape de dépot: HCrOs + H = H:CrOs—— CrO; + H;O—— Cr** + 3H,0 — Cr(m)
-3¢
Etape de décapage : Cr(m) + 6H" + 3/20, — Cr’" +3H,0




Les nanoparticules d’or sont utilisées pour le développement des méthodes de dosage du
chrome et elles permettent de doser le Cr(VI) a une concentration aussi faible que
1,6.10 3 pg-L™!. En raison de leur effet catalytique (Chirea, M et al. 2007), les AuNPs ont
considérablement amélioré le courant de créte de 27 fois ainsi que I'amélioration de la surface
microscopique et du taux de transfert d'électrons. Le capteur fabriqué présente de nombreux
avantages, notamment une sensibilité élevée, une sélectivité élevée, de faibles volumes
d'échantillons et une facilit¢ de fabrication. Dans une autre étude, le processus d'auto-
assemblage a été utilisé pour l'activation du GCE afin de maximiser sa couverture par les
AuNPs (Wyantuti, S et al. 2015). Le groupe hydrogéne peut-étre remplacé par un groupe amine
lors de 'auto-assemblage. Plus d'AuNPs peuvent étre attachées a la surface de 1'¢lectrode grace
a la nature du groupe amine. La voltamétrie cyclique a été effectuée pour la détection du Cr(VI)
dans une gamme linéaire de 0,05 a 0,25 pg-L 'avec une limite de détection de 2,38
ng-L ~!. Plus tard, un systéme portable électrochimique miniaturisé basé sur une électrode de
carbone sérigraphiée modifiée avec des AuNPs a été congu par Jiawei Tu et ses colleégues (Tu,
J et al. 2018) pour la mesure du Cr(VI) dans l'eau de riviére avec un bon taux de recouvrement
entre 90 et 106 %. Le systéme électrochimique comprenant un analyseur, un module de
détection combiné a I'¢lectrode de travail et un ordinateur portable/smartphone, était bien congu
pour des applications in situ et montrait une limite de détection de 5,4 ug-L™!. En outre, une
comparaison entre la forme des nanomatériaux d'or a été réalisée récemment entre la nanoétoile
d'or (AuNS) et une ¢lectrode sérigraphiée modifiée par des nanoparticules d'or de forme
sphérique pour les mesures de Cr (VI) dans un milieu acide (Dutta, S et al. 2019). Les AuNS
ont fourni la réponse de courant la plus élevée au Cr(VI) par rapport aux AuNP avec une limite
de détection de 3,5 ug-L™!. Le capteur préparé a été utilisé pour la détermination du Cr(VI) dans
les eaux souterraines contaminées avec un recouvrement moyen de 96 %. Huy Du Nguyen et
al. (Du Nguyen, H et al. 2015) ont rapporté un nouveau capteur voltamétrique construit sur la
modification d'une é¢électrode a disque rotatif en platine par des nano-flocons d'or et du 4-
pyridine-éthanethiol par une approche d'électrodéposition. Le capteur développé a montré
d'excellentes propriétés pour la détection du Cr(VI) dans les eaux cotieres avec une sensibilité

et une reproductibilité améliorées et une limite de détection trés basse (0,001 ug-L 7).

La plupart des études décrites ci-dessus ont montré qu'un dosage adéquat du chrome
hexavalent nécessite un milieu acide. En général, pour de faibles concentrations de Cr(VI), les

principales réactions sont (1) et (2) (Mohan, D et al. 2006; Sankararamakrishnan, N et al. 2014)

H,CrOs s HCrOs~+H * (1)




HCrOs~ 5 CrO42 +H ™ (2)

A pH inférieur a 1, le chrome hexavalent existe sous forme de H>CrO4 sous forme de sels
d'acide chromique, il existe ¢galement sous forme d'ion hydrogénochromate (HCrOs4 7) dans des
gammes de pH de 1 a 6 et sous forme d'ion chromate (CrO4>~ ) lorsque la valeur du pH dépasse
6. La formation du dimére de HCrOs ™ sous la forme de l'ion bichromate (Cr.0727) a lieu
lorsque la concentration de chrome hexavalent dépasse 1 g-L™' comme indiqué dans 1'équation

(3) (Mohan, D et al. 2006; Sankararamakrishnan, N et al. 2014):
2HCrOs~ 5Cr, 077 + H,O 3)

Parall¢lement a la diminution du pH, la concentration en HCrO4 et HoCrO4 augmente
(Equations (1) et (2)). En milieu acide, le HCrO4 ™ est l'espeéce €lectroactive du chrome, ce qui

explique l'utilisation extensive du milieu acide pour le dosage du Cr(VI) (Tu, J et al. 2018).

Les ions chlorure affectent négativement la détermination du Cr (V1) sur les capteurs basés
sur des nanoparticules d'or, comme indiqué récemment dans nos travaux précédents, dans
lesquels nous étudions 'effet des ions chlorure sur les AuNP ¢électrodéposés et coulés sur des
¢lectrodes en pate de carbone (Hilali, N et al. 2018). Les deux électrodes en or modifiées ont
montré des limitations pour la détection de Cr(VI) en présence d'ions chlorure en raison de la
possibilit¢ de former le complexe de CrOs3Cl . L'intensit¢ du courant de Cr(VI) a
considérablement diminué dans I'eau du robinet en raison de la présence d'ions chlorure. Dans
le méme travail, une électrode a pate de carbone non modifiée (EPC) a été testée pour la
surveillance du Cr(VI) en présence et en 'absence de diphénylcarbazide. L'utilisation de EPC
non modifiée en présence de diphénylcarbazide a permis la mesure du Cr(VI) méme en présence
d'ions chlorure grace a la forte affinité du Cr(VI) pour former un complexe avec le

diphénylcarbazide par rapport a celui du chlorure (Hilali, N et al. 2018).

Différentes fonctionnalisations par des nanoparticules métalliques ont été réalisées pour le
dosage du Cr(VI). Les performances analytiques des électrodes a nanoparticules métalliques
modifiées citées sont résumées dans le tableau 2. Ce type de nanomatériaux offre des
améliorations importantes a la détection du Cr(VI), telles que I'amélioration de la sélectivite, de
la reproductibilité, I’¢élargissement des gammes de linéarité et 1'amélioration des limites de

détection.




Tableau 2. Résumé des données électroanalytiques des électrodes modifiées rapportées par des nanoparticules métalliques pour la surveillance du chrome hexavalent.

Nano-capteur Stratégie de modification Technique Gaml?fl;i{lll)leame (J:gol? 1 Echantillon réel Référence
Bi/MCE Spin coating- > Photohthograghle- > carbonisation- AdSV 1-25 0.05 i (Xu S etal. 2015)
> Gravure et modification '
. o réduction de Bi(IIT) et Zn(II) a 1'état métallique a
BIFE e ’/’ggg‘te“r de ~1,1 V pendant 60 s DPCAASV ~ 1.04 x 10565 x 105 3.01 x 10°¢ L'eau de riviére (Tyszezuk-Rotko, K et
¢ Zn : médiateur réversible al. 2018)
Ag plaqué-GCE Placage in situ DP-ASV 18.2-2080 52 eau du robinet (Stojanovic, Z et al. 2018)
LR du robinet de riviére et eaux (Shahbakhsh,M et al
Ag NPs-BP-BPQ/GPE Pite tassée dans I'électrode DPV  4,16x107-0,52;0,52— 1.04x 10+  cou QU robInet cau e riviere et ead S G0
52 - 525200 usées de galvanoplastie 2019)
AuNPs/SPE Goutte coulée SpL LSASV 0.7-35.0 1.6 x 1073 robinet et eau de mer (Tukur, S.A et al. 2015)
AuNPs/GCE Processus d'auto-assemblage DPV 0.05-0.25 2.38 x 103 - (Wyantuti, S et al. 2015)
AuNPs/SPCE Electrodéposition VBV 20-200 54 l'eau de riviere (Tu, J et al. 2018)
AuNS/CPSPE Moulage en goutte VBV 10-75 3.5 Eau souterraine contaminée (Dutta, S et al. 2019)
PET/nano-Au/Pt-RDE Electrodéposition DPAACSV 2.5 x 1040 x 10°3 10 Eaux cotiéres (Du Nggg‘;‘;’)H ctal
AuNPs/EPC AuNPs déposés électrochimiquement 40-3000 7
AuNPs/EPC AuNPs drop-casted DPV 100-3000 54 Eau du robinet (Hilali, N et al. 2018)
EPC 250-1500 26




Gamme de linéarité LOD

Echantillon réel Référence
(ng-L™) (ug'L™)

Nano-capteur Stratégie de modification Technique

EPC en présence de DPC 50-260 19

AdSV : voltampérométrie de décapage par adsorption ; Ag : argent ; NP Ag : nanoparticules d'argent ; AuNPs : nanoparticules d'or ; AuNS : nanoétoiles d'or ; Bi :
bismuth ; BiFE : électrode a film de bismuth ; BP : biphénol ; BPQ : biphénoquinone ; CPSPE : électrode sérigraphiée en pate de carbone ; CV : voltamétrie cyclique ; DPAACSV
: voltampérométrie différentielle par décapage cathodique par adsorption d'impulsions ; DPASV : voltampérométrie différentielle a impulsions anodiques ; DPCAdSV :
voltampérométrie différentielle par adsorption cathodique a impulsions ; DPC : diphénylcarbazide ; DPV : voltamétrie impulsionnelle différentielle ; GCE : électrode en carbone
vitreux ; GPE : électrode a pate de graphite ; LSASV : voltamétrie par décapage anodique a balayage linéaire, LSV : voltamétrie a balayage linéaire ; MCE : électrode

mésoporeuse en carbone ; PET : 4-pyridine-éthanethiol ; Pt-RDE : électrode a disque rotatif en platine ; SPCE : électrode en carbone sérigraphié ; SPE : électrode sérigraphiée.




1.6.3. Electrodes a base de nanocomposites

Les caractéristiques uniques et fascinantes des matériaux nanocomposites ont attiré une
attention considérable au cours des dernieres années. Plusieurs combinaisons de nanomatériaux
ont été ¢tudiées pour améliorer les performances des capteurs (Shrivastava, S et al. 2016 ; El
Rhazi, M et al. 2018; Shoaie, N et al. 2019). L'incorporation de nanocomposites en tant que
matériau de détection offre divers avantages, notamment une sélectivité €levée, une surface
¢levée et un taux de transfert d'électrons rapide de l'espece é€lectroactive a la surface de
I'électrode (Liu, J et al. 2017; Sari, T.K et al. 2018; Breslin, C.B et al. 2019; Hussein, M. A et
al. 2019; Karthika, A et al. 2020). De plus, ces nanocomposites offrent une conductivité
¢lectrique ¢élevée grace a l'effet synergique qui est rarement expliqué dans la littérature. En fait,
dans le cas des nanoparticules bimétalliques, une sélectivité et une activité plus élevées sont
offertes par rapport aux nanoparticules monométalliques qui pourraient étre la conséquence du
transfert de charge électronique entre les nanoparticules métalliques utilisées. Dans le cas de
systémes non alliés, cela peut étre di aux limites de formation entre deux phases métalliques

(Prati, L et al. 2007; Wang, D et al. 2008; Li, L et al. 2013; Moakhar, R.S et al. 2016).

Trisna K. Sari et al. (Sari, T.K et al. 2017) ont développé une électrode de travail
composite a partir de graphite et de copolymere styréne-acrylonitrile pour la détection du
Cr(VI) dans différents échantillons d'eau avec des recouvrements satisfaisants qui varient entre
97 et 101 %. Le mécanisme est bas¢ sur la réduction du Cr(VI) en Cr(IIl) a la surface de
I'¢lectrode lors de 1'étape de préconcentration suivie d'un décapage anodique. Le capteur tel que
développé a montré une rigidité mécanique €levée, une facilité de régénération, une sensibilité
¢levée et des performances supérieures a celles de I'électrode en carbone vitreux grace a la forte
interaction entre le groupe terminal nitrile du copolymere préparé et le Cr(IIl), avec une limite

de détection de 4,5 ug- L.

L'utilisation de nanocomposites basés sur la combinaison de polymeres a empreinte
ionique (IIP) et de nanomatériaux de carbone pour la détection du Cr(VI) a également une
part. Professeur Songjun Li et son équipe (Wu, S et al. 2018) ont construit un nouveau capteur
basé sur une électrode en or modifiée par des nanocomposites de chitosane et de graphéne a
empreinte ionique dédiée a la détection du Cr(VI) avec des recouvrements allant de 99 a 104 %
et de 96 a 97 % dans I'eau du robinet et de riviére respectivement. Le capteur congu a montré

une sélectivité élevée en raison des cavités créées dans le PII et de la chimie métal-ligand, une




excellente stabilité, une bonne répétabilit¢ et une faible limite de détection de 3,33 x

10 2 pg L,

Treés récemment, une modification de I'¢électrode en carbone vitreux par du nitrure de
carbone grapheéne décoré¢ de molybdate d'argent immobilisé avec du nafion a été utilisée comme
plate-forme pour la détermination sensible du Cr(VI) (Karthika, A et al. 2020). De plus, le
nanocomposite incorporé possédait une surface active élevée, une sensibilité, une sélectivité,
une répétabilité et une reproductibilit¢ améliorées. De plus, le systeme développé permet la

détection de Cr(VI) a un niveau de 8,32 x 10 2 pg-L ..

Weidong Kang et al. (Liu, J et al. 2017) ont rapporté un nouveau capteur ampérométrique
basé sur des nanoparticules bimétalliques NiFE pour la détection sensible du Cr(VI) dans les
eaux souterraines avec un bon recouvrement de 98 a 104 %. Le NiFE possédait plusieurs états
d'oxydation qui rendaient la surface trés active. Le capteur préparé présente une bonne
précision, une sensibilité élevée, une simplicité, une large gamme linéaire de 1,3 4 5112 pg-L-
! et une limite de détection de 0,52 pg-L!. Dans une autre approche, des nanoparticules d'or ont
¢té associées a différents nanomatériaux et/ou polymeéres de carbone pour I'élaboration de
nanocomposites destinés a la détection du Cr(VI). La mousse 3D NiO/Polyaniline est un autre
matériau d'é¢lectrode qui a aidé a détecter le Cr(VI) en utilisant des barriéres de potentiel
interfaciales (He, Y et al. 2018). Le mécanisme est basé sur 'augmentation de la hauteur de la
barri¢re de potentiel de la jonction pp apres 'adsorption de HCrO4 ™ sur le film de polyaniline
conduisant a une diminution du courant électrochimique. Cette nouvelle approche présente de
nombreux avantages dont une limite de détection extrémement basse de 2,06 x 10 > pug-L™,

une sensibilité élevée par rapport a la majorité des stratégies €électrochimiques citées.

Annamalai Senthil Kumar et son équipe (Nellaiappan, S et al. 2018) ont rapporté une
analyse par injection de flux avec un détecteur électrochimique double a 0,1 Vet 1 V vs
Ag/AgCl pour la réduction du Cr(VI) et I'oxydation du Cr(III) respectivement. Dans ce travail,
des nanoparticules d'or congues en nanofibres de carbone-chitosane ont été utilisées comme
matériau modifi¢ pour les €lectrodes. L'incorporation d'AuNPs dans les nanofibres de carbone-
chitosane préparées a été la clé du succes de l'activité du capteur vis-a-vis du Cr(VI) car leur
absence entraine un signal de non-réponse. Le capteur développé a été utilisé pour la détection
du Cr(VI]) dans les eaux usées industrielles avec un recouvrement satisfaisant de 98 a 103 % et
0,32 pg-L™! comme concentration la plus faible détectée. Dans leurs travaux, Trisna K. SARI
et ses collégues (Sari, T.K et al. 2018) ont développé un capteur ampérométrique basé sur la

modification d'une électrode de carbone vitreux par du graphéne-AuNPs pour la détection de




Cr(VI) dans 1'eau de riviere avec un bon taux de recouverement allant de 101 a 104 %. Le
capteur développé présente l'activité électrocatalytique la plus élevée pour la réduction du
Cr(VI), ainsi qu'une stabilité élevée, une sensibilité élevée et une faible limite de détection de
0,52 pg-L ~!. De méme, la modification de GCE par de '0xyde de graphéne réduit et des AuNP
par un processus d'électrodéposition a été réalisée par Ye Liu et al. pour la détermination du
Cr(VI) dans les eaux lacustres et fluviales avec un recouverement de 93 a 114 % (Liu, Y et al.
2018). La croissance et la nucléation des nanoparticules métalliques a la surface du rGO ont eu
lieu grace a I'oxygéne résiduel a sa surface. De plus, l'agrégation de nanoparticules métalliques
peut étre empéchée en raison de la grande surface spécifique de rGO. Le capteur €laboré
présente de nombreux avantages, dont une excellente stabilité, une sensibilité élevée, une bonne
sélectivité et une faible limite de détection de 2,392 pg-L!. Dans un contexte similaire, Carmel
B. Breslin et ses collaborateurs (Breslin, C.B et al. 2019) ont proposé¢ un nouveau capteur
ampérométrique bas¢ sur des AuNP décorés de MWCNT sur une électrode en or comme plate-
forme de mesure du Cr(VI). Le matériau composite préparé offrait plusieurs avantages, parmi
lesquels la conductivité ¢élevée fournie par les MWCNT et la grande surface qui facilite la
nucléation des AuNPs. Le capteur élaboré a montré une assez bonne détection du Cr(VI) a un

niveau de 37,44 ug-L ~!, avec une bonne sélectivité.

Une autre stratégie basée sur la précipitation d'une couche mince du copolymeére poly(aniline-
co-o-toluidine)/oxyde de grapheéne suivie de I'¢lectrodéposition d'AuNPs sur la surface
d'électrode d'or a été réalisée par I'équipe de recherche de Mahmoud A. Hussein (Hussein, M.A
et al. 2019). l'oxyde de graphéne augmente la porosit¢ du nanocomposite et les AuNP assurent
un transfert d'électrons ¢€levé. Ce capteur permet la détection du Cr(VI) dans I'eau du robinet
avec une récupération de 94 a 117 % avec une concentration aussi faible que 1,12 pg-L ~!. De
plus, il a montré une bonne sélectivité, sensibilité et stabilité pour la mesure. Dans une autre
¢tude, un nanocomposite de points quantiques de polyaniline et de graphene a ¢été utilisé pour
la modification d'une électrode de carbone sérigraphiée pour la détection du Cr(VI) (Punrat, E
et al. 2016). La détection a été réalisée par une analyse stop-flow couplée a une technique de
voltamétrie cathodique a balayage linéaire. Le capteur développé a montré une réponse de
courant €levée grace a la conductivité fournie par la polyaniline et les propriétés citées ci-dessus
du GQD, une réponse rapide (moins de 1 min), une limite de détection de 97 pg-L! et une
récupération satisfaisante de 80 a 106 % pour la mesure du Cr(VI) dans 1'eau minérale (Punrat,
E et al. 2016). Récemment, un GCE modifié¢ avec des nanoparticules d'or fonctionnalisées au

graphéne et a la pyridine a été exploité avec succes par Yiwei Xu et ses collegues (Xu, Y et al.




2019) pour détecter le chrome hexavalent par voltamétrie différentielle par adsorption a
impulsions 4 une concentration aussi faible que 1,16 pug-L!. Une grande surface, une excellente
conductivité électrique et une forte capacité de complexation sont fournies respectivement par
le grapheéne, les AuNPs et le groupe pyridine. Les €lectrodes préparées ont été appliquées pour
déterminer le Cr(VI) dans des échantillons d'eaux usées avec une récupération satisfaisante de

97 4 105 %.

Dans un autre travail, Fei Li et al. ont développé un nouveau capteur voltamétrique pour
la surveillance du Cr(VI) dans les eaux coticres avec une récupération de l'ordre de 96 a 105 %
(Han, H et al. 2015). La modification de GCE a ét¢ effectuée par du carbure de nano-titane
cubique (Nano-Tic) utilis¢é comme support pour le chargement des AuNPs. Le capteur
développé a fourni une excellente réponse au Cr(VI) avec une sensibilité élevée grace aux effets
synergiques du Nano-TiC et des AuNPs. Il fournit également une large gamme linéaire de 5,2
png-L1a 1040 pg-L ' avec une limite de détection de 2,08 pg-L -'. Les nanoparticules de
TiO 2 dopées a I'Ag sont un autre nanomatériau d'interface utilisé pour la surveillance du Cr(VI)
dans divers échantillons d'eau par ampérométrie (Ravishankar, T.N et al. 2015). En cela, le TiO
dopé Ag; a été utilisé pour modifier le GCE. De plus, cette combinaison a amélioré la sélectivité
et présente une détection aussi faible que 0,52 pg-L !. En outre, les matériaux préparés ont
montré une meilleure activité photocatalytique a la lumiére du soleil par rapport a la lumiére

UV.

Honggui Wang (Zhang, Y et al. 2016) a publi¢ un nouveau capteur électrochimique basé
sur la modification du GCE par Fe3Os/MoS; pour la surveillance du Cr(VI). L'activité
¢lectrochimique et l'intensité du courant étaient plus élevées pour le Fe3Os /MoS, /GCE par
rapport au GCE nu, ainsi qu'avec 1'¢lectrode modifiée au Fe 3 O 4 pur ou au MoS:. Dans les
conditions optimisées, le capteur fabriqué a montré une bonne performance électrocatalytique
pour le Cr(VI) dans une large gamme linéaire de 52 pug-L "' a 136760 ug-L™!, avec une limite
de détection de 26 pg-L'.

Dans une autre approche, les nanoparticules bimétalliques AuPd et I'oxyde de graphéne
réduit ont également été utilisés dans la construction d'un capteur composite destiné a la mesure
du Cr(VI) (Hu, J et al. 2018). En raison des nombreux avantages parmi lesquels un processus
de préparation facile (approche électrochimique en une étape), une sélectivité, une sensibilité
et une stabilité €élevées, le capteur préparé a montré un grand potentiel pour la surveillance du
Cr(VI) avec une récupération de plus de 95 % dans les eaux des lacs et des rivieres et 0,676

ng-L ! comme concentration la plus faible détectée.




Il convient de souligner que l'incorporation d'AuPdNPs bimétalliques comme matériaux
de détection pour I'¢laboration de capteurs nanocomposites a montré une performance plus
élevée pour la détermination du Cr(VI) que l'incorporation d'un métal avec un nanomatériau de
carbone. AuPdNPs/ErGO/GCE a fourni la limite de détection la plus basse par rapport aux
capteurs composites AuNPs-nanomatériau de carbone (tableau 3). Dans un concept similaire,
Gregory Kia Liang Goh (Moakhar, R.S et al. 2016) a développé des nanoparticules
bimétalliques (or-palladium) décorées d'oxyde d'indium et d'étain pour la surveillance du
Cr(VI). Le capteur développé a permis la détermination du Cr(VI) méme en présence de
plusieurs ions parmi lesquels Cl ~ sans aucune interférence. Le capteur développé présente la
limite de détection la plus basse (1,56 x 1072 pg-L ~') parmi tous les capteurs composites, ce
qui peut s'expliquer par l'effet synergique de I'or-palladium. De plus, le capteur IIP-S (Wu, S et
al. 2018) a fourni une excellente limite de détection (3,33 x 10 2 pg-L ') de Cr(VI) comme le
montre le tableau 3. La sensibilité la plus élevée peut-Etre due a la grande surface donnée par

le graphéne et aux cavités créées dans I'lIP (chimie métal-ligand forte)

Par rapport aux électrodes en carbone modifi¢ et aux électrodes en nanoparticules
métalliques modifiées, les nanocomposites (tableau 3) fournissent les performances analytiques
les plus élevées résultant en un effet catalytique amélioré, améliorant la sélectivité, la limite de
détection et permettant une large gamme linéaire de Cr(VI) avec de bonnes récupérations dans
différents échantillons réels. Ces avantages sont liés a l'effet synergique des nanomatériaux
utilisés. Les nanomatériaux de carbone fournissent une surface élevée, améliorent la porosité
du nanocomposite, en cas de nanocomposite avec des nanoparticules métalliques, aident a
prévenir leur agrégation et la capacité de saisir le Cr(V]) par différents groupes fonctionnels en
cas de fonctionnalisation du nanocomposite. De plus, les nanoparticules métalliques offrent une
grande surface, une conductivité élevée et un transfert d'électrons élevé entre la surface de

1'électrode et 'analyte.




Tableau 3. Résumé des données €lectroanalytiques des électrodes & base de nanocomposites rapportées pour la surveillance du chrome hexavalent.

Gamme de LOD
Capteur nanocomposite Stratégie de modification Technique linéarité gL Echantillon réel Référence
(ug'L™) =
.Electrode (fomposne o Meéthode chimique SWASV 0-150 45 E:flu. fiu robmetz eflu de (Sari, T.K et al.
graphite/polystyréne-acrylonitrile riviére, eau minérale 2017)
IIP-S Electrodéposition en une étape DPV 52x 10252 33 Eau durobinet, caude g o a1 2018)
102 riviere
, , L 8.32 x Robinet, potable, riviere et (Karthika, A et al.
gC ; N 4 /AgM/Nf/GCE Coulée en goutte ampérométrie 5.2-36.4 102 caux usées industrielles 2020)
NiFe NPs-CB/GCE Coulée en goutte ampérométrie 1.3-5111.6 0.52 eaux souterraines (Liu, J et al. 2017)
Mousse 3D NiO / PANI Dépot électrolytique de PANI DPV 0-235.3 2i00§5X - (He, Y et al. 2018)
revétement en goutte de 5 uL de . p . 2 8 ;
AuNPs@CNF-CHIT /GCE CNF-CHIT et Au ** Double détecteur électrochimique couplé a 5 144 999 0.32 Eaux usées (LB, Be
.. l'analyse par injection de flux (FIA-DECD) al. 2018)
suivi de CV
Grapheéne/AuNPs (méthode
Au NPs/GR/GCE sonochimique) ampérométrie 0-1040 0.52 I'eau de riviére (Sari, TX etal.
Modification de GCE par drop- P ’ 2018)
casting
AuNPs/rGO/GCE Electrodéposition par CV SWV 5.2-1560 2.392 Eau de lac, eau de riviére (Liu, Y et al. 2018)
OX.MWCNT-AU yuno /Au Goutte coulée 20 uL ampérométrie 41.6-11,960 37.44 I'eau (Breslin, C.B et al.

2019)




Gamme de

Capteur nanocomposite Stratégie de modification Technique linéarité ( LOI? 1) Echantillon réel Référence
(gL he
- Incubation de AuE dans le .
AuNPs/poly(aniline-co-o . e L , . (Hussein, M. A et
et il do mraensAme copolymere (prec1p1tat10n d'une SWV 2600-26,000 1.118 Eau du robinet al. 2019)
couche mince)
o . s . (Punrat, E et al.
SPCE modifi¢ PANI/ GQD ¢électro-polymérisation VBV 100-10,000 97 Eau minérale 2016)
-RGO 3D (
AuNPs fonctionnalisés a la réduction électrochimique) Eaux usées (usines de
pyridine/3D rGO/GCE -Electrodéposition d'AuNPs -auto G 25300 1.16 galvanoplastie) QR G, AUL)
-assemblage de pyridine
. -Drop casting 10pL de Nano-TiC . s (Han, H et al.
AuNPs/Nano-TiC/GCE Electrodéposition d'AuNPs DPV 5.2-1040 2.08 eaux cotiéres 2015)
TiO , dopé Ag/ GCE Coulée en goutte Ampérométrie 5-155 0.52 Eau du robinet ; eau du lac (Ra\;s;lf nzkoa lr ;.T'N
Fe 0, /MoS , /GCE Coulée en goutte ampérométrie 52-136,760 26 (Zhag%lz)et al.
AuPdNPs/ERGO/GCE AL S A DPV ZEAVEAL= g e Eau de lac, cau de riviére  (Hu, J et al. 2018)
(CV-ampérométrie) 52 000
Nanoparticules Au-Pd/ITO Electrodéposition par CV LSV 0.052-5200 ! 'lSOiX Robinet et riviére (M";‘:‘h;g’l 6R)'S ot

et chronoampérométrie

3D rGO : oxyde de graphéne réduit tridimensionnel ; AASV : voltampérométrie de décapage par adsorption ; Ag : argent ; AgM : molybdate d'argent ; AuE : électrode en or ; AuNPs : nanoparticules
d'or ; AuPdNPs : nanoparticules bimétalliques or-palladium ; CB : noir de carbone ; CHIT : chitosane ; CNF : nanofibres de carbone ; DPV : voltamétrie impulsionnelle différentielle ; ERGO :
oxyde de graphéne réduit électrochimiquement ; Fe304 : nanoparticules métalliques ; FIA-DECD : Détecteur électrochimique double couplé a 1'analyse par injection de flux ; GCE : électrode en
carbone vitreux ; gC 3 N 4 : nitrure de carbone de graphéne ; GQD : point quantique de graphéne ; GR : graphéne ; IIP-S : capteur a empreinte ionique ; LSV : voltamétrie a balayage linéaire
; MoS 2: disulfure de molybdeéne; Nano-TiC : nano-carbure de titane cubique ; Nf : nafion ; NiFE : nanoparticules bimétalliques de NiFe ; NiO : oxyde de nickel ; Ox. MWCNT : nanotubes de




carbone multiparois fonctionnalisés ; Pani : polyaniline ; rGO : oxyde de graphéne réduit ; SPCE : électrode en carbone sérigraphi¢ ; SWASV : voltampérométrie par décapage anodique a onde
carrée ; SWV : voltamétrie a onde carrée ; TiO 2 : dioxyde de titane.




1.6.4. Capteur photoélectrochimique

Le capteur photoélectrochimique est un nouveau type de dispositif d'analyse. Le
mécanisme est basé sur les propriétés photoélectrochimiques de matériaux tels que le dioxyde
de titane et 1'oxyde de fluor et d'étain (Fang, T et al. 2016; Moakhar, R.S et al. 2017 ; Wang, P
et al. 2018). Du fait de sa sensibilité remarquable et de sa facilité d'intégration, les capteurs

photoélectrochimiques (PEC) deviennent des dispositifs analytiques de choix.

Un élément de détection photoélectrochimique nanostructuré basé sur l'utilisation d'un
polymeére imprimé d'ions Cr(VI) et d'un nitrure de carbone graphitique incorporé¢ d'ions formiate
a été exploré par le groupe Tian Fang (Fang, T et al. 2016) pour la mesure du Cr(VI) dans
différents échantillons d'eau avec une bonne récupération de 89,8 —105 % a 0,006 pg-L ~!. Le
capteur congu présente une sélectivité et une sensibilité élevées envers le Cr(VI) grace a la

réduction efficace des électrons photogénérés offerte vers le Cr(VI).

Au cours des dernieres années, l'utilisation intensive de BiOIl a été réalisée pour
I'¢laboration du capteur photoélectrochimique (PEC) en raison de son excellente capacité
d'absorption de la lumiére visible. Cependant, son utilisation est limitée par son faible
rendement de conversion d'énergie (Li, M et al. 2019; Li, M et al. 2020; Chen, R et al.
2020). Récemment, Mengying Li et al. (Li, M et al. 2019) ont développé un capteur PEC congu
par des composites de BiOIl avec Bi/BiOI-X pour la surveillance du Cr(VI) dans des
¢chantillons d'eau avec une récupération satisfaisante de 98 a 102 % a une concentration aussi
faible que 15,6 pg-L ~!. Le mécanisme de détection était basé sur la réduction des espéces de
chrome de Cr(VI) en Cr(III) par des électrons photogénérés. Ensuite, les électrons consommés
conduisent a l'amélioration de la densité¢ de photocourant. Le méme groupe de recherche a
proposé un autre capteur PEC pour la détection du Cr(VI) basé sur la résonance plasmon de
surface du bismuth favorisée par les hétérostructures BiPO4 /BiOI (Li, M et al. 2020). Une
amélioration de 1'efficacité de conversion d'énergie a été réalisée grace aux avantages de la
structure a hétérojonction pn de BiPO4/Bi0Ol et a I'effet du Bi métal SPR. Ils ont suggéré que la
PEC congue a une excellente sélectivité vis-a-vis du Cr(VI), une large gamme linéaire de 26
ng-L 129360 pg-L ! etune limite de détection basse de 15,6 ug-L!. Dans un autre travail,
Cheng Chen et al. (Chen, R et al. 2020) ont rapporté la modification de I'oxyde d'indium et
d'étain par MoS»/BiOIl pour la détection de Cr(VI) sous irradiation de lumiére visible. La
quantité adéquate de MoS > a fourni un transfert d'électrons rapide et une bonne conductivité

¢lectrique. Cependant, 1'exces de MoS; affecte la capacité du matériau construit a absorber la




lumicre visible. Le capteur tel que préparé permet la détermination du Cr(VI) dans I'eau du

robinet et du lac avec une excellente récupération de 98 a 100 % au niveau de 0,52 pg-L .

Dans une autre approche, le groupe Junwei Di (Wang, P et al. 2018) a développé un
nouveau capteur PEC modifi¢ avec des points quantiques de PbS sur la surface de 1''TO pour
mesurer le Cr(VI) dans des échantillons d'eau avec une récupération de 91,8 a 98,2 %. Les
photoélectrons générés par les QD PbS ont été capturés par Cr(VI) conduisant a la séparation
des trous d'¢lectrons et a l'intensification du photocourant généré. Un tel semi-conducteur de
type p proposé offre divers avantages tels qu'un faible colt, un temps de réponse court, une
irradiation a la lumiére visible, une bonne sensibilité et une limite de détection de 5,2 x 10~
TpgL

La modification du verre FTO par des nanobatonnets de dioxyde de titane rutile
monocristallin a été effectuée par la méthode hydrothermale suivie de leur décoration par des
AuNPs destinés a la détermination directe du Cr (VI) dans 1'eau du robinet et de riviere avec
des récupérations de 98-99% et 98—-101 % (Moakhar, R.S et al. 2017). Le capteur proposé a
démontré une réduction rapide du Cr(VI) en 30 min au lieu de 90 min de haute sensibilité grace
a l'utilisation d'AuNPs qui diminuent la résistance au transfert de charge avec 0,312 pg-L ! car
la concentration la plus faible a pu étre détectée. De méme, Roozbeh Siavash Moakhar et al. ont
décoré un TiO 2 sérigraphié avec des nanoparticules d'or pour le suivi direct du Cr(VI) a une
concentration aussi faible que 0,208 pug-L ~! (Moakhar, R.S et al. 2015). Le capteur fabriqué
fournit une haute densité de sites réactifs, une charge électrique de surface supplémentaire
fournie par les nanoparticules d'or, une bonne fiabilité, une précision, une réponse rapide, une
grande sensibilité de 11,88 pA-uM . En outre, le capteur GCE a base de nanoparticules de
TiO 2 dopées Au a été étudié pour l'analyse du Cr (VI) par Ravishankar et ses collégues
(Ravishankar, T.N et al. 2017). Le capteur ¢laboré a ¢été utilisé pour la détection
ampérométrique du Cr(VI) dans les eaux usées du robinet et industrielles avec un grand taux

de recouvrement entre 98 % et 100 % et une limite de détection de 520 pg-L™'.

Il est a noter que la majorit¢ des capteurs photoélectrochimiques cités (tableau 4)
présentent l'aptitude de la détermination du Cr(VI) méme en présence de fortes concentrations
d'ions chlorure grace a leur grande sensibilité et sélectivité vis-a-vis du Cr(VI) due a la réduction

d'¢lectrons photogénérée efficace offerte vers Cr(VI).




Tableau 4. Résumé des données €lectroanalytiques des capteurs photoélectrochimiques rapportés pour la surveillance du chrome hexavalent.

2.5 q - . Gamme de LOD : . A s
Capteur Stratégie de modification Technique linéarité (ug-L™")  (ug'L) Echantillon réel Référence
Anion formiate incorporé nitrure graphitique-
FTO (électrode carbone Mesures photoélectrochimiques 0.01-100.00 0.006 Eau (Fang, T et al. 2016)
photoactive) (FgC ; N, /IIP) Coulée P q ’ ’ ’ & '
en goutte
Bi/BiOI-X/ITO
(oux pe:)lfl Zt;e 1,2,3 Coulée en goutte (20uL) dsaition dhetodesindtimine 52-11,960 15.6 eau du robinet, eau du lac (Li, M et al.2019)
(BiPO ,/ BiOl/ITO) Coulée en goutte Bi-SPR (résonance plasmon de surface du bismuth) 269360 7.8 Eau du robinet et du lac (Li, M et al.2020)
MoS ,/BiOI/ITO Coulée en goutte (20uL) 28l 0.52 Eau du robinet et du lac (Chen, R et al.2020)
: g H détection photoélectrochimique 520-8320 ’ ’ ’
Incubation Assemblage avec le linker o , . " o . (Wang, P et al.
PbS QD/ITO poly(chlorure de diallyl dimethyl ammonium) Détection photoélectrochimique 1.04 x 10°-104 52x10 eau du robinet, eau du lac 2018)
Nanobatonnets de TiO , : méthode technique de chronoampérométrie sous .
Au-TiOyFTO hydrothermale irradiation solaire simulée hachée (100 mW-cm =, 0.52-2600 0312 cau du rﬁgigf; ctdela (Moakh;g’l %‘S ctal
AuNPs : électrodéposition par CV cycles marche/arrét lumiére : 30 s)
. Sérigraphie du TiO , dans la pate , s 5 eau du robinet et de la (Moakhar, R.S et al.
Au-TiO,/SPE Electrodéposition des AuNPs par CV Ampérométrie 0.52-5200 0.208 riviére 2015)
AwTiO, NPs/GCE (NP Au@TiO 2 par méthode hydrothermale) ampérométrie 5200-140,400 520 E e R e L

Coulée en goutte

usées industrielles

al. 2017)

Au : or ; Bi : bismuth ; BiPO 4 : Phosphate de bismuth ; BiOI : Oxyde d'iodure de bismuth ; GCE : électrode en carbone vitreux ; FTO : oxyde de fluor étain ; ITO : oxyde d'indium et d'étain
; MoS 2 : disulfure de molybdéne ; PbS QDs : points quantiques de sulfure de plomb(II) ; SPE : électrode sérigraphiée ; TiO 2 : dioxyde de titane ; NPs de TiO 2 : nanoparticules de dioxyde de

titane.




1.6.5. Autres capteurs

Outre les stratégies déja évoquées pour le dosage du Cr(VI), il existe d'autres capteurs qui

seront abordés dans ce paragraphe.

De nos jours, de grands efforts ont ét¢ fournis pour l'utilisation des polyoxométalates
(POM) comme catalyseurs fonctionnels dans plusieurs applications parmi lesquelles la catalyse
(Wang, S.S et al. 2015 ; Blazevic, A et al. 2016 ; Zheng, Q et al. 2018), la conversion d'énergie
(Dong, Y et al. 2017 ; Xin, X et al. 2019 ; Zhang, Y et al. 2019) 1'électronique et les biocapteurs
(Chen, L et al. 2019 ; Du, N et al. 2019 ; Zang, D et al. 2019; Zhu, D et al. 2020; Wang, Q et
al. 2018; Boussema, F et al. 2018). Récemment, Zhangang Han et al. (Wang, Y et al. 2020) ont
publié¢ deux articles sur 1'élaboration de capteurs a base de POM pour la détection du
Cr(VI). Trois types de phosphomolybdates {PsMos} Des matériaux cristallins basés sur des
clusters ont été synthétisés avec trois métaux centraux différents (Co, Ni et Cd). Le GCE
modifié par le matériau synthétisé avec Co comme métal central fournit la réponse de courant
la plus élevée au Cr(VI) avec une sensibilité élevée dans une gamme de (52 439 312 pg-L 1),
une limite de détection de 2,7 ng-L™! qui pourrait étre due a l'effet synergique entre le
phosphomolybdate et le métal central Co (Wang, Y et al. 2020). Plus tard, la méme équipe (Xin,
X et al. 2020) a rapporté un capteur €lectrochimique basé sur un matériau cristallin a base de
deux POM  réducteurs pour la  détermination du  Cr(VI). Composé¢ 1"
(Habpp)2[Na sFe(H20)7][Fe(PsMo6O31Hs)2]-:2H20 révele une charpente poreuse inorganique
tridimensionnelle unique tandis que le composé 2" (H2bpp)s(bpp)2[Fe(PsMosO31Hg)2]2- 13H20”
existe discretement dans OD. une telle différence a un effet significatif sur les performances
électrochimiques des électrocatalyseurs. Le compos¢ 1/GCE a montré d'excellentes
performances électroanalytiques pour le Cr(VI), une gamme linéaire de 104 a 135 720
pg-L 7! et une limite de détection de 9,05 ug-L~! (Xin, X et al. 2020). En outre, l'utilisation de
ces composés catalytiques cristallins comme matériaux de détection a montré une excellente
sélectivité vis-a-vis de l'analyte, une bonne stabilité, une bonne reproductibilité ainsi qu'une

résistance élevée contre les interférons coexistants.

En effet, Enrique Barrado et al. ont suggéré la modification de I'électrode sérigraphiée avec
du chlorure de pol(1-allyl-3-méthylimidazolium) magnétique pour la détermination du Cr(VI)
dans des échantillons d'eau du robinet. La détection a été réalisée par voltampérométrie
cathodique adsorbante sans ajout d'agent complexant contrairement aux études rapportées (Xu,
S et al. 2015). L'utilisation de particules magnétiques garantit la facilité de modification du

capteur (Ferreira, T.A et al. 2018).




La modification de SPE par deux composés de nanostructures o-Fe,Os pour 1'étude de
l'effet de I'exposition au plan (001) sur les performances de détection du Cr(VI) a été exploitée
avec succes par Li Fu et ses colleégues (Fu, L et al. 2019). La nanostructure a-Fe > O 3 a forte
exposition du plan (001) facilite I'adsorption du Cr(VI) grace a sa densité¢ accrue de
groupements hydroxyles. Le capteur développé permet la détection de Cr(VI) de 5 a 3000
pg-L . De plus, sa capacité a détecter le Cr(VI) a 1,17 pg-L 'niveau avec une bonne
reproductibilité et stabilité. Dans une autre approche, une électrode en or jetable a été élaborée
par Wan Wang et ses collegues pour la mesure du Cr(VI) dans I'eau du robinet, I'eau du lac et
les plastiques avec un taux de recouverement de 99 a 106 %. Dans cette étude, la mesure du
Cr(VI) a été effectuée dans les gammes linéaires de 1-50 et 50-120 pg-L 'avec 0,7
ng L' comme concentration la plus faible détectée (Wang, W et al. 2016).

Un capteur chimirésistif ¢laboré a 1'aide de AuNPs fonctionnalisés par le 1,4-dithiothréitol
(DTT) et d'oxyde de graphéne réduit (rGO) a été réalisé pour la détermination du Cr(VI) (Tan,
F et al. 2017). Le mécanisme est basé sur la liaison sélective entre les AuNPs fonctionnalisés
par le DTT situés dans les canaux conducteurs rGO (DTT-AuNPsl) et les AuNPs
fonctionnalisés par le DTT en solution (DTT-AuNPs2) par la formation de ponts disulfures
induits par le Cr(VI) dans des conditions acides résultant dans I'agrégation de DTT-AuNPs2 a
la surface des canaux rGO qui produit un changement de résistance mesurable. Le capteur
fabriqué permet une surveillance rapide en temps réel du Cr(VI) en environ 50 s. La plus faible

concentration de Cr(VI) pouvant étre détectée était de l'ordre de 4,68 x 10 2 ug-L™L.

GCE modifié a double membrane polymere opéré par €lectropolymérisation de poly (3-
octylthiophéne) et coulée en goutte de poly (chlorure de vinyle) pour le dosage des ions
chromate d'hydrogéne (HCrO4") par voltampérométrie de stripping (Izadyar, A et al. 2016). Les
anions chromate avaient la capacité d'étre piégés dans la membrane PVC pendant le temps de
I'étape de préconcentration (4 min), puis strippés exclusivement. Le capteur préparé fournit une
réponse sélective et sensible dans une gamme linéaire de concentration allant de 1,56 pg-L ' a

67,6 ng-L! et détecte le Cr(VI) a un niveau de 0,642 pg-L".

Dans une autre stratégie, la détermination du Cr(VI) s'est faite au moyen de la modification
d'¢lectrode sérigraphiée par du vanadate de bismuth (BiVOs). L'ajout de BiVO4 améliore
l'activité électrocatalytique pour la détection du Cr(VI) attribuable a la surface élevée du
catalyseur préparé et a sa cristallinité élevée. En outre, le capteur préparé présentait une grande
activité électrocatalytique, une bonne stabilité, une recyclabilité (4 fois), une large gamme

linéaire (0,52-13,754 nug-L!) avec la capacité de détecter le Cr(VI) au niveau de 0,182




pg-L7! (Jaihindh, D.P et al. 2019). Les catalyseurs nanocomposites sont un outil polyvalent et
puissant utilisé pour la réduction du Cr(VI). Par exemple, un photocatalyseur composite basé
sur l'utilisation de la polyaniline et de la charpente organique métallique MIL-100 (Fe), qui est
compos¢ de clusters métalliques Fe-O, de lieur organique et d'acide trimésique, a été préparé et
analysé par Chong-Chen Wang et coll. (Chen, D.D et al. 2020). Lors de l'irradiation lumineuse,
les ¢électrons photogénérés dans la bande de conduction du MIL-100(Fe), qui posséde une
capacité de réduction plus faible, se recombinent avec les trous photogénérés dans la bande de
valence de la polyaniline qui a une capacité d'oxydation plus faible. Ainsi, les électrons
photogénérés dans la polyaniline conduisent a une capacité de réduction élevée. Cependant, une
capacité d'oxydation élevée résulte des trous photogénérés dans le MIL-100(Fe). Il en résulte
une amélioration des performances photocatalytiques attribuées au schéma dit en Z du
mécanisme précité (Low, J et al. 2017). De plus, il offre une bonne stabilité¢ et une bonne
réutilisabilit¢ dans les échantillons d'eau. Dans une autre stratégie, Dong-Hau Kuo et
al. (Zeleke, M.A et al. 2019) ont proposé la synthése du catalyseur nanoflower (In,Ga)2(O,S)3
chargé par différents pourcentages de V205 pour la réduction du Cr(VI). Quarante pour cent de
V705 chargé (In, Ga)2(O, S)s a montré la capacité de réduction la plus élevée en 2 min, des
propriétés €lectriques plus élevées et un taux de transfert d'électrons plus élevé par rapport au
catalyseur nanocomposite non chargé, ainsi que d'autres pourcentages chargés de V205 (30 %

et 50%).

La technique couche par couche en conjonction avec la polyaniline et le poly(acide
vinylsulfonique) (PVS) a également été proposée pour 1'¢laboration de films minces fabriqués
a partir de cellulose microcristalline non modifieée (MC) ou MC modifiée par un groupe
phosphate (PC) qui améliore la conductivité et la stabilit¢ du PANI en présence du métal
(Teixeira, P.R.S et al. 2015). Le capteur préparé (PVS/PANI(PC)/ITO) en combinaison avec la
voltamétrie a onde carrée a montré la capacité de surveiller le Cr(VI) de fagon linéaire de 759,2
43120 pg-L ' Il a également été testé pour la mesure du Cr(VI) dans 1'eau du robinet avec un
taux de recouvrement de 80 % a 97 %. Dans le méme contexte, des polysaccharides naturels
préparés a partir d'agar et de carraghénane ont été déposés par auto-assemblage couche par
couche en alternance avec de la polyaniline sur la surface d'oxyde d'indium dopé a I'étain (De
Oliveira Farias, E.A et al. 2015). Le film préparé¢ a montré une stabilité €lectrochimique
améliorée de la polyaniline en milieu acide en raison de l'activité antioxydante de l'agar et du
carraghénane employés. Dans les conditions optimisées, le capteur construit a montré de hautes

performances dans la détection du Cr(VI) linéairement de 129 2 2600 pg-L™!. L'étude présentée




a montré les avantages de l'incorporation de couches minces de polymere naturel pour
I'¢laboration de capteurs électrochimiques pour le Cr(VI) par rapport au polymére PVS

largement utilisé.

La pile a combustible a flux laminaire (LFFC) est également connue sous le nom de pile
a combustible microfluidique sans membrane. Elle est basée sur les caractéristiques du fluide
dans les régimes a faible nombre de Reynolds (<2100). Le LFFC bénéficie d'une architecture
simple qui €élimine les problémes liés a la membrane, parmi lesquels la dégradation de la
membrane et la gestion de I'eau (Ferrigno, R et al. 2002). En raison de ses nombreux avantages,
notamment un temps de rétention hydraulique court d'environ 2 min, un rendement énergétique
¢levé et un temps de réponse rapide (quelques minutes), le LFFC a ouvert de nouvelles
opportunités pour la détection de l'activité électrochimique des micro-organismes (Li, Z et al.
2012; Wang, H.Y et al. 2013). En fait, Dingding Ye et al. (Ye, D et al. 2015) ont fabriqué un
capteur a pile a combustible a flux laminaire pour la surveillance du Cr(VI) dans les eaux usées
industrielles. Dans des conditions optimales, le capteur LFFC congu détecte le Cr(VI) a une

concentration aussi faible que 2500 pg-L ~! en moins de 1 min avec une bonne reproductibilité.

Des nanoparticules d'oxyde métallique ont également été utilisées comme matériau de
détection efficace pour la surveillance du Cr(VI). Parmi elles, des nanoparticules d'oxyde de
nickel (NiO) destinées a étre déposées sur une plaque d'oxyde d'étain dopé au fluor. Le capteur
développé a pu détecter le Cr(VI) avec une linéarité de 5 x 10 *a 50 x 10 3 pg-L ~!. D'autres
modifications du capteur par l'incorporation d'autres nanomatériaux de détection sont
nécessaires pour améliorer la réponse de 1'électrode et détecter la plus faible concentration de

Cr(VI) (Kowsalya, B et al.2019).

Plusieurs publications ont rapporté l'utilisation de capteurs électrochimiques basés sur la
modification d'une €lectrode solide en or pour la surveillance électrochimique du Cr(VI) grace
a sa large fenétre de potentiel, sa stabilité a long terme et son faible courant de fond (Korshoj,
L.E et al. 2015; Wei, J et al. 2015; Bhanjana, G et al. 2019; Kochana, J et al. 2019). Comme
indiqué dans le tableau 5 , différentes €lectrodes en or modifiées ont été efficacement utilisées
pour quantifier le Cr(VI). Pour cela, Lee E. Korshoj et ses collaborateurs (Korshoj, L.E et al.
2015) ont proposé un capteur ionique électrochimique pour la détection hautement spécifique
du Cr(VI) basé sur l'interaction entre le Cr(VI) et le bleu de méthyléne (MB) immobilisé sur la
surface de 1'¢lectrode en or. Tout d'abord, le MB a été réduit a la surface de 1'¢lectrode pour
former du bleu de leucométhyleéne, qui a réduit le Cr(VI) en Cr(IIl) et régénéré le MB au cours

du processus. Le capteur élaboré a montré une sensibilité et une sélectivité ¢levées et 'aptitude




a détecter le Cr(VI) a un niveau de 26 pg-L™!. Dans une autre étude, un capteur impédimétrique
¢électrochimique basé sur l'auto-assemblage de la monocouche d'azacrown sur I'électrode d'or
en combinaison avec la spectroscopie d'impédance électrochimique a été¢ fabriqué pour la
détection de Cr(VI) a des niveaux de trace (0,0014 pg-L™"). La stratégie de détection était basée
sur la haute affinité et la liaison spécifique de la monocouche d'azacouronne vis-a-vis de HCrO4
. Le capteur impédimétrique développé présente une grande sélectivité vis-a-vis du Cr(VI) en
présence d'autres ions interférents dans une gamme linéaire de concentration de 1 a 100
ng-L ! et une grande récupération de 99,6 + 3,3 % dans l'eau de riviére (Wei, J et al. 2015). Une
autre stratégie basée sur la détection redox directe de différentes concentrations de Cr(VI)
linéairement de 50 a 400 pg-L ! a été développée via le revétement des nanopuces d'oxyde de
mangangse (Mn30O4) sur la surface de 1'¢lectrode en or (Bhanjana, G et al. 2019). L'utilisation
de Mn304 présente divers avantages, notamment la facilit¢ de synthese, le faible cofit, une
stabilité¢ électrochimique élevée, la capacité de fournir une charge élevée en peu de temps et
une activité catalytique élevée. De plus, le capteur développé pouvait détecter le Cr(VI) a un

niveau de concentration de 9,5 ug-L ™.

Récemment, Jolanta Kochana et al. (Kochana, J et al. 2019) ont rapporté un capteur
capacitif pour la détermination du Cr(VI). Le capteur proposé est basé sur la monocouche auto-
assemblée (SAM) de thiol fonctionnalisé sur la surface de 1'¢lectrode en or. Le SAM a été
préparé a partir du mélange de thiol-décanethiol et de S-{12-[ I-(pyridin-4-ylméthyl) -1H-1,2,3-
triazol-4-yl]dodécyl}. Le capteur capacitif développé affiche une limite de détection de 1,612
x10 2 ug'L7h




Tableau 5. Résumé des données €lectroanalytiques des €lectrodes solides en or modifié rapportées pour la surveillance du chrome hexavalent.

Nano-capteur Stratégie de modification Technique Linear Range (ug-L™") LOD (ug-L™) Echantillon réel Référence
MB/Au Incubation CvV 26-52 x 104 26 Pas fini (Korshoj, L.E et al. 2015)
monocouche azacrown/Au Auto-assemblage SIE 1-100 0.0014 l'eau de riviere (Wei, J et al. 2015)
Mn;0./Nf/Au Revétement Mn;0, ()% 50400 9.5 Eau du canal et Eaux usées (Bhanjana, G et al. 2019)
Monocouche de thiol/Au Monocouche auto-assemblée Mesure capacitive 0.052-0.52; 0.52-2.6; 5.2-26 1.612 x 102 (Kochana, J et al. 2019)

solutions synthétiques

Au : or; CV : voltamétrie cyclique ; SIE : spectroscopie d'impédance électrochimique ; Nf : nafion ; MB : bleu de méthyléne.




L.7. Biocapteurs électrochimiques pour la détermination du chrome hexavalent

Selon la définition de I'TUPAC, un biocapteur est un dispositif récepteur-transducteur
intégré qui combine des matériaux de détection biologiques (biorécepteur) avec un
transducteur. L'interaction entre l'analyte et 1'élément de bioreconnaissance est ensuite
convertie en un signal mesurable au moyen du systéme de transduction. Ensuite, le signal est

converti en une lecture ou un affichage.

Pour étudier l'existence du chrome, de nombreuses stratégies sont utilisées pour la
modification des biocapteurs €lectrochimiques (Figure 3). La pile a combustible microbienne
(MFC) est 1'une des approches utilisées. Ces MFC présentent quatre caractéristiques uniques,
aucune exigence ni d'enzymes externes ni de micro-organisme pur a charger, une réponse rapide
des bactéries anaérobies, aucun besoin de source d'alimentation externe en raison de la capacité
des MFC a générer de I'¢lectricité a partir des eaux usées, ainsi que l'attente d'avoir des réponses
différentes a plusieurs chocs subis par le rejet de fortes concentrations de contaminants dont les

métaux lourds (Biswas, P et al. 2017).
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Figure 3. Schéma des différents biocapteurs utilisés pour la détermination du chrome (Hilali,
N et al. 2018).




Zhiheng Xu et al. (Xu, Z et al. 2015) ont rapporté un MFC a base de membrane. Encre de
carbone recouverte de deux membranes filtrantes de compactage destinées a la surveillance du
Cr(VI). Le capteur proposé offre une sensibilité et une stabilité¢ élevées ainsi qu'une
microporosité et une hydrophilie élevées des membranes offrant de nombreux avantages, parmi
lesquels une durée d'acclimatation raccourcie (quelques heures) car la microporosité minimise
la distance entre les cellules conduisant a une acclimatation plus rapide et I'hydrophilie simplifie

le processus permettant un court temps d'incubation.

Le développement de MFC a deux chambres au lieu d'une chambre a ¢été réalisé par
Hyeonyong Chung et al. (Chung, H et al. 2016) pour la détection du Cr(VI) dans I'eau. La
tension générée a été utilisée pour suivre le changement de la concentration de Cr(VI) dans
différentes conditions en co-présence de Fe(Il) jusqu'a un rapport molaire de 1:15 et en co-
présence d'acide fulvique jusqu'a 50 mg-L™! . Le dispositif d'avertissement développé a mesuré
avec succes les concentrations de Cr(VI) dans la gamme de 100 a 1500 pg-L™!. Néanmoins, les
MFC proposés ont montré des limites dans la détection du Cr(VI) dans des conditions de pH
plus élevées. Ce qui a été surmonté plus tard (Wang, G.H et al. 2016, Wu, L.C et al.
2017). Guey-Horng Wang et al. (Wang, G.H et al. 2016) ont suggéré l'utilisation d'un
biocapteur a base de MFC inoculé avec un anaérobie facultatif, un Ochrobactrum
anthropi YC152 réducteur de Cr(VI) pour les mesures de Cr(VI) dans 1'eau. L'Ochrobactrum
anthropi YC152 a montré une grande capacité d'adaptation au pH (5-8), a la salinité, a la
température et a la qualit¢ de l'eau dans des conditions anaérobies. Parallelement a
I'augmentation de la concentration de Cr(VI) dans le MFC, la tension du MFC diminue. Le
capteur développé a montré que deux relations linéaires entre la concentration de Cr(VI) et la
tension de sortie ont été obtenues 12,5-300 pg-L ™! et 300-5000 pug-L!. Li-Chun Wu et al. (Wu,
L.C et al. 2017) propose un biocapteur MFC inoculé avec un réducteur de
Cr(VI), Exiguobacterium aestuariiYC211, bactérie tolérante au sel, anaérobie facultative et
exo¢lectrogene pour évaluer sa capacité en tant que biocapteur Cr(VI). Le biocapteur MFC
proposé n'a pas été affecté par les parametres du milieu environnant, notamment le pH (5-9),
la température (20-35 °C), la salinité et les ions coexistants. La tension de sortie du MFC et la
concentration de Cr(VI) étaient inversement proportionnelles dans une gamme varie de 2 500

460 000 pg-L".

Une nouvelle stratégie basée sur l'intégration d'une pile a combustible microbienne multi-
anodes (PMMFC) en tant que papier autoportant jetable avec un systéme de gestion de

l'alimentation (PMS) pour la mesure en temps réel du Cr (VI) dans les eaux usées a été étudiée




par Zhiheng Xu et son équipe (Xu, Z et al. 2016). Le capteur PMMFC a ¢ét¢ testé a trois types
de chocs, le Cr(VI) comme métal toxique, 1'acétate de sodium comme contaminant organique
et le sodium hypochloreux comme désinfectant dans les eaux usées dans une chambre en mode
batch. Le PMMFC développé offre d'énormes avantages, notamment une durée d'acclimatation
plus courte (2 a 3 h) par rapport a I'anode en tissu de carbone MFC CCMMEFC traditionnelle (3
a 15 jours), une puissance de sortie améliorée quatre fois par rapport au MFC a anode unique
et six fois par rapport au CCMMFC. Le PMMFC démontre une plus grande sensibilité de sortie
de puissance par rapport a la sortie de tension (Xu, Z et al. 2016).

Récemment, Shuai Zhao et ses collaborateurs ont exploré une nouvelle pile a combustible
microbienne a sédiments en tant que biocapteur pour la surveillance en temps réel et in situ du
Cr(VI) dans les eaux usées industrielles (Zhao, S et al. 2018). Dans les conditions optimisées
(pH 6,4, température 25 °C), le biocapteur développé a affiché une excellente sélectivité et
précision, ainsi qu'une linéarité allant de 200 a 700 pg-L!, a également montré une haute
spécificité et aucune interférence en présence d'autres les ions co-existants qui indiquent sa

grande fiabilité.

Comme il a été indiqué dans la référence (Biswas, P et al. 2017), le biocapteur a base de
MFC pourrait étre considéré comme un outil utile pour la surveillance du Cr(VI) dans les eaux
usées car sa tension/puissance de sortie est liée aux activités des bactéries électrogéniques
anaérobies. Le MFC a chambre unique est limité par son long temps de récupération. Plus tard,
le MFC a deux chambres a été utilisé pour la mesure du Cr(VI). Cependant, son application
¢tait restreinte en milieu acide (pH 1-2). Récemment, les PMS intégrés PMMFC ont été utilisés
pour la détection du Cr (VI) avec I'hypochloreux de sodium et 1'acétate de sodium. Le PMMFC

a raccourci la durée d'acclimatation et amélioré la puissance de sortie.

Outre les capteurs microbiens de la pile & combustible, le biocapteur microbien peut étre
défini comme un dispositif analytique qui couple des micro-organismes (bactéries oxydantes
du soufre (SOB), algues, bactéries nitrifiantes, bactéries oxydant le fer, bactéries
bioluminescentes et bactéries aérobies) avec un transducteur physicochimique pour produire un
signal €lectronique proportionnel a la concentration de l'analyte. Ce type de capteurs permet
une détection aisée, une rentabilité et une bonne reproductibilité. Dans le méme contexte,
Heonseop Eom et son équipe ont établi un systéme de détection basé sur les propriétés
métaboliques du SOB pour oxyder le soufte (S°) et produire de I'acide sulfurique (SO 42 ) dans
des conditions aérobies, comme le montre 1'équation (4) (Biswas, P et al. 2017; Eom, H et al.

2019), entrainant une augmentation de la conductivité électrique (CE) et une diminution du pH.




S°+H,0+1,50,—S04* +2H", AG °=—-587 kJ/reaction 4)

La présence de substances toxiques entraine une inhibition de l'activit¢ SOB, entrainant
une production moindre d'acide sulfurique, une diminution du pH et des valeurs EC plus
faibles. Dans leurs travaux, Heonseop Eom et al. (Eom, H et al. 2019) ont élaboré un
bioréacteur fed-batch bas¢ sur I'utilisation du SOB pour mesurer le Cr(VI) dans I'eau. Une
concentration efficace (CEso) de 1180 pg-L ~! a été obtenue aprés une demi-exposition de 2 h

au Cr(VI) ce qui le rend sensible et adapté au dosage rapide du Cr(VI) dans I'eau.

Des biocapteurs basés sur l'inhibition enzymatique ont également été utilisés pour la
détection du Cr(VI). Dans ce type de biocapteur, l'analyte (Cr(VI)) inhibe I'enzyme entrainant
une diminution du produit enzymatique, qui est liée a la concentration de l'inhibiteur
(analyte). Le principe du biocapteur enzymatique repose sur la quantification de l'inhibiteur,
par la mesure de I'activité enzymatique en présence et en absence de 1'inhibiteur selon 1'équation
suivante (Bachan Upadhyay, L.S et al. 2013) : I(%) =[(A 0 -A i )/A o ] X 100 ou A ¢ est l'activité
en l'absence d'inhibiteur et A ; est I'activité en présence d'inhibiteur. En utilisant cette approche,
Fourou et al. ont présenté un biocapteur enzymatique sélectif, simple et sensible pour la mesure
des métaux toxiques dont le Cr(VI). Le principe de la détection reposait sur l'inhibition de la -
galactosidase (B-gal) d'Aspergillus oryzoe aprés son immobilisation sur une électrode d'or
interdigitée par réticulation avec du glutaraldéhyde. L'inhibition enzymatique par Cr(VI) a été
notée par la diminution de l'activité B-gal mesurée par le signal conductimétrique. Dans les
conditions optimisées, le biocapteur concu affichait une limite de détection de 9,17 x

10 2 ug-L ! (Fourou, H et al. 2016).

Dans une autre approche, Marta Jarczewska et ses collegues (Jarczewska, M et al. 2015)
ont propos¢ une stratégie alternative pour la détermination des dommages a I'ADN causés par
le Cr(VI). Dans cette approche, 'ADNdb a ¢été adsorbé sur la surface des électrodes a disque
d'or par adsorption physique. L'analyse suggérée repose sur la mesure du changement de
courant du bleu de méthyléne (MB) en tant qu'indicateur redox externe avant et apres son
incubation dans une solution de chromate de potassium a pH 3. Cette méthode a montré une
manicre plus efficace de préparer l'analyse a base d'ADN (facilit¢ de préparation, pas de
préincubation dans MB) en comparaison avec les études déja proposées qui reposent sur
I'évaluation des dommages a I'ADN par l'espece active redox MB (Ensafi, A.A et al. 2013). De
plus, du peroxyde d'hydrogeéne et de l'acide ascorbique ont été ajoutés pour ajuster l'effet
dégradant de CrOs4% .Le biocapteur développé fonctionne efficacement dans un temps

d'incubation de 30 min avec une gamme linéaire de 52 a 5200 pg-L '




Une nouvelle stratégie basée sur le développement d'essais biologiques
photoélectrochimiques destinés a la détection du Cr(VI) a été proposée par Kheibar Dashtian et
son équipe (Dashtian, K et al. 2019). Un sulfoiodure de plomb photoactif (PbsS2le) a été
synthétisé par voie hydrothermale a basse température (160 °C), puis il a été conjugué avec les
groupes hydroxyle et amino de la polydopamine suivi de son revétement sur du
TiO2 nanoporeux par in situ polymérisation, qui a été développée sur une feuille de Ti par
anodisation. L'électrode Ti/TiOz se couple idéalement avec PbsS:ls, obtenant de grandes
propriétés photoélectrochimiques. Le capteur fabriqué a montré des résultats satisfaisants pour
la détection du Cr(VI) avec une grande stabilité, de larges gammes de concentration linéaire de
0,52 4 4160 ug'L ~'et une trés faible limite de détection de 0,156 pug-L ~'. Un tel capteur
avantageux a fourni une mobilité élevée des électrons et des trous, des bandes de conduction et
une valence d'image miroir de la constante diélectrique élevée PbsSzls et sa bande d'énergie
correspond a celle de TiO2 (Liu, Y et al. 2016). De plus, le PbsS2ls a un faible taux de
recombinaison des porteurs de charge qui pourraient étre produits apres excitation lumineuse
(absorption de photons), conduisant a une sortie photo-électron plus élevée (Wang, G.L et al.
2015). De plus, le capteur développé fournit une amplification facile du signal pour le dosage

biologique sensible du Cr(VI).

Récemment, des nanoparticules de mélanine naturelle (MNP) ont été utilisées dans
1'¢laboration de biocapteurs comme alternative verte a I'oxyde métallique et aux nanoparticules
métalliques (Piacenti da Silva, M et al. 2014). En effet, Gizem Kaleli-Can et al. (Kaleli-Can, G
et al. 2020) ont décrit 1'¢laboration d'un nouveau biocapteur ampérométrique basé sur la
modification d'une électrode de carbone sérigraphiée (SPCE) par des MNP naturels destinés au
suivi du Cr(VI) dans des échantillons d'eau. Les SPCE ont été décorés par des MNP via la
méthode d'assemblage couche par couche (LBL-A) pour différents temps de cycle et la
technique d'auto-assemblage induite par 1'évaporation (EI-SA). L'incorporation de MNP en tant
que matériau de biodétection améliore la réponse de I'¢lectrode de 35 et 60 fois avec la

technique (LBL-A) et (EI-SA) respectivement.

L.8. Capteurs électrochimiques et biocapteurs pour la détermination du chrome trivalent

L'état d'oxydation est un facteur crucial généralement négligé dans la détermination de la
toxicité des especes de chrome. Le chrome trivalent qui existe sous plusieurs formes selon le
pH (Cr**, CrOH*", Cr(OH), *, Cr(OH)s) est en général moins toxique que le chrome hexavalent
entrainant quelques articles publiés consacrés aux capteurs électrochimiques et aux biocapteurs

pour la surveillance du chrome trivalent.




Plusieurs capteurs nanocomposites ont été¢ développés pour la surveillance du Cr(III)
(Salimi, A et al. 2015; Wu, S et al. 2016; Heidari, Z et al. 2016, 2018). En effet, ZAHRA
HEIDARI et al. (Heidari, Z et al. 2016) ont rapporté une électrode nanocomposite a base de
MWCNT/Zéolite pour la détection du Cr(III). La zéolite a été utilisée comme ionophore sélectif
et les MWCNT pour leurs propriétés chimiques et physiques attrayantes telles qu'une stabilité
chimique ¢élevée, une bonne conductivité, une bonne résistance mécanique et une surface
spécifique maximale (Arain, M.B et al. 2018). Une quantité appropriée de chaque composite a
¢té mélangée avec de la pate de carbone, puis combinée avec une potentiométrie pour la mesure
du Cr(III). Le capteur développé a affiché une réponse de courant stable vers le Cr(III) a un pH
allant de 3 a 10, ce qui pourrait s'expliquer par aucune formation de complexe hydroxyle et
aucune protonation de zéolite. De plus, il fournit un temps de réponse rapide (moins de 10 s)
avec une linéairité entre 5,2 et 52 x 10* pg-L ~! avec une limite de détection de 5,2 ug-L™!. Plus
tard, le méme groupe de recherche (Heidari, Z et al. 2018) ont rapporté une comparaison entre
deux ¢lectrodes en pate de carbone modifiées basées sur l'utilisation de zéolite pour la
surveillance du Cr(I1I) dans différents échantillons d'eau avec une récupération de 82 a 97 %. Le
capteur 1 a été modifié par du 3-méthylpyrazol-5-one et le capteur 2 par des MWCNT chlorés
et ils présentent des linéairités entre 52 et 52 x 10*pg-L'et de 5,2 a 52 x 10*pug-L™!
respectivement. En utilisant le capteur 2, une gamme linéaire plus large et une limite de
détection plus basse ont été obtenues grace a la présence de MWCNT chlorés qui augmentent
éventuellement la conductivité et améliorent la linéairité, tandis que le temps de réponse le plus
court a été obtenu par le capteur 1 qui présente des performances plus élevées pour la détection
du Cr(III) que le capteur 2 en raison de la forte interaction entre le Cr(III) et la 3-méthylpyrazol-
5-one entrainant des fluctuations plus faibles de la différence de potentiel. Dans une autre
stratégie ou 1'¢lectrode de carbone vitreux a été modifiée par un nanocomposite de chitosane et
de MWCNT puis utilisée comme plate-forme pour 1'immobilisation de nanoflakes d'oxyde de
manganese €lectrodéposés via une combinaison de technique de voltamétrie cyclique (Salimi,
A et al. 2015). Le capteur fabriqué affiche une activité €lectrocatalytique €levée envers les
nanoflocons d'oxyde de manganese Cr(IIl) conduisant a une détection électrochimique
grandement améliorée du Cr(Ill) en raison de leur agglomération réduite et de leur
microstructure poreuse. De plus, ['utilisation du chitosane comme agent dispersant était
avantageuse pour la capacité électrochimique en raison de sa grande aptitude a l'encapsulation
de plus d'oxyde de manganese. Dans les conditions optimales, le capteur fabriqué présente une
réponse stable sur la gamme de pH de (3 a 7), une stabilité¢ élevée (3 mois), une bonne

sensibilité, une reproductibilit¢ convenable, un encrassement de surface minimal, une




détermination linéaire du Cr(VI) de 156 2 10,400 pug-L™! avec une limite de détection commode
de 15,6 pg-L ! (Salimi, A et al. 2015). Santhy Wyantuti et al. (Wyantuti, S et al. 2015) ont
rapporté l'utilisation de GCE modifiés par AuNPs pour la mesure du Cr (III) par voltamétrie a
impulsions différentielles. Le capteur développé a montré la capacité de surveillance du Cr(III)

dans les eaux usées avec une récupération de 97 % a une trés faible concentration (0,01 pg-L ™).

Shixin Wu et autres (Wu, S et al. 2016) ont proposé la modification de 1'¢lectrode
sérigraphi¢e (SPE) par un nanocomposite de chitosane-or pour la surveillance du Cr(III) dans
les eaux usées industrielles avec une grande récupération de 99 a 100 %. Parmi les capteurs
préparés, on trouve SPE nu, Au/SPE, Chi/SPE et Chi-Au/SPE. Le Chi-Au/SPE fournit la plus
grande réponse d'oxydation liée au Cr(III) grace a I'utilisation de chitosane qui offre une forte
capacité de chélation vis-a-vis du Cr(III). De plus, la réponse actuelle pourrait étre améliorée
grace a l'incorporation d'Au conduisant a de grandes propriétés é€lectrochimiques et & une
conductivité ¢élevée. L'utilisation de plus d'une nanostructure offre de nombreux avantages en
termes de sensibilité et de sélectivité en raison de l'effet synergique entre les différents
nanomatériaux utilisés. Pour bénéficier de ces avantages, Anish Khan et al. (Khan, A et al.
2015) ont rapporté un capteur nanocomposite bas¢ sur la modification d'une électrode d'argent
par polymérisation d'aniline en présence d'oxyde de graphéne réduit et d'oxyde de tungsténe
pour la surveillance du Cr(III) & une concentration aussi faible que 1,612 x 10 ¥ ug-L™". Le
capteur proposé offre divers avantages, notamment un faible cofit, un temps de réponse court
de 10 s, une bonne sensibilité, une stabilité a long terme et une large gamme de linéairité allant
de 5,2 x 10 3 pg-L 1252 x 10*ug-L ! qui sont probablement en raison de la porosité de

surface et de la forte activité de décomposition catalytique des nanocomposites.

Mohammad Musarraf Hussain et al. (Hussain, M.M et al. 2020) ont modifié 1'¢lectrode en
carbone vitreux par une fine couche de composé (E)-N'-(4-Bromobenzyledene)-
benzeénesulfonohydrazide avec l'ajout de nafion comme membrane polymere (Nt/4-
BBBSH/GCE). L'ajout de 4-BBBSH augmente l'intensit¢é du courant, ce qui pourrait
probablement étre di au complexe formé entre le Cr(III) et le 4-BBBSH. Le capteur fabriqué
affiche une bonne sélectivité vis-a-vis de la détermination du Cr(IIl) dans les échantillons

environnementaux et permet sa détection a un niveau de 4,97 x 10 3 pg-L™ .

Le polymere nanostructuré a empreinte ionique (IIP) sur I'électrode de platine a été signalé
comme modificateur de capteur pour la surveillance du Cr(III) dans les eaux usées industrielles
avec une récupération d'environ 97 % (Aravind, A et al. 2018). Le Cr(III)-1IP a été préparé en

utilisant des MWCNT fonctionnalisés par le groupe vinyle, de l'acide méthacrylique, du N,




N'Méthyléne-bis-acrylamide, de 1'ion Cr(IIl) et du peroxodisulfate de potassium comme
monomére fonctionnel, l'agent de réticulation, la molécule modéle et [Dinitiateur
respectivement. L'utilisation de MWCNT-IIP comme modificateur améliore le transfert
d'¢lectrons grace a l'adsorption de l'analyte a sa surface grace aux cavités formées par le
Cr(III). De plus, I'adsorption du Cr(III) était fortement influencée par le pH du milieu. Elle était
supérieure a un pH inférieur a 5, ce qui pourrait s'expliquer par la formation d'hydroxyde a un
pH supérieur a 5 et la protonation du site de liaison a un pH < 3. Une voltampérométrie pulsée
différentielle a été réalisée pour la détection du Cr(III) avec une bonne sensibilité, sélectivité et

reproductibilité.

Une plate-forme de biocapteurs a nanocanaux a été développée pour la mesure du Cr(III)
et des microARN en utilisant une porte moléculaire détachable qui est la nanostructure de la
réaction en chaine d'hybridation de coupure (nHCR), qui répond a la séquence Y. Le transfert
de Cr(IlT) dans l'acide nucléique X a été réalisée par clivage DNAzyme dépendant des ions
métalliques. L'acide nucléique X résultant pourrait étre encore amplifié et converti en séquence
universelle Y. le désassemblage de la porte moléculaire de la nanostructure nHCR a activé le
signal de courant ionique a l'intérieur du nanocanal, lors de I'ajout de la séquence Y dans le
nanocanal fonctionnalis¢ nHCR. Le rapport ON—OFF a montré une linéarité avec des gammes

de concentration de Cr(III) de 1,04 x 10 >4 1,04 ug-L™! (Zhu, L et al. 2019).

Martin Leimbach et al. (Leimbach, M et al. 2018) ont rapporté I'utilisation d'une
microbalance ¢lectrochimique a cristal de quartz (EQCM) pour la caractérisation
¢lectrochimique du chrome déposé a partir de Cr(II) dans des solutions. Le dépdt électrolytique
a partir de la solution de chrome trivalent a été facilité par l'ajout de sulfure benzoique (BSI)

qui facilite la réduction du Cr(III) en Cr(0).

Les performances analytiques des capteurs et biocapteurs modifiés cités pour la mesure du

chrome trivalent sont résumées dans le tableau 6




Tableau 6. Résumé des données €lectroanalytiques des capteurs électrochimiques et des biocapteurs rapportés pour la surveillance du chrome trivalent.

2-c . . . Gamme de - , . A .
Nano-capteur Stratégie de modification Technique linéarité (ug-L) LOD (ug-L™) Echantillon réel Référence
MWCNT/zéolite/EPC Incorporation en pate Potentiométrie 5.2-52 x 10* 5.2 Eaux usées (Held;i(r)lig) ctal
Capteur 1 : 3-méthylpyrazol-5-
one/zéolite/EPC . R S 52-52 x 10* o (Heidari, Z et al.
Capteur 2 : MWCNT Incorporation en pate potentiométrie 5252 x 10 20.82.6 Eau potable, eau de riviére 2018)
chlorés/zéolite/EPC
Drop casting de MWCN/ .
MnOXNP/MWCNTS/Chit/GCE Chit. . gr\;f;trie 156-10,400 15.6 Boire de I'cau (Sahgl(‘)’l?)et al.
dépot de MnOXNP par CV P
AuNPs/GCE Processus d'auto-assemblage DPSV 0.5-75 0.01 Eaux usées (Wyanztgtll,s)s S
Chitosane-or/SPE ¢électrodéposition DPSV 52-5200 20.8 eaux usées industrielles (Wu, S et al. 2016)
liants conducteurs : acétate de butyl carbitol . . 1.612 x 103 + (Khan, A et al.
DANERODE@ WO A (BCA) et acétate d'éthyle (EA) v 3.2 1075210 52 x 10 - 2015)
Eau de charbon, Effluent industriel, Eau (Hussain, MM et
Nf/BBBSH/GCE Coulée en goutte v 5.2 x 103-52 x 10* 4.97 x 1073 de mer rouge, Eau du robinet al 2(’)20')
, Eau de puits ’
MWCNT-IIP/Pt il de,pate N CNISI BT DPV 1 x10%-5 x 10° 266.1 eaux usées industrielles (Ao o GE
électrode Pt 2018)
Nanocanaux avec n-HCR v 1.04 x 10--1.04 1.04 % 105 - (Zhgbi;)t al.




Gamme de

. ’ . . 0 . - -1 - 0 7 rp 2
Nano-capteur Stratégie de modification Technique linéarité (ug-L) LOD (pg:-L™) Echantillon réel Référence

(Leimbach, M et

Electrode en cristal de quartz Galvanoplastie EQCM - - - al. 2018)

AgE : électrode d'argent ; BBBSH : (E)-N'-(4-bromobenzylidéne)-benzénesulfonohydrazide; Chit : chitosane ; EPC : électrode en pate de carbone ; CV : voltamétrie cyclique ; DPSV :
voltampérométrie a impulsions différentielles ; DPV : voltamétrie impulsionnelle différentielle ; EQCM : microbalance électrochimique a cristal de quartz ; GCE : électrode en carbone vitreux
; IV : courant-tension ; IIP : polymére a empreinte ionique ; MnOxNP : nanoflocons d'oxyde de manganése ; MWCNT : nanotubes de carbone multiparois ; Nf : nafion ; nHCR : réaction en
chaine d'hybridation de coupure ; PANI-g-rGO : oxyde de graphéne greffé polyaniline ; Pt : platine ; SPE : électrode sérigraphiée ; WO 3 : trioxyde de tungsténe.




1.9. Capteurs et biocapteurs électrochimiques pour la spéciation du chrome

Pour étudier les effets critiques des especes de chrome sur les vies écologiques et
biologiques, l'analyse de la spéciation est généralement intéressante. Les espéces de chrome
existent sous plusieurs formes selon la valeur du pH (Cr**, CrOH **, Cr(OH), ", Cr(OH)s,
HCrOs~, CrOs4*, H2CrOs, HCrOs et Cr207%)) Pour cela, différents capteurs
¢lectrochimiques et biocapteurs ont été développés pour quantifier les concentrations de Cr(VI)
ou Cr(IIT) et de chrome total par oxydation de Cr(IIT) en Cr(V1) si le capteur congu est développé
pour le Cr (VI) ou par réduction de Cr(VI) en Cr(IIl) si le capteur développé est destiné a la
détermination de Cr(III).

En fait, comme il a déja été mentionné, Santhy Wyantuti et al. (Wyantuti, S et al. 2015)
ont développé un capteur basé sur la modification de GCE par des AuNPs pour la détection de
Cr(VI) et Cr(III). La voltamétrie cyclique a été réalisée pour la détection des deux especes de
chrome. Cependant, leur spéciation a été possible grace a l'utilisation de différents milieux avec
des valeurs de pH différentes. L'oxydation du Cr(IIl) a été effectuée dans un tampon acétate a

pH 5 et la réduction du Cr(VI) a été effectuée dans HCI1 (0,01 M (pH = 2)).

Dans une autre étude, un capteur PEC basé sur la combinaison d'un polymeére a empreinte
dions Cr(VI) et d'un anion formiate incorporant du nitrure de carbone graphitique
(ITIP@FgC 3 N 4) a été développé et destiné a la détection de Cr(VI). Le capteur construit
pourrait également étre utilisé pour la quantification du chrome total et cela apres 1'oxydation
du Cr(IIT) par l'utilisation de peroxyde d'hydrogéne (H20:) alors que la teneur en Cr(III) a été
calculée en soustrayant la concentration de Cr(VI) de Cr totale (Fang, T et al. 2016). Un autre
groupe de recherche a développé un capteur spécifique pour la détermination du chrome au
niveau ppt (Tyszczuk-Rotko, K et al. 2018). Le GCE électroplaqué in situ par un film de
bismuth en présence d'un médiateur de zinc a été combiné avec une voltamétrie différentielle
par adsorption cathodique a impulsions pour la détection de Cr (VI). La détermination du
chrome total a été réalisée apres I'oxydation du Cr(III) en Cr(VI) au cours de la minéralisation
UV. Ensuite, la concentration de Cr(Ill) a été facilement calculée en soustrayant Cr(VI) du
chrome total (Tyszczuk-Rotko, K et al. 2018). Wan Wang et al. (Wang, W et al. 2017) ont
rapporté une ¢électrode en plastique jetable fabriquée par pulvérisation d'une fine couche d'or
sur la surface d'un substrat en polyéthyléne téréphtalate. Dans ce travail, des techniques
d'ampérométrie et de voltamétrie par décapage cathodique adsorbant (AdCSV) ont été menées

pour les mesures de Cr(VI) et de chrome total respectivement. La détection du chrome total a

été effectuce apres réduction de toutes les especes de chrome en Cr(III) par NH>OH-HCl suivie




de sa complexation avec le 4-(2-pyridylazo) résorcinol (PAR). Le complexe PAR-Cr(III) formé
a ensuite ét¢é mesuré par AdCSV. La méthode ¢laborée a montré de grands avantages,

notamment sa spécificité, sa facilité de détection, son faible colt et sa fiabilité.

Une électrode sérigraphiée (SPE) modifiée par des nanocomposites chitosan-or en
combinaison avec une voltamétrie différentielle a impulsions décapantes (DPSV) a été utilisée
pour la mesure du Cr (III). Cependant, un suivi du Cr total a été effectué apres 1'ajout d'un exces
de Na 2> SO 3 qui permet la réduction de tout le Cr(VI) en Cr(III). L'utilisation du nanocomposite
chitosane-or apporte une amélioration supplémentaire du signal grace a la bonne conductivité

de I'Au (Wu, S et al. 2016).

Subramanian Nellaiappan et al. (Nellaiappan, S et al. 2018) ont développé une analyse par
injection de flux (FIA) couplée a un double détecteur électrochimique basé sur la modification
du GCE par des nanofibres de carbone-chitosane décorées par des nanoparticules d'or comme
systtme de détection pour l'analyse de la spéciation du chrome. La détection des especes de
chrome a été réalisée par le méme capteur dans du PBS pH 2. La capacité de spéciation du
systtme de détection préparé a été confirmée par l'utilisation d'un bipotentiostat, ou une
augmentation de la réponse en courant dans FIA sur 1'¢lectrode W | pour 1'oxydation du Cr(III)
a eu lieu apres 1'addition de Cr(I1I), alors qu'aucun courant réponse a été observée sur l'électrode

W > destinée a la détection de la réduction du Cr(VI) et vice versa.

Le capteur d'¢lectrochimiluminescence (ECL) est un dispositif basé sur la combinaison de
la luminescence visuelle et de 1'¢lectrochimie. En plus du potentiel appliqué sur 1'électrode, sa
surface est excitée, ce qui entraine la production d'un transfert d'électrons entre les molécules
et la lumiere émise produite est mesurée. Selon les travaux précédents, les capteurs ECL pour
la détection du Cr(VI) permettent sa spéciation grace a sa capacité a éteindre le signal
d'¢lectrochimiluminescence (Chen, Y et al. 2015; Ma, H et al. 2016). Contrairement au Cr(III),
le Cr(VI) a montré la capacité d'éteindre le fort signal d'électrochimiluminescence cathodique
des points quantiques de peroxodisulfate et de graphéne en présence d'EDTA, ce qui n'est pas
le cas avec le Cr(III) (Chen, Y et al. 2015). Le méme principe a été rapporté par Hongmin Ma
et al. avec un capteur ECL a base de nanoparticules d'or hybridées Pb (II) - B-cyclodextrine

structure métallo-organique (Ma, H et al. 2016).

La détermination électroanalytique du Cr(VI) et du Cr(Ill) a été étudiée a I'aide d'un
nouveau biocapteur microbien basé sur la modification de 1'¢lectrode en pate de carbone (EPC)

par une cellule bactérienne Citrobacter freundii (Prabhakaran, D.C et al. 2017). Le mécanisme




de détection est basé sur la liaison de I'ion cible a la surface des cellules bactériennes suivie de
leur réduction, dans laquelle la préconcentration de chaque espéce de chrome a été réalisée a
différents potentiels appliqués (+1V pour Cr(VI) et -1V pour Cr (III)). De plus, les pics de
réduction obtenus dépendent du pH du milieu et de I'é¢tat d'oxydation de la cible (Cr(VI) ou
Cr(III)). L'incorporation de la cellule bactérienne dans le EPC a démontré une amélioration des
performances (double) par rapport au EPC nu qui peut s'expliquer par 1'exposition de groupes
fonctionnels dansCitrobacter freundii vis-a-vis de 'adsorption des ions (Prabhakaran, D.C et
al. 2017). Récemment et dans un contexte similaire, Prabhakaran et ses collaborateurs
(Prabhakaran, D.C et al. 2020) ont élaboré¢ un biocapteur bactérien par la bio-modification du
EPC par Sphingopyxis macrogoltabida SUK2c pour la surveillance du Cr(VI) et du Cr(III) en

solution aqueuse.

Une évaluation des toxicités du Cr(VI) et du Cr(III) dans I'eau a été réalisée a 1'aide d'essais
biologiques de bactéries oxydantes du soufre (SOB) dans des conditions discontinues et
alimentées (Qambrani, N.A et al. 2016). Le principe d'inhibition du SOB est le méme que celui
cit¢ ci-dessus en mesurant la conductivité électrique, le pH et la production de
sulfate. Contrairement au Cr(VI), il a été¢ démontré que le Cr(Ill) n'a pas de toxicité pour des
concentrations jusqu'a 100 mg-L ! dans les deux conditions. A une concentration de 500, 1 000
et 2000 ug-L™! de Cr(VI), I'activité de SOB était inhibée de 30, 60 et 98 % respectivement,

tandis qu'a des concentrations inférieures a 100 pg-L™!, Cr(VI) n'a pas affecté I'activité SOB.

Lanjunzi Liu (Liu, L et al. 2019) et ses collegues ont synthétis€¢ un biocomposite de
polynoradrénaline-peroxydase de raifort-glucose oxydase. La noradrénaline (NA) a été utilisée
comme monomere et la peroxydase de raifort (HRP) comme catalyseur pour effectuer la
polymérisation de NA avec pié¢geage simultané de la glucose oxydase (GOx) et de la HRP. Dans
ce travail, la spéciation du chrome est basée sur 1'utilisation du biocomposite décrit dans deux
plateformes différentes. Ce biocomposite a été coulé sur I'électrode de platine pour la
détermination du Cr(VI). Alors qu'avec I'ajout de polyaniline (PANI), 1'électrode résultante a
été utilisée pour la détermination du Cr(III). Les deux mécanismes sont basés sur l'inhibition
enzymatique ou le pourcentage d'inhibition est proportionnel a la concentration finale
d'inhibiteur en solution selon 1'équation d'inhibition susmentionnée donnée. Le biocapteur
préparé a montré d'excellentes performances dans la détermination de plusieurs analytes parmi
lesquels Cr(IIl) et Cr(VI) simultanément avec une sensibilité et une sélectivité élevées. Le
capteur PNA-HRP-GOx/Pt fabriqué a montré une capacité de détection du Cr(VI) a 1,04 x 10"
2 ug-L ! niveau avec des gammes de concentration de 2,6 x 10 240,312 pg-L "' . PNA-HRP-




GOx/PANI/Pt permet la détermination du Cr(IIl) dans une gamme linéaire de concentration

entre 0,52 et 197,6 ng-L! (Liu, L et al. 2019).

Les méthodes électrochimiques d'analyse du chrome se sont considérablement
développées au cours des cinq derniéres années, en particulier pour le chrome
hexavalent. Cependant, il existe peu d'études concernant le dosage du chrome trivalent en raison

de sa toxicité négligeable par rapport au chrome hexavalent.

Cet article a résumé les progres récents dans la surveillance électrochimique des deux
especes de chrome. Par rapport aux méthodes conventionnelles/standard précédentes
(chromatographie ionique, spectrométrie d'absorption atomique, méthode colorimétrique au
diphénylcarbazide) pour la détection du chrome, les techniques électrochimiques peuvent étre
considérées comme une bonne alternative. Ils offrent des systémes trés sensibles pour les
mesures de chrome avec des limites de détection bien inférieures a 2 ng-L ~'dans la plupart des
cas. La sensibilité et la conductivité des capteurs électrochimiques pourraient étre améliorées
parallelement a 1'augmentation de la surface grace a l'incorporation de différents matériaux de
détection, notamment des nanomatériaux de carbone ou des nanoparticules métalliques. Un
large intérét a été porté a I'utilisation des nanoparticules d'or au cours des cinq derniéres années
en raison de leur conductivité et de leur grande surface. Cependant, ils ont parfois montré des
limites pour la détection du chrome hexavalent en présence de certains ions coexistants tels que
le chlorure. Récemment, afin d'améliorer la sensibilité, d'augmenter la gamme de linéairité, de
détecter des concentrations extrémement faibles, un capteur ultrasensible basé sur un dépot
¢lectrolytique de film de bismuth avec un médiateur de zinc déposé réversible a été développé
pour la détermination du chrome hexavalent. De la méme maniére, 1'application de la barriére
de potentiel pour la surveillance du chrome peut développer davantage la gamme de linéairité
et permettre sa détermination au niveau ppt. Le noir de carbone est le nanomatériau le moins
cher (1 euro/kg) (Yammouri, G et al. 2017) et se compare avantageusement aux autres

nanomatériaux pour différentes applications.

Des avancées significatives pour la mesure électrochimique du chrome ont été signalées a
l'aide de capteurs nanocomposites en raison de leurs propriétés fascinantes, notamment 'effet
synergique des nanomatériaux utilisés, une surface élevée et un taux de transfert d'électrons
rapide. Depuis peu, grice aux propriétés attractives du capteur photoélectrochimique, on
constate un intérét croissant pour ce type de capteurs pour la mesure du chrome hexavalent avec
une sensibilité remarquable, une facilité d'intégration et une grande sélectivité de mesure du

chrome en présence de différentes especes interférentes.




De plus, les biocapteurs ¢lectrochimiques sont de plus en plus utilisés pour la
détermination du chrome, en mettant 1'accent sur le chrome hexavalent en raison de ses effets
critiques sur la vie écologique et biologique. Par ailleurs, des études s'intéressant a 1'analyse de
la spéciation des espéces de chrome ont été rapportées sur la base du pH du milieu, de l'activité
de I'¢lément de reconnaissance biologique (génération d'électricité, inhibition enzymatique,

conductivité électrique...) ou par modification chimique ou électrochimique du capteur.

Davantage d'optimisations de la spécificité, de la réutilisabilité, de la sensibilité et de la
stabilité sont nécessaires. De plus, les recherches futures doivent élargir le champ d'application
en détectant le chrome dans d'autres matrices que les échantillons d'eau. La détection en ligne
est fortement demandée a travers le développement de dispositifs miniaturisés de surveillance

in situ et en temps réel.

Partie II : Biocapteurs a base de la chimie clic pour des applications cliniques
I.1. Biocapteurs

Un biocapteur peut étre défini comme un capteur associant un élément biologique (peptide,
anticorps, antigéne, enzyme, ADN, ARN...) a un transducteur afin de produire un signal
¢lectronique proportionnel au signal d’analyte.

Une définition couramment citée est celle acceptée par I’'UICPAC : « Un biocapteur
¢lectrochimique est un dispositif intégré autonome, capable de fournir des informations
analytiques quantitatives ou semi-quantitatives spécifiques a 1’aide d’un élément de
reconnaissance biologique (récepteur biochimique) qui est maintenu en contact spatial direct
avec un ¢lément de transduction électrochimique » (Thévenot et al. 2001).

Les biocapteurs peuvent étre classés selon 1’élément de reconnaissance et le transducteur

comme le montre la figure 4.

Classification des
biocapteurs

Biorécepteurs Transducteurs

[—Iﬁ ]
I T T T ]
Biorécepteur Biorécepteur q A effet de A effet —q -
d'affinité métabolique Optique piézoélectrique Electrochimique

Figure 4. Classification des biocapteurs.




I.1.1. Elément de reconnaissance d’un biocapteur

L’¢lément de reconnaissance appelé aussi biorécepteur est 1’entité biologique immobilisée
a la surface du transducteur par physisorption, chimisorption ou par piégeage dans une
membrane inerte qui offre une spécificité et une sensibilité élevées a 1’analyte, ainsi qu’une
réponse rapide facilement exploitable.
Selon leurs activités, les biorécepteurs peuvent étre classés en trois classes : biorécepteurs
métaboliques qui possédent une activité catalytiques, récepteurs biomimétriques et les

biorécepteurs d’affinité qui réagissent avec I’analyte sans modification.

I.1.1.1. Biorécepteurs métabolique

Les biorécepteurs métaboliques possédant une activité catalytique sont basés sur la
capacité des systémes biologiques a réagir en présence d'une molécule particuliére (analyte) et
a catalyser la production du produit, qui est détecté directement par le transducteur sélectionné
(Muguruma et al. 2017). Ce type de biocapteur permet de suivre la vitesse de formation des
produits, la disparition des réactifs et l'inhibition des réactions. Les enzymes, les micro-
organismes, les cellules végétales ou animales et les coupes de tissus peuvent étre utilisés

comme biocatalyseurs.

I.1.1.2. Biorécepteurs d'affinité

Les biorécepteurs d'affinité sont des dispositifs dans lesquels une biomolécule se lie de maniere
irréversible et sélective a ’analyte cible pour provoquer un changement physicochimique
détecté par le transducteur. Ces récepteurs peuvent étre des anticorps, des peptides, des acides

nucléiques, des aptameres, des hormones ou des récepteurs membranaires (Farzin et al. 2017).

Le processus de reconnaissance biomoléculaire est régi principalement par la forme et la taille
de la poche réceptrice et par le ligand d'intérét (I'analyte). Un tel processus associatif est régi
par des considérations thermodynamiques contrairement aux systémes biocatalytiques qui sont
controlés par la cinétique). La haute spécificité et affinité des réactions de liaison biochimiques
(telles que le complex antigéne-anticorps, I'hybridation de I'ADN) conduisent a des dispositifs
de détection hautement sélectifs et sensibles. Ces dispositifs reposent sur la mesure les signaux

¢lectrochimiques résultant du processus de liaison (Wang, J. 2006).

Dans les chapitres suivants, nous allons présenter en détail les différents biocapteurs d’affinité

développés tout au long de la thése pour des applications cliniques.




1.1.2. Elément de transduction

Les transducteurs sont des composants de biocapteurs qui détectent les changements physiques
qui se produisent dans les ¢léments de reconnaissance moléculaire a la suite du couplage
d'analytes et les convertissent en signaux de sortie exploitables. Les transducteurs peuvent étre
divisés en différentes catégories : optiques, transistors a effet de champ (FET), piézoélectriques
et électrochimiques. Le choix du transducteur est li¢ aux modifications biochimiques générées

par le biorécepteur.

I.1.2.1. Transducteur optique

Ce type des transducteurs regoit I’information sous forme d’une grandeur physique et par la

suite la transforme en information sous forme d’une grandeur optique.

1.1.2.2. Transducteur a effet de champ (FET)

Les dispositifs de biodétection a base de FET comprennent les transistors a effet de champ
sensibles aux ions (ISFET), les nanofils de silicium, les FET organiques, les FET au graphene

et les FET a semi-conducteur composite (Syu et al. 2018).

Lorsque des molécules chargées (ex. biomolécules) se lient a la grille du FET (généralement un
matériau diélectrique), la distribution de charge du matériau semi-conducteur sous-jacent peut
changer, modifiant potentiellement la conductance du canal du FET (Lin et al. 2007). Le
BioFET se compose de deux compartiments principaux (I'élément de reconnaissance

biologique et le transistor a effet de champ) (Lee et al. 2014).

I.1.2.3. Transducteur a effet piézoélectrique

Les capteurs piézoélectriques ou acoustiques sont des dispositifs qui utilisent des cristaux qui
subissent une transformation de phase lorsqu'un courant électrique est appliqué. En fait,
lorsqu'un courant alternatif est appliqué au cristal, il commence a vibrer a une fréquence
caractéristique. Cette fréquence de vibration est fortement affectée par les propriétés physiques

et mécanique de surface du cristal.

1.1.2.4. Transducteur thermique

Les capteurs thermiques sont destinés a déterminer la concentration d’un substrat par la

variation d’enthalpie associée a la réaction enzymatique (Kumaran Ramanathan et al. 2001).




Ce type de transducteur est utilisable pour les réactions exo ou endothermiques, cette chaleur

générée par la réaction biochimique est proportionnelle a la concentration en analyte.

1.1.2.5. Transducteur électrochimique

Ce type de transducteur convertit une transformation chimique en un signal électrique
mesurable qui est proportionnel a la concentration de l'analyte. Les capteurs ¢électrochimiques
peuvent étre classés en fonction du mode de transduction et peuvent étre divisés en trois

catégories : titrage potentiométrique, mesure de la conductivité et ampérométrie ou voltamétrie

- Un capteur potentiométrique est un capteur chimique qui fournit des informations sur
la concentration analytique d'analyte. Le signal est mesuré comme une différence de
potentiel (tension) entre I'électrode de travail et I'¢lectrode de référence. Le courant
traversant 1’¢lectrode est proche ou égal a zéro.

- Capteurs conductimétrique : sont des capteurs qui permettent de mesurer la conductivité
d'une solution. Ceci est directement lié¢ a la présence d'une charge mobile constituée de
tous les ions de la solution.

- Capteurs voltamétrique ou ampérométrique : La voltamétrie est une technique basée sur
la détermination de l'intensité du courant en fonction du potentiel appliqué
(voltampérométrie linéaire, périodique, a décapage anodique, voltamétrie
impulsionnelle différentielle). Tandis que I'ampérométrie est basée sur la mesure du
courant traversant une cellule électrochimique a un potentiel appliqué (Saloua HELALI.

2005).

L.2. Chimie clic
I.2.1. Les types de la chimie clic

La modification chimique et électrochimique de surface sont les meilleures stratégies pour
assurer la liaison covalente des molécules biologiques. La fixation de ces entités biologiques
peut étre effectuée par une réaction carbodiimide entre le carboxyl et ’amine, mais cette
réaction ne permet pas la bio-orthogonalité (Devaraj, 2018), aussi, les différents groupes
fonctionnels d’acides aminés qui possedent ces molécules biologiques peuvent réagir avec la
cible dans différents sites. D’autres réactions de bioconjugation standard comme le
succinimidyl ester-amine et le thiol-maleimide sont couramment utilisées malgré leurs

probléemes de reproductibilité. Pour cela, le développement de réactions plus spécifiques




pourrait aider a contrdler des sites de liaison spécifiques et la chimie clic a été utilisé pour

surmonter ces problémes.

La chimie des clics a été découverte par Huisgen dans les années 1950. Le terme « chimie des
clics » a été inventé par Sharpless pour décrire les réactions qui sont utilisées pour cliquer ou
lié¢ deux composés organiques au moyen d’un lien hétéroatomique (C-X-C), ce qui a mené a
des réactions synthétiques tres efficaces qui tolérent divers groupes fonctionnels et qui se sont
produites dans des conditions synthétiques 1égeres (Kolb et coll., 2001; M. Zhang et all., 2012).
Parmi ces réactions de la chimie clic on trouve la cycloaddition d'azoture-alcyne catalysée par
le cuivre (I) (CuAAC) (X. Zhang et Zhang., 2013). Cette réaction a également fait son chemin
vers les sciences biologiques (Zhang. D et all., 2014) puisqu’elle fournit un outil polyvalent
pour cliquer sur les biomolécules, y compris les acides aminés, les lipides et les nucléotides
avec des molécules de détection, comme les colorants fluorescents et les résidus de biotine (El-
Sagheer et Brown, 2012). La présence de cuivre a grandement modifi¢ le mécanisme de
réaction, amélioré les rendements, accéléré considérablement la réaction de cycloaddition, et le
plus important, il peut étre effectué en dessous de la température ambiante (X. Zhang & Zhang,
2013). En raison de la toxicité du Cu(I) sur les systémes vivants, la réaction de clic sans cuivre
¢tait introduite avec le cyclooctyne comme réactif essentiel (SPAAC) (Codelli et coll., 2008).
Les quatre types de la chimie clic couramment utilisés sont présentés plus en détail dans les

paragraphes suivants.

1.2.1.1. La cycloaddition d'azoture-alcyne de Huisgen

La cycloaddition d'azoture-alcyne de Huisgen appelé aussi cycloaddition d'azoture-alcyne
catalysée par le cuivre (I) (CuAAC) est une cycloaddition 1,3-dipolaire entre un azoture (-N3)
et alcyne terminale ou interne afin de former un stable 1,2,3-triazole a travers 1’activation
thermique. Les prmieres recherches sur cette réaction étaient réalisé par Rolf Huisgen tout en
variant le 1,3-dip0les et vérifier son impact sur la synthese du triazole. Mais cette méthode est
limitée par la formation de deux régioisomeres : 1,4 et 1,5-dipoles (Rostovtsev et al. 2002;
Liang et al. 2011) (figure 5), ce qui révele sa difficulté de séparation par les techniques
séparatives (chromatographie) par conséquent son élimination dans les systémes biologiques.
Ensuite, le Cu(I) a été utilisé par Meldal et ses collaborateurs (Tornge, C. W., 2002) comme
catalyseur a température ambiante afin de former que le régioisomere 1,4 triazole, en son
absence, la cycloaddition devient non régiosélective et assez lente. La vitesse de la réaction

catalysée est 107 fois supérieur a celle non catalysée et elle peut se dérouler a température




ambiante (Cernat et al. 2015). Ce catalyseur peut étre ajouté directement a la réaction car il peut

étre généré in situ.
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Figure 5. Réactions de cycloadditions entre 1’alcyne et 1’azoture par voie thermique et
catalytique.

1.2.1.2. Cycloaddition D'alkyne-azide en absence du catalyseur du cuivre (SPAAC)

Les limitations de la CuAAC ont poussé les chercheurs de se tourner vers des catalyseurs
biocompatibles ou méme des réactions libres de cuivre. Pour cela, la cycloaddition d'alkyne-
azide en absence du catalyseur du cuivre qui a été décrite pour la premiere fois par wittig en
1961 a montré une efficacit¢ de former un seul produit du triazole aprés la mise en contact de
I’alcyne du petit cycle avec ’azoture de phényle a température ambiante. Par la suite I’équipe
de Bertozzi (Jewett et al., 2010) ont 'utilisé pour une réaction de bioconjugaison pour la
premiere fois. Leur application consiste en une ligation in vitro et in vivo de la cyclooctyne
OCT fonctionnalisé par une biotine a un azoture fixé sur une surface de glycanes. Contrairement
a la réaction de CuAAC en présence de Cu(l), le SPAAC amene a la formation d'un mélange

de deux isomeres (Figure 6.A) (Jewett et al., 2010).

Les avantages de cette méthodologie en absence du catalyseur du cuivre ont poussé les
chercheurs a développer des nouvelles cyclooctynes afin d’améliorer la cinétique de la réaction

click (Figure 6.B). Dans ce contexte, Prof Boons et son équipe (Ning et al., 2008) se sont




focalisé sur les dérivés des dibenzocyclooctynes dans le but de I’amélioration de la réactivité

des cyclooctynes conduisant a I’augmentation de la constante de la vitesse de réaction.
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Figure 6. Schéma de la réaction SPAAC A) avec les deux isomeres formés et B) entre le
dibenzocyclooctyne et I’azide.

1.2.1.3. La chimie du clic thiol-éne (addition thiol-Michael)

La réaction de thiol-¢ne a été utilisé par plusieurs chercheurs pour 1’¢élaboration des biocapteurs
(Feidenhans et al. 2014 ; Banuls et al. 2019). Son principe se base sur I’interaction entre les
thiols en tant que nucléophiles avec les acrylates et leurs dérivés (méthacrylates, maléimides,

ester de fumarate, acrylonitrile, cinnamate, crotonate) comme des électrophiles.

La réaction de thiol-Michael est catalysée par une base permettant de générer le thiolate (Figure
7). Le thiolate réagit ensuite par addition nucléophile avec un systeme o,B-insaturé pour former
un intermédiaire chargé négativement. Le carbone en a- du groupement électroattracteur de
I’anion est aussi une base forte et récupere le proton de la base pour former le produit anti-

Markovnikov (Roche. M., 2018).




Acrylate maleimide Ester de fumarate
o)
R
X o o
N
\/ /\)J\ i
Acrylonitrile Cinnamate Crotonate

Figure 7. A) différents acrylates et leurs dérivés, et B) La réaction thiol-Michael
1.2.1.4. La réaction de Diels-Alder a demande inverse en électrons (IEDDA)

C’est 1'une des réactions clic qui se déroule entre un diénophile riche en électron comme le
trans-cyclooctene (TCO) ou le norborneéne et un diéne pauvre en électron qui est le 1,2,4,5-
tetrazine (Tz) conduisant a la formation de la pyridazine de facon trés rapide et non réversible
(figure 8). La réaction se déroule en deux étapes successives, il commence par la réaction de

Diels-Alder a demande inverse en €lectrons suivie par un rétro-Diels-Alder.
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Figure 8. La réaction de Diels-Alder a demande inverse en électrons (IEDDA)
1.2.2. Biocapteurs a base de la chimie clic

La chimie du clic, en tant qu’une méthode de synthese efficace (Gil et al. 2007 ; Arseneault
et al. 2015) a attiré une attention croissante dans la biodétection électrochimique en tant que
voie de modification de surface efficace, de bioconjugaison et de transformation ou
d'amplification du signal. Dans ce domaine, des conditions de réaction douces, une sélectivité
et des rendements élevés sont les avantages les plus importants de la chimie du clic qui
permettent de fixer des protéines, des enzymes, des virus, des bactéries et des cellules a

différents matériaux (Yanez-Sedefio et al. 2019).

Les méthodes d'immobilisation des composés ou des marqueurs spécifiques comprennent
l'adsorption, I'enrobage et la réticulation covalente (EDC-NHS, glutaraldéhyde...etc). Mais ces
méthodes présentent des inconvénients tels qu'une mauvaise sélectivité¢ ou des produits avec
différentes orientations d’immobilisation. La simplicité et la sélectivité de la chimie clic
pourrait constituer une bonne alternative pour la fabrication de capteurs électrochimiques. Il
pourrait lier de maniere covalente les molécules cibles aux composés ou marqueurs sensibles,
et les capteurs fabriqués pourraient atteindre une meilleure sélectivité, stabilité et surtout la bio-

orthogonalité par rapport aux méthodes traditionnelles (Ji et al. 2015).




Pionniers dans ce domaine, Collman et son équipe (Collman et al. 2004, 2006 ; Devaraj et
al. 2006; Decréau et al. 2007, 2010) ont rapporté de nombreux exemples pour la premiere fois

en se basant sur la chimie clic pour le développement de capteurs €électrochimiques.

Wang et son équipe (Wang et al. 2010) ont proposé¢ une stratégie d’une
biofonctionnalisation covalente de la surface d’électrode d’or avec I'hémoglobine (Hb). Des
monocouches a terminaison azide ont été auto-assemblées a la surface d’électrode a partir d'une
solution de mélange d'azidoundecanethiol et de thiol dilué. Ensuite, I'acide 4-pentynoique a été
immobilisé a la surface via une réaction de clic en présence de Cu(I) pour immobiliser par la

suite I’Hb par une réaction de carbodiimide.

La chimie du clic était appliquée pour la conception de biocapteurs enzymatiques afin
d’avoir une immobilisation controlée de composés catalytiques sur un centre spécifique de la
plate-forme de détection. Vu le niveau d'énergie élevé des groupes éthynyle et azide, ils sont
inertes vis-a-vis des biomolécules et assurent leur immobilisation a des sites spécifiques. Dans
ce contexte, Qin Ran et son équipe ont développé une approche simple et polyvalente pour
I’immobilisation covalente de la protéine redox sur une électrode d’or a travers
I’autoassemblage et la chimie clic. De ce fait, les monocouches de 1, 4-dialcynyl benzéne avec
une terminaison alcynyle étaient auto-assemblées sur la surface d’électrode pour se liée apres a
l'azido-peroxydase de raifort par réaction de clic (Ran et al. 2011). Dans une configuration plus
récente, un dérivé azoture-PEG3-biotine a été greffé sur une électrode en or modifiée avec un
DTPA mixte a terminaison hexynyle (dithiol phosphoramidite) et une monocouche de
mercaptopropanol. L'azide-PEG3-biotine a été greffé en présence de Cu(ll), qui a été
électrochimiquement réduit en Cu(l) a -0,3 V versus Ag/AgCl. La plate-forme préparée a été
utilisée pour 1'immobilisation de la streptavidine et le couplage de 1'albumine sérique humaine

biotinylée (HAS) par des interactions d’affinité (Meini et al. 2014).

Les génocapteurs électrochimiques sont parmi les méthodes d’analyse d’ADN les plus
populaires grace a leur grande sensibilité, leur rapidité et de leur rentabilité (Hu et al. 2016). La
chimie clic a été largement appliqué pour la fonctionnalisation de surface et I'immobilisation
ou la conjugaison des biomolécules comme les oligonucléotides, tirant parti de conditions de
réaction douces et d'une excellente chimiosélectivité et orthogonalité pour fournir une grande
variété de groupes fonctionnels. De ce fait, Levrie et son équipe (Levrie et al. 2016) ont préparé
de plates-formes de détection d'ADN multianalyte a base de la chimie clic. Ils ont combiné
I'électro-adressabilité de 1'¢lectrogreffage de sels de diazonium avec la chimiosélectivité de la

chimie clic pour une fonctionnalisation spécifique de deux différentes sondes d'’ADNss cote a




cote sur une seule puce (biocapteurs multicible). Deux sels d'aryldiazonium différents, 4
¢thynylaniline et 4-azidoaniline, ont ét¢ greffés de manicre adjacente sur une puce de réseau
d'¢lectrodes pour une spécificité de site supplémentaire, en couplant 'ADNsb modifié¢ par
alcyne et azoture sur les électrodes fonctionnalisées (Levrie et al. 2016). Dans le méme
contexte, Iwona Grabowska et al ont développé un biocapteur pour une multi-détection des
biomarqueurs cardiaques impliquant des électrodes a base d'aptamére. Des électrodes en or
sérigraphiées ont été modifiées avec du rGO/polyéthyléneimine, suivi d'un greffage covalent
d'acide propargylacétique pour intégrer des groupes propargyles sur I'¢lectrode. Des aptameres
a terminaison azide pour le peptide natriurétique cérébral (BNP) et la troponine cardiaque I
(cTnl) ont ensuite ét¢ immobilisés par CUAAC (Grabowska et al. 2018). De plus, dans le but
d'éviter la synthese de catalyseur Cu(I) par réduction chimique de Cu(Il), qui pourrait provoquer
le clivage oxydatif de I'ADN par les radicaux hydroxyles hautement réactifs générés, la chimie
clic en absence du cuivre comme catalyseur a été utilis¢ par Meiwen Wang et al. Ils ont
développé un biocapteur électrochimique par le biais d’acides nucléiques cliquables en
immobilisant le produit de l'assemblage catalytique en épingle a cheveux par SPAAC pour la
détection de MXR7 qui est un marqueur précoce du cancer du foie. L’utilisation de la chimie
clic a permet d’avoir une réponse rapide et un encombrement stérique inférieur par rapport a la
conjugaison traditionnelle biotine-streptavidine ou méme assistée par hybridation, ce qui

permet une détection sensible avec la méthode du clic (Wang et al. 2019).

L’avantage de coupler spécifiquement et de maniére covalente des biomolécules sur des
sites précis grace aux avantages de la chimie clic y compris la rapidité, la sélective et la
résistance aux réactions secondaires rendent cette méthodologie attrayante pour le
développement des immunocapteurs. Dans ce sens-1a, Guerrero et son équipe ont construit des
immunocapteurs ¢électrochimiques a base de la chimie clic pour différentes applications
(Guerrero, S. et al. 2019 et 2020). IIs ont développé pour la premiere fois un immunocapteur
¢lectrochimique a base de la chimie clic pour la détermination de CXCL7 (chimiokine (motif
C-X-C) ligand 7, un biomarqueur auto-immun li€ a la polyarthrite rhumatoide) (figure 9). Apres
immobilisation des anticorps de capture sur des conjugués d’éthynyl-IgG et azide-MWCNT,
l'antigeéne cible a ét¢ immunodosé en sandwich a l'aide d'anticorps détecteurs biotinylés avec

un conjugué phosphatase alcaline (AP)-streptavidine (Guerrero, S. et al. 2019).
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Figure 9. Représentation schématique des différentes étapes impliquées dans la préparation de
lI'immunocapteur pour la détermination de CXCL7 : synthése assistée par chimie click d'IgG-
alcyne-azide-MWCNT et modification de SPCE (1) ; étape de blocage a la caséine et
immobilisation de I'anti-CXCL7 (2) ; essai sandwich avec CXCL7 et Biotinanti-CXCL7 (3);
incubation avec AP-Strept (4); ajout de 1 NPP et suivi voltamétrique DP de I'oxydation du 1-
NP (5) (Guerrero, S. et al. 2019).

Récemment, la méme équipe a développé un immunocapteur pour la détection de I'lIL-1f dans
la salive (Guerrero, S. et al. 2020). La chimie électro-clic de la cycloaddition d’azoture-alcyne
en présence d'un catalyseur Cu(I) a été utilisé pour I’immobilisation d'IgG anti-Abl éthynylés
sur des MWCNT fonctionnalisés par ’azide. L'immobilisation orientée de l'anticorps de capture
(cAb) sur des conjugués IgG-MWCNT a permis la préparation d'un immunocapteur de type
sandwich utilisant I'anti-IL-1p biotinyl¢ marqué a la phosphatase alcaline-streptavidine comme
anticorps de détection (dAb) (figure 10). Ce capteur prétendait offrir une gamme de détection

plus large ainsi qu'une durée de test plus courte par rapport a ELISA (Guerrero, S. et al. 2020).
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Figure 10. Schéma des différentes étapes impliquées dans la préparation de I'immunocapteur
AP-strept-biotine-dAb-IL-1p-cAb-IgG-MWCNTSs/SPCE par chimie électro-clic (Guerrero, S.
et al. 2020).

La CuAAC a été beaucoup utilisé pour 1’élaboration des immunocapteurs (Ge, S et al. 2013 and
2014; Sanchez-Tirado et al. 2016), tandis que la présence du Cu(I) comme catalyseur présente
un probléme de cytotoxicité. Cette limitation nous a orienté vers 1’utilisation de la chimie clic
en absence du cuivre (SPAAC) pour I’élaboration de nos biocapteurs destinés a des applications
biomédicales.




Partie II1 : Méthodes de mesure électrochimique
I.1. Voltamétrie cyclique (CV)

La Voltamétrie cyclique (CV) fait partie des méthodes électrochimiques les plus couramment
utilisées afin d’acquérir des informations qualitatives sur les réactions électrochimiques. La CV
fournit plusieurs informations sur le systeéme étudi€¢ a partir d’une seule expérience. Ces
informations ont une relation avec les processus redox, la cinétique des réactions de transfert
de charge ou la réversibilité du systéme électrochimique étudié.

La Voltamétrie cyclique consiste en un balayage lin€aire du potentiel de I’électrode du travail
(régime de diffusion naturelle (sans agitation)), en utilisant une forme d'onde triangulaire (figure
11). Selon I'information recherchée, le potentiel est balayé de maniére cyclique et plusieurs cycles
peuvent étre réalisés. Pendant ce balayage du potentiel, le potentiostat mesure le courant résultant
du potentiel appliqué. Le tracé actuel de potentiel qui en résulte est appelé voltammogramme
cyclique qui dépend au temps et d’autres parametres physiques et chimiques

Le signal retour donne des informations sur la réversibilité du systéeme.
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Figure 11. Séquence de balayage de potentiel utilisée en CV (gauche) et exemple de courbe

courant potentiel obtenue (droite) (Suparna rudra, 2021).

Les parametres les plus importants qui peuvent étre déterminés a partir d’un voltammogramme
cyclique sont les potentiels des pics (Ec : potentiel cathodique et Ea : potentiel anodique) et les
intensités des courants des pics (Ic : intensité de courant cathodique et Ia : intensité de courant
anodique). La différence AE (Ea-Ec) permet d’estimer le degré de la réversibilité du systéme
rédox comme elle permet de déterminer le potentiel du couple redox impliqué dans la réaction

a travers 1’équation (5): E’=(Ea + Ec)/2 (%)




Dans le cas d’un processus de transfert d’électrons réversibles, le courant du pic subit I’équation

de Randles Sevcik a 25 °C.
Ip =2.69x107° ne *2 ADY? Cxv'!”? (6)

Ou n est le nombre d'¢lectrons, A est la surface de 1'¢lectrode (en cm?2), C la concentration (en
mol/cm3), D le coefficient de diffusion (en cm?/s), et v la vitesse de balayage de potentiel (en
V/s). D’aprés 1’équation (6), 'intensité du courant est directement proportionnelle a la
concentration et a la racine carrée de la vitesse de balayage. Une telle fonction de la vitesse de

balayage est indicative du transport de masse a la surface d'¢lectrode (diffusion ou adsorption).

1.2. Voltamétrie a impulsion différentielle (DPV)

La voltamétrie a impulsions différentielle (en anglais differential pulse voltammetry) repose sur
le principe de la superposition des impulsions d’amplitude constante a une tension continue qui
varie linéairement avec le temps. Le courant résultant comporte deux composantes ; 1’une
faradique et 1’autre capacitive qui diminue rapidement, ce qui permet d’augmenter le ratio

signal / bruit et donc la sensibilité.

Le courant est échantillonné deux fois, juste avant I'application d'impulsions (en 1) et a la fin
d’impulsion (aprés ~ 40 ms, au 2) comme le montre la Figure 12. Le premier courant est
instrumentalement soustraite de la seconde, et cette différence de courant [Ai =i(t2) - i(t1)] est
tracé en fonction du potentiel appliqué. Le voltammogramme différentielle impulsion résultant
se compose de pointes de courant, dont la hauteur est directement proportionnelle a la

concentration des analytes correspondants (Wang, J. 2006).
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Figure 12. Signal d’excitation pour la voltamétrie a impulsion différentielle (Wang, J. 2006).




I.3. Spectroscopie d’impédance électrochimique (SIE)

L’utilisation de la spectroscopie d'impédance électrochimique (SIE) pendant les derniéres
années a considérablement augmentée. Initialement, était utilisée pour la détermination de la
capacit¢ de la double couche, elle est maintenant appliquée pour la caractérisation des
¢lectrodes et les interactions de I’interface. En ce qui concerne la détection électrochimique, la
spectroscopie d'impédance permette de surveiller les changements ¢lectriques résultant
d'événements de bio-reconnaissance a la surface des électrodes modifiées. Comme, des
changements dans la conductivité¢ de 1'¢lectrode qui peuvent étre mesurés a la suite de
I'immobilisation des protéines, des peptides, des interactions anticorps-antigenes sur la surface

de 1'électrode.

Le principe de mesure par impédance é€lectrochimique se base sur I’application d’un
potentiel sinusoidale AC (courant alternatif) avec une faible amplitude entre 5 a 10 mV
superposé a un potentiel DC (courant continu) au systéme électrochimique. Des circuits
¢lectriques peuvent étre utilisés pour modélisée 1'impédance mesurée du systéme. L'impédance
se compose de la résistance de transfert d'électrons entre le composé redox et la surface de
1'¢lectrode, la capacité entre 1'électrode et les ions chargés dans la solution, la résistance de la

solution entre les ¢€lectrodes et 1'impédance due au taux de diffusion du composé redox a

1'¢lectrode qui sont tous rassemblés dans le circuit de Randles (Figure 13).

Elément 2 Phase Constante (CPE) : en ¢lectrochimie, les condensateurs sont remplacés par
des ¢léments a phase constante (CPE). Cette composante remplace les capacités afin de prendre
en considération la non idéalité du systeme li¢ a la rugosité de surface, la porosité, la présence
d’impuretés. ..

Impédance de diffusion Warburg (W) : résultant de la diffusion des ions de la solution vers
la surface de 1'électrode. L'impédance de diffusion Warburg est faible dans la zone des hautes
fréquences car les réactifs diffusants ne se déplacent pas treés loin ce qui est le contraire aux
basses fréquences.

Résistance de transfert de charge (Rct) : Elle correspond au transfert d’électron a I’interface
¢lectrode-¢électrolyte surtout la résistance au transfert de charge électronique entre les especes
et la surface d’¢électrode.

Résistance de I’électrolyte (Rs) : c’est la résistance interne de la cellule qui dépend a plusieurs
parametres dont la nature de I'électrolyte, la force ionique, la surface de 1’électrode et la

température.




Figure 13. Représentation du circuit électrique équivalent de Randles.

L’impédance est souvent présentée sous format d’un nombre complexe. Le diagramme de
Nyquist est I'un des formats les plus utilisés pour évaluer les données d'impédance
¢lectrochimique. Dans ce format, la composante d'impédance imaginaire (ZIm) est tracée par
rapport a la composante d'impédance réelle (ZRe) a chaque fréquence d'excitation, et il contient
des informations liées a l'interface et la réaction de transfert d'électrons (Wang, J. 2006). La

figure 14 montre un spectre d'impédance sous la forme d'un tracé de Nyquist.

Le tracé diagramme de Nyquist comprend généralement une zone semi-circulaire située
sur I'axe suivie d'une ligne droite. La partie semi-circulaire observée a des fréquences plus
¢levées correspond a des processus de transfert limité d'électrons, tandis que la ligne droite
observée a des basses fréquences représente le processus a diffusion limité. Le tracé de Nyquist
permet d’extraire la cinétique de transfert d'électrons et connaitre les caractéristiques de
diffusion. Pour un transfert d'¢lectrons trés rapide, le spectre d'impédance ne présente que la
partie linéaire, tandis que dans le cas d’un transfert d'électrons tres lent, le spectre présente un
demi-cercle dont le diametre est égal a la résistance de transfert d'électrons (Rct). L'interception

du demi-cercle avec I'axe Zre correspond a l'interception de Rs (Karunakaran et al. 2015).
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Figure 14. Représentation d’un diagramme typique de Nyquist
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Chapitre II : Comparaison entre les électrodes en pate de carbone modifiées
et non modifiées pour la détermination du chrome hexavalent

Résumé

Ce travail consiste a développer une méthode électroanalytique simple permettant la spéciation
du Cr(VI). Les ¢lectrodes en pate de carbone modifi¢es a l'or (EPC) et les EPC non modifiés
ont été testés pour la détermination du Cr(VI) en présence d'un excés de Cr(IIl) en utilisant la
voltamétrie différentielle a impulsions (DPV), sans accumulation ni temps de
préconcentration. Plusieurs paramétres affectant les performances analytiques des électrodes
congues ont été étudiés, notamment : la technique d'électrodéposition des AuNPs sur le EPC,
la quantité d'AuNPs déposée sur la surface de I'¢lectrode, 1'électrolyte de support, la présence
de Cr(III), 1a présence d'ions chlorure et la concentration de diphénylcarbazide (DPC). Dans les
conditions optimales, l'utilisation de EPC non modifi¢ dans un milieu acide contenant du DPC
a montré une sélectivité élevée et une bonne limite de détection de 19 ug - L', ce qui est bien
inférieur a la concentration admissible fixée par I'Organisation mondiale de la santé (50 pg -
L 1). Une gamme de linéairité de 50 a 260 pg - L ~! a été obtenue avec un écart type relatif de
7,75 %. En outre, contrairement au EPC modifi¢ par les AuNPs, la réponse actuelle du Cr(VI)
obtenue au EPC non modifié n'a pas été affectée par la présence d'ions chlorure et de chrome
trivalent. Enfin, la méthode proposée a été appliquée avec succes pour la détermination du

Cr(VI) dans de vrais échantillons d'eau du robinet avec des résultats satisfaisants.




I1.1. Introduction

La toxicité extréme des métaux lourds et leurs effets néfastes sur l'environnement ont engendré
une énorme nécessité de développer des méthodes sélectives, peu colteuses, bon marché et
rapides pour les détecter (Attar et al. 2014 ; Sun et al. 2016 ; Guo et al. 2017 ; Quiroa-Montalvan
etal., 2017 ; Oularbi et al. 2017 and Simpson et al. 2018). Parmi ces métaux lourds on retrouve
le chrome, d'une part, le chrome trivalent est un élément essentiel pour la santé humaine, et son
insuffisance augmente les facteurs de risque associés au diabéte et aux maladies
cardiovasculaires (Sanchez-Moreno et al. 2011). D'autre part, le chrome hexavalent est 1'un des
¢léments les plus toxiques et sa toxicité dépend fortement de son état d'oxydation. Il est
¢galement considéré comme cancérigéne et peut causer le cancer du poumon, des allergies
cutanées et d'autres maladies (Niewiara et al. 2007). De plus, la spéciation est un probléme
important pour la détection du chrome hexavalent. Plusieurs études se sont focalisées sur ce
point, et pour y parvenir, une combinaison optimale entre préconcentration-séparation et

méthodes de détection est nécessaire.

La méthode d'extraction biphasique a été utilisée pour la séparation des especes de chrome
suivie d'une spectroscopie de dégradation induite par laser pour la détection (Kumar et al.
2015). D'autres couplages ont ¢été réalisés entre l'extraction du point de trouble et le
spectrometre d'absorption atomique é€lectrothermique (ETAAS) (Akhtar et al. 2017). Outre la
spectroscopie d'absorption des rayons X (XAS) a été appliquée en phase liquide et dans des
matériaux solides pour la spéciation du chrome (Delay et al. 2015) et I'échange d'ions pour la
séparation et la préconcentration (Stasinakis et al. 2003 ; Li et al. 2017). En outre, la séparation
par chromatographie ionique a haute performance (HPIC) a été rapportée (Sikovec et al. 1995),
et I'extraction en phase solide a été effectuée en utilisant des nanotubes de carbone magnétiques
a parois multiples (MWCNT) (Peng et al. 2017). Enfin, I'extraction en phase solide magnétique
assistée par ultrasons couplée a 1'lCP-OES comme méthode de détection a également été
utilisée (Munonde et al. 2017). Les principaux inconvénients de ces techniques analytiques sont

leur cotit €élevé, le besoin de personnel qualifié et la complexité des matériaux.

Les techniques ¢lectroanalytiques sont une bonne alternative a cet effet, en raison de leur
simplicité, de leur sélectivité, de leur faible colit et de leur grande sensibilité. Les premiers
capteurs développés étaient constitués de mercure modifié avec un agent complexant, tel que
l'acide diéthyleénetriaminepentaacétique (DTPA), l'acide triéthylénetétraminehexaacétique

(TTHA), la bipyridine ou le cupferron (Maria Pereira et al. 1997; Wang et al. 1997; Korolczuk
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et al. 1999 ; Dominguez et al. 1999). En raison des problémes de toxicité associ€s au mercure,
un grand nombre d'autres types d'électrodes modifiées ont été appliquées, telles que 1'électrode
de carbone vitreux modifiée par des nanotubes de carbone a paroi unique enveloppée d'un film
de bismuth (Bi/SWCNTs/GCE) (Ouyang et al. 2013). Des travaux récents ont porté sur des
¢lectrodes en or (Welch et al. 2005) ou sur des ¢lectrodes modifiées par des nanoparticules d'or
(AuNPs), telles que AuNPs-indium tin oxide (ITO) (Tsai et al. 2008), ¢électrode sérigraphiée
modifiée AuNPs (SPE) (Liu et al. 2007), électrode sérigraphiée en carbone modifiée AuNPs
(AuNPs-CSPE) (Dominguez-Renedo et al. 2008), film nanoporeux en or recouvert d'AgNPs
(AgNPs-GNF) sur un substrat en or (Xu et al. 2011), ensemble de nanoélectrodes en or (Jena
et al. 2008) en utilisant deux couches AuNPs ; la premiére est électrodéposée pour lier le 3-
mercaptopropyltriméthoxysilane (MPTS) tandis que la deuxiéme couche d'AuNPs est ensuite
auto-assemblée a la surface du MPTS, formant des nanoélectrodes d'or en forme de fleur, puis
fonctionnalisée par un thiol pyridinium PET/AuNPs/MPTS/AuNPs/ CME (Ouyang et al.
2012). Selon les travaux précédents, l'interférence du chlorure n’a jamais été étudié¢ (Welch et
al. 2005 ; Tsai et al. 2008 ; Liu et al. 2007 ; Dominguez-Renedo et al. 2008 ; Xu et al. 2011 ;
Jena et al. 2008 ; Ouyang et al. 2012 ; Sari et al. 2018). Dans ce travail, nous étudions 1'effet
des principales especes interférentes telles que le chlorure et le Cr(III). L'objectif principal de
ce travail est de faire une étude comparative entre les EPC modifiés a l'or et les EPC non
modifiés afin de sélectionner un capteur sensible et spécifique a la détection du Cr(VI) et de
surmonter le probléme des interférences générées par les ions chlorure qui affectent la détection
du Cr. (VI) en échantillon réel. De plus, a notre connaissance, il n'y a pas de rapport de
recherche antérieur sur une étude comparative utilisant des EPC modifiés avec deux types
d'AuNPs qui sont synthétisés par deux techniques différentes pour montrer leur effet sur la
réduction électrocatalytique directe du Cr(VI) (sans tout temps d'accumulation ou de
préconcentration). Les résultats obtenus sur les deux électrodes modifiées ont montré un
résultat intéressant, cependant au cours de notre étude nous avons remarqué que les EPC
modifiés a I'or sont confrontés a des limitations liées a l'interférence des ions chlorure et du

Cr(IIT). Un EPC non modifié a été utilisé pour surmonter ces limitations.

L'idée d'utiliser le DPC comme agent complexant spécifique est venue d'une célebre méthode
colorimétrique standard pour la détermination du Cr(VI), qui s'est complexé avec le Cr(VI) en
milieu acide. Cette méthode intéressante nous a amenés a concevoir une nouvelle méthode
¢lectroanalytique qui permet la détection indirecte du Cr(VI), en préparant une quantité

appropriée de DPC sur la cellule électrochimique préparée en milieu acide. La réponse du DPC
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sur le EPC a diminué avec l'augmentation de la concentration de Cr(VI). De plus, avoir une
sensibilité élevée et une bonne spécificité de méthode qui peuvent étre appliquées dans les vrais

¢chantillons sans aucun probléme.

Ici, des électrodes modifiées par rapport a celles non modifiées pour la détection du chrome
hexavalent ont été¢ ¢tudiées. Par conséquent, une étude comparative a été effectuée en utilisant
plusieurs électrodes : électrode en pate de carbone (EPC) modifiée avec de l'or déposé
¢lectrochimiquement (AuNPsE/EPC), EPC modifiée par des nanoparticules d'or coulées en
goutte (AuNPs/EPC). EPC non modifié en absence et en présence dun complexant spécifique
du Cr(VI) qui est le diphénylcarbazide (DPC) afin d'améliorer l'intensit¢ du courant et

d'augmenter la sélectivité vis-a-vis du Cr(VI).

I1.2. Expérimentation
I1.2.1. Produits chimiques et réactifs

Le dichromate de potassium (K>Cr207), 'acide sulfurique, 'acétate de sodium et I'hydroxyde
de sodium ont été achetés chez LOBA Chemie (Casablanca, Maroc). Le nitrate de chrome (III)
nonahydraté (Cr(NO3); - 9H20), la taille de la poudre de graphite <0,1 mm a été acheté chez
Fluka, le chlorure d'or (II) trihydraté (HAuCls- 3H>O) et le tétrachloroaurate de potassium (III)
(KAuCly) ont été achetés chez Sigma-Aldrich (USA). Ferricyanure de potassium [K3Fe(CN)s]
et ferrocyanure de potassium [K4Fe(CN)s] ont été achetés chez Surchem products (Ipswich,
Royaume-Uni). La paraffine liquide, 1'acide acétique et 'acide phosphorique ont été achetés
chez SOLVACHIM (Casablanca, Maroc). Le diphénylcarbazide (DPC) et le citrate de sodium
tribasique hydraté ont été achetés chez Riedel-de-Haén (Seelze, Allemagne). De I'eau distillée
a été utilisée pour préparer toutes les solutions. Tous les réactifs utilisés dans ce travail étaient

de qualité analytique.

I1.2.2. Appareillage
Toutes les expériences électrochimiques ont été effectuées a température ambiante a l'aide d'un

analyseur ¢électrochimique Palmsens Potentiostat-Galvanostat fourni par PalmSens BV
(Utrecht, Pays-Bas) connecté a un PC et controlé par le logiciel PSTrace 4.0. Trois €lectrodes
ont été insérées dans la cellule électrochimique : €lectrode au calomel saturé¢ (SCE) comme
¢lectrode de référence, acier inoxydable nu comme contre-¢lectrode et électrode en pate de
carbone comme ¢électrode de travail. Un instrument OHAUS (STARTER 2100) pH-métre a été

utilisé pour mesurer le pH des électrolytes de support.
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Un analyseur de particules Microtrac Nanotrac Wave (Meerbusch, Allemagne) a été utilisé pour
obtenir la distribution granulométrique des AuNP. L'analyseur est basé¢ sur la technique de
diffusion dynamique (DLS) et il est équipé d'une diode laser émettant a une longueur d'onde de
780 nm, avec une puissance nominale de 3 mW. Un bain a ultrasons (Elmasonic, Allemagne)

a été utilisé pour nettoyer 1'¢lectrode de travail.

I1.2.3. Solutions
I1.2.3.1. Synthése de la solution HAuCl4

La solution d'or a été préparée selon la littérature (Renedo et al.2007). Une quantité appropriée

de chlorure d'or (III) trihydraté (170 mg - L) a été dissoute dans une solution 0,5 M H,SOs4 .

I1.2.3.2. Synthése de nanoparticules d'or (AuNPs)

La synthése de nanoparticules d'or (AuNPs) a été effectuée en suivant la méthode Turkevich
comme indiqué dans (Turkevich et al. 1951). Brievement 20 mL de KAuCls (1 mM) préparé
en solution aqueuse ont été portés a ¢€bullition sous agitation. Ensuite, la réduction du sel
AuCly " a été effectuée par I'ajout de 2 mL de citrate (38 mM) en une seule fois ; la couleur de
la solution est passée immédiatement du jaune a la solution non colorée, puis au bleu foncé et
apres au rouge en 2 min. Aprés avoir terminé la synthese, la suspension colloidale a été refroidie
a température ambiante. Ensuite, la solution obtenue a été conservée a 1'abri de la lumiére a

4°C.

I1.2.3.3. Préparation de la solution acide

L'¢électrolyte support (ou milieu acide) destiné a la détection du Cr(VI) en présence de DPC a
été préparé en ajoutant 0,25 mL de H3PO4 dans une fiole jaugée de 100 mL, puis en ajustant
son pH a 1,14 par 0,2 N H>SO4, puis diluer la solution obtenue a 100 ml et

mélanger (Federation, Water Environment. 1999).

I1.2.3.4. Autres solutions

La solution mere de Cr(VI) a été préparée en dissolvant une quantité appropriée dans de 1'eau
distillée. Le tampon acétate (0,1 M) a été préparé a partir d'un mélange entre l'acétate de sodium
et I'acide acétique. Le tampon Britton Robinson (0,04 M) a été préparé a partir d'un mélange
d'acides acétique, borique et phosphorique, puis il a été ajusté a la valeur souhaitée avec du
NaOH 0,2 M. Une solution fraiche de diphénylcarbazide a été préparée chaque jour dans de

l'acétone suivie d'une dilution adéquate pour atteindre la concentration souhaitée.
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I1.2.4. Préparation des électrodes
I1.2.4.1. Préparation des électrodes EPC

La méme procédure décrite dans (Lahcen et al. 2016), pour la préparation des électrodes en pate
de carbone a été utilisée dans ce travail. Une homogénéisation de la poudre de graphite et de la
paraffine liquide (75 % ; 25 %) a été effectuée a I'aide d'un pilon et d'un mortier afin d'obtenir
une pate homogene, qui a servi a remplir le trou de 1'¢lectrode de travail (a la fin du EPC corps
d'une profondeur de 2 mm et d'un diameétre de 3 mm); puis 1'électrode obtenue a été lissée sur

un papier blanc, propre et doux afin d'éliminer I'exces de pate de carbone.

I1.2.4.2. Préparation des électrodes EPC modifiées électrochimiquement avec

AuNPs (AuNPsE/EPC)
Les ¢lectrodes de travail, de référence et de contre-électrode ont été placées dans la cellule
¢lectrochimique contenant 10 ml de solution HAuCl4. Le dépdt électrochimique d'or sur la
surface du EPC a été réalisé en appliquant un potentiel de +0,18 V pendant 200 s en utilisant la
chronoampérométrie. Ensuite 1'électrode de travail a été polarisée dans H 2 SO 4 (0,05 M) entre
0 et +1,5 V, pendant cinq balayages successifs a la vitesse de 0,1 V - s . Les résultats obtenus
¢taient comparables a ceux mentionnés dans la littérature (Rand et al. 1972 ; Hamelin et al.

1996 ; Wan et al. 2015).

I1.2.4.3. Préparation des électrodes EPC modifiées avec des AuNPs synthétisés et
coulés en goutte (AuNPs/EPC)
La modification de 1'¢lectrode de travail par les AuNPs a été réalisée en coulant deux fois 10
pL de la suspension colloidale d'AuNPs sur la surface du EPC. Plus tard, les électrodes
modifiées ont été utilisées apres avoir été séchées a 40°C et polarisées dans H2S04 0,05 M en

suivant la méme procédure rapportée ci-dessus.

I1.2.4.4. Préparation du EPC non modifié en présence de DPC en solution

L'¢électrode de travail a été préparée comme mentionné ci-dessus en remplissant son trou par de
la pate de carbone, puis elle a été placée avec la référence et les contre-électrodes dans la cellule
¢lectrochimique, qui contient la solution acide comme électrolyte support avec une quantité

approprié¢e de DPC.
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I1.2.5. Techniques d'analyse électrochimique

La détection du Cr(VI) a été effectuée en utilisant la voltampérométrie impulsionnelle
différentielle (DPV) sans aucun processus d'accumulation ou de préconcentration et cela en
variant le potentiel de +0,6 V 2 -0,5 V au EPC non modifié ; de +0,6 V a 0,0 V a AuNPsE/EPC
et AuNPs/EPC et de 0,0 V a +0,6 V a EPC non modifi¢ en présence de DPC en solution. Ces
mesures ont été effectuées dans les conditions suivantes : E sep 0,005 V, E puise 0,1 'V,

t puise 0,025 s, scan rate 0,05 Vs !

I1.3. Résultats et discussion
I1.3.1. Caractérisation des AuNPs synthétisés

La caractérisation des AuNPs synthétisés a été effectuée par DLS pour obtenir la taille
hydrodynamique et par spectrophotométrie UV/vis pour enregistrer le spectre correspondant a
la bande de résonance plasmonique de surface typique de ce type de nanoparticules. La figure
15.A montre I'histogramme de distribution de taille correspondant aux AuNPs synthétisés apres
application de la technique DLS. Selon I'histogramme, les AuNPs possédent un diamétre
moyen de 10,2 + 2,3 nm. Ces résultats sont complétés par la bande de résonance plasmon de
surface apparaissant sur la figure 15.B. Le spectre montre un maximum de la bande d'absorption

a 518 nm, ce qui est en accord avec les travaux antérieurs (Segura et al. 2015 ; Ajaero et al.
2012).
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Figure 15. A) Histogramme de distribution de taille de DLS et B) Spectre d'absorption UV-Vis
des AuNPs synthétisés. Voltammogrammes cycliques de EPC modifiés : C) avec AuNPsE
(déposé ¢électrochimiquement) et D) avec AuNPs coulés en goutte, dans une solution aqueuse
de KC10,1 M contenant 5 mM [Fe(CN)s]>"* . Vitesse de balayage 0,1 V -s ',

I1.3.2. Caractérisation électrochimique des électrodes modifiées

La voltamétrie cyclique était la technique €lectroanalytique employée pour la caractérisation
des ¢électrodes de travail. (Figure 15.C, D) montre les voltamogrammes cycliques
correspondant a la solution de ferro/ferricyanure (5 mM de ferro/ferricyanure dans une solution
aqueuse de KCI 0,1 M) pour les EPC non modifiés et modifiés. Les deux types de
nanoparticules d'or, déposées ¢lectrochimiquement (AuNPsE) (Figure 15.C) et formées et
déposées chimiquement (AuNPs) (Figure 15.D) a la surface des électrodes, améliorent la
cinétique de transfert d'électrons et les intensités de courant de [Fe(CN)s]>7*~ sur le EPC. Cette
découverte pourrait €tre attribuée au caractere conducteur €levé des AuNP déposés (Mandli et
al. 2017). De plus, un léger déplacement du maximum des pics anodiques et cathodiques vers
des valeurs de potentiel moins positives et plus positives, respectivement, peut étre observe,

indiquant 1'effet électrocatalytique des AuNPs.
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I1.3.3. Comportement électrochimique du chrome hexavalent (Cr(VI))

Aprés la préparation des électrodes, et la polarisation des électrodes modifiées dans
H > SO 4 0,05 M, leur comportement électrochimique a été vérifié¢ en absence et en présence de
Cr(VI) par voltamétrie impulsionnelle différentielle (DPV). Comme le montre la figure 16.A,
le chrome hexavalent a été détecté a 1'¢lectrode non modifiée dans un tampon acétate (pH 4,0 ;
0,1 M), qui a été choisi pour ces €tudes préliminaires basées sur la littérature sans aucune
optimisation préalable. En variant le potentiel de +0,6 V a —0,5 V (vs. SCE), un pic clair et bien
défini de Cr(VI) a été obtenu a —0,24 V. Cependant, les électrodes modifi¢es a 1'or ont montré
une intensité de courant ¢levée et un décalage du potentiel de créte vers des valeurs plus
positives autour de +0,3 V (Figure 16.B, C) qui peut étre due aux propriétés catalytiques des
AuNPs (Guo et al. 2007 ; Sohn et al 2009).
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Figure 16. Voltammogrammes impulsionnels différentiels pour : A) EPC de +0,6 Va—-0,5V,
B) AuNPsE/EPC et C) AuNPs/EPC de +0,6 V a +0,0 V, obtenus dans une solution tampon
acétate 0,05 M (pH 4,0) contenant 2 mg - L ' de Cr(VI). D) Voltammogrammes impulsionnels
différentiels de +0,0 V a +0,6 V a EPC enregistrés en solution acide (pH 1,14) en présence de :
a) 970 pg - L ' de DPC et des concentrations ajoutées de Cr(VI) b) 104 pg - L !, ¢) 208 pg -
L
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L'¢lectrodéposition des AuNPs sur la surface du EPC en appliquant un potentiel constant a un
temps fixe permet d'avoir une surface homogene avec une bonne répartition des AuNPs, alors
que les AuNPs préparés chimiquement n'ont pas le méme diamétre mais varient de 7,5 nm a 25
nm comme indiqué sur la figure 15.A, la différence entre la figure 16.B et la figure 16.C est
probablement due a la différence entre 'homogénéité de chaque type de nanoparticules d'or. En

outre,

Il convient de noter que le potentiel et le courant de signal du pic sont presque inchangés, mais
le courant de fond est augmenté pour 1'¢lectrode basée sur la coulée de la suspension colloidale

d'AuNPs sur la surface du EPC (Figure 16.C).

Cette augmentation du courant de fond est probablement due a la quantité d'or coulé et a la

possibilité d'agrégation d'AuNPs sur la surface du EPC (Segura et al. 2015).

La littérature fait référence a une méthode standard de détection du chrome
hexavalent (Federation, Water Environment. 1999), qui consiste a faire une réaction de
complexation entre Cr(VI) et DPC en milieu acide. Cette réaction donne une solution colorée
qui peut étre analysée par méthode colorimétrique. Ici, le EPC non modifié a été testé pour la
détection de Cr(VI) en présence de DPC en solution. C'est pourquoi 0,2 mg - L "' de Cr(VI) ont
été ajoutés a la cellule électrochimique contenant 10 mL de solution acide et 970 ug - L ' de

DPC.

Le pic d'oxydation du DPC a été observé dans la plage de + 0,0 Va+0, 6 V (Figure 16.D (a)),
l'intensité actuelle des pics de DPC (+ 0, 35 V) diminue proportionnellement a I'augmentation
de la concentration de Cr (VI) (Figure 16.D (b, c)). Ainsi, la détection du Cr(VI) a été effectuce

par la mesure de la quantité consommée de DPC.

I1.3.4. Détermination du chrome hexavalent a I'aide d'un EPC modifié et non modifié

I1.3.4.1. Etude de détection du chrome hexavalent a l'aide d'un EPC modifié
électrochimiquement avec des AuNPs (AuNPsE/EPC)

11.3.4.1.1. Effet des AuNPs électrodéposés sur la détection du chrome hexavalent

L'effet du temps d'¢lectrodéposition des AuNPs a été étudié en utilisant la chronoampérométrie
a un potentiel fixe de +0,18 V (vs SCE). Ainsi, trois valeurs différentes pour le temps de dépat,
20, 200 et 400 s, ont été testées (voir la figure 17.A). Une fois I'électrodéposition réalisée, les

électrodes modifiées ont été polarisées dans de l'acide sulfurique 0,05 M en utilisant la
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voltamétrie cyclique a la vitesse de balayage de 0,1 V - s *! (voir la figure 17.B). Les résultats
montrent que 1'intensité du courant des AuNPs dans les chronoampérogrammes et dans les scans

CV augmentait avec le temps de dépot.

La détection du Cr(VI) a été réalisée par DPV dans du tampon acétate 0,05 M (pH 4,0). La
différence entre les intensités de courant obtenues avec différents temps d'é¢lectrodéposition 200
s et 400 s n'était pas significative (Figure 18).Par conséquent, 200 s comme temps
d'électrodéposition a été sélectionné pour le reste des expériences afin de minimiser le temps

de préparation des capteurs.

Dans le méme ordre d'idées, une optimisation de la concentration de HAuCly4 a été effectuce
pour une concentration fixe de Cr(VI) et son effet était négligeable sur l'intensité du courant de

Cr(VI). Ainsi, 170 mg - L'! ont été sélectionnés pour les expériences ultérieures (résultats non

présentés).
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Figure 17. Effet du temps de dépot. A) Chronoampérogrammes correspondant a
1'¢lectrodéposition des AuNPs (0,1 mM HAuCl4 dans 0,5 M H»SO4, Edep = 0,18 V) a
I'¢lectrode en pate de carbone. B) Le premier balayage de la polarisation de AuNPsE/EPC
enregistré dans 0,05 M H2SO4. Valeurs de temps de dépot testées : 20, 200 et 400 s.
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Figure 18. Effet du temps de dépdt (20, 200, 400 s) des AuNPs sur l'intensité du courant de 2
mg-L! de Cr(VI) 8 AuNPsE/EPC dans une solution tampon acétate 0,05 M (pH 4,0)

11.3.4.1.2. Effet de 1'électrolyte support et du pH

Selon plusieurs études, la détection du Cr(VI) est généralement réalisée en utilisant des
électrodes a base de nanomatériau d'or (Welch et al. 2005 ; Jena et al. 2008 ; Ouyang et al.
2012). Plusieurs électrolytes ont été étudiés afin de trouver le milieu optimal pour la détection
du Cr(VI). L'intensité du courant Cr(VI) était similaire pour tous les électrolytes testés
H>SO4 =HCI=HNO3 (Welch et al. 2005). Cependant, en (Kachoosangi et al. 2010) l'intensité du
courant décroit dans 1'ordre suivant HNO3; >HCIO4 >H>SO4 >HCI. Ainsi, dans ce travail, une
comparaison de la réponse du Cr(VI) (2 mg - L ~!) au EPC modifié électrochimiquement avec
des AuNPs ¢lectrodéposés (AuNPsE/EPC) a ¢été réalisé, dans une large gamme de milieux
acides, tels que : HCI (0,3 M), H2SO4 (0,3 M), HCIO4 (0,3 M), Tampon HNO3 (0,3 M) et
Britton-Robinson (B-R) (0,04 M; pH 2) afin de mieux comprendre la relation entre les milieux
acides avec divers électrolytes supportés et la réponse du Cr(VI). La figure 19.A montre les
réponses d'intensité de courant de Cr(VI) a I'¢lectrode AuNPsE/EPC, enregistrées dans les
¢lectrolytes cités ci-dessus. On note que l'intensité du courant Cr(VI) obtenu décroit dans 'ordre
suivant : Tampon B—R>HNO; >HCIO4 >H>SO4>HCI. Cela est probablement di a la forte
diffusion du Cr(VI) dans le tampon Britton-Robinson (0,04 M ; pH 2). De plus, les intensités
de courant obtenues dans les acides perchlorique et nitrique sont treés proches. Ce fait pourrait
probablement s'expliquer par les concentrations équimolaires de protons, ce qui est en accord
avec (Welch et al. 2005). Les pics obtenus dans HCI et H2SO4 ont une valeur d'intensité tres
faible ; cela peut étre dii a la formation possible de complexes de chromate, CrOsCl et

CrSO7?~ comme mentionné par (Welch et al. 2005 ; Korolczuk et al. 2000).
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Figure 19. A) Valeurs d'intensité¢ de courant obtenues avec AuNPsE/EPC pour une solution
contenant 2 mg - L "' de Cr(VI) dans diverses solutions acides (0,3 M) et dans une solution
tampon Britton Robinson 0,04 M (pH 2,0). B) Valeurs d'intensité de courant obtenues a l'aide
d'AuNPsE/EPC en fonction du pH pour une solution contenant 2 mg - L'! de Cr(VI) dans des
solutions de tampon acétate (0,05 M) et de tampon Britton Robinson (0,04 M).

Une étude plus approfondie de la réduction du Cr(VI) démontre qu'une réponse améliorée a été
observée a pH> 2 avec le tampon Britton Robinson (0,04 M) (Figure 19.B) (HCrO4™ l'espéce
prédominante et est active ¢électrochimiquement) et ce courant a diminué a pH> 4 jusqu'a sa
disparition totale a pH>6 et cela est probablement di a la faible activité ¢électrocatalytique de
réduction du Cr(VI) dans cette région (Jin et al. 2015). Etant donné que la réponse maximale a
¢té¢ obtenue a pH 4,0, le tampon acétate (pKa = 4,7) a été sélectionné pour une étude plus

approfondie de I'effet du pH dans une gamme de 3,0 a 6,0.

Outre un effet pur du pH, il convient de noter que la force ionique n'a pas ét¢ maintenue égale
pour les deux tampons €tudiés (acétate et Britton Robinson) et a varié¢ pour le méme tampon en

faisant varier son pH et peut donc influencer le changement de courant de créte (Figure 19.B).

La valeur d'intensité la plus élevée a été obtenue dans un tampon d'acétate (pH 5,5) comme le
montre la (figure 19.B), c'est peut-étre indiquer la facilité de diffusion de Cr(VI) sur la surface
AuNPsE/EPC. Par conséquent, 5,5 a ¢été choisi comme pH optimal pour le reste des

expériences.

11.3.4.2. Etude de détection du chrome hexavalent a 1'aide d'électrodes modifiées
par AuNPs par coulage en goutte (AuNPs/EPC)

Sur la base des résultats précédents obtenus avec AuNPsE/EPC. Les électrodes en pate de

carbone modifiées avec différentes quantités d'AuNPs formées chimiquement et déposées par
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coulée ont également été testées afin d'étudier leur effet sur l'intensité du courant de Cr(VI). Les
mémes paramétres optimisés pour AuNPsE/EPC (pH, polarisation de I'électrode modifiée) ont
¢galement été optimisés pour AuNPs/EPC. Les résultats obtenus concernant la valeur optimale
pour chaque parametre ¢étaient identiques a ceux des nanoparticules déposées
¢lectrochimiquement. En bref, différentes quantités de nanoparticules d'or déposées sur la
surface des EPC ont été réalisées dans un tampon acétate 0,05 M (pH 5,5) afin de montrer si le
comportement électrochimique de 1'électrode vers 1 mg L 'Le Cr(VI) serait modifié ou
non. Les résultats obtenus montrent, comme indiqué dans les informations complémentaires
(Figure 20), que la réponse de courant la plus €levée a été obtenue en utilisant une goutte de 4
uL de suspension d'or déposée deux fois. Au-dela de cette valeur, la variation de l'intensité du
courant devient plus ou moins constante apres cette valeur. Il a été remarqué que la surface de
'électrode n'était pas entiérement recouverte par deux couches de 4 pl de suspension
d'or. Cependant, des volumes plus importants ont été testés (10 pL une fois et 10 uL. deux fois)
dans les mémes conditions, et l'intensité de courant la plus élevée a des concentrations faibles
et élevées de Cr(VI) a été obtenue en utilisant une goutte de 10 pL déposée deux fois (résultats
non montrés). C'est pourquoi ce volume a été choisi comme valeur optimale pour le reste des

travaux.

Current ( pA)

0 T T T T T
1 2 3 4 5

Amount of AuNPs deposited on CPE (x 4 p L)

Figure 20. Effet de la quantité d'AuNPs sur l'intensité du courant au EPC dans un tampon
acétate 0,05 M (pH 5,5) contenant 1 ppm de Cr (VI).
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11.3.4.3. Etude de détection du chrome hexavalent a 1'aide d'un EPC non modifié

Apres la préparation des ¢électrodes en pate de carbone, différents parameétres ont été optimisés
; parmi eux le pH, qui a un effet énorme sur la détection du Cr(VI). Il a été observé que

l'augmentation du pH entrainait une diminution de 1'intensité du courant de Cr(VI).

Le EPC non modifié a été étudié en utilisant un tampon acétate dans une gamme de pH variant
de 3,0 a 5,5. Contrairement au EPC modifié a I'or, I'intensité maximale est observée a pH 3,0,
il n'y a pas non plus eu d'interférence du Cr(III). Il convient de noter qu'un pH inférieur (pH <
3 préparé avec différentes concentrations de H>SO4) montre un petit pic de Cr(VI) avec une

faible intensité de courant (résultats non présentés).

I1.3.4.4. Etude de détection du chrome hexavalent a 1'aide d'un EPC non modifié
en présence de DPC
La détection de Cr(VI) par l'utilisation de EPC non modifié en présence de DPC a été effectuée
indirectement. Le mécanisme des mesures est basé¢ sur une réaction redox accompagnée d'une
complexation entre l'espece réduite du Cr(VI) qui est le Cr(III) et la forme oxydée du DPC qui
est la diphénylcarbazone DPCO (Sanchez-Moreno et al. 2010 ; Ali et al. 2012).

2HCrO4 + 3DPC + 8H" —» 2Cr(DPCO)** + DPCO+ 5H>O

Le pic d'oxydation du DPC est proportionnel a la concentration de Cr(VI) ajoutée, d'ou I'intérét
de développer une électrode basée sur la détection du DPC consommé par le Cr(VI). Les

mesures ont été effectuées dans la gamme oxydative de +0,0 V a +0,6 V.

Une optimisation de la concentration en DPC a été réalisée en présence de différentes
concentrations de chrome hexavalent allant de 52 a 832 pg - L . Comme le montre la figure
21, le pourcentage de signal correspondant au DPC a diminué de maniere linéaire lors de
'augmentation de la concentration de Cr(VI) ; Par ailleurs on a remarqué que cette diminution
était significative avec une concentration de 970 ug - L !, obtenant la sensibilité la plus élevée
pour cette valeur. Pour cette raison, 970 pg - L "' de DPC ont été choisis pour les expériences

ultérieures.
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Figure 21. Effet de la concentration du DPC sur la réduction du signal a 1'aide d'un EPC non
modifié en milieu acide (pH 1,14) en présence de 52, 104, 208, 416 et 832 pg-L! de Cr(VI).

I1.3.5. Etude des interférences

Afin d'évaluer la sélectivité et la spéciation du capteur développé vers 1000 pg - L' de Cr(VI)
une étude d'interférence a été réalisée. Par conséquent, la présence de plusieurs ions, tels que
Ag’,Cd?", Cl-, Cr*", Fe?® Hg?" et Pb?" aété étudiée. La concentration de tous les cations a
été fixée a 1000 ug - L', et les anions chlorure ont été testés dans une gamme variée entre 0 et
1000 mg - L!. 11 convient de noter que les deux électrodes modifiées en or (AuNPsE/EPC et
AuNPs/EPC) ont des limites pour la détection du chrome hexavalent en présence d'ions chlorure
(Figure 22) et chrome trivalent (tableau 7). La figure 22 a montré que l'intensité du courant de
Cr(VI) aux deux électrodes modifiées diminuait avec I'augmentation de la concentration d'ions
chlorure. Comme mentionné ci-dessus dans la figure 19.A, la réponse actuelle de Cr(VI) a
AuNPsE/EPC a été considérablement affectée dans le cas de H2SO4 et HCI, et cela pourrait étre
di a la formation possible de complexes (CrOsCl et CrSO72 ) ce qui est en accord avec la
littérature (Welch et al. 2005 ; Kachoosangi et al. 2010). De plus, la spéciation du Cr(VI)
dépend fortement du pH du milieu. A pH 5,5, les électrodes modifiées a I'or (AuNPsE/EPC et
AuNPs/EPC) ne sont pas spécifiques au Cr(VI). En effet, comme indiqué dans le tableau 7 une
interférence du Cr(III) a été observée. Une étude plus approfondie a montré que la diminution
du pH a 4,0 permet la disparition totale de la réponse du signal du Cr(Ill). Cependant, la
sensibilité de la réponse du Cr(VI) diminue considérablement a ce pH. L'influence du Cr(III)
sur la réponse du Cr(VI) a également été vérifiée en utilisant des EPC non modifiés sans aucun
ajout de diphénylcarbazide (DPC). Méme la présence de 1 mg - L' de Cr(IIl) n'a pas modifié
l'intensité du courant de 1 mg - L' de Cr(VI), indiquant que 1'électrode nue est trés spécifique

pour Cr(VI). Cependant, en raison de la tres faible sensibilité¢ au Cr(VI), l'utilisation d'une telle
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¢lectrode n'était pas recommandée pour le reste du travail. Afin d'améliorer a la fois la

sélectivité et la sensibilité, le DPC a été ajouté.
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Figure 22. Effet de la concentration de chlorure sur 1 mg - L' de signal Cr(VI) dans un tampon
acétate 0,05 M (pH 5,5) a a) AuNPsE/EPC et b) AuNPs/EPC.

Tableau 7. Interférence de certains cations testés dans la détection de Cr(VI) a AuNPsE/EPC
dans un tampon acétate (pH 5,5).

Especes I (pA) de 1 ppm d'especes I (pA) de 1 ppm de Cr(VI) en présence Recouverement(%)
interférentes interférentes d'espeéces interférentes

Ag (D) - 3,641 95,6

CD (1) - —-3,588 94.2

Cr(11) -1,105 —4,874 128,0

Fe(I1I) - -3,815 100.2

Hg (1) - —-3,932 103.3

Pb (I1) - —3,982 104.6
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Comme mentionné ci-dessus, l'utilisation de DPC comme agent complexant spécifique pouvant
se complexer spécifiquement avec le Cr(VI) en milieu acide, nous fournit alors une méthode
spécifique vis-a-vis du Cr(VI), alors qu'une sélectivité élevée vis-a-vis du Cr(VI) a été obtenue
par l'utilisation de EPC non modifié en présence de DPC méme en présence de niveaux de
concentration €levés d'ions chlorure (voir la figure 23) et de Cr (I1I) (voir la figure 24). De plus,
comme les réponses actuelles n'ont pas été affectées aux EPC non modifiés en présence de
DPC, cette découverte peut étre due a leur forte affinité pour faire des complexes avec Cr (VI)

par rapport a celle des ions chlorure.
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Figure 23. Effet de la concentration de chlorure sur 1,25 mg-L™! de détection de Cr(VI) en
présence de 9,69 mg-L! de DPC a un EPC non modifié en milieu acide (pH1,14).
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Figure 24. Effet de la concentration en chrome trivalent sur la détection du chrome hexavalent
en présence de A) 0,97 mg.L!' de DPC et B) 9,69 mg.L! de DPC a un EPC non modifié en
milieu acide (pH1,14).
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I1.3.6. Performances analytiques des électrodes EPC modifiées et non modifiées

Dans les conditions optimales décrites ci-dessus, les performances analytiques des capteurs
modifiés et non modifiés développés vis-a-vis de la détermination du chrome hexavalent ont
été¢ étudiées. Les mesures ont été évaluées par DPV. La comparaison entre les électrodes

modifiées et non modifiées est résumée dans le tableau .

Tableau 8. Comparaison des performances analytiques du EPC modifié et non modifié pour
la détermination du Cr(VI).

Electrode Electrolyte support Gamme de linéairité R? LD (ng - Sensibilité (nA - RSD %
(ng-L) L) ng ' L)

AuNPsE/EPC Tampon acétate (0,05 M) pH 5,5 40-3000 0,982 7 4.18 6,74
[a]

AuNPs/EPC Tampon acétate (0,05 M) pH 5,5 100-3000 0,992 54 4.39 6.15
[b]

EPC Tampon acétate (0,05 M) pH 3,0 250-1500 0,998 26 0,387 15.74
EPC Milieu acide pH 1,14 en présence 50-260 0,996 19 2,00 7,75

970 ug - L ' de DPC

[a] AuNPs déposés électrochimiquement. [b] AuNPs coulés en goutte sur la surface de

I'électrode.

L'utilisation de EPC en présence de DPC présente de nombreux avantages par rapport aux
capteurs précités, comme une bonne limite de détection (19 pug - L 1), bien inférieure a la limite
déclarée par I'Organisation Mondiale de la Santé (50 pg - L - !). Indépendamment du LOD le
plus bas obtenu par l'utilisation du EPC modifi¢ (AuNPSE/EPC), une interférence des ions

chlorure a été observée comme le montre la figure 22 ; de plus, ces électrodes modifiées a 'or ne

permettent pas la spéciation du Cr(VI) en présence de Cr(III).

Le EPC non modifié en présence de 970 pg - L "' DPC en solution est une bonne alternative
pour pallier le probleme des interférences, les voltammogrammes obtenus sont présentés sur la
figure 25.A. Les mesures ont été faites en mesurant le pourcentage de diminution du signal de
DPC, qui est proportionnelle a la concentration ajoutée de Cr(VI) dans la gamme entre 50 et

260 pg - L 7!, comme illustré a la Figure 25.B. D'aprés le Tableau 8 et la Figure 25, les résultats
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montrent que 1'électrode en pate de carbone en présence de 970 pg - L ~! de DPC présente une
bonne et acceptable limite de détection 19 g - L ! sans interférences. L'équation de régression
obtenue était : I(uA)=0,275xC (ug - L 1)-0,180, avec un coefficient de corrélation :
R 2=0,997, et un écart type relatif (RSD) de 3 courbes d'étalonnage consécutives était égal a

7,75 %.
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Figure 25. A) Voltammogrammes impulsionnels différentiels pour la détermination du Cr(VI)

en solution acide (pH 1,14) en présence de : (a) 970 pg - L "' de DPC, et (b) 52, (c) 104, (d) 156,

(e) 208 et (f) 260 pg L' de Cr(VI) sur une électrode en pate de carbone non modifiée. B)
Courbe d'étalonnage correspondante du Cr(VI) dans les mémes conditions expérimentales.

11.3.7. Echantillon réel

Un échantillon d'eau potable a été prélevé directement du laboratoire afin de déterminer le
Cr(VI) et d'évaluer l'effet de sa matrice sur les performances analytiques de la méthode
proposée. Ainsi, I'eau collectée a été enrichie en Cr(VI) dans une gamme de 52 a 208 pg - L~

! et analysée a I'aide du EPC non modifié en présence de 970 pg - L' DPC.

Les voltammogrammes obtenus sont présentés dans (Figure 26.A). La figure montre le
pourcentage de diminution du signal pour DPC, i. e., la consommation de diphénylcarbazide
par Cr (VI) en fonction des concentrations ajoutées, comme indiqué ci-dessus, a été rapportée
dans (Figure 26.B). Les résultats trouvés pour I'eau du robinet sont tres proches de ceux trouveés
dans les solutions étalons (Figure 25.B) avec un recouverement compris entre 85,9 % et 100,9
%. Le tableau 9 montre les valeurs de recouverement considérées comme le rapport des

quantités trouvées/ajoutées.
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Figure 26. A) Voltammogrammes pulsés différentiels obtenus avec un EPC non modifié dans
de I'eau du robinet en présence de a) 970 ug-L-1 de DPC et b) 52 ¢) 104, d) 156 et €) 208 pug-L-
'de Cr(VI). B) Le % de diminution du signal de DPC en présence de 52, 104, 156 et 208 pg-L
!'de Cr(VI) dans I'eau du robinet.

Tableau 9. Détermination du Cr (VI) dans I'eau du robinet a l'aide d'une électrode a pate de
carbone non modifiée en présence de 970 pg - L "' DPC.

Cr(VD (pg-L™) Recouverement
Ajouté Trouvé (%)
Eau de robinet 52 44,7 85,9
52 442 85,0
52 52,5 100,9

11.4. Conclusions

Dans ce travail, une étude comparative entre les électrodes en pate de carbone non modifiées et
modifiées en or a été présentée. Tous les capteurs développés étaient capables de détecter le
Cr(VI) a une concentration inférieure a 50 pg - L ! (déclarée par I'organisation mondiale de la
santé), mais les électrodes modifiées en or présentaient des limitations concernant l'interférence
du Cr(III) et des ions chlorure. L'électrode a pate de carbone non modifiée pouvait surmonter
ces problemes et ¢€tait capable de déterminer le Cr(VI) avec une bonne sélectivité et une
sensibilité relativement élevée. Cependant, ['utilisation de EPC en présence de DPC améliore
beaucoup plus la sensibilité et permet une limite de détection de 19 pg - L ! qui est inférieure
a la valeur recommandée par 'OMS. De plus, le Cr(VI) a été déterminé avec succes dans

I'échantillon d'eau du robinet par le capteur non modifié€ proposé.
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Chapitre III : Immobilisation d'anticorps assistée par la chimie du clic sans
cuivre pour I'immunodétection de la cytokine IL-10 dans la salive

Résumé

L'interleukine-10 (IL-10) est une cytokine anti-inflammatoire qui est sécrétée en réponse aux
niveaux aigus d'inflammation chez les patients souffrant d'insuffisance cardiaque (IC). La
chimie du clic en absence du cuivre a été utilisée avec succés pour la premiere fois dans ce
travail pour la surveillance de la cytokine Interleukine 10 (IL-10) dans la salive (Figure 27).
L'approche impliquait la liaison des groupements carboxyliques du dibenzocyclooctyne
(DBCO-COQOH) au thiol-azide assemblé sur la surface des microélectrodes d’or qui se liera
plus tard avec l'anticorps monoclonal de 1'lL-10 (mAb-IL-10). La stratégie de chimie de clic
sans cuivre offre de nombreux avantages, notamment un temps de réaction rapide a 37° C ou
méme a température ambiante, aucune exigence de catalyseur Cu (I) cytotoxique et une haute
spécificité des cyclooctynes envers les azotures, conduisant a des rendements quantitatifs élevés
de stable triazoles. L'immobilisation orientée de mAb-IL-10 sur le DBCO-COOH a permis la
détection directe de la cytokine Ag-IL-10. La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier
(FTIR) et le nanoplotter associé a la microscopie de fluorescence ont été utilisés pour analyser
et certifier la bio-fonctionnalisation des €lectrodes d'or. De plus, la technique de spectroscopie
d'impédance électrochimique (SIE) a été utilisée pour suivre I’interaction de I'Ag-IL-10 avec
son anticorps. L'immunocapteur développé a montré une gamme de linéairité semi-
logarithmique allant de 0,1 pg/mL a 5 pg/mL avec R*= 0,9815, une limite de détection (LOD)
de 0,1 pg/mL avec un écart type relatif (RSD) de 10,67 %. L’analyse de ’interleukine-10 dans
la salive des volontaires sans COVID a été effectuée avec succes pour démontrer 1'utilité de

I'immunocapteur développé.

Mots clés
Interleukine-10; Chimie de clic sans cuivre ; Immunocapteur électrochimique ; analyse de la

salive ; Surveillance de 1'insuffisance cardiaque.
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Figure 27. Résumé graphique de l'immunocapteur destiné a la détection de I'IL-10
I11.1. Introduction

Les biomarqueurs sont par définition des caractéristiques quantifiables des processus
biologiques. Ils ont acquis un role important dans la pratique médicale moderne au cours des
cinquante dernic¢res années, gagnant une importance croissante dans les applications cliniques
car ils peuvent représenter des facteurs de risque pour une maladie, ainsi des indicateurs de la
progression de la maladie ou des changements associés au traitement (Selleck et al 2017). Les
biocapteurs offrent une excellente opportunité pour la surveillance continue de ces
biomarqueurs et, ces dernieres années, la demande d'outils de diagnostic avec des
caractéristiques de fonctionnement améliorées a augmenté en termes de sensibilité et de
sélectivité¢ ¢levées, ainsi qu'un temps de réponse rapide. Cette demande croissante du
développement des biocapteurs appliqués a la médecine les a rendus trés attractifs pour
I'évaluation des conditions physiologiques ou physiopathologiques des patients, le suivi de
I'évolution des maladies et l'efficacité des thérapies post-traitement. En particulier, les
biocapteurs a base d'anticorps (ou immunocapteurs) ont révolutionné le diagnostic au cours des
dernieres décennies en raison des avancées scientifiques qui les ont rendus capables de
déterminer les biomarqueurs des maladies (Sharma et al. 2016).

L'insuffisance cardiaque (IC) est un syndrome clinique complexe causé par un large éventail de
troubles cardiovasculaires, tels que des anomalies structurelles ou fonctionnelles du cceur, qui
entrainent une altération de la capacité du cceur a se remplir ou & pomper le sang, ce qui entraine
une diminution de la délivrance d'oxygene a un taux correspondant aux besoins des tissus
métabolisants. L'IC représente un probléme clinique et de santé publique majeur (Roger 2021 ;

Virani et al. 2021). Il s'est avéré qu'il entrainait des taux de mortalité élevés, en particulier chez
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les patients agés, et un lourd fardeau économique pour les services de santé (Groenewegen et
al. 2020). En effet, I'IC est actuellement I'une des principales causes d'hospitalisation et est
associée a une morbidité et une mortalit¢ ¢élevées apreés-diagnostic, avec une prévalence
mondiale de 64,34 millions de cas (8,52 pour 1 000 habitants), représentant 9,91 millions
d'années perdues en raison d'un handicap et 346,17 milliards de dollars de dépenses,
représentant le fardeau le plus lourd aprés 60 ans (Lippi et Sanchis-Gomar 2020).
L'inflammation joue un rdle central dans le développement de I'IC (Riehle et Bauersachs 2019)
et des taux circulants élevés de cytokines pro-inflammatoires (par exemple, facteur de nécrose
tumorale alpha (TNF-a), interleukine-1 (IL-1), IL-6 et IL-18), il a été prouvé qu'ils participent
au développement et a la progression de I'IC, et leurs taux plasmatiques élevés sont associés a
une mortalité accrue chez les patients (Hanna et Frangogiannis 2020). D'autre part, il est bien
connu que les cytokines anti-inflammatoires peuvent neutraliser les cytokines pro-
inflammatoires libérées dans I'IC et en particulier I'IL-10 qui est la principale cytokine anti-
inflammatoire exprimée dans le cceur et connue par son effet de suppression de la synthese des
cytokines pro-inflammatoires (Yamaoka et al. 1999 ; Jung et al. 2017 ; Shirazi et al. 2017). La
combinaison des mesures des taux circulants de cytokines pro-inflammatoires et anti-
inflammatoires s'est avérée €tre une information pronostique importante chez les patients
atteints d'IC (Kaur et al. 2009 ; Miettinen et al. 2008). De nos jours, 'Ag-1L-10 est généralement
quantifiée dans le sang (échantillons de plasma ou de sérum) par des méthodes
immunochimiques telles que les dosages immuno-enzymatiques (ELISA), qui ont été les
méthodes de référence pour le diagnostic des protéines spécifiques a la maladie et d'autres
protéines ou biomarqueurs depuis plus de quatre décennies (Patel et al. 2016). Par rapport aux
biocapteurs, ces immunoessais nécessitent une formation spécialisée, des processus analytiques
laborieux, tels que plusieurs étapes de ringage, et ils prennent du temps (Katz 2021). Les
biocapteurs représentent ainsi des outils de diagnostic alternatifs tres prometteurs de par leur
facilité d'utilisation, leur colt réduit, leur portabilité.

Le sang est la matrice idéale pour la plupart des produits chimiques en raison de son contact
avec l'organisme entier et de son équilibre avec les organes et les tissus ou les produits
chimiques sont stockés. Cependant, méme si le sang est généralement considéré comme le
meilleur fluide corporel pour I'évaluation des processus systémiques par la détermination de
biomarqueurs et que l'analyse sanguine est la procédure la plus courante pour obtenir des
informations cliniques, cette approche comporte des inconvénients principalement dus a
I’invasivité de la matrice. En effet, le prélévement sanguin pourrait entrainer du stress pour les

patients en raison de ses risques potentiels tels que des malaises passagers, des ecchymoses,
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une infection au site de ponction veineuse ou une anémie (Simundic et al. 2018). De plus, la
manipulation d'échantillons sanguins nécessite des traitements particuliers, c'est-a-dire tant au
niveau de l'analyse des échantillons que de leur élimination. Au cours des dernieres décennies,
le développement d'une nouvelle méthodologie et de techniques analytiques modernes a permis
de mettre 'accent sur l'analyse des fluides biologiques qui peuvent étre échantillonnés de
maniére non invasive (par exemple, la salive/liquide buccal, I'haleine expirée, la sueur, l'urine,
le méconium, les ongles, les cheveux et le sperme ou lait maternel). En particulier, 1'analyse de
la salive offre plusieurs avantages, tels que 1'adéquation au dépistage d'une population plus
large, une diminution du stress psychologique (surtout si des prélévements répétés sont
nécessaires) méme chez des sujets critiques (par exemple, les enfants, les personnes agées et
les personnes handicapées), et moins de risques pour la santé des patients et des professionnels
de la santé qui doivent gérer la collecte, 1'analyse et 1'élimination des échantillons (Bellagambi
et al. 2020 ; Ghimenti et al. 2020 ; Vozgirdaite et al. 2021). Toutes ces raisons font de la salive
un fluide biologique de diagnostic préférable au sang et a ses dérivés. En particulier, Le
diagnostic salivaire par biomarqueurs représente actuellement un domaine dynamique et un
outil puissant, parfaitement adapté au diagnostic moléculaire pour l'aide au diagnostic ou au
suivi des maladies. Il devient extrémement attractif dans le domaine des dispositifs Point-of-
care (PoC) et Lab-on-Chip (LoC) (Bellagambi et al. 2020 ; Haji Mohammadi et al. 2021 ;
Khurshid 2018 ; Ngamchuea et al. 2018 ; Rammos et al. 2021 ; Vozgirdaite et al. 2021).

Au cours de la derniere décennie, plusieurs immunocapteurs basés sur la spectroscopie
d'impédance électrochimique (SIE) ont été développés pour la quantification de différents
biomarqueurs liés a I'IC, dont 1'[L-10 (Bausells et al., 2021). Baraket et ses collégues ont
proposé plusieurs biocapteurs pour la détection du biomarqueur Ag-1L-10. De ce fait, plusieurs
méthodes ont été utilisées y compris 1’électrogreffage de carboxyldiazonium sur une électrode
en or-polyimide pour immobiliser 'anticorps anti-IL-10 (Baraket et al. 2013, 2014,2016, 2017).
Baraket et ses collégues ont utilisé un biocapteur électrochimique flexible comprenant des
¢lectrodes de référence, de travail et de contre-¢électrode complétement intégrées sur un substrat
de polyimide par un processus de photolithographie douce. Ensuite, l'acide
mercaptohexadécanoique a été utilisé pour lier de maniére covalente l'anticorps (anti-IL-10)
(Baraket et al., 2016).

Un immunocapteur é¢lectrochimique rapide et spécifique a été développé par Dou et ses
collegues. Des groupements carboxyliques activés de 'anti-IL-10 étaient liés a une électrode
d’or modifiée par le polyaniline issue du sel de diazonium apres sa réduction électrochimique

(Dou et al. 2012). En 2015, Garcia-Cruz et al. ont déposé¢ des microfils de polypyrrole
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conducteur sur une surface thermoplastique flexible pour la biodétection d’Ag-IL-10. Les
microfils déposés ont ensuite ét¢ combinés avec l'anticorps anti-IL-10 pour une détection
d'affinité qui a été transduit avec la technique d'impédance (Garcia-Cruz et al. 2015). De plus,
Lee et al. ont réussi a développer un biocapteur pour mesurer 1'Ag-IL-10 a un stade précoce.
Pour cela, une détection des produits redox-actifs générés a partir des immunoréactifs marqués
a la phosphatase alcaline apres son activité biocatalytique a été réalisée grace a la combinaison
d'un dosage immuno-enzymatique avec une voltamétrie de redissolution dans un systéme en
flux. Cette méthode a permis la détection d'Ag-IL-10 & des niveaux de pg/mL
(BengoecheaAlvarez et al., 2001). Plus récemment, Nessark et al. ont développé un nouvel
immunocapteur impédimétrique capacitif sans marquage pour détecter I'Ag-IL-10 dans lequel
une couche conductrice de polypyrrole a été déposée chimiquement sur le substrat
Si1/Si10,/S1304 pour immobiliser 1'anticorps anti-IL-10 par la chimie de la carboxyméthylaniline
et du carbodiimide ( Nessark et al. 2020).

Les modifications de surface ¢électrochimiques et chimiques sont les meilleures stratégies pour
assurer une liaison covalente des molécules biologiques pour la détection de biomarqueurs.
Cependant, les performances des immunocapteurs a base d'anticorps peuvent étre affectées par
des facteurs critiques tels que la capacité a immobiliser les éléments de reconnaissance tout en
conservant leur activité, I'accessibilité¢ de 1'é1ément de reconnaissance a 1'analyte en solution et
une faible adsorption non spécifique sur le support solide. De plus, I'utilisation d'anticorps
comme ¢léments de détection peut présenter des limitations supplémentaires. L'interaction entre
l'anticorps et le biomarqueur ciblé dépend également de la force d'affinité et de l'orientation de
I'élément sensible lorsqu'il est immobilisé a la surface (Mackey et al. 2018 ; Shen et al. 2017).
A titre d'exemple, la fixation de molécules biologiques par réaction au carbodiimide présente
des problemes liés a la reproductibilité et ne permet pas la bio-orthogonalité (Devaraj, 2018).
L'utilisation de la chimie du clic aide a optimiser la stratégie de biofonctionnalisation car elle
est rapide, simple a utiliser, polyvalente, régiospécifique et donne des rendements de produits
¢levés, mais, plus important encore, la chimie du clic fournit des réactions bioorthogonales
spécifiques qui se déroulent de manicre irréversible dans l'eau a pH neutre et températures
biocompatibles (25 a 37 °C) sans réactifs cytotoxiques ni sous-produits (Devaraj et Finn 2021 ;
McKay et Finn 2014). Les monocouches de différents thiols auto-assemblées (SAM) sur des
substrats d'or font partie des approches les plus utilisées. Certains articles (Guerrero et al. 2019,
2020) ont utilisé la chimie du clic catalysée par le cuivre (I) pour 1'¢laboration de nouveaux
immunocapteurs. L'utilisation d'une telle stratégie permet la bio-orthogonalité des biomolécules

conjuguées. Cependant, l'utilisation de Cu(I) comme catalyseur présente un effet toxique sur
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les biomolécules, pour cela, la chimie du clic sans cuivre a été utilisée pour surmonter ces
problémes.

Notre travail visait a développer le premier immunocapteur basé sur I’adaptation de la chimie
du clic sans cuivre a la surface de 1’¢lectrode pour la surveillance de 1'Ag-IL-10 dans un
échantillon de salive. Une stratégie de biofonctionnalisation innovante a fourni une
monocouche auto-assemblée de 11-(2-{2-[2-(2-Azido-éthoxy)-éthoxy]-éthoxy}-éthoxy)-
undécane-1-thiol (appelé ici HS -C11-EGs-N3) sur une plate-forme de biocapteurs contenant 4
microé¢lectrodes de travail en or. Le SAM a permis la réaction de clic avec l'acide
dibenzocyclooctyne pour une immobilisation efficace de l'anticorps monoclonal anti-IL-10
pour une détection sans marquage de I'Ag-IL-10. La voltamétrie cyclique (CV) a été utilisée
pour caractériser et confirmer la fonctionnalisation a chaque étape. Enfin, la spectroscopie
d’impédance électrochimique (SIE) a été utilisée pour la caractérisation des biocapteurs. Les
résultats satisfaisants obtenus en termes de sensibilité, sélectivité et spécificité ont prouvé que
notre immunocapteur pouvait étre un outil prometteur pour une détection fiable et sensible de
I'Ag-IL-10 dans la salive et d'autres implémentations seront réalisées pour diminuer le temps
d'incubation dans le thiol en utilisant des sels de diazonium et en utilisant également d'autres
composés de dibenzocyclooctyne qui pourraient se lier directement aux anticorps sans étapes

d'activation ni de désactivation.

I11.2. Expérimentation
I11.2.1. Produits chimiques et réactifs

Le 11-(2-{2-[2-(2-azido-éthoxy)-éthoxy]-éthoxy}-éthoxy)-undécane-1-thiol (HS-C11-EG4-N3)
a été acheté aupres de prochimia (Pologne), Le 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)
carbodiimide (EDC, pureté > 98 %) (Art. No. 2156.2) a été acheté chez Carl Roth, la résine
époxy EPO TEK H70E2LC (Parties A et B) était chez Epoxy Technology Inc. (France). Acide
dibenzocyclooctyne (DBCO-COOH, pureté 95 %), dibenzocyclooctyne-amine (DBCO-NH>,
pureté 95 %), N-hydroxysuccinimide (NHS, pureté¢ 98 %), comprimés de solution tampon
phosphate (PBS), hexacyanoferrate (II) de potassium trihydraté (K4Fe(CN)e-3H20, pureté >
99,95 %), 'hexacyanoferrate de potassium (III) (K3Fe(CN)g, pureté > 99%), 1'éthanolamine
(pureté¢ > 98%), l'octadécyl-mercaptan et 1'éthanol pur (pureté 95,0%) ont été achetés chez
Sigma-Aldrich (France).

Anticorps monoclonal anti-IL-10 (n° de catalogue MAB2172), IL-10 humaine recombinante
(n° de catalogue 1064-IL, lyophilisé), anticorps conjugué a 1'lL-10 humain Alexa Fluor® 488
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(n° de catalogue IC9210G- 025) et Ag-TNF-o humain recombinante (Cat. No. 210-TA) ont été
achetés chez R&D Systems (BioTechne, France).

Tous les solvants et réactifs utilisés dans ce travail étaient de qualité analytique. L'eau ultra pure
(résistivité > 18 MQ cm) a été produite par le systeéme Elga PURELAB Classic (Veolia, France).
Le tampon PBS utilis¢ dans ce travail a été préparé en dissolvant des comprimés de PBS dans
l'eau ultrapure comme indiqué par le fournisseur en produisant un tampon phosphate 0,01 M

(pH 7,4) contenant du chlorure de potassium 0,0027 M et du chlorure de sodium 0,137 M.

II1.2.2. Appareillage

L'analyse FTIR a été effectuée a l'aide d'un spectrophotomeétre NEXUS (Nicolet-Thermo
Fisher, Royaume-Uni) et les spectres ont été enregistrés en mode de réflectance totale atténuée
avec un accessoire Thunder dome (Spectra-tech) contenant un cristal de germanium. Un
systtme de micro-pipetage Nano-traceur modele 2.1 2.1/E a été acheté aupres de GeSiM
Gesellschaft fiir Silizium-Mikrosysteme mbH, Allemagne. Les images de fluorescence ont été
prises a l'aide d'un microscope a fluorescence confocale spectrale a haute résolution (EVOS
M5000) de Thermo Fischer Scientific, qui est équipé d'une caméra monochrome et d'objectifs
20 x et 60 x et la détection a été effectuée par un GFP a lumicre verte avec un
excitation/émission de 470/525 nm. Data Physics Instruments digidrop (Allemagne) a été utilis¢
pour mesurer les mesures d'angle de contact (CAM). Pour le processus de sonication, un bain a
ultrasons FB 15049 de Fischer Scientific a été utilisé. Toutes les manipulations ont été
effectuées a la température du laboratoire sauf indication contraire.

Une puce en silicium contenant quatre microélectrodes de travail (ET) en or, deux
micro¢lectrodes de référence interne en Ag/AgCl et une contre microélectrode en platine
(Figure 28) a été utilisée comme plate-forme de capteur pour les mesures électrochimiques. La
surface de la puce est passivée par un bicouche diélectrique SiO2/Si3N4, sauf au niveau des
¢lectrodes et des plots de contact €lectrique. Toutes les étapes de fonctionnalisation des ET d'or
ont €t¢ caractérisées en utilisant la voltamétrie cyclique (CV) et la spectroscopie d'impédance
électrochimique (SIE) a température ambiante (22 + 2 ° C) et dans une cage de Faraday en
utilisant un potentiostat PalmSens 4 avec multiplexeur connecté a l'ordinateur et controlé par

PSTrace 5.7 logiciel.
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Figure 28. Image de la plate-forme de biocapteur passivée avec de la résine époxy, intégrant
une contre-électrode, une électrode de référence et 4 électrodes de travail en or.

I11.2.3. Préparation de solutions étalons et collecte de salive réelle

Selon la procédure fournie par le fournisseur, 1'anticorps monoclonal mAb-IL-10, les antigeénes
Ag-1L-10 et Ag-TNF-a ont tous été reconstitués dans du PBS avant d'étre aliquotés a une
concentration finale de 0,5 mg/mL pour mAb-IL-10 et 10 pg/mL pour les deux antigenes. Tous
les aliquots ont été conservés a —20°C jusqu'a leur utilisation (mAb-IL-10 pour la
biofonctionnalisation du capteur et les antigénes pour la préparation des échantillons avec
différentes dilutions). Les solutions standard avec différentes concentrations d'Ag-IL-10 ou
d'Ag-TNF-a (0,1;0,25;0,5; 1 et 5 pg/mL) ont été préparées en diluant la quantité appropriée
de la solution a 10 pg/mL a analyser.

Avant toute prélevement, le volontaire s’est abstenus de fumer, d’d'exercice physique, de
nourriture, de boissons alcoolisées et de boissons gazeuses pendant plus que 1 h avant le test
comme il est décrit précédemment par Bellagambi et al. (2018). Les ¢chantillons de salive ont
¢été recueillie aupres d'un volontaire théoriquement en bonne santé (femme, 40 ans) déplagant
'écouvillon synthétiques biocompatibles en forme de rouleau ((capuchon bleu Salivette®
Cortisol) achetés a Sarstedt (Allemagne)) dans la cavité buccale pendant 2 minutes a un rythme
auto-sélectionné. Les échantillons de salive ont été récupérés par centrifugation des écouvillons
comme décrit par Bellagambi et al. (2018). L'échantillon de salive obtenu a ensuite été divisé
en deux aliquotes ou le premier n'a pas été dopé tandis que le second a été dopé avec 84 pg/mL
d'Ag-IL-10. Ces échantillons ont ensuite été stockées a -80 ° C jusqu'a I'analyse.

L’analyse de la salive a été réalisée en utilisant la méthode des ajouts dosées pour quantifier
'Ag-IL-10. Pour effectuer les analyses, un volume constant de 50 pL de chaque échantillon a

été placé dans 1,5 mL Eppendorf®Tubes a centrifuger Lo-bind (Eppendorf, France). Le premier
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tube a été ensuite complété jusqu'a un volume final de 1 mL en ajoutant 950 uL de PBS, tandis
que des volumes croissants d'Ag-IL-10 ont été ajoutés aux tubes suivants pour obtenir des
¢talons contenant une concentration finale connue de 0,1, 0,25, 0,5, 1 et 5 pg/mL,
respectivement. Enfin, des volumes approprié¢s de PBS ont été ajoutés aux différents flacons

pour atteindre un volume final de 1 ml.

I11.2.4. Mesures électrochimiques.

Toutes les caractérisations et mesures ¢électrochimiques ont été effectuées dans 5 mM de
K3[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s] préparé dans PBS (pH 7,4) comme sonde redox. Pour les mesures
de CV, le balayage du potentiel a été effectué¢ a partir de —0,2 a 0,6 V avec une vitesse de
balayage de 50 mV/s, tandis que pour les mesures SIE, une gamme de fréquence de 100

mHz—100 kHz a été utilisé avec un potentiel AC de 10 mV et un potentiel DC de 100 mV.

II1.2.5. Bio-fonctionnalisation des microélectrodes en or

Avant toute fonctionnalisation, la puce contenant 4 microélectrodes de travail en or, une
microélectrode de référence et une contre microélectrode (Figure 28) a été nettoyée par
sonication pendant 5 min dans I'éthanol et I'eau bidistillée respectivement. Ensuite, la puce a
été incubé dans HS-C11-EG4-N3 (1 mM, préparé dans 1’éthanol absolue) pendant une nuit, par
conséquent, des monocouches auto-assemblées étaient déposées sur les surfaces d'or de la puce
(Figure 29.a). L'exces de thiol-azide est ensuite éliminé par ringage a 1'é¢thanol. Par la suite, les
groupes azide terminaux de la monocouche assemblée ont été liés de maniere covalente au
dibenzocyclooctyne-acide (0,5 mM, préparé dans le PBS) a travers la formation d'un triazole
stable (Figure 29.b). Une activation des groupements carboxyliques a été réalisée par
I’incubation dans un mélange d’EDC (0,4 M, dans le PBS) /NHS (0,1 M, dans le PBS) pendant
1 h (Figure 29.c) pour permettre ainsi une liaison covalente avec l'anticorps anti-IL-10 (10
pg/mL, dans le PBS) pendant 1 h a 4 °C (Figure 29.d). Ensuite, 1'immunocapteur a été incubé
dans I'éthanolamine a 0, 1% (préparé dans le PBS) pendant 30 min a 4 ° C afin d'éviter toute

liaison non spécifique en bloquant les groupes carboxyliques actifs restants (Figure 29.e).
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Figure 29. Illustrations schématiques des étapes utilisées pour la fonctionnalisation des
électrodes d'or : (a) Thiol-azide (HS-Ci1-EGs-N3), (b) DBCO-COOH, (c) activation avec
EDC/NHS, (d) biofonctionnalisation avec mAb-IL-10 et () blocage avec de I'éthanolamine.

I11.2.6. Impression par microcontact (Micro-tamponnage)

La technique de micro-tamponnage a été utilisée pour vérifier la bio-fonctionnalisation de la
surface et pour confirmer la liaison des anticorps de I’'IL-10 sur la surface d’or modifiée par le
DBCO-NHa. Pour cela, une technique de lithographie douce utilisant le moulage par réplique a
été¢ utilisée pour fabriquer le tampon élastomére de polydiméthylsiloxane comme il est
mentionné dans des articles précédents (Garcia-Cruz et al. 2014 ; El Hassani et al. 2019). En
bref, un mélange d'¢lastomere de silicone (pré-polymere) et d'agent de durcissement (10:1 w/w)
a été préparé (Figure 30.a). Ensuite, un dégazage complet du mélange préparé a été effectué
pour assurer I'élimination compléte des bulles d'air, ce qui pourrait ensuite créer des problemes
de défaut sur le tampon du PDMS (Figure 30.b). Apres cela, le mélange PDMS a été versé dans
la station de moulage et polymérisé a 100 ° C pendant 90 minutes (Figures 30.c d e f et g).
Enfin, le tampon PDMS a été décollé du poste de moulage portant les micro-motifs sur sa
surface (Figure 30.h). Une amplification avec un ordre de grandeur de 60 fois a été appliqué en
utilisant la lumiére blanche afin d'assurer la fabrication des motifs sur le tampon fabriqué
(Figure 31). Le tampon préparé a été encré a travers son immersion pendant 20 min dans
'octadécylmercaptan (Figure 32.a) suivi d’un séchage sous flux d'azote pendant 2 min. Les
motifs d'octadécyl mercaptan ont été imprimés par microcontact pendant 10 min sur le substrat
en or (Figures 32.b et 32.c). Par la suite, le thiol-azide (HS-C11-EG4-N3) a été auto-assemblé
sur le substrat d’or (Figure 32.d). L'exces de thiol-azide a ensuite été éliminé par un ringage en
éthanol et les groupes d’azide terminaux ont réagi avec la dibenzocyclooctyne-amine (chimie

click sans cuivre) (Figure 32.e). Les groupements carboxyliques des anticorps ont été
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simultanément activés dans un mélange EDC (0,4 M)/NHS (0,1 M) préparé en PBS pendant 1
h. Apres cela, le biocapteur fonctionnalisé par le DBCO-NH: a été incubé dans la solution
susmentionnée des anticorps anti-IL-10 (10 pg/mL) pendant 1 h a 4 °C (Figure 32.f). Apres
trois ringages avec du PBS, le biocapteur ¢labor¢ a été incubé dans de 1'é¢thanolamine a 0,1 %
pendant (30-40 min) a 4 °C. Cette étape est importante pour bloquer les groupes carboxyliques
actifs restants afin d'éviter toute liaison non spécifique. Par la suite, le substrat d'or modifié a
été incubé dans I'Ag-IL-10 (2,5 pg / mL, préparé dans le PBS) pendant 1 h (Figure 32.g). Pour
terminer, le substrat fonctionnalisé a ét¢ incubé dans la solution d'anticorps polyclonal conjugué
a Alexa Fluor 488 (1 pg/mL, préparé dans le PBS) pendant 1 h a 4 °C (Figure 32.h). Un ringage
avec du PBS a été effectué suivi d’un séchage avec un flux d'azote pour étre analysé par la

microscopie a fluorescence.

Figure 30. Montage pas a pas du poste de moulage : a) mélange du mélange PDMS et aspiration
de la solution avant dégazage b) dégazage c) positionnement du support, d) positionnement du
joint Téflon, e) fixation du tampon et de son bouchon, f) injection du mélange g) poste de
moulage apreés polymérisation et h) tampon PDMS
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Figure 31. Tampon de PDMS et I’amplification de ses micro-motifs (grossissement x60)
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Figure 32. Principales étapes de la fonctionnalisation du substrat en or a) encrage du tampon
PDMS b) estampage, c) thiol-CH3 imprimé par microcontact, incubation dans d) thiol-azide e)
DBCO-NH: f) mAb-IL-10 g) Antigene Ag- IL-10 et h) Anticorps fluorescent d'IL-10.

I11.2.7. Nanoplotter

Le principe du nanoplotter se base sur 1’aspiration de 1’échantillon a partir d’une plaque de 96
puits a ’aide des pointes de pipettes pi¢zoélectriques. Le volume d'aspiration dépend de
l'application de spotting. Le logiciel du nanoplotter permet 1’aspiration automatique des
¢chantillons, le lavage intermédiaire et le ringcage final des micro-pipettes apres sa
programmation. La figure 33 montre les étapes d’alimentation et d’évacuation de liquide du

systeme durant un cycle de dépdt d’une micro-goutte.

Pour le nanoplotter, la puce utilisée pour la caractérisation €lectrochimique décrite auparavant
a été remplacée par un carré d'or de 1,2x1,2 cm? (Figure 34) qui a regu le méme traitement et
fonctionnalisation qu'au paragraphe II1.2.5 depuis I'étape de nettoyage jusqu'a l'activation par
EDC /NHS. La solution des anticorps anti-IL-10 (10 pg/mL) a été préparée dans un tampon
PBS et transférée dans une plaque de 96 puits.

Le nanoplotter a été utilisé pour déposer des pico-gouttelettes de mAb-IL-10 a des endroits

précis sur le grand carré d'or. Les paramétres de la pointe piézoélectrique de la machine utilisés
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sont 60 V et 100 Hz pour le courant et la largeur d'impulsion respectivement. Ces parametres
ont été choisi pour le dépdt des pico-gouttelettes. 12 spots d’une goutte d'environ 1000 pL ont
été déposés comme indiqué sur la figure 34 Apres le dépot des anticorps, tout le carré d'or a été
retiré du nanoplotter pour les étapes suivantes. Pour cela, le carré d'or entier a été incubé dans
une solution d'éthanolamine (0,1% dans du PBS) pendant 30 min a 4 °C. Ensuite, il a été incubé
dans une solution d'Ag-IL-10 a 2,5 pg/mL pendant 1 h a 4 °C. Enfin, I'anticorps polyclonal
conjugué par Alexa Fluor 488 (1 pg/mL) a été déposé sur le substrat puis incubé pendant 1 h a

4 °C. La détection a été réalisée par une lumiere verte GFP avec une excitation/émission de

470/525 nm.

Echantillon

VIDEO

Figure 33. Schéma d’un cycle de dépot d’une micro-goutte avec les étapes d’alimentation et
d’évacuation de liquide du systéme (reproduit du site de Gesim biolnstruments).
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Figure 34. Image du nanoplotter a gauche. Parameétres du nanoplotter pour le dépdt de gouttes,
avec axe configuré pour le dépot de gouttes (axe sur la puce d’or) et axe défini pour la position
du site (axe sur le rectangle en verre (support pour la puce d’or)) a droite.

I11.2.8. Mesure de 1'angle de contact (CAM)

Les mesures d'angle de contact ont été effectuées a I'aide d’un appareil Digidrop de Dataphysics
Instruments Gmb. Une gouttelette de 5 pL d'eau désionisée a été¢ déposée sur la surface de la
puce d'or avec un débit de 0,1 pL/s (trés lent), les données ont été enregistrées par le logiciel

SCA20. Le CAM a été mesur¢ trois fois apres chaque étape de modification de surface.

II1.3. Résultats et discussion
I11.3.1. Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

La technique FTIR a été utilis¢é pour surveiller et suivre la fonctionnalisation de
l'immunocapteur développé a chaque étape. Comme le montre la figure 35, le spectre 35.a
représente les vibrations de I'or non modifi€. Dans le spectre 35.b un pic d'absorbance a 2115,27
cm! est observé, cela correspond a 1’absorption d'azide, confirmant ainsi ’existence d’une
monocouche assemblée et la présence de la liaison -N=N+=N-, la bande de vibration observé a
1152,85 cm™! est peut-étre due a 1'étirement C-O du groupe glycol dans la chaine thiol-azide
(Gouget-Laemmel et al., 2013 ; Yaakov et al., 2017). Par conséquent, le thiol-azide s'est auto-
assemblé sur le substrat d'or. Le spectre 35.c montre une légére déformation de 1152,85 cm™ a
1134,20 cm™! qui peut étre due au cycle aromatique dans DBCO-COOH, aussi une diminution
de l'intensité correspondant a 1'étirement de 1'azoture confirmant le couplage par clic. De plus,

une augmentation a été remarquée a 3457,30 cm! sur le spectre 35.d, qui est liée a la région de
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I'étirement O-H qui peut étre due aux groupes carboxyliques activés de DBCO-COOH et un pic
4 1668,3 cm™ 1i¢ a I’'NHS (Gouget-Laemmel et al., 2013). Enfin, aprés incubation dans mAb-
IL-10 (Spectre. 35.e) il met en évidence les bandes d'amines secondaires s'étendant de
l'anticorps (C=0 a 1681 cm™, N-H et CN a 1533 cm™). Par conséquent, nous avons confirmé

la fonctionnalisation du substrat d'or.
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Figure 35. Spectres FTIR de (a) Au nu, (b) Au/thiol-azide (¢) Au/thio-azide/DBCO-COOH (d)
Au/thiol-azide/DBCO-COOH/EDC/NHS et (e) Au /thiol-azide/DBCO/mAb-IL-10 substrats.

I11.3.2. Microscopie a fluorescence

La microscopie a fluorescence a été utilisée pour étudier l'interaction immunitaire entre
l'anticorps marqué par fluorescence et 'antigéne Ag-IL-10 (Ab*-Ag). L'anticorps fluorescent
spécifique a I’antigéne IL-10 a été utilisé pour interagir avec les sites actifs de la surface ou les
anticorps ont été déposés en utilisant le nanoplotter d’une part (paragraphe II11.2.7), ou
d’interagir avec les endroits non bloqués dans le cas de micro-tamponnage (paragraphe 111.2.6)
d’un autre cote.

Pour le micro-tamponnage, 'anticorps fluorescent a été utilisé pour interagir avec des endroits
non bloqués. Comme le montre la figure 36, les motifs en verts indiquent 'endroit ou I'anticorps
a été exactement immobilis€, mais les zones éteintes correspondaient aux zones bloquées par
l'octadécyl mercaptan (Lee et al. 2012). Le raisonnement est le méme pour le nanoplotter, et
comme il est indiqué dans la figure 37, La tache verte indique l'endroit ou 'anticorps anti-IL-
10 a été immobilisé, tandis que les zones éteintes en dehors de la tache fluorescente
correspondent a des zones non fonctionnalisées avec 'anti-IL-10, autrement dit, les zones ou le

reste des groupes carboxyliques activés ont été bloqués avec de 1'éthanolamine.
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Figure 36. Image de fluorescence obtenue apres incubation dans I'anticorps conjugué Alexa
Fluor® 488 (1pg/mL)
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Figure 37. Les images fluorescentes correspondant a l'anticorps conjugué Alexa Fluor® 488 (1
pug/mL) se lient biologiquement a 'Ag-IL-10 qui est immobilis€ sur le substrat en or.

I11.3.3. Angle de contact

La figure 38 montre que la mesure d’angle de contact de I'or nu est de 78,73 °. Apres nettoyage,
l'angle de contact s'est avéré étre de 64,17 °, ce qui indique une augmentation de I'hydrophilie
de la surface comme prévu (Barhoumi et al. 2017). Alors qu'apres I’incubation dans 1'azoture
de thiol, I'angle a modérément chuté a 62,30 °. De plus, apres DBCO-COOH, 1'angle a encore

diminué a 54,63 ° ce qui est probablement di a la présence du groupe -COOH et des cycles
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benzéniques dans DBCO-COOH. L'angle de contact augmente a 58,90 ° aprés incubation dans
EDC/NHS. Une augmentation supplémentaire de l'angle de contact jusqu'a 60,20° a été
observée apres l'incubation dans I'anticorps mAb-IL-10, qui peut étre diie a la formation de

liaison amide (Lee et al. 2012).

Contact angle

Figure 38. Image de A) Or nu avant nettoyage, B) Or nu apres nettoyage, C) HS-C11-EG4-NG,
D) DBCO-COOH, E) EDC/NHS, F) mAb-IL-10

I11.3.4. Mesures électrochimiques

I11.3.4.1. Caractérisation électrochimique de la microélectrode de travail

modifiée
Les techniques CV et I'SIE ont été utilisées pour la caractérisation et le suivi de la
fonctionnalisation de 1'électrode de travail en or étape par étape. Les mesures ont été réalisées
dans une solution de 5 mM de K;3[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)g] préparée dans le tampon PBS a pH
7,4. Comme le montre la figure 39.A, des pics redox bien définis et réversibles du
[Fe(CN)s]**avec une intensité de courant maximale (7pA) ont été observés, dans le cas de
I’¢lectrode d’or non modifiée en raison de son excellent transfert d'¢lectrons du couple redox
utilisée sur la surface de 1'¢lectrode (courbe noire). Ensuite, l'intensité du courant a diminué
apres 1’incubation de 1’électrode dans la solution du thiol-azide, et le pic redox a radicalement
changé¢ de réversible a une forme capacitive confirmant le dépdot des monocouches auto-
assemblées de thiol-azide sur la surface de 1'¢lectrode en or (courbe rouge), comme déja décrit
par (Diao et al., 1999). Le changement de résistance au transfert d'électrons lors du processus
d'assemblage et de liaison a été confirmé par des mesures SIE (Figure 39.B, ligne rouge). Une
nouvelle diminution de la résistance du transfert de charge a été observée avec I'ajout de DBCO-

COOH, comme le montre la figure 39.B (ligne bleue). Cela est dii a I'augmentation du transfert
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d'¢lectrons interfacial par DBCO (Li et al., 2019) en raison de I’effet de conjugaison de la
molécule puisque le transfert de charge est simplifié a travers la conjugaison pi (Hachmaoui et
al., 2014). Cependant, le diameétre du demi-cercle a augmenté aprés une incubation
supplémentaire dans mAb-IL-10 (Figure 39.B, ligne verte), ceci est li¢ a son effet d'inhibition

sur le transfert d'électrons.
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Figure 39. Voltammogrammes cycliques (A) et diagramme de Nyquist (B) obtenus pour
différentes étapes de fonctionnalisation : (a) Electrode en or (ligne noire) ; (b) apres incubation
dans le thiol-azide; (c¢) acide dibenzocyclooctyne, et (d) apres I'immobilisation de mAb-IL-10.

Les mesures ont été effectuées a température ambiante (2012 °C) en utilisant 5 mM de
K3[Fe(CN)s]/K4[Fe(CN)s] (dans du PBS a pH 7,4) comme sonde rédox.

I11.3.4.2. Optimisation de la concentration de DBCO-COOH

Le triazole formé lors de la réaction de chimie de clic en absence du cuivre est sensible au ratio
de la réaction de clic (DBCO-COOH/azoture) qui pourrait influencer ultérieurement la
sensibilité de détection. Afin d'obtenir un rendement élevé de cette réaction, différentes
concentrations de DBCO-COOH (0,5 et 2 mM) avec 1 mM de HS-C;1-EGs-N3 ont été testées

pour la détection d'Ag-1L-10 dans une gamme de concentration de 5—100 pg/mL. Les courbes
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obtenues sont présentées a la figure 40.

Les données des demi-cercles du tracé de Nyquist ont été ajustées a 1'aide du modele de circuit
équivalent de Randles (R1+(Q1/(R2+W1)) (Barket et al. 2017), ou : R; est la résistance de la
solution, Q; est I’élément a phase constante, R est la résistance de transfert de charge (Rct) et
Wi est I'impédance de Warburg. Les données normalisées ont été présentées comme ARct/RO
(ou ARct= Rct(Ag-IL-10) - Ret(mAb-IL-10)) et Ry est la résistance de transfert de charge de
I’¢électrode a son état initial) afin de comparer les mesures obtenues par SIE dans des conditions
équivalentes. La figure 40.B montre une relation linéaire dans une gamme allant de 5 a 50
pg/mL avec les deux concentrations testées de DBCO-COOH avec un coefficient de corrélation
de 0,9553 pour 0,5 mM et 0,9947 pour 2 mM. La concentration de DBCO-COOH de 0,5 mM
s'est avérée la plus appropriée en raison d'une sensibilité plus élevée (une pente de 0,0076 contre
0.00116 obtenus en utilisant 0,5 et 2 mM de DBCO-COOH respectivement). Pour cela, la

concentration de 0,5 mM de DBCO-COOH a été choisie pour la continuité de ce travail.
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Figure 40. A) Tracé d’impédance de Nyquist dans 5 mM de [Fe(CN)s]*"* pour la détection
d’Ag-IL-10 a des concentrations de 5, 25, 50, 75 et 100pg/mL. B) Courbe de calibration avec
0.5mM de DBCO-COOH (ligne rouge) et 2mM of DBCO-COOH (ligne bleu)
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I11.3.4.3. Détection d'Ag-IL-10 sans marquage

Les performances analytiques de l'immunocapteur développée ont été étudiées a travers
1'¢laboration de la courbe d'étalonnage de I'Ag-IL-10 a différentes concentrations. Ainsi, apres
la liaison covalente de l'anticorps a la surface de ’¢lectrode, le suivi de la détection d'Ag-1L-10
a ¢été effectué via les tracés de Nyquist qui sont obtenus en utilisant la technique SIE (Figure

41.A).
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Figure 41. A) Diagrammes de Nyquist dans 5 mM de K;3[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s] pour la
détection d'Ag-IL-10 a 0,1, 0,25, 0,5, 1 et 5 pg/mL et B) Etalonnage courbe des données
normalisées de I'SIE apres utilisation du modéle de circuit équivalent de Randles
(Ri+(Q1/(R2+W))) pour la détection d'Ag-1L-10.

La figure montre une augmentation des semi-cercles de Nyquist aprés immobilisation de
I’anticorps mAb-IL-10 sur 1’électrode d'or, ainsi qu’apres différentes incubations dans des
concentrations croissantes d'Ag-IL-10. Ceci est di a ’effet bloquant qui confirme la bio-
reconnaissance de l'antigéne Ag-IL- 10 avec l'anticorps (mAb-IL-10) fixé a la surface de
I'¢lectrode.

Les demi-cercles du tracé de Nyquist ont été ajustés a l'aide du circuit équivalent de Randles
décrit précédemment. La figure 41.B montre une variation linéaire de la résistance de transfert
de charge AR/Ry en fonction de Log [Ag-IL-10] dans une gamme de 0,1 pg/mL a 5 pg/mL avec
un coefficient de corrélation de 0,9815 et une équation de régression de Y
=0.10415+0.0422*Log(X) avec un RSD de 10.67% (n=3) (Figure 41.B). La LOD a ét¢ estimée
a 0.1pg/mL comme décrit par (Yammouri et al., 2017).

Par conséquent, l'immunocapteur proposé permet la détection d'Ag-IL-10 a des faibles
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concentrations (0,1 pg/mL). De plus, le biocapteur développé permet une détection sans

marquage sans étapes supplémentaires d'amplification ou de réactions enzymatiques évitant

ainsi une analyse de longue durée.

Les performances analytiques du biocapteur développé sont comparées a ceux rapportées dans la

littérature pour la détection de I’interleukine-10 comme le montre le Tableau 10.

Tableau 10. Comparaison du rendement analytique avec les données de la littérature

Capteur

S1/Si3Ns-(SPy-
Ppy)/CMA/anti-IL-10
mAb
Microélectrode/CMA/m-
Ab IL-10 interdégelée or
Microélectrode/CMA/m-
mAb IL-10 interdégelé or
BioMEMS avec §
électrodes
d’or/CMA/mAb-IL-10
Gold
microelectrode/CMA-
mADb-IL-10

Gold microelectrode/
MHDA/mAb-IL-10
PPy-uWs/ GA /rh Anti-
IL-10 (mADb)

HfO,/ TESUD/mAb-IL-
10

ALO3;/APTES/MWCNTs
-COOH-EDC-
NHS/mAb-IL-10
AuE/polyaniline/Ab-Fc

Concentratio

n de

I’anticorps de

capture

100 pg/mL

10 mg/mL

20 pg/mL

5 mg/mL

10 mg/mL

10 pg/mL

10 pg/mL

10 pg/mL

100 et 15
pg/mL

Méthode

Sans

marquage

Sans
marquage
Sans
marquage
Sans

marquage

Sans

marquage

Sans
marquage
Sans

marquage

Sans

marquage

Sans

marquage

Indirect
(mesure de
I’oxydo-

réduction

Techniqu

(<

SIE

SIE

SIE

SIE

SIE

SIE

SIE

SIE

SIE

CV-VNO

Gamme
de
linéarité
(pg/mL)
1-10

1-15

1-15

1-15

1-15

1-50

0.1-20

0.5-200

0,001
ng/mL -
50
ng/mL

LOD
(pg/mL)

0.347

0.1

0.1

0.122

0.1

0.5

0.78

référence

Nessark et
al., 2019

(Baraket et
al., 2012)
(Baraket et
al., 2013)
(Baraket et
al., 2014)

(Baraket et
al., 2016)

(Baraket et
al., 2016)
Garcia-
Cruz et al.,
2015

(Lee et
coll.,
2012)
(Lee et
coll.,
2014)

Dou et

coll.,, 2012
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du

ferrocéne)
mAb-IL-10/Ag-IL- 6 ng/100 pL enzymatiqu ACAdSV  0.39-25 | 0.15 (Bengoech
10/pAb-IL- e ea Alvarez
10/phosphatase alcaline etal.,
conjuguée 2001)
streptavidine/+ 3-
indoxylphosphate
HS-C11-EG4-N3/DBCO- 10 pg/mL Sans SIE 0.1-5 0.1 Présent
COOH/mADb-IL-10 marquage travail

Ab* Anticorps conjugué IL-10 Alexa FluorMD 488; Ab-Fc: anticorps fonctionnalisé avec du ferrocene;
ACAJdSV : tension d’adsorption de courant alternatif, APTMS : aminopropyl triméthoxysilane; RMR : acide 4-
aminophénylacétique; DCC : N,N'- dicyclohexylcarbodiimide; dmAb*-IL-10: anticorps monoclonal de
I’interleukine-10 marqué de rhodamine; GA : gluteraldehyde ; MHDA : acide mercaptohexadécanoique; NHS :
N-hydroxysuccinimide; pNPP : p-nitrophényl phosphate; PPy-uWs : microfils de polypyrrole; Ppy : polypyrrole;
Ppy-NWs : nanofils de polypyrrole; SIE : spectroscopie d’impédance électrochimique; SizNy4 : silicon nitride;

Si0,-NW : nanofils de silice; SPy : pyrrole-silane; TESUD : aldehyde—silane ((11-(triethoxysilyl) undecanal

I11.3.4.4. Etude d'interférence

Pour étudier la sélectivité du biocapteur développé, des tests supplémentaires ont été effectués
en analysant des solutions standard dopées par une autre cytokine (TNF-a), qui pourraient étre
sécrétées au stade aigu de l'inflammation et qui peuvent également étre détectées dans la salive.
Pour cela, les mémes conditions de mesure employées pour la détection d'Ag-IL-10 ont été
utilisées pour cette analyse. Par conséquent, et en utilisant la procédure décrite précédemment
pour la bio-fonctionnalisation des immunocapteurs, de nouveaux dispositifs ont été préparés et
fonctionnalisés avec mAb-IL-10 pour étre utilisés dans cette étude d’interférence. Comme on
peut le voir sur la figure 42, la courbe de sélectivité (points rouges) présente une pente beaucoup
plus faible que celle de sensibilité indiquant ainsi la bonne sélectivité du capteur en présence

d’autres cytokines avec une sensibilité de 0,0422.
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Figure 42. Présentation logarithmique des courbes de sensibilité du capteur a chimie clic en
absence du cuivre fonctionnalisé avec mAb-IL-10 pour la détection du TNF-a (points rouges)
et Ag-IL-10 (points noirs) a différentes concentrations (0.1; 0.25; 0.5; 1 et 5 pg/mL).

I11.3.4.5. Analyse d'un échantillon de salive dopé

Une combinaison entre 1'SIE et la méthode des ajouts dosés a été utilisée afin d'estimer la
concentration d'Ag-IL-10 dans un échantillon inconnu de salive réelle.

Afin de déterminer la quantité d'Ag-IL-10 dans la salive réelle par la méthode des ajouts dosés,
un volume constant de 50 pL de salive réelle (sans covid) a été ajouté a chacun des six
Eppendorfs de 1,5 mL. Pour atteindre un volume final de 1 ml, 950 uL de PBS ont été ajoutés
au premier Eppendorf contenant 1'échantillon inconnu. Une solution étalon d'Ag-IL-10 a ensuite
été ajoutée en volumes croissants correspondant a 0,1-0,25-0,5-1 et 5 pg/mL respectivement
aux cinq autres eppendorfs et chaque Eppendorf a été complété a ImL avec du PBS. Le méme
protocole a été répété avec une salive dopée a 84 pg/mL, ce qui correspond a 4,2 pg/ml dans le
volume final de ImL (facteur de dilution =20). L'immunocapteur préparé a ét¢ incubé dans
chaque concentration pendant 30 minutes a 4 ° C, puis les mesures ont été effectuées par la
méthode SIE comme cela a déja été expliqué dans la section I11.2.4.

Apres l'ajustement linéaire des diagrammes de Nyquist (figure 43.A). Les équations de
régression dans ces cas étaient ARct/Ro=4,15475+1,01844*Log[Ag-IL-10] (salive non dopée)
et ARct/Ro=9,88312+1,02202*Log[Ag-IL-10] (salive dopée) comme le montre la figure 43.B.
Les coefficients de corrélation correspondants sont respectivement de 0,9768 et 0,9515 pour la
salive réelle non dopée et dopée. Ces équations ont été utilisées pour déterminer la
concentration d'Ag-1L-10 dans la salive en calculant la valeur d'Ag-1L-10 lorsque ARct/Ro=0
et apres avoir pris en compte le facteur de dilution (20 fois), elles ont donné environ 0 pg/mL

(0,0016 pg/mL) pour la premicre équation et 4,27 pg/mL pour la deuxiéme équation.
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Figure 43. Tracés d'impédance de Nyquist dans 5 mM de K;3[Fe(CN)g]/Ks[Fe(CN)g] pour la
détection d'Ag-IL-10 dans la salive réelle avec des concentrations supplémentaires d'Ag-IL-10
de 0,1, 0,25, 0,5, 1 et 5 pg/mL et B) Courbe d'étalonnage des données normalisées de 1'SIE
apres utilisation du modele de circuit équivalent de Randles (R1+(Q1/(R2+W1)) pour la détection
d'Ag-IL-102a 0,1, 0,25, 0,5, 1 et 5 pg/mL dans de la salive réelle non dopée (ligne rouge) et de
la salive dopée avec 84 pg/mL d'Ag-IL-10 (ce qui correspond a 4,2 pg/mL apres dilution de la
salive 20 fois) (ligne verte ).

II1.4. Conclusions

L'évaluation et le développement d'un nouveau immunocapteur sensible et sélectif basé sur la
chimie du clic sans cuivre pour la surveillance de I'Ag-IL-10 dans la salive ont été présentés et
discutés ici. La stratégie implique la liaison de DBCO-COOH sur un thiol-azide assemblé sur
une ¢lectrode en or qui peut se lier ultérieurement a l'anticorps monoclonal (mAb-IL-10). De
plus, cette approche permet une reproductibilité élevée, la spécificité du cyclooctyne vis-a-vis
de l'azide, la stabilité du triazole formé et la bio-orthogonalité (Kluger et al., 2010). La détection
a été réalisée par une méthode sans étiquette utilisant la technique SIE. Le niveau d'interférences
liées a la liaison non spécifique était acceptable puisqu'une bonne sélectivité et spécificité

¢taient observé lors de la détection des autres cytokines (TNF-a).
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Des mesures expérimentales ont été effectu¢es dans K3[Fe(CN)g]/K4[Fe(CN)s], confirmant la
capacité de I'immunocapteur développé a détecter 'Ag-1L-10 dans la salive réelle, montrant une
linéarité entre la résistance au transfert de charge et le logarithme des concentrations croissantes
liées a Ag-IL-10. Ainsi, I'immunocapteur proposé représente un outil €lectro-analytique

prometteur pour une détection précise de I'Ag-1L-10 dans la salive.
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Chapitre IV : Développement de nouveaux immunocapteurs basés sur la
chimie clic en absence du cuivre pour la détection d'IgG spécifiques associées

a des allergenes de cacahuetes et de noisettes dans le sérum.

Résumé

La consommation d'allergénes alimentaires peut déclencher une réponse immunologique
négative qui se traduit par une variét¢ de symptomes cliniques impliquant le systéme
respiratoire, les troubles gastro-intestinaux et/ou la peau. En conséquence, le niveau des
anticorps spécifiques des allergénes (IgG et/ou IgE) augmente. Le présent travail décrit le
développement de deux nouveaux immunocapteurs ¢lectrochimiques pour la détection des IgG
spécifiques aux allergénes des cacahuétes et des noisettes dans les sérums de lapin et de I’étre
humain. Sept peptides fonctionnalisés ont été testés en termes de sensibilité et de spécificité
pour la détection des allergenes. La premiére stratégie a consisté a immobiliser la dibenzocyclo-
octyne amine (DBCO-NH>) par liaison covalente avec l'acide 4-aminophénylacétique déja
¢lectrodéposé sur la surface d’une électrode en or. Ensuite, les peptides fonctionnalisés par des
groupements azide étaient couplé au DBCO-NH; par une approche de chimie click en absence
du cuivre comme catalyseur. La microscopie de fluorescence, la spectroscopie a rayons X a
dispersion d'énergie (EDS) ont été tous utilisées afin de valider la bonne fonctionnalisation de
1'¢lectrode en or. De plus, une caractérisation par spectroscopie d'impédance électrochimique
(SIE) a été réalisée pour suivre I’interaction anticorps IgG de lapin anti-cacahouéte et anti-
noisette.

La deuxiéme stratégie est similaire a la premiére avec un remplacement de l'acide 4-

aminophénylacétique par 1’acide mercaptohexadécanoique.

Mots clés : Allergeénes alimentaires, immunocapteur, chimie click sans cuivre, sérum de lapin,

sérum humain, IgG, spectroscopie d'impédance électrochimique.
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IV.1. Introduction

Les allergénes peuvent étre définis comme des éléments qui provoquent une réaction
immunitaire. Seules des traces de ceux-ci peuvent entrainer une réaction immunitaire
indésirable chez les patients allergiques aux IgE et/ou IgG provenant d'une hypersensibilité
immunologique. Une réaction allergique immeédiate peut é&tre provoquée par les IgE,
contrairement aux IgG qui prennent des heures, voire des jours (3 jours).

De nos jours, les allergies alimentaires touchent une grande partie de la population mondiale.
L'organisation mondiale des allergies (WAOQ) a estimé en 2013 que jusqu'a 550 millions de
personnes sont affectées par des allergies alimentaires (Ruby Pawankar Giorgio et al. 2013).
Parmi elles, les allergies aux fruits a coque sont les plus fréquentes et sont considérées comme
un probléme de santé publique en raison de leurs conséquences graves. Leur nombre a
augmenté de 21 % entre 2010 et 2017 (American College of Allergy). Seuls trente pour cent
des pédiatres suivent pleinement les directives pour traiter les jeunes patients (Ann & Robert
H. Lurie).

Le diagnostic des allergies alimentaires, notamment aux fruits a coque, est assez compliqué en
raison des innombrables symptomes associ€s aux fruits a coque, qui touchent souvent le
systéme respiratoire (rhinite, asthme), le tractus gastro-intestinal (vomissements et/ou diarrhée)
et la peau (urticaire, dermatite atopique) (Alves, R. C. et al. 2015). En raison de la gravité des
effets générés par cette maladie, la meilleure fagon de la gérer est d'éviter les allergénes et de
traiter les symptomes une fois diagnostiqués.

La consommation directe n'est pas le seul danger, la contamination croisée est également un
risque d'ingérer des traces de noix et d'engager une réaction allergique. Il devient de plus en
plus important de développer de nouvelles méthodes de détection des allergénes spécifiques

aux immunoglobulines.

De nombreuses méthodes ont été¢ développées pour la détection des allergenes alimentaires. Les
immuno-essais présentent une sensibilité €levée basée sur l'interaction d'affinité entre les
anticorps et les allergenes. L'ELISA fait partie des méthodes standard (Alpay, K et al. 2010)
qui peuventt également étre utilisées pour valider d'autres techniques de détection. Cependant,
cette technique présente certaines restrictions liées a sa faible efficacité et spécificité. En
revanche, les techniques de profilage multi-analyte (xMAP) et d'immuno-essai a flux latéral
(LFIA) offrent un large potentiel d'application en raison de leur flexibilité et de leur rapidité de

réaction (Chinnasamy, T etal. 2014 ; Liang, Z. Y et al.2020 ; Xu, J et al. 2021). Le LFIA permet
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une détection sur site (portabilité, facilité¢ d'utilisation), mais souffre d'un faible débit (Xu, J et
al. 2021) ; a I'inverse du LFIA, le xXMAP permet un débit élevé, mais il repose sur l'activité de
l'anticorps (Harwanegg, C et al. 2004 ; Xu, J et al. 2021). La microbalance a cristaux de quartz
(QCM) et la spectroscopie de résonance plasmonique de surface (SPR) ont été utilisées pour la
quantification des IgE humaines liées a I'allergie (Su, X et al. 2004). La SPR induit une
meilleure fiabilité et reproductibilité par rapport a la QCM puisque la fréquence de cette
derniere technique peut étre influencée par des fluctuations de température, des perturbations

mécaniques ou méme des changements de pression (Su, X et al. 2004).

Les biocapteurs électrochimiques, et en particulier les immunocapteurs basés sur l'affinité entre
la sonde et la cible, ou un anticorps immobilisé sur la surface de 1'¢lectrode se lie sélectivement
avec l'analyte (cible), constituent une bonne alternative aux techniques mentionnées ci-dessus.
La liaison peut étre détectée par un changement de courant, de tension et/ou de résistance a la
surface localisée. Les biocapteurs électrochimiques présentent de nombreux avantages tels que
la rapidité, la simplicité, la sensibilité et la spécificité pour la détection d'immunoglobulines
spécifiques aux allergenes (IgG ou IgE) (Morais, S et al. 2020 ; Mas et al., 2020). Récemment,
Rusling et son équipe (Liu et al., 2010) ont eu l'intention de développer des réseaux de capteurs
bioélectroniques basés sur des peptides pour mesurer les IgE multiples anti-petits pois. En bref,
une ¢électrode en graphite pyrolytique modifiée par un film dense d'AuNP a été fixée a une
couche de peptide synthétique spécifique a 1'épitope de liaison aux IgE provenant de Ara h2
(Liu et al., 2010).

La plupart des biocapteurs existants permettent la détection d'allergenes spécifiques des
immunoglobulines par une approche simpleplex (Kreuzer, M. P et al. 2001 ; Park, M et al.
2020). Cependant, compte tenu des besoins des laboratoires cliniques, un diagnostic paralléle
(multiplex) des maladies allergiques est fortement demandé (Mas et al., 2020). Pour cela, les
technologies de réseaux sont considérées comme une approche utile pour 1'identification de
cibles multiples en une seule analyse. Plusieurs réseaux de protéines sont utilisés pour les tests
sIgE parmi les puces planaires ou les biopuces sont planaires avec les allergénes immobilisés
sur la surface. La méthode conventionnelle consiste a nanodistribuer chaque allergéne, qui peut
étre une protéine isolée ou recombinante, sur un tampon de nitrocellulose ou une lame de verre,
puis a incuber 1'échantillon sur la puce. Les mesures sont effectuées en enregistrant les intensités
des spots provenant des fluorophores conjugués a l'anticorps secondaire, mais elles ne peuvent
pas différencier les anticorps liant des épitopes différents [K. Deinhofer, H et al. 2004 ; King,
E. M et al. 2007 ; Gaudin, J. C et al 2008 ; Morais, S et al. 2020]. L'immunodosage basé sur les
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microréseaux de peptides a également €té utilisé pour cartographier les épitopes des allergénes
grace a I'immobilisation d'un énorme ensemble de peptides qui se chevauchent (Shreffler, W.
G et al. 2004).

Le développement d'une plateforme de détection incluant les avantages des biocapteurs
(portabilité, simplicité) et des microréseaux (détection multiple) est hautement nécessaire. Pour
cela, ce travail visait a détecter les IgG spécifiques des allergénes par différents peptides
immobilisés sur les électrodes de travail intégrées sur la méme plateforme. Pour autant que nous
le sachions, la couche peptide-azide immobilisée par la chimie click sans cuivre n'a pas encore
été utilisée pour la détection d'allergénes IgG spécifiques (cacahuétes et noisettes) dans ce
contexte. Dans cette étude, quatre électrodes de travail (ET) intégrées dans une méme puce ont
été utilisées comme plateforme de détection afin de fixer dessus un sel de diazonium qui réagira
a son tour avec sept peptides différents comportant le groupe azide et ayant une affinité
spécifique pour les anticorps IgG. Les sérums de lapins immunisés avec des protéines de
noisette et de cacahouéte ont été choisis comme modele car les sérums peuvent étre facilement

obtenus en grande quantité.

IV.2. Produits chimiques et réactifs

Acide 4-aminophénylacétique (carboxyméthylaniline (CMA, pureté 98%)), Acide
mercaptohexadécanoique (MHDA), N-hydroxysuccinimide (NHS, pureté 98%), sel
hémisodique de MES (pureté¢ 98%), dibenzocyclooctyne-amine (DBCO-NH>), albumine de
sérum bovin (BSA) (pureté¢ > 96%), chlorhydrate de doxorubicine (DXR, pureté : 98-102%),
¢thanolamine (pureté > 98%), tween-20 pour la synthese, comprimés de solution saline tampon
phosphate (PBS) et éthanol pur (pureté 95. 0%) ont été achetés auprés de Sigma-Aldrich
(France). Le 1-Ethyl-3-(3- dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC, pureté > 98%) (Art. No.
2156.2) a été acheté chez carlroth. L'hexacyanoferrate (II) de potassium trihydraté (K4Fe(CN)s-
3H>0, pour analyse EMSURE® ACS,ISO,Reag. Ph Eur), I'hexacyanoferrate (III) de potassium
(KsFe(CN)g, pour l'analyse EMSURE® ACS, Reag, Ph Eur) ont été achetés chez Merck
(Allemagne). Le nitrite de sodium a été acheté chez fisher chemicals (UK). L'acide
chlorhydrique (réactif ACS, 37%) a ét¢ acheté aupres de VWR Chemicals (France).

L'IgG de chevre anti-lapin H&L (FITC) (Ab6717) (excitation=493nm, émission=528nm) a été
acheté chez abcam. Les sérums pré-immuns et hyper-immuns de lapins auxquels on a injecté
de cacahouéte ont été étiquetés respectivement cacahouetel-t0 et cacahouétel-t2 ; les sérums
pré-immunes et hyper-immunes de lapins auxquels on a injecté de la noisette ont été étiquetés

respectivement noisettel-t0 et noisettel-t2 ; trois peptides-N3 spécifiques aux

156



immunoglobulines libérés chez les sujets allergiques apres la consommation de la cacahoucte
¢taientt présentés avec les ID suivants EO14, S4 et T12 ; quatre peptides-N3 spécifiques aux
immunoglobulines libérés chez les sujets allergiques aprés la consommation de la noisette
¢taient présentés avec les ID suivants S14, EO13, HL19 et GL4. Les échantillons de sérum ainsi
que les peptides étaient recus aupres de I’Institut de Fraunhofer de thérapie cellulaire et
d'immunologie (leipzig, Allemagne). Tous les peptides ont été synthétisés comme suit : Acétyl-

[séquence N-épitope-C]-Ebes-Lys(e-N3)-NH2, ou Ebes : Acide amino-3,6-dioxaoctyl-

succinamique.
ID du peptide Amino acid sequence
EO14 SDQNKVLQPH
S4 CTQVHDVKAERCI
T12 CGEVSGYGNCR
S14 VCESWTEHKHQRGC
EO13 TQHEGEQPFY
HL19 VKVCPATDAAQC
GL4 VVPEEENIKYAN
IV.3. Appareillage

Un spectrophotometre NEXUS (Nicolet-Thermo Fisher, UK) a été utilisé pour l'analyse FTIR,
et les résultats (spectres) ont ét¢ enregistrés a l'aide d'un accessoire Thunder dome (Spectra-
tech) qui contient un cristal de germanium en mode de réflectance totale atténuée (ATR). Un
microscope a fluorescence (EVOS M5000, Thermo Fischer Scientific) a été utilisé pour
capturer des images de fluorescence a haute résolution, équipé d'une caméra monochrome et de
lentilles 20% et 60x. Une lumiere fluorescente a été utilisée pour observer les échantillons qui
ont été excités avec un filtre passe-bande de 470 nm et observés avec un filtre passe-bande de
525 nm. Un bain a ultrasons (FB 15049, Fischer Scientific) a été utilisé pour la sonication. La
spectroscopie a rayons X a dispersion d'énergie (EDS) (Bruker Nano GmbH) a été utilisée pour

analyser la surface.
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Une plateforme de capteurs qui intégre quatre microélectrodes de travail en or, une référence et

ures ¢lectrochimiques.

une contre-microélectrodes (figure 44) a été utilisée pour les mes

Figure 44. Image de la plate-forme de biodétection avec 4 ETs d'or, une ¢lectrode de référence
interne et une contre-électrode, a) avant le cablage, b) aprés le cablage, c) protection des
connexions et d) la plate-forme finale.

Les techniques de voltampérométrie cyclique (CV) et de spectroscopie d'impédance
¢lectrochimique (SIE) ont été utilisées pour les caractérisations aprés chaque étape de
fonctionnalisation et également pour la détection. Les mesures ont été effectuées dans une cage
faradique a température ambiante en utilisant le PalmSens 4 avec multiplexeur (8 canaux)

connecté a l'ordinateur, les résultats sont enregistrés grace au logiciel PSTrace 5.7.

Partie 1 : développement d’un nouvel immunocapteur basé sur la chimie du clic sans
cuivre pour la détection d'IgG spécifiques associés aux allergenes des cacahuétes et des
noisettes dans les sérums de lapin

IV.1. Bio-fonctionnalisation de 1'électrode en or

Avant I'¢lectrodéposition du sel d'aryl diazonium (CMA), la puce contenant les microélectrodes
du travail (LETs) en or a été rincée deux fois avec de 1'éthanol et de l'eau bi-distillée
respectivement. Le greffage électrochimique du CMA sur les pETs d'or a été réalisé par
réduction électrochimique des cations diazonium générés in situ. En bref, la solution de CMA
(15mM) a été diazotée dans une solution aqueuse contenant un mélange HCI (20.83mM) et
NaNO; (20.83mM) pendant 10min dans un bain de glace. Ensuite, une voltamétrie cyclique a
¢été réalisée avec 15 cycles entre 0,0V et -1,2V avec une vitesse de balayage de 0,05V/s et un
potentiel de pas de 0,005V. Les groupes carboxyliques formés sur la surface des pETs ont été
activés en incubant la puce fonctionnalisée dans un mélange de EDC(0.1M)/NHS(0.2M)
préparé dans le sel hémisodique MES (0.1M) pendant 1 heure. Ensuite, les groupes carboxylés
activés ont ¢été attachés de maniere covalente au DBCO-NH> (15uM) pendant 1h, suivi d'une

incubation dans de 1'é¢thanolamine 0,1% dans un tampon PBS (0,01M, pH 7,4) pendant 30min
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pour éviter toute liaison non spécifique. Plus tard, le peptide-N3 (5uM ; préparé dans 10%
d'acétonitrile) a été attaché a la surface par formation d'un triazole stable entre I'azide et la triple
liaison et cela a température ambiante pendant 1h. Le méme peptide a été¢ déposé sur toute la
surface pour tester le comportement d'un seul peptide alors que pour une multi-détection,
différents peptides ont été déposés sur la méme plateforme de biodétection. Enfin, les pETs
fonctionnalisées ont été stockées a 4°C jusqu'a leur utilisation. Toutes les étapes de la

fonctionnalisation sont résumées dans la figure 45.

)' OH
=) E 4 - =) NH > NH
eony N/ N/ N N/
NHS(0,2M) DEBCO-NH, Ethanolamine
N, ) >
€ r NS u dans le sel m 0.1%; 30min
. hémisodique MES; 1h dans PBS

N
N
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N

) OH ) 0OH
S 7S
NH o NH a NH o NH
NSNS NS N/

Peptide-azide Sérum du lapin
— —
dans 10% dans 5%BSA; 1h

d’acétonitrile; SpM; 1h

Figure 45. Schéma de la procédure de fonctionnalisation de 1'¢lectrode en or pour la détection
des allergenes.

IV.2. Préparation des solutions standards

Les peptides-N3 recus ont tous été aliquotés avec une concentration massique finale de 1mg/mL
qui équivaut a une concentration molaire x (M) qui différe d'un peptide a l'autre en raison de
leur poids molaire. Ensuite, les aliquotes préparés ont été stockés a -20°C jusqu'a leur utilisation

pour la fonctionnalisation de la puce (la plateforme avec les 4 ¢électrodes d’or).

159



Les sérums de lapin ont été aliquotés avec un volume final de SuL et stockés a -20°C pour une
utilisation future (échantillons pour analyse). Plusieurs dilutions de différents sérums de lapin
(1:500000 ; 1:250000 ; 1:10000 ; 1:75000 ; 1:50000 ; 1:25000 ; 1:5000) ont été¢ effectuées en
diluant la quantité appropriée de l'aliquote dans du BSA-PBS a 5%. Aprés 1 heure d'incubation,

la puce a été retirée, nettoyée trois fois avec du PBS pour étre mesurée par I’SIE.

IV.3. Mesures électrochimiques

Les mesures électrochimiques ont été réalisées dans une sonde redox composée de 5 mM de
K3[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s] dans du PBS (10mM ; pH 7.4). Les mesures CV ont été effectuées
en balayant le potentiel de 0,2 a 0,6 V avec une vitesse de balayage de 50 mV/s, tandis que les
mesures SIE ont été effectuées dans une gamme de fréquence de 100 mHz a 100kHz avec un

potentiel DC de 100 mV et un potentiel AC de 10 mV.

IV .4. Résultats et discussion
IV.4.1. Analyse par fluorescence

Avant de commencer la détection des IgG dans le sérum du lapin, 1'immobilisation du sel de
diazonium doit d'abord étre confirmée. Pour cela, le fluorophore de chlorhydrate de
doxorubicine (DXR) (excitation=470nm ; émission=585nm) a été utilisé pour interagir avec la
CMA d¢ja électrogreftée et activée, l'interaction s'est faite via la formation de carbodiimide
entre 'amine primaire du DXR et les groupes carboxylés de la CMA (figure 46.A). L'interaction
entre la CMA et le DXR a été étudiée par microscopie a fluorescence. Comme le montre la
figure 46.B.a.b.c, les carrés fluorescents de couleur rouge confirment 1'électro-greffage de la
CMA sur les pETs d'or fonctionnalisées. Tandis que, le carré éteint dans la figure 46.B.d

correspond a I'électrode non fonctionnalisée avec CMA.
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Figure 46. A) Principales étapes de la fonctionnalisation des ETs d'or par le DXR, B) Images
fluorescentes liées au DXR (20ug/mL) chimiquement lié¢ au CMA qui est électrografié sur les
ETs d'or (a, b et ¢) et non sur d.

B

Ensuite, 1'analyse de fluorescence a été réalisée pour vérifier l'interaction immunitaire entre
l'anticorps fluorescent (Goat Anti-Rabbit IgG H&amp;LL (FITC)) et les allergénes spécifiques
IgG libérés dans les sérums de lapin (Figure 47.b). Pour cela, la puce fonctionnalisée a été
incubée dans des sérums de lapin (cacahouete 1-t2 ou noisette 1-t2) pendant 1 heure a 4°C et
suivie d'une incubation dans un anticorps fluorescent (FITC) dilué¢ 5000 fois dans du BSA a 5%
avec 0,1% de tween dans du PBS pendant 1h a 4°C. Enfin, la plateforme de biodétection a été
lavée 5 fois avec du PBS avant de prendre des images. Des carrés fluorescents aussi
correspondant aux uETs d'or ont été vus avec les peptides ID EO14, T12 et S4 avec des sérums
de cacahouéte 1-t2 (figure 47.c ; 47.d et 47.e respectivement), et les peptides ID S14, EO13,
HL19 et GL4 avec des sérums de noisette1-t2 (figure 47.f ; 47.g ; 47.h et 47.1 respectivement),
confirmant la réactivité entre peptide-IgG-anticorps fluorescent. Une absence de fluorescence
a été remarquée dans la figure 47.a en raison de la non-réactivité de l'anticorps fluorescent avec

le peptide en I'absence d'IgG.
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Figure 47. Grossissement de la pET d'or bio-fonctionnalisée avec le peptide en a) absence et
b) présence d'IgG de lapin et d'anticorps marqués au FITC (Ab*-IgG). Images fluorescentes
liées a l'anticorps FITC biologiquement 1ié¢ a I'l[gG de lapin anti-cacahouéte avec le peptide ID
c) EO14 ; d) T12 et e) S4, et a I'lgG de lapin anti-noisette avec le peptide ID f) S14 ; g) EO13 ;
h) HL19 et i) GL4.

IV.4.2. Spectroscopie a rayons X a dispersion d'énergie (EDS)

Les caractéristiques chimiques de la surface de 1'¢lectrode d'or avant et apres 1'électrodéposition
du CMA ont été enregistrées a I'aide de la technique de spectroscopie de rayons X a dispersion
d'énergie. La figure 48 montre une augmentation considérable du pourcentage de carbone et
une légeére augmentation de l'oxygene apres I'électrodéposition du CMA sur la surface de
I'électrode en or (graphique marron), cette augmentation confirme 1'é¢lectrodéposition de CMA

qui contient du carbone et de I'oxygene.
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Figure 48. Spectrogramme de spectroscopie de rayons X a dispersion d'énergie de I'¢lectrode
d'or avant (spectrogramme jaune) et apres électrodéposition de CMA (spectrogramme marron).

IV.4.3. Electrogreffage de la CMA

Le greffage ¢lectrochimique du sel de diazonium a été réalisé par voltamétrie cyclique comme
présentés a la figure 49.A. Les voltammogrammes présentent un pic de réduction a environ -
1,0 V qui diminue d’intensité au fur et a mesure qu’on dépose le sel de diazonium sur la surface
de I’¢électrode. Aucun pic d'oxydation n'a pu €tre observé lors des balayages suivants, ce qui
indique que le mécanisme de réduction électrochimique décrit ci-dessus est irréversible

(Baraket et al., 2013 ; Nemeir et al., 2020 et Zouaoui et al., 2021).

La voltampérométrie cyclique a été aussi utilisée pour valider I'immobilisation du sel de
diazonium en caractérisant l'électrode d'or avant et aprés 1’electroadressage du CMA (Figure
49.B). Comme on peut voir, une diminution importante du pic a pic des voltammogrammes
(voltammogramme rouge) a été observée par rapport a 1'électrode nue (voltammogramme noir).
Ceci est attribuable a la large zone de passivation de 1'électrode en or (Baraket et al., 2013 ;

Nemeir et al., 2020 et Zouaoui et al., 2021).
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Figure 49. Voltammogrammes cycliques de A) ¢lectrogreffage de CMA sur ET d'or en variant
le potentiel de 0.0 V a-1.2 V vs Ag/AgCl, avec un taux de balayage de 0.05V/s et 15cycles. B)
caractérisation de 1'¢lectrode dans 5 mM K;3[Fe(CN)g]/K4[Fe(CN)g] dans PBS (10mM ; pH 7.4)
avant (noir) et apres son électrogreffage par CMA (rouge).

IV.4.4. Application du biocapteur pour la détection des IgG dans les sérums de
cacahouete et de noisette en utilisant des peptides de cacahouete
Le biocapteur développé a été utilisé pour détecter les IgG anti-cacahucte et les IgG anti-
noisette (étude d'interférence) dans les sérums de lapin. Le biocapteur proposé est basé sur
I'immobilisation de peptides spécifiques par une chimie click sans cuivre. Les mesures ont été
réalisées en utilisant la plateforme de biodétection dont la conception permet 1'immobilisation

de différents peptides de cacahuetes (S4, EO14, T12) sur la méme plateforme. La détection

164



d'IgG de lapin anti-cacahuéte et d'IgG de lapin anti-noisette (¢tude d'interférence) a été effectuce
en mesurant la résistance de transfert de charge aprées incubation des ETs dans la dilution désirée
de sérum (1:500000 ; 1;250000 ; 1:100000 ; 1:50000 ; 1:5000) en utilisant la spectroscopie
d'impédance ¢lectrochimique (SIE) sur une plateforme contenant différents peptides. La figure
50.A montre les diagrammes de Nyquist correspondant aux différentes dilutions du sérum dans
le cas du peptide S4. Comme on peut voir, le rayon du semi-cercle de Nyquist augmente avec
'augmentation du taux de sérum de lapin Ensuite, les données obtenues du tracé de Nyquist ont
¢été ajustées a l'aide du modele de circuit équivalent de Randles (R1+(Q1/(R2+W1)) (Figure
50.A). R1 peut étre défini comme la résistance de la solution, Q1 comme 1'élément a phase
constante, R2 comme la résistance de transfert de charge et W1 comme l'impédance de
Warburg. Les données ajustées ont ensuite été normalisées a l'aide de 1'équation suivante :
ARct/Ro (Figure 50. B et C), ou ARct= Rct(Anti IgG)- Rct(peptide) et Ry correspond a la
résistance de transfert de charge a 1'état initial (RO= Rct(peptide). Les figures 50.B et 50.C
montrent des relations linéaires dans la gamme de 1:500000 a 1:5000 avec tous les peptides de

cacahoucte testés (S4, EO14, T12).

Les données normalisées présentent les équations suivantes : Y1 =0,12*X1 - 0,009 (R*=0,8764
; RSD=12%) ; Y2 = 0,07787*X2 + 0,1133 (R?>=0,9411 ; RSD=31%) et Y3 = 0,0921*X3 +
0,0334 (R?=0,9698 ; RSD=4%) pour S4, EO14 et T12 respectivement. La sensibilité pour les
IgG dans le sérum de cacahouete 1-t2 peut étre décrite comme S4 > T12 > EO14 (Figure 50.
B). Cependant, pour I'étude d'interférence, les équations de régression sont : Ya = 0,19494*Xa
+ 0,42294 (S4, R*=0,9858 ; RSD=9%) ; Yb = 0,24308*Xb + 0,41067 (EO14, R?>=0,9957 ;
RSD=1%) et Yc =-0,0182*Xc + 0,0960 (T12, R*=0,9194 ; RSD=28%) pour S4, EO14 et T12
respectivement (Figure 50. C). On peut en conclure que la sensibilité des peptides de cacahouéte
pour la détection du sérum de noisette 1-t2 peut étre résumée comme EO14 > S4 > T12 (Figure

50.B)

A partir de ces études, le peptide ID T12 a été choisi pour de futures études liées au sérum de

cacahouete.
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Figure 50. A) Diagramme de Nyquist dans 5 mM de [Fe(CN)s]*>"* préparé dans le PBS (10mM
; PH 7.4) pour la détection d'IgG dans le sérum du lapin a des dilutions de 1:500000 ; 1:250000
; 1:100000 ; 1:50000 et 1:5000. Courbes d'étalonnage relatives a la détection d'IgG avec des
peptides de cacahouéte (S4, EO14, T12) dans 5 mM de [Fe(CN)s]*"* en PBS (10mM ; pH 7.4)
dans B) le sérum de cacahouéte 1-t2 et C) le sérum de noisette 1-t2 pour I'étude des
interférences.

IV.4.5. Application du biocapteur pour la détection d'IgG dans le sérum de noisette

et de cacahouete en utilisant des peptides de noisettes
Les mesures des anticorps libérés dans le sérum de noisette 1-t2 ont été effectuées en utilisant
des ¢lectrodes d'or modifiées avec différents peptides de noisettes (S14, GL4, EO13, HL19) en
mesurant la résistance de transfert de charge aprés incubation de I'électrode dans la dilution
désirée de sérum (1:500000 ; 1;250000 ; 1:100000 ; 1:50000 ; 1:5000) via l'utilisation de la
spectroscopie d'impédance électrochimique (SIE). L'ajustement des spectres expérimentaux
obtenus a été effectué comme mentionné ci-dessus, et les données normalisées présentent les
équations suivantes : Y1'=0.0434*X1'+ 0.0199 (R>=0.8540 ; RSD=23%) ; Y2'=0.423*X2"'+
0.371 (R?=0.9605 ; RSD=5%) ; Y3'=0.18442*X3"'+ 0. 11879 (R?>=0.8626 ; RSD=2%) et Y4'
=0.1595*X4"'+ 0.1379 (R*=0.9658 ; RSD=7%) pour S14, GL4, EO13 et HL19 respectivement
(figure 51.A). En conclusion, la sensibilité du sérum de noisette 1-t2 utilisant des peptides de
noisette a diminué de GL4 a S14 en passant par EO13 et HL19 (GL4 > EO13 > HL19 > S14).
Les mémes mesures avec les mémes peptides (S14, GL4, EO13, HL19) ont été effectuées dans
le sérum cacahuéte 1-t2 pour étudier l'interférence. Comme le montre la figure 51.B, différentes
€quations de régression ont été trouvées en utilisant différents peptides. Ya' = 0-0.00873*Xa' +
0.08792 (R?=0.8792 ; RSD=34%) pour S14 ; Yb' = 0.32142*Xb' + 0.22495 (R?>=0.9951 ;
RSD=2%) pour GL4 ; Yc'= 0. 40288*Xc' + 0,7404 (R?>=0,9967 ; RSD=3%) pour EO13 et Yd'
= 0,13082*Xd"' + 0,25065 (R*=0,9708 ; RSD=1%) pour HL19. Parmi les peptides étudiés,
I'EO13, GL4 et HL19 montrent une interférence vers le sérum cacahuete 1-t2 (EO13 > GL4 >
HL19), cependant le peptide S14 était négligeable pour les deux sérums en raison de sa faible
sensibilité. A partir de ces études, nous avons choisi le peptide ID GL4 pour des études futures
en raison de sa sensibilité envers les IgG dans le sérum noisette en comparaison avec HL19 et

EO13.
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Figure 51. Courbes d'étalonnage relatives a la détection d'IgG a différentes dilutions de sérum
du lapin (1:500000 ; 1:250000 ; 1:100000 ; 1:50000 et 1:5000) avec des peptides de noisettes
(S14, GL4, EO13, HL19) dans 5 mM de [Fe(CN)s]*"* en PBS (10mM ; pH 7.4) dans A) le
sérum de noisette 1-t2 et B) le sérum de cacahoucte 1-t2 (étude des interférences).

Un nouvel immunocapteur basé sur la chimie du clic sans cuivre pour la
détection d'IgG spécifiques associés aux allergenes des cacahuetes et des noisettes dans les
sérums de lapin et de I’étre humain

Pour cette partie, une analyse é¢lectrochimique a été effectué en utilisant 1’SIE.
Parallélement a 1’¢lectrochimie, une fonctionnalisation localisée est réalisée a l'aide du

nanoplotter pour 1’analyse de fluorescence.
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Pour la fonctionnalisation de 1’¢électrode et la puce du nano-plotter, la méme stratégie
décrite auparavant a ¢été réutilisée dans cette partie tout en remplacant l'acide 4-
aminophénylacétique par I’acide mercaptohexadécanoique (MHDA) et le reste des étapes reste
le méme comme le montre la figure 52. Brieévement, les deux procédures commencent par
I’immobilisation du MHDA sur la puce d'or ou les ¢électrodes afin de créer une monocouche
d'assemblage. Ensuite, l'activation du groupe carboxylique était réalisée tout en incubant les
¢lectrodes dans un mélange d’EDC/NHS pour qu’ils puissent ensuite se lier au DBCO-NHa. Ce
dernier sera le réactif pour la réaction de chimie clic avec les peptides-azide. Enfin, la détection

¢tait réalisée via des incubations dans le sérum a différentes concentrations. La puce du

/

nanoplotter était immérgée en plus dans 1’anticorps fluorescent (Ab*).
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Figure 52. Schéma de la procédure de fonctionnalisation de 1'électrode en or pour la détection
des allergenes.
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IV.1. Résultats et discussion
IV.1.1. Microscopie a fluorescence

Apres la fonctionnalisation de la puce d’or par les peptides-azide tout en utilisant le nanoplotter
pour les étapes antérieures, des microgouttes de sérum du lapin étaient déposés de la méme
facon. Finalement, la puce fonctionnalisée est retirée pour étre ringer avec du PBS (3 fois) avant
son immersion dans I’anticorps fluorescent (Ab*). La microscopie a fluorescence a été utilisée
pour étudier l'interaction entre I'anticorps marqué par fluorescence et 1’IgG spécifiques aux
allergénes. Cet anticorps a été utilisé pour interagir avec les sites spécifiques ou toutes les étapes
(du MHDA jusqu’au sérum) ont été déposés en utilisant le nanoplotter. La puce d’or a été divisé
en 9 petits carrés de 4 mm?, chacun d’entre eux peux de contenir 2 gouttelettes. De ce fait,
plusieurs volumes de gouttlette (1 gouttelette =<1000pL) étaient testés allant de 1 a 9 gouttelettes
comme le montre la figure 53 (chaque carré avec numéro de gouttelette indiqué en noir) et la

figure 54 (numéro de gouttelette indiqué en haut a droite de chaque image).

| 7% 3 Sy
N il X
12 mm //_/,- f__,- ﬁ‘ﬂ( \
! ® f P - ,x'! y \'~.,
B | \
e — o [ ’cl i ck\ \
00 00|00 | - | e |
oo ooloa| || | |
¥ -
00|06 0|00 | X - |
2 8 <) ~ |I 5 //2 > |
- = II I \I IIII
i Q Z o Z |
" . N N/
: — N . &3 /
i = . \\\ - J://‘r

Figure 53. Parametres du nano-plotter pour le dépdt de gouttelettes, avec 'axe réglé pour le
dépot de gouttes (1) et 1'axe réglé pour la position du site (2).

Les premiers résultats du nanoplotter présentaient dans la figure 54 ont effectivement montré
une fluorescence et du coup la confirmation de la fonctionnalisation par le nanoplotter a

fonctionné méme pour les plus petits volumes de 1000 pL.
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Comme le montre la figure 54, la fonctionnalisation a pris des formes circulaires. La premicre
possibilité serait que, pendant la premiére étape du processus, lorsque la goutte de MHDA dans
I'éthanol tombe sur la puce d'or, la compétition entre les forces d'inertie et la tension de surface
donne a la goutte cette forme de "beignet". La goutte gardera cette forme pendant une courte
période si 1'énergie gagnée pendant la chute ne surmonte pas la tension de surface et ne brise
pas la goutte sur elle-méme ou sur le c6té, ou les deux (Gerlach, G et al. 2012; Fragkopoulos,
A. A et al. 2018) Mais comme nous utilisons de I'éthanol qui est trés volatile et a une faible
tension de surface. La goutte peut ne pas avoir le temps d'effectuer cette transition vers la forme
sphérique et s'évapore, laissant nos molécules dans ce motif circulaire. Les images montrent
que pour des volumes plus importants, le processus de rupture sur le c6té semble plus avancé
car il faut plus de temps pour que tout le solvant s'évapore. Mais tout ceci nécessiterait une
¢vaporation rapide de notre gouttelette, ce qui est possible pour des volumes aussi petits que 9

nL, mais des analyses plus poussées doivent €tre poursuivies.

Sinon, il a été démontré que pour des particules dans un solvant, des motifs annulaires se
forment toujours apres le dépdt et le séchage de la solution sur une surface homogene. De
nombreux facteurs sont en cause avec en premier lieu, 'hydrophilie de la puce. Elle a un impact
sur la formation de ce motif car les surfaces ayant une plus grande mouillabilité et un petit angle
de contact auront tendance a former des motifs plus annulaires en raison de la hauteur des
gouttes. En effet, les gouttes avec un faible angle de contact auront un diametre de base plus
grand. (Lee, H. H etal. 2017; Parsa, M. 2017) Ce phénomene aura lui-méme un effet significatif
sur I'anneau car a l'intérieur d'une gouttelette séché, le champ d'écoulement interne aura
tendance a pousser les particules et les molécules du haut vers le bas au centre de la goutte et
du centre vers les bords au bas, dans un mouvement circulaire comme le montre la figure 55
(Hu, H et al. 2005). Il est important de noter que ce phénomene se produit a température
ambiante ou sur un substrat chauffant car le flux sera inversé sur un substrat refroidissant (Parsa,

M. 2017; Kim, J. H et al. 2011)

La nature du solvant influence également ce phénomene. L'éthanol a une faible tension de
surface et les surfaces métalliques ont une énergie de surface élevée ce qui facilite la
propagation du liquide. L'éthanol évaporé engendre un mouvement des particules lent et une
fixation facile des molécules en raison du faible angle de contact (Talbot, E. L et al. 2012).
L'influence de la taille de la gouttelette sur le motif n'est pas pertinente dans notre cas comme
I'ont montré X. Shen et ses collegues que le motif d'anneau est formé pour des gouttelettes

inférieur a 10 um de diameétre pour une ligne de contact forte (Shen, X et al. 2010). Mais il est
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important de considérer que cela affectera la vitesse d'évaporation de notre goutte car le taux

d'évaporation est inversement proportionnel au rayon de la goutte (Hu, H et al. 2005).

Enfin, sur les bords de la goutte ou I'angle de contact est faible (surfaces hydrophiles), le solvant
va sécher plus rapidement et déposer des molécules sur la surface de la puce qui sera le point
de départ pour que d'autres molécules viennent s'adsorber (Uno, K et al. 1998). D'autres facteurs

comme la dispersité, le pH du milieu et la taille des particules/molécules peuvent influencer des

choses comme le diamétre intérieur de l'anneau et la forme du motif (Parsa, M. 2017).
-
..

Figure 54. Gouttelettes de fonctionnalisation avec différents volumes dans 1'ordre allant de 1 a
9. Peptide utilisé est le EO14 (5uM) avec le sérum cacahoucte hyper-immunisé (1 :5000).

(a) ¥ost (b) N ost

membrane
d’eau

Surface hydrophile

Figure 55. Schéma du mouvement dynamique des particules dispersées dans une gouttelette
¢vaporée (Hu, H et al. 2005).
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Les trois peptides de cacahouete (EO14 ; S4 et T12) étaient testés pour la détection des
IgGs spécifiques aux cacahouctes dans le sérum pré et hyper immunisé afin de prouver leurs
spécificité et sensibilité. Chaque peptide a été testé 6 fois a travers son immobilisation par le
nanoplotter dans 6 endroits bien définis (les trois lignes des spots dans la figure 53, chaque ligne
avec 6 spots). Toutes les gouttelettes avaient été déposé avec le méme volume (1 gouttelette)
pour étre capté en entier avec la caméra du microscope de la fluorescence. Ce test a été effectué
apres le changement de la température lors de dépdt. Pour cela, un refroidissement a la fois du
support de nanoplotter a 7°C, et de la solution du MHDA préparée dans I’éthanol a eu lieu. Par
conséquant, le solvant s’évapore trés lentement pour former des sphéres en aidant & minimiser
I’énergie d’interface.

L’imagerie fluorescente certifié¢e que le processus de détection immunitaire
correspondant a bien lieu comme le montre la figure 56.A dans cas de sérum hyper-immunisé.
Les spots fluorescents en vert indiquent les endroits qui sont spécifiquement fonctionnalisés par
le nanoplotter, tandis que les zones éteintes sont celles non fonctionnalisés. Ce test immuno-
fluorescent a indiqué la bonne réactivité¢ de IgG-Ab*. La méme procédure était appliquée pour
le sérum pré-immune (figure 56.B), parmi les 6 spots fonctionnalisés pour chaque peptide, il y
avait que 3 pour le EO14, 5 pour le S4 et 2 pour le T12 qui ont été¢ observé et avec une faible
intensité de la fluorescence par rapport aux spots observé dans le cas de sérum hyper-immunisé

(figure 56.A), ce qui prouve I’effet négligeable des réactions non spécifiques.

A

------E014

----- S4
------ T12
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Figure 56. Gouttelettes de fonctionnalisation de volume 1000pL avec différents peptides
(EO14 ; S4 et T12) (5uM) avec le sérum cacahouéte (1 :5000) A) hyper-immunisé (cacahoucte
1-t2) et B) pré-immunisé (cacahouéte 1-t0).

IV.1.2. Caractérisation électrochimique par la voltammétrie cyclique

Apres avoir developé la stratégie 1 décrite auparavant, nous nous sommes ensuite
changés le carboxymethylaniline par le MHDA. Pour cela, 1’¢lectrode d’or a été caractérisé par
la voltammétrie cyclique avant et apres son incubation dans La solution de MHDA. Cette
caractérisation a été réalis€¢ dans une solution aqueuse de 5 mM Kis[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s]
préparée dans le PBS (10mM ; pH 7.4). La figure 57 présente les voltammogrammes cycliques
enregistrés pour la micro-¢électrode d’or avant et apres sa fonctionnalisation par le MHDA a une
vitesse de balayage de 50mV/s.

Des pics rédox réversibles et bien définis de K3[Fe(CN)g]/K4[Fe(CN)¢], avec une
intensité de courant maximale de 7uA approximativement était observée pour I'¢lectrode d’or
non modifiée (voltammogramme noir) en raison de l'excellent transfert d'électrons de
I’¢lectrolyte a la surface d'électrode. Ensuite, 1’intensité de courant cathodique et anodique de
K3[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s] a diminué suite a son incubation dans le MHDA prenant une forme
capacitive en raison de la formation des monocouches de MHDA auto-assemblées sur la surafce

d’¢lectrode d’or (Baraket, A et al. 2014).
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Figure 57. Voltammogrammes cycliques de la micro-¢lectrode d’or dans 5 mM
K3[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s] dans PBS (10mM ; pH 7.4) avant (noir) et apres son incubation dans
le MHDA (rouge).

IV.1.3. Application du biocapteur pour la détection des IgG dans les sérums du

lapin
Aprés avoir étudié et confirmé la fonctionnalisation du capteur, les mesures des
immunoglobulines (IgG) libérés dans les différents sérum ont été effectuées en utilisant des
¢lectrodes d'or modifiées avec les peptides choisis dans la premiere stratégie (T12 pour les
cacahouetes et GL4 pour les noisettes) en mesurant la résistance de transfert de charge apres
incubation de 1’¢lectrode dans la dilution désirée de sérum (1:500000 ; 1;250000 ; 1:100000 ;
1:50000 ; 1:5000) via l'utilisation de la spectroscopie d'impédance ¢lectrochimique (SIE).

Les peptides ID T12 (cacahoucte) et ID GL4 (noisette) étaient testés dans les différents
sérums du lapin. Brievement, le peptide ID TI2 a été utilis¢é pour la détection des
immunoglobulines dans les sérums de cacahouete pré-immunisé (cacahoucte 1-t0) et celui du
noisette hyper-immunisé (noisette 1-t2) afin d’étudier I’interférence de la matrice, aussi une
détection a été elaboré dans le sérum auquel ce peptide a été destiné celui de la cacahouéte
hyper-immunisé (cacahouete 1-t2). La démarche était pareil pour le peptide ID GL4, une étude
d’interférence était réalisée a travers la détection des immunoglobulines dans les sérums de la
noisette pré-immunisé (noisette 1-t0) et la cacahoueéte hyper-immunisé (cacahouete 1-t2).
Ensuite, la détection des immunoglobulines libérés a 1’issu de la consommation des noisettes a
été effectué tout réalisant la détection dans le sérum de noisettes hyper-immunisé (noisette 1-

t2) en utilisant le peptide GL4.

175



Apres l'ajustement des spectres expérimentaux du tracé de Nyquist obtenus tout en
utilisant le méme modé¢le de circuit équivalent de Randles (R1+(Q1/(R2+W1)). Les courbes
d’étalonnage résultantes pour 1’étude d’interférence et la détection des immunoglobulines tout
en utilisant les peptides ID T12 et ID GL4 sont présentés respectivement sur les figures 58.A et
58.B. Comme le montre la figure 58, le AR/R varie linéairement avec les différentes dilutions

du sérum, ce qui donne les équations linéaires (tableau 11). Les résultats obtenus sont en

analogie avec ce qui a été montré pour la stratégie 1 concernant les 2 peptides (T12, GL4).

Tableau 11. Récapitulatif de tous les essais réalisés dans le sérum du lapin tout en utilisant les

peptides ID T12 et GLA4.

Peptide Sérum Equation linéaire
ID

Cacahouete  Y=0.1092*X-+0.3351

T12 1-t0

Noisette Y=0.1273*X+0.3478

1-t2

Cacahouete Y=0.2061*X+04819

1-t2

Noisette Y=0.3789*X+0.1638

GL4 1-t0

Cacahouete  Y=0.3008*X+0.6444

1-t2

Noisette Y=0.4899*X+1.4633

1-t2

R2

0.9938

0.9856

0.9935

0.9951

0.9778

0.9942

RSD (%)

12

10

Commentaire

Le peptide ID
T12 est plus
sensible au
sérum
cacahouéte
hyper-
immunisé
comme il est
prévu

La sensibilté
est plus elevée
pour le sérum
du noisette
hyper-
immunisé.
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Figure 58. Courbes d'étalonnage relatives a la détection d'IgG dans les sérum du lapin a
différentes dilutions (1:500000 ; 1:250000 ; 1:100000 ; 1:50000 et 1:5000) dans 5 mM de
[Fe(CN)s]*”* dans le PBS (10mM ; pH 7.4) tout en utilisant A) peptide de cacahouéte T12 et
B) peptide de noisette GLA4.

IV.1.4. Application du biocapteur pour la détection des IgE dans le sérum de I’étre

humain

Apres la fonctionnalisation de I’¢électrode par le MHDA, ’EDC-NHS, le DBCO-NH2,
I’éthanolamine, le peptide ID T12 s’est attaché a la surface par la réaction du clic en absence
du cuivre comme catalyseur (méme condition que la stratégie 1). La spéctroscpie d’impédance
électrochimique a été utilisé pour décrire les propriétés d'interface de I'électrode a partir de
I’étape de I’immobilisation du peptide ID T12 jusqu’a sa regénération par glycine tout en

passant par I’incubation dans le sérum humain dilué¢ 250 fois a cause de faible taux des
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immunoglobulines par rapport a celui du lapin, suivi par une incubation dans des particules
magnétiques fonctionnalisées par la proteine A afin de confirmer la présence des
immunoglobulines a la surface de 1’¢lectrode.

En effet, 'augmentation de Rct indique 1'immobilisation de molécules isolantes a la
surface de 1'¢lectrode. Le spectre d'impédance pour chaque étape de la modification de
1'¢lectrode de I'immunocapteur a partir de I’immobilisation du peptide a été enregistré sous

forme de tracé de Nyquist typique (figure 59).

Comme le montre la figure 59, le peptide ID T12 (courbe a) a montré un processus de transfert
d'¢lectrons rapide avec une valeur de résistance de 338 kOhm. L'incubation dans le sérum
humain dilué 250 fois (1 :250) (courbe b) sur 1'¢lectrode modifi¢e, a réduit 1'accessibilité du
couple rédox [Fe(CN)e]*"*, en conséquence, la valeur de la résistance (Rct) a augmenté
notablement a 573 kOhm, indiquant que les immunoglobulines liées aux allergéne ont été
immobilisés avec succes sur I'électrode et ont bloqué le transfert d'électrons. Aprés avoir incubé
I’¢lectrode dans une solution des particules magnétiques fonctionnalisés par la proteine A qui
réagit avec les anticorps (courbe c), la valeur de résistance a encore augmenté jusqu’a 656
kOhm, indiquant encore une fois I’interaction de la proteine A avec les immunoglobulines
immobilisées. La résistance a repris sa valeur avant 1’incubation dans les MNPs-proteine A et

cela apres une regénération par la glycine (Rct=590 kOhm) (courbe d).
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Figure 59. Spectres d'impédance électrochimique dans [Fe(CN)s]*”* dans du PBS (10mM ; pH
7.4) pour (a) Peptide ID T12, (b) Sérum humain 1 :250, (c) MNPs-proteine A et (d) Glycine.
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IV.2. Conclusions

Le taux d'IgG et/ou d'IgE augmente dans le sang des personnes et des animaux allergiques apres
la consommation d'un aliment allergéne qui provoque une réponse immunologique. Pour cela,
deux nouveaux immunocapteurs combinant les avantages des biocapteurs et des microréseaux
ont été développé pour la détection des anticorps IgG de lapin et des IgE de I’étre humain (anti-
cacahuete et anti-noisette) en utilisant une chimie clic sans cuivre permettant la détection en
absence de cuivre Cu(I). Ainsi, plusieurs peptides marqués a 1'azide ont été immobilisés sur les
quatre ETs d'or fonctionnalisés par DBCO-NH; pour un diagnostic multiple de ces peptides en
terme de spécificité et de sensibilité. Parmi les peptides étudiés, certains étaient spécifiques aux
immunoglobulines anti-cacahuéte (cas de peptide ID T12), d'autres aux immunoglobulines anti-
noisette avec interférence des immunoglobulines anti-cacahuéte (peptide ID GL4), et la
troisiéme catégorie n'était spécifique ni aux anti-cacahuéte ni aux anti-noisette (cas de S4,

EO14, EO13 et HL19), ce qui ouvre la voie a I'essai de nouveaux peptides.
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Conclusion générale et perspectives

Le présent travail est réalis¢ pour répondre aux demandes croissantes liées au

développement des capteurs et des biocapteurs ¢€lectrochimiques portables, miniaturisés et
faciles a manipuler pour des applications environnementales et cliniques. Dans un premier
temps, une étude bibliographique générale a été présenté pour but de la contextualisation de
notre problématique par rapport a ce qui est rapporté dans les travaux précédents.
Ensuite, la partie expérimentale a ¢été subdivisé en trois chapitres appart celui de la
bibliographie. Dans le deuxiéme chapitre nous avons développé et comparer des €lectrodes a
pate de carbone modifiées et non modifiées par 1’or, la non modifiée en absence et en présence
de diphénylcarbazide (DPC) pour la détection spécifique du chrome hexavalent. Parmi les
¢lectrodes testées, celle de la pate du carbone non modifiée en présence du DPC a montré une
bonne sélectivité avec une limite de détection de 19 ug - L™!. Par la suite, ’électrode développée
a été appliquée avec succes pour la détermination du Cr(VI) dans des échantillons d'eau du
robinet. L’originalité de ce travail s’est basée sur 1’utilisation du complexe spécifique (DPC)
pour la détection indirecte du Cr(VI).

En outre, des immunocapteurs a base de la chimie clic en absence du cuivre comme
catalyseur ont été dévelopés pour deux différentes applications cliniques. La premiére
application avait pour but la détection de la cytokine Interleukine-10 (IL-10) dans la salive pour
I’insuffisance cardiaque et nous 1’avons bien détaillée dans le troisieme chapitre. Ici, la
nouveauté de notre capteur était basée sur l'introduction de la chimie clic sans cuivre pour la
préparation d’un immunocapteur destiné a la détection de I’IL-10. L’analyse de I’interleukine-
10 dans salive a été réalisée avec succes a une limite de détection de 0,1 pg/mL. Dans le méme
contexte, dans le quatriéme chapitre nous €tions interessés a développer deux immunocapteurs
a base de la chimie clic sans cuivre en association avec des peptides-azide spécifiques pour la
détection des immunoglobulines (IgG chez le lapin et IgG/IgE chez I’étre humain) libérés apres
la consommation des noisettes ou des cacahouetes par un sujet allergique a I’issue d’une
hypersensibilit¢ immunologique. De ce fait, plusieurs peptides marqués a l'azide ont été
immobilisés en utilisant la méthodologie de la chimie clic pour une multidetection dans le
sérum.

En guise de conclusion, au cours de cette these nous avons développés de nouveaux
capteurs et biocapteurs ¢€lectrochimiques sensibles, selectives, facile a préparer et a utiliser,
stables, reproductibles, portables, permettent la bio-orthogonalité dans le cas de la chimie clic

pour la surveillance de Cr(VI), IL-10 et des allergenes.

182



Les travaux réalisés au cours de cette thése ouvrent bien évidemment la voie vers de nouveaux

travaux que nous espérons réaliser afin de développer davantage 1’utilisation de la chimie clic.

Réalisation d’une multi-analyse des biomarqueurs li¢ a I’insuffisance cardiaque (cas de
TNF-a, NT-proBNP, cortisol et notre analyte IL-10) et cela a travers I’immobilisation des
anticorps spécifiques a ces antigénes a la surface de la puce contenant les quatre électrodes
d’or.

Elargir I’application a travers 1’utilisation des oY o-Link qui permettent le marquage de
plusieurs substance biologiques par des fonctions azide, DBCO ou méme thiol.
Réduire le temps de fonctionnalisation via 1’utilisation du 4-azidoaniline hydrochloride
au lieu du thiol-azide ou thiol-acide qui nécessite une activation par EDC/NHS ce qui
permet de réduire le temps d’incubation. Ainsi, le remplacement des DBCO-COOH ou
DBCO-NH: par le 5,6,11,12-Tetradehydrodibenzo[a,e]cyclooctene qui est un DBCO
avec un double clic permettant 1’interaction directe avec le thiol-azide ou sel de
diazonium azide (4-azidoaniline hydrochloride) d’un c6té et I’interaction avec ’azide
des peptides ou bien des anticorps marqués par 1’azide des oY o-Link, par conséquant la

suppression des étapes d’activation et de désactivation.
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