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Introduction générale

La présence des métaux lourds dans I’environnement menace directement
I’écosystéme en raison des rejets industriels qui se trouvent dans 1’air, 1’eau et le sol [1][2].
Ces rejets se caractérisent généralement par la forte présence des polluants inorganiques, ce
qui multiplie les risques de la contamination par les métaux lourds [3]. Le rejet de ces métaux
lourds dans les eaux souterraines et le sol pollue I'environnement et le rend hautement toxique
en raison de leur forte degré de toxicité [4]. L'exposition aux métaux lourds peut provoquer
des maladies graves qui perturbent I'équilibre de I'écosystéme [5]. Les caractéristiques
physico-chimiques de ces polluants inorganiques se différérent de I’un a I’autre, mais ils sont
tous extrémement toxiques méme a 1’état de trace. Les métaux lourds peuvent facilement
contaminer les eaux de surface et les sols en s'y déversant ou en pénétrant dans les eaux
souterraines et en se déposant dans les aquiferes [6]. Les métaux lourds peuvent interagir avec
plusieurs types des éléments biologiques tels que les protéines, les enzymes et les molécules
d’ADN ce qui forme des complexes biotoxiques stables qui peuvent facilement inhiber
I’activité biologique chez les étres vivants.

Pour la détermination des métaux lourds, de nombreuse méthodes de détection
peuvent étre appliqueées telles que : les méthodes de détection spectroscopique,
électrochimique et optique [7]. La spectroscopie d'absorption atomique ou d'émission
atomique et la spectrométrie de masse a plasma a couplage inductif sont aussi appliquées pour
la détection des métaux lourds [8]. Aussi, récemment d’autre méthodes comme la
fluorescence de rayon X (XRF) et la spectroscopie de dégradation induite par laser ont été
appliquées pour la quantification des métaux lourds [9]. Contrairement a ces méthodes,
I’approche électrochimique se caractérise par plusieurs avantages tels que, la mise en ceuvre
facile, des outils de mesures de faible colt offrant des mesures sur site, et donnent des
résultats en temps trés court [10]. Les outils de I’analyse électrochimique appelés « capteurs »
se composent généralement d’une électrode sur laquelle est immobilisée une couche sensible
a la détection de I’analyte cible [11] [12]. La selectivité et la sensibilité sont le plus fortement
influencées par la variété et la structure du matériau d'électrode [13]. L’utilisation des
éléments biologiques immobilisées sur la plateforme de détection améliore considérablement
la sensibilité des capteurs ¢lectrochimiques. A titre d’exemple, les capteurs enzymatiques sont
le plus largement utilisées pour la détection des métaux lourds [14]. Cependant, les capteurs
enzymatiques souffrent de plusieurs inconvénients comme le colt trés élevées des enzymes
oxydoréductases et aussi fable disponibilité de ces enzymes, en plus la diminution rapide de

leur activité limite leur utilisation. L’originalité de ce travail de thése s’articule autour de



I’utilisation de la bactérie E.coli comme une source des enzymes tres disponible et moins
chers pour la fabrication des biocapteurs électrochimiques a base des enzymes pour la
détection des métaux lourds.

La thése est répartie en trois chapitres, dont le premier décrit la problématique de la
these en évoquant la toxicité des métaux lourds et leur effet nocif et tres indésirable sur
I’environnement et sur la santé de 1’étre vivant. Les méthodes classiques de la détection des
métaux lourds ainsi que des généralités sur les biocapteurs comme nouveaux outils
analytiques sont présentés dans ce chapitre. Aussi, une analyse bibliographique tres profonde
est effectuée sur la classification des types des biocapteurs pour la détection des métaux
lourds est présentée a la fin de ce chapitre.

Le deuxiéme chapitre présente la méthode de préparation du capteur a base d’E.Coli
pour la détection des métaux lourds ou les étapes de 1’optimisation des parametres
expérimentaux sont expliquées en détail. Le matériel et les méthodes de synthese de la
plateforme de détection sont montrés dans le méme chapitre. Aussi, les résultats de la
caractérisation du nanocomposite a base de MWCNTs-AuNPs-PVDF par FTIR sont présentés
et discutés. La méthode de préparation de la bactérie E.coli et I’influence de différents
parametres expérimentaux sur la performance de 1’¢électrode modifiée est détaillée a la fin du
deuxiéme chapitre.

Les résultats de la spectroscopie d'impédance électrochimique (EIS) du capteur a base
de MWCNTs-PVDF-AuNPS/E.coli*-BSA sont montrés dans le troisieme chapitre pour
décrire I’influence de la présence de bovine sérum d’albumine et pour montrer aussi
I’influence de 1’ajout d’E.coli sur la détection des métaux lourds. Ce chapitre présente aussi
1’étude de la performance analytique du biocapteur tel que 1’étude de la reproductibilité et de
la stabilité. L’applicabilit¢ du biocapteur pour la detection des métaux lourds dans des
échantillons réels est montrée a la fin de ce chapitre. En outre, le chapitre décrit le mécanisme
de l'inhibition de I'activité catalytique des enzymes par les métaux lourds.

La these se termine par une conclusion générale qui résume 1’essentiel de ce travail.
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CHAPITRE | : GENERALITES SUR LES BIOCAPTEURS
POUR LA DETECTION DES METAUX LOURDS



I.1. Introduction

Les métaux lourds sont des substances de densité supérieures & 5000 kg/m*. Méme en
de tres petites quantités, ces produits chimiques sont trés dangereuses et peuvent causer des
graves maladies [1]. Les métalloides tels que I'arsenic, le zinc, le plomb, le cadmium et le
mercure sont capables de générer de l'activité a de faibles niveaux d'exposition. lls se
caractérisent par leur caractére dangereux de bioaccumulation dans les systemes biotiques qui
est dd a leur forte solubilité dans le milieu aquatique, sont également classés comme métaux
lourds [2].

Actuellement, le monde entier se préoccupe a la lutte contre la contamination
quotidienne de I’environnement par les métaux lourds qui se trouvent largement dans les
effluents liquides issus de I’industrie chimique [3]. La pollution de I'environnement par ces
métaux est un probléme écologique et de santés publiques mondiales croissant ces dernieres
années. De plus, en raison d'une expansion exponentielle de leur utilisation dans une variété
d'applications industrielles, agricoles, domestiques, I'exposition humaine a augmenté.
Plusieurs sources de ces métaux sont signalées comme les activités industrielles, médicinales
aussi I’exploitation des mines et les fonderies [4].
Dans certains pays, les éruptions volcaniques peuvent étre une source majeure de la
contamination de I’environnement par les métaux lourds [5][6]. Quelques techniques
analytiques ont été utilisées pour la détermination des métaux lourds comme la spectrométrie
de masse a plasma ou d'absorption atomique (AAS) sont quelques-unes des techniques
utilisées pour détecter les ions de métaux lourds. Ces méthodes sont extrémement sensibles et
sélectives, mais elles nécessitent un appareillage relativement codteux, des processus
opérationnels complexes et des périodes de détection prolongées [7].
Les technigues électrochimiques, en revanche, sont plus rentables, conviviales et fiables sur le
terrain. Par rapport a d'autres méthodes spectroscopiques, ces procédures sont également
rapides en termes de temps d'analyse [8]. Cependant, par rapport a d'autres approches
spectroscopiques et optiques, ces technigues électrochimiques ont une sensibilité et une limite
de détection tres faible. En plus, ils nécessitent des améliorations de conception pour
augmenter leur efficacité de détection des métaux lourds. Diverses techniques
électrochimiques sont couplées pour augmenter leur sensibilité par modification de la surface
du matériau d'électrode [9].

Dans ce chapitre, nous présentons des genéralités sur le sujet de la thése en expliquant

la problématique génerale. Ainsi, un rappel sur les propriétés de quelques métaux lourds, le



principe de fonctionnement d’un (bio)capteur électrochimique et les différents types des
biocapteurs pour la détection des métaux lourds sont discutes. Aussi, des généralités sur les
méthodes électrochimiques utilisés sont décrit a la fin de ce chapitre.
I.2. Les principaux métaux lourds
Les métaux lourds sont omniprésents dans la nature et pénétrent dans le corps humain
par diverses voies, perturbant les fonctions cellulaires et provoquant une toxicite, et sont
excrétés par le foie ou les reins [10][11]. Les métaux lourds comme le plomb (Pb), le
cadmium (Cd) ou le mercure (Hg), peut effectuer trés lentement le systeme nerveux.
L'accumulation plus longue de ces minéraux dans les organes est limitée par certaines

protéines riches en cystéine. Une accumulation plus longue entraine des dommages aux
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Schéma 1-1 : Classification périodique des éléments chimiques « tableau de MENDELIEIEV.

organes en altérant la fonction cellulaire.

Toxicité des métaux lourds : Ces métaux sont connus par des caractéristiques tres
dangereuses, comme :
- Lanon-dégradabilité

- Labioaccumulation dans les organismes vivants.
- Leur réponse trées forte a des tres faibles concentrations.

- Pouvoir former des ligands complexes tres toxiques.



- Le degré de la toxicité de chaque élément métallique dépend fortement de sa structure
chimique.
1.2.1. Toxicité du plomb
Le plomb est un métal extrémement toxique, pratiquement tous les organes du corps
sont sensibles a la toxicité du plomb, le systéme nerveux est I'organe le plus endommagé par
I'intoxication au plomb [12]. Cependant, il a une plus grande influence sur les jeunes que sur
les adultes. Les adultes qui ont été exposes pendant une période prolongée peuvent obtenir de
moins bons résultats a divers tests de performance cognitive qui évaluent les activités du
systeme nerveux. Les nourrissons et les jeunes enfants sont particulierement vulnérables
méme a de faibles quantités de plomb, ce qui peut contribuer & des problemes de

comportement [13].

Thallium < Plomb — Bismuth

Sn &
R ‘ﬂ? @'ﬂ 82Pb
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Nom : Plomb
= Numéro atomique : 82
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Période : 6e période
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Fig I-1: I’élément métallique du plomb et sa classification dans le tableau périodique.

1.2.2. Toxicité du cadmium

L'empoisonnement au cadmium a été enregistré dans plusieurs pays a travers le
monde. C'est l'un des problemes de santé mondiaux qui affecte divers organes et dans
certaines circonstances, tue des gens chaque année [14]. L'exposition a long terme au
cadmium par l'air, I'eau, le sol et les aliments provoque le cancer ainsi que des lésions dans les
systemes squelettique, urinaire, cardiovasculaire, neurologique central et périphérique et les
systemes respiratoires [15]. Les niveaux de cadmium dans le sang, l'urine, les cheveux, les
ongles et la salive peuvent tous étre testés. Les patients souffrant d'empoisonnement au
cadmium nécessitent une irrigation gastro-intestinale, des soins de soutien et un nettoyage
chimique, ainsi qu'un traitement de chélation standard avec de nouveaux agents chélateurs

appropriés et des antidotes a base de nanoparticules [16].




Zn
Cd
Hg

silver + cadmium = indium

Fig 1-2: I’élément métallique du cadmium et sa classification dans le tableau périodique.

1.2.3. Toxicité du mercure

Le mercure est un élément lourd dangereux qui est abondant dans la nature. La
majorité de I'exposition humaine provient de la consommation de poisson ou de l'utilisation
d'amalgames dentaires [17]. Le mercure peut se trouver sous diverses formes, comme le
mercure inorganique (metallique, vapeur, sels mercuriques et le dioxyde de mercure). Le
mercure organique (qui comprend les composeés dans lesquels le mercure est lié a une
structure contenant des atomes de carbone), et le mercure sous forme de composés (méethyle,
éthyle, phényle ou groupes similaires) [18].

Le mercure élémentaire et le méthyle mercure sont toxiques pour les systémes nerveux central
et périphérique. L’inhalation de vapeurs de mercure peut avoir des effets nocifs sur les systémes
nerveux, digestif et immunitaire, et sur les poumons et les reins, et peut étre fatale. Les sels de mercure
inorganique sont corrosifs pour la peau, les yeux et le tractus gastro-intestinal, et peuvent étre toxiques

pour les reins en cas d’ingestion [19].

Or « Mercure — Thallium

soHg

Fig 1-3: I’élément métallique du mercure et sa classification dans le tableau périodique.

1.3. Méthodes de détermination des métaux lourds

Les métaux lourds sont déterminés par plusieurs méthodes, on peut citer les méthodes

de spectrométrie et les méthodes électrochimiques.



1.3.1. La spectrométrie d'absorption atomique (SAA)

Cette technique d'analyse basée sur I’absorption des atomes libres. La spectrométrie
d'absorption atomique est une méthode pour le dosage des métaux en solution ou I’analyte est
transformé a 1’état d’atomes libres sous une température comprise entre 2000 a 3000 °C. Le
principe de la méthode est basé sur la quantification de I’énergie de 1’atome qui peut varier
durant le mouvement des électrons entre les orbites ¢lectroniques, la différence de I’énergie

est donnee par la formule suivante :

AE=hv
Ou
h est la constante de Planck
v est la fréquence du photon absorbé
E: 1 p Absorption

| E
Y, d’un photon

Ex

L’appareil expérimental de 1’absorption atomique se compose des éléments suivants :
1. Lampe & cathode creuse,
2. Brdleur et un nébuliseur,
3. Monochromateur
4. Détecteur relié a un amplificateur
5. Dispositif d'acquisition.

Source
primaire Atomiseur
t—-—’ — »—{—0 ))Détecteur
Hacheur Monochromateur
Eng
Sl;‘qnl;;(lje s
:C::“é
Spray Chamber
Lampe a cathode creuse Braleur Gaj - nébuliseur
nébuliseur

Schéma 1-2: Principe de fonctionnement de la spectroscopie d’absorption atomique.

La concentration d'un atome peut étre déterminée si la longueur d'onde d'un faisceau

lumineux correspond a l'une des valeurs discretes propres a chaque élément chimique, un



atome isolé va absorber I'énergie dégagée par les photons du faisceau. L'intensité lumineuse
diminue du fait que I'atome absorbe de I'énergie, et la diminution est proportionnelle au
nombre d'atomes, en mesurant I'absorption de la lumiére, ou la vitesse a laquelle I'intensité de
la lumiere diminue.

1.3.2. Méthodes électrochimiques

En utilisant 1'approche électrochimique, le signal biologique et/ou chimique est
converti en un signal électrique facilement accessible. Un systéme de transducteur convertit
les changements physico-chimiques provoqués par la reconnaissance dans la couche sensible
en un signal ¢électrique. Il se compose d'une couche sensible et un transducteur.

1.4. Généralités sur les biocapteurs électrochimiques

Le capteur se compose de deux parties essentielles : un récepteur et un systeme de
transduction. Le récepteur est un élément de bioreconnaissance biologique intégreé a la surface
du transducteur qui est pour objectif de reconnaitre 1’élément cible a détecter. Cette
reconnaissance est basée sur le principe de la ressemblance physique entre le site actif du

récepteur et I’élément a détecter.

Analytes Capteur

1K
1

Y

Sites catalytiques

Ricrécepteur > Transducteur

Cible

Schéma 1-3: les constituants d(un biocapteur.

Les biocapteurs sont largement appliqués dans diverses domaines, tels que :
- Secteur médicale
- Analyse clinique (Dépistage et diagnostic)
- Applications vétérinaires et agricoles
- Application industriels (analyse des produits, échantillons, toxicité des rejets.).
- Controle de I’environnement et surveillance de la pollution.
1.4.1. Eléments constituants un biocapteur
Les biocapteurs se composent de deux éléments essentiels un biorécepteur et un

transducteur, la nature du transducteur se différe selon le type de I’interaction de la grandeur a



mesurer, le schéma 2 montre les différents types de transduction du capteur. Le biorécepteur
est un élément de reconnaissance moléculaire ou se déroule la réaction, il est fixé directement
sur la surface de transducteur. La performance des biocapteurs dépend fortement de la
méthode d’immobilisation du biorécepteur.

1.4.2. Classification des biocapteurs

Le transducteur est un ¢élément essentiel du biocapteur, il assure le transfert de 1’interaction
produite au niveau du biorécepteur pour qu’elle soit mesurable. On peut distinguer trois

grands types du systéme de transduction, physique, optique ou électrochimique (schéma 2).

W PIEZOELECTRIQUE
THERMOMETRIQUE

-
AMPEROMETRIQUE

POTENTIOMETRIQUE
IMPEDIMETRIQUE

VOLTAMETRIQUE

Schéma I-4: Différents types des transducteurs d’un capteur.

1.4.3. Techniques d’immobilisation des éléments de reconnaissance

La fabrication de biocapteurs nécessite une immobilisation efficace de I'élément
biologique pour assurer une bonne détection du signal biochimique. Les bactéries peuvent étre
immobilisées par des méthodes physiques ou chimiques telles que I'adsorption,
I'encapsulation, le couplage covalent ou la réticulation. Les méthodes traditionnelles
consistent a adsorber ou a lier de maniére covalente des cellules a un support solide, ou a les
inclure dans une matrice. Le tableau 1 présente les avantages et les inconvénients de quelques
méthodes d’immobilisation.

L'objectif principal des méthodes d’immobilisation est d'établir une fixation de
I'élément biologique sur la surface du transducteur tout en maintenant la stabilité du
biocapteur [20].



Tableau I-1: Avantages et Inconvénients des différentes méthodes d'immobilisation [21].

Méthode Avantages Inconvénients
d’immobilisation
Adsorption Simple et facile a mise en ceuvre. Fragilité de I’immobilisation

Activité catalytique élevée
Immobilisation sans additives chimiques.

Stabilité faible

Encapsulation

Protection biocatalyseur

Permet I’immobilisation de grande quantité du
biorécepteur.

Permet le transport de molécules de faible
poids moléculaire.

La taille de pores affecte le
transfert de masse

Seulement les molécules de
petites tailles peuvent pénétrer

Inclusion dans
matrice

une

La force de liaison des biocatalyseurs
Les fuites sont évitées.

Diminue le taux d'absorption
biologique

La stabilité du biocatalyseur est améliorée.

I’élément

Il est possible que cela entraine
une modification du site actif.
Restrictions de diffusion

L'activité enzymatique diminue

Couplage covalent

Un lien fort entre le récepteur et le support
solide.

La stabilité thermique est excellente.

Forte interaction entre l'enzyme et son
substrat.

L'activité enzymatique est réduite
lorsque la mobilité enzymatique
est restreinte.

L'immobilisation des cellules est
moins efficace.

Les matériaux utilisés pour le
support ne sont pas renouvelables.

Réticulation

Force de liaison du biocatalyseur
La désorption est ralentie.
Augmente la stabilité du biocatalyseur.

Il est possible que cela entraine
une modification du site actif.
Restrictions de diffusion

L'activité enzymatique diminue.

a) Liaison covalente

L’immobilisation par la liaison covalente est l'une des procédures les plus largement

utilisées dans le domaine de Il'immobilisation du biorécepteur.

C'est une méthode

d'immobilisation trés connues basée sur la création de liaisons covalentes entre les cellules

d'immobilisation et le support solide en présence d'un liant [22][23]. La liaison covalente,

contrairement a 1'adsorption, est une approche d'immobilisation irréversible [24].

Surface de I’électrode

Fig I-4: Méthode d’immobilisation par la liaison covalente [25].



b) Adsorption

C’est la méthode la plus simple et la plus rapide parmi toutes les techniques
d’immobilisation [26]. La fixation est basée sur des laissons faibles de type Van der Waals
ou les liaisons hydrogéne. L’immobilisation par adsorption offre une surface catalytique
trés sensible mais I’inconvénient se trouve dans la fragilit¢ de la fixation, ou les molécules
peuvent se détacher facilement ce qui affecte les caractéristiques analytiques du
biocapteur [27].

Surface de 1’¢électrode

Fig I-5: Méthode d’immobilisation par adsorption.
c) Encapsulation

Le piégeage de I’élément de bioreconnaissance par encapsulation est basé sur
I’utilisation d’'une membrane.
C’est un procedeé physico-chimique ou mécanique qui consiste a enfermer la substance
encapsulée. La semi-perméabilité de la membrane aide a piéger I’enzyme et le protégent du
milieu extérieur, ce qui offre un milieu favorable pour la réaction enzymatique. L’avantage de
la méthode d’encapsulation est qu’elle est purement physique ou mécanique et elle ne

nécessite pas I’intervention des agents chimique pour I’immobilisation.

e

N ‘: Membrane semi-
*eas* perméable

a‘-‘a% Enzyme Surface de 1’électrode

Fig 1-6: Méthode d’immobilisation des enzymes par encapsulation.

d) Réticulation
La réticulation est une approche chimique de I'immobilisation des biorécepteurs tels
que les enzymes dans laquelle des produits chimiques bi- ou multifonctionnels forment des
liaisons covalentes entre les enzymes. Le glutaraldéhyde est souvent utilise comme agent
réticulant pour fixer les éléments biologiques a la surface d’un support solide sans trop
affecter leur propriétés catalytiques [28]. Cette méthode offre un certain nombre d'avantages,

y compris une activité et une stabilité enzymatique plus ou moins acceptable [29].



Surface de 1’électrode

Fig 1-7: Méthode d’immobilisation par réticulation.

1.4.4. Utilisation des nanocomposites pour la construction des Biocapteurs

Pour améliorer la performance analytique des biocapteurs, les nanocomposites ont été
identifiés comme un choix avantageux pour ameliorer les propriétés catalytiques des

biorécepteurs.

Par conséquent, divers nanomatériaux sont utilisés pour préparer des plateformes
sensibles a la détection des analytes. Les particules métalliques ou les composés organiques
ou encore sous forme organométalliques sont largement utilisés pour construire des
biocapteurs sensibles. Aussi, les polymeéres conducteurs et les matériaux carbonés comme le
graphene et les nanotubes de carbone (CNT) ont montré leur aptitude a offrir des réponses
catalytiques tres améliorés en raison de leurs capacités de transduction efficaces. Aussi, les
capteurs & base des métaux nobles et les matériaux de points quantiques (QD) appelés en
anglais (quantum dots) offre une sensibilité trés élevée et une limite de détection de 1’ordre de

picomole ou méme a I’échelle atome.

AuNPs MWCNTSs Polymeéres

Schéma I-5: Différents natures des nanomatériaux pour la préparation des capteurs.

1.4.5. Caracteéristiques analytiques du biocapteur
La performance analytique de chaque outil de mesure, y compris les biocapteurs
électrochimiques, est estimée a partir des parametres analytiques tels que : la sensibilité, la

stabilité, la limite de détection, la gamme de linéarité, le temps de réponse, la reproductibilité,



la répétabilité, la stabilité, la sélectivité et aussi le temps de réponse. Ces parameétres sont
déterminés expérimentalement et ils dépendent de la nature de [’électrode et les

nanomatériaux utilisés ainsi que de la méthode de préparation du nanocomposite.

Sensibilit.

- de quantifiation Stabilité.
-é de détection Caractéristiques des capteurs Répétabili.

.électivité Reproductib.

-ne de linéarité

Schéma 1-6: des caractéristiques analytiques du biocapteur.

1.45.1. Lagamme de linéarité de la réponse

Ce parametre traduit ’aptitude du biocapteur a délivrer une réponse linaire lorsque la
variation de la grandeur de sorite (réponse du capteur en courant) est linéaire  avec la
variation de la grandeur d’entrée (Concentration de I’analyte). L’intervalle est déterminé par
le tracage de la courbe de calibration du capteur.

1.4.5.2. Limite de détection (LOD)

Ce parametre est défini comme la plus petite concentration d'analyte que le biocapteur
peut détecter. Pour calculer la limite de détection (LOD), les chercheurs utilisent la formule
(LOD=3S/N) pour distinguer le signal (S : calculé a l'aide du type d'écart SD de la courbe
d'étalonnage) du bruit de I'appareil (N :Noise en anglais) [30].

1.45.3. Sélectivité

La sélectivité du biocapteur exprime son aptitude a détecter seulement 1’analyte cible

parmi les autres analytes qui peuvent intervenir et réagir dans le milieu réactionnel ou se

trouve I’analyte cible. Ce parametre est tres important dans le cas ou I’analyte cible se trouve




dans des échantillons composes de plusieurs molécules de structure chimique semblables a
celui de I’analyte cible.

1.4.5.4. Reproductibilité

Ce parametre décrit la capacité du méme biocapteur a fournir des réponses similaires
pour des tests expérimentaux successifs dans le cas ou les mesures sont effectuées dans les
conditions différentes (changement de I’expérimentateur, changement du lieu d’analyse,
...etc.).

1.455. Reépeétabilité

Contrairement a la Reproductibilité, le paramétre de la répétabilité traduit I’aptitude du
méme (bio)capteur a fournir des réponses similaires pour des tests expérimentaux successifs
effectués par la méme méthode, avec le méme expérimentateur en utilisant les mémes
instruments de mesure et dans un intervalle du temps trés courts.

1.45.6. Stabilité

La stabilité est I’aptitude du biocapteur a offrir la méme réponse, soit le signal en
courant pour les biocapteurs électrochimiques. Généralement, la stabilit¢ de chaque outil
analytique diminue progressivement avec le temps d’utilisation et du stockage. Ce parameétre
est mesuré en pourcentage par rapport a sa réponse obtenue de sa premicre utilisation. On
peut alors distinguer la stabilité opérationnelle (répétabilité) qui traduit la diminution de la
réponse du capteur pour des mesures répétées et la stabilité due au stockage de I’outil.

1.4.5.7. Limite de quantification (L.O.Q.)

La plus faible concentration détectable de I’analyte qui peut étre quantifiée avec
précision dans des conditions expérimentales déterminées.

1.45.8. Temps de réponse

Ce paramétre caractérise la rapidité du capteur a répondre dans une durée trés courte
aux variations brusque de la grandeur de mesure. C’est donc le temps de nécessaire entre la
variation de la grandeur a mesurer et 1’apparition du signal.

I.5. Types des biocapteurs pour la détection des métaux lourds

1.5.1. Biocapteurs enzymatiques

Les biocapteurs chimiques a base d'enzymes sont basés sur la reconnaissance

biologique. Les enzymes catalysent la réaction électrochimique, améliore la sensibilité du



capteur, la stabilité du capteur enzymatique dépend de la méthode d’immobilisation et la
nature du milieu réactionnel [31].

Ce type des biocapteurs fonctionnent sur la base de l'interaction entre une enzyme et
son substrat. Comme le montre la figure 1, ce type de biocapteur fonctionne selon deux
méthodes principales en fonction de I'analyte cible : la détection du substrat par la réaction de
catalyse et la détection du polluant par I’effet de I'inhibition enzymatique. Les mécanismes de
détection du substrat reposent sur la conversion du substrat par une enzyme de type
oxydoréductase intégrée dans le biocapteur [32].

La détection des polluants est basée sur le principe de I’ linhibition enzymatique, ¢’est-
a-dire une diminution de I’effet catalytique des enzymes pour la catalyse du substrat.
L’inhibiteur arrive au site catalytique de I’enzyme et bloque la réaction catalytique ce qui
provoque une diminution du signal et par conséquent une diminution de la réponse du
biocapteur. Le capteur développé dans ce travail est basé sur le principe de I’inhibition par les
ions de plomb (Pb®").

e —
substrat produit inhibiteur enzyme Electrode
o ®
S
g
oo ®

Fig 1-8: Principe de construction d’un biocapteur enzymatique pour la détection des polluants
Diminution de la réponse par ’effet de I’inhibiteur.

La linéarité de la réponse des biocapteurs indique que la proportionnalité entre les
différentes concentrations de l'analyte et la réponse électrochimique Comme le montre le
(tableau 1.2),

La limite de détection presente un intérét particulier dans I'évaluation des performances
analytiques des biocapteurs notamment pour la détermination des substances dangereuses. La
stratégie d'immobilisation des biorécepteurs dans les nanocomposites organiques-

inorganiques est efficace car elle offre des limites de détection trés basses surtout en utilisant



catalase comme biorécepteur (LOD=0,018 nM) [33]. Les glutaraldehyde utilisés pour
construire une matrice a glucose oxidase contenant des nanotube de carbone (SWCNTSs) et le
[37]. La

combinaison de Nafion avec de la nanotube de carbon et de la catalase permet la

BSA étendent la gamme linéaire de concentration de plomb de 4-35 uM

détermination des métaux lourds (LOD = 13 uM) [43]. Ainsi, mélanger le polypyrole (PPY)
avec glucose oxidase est un procéede efficace pour détecter le mercury a 1’état de trace

(LOD = 0,48uM) [38]. De méme, I’'immobilisation de la peroxydase (HRP) dans nanotube de
carbone offre une détection a 1’écheéle micromolaire du métaux lourds [46]. En outre, de

larges gammes de linéarité ont été obtenues en utilisant du nafion (0.5-2.2 uM) dans la plate-

forme a urease en présence des oxydes métalliques [52].

Tableau 1-2: Parametres analytiques pour la détermination de I'enzyme des biocapteurs a base de métaux.

Capteur Potentiel ~ Métaux limite de Gamme linéare Sensibilité 1Cso Type Références
(mV) lourds Détection dinhibition
Cat- -400 Hg* 0.018 nM 0.05-0.5nM 123 pA cm?  35nM irreversible [33]
BSA/GA/GCE M.
Tyr/SPCPtE 250 crvn 1.8-158 uM 157.8 nApM™ - [34]
GOX/SPCPtE 89 - 769 nM 1
4422 nA.pM™*
GOx-BSA/GA 175 cd* 6,95 pg/L 236-236M - - reversible [35]
-Au crv 91,7 ng/L 294MM-2.94M -
GOx- Hg* 0.076 uM 05-5uM N.R - irreversible [36]
CSIGLM)8
GCE
GOx-Nb- -580 Hg* 100 uM 3-25uM 09572 pA - Reversible [37]
g\é\%ésr'EGA' Pb2* 435 uM uM!
0.5988  pA
uM!
GOx - PPy/Pt 700 Hg* 0.48 uM 0.48-3.3 pM 40 pA cm?  1.5uM Reversible [38]
cu* 1.5 uM 15-11 pM um? 52 M
Pb?" 1.6 uM 1.6-7.7 uM 12 pA cm? 49uM
Cd* 4.0 uM 4-26 uM um? 14 uM
1.0 pA cm?
uM*
05 pA cm?
uM
GOX/N-CNT/ Ag?* 1.8nM 20-200 nM - - reversible [39]
GCE
GOx/PNR/CF Co** 18.6 uM 55.9 nA cm?
E cu 12uM M
Cd* 7.9 uM 43 nA cm? 43 Reversible [40]
umt

39 nA cm?




um*

GOXx/CuHCF/  -450 Cd* 1.2 uM 1.5-6.0 uM 176 nAcm? 58 [41]
CFE cu 0.5 M 0.2-3.0 uM Mt 22

30.5 nA cm™

uM
PLT-Tyr- -100 crv 0.08 nM 50 -1000 uM - - reversible [42]
GOx/Au
Laccase- 600 As® 13 uM 1-20mM 469 pA M - reversible [43]
MWCNTs-
Nafion/pt
ChOx/Cs/BSA/  -300 Pb?* 0.04 uM 0.1-1.0 yM 0.05 pA  1.55nM reversible [44]
GA/ M
MWCNT/GCE K
AChE/Pt/Ru(ll As® 0.03 pM 0.05-0.8 uM 106.05 - reversible [45]
)-tris(bipy)-GO cd 0.07 uM 0.02-0.7 uM uApM!

124.7

pApM™!
HRP/MT- Pb* 2.50 pgl! 0.092-0.55 uM 2.6634 - reversible [46]
MWCNT/GCE cu 42 gL’ 0.068-2.0 uM HAEM!
HRP Cr (V1) 0.02 mM 0.039-0.78 mM 6.98 MA/mM  3puM reversible [47]
/IRGOITH
HRP/PANI-co- Pb* 0.938 uM 0-1mM 5.37x102 6.6 M reversible
PDTDA /Pt Hg?* 0.78 uM 0-1mM WA /mM 6.0 M [48]

Cd?** 0.8 uM 0-0,01mM 1.02x10%pA  1.2uM
/mM
1.07x10% pA
/mM
HRP/PNR/CF Cr (VI) 0.27 uM 0-0.8uM 154 pA pMT - [49]
E
reversible

HRP/MT- Cd* 0.51 mM 2-30 mM - - Reversible [50]
MWCNT/GCE
Urease/PANIN Pb** 0.45 ppm 0.1-1.0 ppm 743.5 HA - irreversible [51]
afion®(NSPN)/ 1
AU/A|203 pp
Urease/nafion 300 Pb** 0.019 pM 0522 uM 89.2 x 0.03uM - [52]
/CeO,/Pt Hg®* 0.018 uM 0.02-0.8 uM 107 pApM™! 0.42 uM

94.1x 107

pAUM ™!

1.5.2. Biocapteurs a base de bactérie

Les microbes (bactéries, champignons (levures et moisissures), algues, protozoaires et
virus) sont utilisés dans la construction de biocapteurs & base de cellules entieres car ils
possedent des éléments de bioreconnaissance potentiels. Ils s‘auto-répliquent et peuvent
générer des éléments de reconnaissance comme des anticorps sans avoir besoin d'extraction et
de purification [53] [54].

Les biocapteurs basés sur des cellules entieres sont plus faciles a manipuler et

proliferent plus rapidement que les cellules animales ou végétales. Les cellules peuvent



interagir avec une large gamme d'analytes, affichant la réaction électrochimique qu'un
transducteur peut capturer et communiquer (principe du biocapteur a cellule entiere) [55]. En
raison de leur excellente sensibilité, sélectivité et capacités de détection, ces biocapteurs ont
été utilisés avec succes dans la surveillance de I'environnement, lI'analyse des aliments, la
pharmacologie, les métaux lourds, les pesticides, la détection des polluants, le dépistage des
substances organiques et des médicaments [56].
|.6. Mécanisme d’interaction de la bactérie avec I’analyte cible

1.6.1. Bioaccumulation

La bioaccumulation est genéralement définie comme une augmentation des
concentrations de polluants chez les espéces aquatiques résultant de I'absorption par le milieu

environnant [57].

Fig 1-9: Interactions métal-bactérie affectant la bioaccumulation.

1.6.2. Biosorption

L'absorption, l'adsorption, I'échange d'ions, la complexation de surface et la
précipitation sont toutes des méthodes pour éliminer les contaminants des systémes d'eau
utilisant des matériaux biologiques. L'accessibilité, I'efficacité et la capacité sont tous des
avantages des biosorbants. Cette procédure est simple et directe. La régénération est simple,
ce qui la rend incroyablement attrayante. Lorsque la concentration de la solution
d'alimentation est suffisamment élevée, cependant, le procédé s'approche rapidement d'une

percée, empéchant une élimination supplémentaire des polluants [58].

Fig 1-10: Interactions métal-bactérie affectant la biosorption.



1.6.3. Biotransformation

Les substances organiques sont modifiées d'une forme & une autre lors de la
biotransformation afin de réduire leur persistance et leur toxicité. Les micro-organismes et
leurs produits, tels que les bactéries, les champignons et les enzymes, contribuent a ce
processus. Si les techniques de synthese sont difficiles a trouver, les biotransformations
peuvent étre utilisées pour créer des produits chimiques ou des matériaux. La
transformation naturelle est inefficace, lente et non spécifigue [59]. Les
biotransformations microbiennes, également connues sous le nom de biotechnologie
microbienne, sont de plus en plus populaires et largement utilisées pour produire des
métabolites en grande quantité et avec plus de sélectivité [60].

Fig I-11: Interactions métal-bactérie affectant la Biotransformation de bactérie.
1.7. Geénéralités sur les méthodes électrochimiques

1.7.1. Méthode d’ampérométrie

Cest l'une des méthodes électrochimiques les plus élémentaires, nécessitant
simplement I'application d'un potentiel de consigne et la mesure du courant suivant en
fonction du temps. L'approche générale de cette technique utilise un potentiel constant

appliqué dans une solution sous convection forcée. Avant la mesure, le courant de charge
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Fig 1-12: Reponses ampérométriques d’un capteur pour la détection de H,O,.



initial a court terme peut avoir diminué. La technique d'ampéromeétrie peut étre utilisée pour
déterminer une courbe intensité-potentiel en délivrant une tension suffisamment élevéee entre
les électrodes de travail et de référence. L'intensité du niveau de diffusion sur cette courbe de
la concentration des espéces réduites ou oxydées a la surface de I'électrode [61].

1.7.2. Conductimeétries

La conductance peut étre utilisée pour détecter les activités enzymatiques qui
convertissent les substrats neutres en produits chargés. Bien que cette approche soit
normalement non spécifique, lorsqu'elle est associée a des biocapteurs a base de cellules
entiéres, elle s'est avérée extrémement sensible et rapide [62].

1.7.3. Méthode de potentiométrie

Dans une cellule électrochimique, on mesure I'augmentation d'un potentiel de charge a
I'électrode de travail par rapport a I'électrode de référence lorsqu'aucun courant ne circule
entre elles [63][64]. En d'autres termes, la potentiométrie fournit des informations sur I'activité
des ions dans un processus éelectrochimique [65]. L'équation de Nernst régit la relation entre la
concentration et le potentiel dans les expériences potentiométriques.

1.7.4. Mesure d’impédance

Les mesures d’impédance électrochimique caractérisent la conductivité/résistivité ou
la capacité d'un matériau, c’est une technique utile dans le développement et I'analyse de
matériaux pour la transduction de biocapteurs, tels que la recherche de la dégradation des
polymeres. Par exemple, en recouvrant des électrodes conductrices de polymeéres isolants puis
en les exposant a un processus enzymatique, on peut étudier la dégradation directe ou
indirecte du revétement polymeére. Si des ions libres existants sont capables de s'infiltrer dans
le polymeére pendant la réaction, la qualité isolante du polymere est perturbée, ce qui entraine

des caractéristiques d'impédance altérees de I'élément transducteur [66][67].
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Fig 1-13: Courbe spectroscopie impédance électrochimique.



1.7.5. Voltampérométrie cyclique

La voltamétrie cyclique est une technique électrochimique utilisée pour étudier le
statut redox du nanocomposite appliquée pour la préparation es biocapteurs [68]. Cette
méthode mesure la réponse en courant lors des changements de potentiel a la couche sensible
du capteur ou la réaction électrochimique se produit. C’est une technique ou le potentiel est
varié a vitesse de balayage constante (exprimée en V/s), de fagon répétée entre deux potentiels
faisant le cycle. Le résultat délivré par la technique de la voltampérométrie cyclique est une
courbe exprimant la variation du courant en fonction du potentiel. La méthode de la
voltampérométrie cyclique peut offrir une étude compléte sur les caractéristiques des espece

électrochimiques mise en jeu qui s’oxydent ou se réduisent [69].
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Fig 1-14: Réponses de voltamétre cyclique d’un capteur pour la détection d’acide caféique.

1.8. Mécanisme de la détection électrochimique

Lorsqu'une électrode (conducteur électronique) entre en contact avec un électrolyte
(conducteur ionique), des phénomeénes électrochimiques se produisent, c'est-a-dire sur la
surface de contact électrode/électrolyte (interface électrochimique) pour une réaction redox,
I'équation (1) [70] :

Ox+e = Red

Les ions plomb incolores sont générés pres de la cathode et réduits en pb, générant les
couches grises ; comme les ions plomb sont des solutions incolores, ils ne changent pas de
couleur. C'est une réduction puisque chaque pb acquiert é électrons ; c'est aussi une réduction
car le nombre d'oxydation du plomb a diminué de é électrons en pb* & 0 en pb.

Pb%* 4+ 2¢e- ——Pb



2.Pb** + 2H,0, ——Pb + 0, + 4.H

1.9. Mécanisme d’intéraction entre I’enzyme et les métaux lourds

Les métaux lourds peuvent interférer avec la fonction enzymatique en interférant avec
le complexe enzyme-substrat, en dénaturant la protéine enzymatique et en interférant avec les
sites actifs, ou en interférant avec la capacité des organismes microbiens a produire des
enzymes. Les changements induits par les métaux dans la structure du groupe peuvent
potentiellement avoir un impact sur la fonction enzymatique. La toxicité des méetaux lourds a
tué un grand nombre de micro-organismes et les microbes survivants avaient besoin d'énergie
pour survivre et résister a la toxicité des métaux lourds.

Lorsque les métaux lourds se fixent sur les sites actifs, des enzymes telles que la
catalase, l'uréase, la déshydrogénase et la phosphatase alcaline, ainsi que d'autres fonctions
enzymatiques, sont inactivees, entrainant l'interruption du métabolisme. En plus d'étre un
inhibiteur enzymatique, plusieurs métaux lourds peuvent altérer la structure et la fonction de
la membrane en se liant a des ligands tels que les groupes phosphate et protéine cystéinyle et
histidyle [71].



Conclusion

Le chapitre présente des généralités sur les métaux lourds et leur impact nocifs sur
I’environnement ainsi que des définitions sur les méthodes classiques de détection. Les
biocapteurs électrochimiques sont définis au début de ce chapitre en expliquant leurs
caractéristiques analytiques pour la détection des éléments nocifs dans un milieu aqueux. Le
mécanisme d’interaction de la bactérie avec 1’analyte cible et la classification des méthodes
d’immobilisation des éléments biologiques est illustré. Aussi, une classification des types des
capteurs a base des éléments biologiques pour la détection des métaux lourds est présentée
avec une analyse bibliographique tres profonde. Cette analyse touche les paramétres
influencant sur la performance analytique des biocapteurs tels que: les matériaux
nanocomposites utilisés, la technique électrochimique de détection adoptée, le type du métal

lourd a détecter, la limite de détection et la gamme de linéarité.
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CHAPITRE Il : PREPARATION DU CAPTEUR A BASE
D’E. COLI POUR LA DETECTION DES METAUX LOURDS
: OPTIMISATION DES PARAMETRES EXPERIMENTAUX.



I1.1. Introduction

Les matériaux a base du carbone pour la préparation des capteurs électrochimiques
sont largement utilisés en raison de leur faible colt, leur large disponibilité, et leur
biocompatibilité et encore de leur aptitude a crier un microenvironnement tres favorable pour
le systeme électrochimique (réaction-diffusion) des especes électroactifs [1] [2][3]. A titre
d’exemple, ’utilisation du graphite, des nanotubes de carbone (CNT) [4], [5], [6], [7] ou le
carbone noir (Carbon black) ou encore le graphéne avec ses deux formes (oxyde ou réduit) est
treés réussie et de nombreux articles scientifiques ont discuté la performance de 1’utilisation
des matériaux a base de carbone sur la réponse analytique des capteurs électrochimiques.

Les propriétés catalytiques des nanocomposites a base de carbone sont améliorés
considérablement par la combinaison des matériaux nobles comme les nanoparticule d’Or
(AuNPs) [8]. Dans ce travail, les (AuNPs) sont combinés avec les nanotubes de carbone a
paroi multiple (MWCNTS) piégés dans un film polymere a base de Polyfluorure de vinyle
(PVDF) connus par son aptitude a former des films trés mince sur la surface de 1’¢lectrode.

Le chapitre décrit les étapes de préparation du nanocomposite ainsi que la
caractérisation physico-chimique par la spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier
(FTIR) et la microscopie électronique a balayage (MEB) et aussi la caractérisation
¢lectrochimique comme les mesures d’impédance pour confirmer la conductivité du
nanocomposite. L’application de ce nanocomposite est effectué aprés 1’optimisation des
parameétres expérimentaux comme la valeur optimale du pH, le potentiel adéquat appliqué et
la vitesse de balayage nécessaire pour effecteur les mesures électrochimiques.

La procédure de la préparation de la bactérie E.coli ainsi que la méthode de son
immobilisation sur la surface de 1’¢lectrode modifiée est détaillée pour construire le

biocapteur a base d’E.coli pour la détection des métaux lourds.
11.2. Matériels et Méthodes
11.2.1. Réactifs

Une solution de tampon acétate 0,1 M a été préparée en mélangeant CH3;COOH et
CH3COONa (ABS). E. coli ATCC 25 922 (acheté a partir de la collection de culture de type
Américain). Le bovine sérum albumine (BSA) a été acheté auprés de Sigma (Chine). Le
Glutaraldehyde (GA) en solution aqueuse a 50% a été achetée auprés de Tianjin Bodi
Chemicals (Chine). Le peroxyde d’hydrogene (H,O,) a été utilisé comme substrat pour
déterminer certaines enzymes. Le nitrate de plomb Pb(NO,); a été acheté aupres de Tianjin

Kermel Chemicals (Chine). Les nanotubes de carbone a paroi multiple (MWCNTS) de Merck



(Allemagne). Les nanoparticules d’Or (AuNPs) de Sigma Aldrich. Le poly vinylidéne de
fluorure (PVDF) était un produit de Solvay Solexis de Belgique. L’oxyde d'aluminium (0,5—
0,02um) est utilisé pour le polissage de la surface de 1’électrode. Tous les réactifs utilisés dans
ce travail étaient de qualite analytique.

11.2.2. Appareillage

Les analyses électrochimiques ont été réalisees par Potentiostat Voltalab 301 PGZ avec
un systéme a trois électrodes, un fil de platine comme contre-électrode, une électrode de
platine (diametre 2 mm) comme électrode de travail et une électrode de référence a base de
Hg/HgCl (3,0 M KCI). La technique de la voltamétre cyclique (CV) est utilisée pour étudier
I'effet du pH et la stabilit¢ opérationnelle du capteur. La méthode des impédances
spectroscopiques électrochimiques (EIS) a été utilisée pour confirmer la conductivité
¢lectrique de 1’¢lectrode modifiée. En outre, le voltametre a onde carrée (SWV) est utilisé
pour la détermination des ions de métaux lourds. La morphologie du nanocomposite est
étudiée par I'analyse physico-chimique en utilisant un microscope a balayage électronique et
la spectrophotométrie infrarouge.

Deux types de microscopes ont été utilisés, le premier est un microscope optique a
champ large de marque Carl Zeiss qui sert compter les cellules et aussi pour la vérification de
I’état des membranes sur les microélectrodes lors des mesures conductimétries. Le deuxiéme
est un microscope a statif inversé de méme marque qui sert a réaliser des photomicrographies
des cellules algales. L’acquisition des images est réalisée directement avec un appareil photo

numérique CANON.
11.3. Dispositifs expérimentaux d’élaboration de la détection des métaux
lourds
L'étude électrochimique a été réalisée au laboratoire de valorisation et promotion de
ressources sahariennes de I'Université Kasdi-Merbah Ouargla a l'aide d'un Voltalab 40 (PGZ

301), piloté par un micro-ordinateur (Voltamaster 04 Software). En utilisant le montage a trois

électrodes présentées sur la figure 11.1.

Voltalab

Cellule électrochimique Micro-ordinateur

Fig 11-1: Dispositif expérimental (la cellule et le Voltalab).



Dans toutes les expériences on a utilisé le montage a trois électrodes : une électrode de
Référence, une électrode auxiliaire et une électrode de travail.

La cellule électrochimique
La cellule utilisée est en verre (thermostatique), volume suffisant pour que la concentration en

espéce électroactive reste constante pendant la manipulation. Cette derniére est munie d'une
double paroi et d'un couvercle a 4 orifices pour faire passer les trois électrodes et le tube de
dégazage.

L'electrode de travail est a base de platine de 2 mm

Il est intéressant de noter que la préparation de ces électrodes de travail joue un réle trés
important sur les résultats obtenus. Les électrodes de travail courantes peuvent étre fabriquées
a partir de matériaux allant des métaux inertes tels que I'or, I'argent ou le platine au carbone
inerte.

L'électrode auxiliaire (contre électrode) nous avons utilisé un disque de platine de 1 cm

comme contre électrode.
L'electrode de référence toutes les mesures de potentiel sont effectués par rapport a
I'électrode au calomel saturée (ECS) en chlorure de potassium KCI, constituee par le systeme
calomel. Son potentiel par rapport a I'électrode normale a hydrogéne est égal a +0.2444 V a
25°C.
11.4. Préparation des solutions

La solution tampon est obtenue a partir de deux solutions, la premicre est de 1’acide
acétiqgue (CH3;COOH) de concentration 0,1M (d=0,041). La deuxiéme solution est de
I’acétate de sodium (CH3COONa) d’une masse de 5,64g (M=80,03g/mol). Puis on les dissout

dans 250 mL d’eau distillée et on ajuste jusqu’a 1’obtention de la valeur de pH a 5,0.
11.4.1. Préparation de solution du plomb

On a prépare une solution de nitrate de plomb a masse molaire (331g/mol) en pesant une
masse de 1 mg versés dans 1000 ml d’eau distillée. Le flacon est placé dans le bain & ultrasons
pendant 10 minutes pour homogénéiser la solution. Ensuite, des solutions diluées de 0,2 pg/l
jusqu’a 80 pg/l ont été préparée.

11.4.2. Préparation de solution du cadmium

On préepare une solution de nitrate de cadmium a masse molaire (236,42g/mol) en pesant

une masse de 1 mg versés dans 1000 ml d’eau distillée. Le flacon est placé dans le bain a

ultrasons pendant 10 minutes pour homogénéiser la solution. Ensuite, des solutions diluées de

0,2 png/l jusqu’a 80 pg/l ont été préparée.



11.4.3. Préparation de ’analyte (mercure)

On a préparé une solution de nitrate de mercure a masse molaire (525,19g/mol) en pesant
une masse de 1 mg versés dans 1000 ml d’cau distillée. Le flacon est placé dans le bain a
ultrasons pendant 10 minutes pour homogénéiser la solution. Ensuite, des solutions diluées de

0,2 ng/l jusqu’a 80 ug/l ont été préparée.
11.4.4. Préparation de solution d’oxyde d’aluminium

On a préparé une solution d’oxyde d’aluminium de 2 diametres 0,5um et 0,02 pm en
pesant une masse de 1 mg versés dans 10 ml d’éthanol. Le flacon est placé dans le bain a
ultrasons pendant 5 minutes pour homogénéiser la solution. Ensuite, les solutions utilisées

pour le polissage d’électrode de platine

I1.5. Préparation de la plateforme de detection a base de MWCNTSs-
AuNPs-PVDF/pt

Toutes les expériences ont été réalisées dans un électrolyte support de tampon acétate
(0,1 M, pH 5,0) a température ambiante (25 £+ 1 ° C). Des expériences de voltametrie cyclique
ont été réalisées avec une fréquence de balayage de 100 mV s™. Pour la préparation de produit
(1 mg) de nanotubes de carbone a parois multiples (MWCNT) a été dispersé dans (1 ml) de

DMF et soumis aux ultrasons pendant 1 h.

1 ml DMF
(0]

»

Sonication
1 heure, 80 Hz

MWCNTs

Schéma I1-1: Procédé de préparation de solution du MWCNTSs.
Ensuite, une quantte ae L mg ae nanopartcules aor (AUNPS) est ajoutee aans L mL de DMF

et ensuite mélangés avec des MWCNT. De plus, (1 mg) de PVDF ont été ajoutés au mélange
MWCNTs-AuUNPs et soumis aux ultrasons 1h a 80 ° C.
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Nanocomposite a base :

1 mg AuNPs MWCNTs-AuNPs-PVDF

Schéma I1-2: Procédé de préparation du nanocomposite a base de MWCNTs-AuNPs-PVDF.

Un volume de 5 pl de mélange de MWCNTs-AuNPs-PVDF est dépose a la surface de
I'électrode en platine préalablement traitée par les particules d'oxyde d'aluminium de taille
(0,5 a 0,02 uM) pendant 2 min. Apres cela, I'électrode a été lavée aux ultrasons deux fois
pendant 10 min par de I'éthanol et de I'eau distillée pour éliminer les particules d'oxyde
d'aluminium retenues a la surface de 1'électrode. Ensuite, la surface de 1’électrode subit un
traitement électrochimique par une balayage de potentiel de 0 a 0,8 V vs Hg/HgCl dans 0,1 M
H,SO, & une vitesse de 0,1 Vs™ puis rincée avec de l'eau d’ionisée sous ultrasons et laisser

sécher pendant 30 min a température ambiante

Préparation du nanocomposite
MWCNTs-AuNPs-PVDF

£ Dépot a la surface

Séchage
30 minutes

J ‘ »

Electrode modifiée :
Polissage de la surface Pt/MWCNTSs-AuNPs-PVDF

de I’électrode

Schéma 11-3: Etapes de préparation du capteur a base de MWCNTSs-AuNPs-PVDF pour la détection électrochimique.
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11.6. Caractérisation du nanocomposite a base de MWCNTs-AuNPs-
PVDF par FTIR

Les MWCNT ont été caractérisés par spectroscopie infra-rouge (IR) avant et apres la
combinaison avec PVDF afin d’identifier les groupements fonctionnels produits sur leurs
surfaces. Les spectres IR obtenus sont représentés sur la figure 2.

On observe que les MWCNTs combinées avec PVDF présentent de nouvelles bandes par
rapport aux MWCNTSs seul, indiquant que de nouveaux groupes fonctionnels ont été
incorporés a la surface. La bande apparaissant & 1100 cm™ confirme la présence de groupe C-
F ce qui confirme la formation de MWCNTs-PVDF [9]. La bande apparaissant & 3430 cm™
confirme la présence de groupes hydroxyle (—OH), tandis que les bandes d'adsorption
apparaissant a 2864 et 2927 cm™ sont respectivement attribuées aux vibrations d'élongation
symétriques et asymétriques de méthyléne. Les bandes situées & 2361 cm™ sont attribuées aux
liaisons d’¢longation du —OH liées aux groupes carboxyliques (—COOH) [10].

La formation de groupes —COOH sur la surface de¢ MWCNTSs peut étre confirmée par
I'apparition d'une nouvelle bande & 1641 cm™, en plus de la bande & 1245 cm™ qui sont
respectivement attribués aux vibrations d'élongation de groupes carbonyle C=0 et —CO
présentés dans les groupes —COOH [11][12]. La bande d'absorption & 1635 cm™ est attribuée
a I'élongation conjuguée de la liaison C=C lié a la structure de MWCNTSs. Ces résultats
montrent clairement que les groupes —COOH ont été successivement créés sur la surface de

MWCNTSs traités et sont en bonne accord avec ceux rapportés dans la littérature [13].

120
100 ,m Vv
(7]
2 & b‘ ——— MWCNTs
& 60
& ClE N- H —— MWCNTs-AuNPs-PVDF
=]
X 40 ‘ MWCNTs-AuNPs
|
20 c=C
0
500 1500 2500 3500 4500
Numéro d'onde (Cm™)

Fig 11-2: Spectres FTIR de MWCNT dans DMF, MWCNTs-AuNPs et MWCNTs-AuNPs-PVDF.



11.7. Analyse de la morphologie de nanocomposite MWCNTSs-AuNPs-
PVDF

La figure 3 montre la caractérisation de la morphologie du nanocomposite (MWCNTSs-
PVDF-AuUNPS) qui a été réalisée par microscopie électronique a balayage (MEB) de type
(ZEISS EVO15) avec un faisceau d'électrons de 12 kV. Le grossissement typique utilisé pour
un microscope a balayage était compris entre 50x et 1Kx. Les figures démontrent que le
nanocomposite & base de MWCNTs-PVDF-AuNPs possede une texture ramifiée
d'agglomérats. De plus, les nanotubes de carbone a multi-paroi sont parfois compacts a forme
laine (fils entrelaces), bien intégrés et largement dispersés. En outre, le mélange de
nanocomposite est d’une forme expansée trés ramifiée avec des pores trés nombreux de

grande surface spécifique ce qui assure une répartition uniforme du polymere (PVDF).

r 3 - s, O B

Signal A = SE1 Date: 24 Mar 2021 EHT=12.00 kV Signal A = SE1 Date: 24 Mar 2021
Mag= 1.00KX Time: 13:45:52 WD =10.49 mm Mag= 2.50 KX :
5 3 >

Spm EHT =10.00 kV Signal A = SE1 Date: 24 Mar 2021 CRAPG Cpum EHT=12.00 kV Signal A = SE1 Date: 24 Mar 2021 CRAPC

WD =7.66 mm Mag= S.00KX Time: 13:11:24 WD =7.65 mm Mag= LOOKX Time: 13:01:03

Fig 11-3: Images MEB des MWCNT synthétisés (a, b) et (c, d) MWCNTs-AuNPs-PVDF.

Les analyses par EDX du microscope ¢€lectronique a balayage confirment 1’existence
au sein de la matrice de MWCNTSs sous forme C, la présence de la particule D'Or sous
forme Au. la présence de Si en tient de la porte échantillon de verre et le Al le en tien de
la porte échantillon de microscope.



1,80k |
Au
1,62k
1,44k|
1,26k
1,08k
D.90k|
0,72k!
0,54k}
0.36k|
0,18k|

0,00k : e, T e AT PR R TR

a0 13 2B 38 52 6,5 7.8 91

10.4 1.7 130

Fig 11-4: analyse EDX de nanocomposite.

11.8. Effet du pH sur la réponse électrochimique du nanocomposite

La réponse électrochimique du nanocomposite a base de Pt/MWCNTs-PVDF-AuNPs/

E.coli*-BSA est effectué par la voltametrie cyclique en présence de 10 pg/L des ions de

plomb avec des valeurs croissantes de pH allant de 5 & 7. Le pic du courant atteint son

maximum pour une valeur de pH est égal a 5,0 par conséquent, cette valeur a été fixée pour

toutes les autres expériences électrochimiques (figure 11.5).
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Fig 11-5: Réponse de I'électrode modifiée pt/MWCNTs-PVDF-AuNPS/E.coli*-BSA en présence de 10 pg/l de Pb2+ pour des
valeurs de pH allant de 5 a 7 avec (0,1 M ABS pH = 5,0) a une vitesse de balayage 100 mV/s. a) Voltammogramme cyclique, b)

Variation de la réponse.




Les résultats ont montré que les potentiels cathodique et anodique de I'ion plomb sont
décalés négativement avec l'augmentation de pH de 5 a 7. Les équations du potentiel avec le
pH ont été obtenus, pour I'ion plomb sont Epa = 0,047 pH + 0,516 (V, R = 0,9981) et Epc = -
0,052 pH + 0,378 (V, R = 0,9975) (Fig.1.b). Les pentes de potentiel par rapport au pH
suggerent que deux protons participent a la réaction oxydo-réduction a deux électrons de I'ion
plomb. La solution tampon pH 5,0 a été seélectionné comme condition expérimentale
optimale. Dans le cas d'une réaction de réduction, la meilleure valeur du courant cathodique
correspond a un pH est égale a 5,0.

11.9. Effet de la vitesse de balayage sur la réponse électrochimique du
nanocomposite

Comme le montre la figure 11.6, le courant des pics redox a augmenté progressivement

avec l'augmentation de la vitesse de balayage et donnant une valeur maximale pour une

vitesse de 100 mV. Les courants des pics d'oxydation (Ipa) et de réduction (Ipc) varient

linéairement avec la racine carrée de la vitesse de balayage (v*?) dans la gamme de 50 a 250

mVs*, les droites Ip = f(v**) ne passe pas par ’origine ce qui signifie que le systeme
réactionnel n’est pas rapide.
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Fig 11-6: Réponse de I’électrode a base de Pt/MWCNTSs-PVDF-AuNPS/E.coli*-BSA pour 50ug/l de plomb (a)
Volampérogrammes cycliques a différentes vitesses de balayage (0,05, 0.1, 0.15, 0.2, 0,25 V/s). (b) Relation entre le
courant de pic redox (Ip) et la racine car.

Les courbes sont linéaires par rapport & (In v) et les différences AEp sont supérieurs & 60 mV
ce qui montre qu’ils sont en accord avec la relation de LAVIRON [14].

L’intensité de courant des pics d'oxydation (Ipa) pour une réaction quasi-réversible
contr6lée par diffusion est calculé selon la formule de Randles — Sevcik [15]:
Ipa=2,69.10°n*%.4 D% cv*™ (@)
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D : est le coefficient de diffusion du réactif (cm?/s),

A : est la surface électroactive égale a 0,314 cm?,

n : est le nombre de transfert d'électrons,

v : est la vitesse de balayage égale a 0,1 (V/s), C’est la concentration du réactif a
10ug/1 et Ipa est le courant de pic anodique (A) remplacé par la valeur de la pente de Epc en
fonction de (Inv).

0,26.10°=2,69.10°.(2)*2.0,314.D*>.10.(0,2)*> (2.11)
La diffusion de plomb dans 10pg/I de ABS & pH 5.0 a été trouvée de valeur D = 1,38.10°"

cm?/s.
11.10. Etude de la conductivité du nanocomposite par spectroscopie
d'impédance

La figure 7 montre que le nanocomposite préparé est trés conducteur par rapport a 1’électrode
de platine non modifiée présentant une résistance au transfert trés élevée (Ret = 201 Q.Cm?).
L’ajout des nanotubes de carbone a paroi multiple (MWCNTSs) diminue cette résistance a (Ret
= 185,3 Q.Cm% due la conductivité électrique. pt/MWCNTs-PVDF-AuNPs montrent la
résistance diminue par rapport au pt/MWCNTs-PVDF. Cependant, AuNPs ont amplifié
davantage le signal en raison de la excellente conductivité considérablement diminue la
résistance au transfert d'électrons (Ret = 52,7 Q.Cm?) & cause de la conductivité métallique. Par

conséquent, ces résultats montrent le bon choix des nanomatériaux pour la préparation du capteur

avant I’immobilisation de 1I’élément biologique pour la détection des métaux lourds.
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Fig 11-7: Spectres d'impédance de I’électrode de platine Pt, PtUMWCNTs, PtUMWCNTs-
PVDF, Pt‘MWCNTs-AuNPs-PVDF, en ABS 0,1 M pH=5,0 en présence 50 ug/l Pb2+



Tableau Il -1 valeurs des résistances et conductivités des électrodes (pt, PtYMWCNTSs, PtYMWCNTSs-
AUNPs-PVDF)

Matrice Résistance Conductivité

platine Pt 201 Q.Cm? 0,0049 S.Cm?
Pt/MWCNTSs 185,3 Q.Cm? 0,0053 S.Cm®
Pt/MWCNTs-AuNPs-PVDF 52,7 Q.Cm? 0,019 S.Cm?

11.11. Préparation de la bacteérie E. coli

La souche bactérienne est ensemencée dans un milieu liquide (bouillon nutritif), suivi
d'une centrifugation (4000 rpm) pendant 10 minutes. La bactérie pure est rincée avec un
tampon de pH = 5,0 deux fois puis il est placé dans la centrifugation pour que la bactérie soit
tres pure.

La bactérie E.coli est étalée dans une lame trés propre en utilisant de I’eau distillée puis séché
en passant la lamme trois fois sur la flamme. Ensuite, le frotti est recouvert du violot de
sentiame (cristalial violot) pendant une minute et un ringage avec de I'eau distillée est effectué
puis on ajoute du lugose pour fixer la 1" couleur pendant 30 secondes, la lame est rincée, le
frottis est recouvert d'éthanol a 98° pendant 30 secondes. Ensuite, la lame doit étre rincée a
I'eau distillée pour éliminer les déchets et recouverte de la fonte pendant 1 min, la lame est
rince et laisse pour séchage a l'air libre, Suivi de I'observation a la loupe de microscopie avec

grossissement *100 et recouvris avec la fusion pendant une minute.




11.11.1. Inactivation de la bactérie E. coli

Pour I’objectif de libérer les enzymes de la bactérie E. coli., un traitement d’ultrason a
été soigneusement appliquée. Ces éléments peuvent contribuer a la réaction catalytique avec
I’analyte a détecter. La figure montre la bactérie E.coli avant et apres le traitement a ultrasons
pendant 25 min a 80 Hz. La figure.A. montre la forme de I’E.coli avant le traitement, tandis
que I'E.coli traité par ultrasons prend une forme ovale et de cercle presque régulier ce qui
prouve que le traitent est homogéne. La figure B montre aussi que le traitement a ultrasons
est trés efficace pour inactiver la bactérie afin d’¢liminer la membrane cellulaire et libérer les

¢léments biologiques de I’E.coli [16].

Fig 11-9: Images de la bactérie E. coli avant (A) et apres traitement (B) a ultrasons a 80 Hz a pendant 25
min.

11.11.2. Immobilisation de la bactérie E.coli

L’immobilisation du biorécepteur est une étape primordiale pour construire le
biocapteur. La meilleure technique est celle qui garde 1’activité biologique de I’élément de
bioreconnaissance plus longtemps afin d’avoir une réponse du capteur trés stable. Dans ce
travail, ’immobilisation du nanocomposite a base (MWCNTs-AuNPs-PVDF) sur la surface
de I’¢lectrode de platine est effectuée par adsorption. La bactérie d’E.coli a été immobilisée
sur la surface de 1'électrode en utilisant le glutaraldehyde (GA) comme agent de réticulation.
On dépose un volume de 5 pl d'un mélange de solution de E.coli et le bovine sérum albumine
(BSA) sur la surface de 1'¢lectrode de platine et on laisse sécher pendant 2 h a température

ambiante (25 °C). Le capteur préparé a été stocké a 4°C.
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Schéma I1-4: Représentation schématique de la fabrication du capteur a base de PtMWCNTs-PVDF-
AUNPs/E.coli-BSA pour la détection des ions plomb.




Conclusion

Le comportement électrochimique de la surface de I'électrode, avant et aprées les
différentes procédures de modification, a été analysé par des expériences d'impédance
électrochimiques en présence de différentes résistances et d'une augmentation des
performances du biocapteur électrochimique selon différentes procédures de modification de
la surface de I'électrode. Gréce aux caractéristiques conductrices precédemment identifiées et
aux proprietés catalytiques des nanomatériaux. Sur la base de ces résultats, les bénéfices
attendus et le bon potentiel de la modification de la surface des électrodes avec des
nanomatériaux pour le développement de biocapteurs électrochimiques ont été confirmés. La
stratégie proposée pour la modification de I'électrode dans ce travail réalisé I'effet du pH et de
la vitesse de balayage jouent un rdle important dans les performances du capteur ou

présentaient le pH optimal = 5 et la vitesse de balayage 100 mV/s
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CHAPITRE 111 :PERFORMANCE ANALYTIQUE D’UN
CAPTEUR A BASE D'E. COLI POUR LA DETECTION DES
METAUX LOURDS



I11.1. Introduction

Les métaux lourds peuvent nuire a la santé de 1I’€tre vivant méme a 1'état de traces et
altérer fortement les fonctions des organes et leur toxicité peut étre chronique ou aigué [1].
Par exemple, I'empoisonnement au plomb (Pb) dans les effluents liquides est I'un des plus
grands risques environnementaux pour la santé des enfants et des adultes, qui peut facilement
affecter le systtme immunitaire [2]. Par consequent, le développement d'outils analytiques
miniaturisés a faible colt pour la détection des composés chimiques nocifs est d'une
importance cruciale [3]. Les biocapteurs électrochimiques sont des dispositifs dotés d'une
grande capacité a détecter des polluants toxiques en temps réel. Actuellement, lI'accent est
désormais mis sur la préparation rapide des capteurs hautement sensibles par l'utilisation des
matériaux biodégradables obtenus par des méthodes vertes sans recours aux agents chimiques
agressives [4]. Variété des méthodes ont été efficacement appliquées pour la construction de
nouvelles plates-formes ultra-sensibles utilisant des nanocomposites ce qui méne a détecter
les métaux lourds de maniére trés sélective [5][6]. Récemment, plusieurs efforts explorent
l'utilisation de différents types de nanomatériaux pour lI'amélioration de la sensibilité des
capteurs optiques et électrochimiques pour évaluer la contamination du plomb dans les
effluents liquides [7] [8].

Les capteurs a base de nanotubes de carbone a parois multiples (MWCNTS) sont les
plus largement commercialisés en raison de leur faible colt et de leur reproductibilité pour la
détection en temps réel des matiéres dangereuses [9]. La combinaison de matériaux carbonés
avec des biopolymeéres peut fournir une matrice de détection biocompatible qui offre une
excellente immobilisation des éléments de bioreconnaissance [10]. Par exemple, le
poly(fluorure de vinylidéene) (PVDF) est un polymere biocompatible qui possede des
propriétés mécaniques excellentes [11] [12] [13]. De plus, les films PVDF sont trés minces
offrant une faible résistance et se lient fortement a la surface de I'électrode avec une
distribution homogene, en particulier lorsqu'il est mélangé avec des particules de carbone [14]
[15]. De plus, l'utilisation de nanocolloides comme les nanoparticules d’Or (AuNPs) pour la
construction des plateformes électrochimiques améliore considérablement la sensibilité du
capteur [16] [17] [18].

La bactérie Escherichia coli (E.coli) est connue par son affinite envers les composeés
inorganiques. Par conséquent, 1’utilisation de cette bactérie comme un élément de
bioreconnaissance est un bon choix pour construire des capteurs électrochimiques pour la

détection des métaux lourds.



La méthode de sonication est I’une des techniques d’inactivation de la bactérie E.coli
pour récupérer les enzymes qu’elle contienne. Cette technique est couramment appliquée pour
traiter I'eau sans avoir besoin d'équipement compliqué [19]. Cependant, certains parametres
opérationnels tels que le temps de sonication, la gamme de fréquences et I'intensité des ondes
ultrasonores doivent étre optimises pour éviter la dégradation de I'enzyme libérée lors de la
rupture de la membrane cellulaire [20][21]. La méthode de sonication a également été
appliquée pour libérer I'ADN de Bacillus cereus afin de le détecter quantitativement [22].

Les biocapteurs enzymatiques pour la détection des métaux lourds souffrent de plusieurs
inconvénients, notamment leur colt ¢levé, 'effet des conditions de stockage et I’instabilité.
De plus, l'inhibition irréversible des sites catalytiques des enzymes colteuses par les métaux
lourds limite l'utilisation consécutive des capteurs enzymatiques [23][24]. D'autre part, la
bactérie E.coli est largement disponible et peu colteuse et possede une bonne spécificité
envers les métaux lourds comme le plomb et le cadmium [25].

Dans ce chapitre, nous présentons la procédure de I’inactivation d’E.coli par la
méthode de sonication afin de libérer les enzymes en tant qu'éléments de bioreconnaissance a
utiliser pour construire un biocapteur pour la détection des métaux lourds. La bactérie inactivé
(E*. coli) est mélangé avec le bovin sérum albumine (BSA) puis déposée a la surface d'une
électrode de platine (Pt) modifiée avec du poly(fluorure de vinylidene) (PVDF)/nanotubes de
carbone multiparois (MWCNT)-nanoparticules d'or MWCNTs-PVDF-AuUNPs /E.coli*-BSA.

Ce chapitre présente 1’avantage de l'utilisation la bactérie inactivé (E*. coli) comme
une source d'éléments de bioreconnaissance pour la détection des ions de plomb. En outre, il
décrit le mécanisme de l'inhibition et I'activité catalytique des enzymes par des mesures
ampérométriques. Le capteur a été appliqué avec succes pour la détection des ions de plomb,
cadmium et mercure dans des échantillons réels avec une meilleure performance analytique

comme la sensibilité et la sélectivité.
111.2.Effet de I’ajout de I’E.coli sur (Pt/MWCNTs-AuNPs-PVDF)

La figure 111.1. montre les résultats de la spectroscopie d'impédance électrochimique
(EIS) du capteur a base de 1’¢lectrode de platine. Contrairement a 1’électrode de platine
modifiée par le nanocomposite de MWCNTs-AuNPs-PVDF, la barre de platine montre une
résistance élevée au transfert d'électrons (Ret = 201,3 ©Q.Cm?).Tandis que le résistance de
PYMWCNTs-AuNPs-PVDF/E.coli*-BSA estimé & 600 Q.Cm?
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Fig 111-1: Influence de la présence d’E. coli sur le transfert des électrons a travers I’électrode modifiée Pt/MWCNTs-
AUNPs-PVDF. Conditions expérimentales : Solution tampon d’acétate (0,1 M pH=5,0) en présence 50 pg/l de Pb2+.

I11.3.Influence de la présence de Albumine de sérum bovine
La figure I11.2. représente 1’évolution de la réponse électrochimique de I'électrode
modifiée a base de Pt/MWCNTs-AuNPs-PVDF en présence et en absence de la protéine
Albumine de sérum bovine (BSA). Cette protéine de BSA est utilisée pour augmenter les sites
actifs des enzymes cédés par la bactérie E.coli ce qui augmente la réponse catalytique du
capteur. Comme indiqué dans la figure, I’augmentation de la résistance en présence de BSA.
La BSA peut aussi agir comme un biofilm hydrophile ce qui crie un microenvironnement

favorable pour les éléments biologiques y compris les enzymes de la bactérie E.coli [26].
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Fig 111-2: Effet de ’ajout de protéine (BSA) sur la conductivité du nanocomposite & base de PtYMWCNTSs-AuNPs-
PVDF/E.coli. Conditions expérimentales : Solution tampon d’acétate (0,1 M pH=5,0) en présence 50 pg/l Pb2+



111.4.Détection éelectrochimique des ions de plomb

111.4.1.Réponse électrochimique du capteur a base de Pt/MWCNTs-PVDF-
AUNPs

La figure 111.3. montre la réponse du capteur électrochimique a base de nanotube de
carbone multiparois, les nanoparticules d’Or et le fluorure de polyvinyle (PYMWCNTSs-PVDF-
AUNPs) en présence des ions de plomb.

Le capteur répond a une concentration de plomb trés faible (0,2 pg/l) dans un
intervalle de potentiel varie entre -0,8 V et -0,3 V (Figure 111.3.a). Un courant maximal de
0,17 mA/cm? est obtenu & un potentiel de -0,59 V. La concentration de plomb varie de
maniere linéaire entre la gamme allant de 0,2 pg/l a 80 pg/l dans une solution tampon acétate
de 0,1 M (pH 5.0). La figure 111.3.b montre 1I’évolution linéaire de la densité de courant pour
différentes concentrations du plomb par le capteur Pt/MWCNTSs-AuNPs-PVDF.
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Fig 111-3: Réponses électrochimiques du capteur a base de PtYMWCNTs-PVDF-AuNPs pour la détection du plomb (a)
Voltampéremétre linéaire pour différentes concentrations de Pb2+ (0,2-80 ng /1) (b) d’étalonnage : évolution linéaire de la
densité de courant pour diff



111.4.2. Effet de I’ajout de I’E.coli sur la détection du plomb

La figure IIL.4. représente ’effet de 1’ajout de la bactérie d’E.coli sur la réponse du
capteur (PYMWCNTs-PVDF-AuUNPS) en présence des ions de plomb. Comme indiqué, la
densité de courant a la méme valeur du potentiel (-0,59 V) atteint une valeur maximale égale
presque & 1,6 mA/cm® aprés une valeur de 0,17 mA/cm® en absence d’E.coli. Cette
augmentation trés considérable de la réponse en courant du capteur est due a 1’effet

catalytique de la bactérie E.coli.
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Fig 111-4: Réponses électrochimiques du capteur a base de PtyMWCNTs-PVDF-AuNPs/E.coli pour la détection du
plomb. (a) Voltampéremétre linéaire pour différentes concentrations de Pb2 + (0,2-80 pg /1) (b) Courbe d’étalonnage
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111.4.3. Effet de I’inactivation de I’E.coli* sur la détection de plomb

La figure II1.5 montre I’effet catalytique de la bactérie inactivée E.coli* par sonication pour
libérer les enzymes. La densité de courant augmente a 3,1 mA/cm® en présence de la bactérie
inactivée ce qui montre clairement 1’effet ¢électrocatalytique des enzymes libérés par
sonication. Ces résultats prouvent 1’efficacité de la méthode et montre que la bactérie E.coli
est une source des enzymes qui peuvent étre utilises pour une application électrochimique.

La courbe de calibration indique une augmentation linéaire de la densité de courant en
fonction de la concertation des ions de plomb dans la gamme de 0,2 a 80 pg/l (Figure I11.5.b).
L’équation de la linéarité est de Ipa (uA/cm?) = 0,030Pb + 4,697 avec un coefficient de
corrélation est égale a R? = 0,995. La limite de détection (LOD) du capteur pour les ions de

plomb est estimée égale a 0.13 ppb et la limite de quantification (LOQ) est égale a une valeur
de 0.43 ppb.
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Fig 111-5: Réponses électrochimiques du capteur a base de Pt/ MWCNTs-PVDF-AuNPs/E.coli*-BSA pour la
détection du plomb. (a) Voltamperemetre linéaire pour différentes concentrations de Pb2 + (0,2-80 pg /1) (b)
Courbe de calibration de PtYMWCNTs-PVDF-AuNPSs/E.coli*-



I11.5. Influence de I’ajout d’E.coli sur la détection du cadmium

Le capteur préparé a base de Pt/MWCNTs-PVDF-AuUNPS/E.coli*-BSA est aussi
applique pour la détection des ions de cadmium (Figure 111.6). Il est clairement montré que la
présence des ions de cadmium influencent fortement sur ’activité des enzymes libérés par
I’inactivation de la bactérie E.coli.

La densité de courant augmente avec des ajouts successifs de la concentration des ions
de cadmium jusqu’a une valeur maximale est égale a 0,35 mA/cm?® en absence de E.coli*
inactivée (Figure 111.6.a). Cette valeur augmente & 0,45 mA/cm? en présence de E.coli* ce qui
montre [’effet catalytique des enzymes libérés (Figure IIl.6.c). Les deux courbes de
calibration montrent la linéarité de 1’évolution de la réponse du capteur en courant en fonction
de la concentration du cadmium (Figures I111.6.b,d). Le capteur Pt/MWCNTs-AuNPs-
PVDF/E.coli*-BSA offre une limite de détection (LOD) est égale a 3,47 ug/l et une limite de
quantification (LOQ) est égale a 18,9 pg /1.
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Fig 111-6: Réponses électrochimiques du capteur a base de MWCNTSs-PVDF-AuNPs pour la détection du cadmium (a)
sans et (c) avec E.coli*-BSA . (b,d) courbes de calibration correspondantes.




111.6. Influence de I’ajout d’E.coli sur la détection des ions mercure

L’influence de la bactérie E.coli* sur la détection des ions mercures Hg®" est
clairement observé sur la figure 111.7. La détection électrochimique des ions de mercure a été
réalisée dans un tampon acétate 0,1 M (pH 5.0) par la technique du voltamétre a onde carrée
(SWvV)

La réponse électrochimique du capteur Pt/MWCNTs-PVDF-AuUNPs pour la détection
de Hg** ou la réponse en courant atteint sa valeur maximale de 2,35 mA/cm? puis elle
augmente a 2,5 mA/cm? en présence de la bactérie E.coli* inactivée (figure 111.7.c). Méme
cette augmentation n’est pas vraiment significative en comparant avec le cas de la détection
du cadmium et du plomb mais les deux courbes de calibrations montrent une évolution
linéaire de la réponse en courant du capteur dans la gamme des concentrations allant de 1 pg/I
jusqu’a 80 pg/l avec une équation de régression de Ipa (uWA/cm?) = 0,0037Hg + 2,176 et un
coefficient de corrélation est égale a R2 = 0,9914 (figure 111.7.b, d). La limite de détection
(LOD) des ions de mercure par le capteur a base de Pt/MWCNTSs-PVDF-AuNPs/E.coli*-BSA
est estimée est égale a 5,09 pg/l (0,016 uM) et celle de la quantification (LOQ) est égale a
20,93 ng/l.
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Fig 111-7: Réponses électrochimiques du capteur a base de MWCNTs-PVDF-AuNPs pour la détection des ions de mercure Hg2 +
(a) sans et (c) avec E.coli*-BSA . (b,d) courbes de calibration correspondantes. Conditions : Solution tampon d'acétate de 0,1 M-1,
(pH=5).



111.7.Etude de P’inhibition enzymatique

Le terme inhibition signifie ici une action de blocage du site actif du biorécepteur,
autrement dit, une diminution de I’activité catalytique du biorécepteur par I’interaction d’un
élément appelé « inhibiteur » qui est dans notre cas les métaux lourds. Le phénoméne
d’inhibition est appliqué pour montrer la présence d’un polluant. Pour cela, le biocapteur
préparé est utilisé pour la détection d’un élément oxydant/réducteur qu’on appelle « substrat »
le signal en courant « Ip » est enregistré. Ce signal diminue (I;) lorsque on refait la méme
expérience en injectant un polluant pour un temps bien déterminée « temps d’incubation »
avant d’ajoute la méme concentration du substrat. Dans ce qui suit, on montre 1’inhibition des
enzymes issus de la bactérie E.coli par les métaux lourds (Pb*?, Cd*?, Hg*?). Cela confirme
I’activité enzymatique et aussi la détection des métaux lourds.

11.7.1. Inhibition par les ions du plomb

La figure.lll.8. présente la réponse ampérométrique du capteur a base de
pt/MWCNTSs-PVDF-AuUNPS/E.coli*-BSA pour la détection du peroxyde d’hydrogene (H20,)
en absence et en présence des ions du plomb (Pb®"). On peut clairement constater la
diminution de la réponse en courant du biocapteur en présence des ions du plomb, ce qui
montre 1’effet de I’inhibition des sites catalytiques des enzymes immobilis¢ a la surface de
I’électrode. Les mesures d’inhibition sont effectuées dans une cellule électrochimique
contenant une solution d'électrolyte ABS 0,1 M (pH 5,0), sous agitation continue a un

potentiel appliqué de 640 V vs. Hg/HgCI. Avec concentration 10 g/l de plomb.
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Fig 111-8: Réponses ampérométriques du capteur pour la détection de H202 (a) Effet de I'ajout de plomb sur la
réponse du capteur pt/MWCNTs-PVDF-AuNPs /E.coli*-BSA. Potentiel appliqué 640 mV vs Hg/HgCl; dans un
tampon acétate (pH 5,0,0,1M).(b) courbe d'étalonnage

11.7.2. Influence de I’ajout de I’AuNPs

Nous avons réalisé une expérience pour vraiment dire qu’il s’agit bien d’une inhibition
enzymatique. En effet, les nanoparticules d’or AuNPs permettent aussi la détection du plomb
(par I’effet de I’accumulation), donc nous avons utilisé une ¢électrode modifiée sans présence
des nanoparticules (Pt/MWCNTs-PVDF). Le premier essai est réalisé sans présence des ions
de plomb, seulement une concentration de 50 UM de peroxyde d’hydrogéne est ajoutée dans
la cellule électrochimique. Le deuxiéme essai est réalisé en présence de 10 pg/l des ions de

plomb incubé dans la cellule électrochimique pendant un temps d’incubation de 10 minutes.



Comme on peut voir clairement la diminution de la réponse en courant est due uniquement a

la présence des ions de plomb.
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Fig 111-9: Réponses ampérométriques du capteur pour la détection de H202 (a) Effet de I’ajout des nanoparticules
d’Or (AuNPs) sur la réponse ampérométrique du capteur de MWCNTs-PVDF-AuUNPSs avec et sans incubation de
Pb+2 Potentiel appliqué 640 mV vs Hg/HgCl; tempon

111.7.3.Degré d’inhibition par les ions du plomb

La figure 111.10. montre la variation du degré d’inhibition avec la concentration des
ions de plomb. La bactérie E.coli inactivée est incubée avec des concentrations croissantes des
ions de Pb(NO3), (5 pg/L, 10 pg/L, 15 pg/L, 20 pg/L, 25 ug/L) en présence de peroxyde
d’hydrogéne comme substrat. Les droites montrées dans la figure 111.11 décrivent la variation

du degré d’inhibition en fonction de la concentration de I’inhibiteur et du temps d’incubation.



Les pentes de ces droites permettent la détermination des parametres cinétiques de 1’inhibition

par les ions du plomb sur les sites catalytiques de I’enzyme.
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Fig 111-10: Degré d’inhibition des enzymes par les ions du plomb en fonction du temps d’incubation de ’inhibiteur
(Pb+2). Potentiel appliqué 640 mV vs Hg/HgCl; dans un tampon acétate 0.1 M (pH=5)

Les valeurs de la constante observée (Kqps) obtenues a partir de la pente des droites (Figure
[11.11) sont utilisées pour tracer la droite de la figure 111.12 (tracé de 1/Kqps en fonction de
1/Pb*). L’intersection de cette droite avec I’axe des « X » détermine la valeur de la constante
d’inactivation (Kinac) €t I’intersection avec 1’axe des « Y » détermine la constante (Ki) qui est
la concentration nécessaire pour inhiber I'enzyme (Figure.l11.11.).

Une concentration différente en ions plomb a été utilisée pour calculer le degré d'inhibition du
plomb (5ug/l, 10 pg/l, 15 ug /1,20 ug /1, 25 pug / 1), Le capteur a été produit a 15% pour

25ug/I de plomb. La valeur du rapport Ki et ki était de 1,27 %, et les constantes d'inactivation
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Tracé de Inactivation du biocapteur comme sur (1/kobs) a été tracé par rapport a la

concentration 1/Pb?* pour Pb(NO3).

111.8.Degré d’inhibition par les ions du cadmium

La figure.111.12. présente I’effet d’inhibition de cadmium sur le capteur a base E.coli dans un
cellule électrochimique contenant une solution d'électrolyte solution tampon a base acétate

0,1 M (pH 5,0), sous agitation continue a un potentiel appliqué de 640 V vs. Hg/HgCl en

présence de H,0,.
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Fig 111-12: Degré d’inhibition des enzymes par les ions du plomb en fonction du temps d’incubation de ’inhibiteur
(Cd+2). Potentiel appliqué 640 mV vs Hg/HgCl; dans un tampon acétate 0.1 M (pH=5).




Le dégrée d’inhibition de cadmium a été calculé pour une différente concentration Cd
(5ug /1,10 ug /1,15 ug /1,20 pg / 1, 25 pg /' 1), le capteur a été réalisé 45% pour 25ug/l de
cadmium. La valeur de rapport Ki et ki ont été obtenues 1,27% et constants d’inactivation
18,4%.
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Fig 111-13: Tracé de 1/Kobs en fonction de 1/[Cd2+]. Détermination des constantes cinétiques de I’inhibition par les
ions de Cadmiuim.

111.9.Degré d’inhibition par les ions du mercure
Fig.111.14. montre I'effet inhibiteur du mercure sur le capteur a base d'Escherichia coli dans
une cellule électrochimique contenant une solution d'électrolyte solution tampon de 1’acétate
0,1 M (pH 5,0), sous agitation constante avec une tension appliquée de 640 V vs. Hg/HgCl en
présence de H,O,. Le degré d'inhibition du mercure a été calculé pour différentes
concentrations de mercure (5 g/L, 10 g/L, 15 g/L, 20 g/L, 25 g/L), le capteur a été produit a
25% versus 25 pg/ L. La valeur du rapport Ki et ki de 0,82% et les constantes d'inactivation

de 17,24 % ont été obtenues.
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Fig 111-14: Degré d’inhibition des enzymes par les ions du plomb en fonction du temps d’incubation de ’inhibiteur
(Hg+2). Potentiel appliqué 640 mV vs Hg/HgCIl; dans un tampon acétate 0.1 M (pH=5).
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111.10. Etude de la performance analytique du capteur

Pour évaluer la performance analytique du capteur préparé dans ce travail, des
études ont été effectués soigneusement pour confirmer la faisabilité du capteur pour la
détection des métaux lourds & savoir les ions de plomb (Pb*"), les ions de cadmium (Cd*") et
les ions de mercure (Hg™"). Les paramétres analytiques étudiées sont, la stabilité, la

reproductibilité, la sélectivité



111.10.1. Etude de la reproductibilité
L’étude de la reproductibilit¢é du biocapteur a base de MWCNTs-PVDF-
AUNPS/E.coli*-BSA pour la détection des métaux lourds (Pb**, Cd**, Hg?*) en utilisant
cinque différentes électrodes. Pour chaque essais la concentration du métal est fixée a 10 10
Mg/l en gardant les mémes conditions expérimentales. La méthode de la voltamétrie cycliques
est appliquee, les résultats obtenus sont montres dans les figures 111.16, 111.17 et 111.18.

111.10.1.1. Reproductibilité du capteur pour la détection du plomb

La figure 111.16 montre la reproductibilité du capteur en utilisant cing différentes
électrodes modifiées par le nanocomposite a base de MWCNTs-PVDF-AuNPs/E.coli*-BSA
en présence de 10 pg/l des ions de plomb. Comme le montre la figure 111.17, la réponse du
biocapteur est pratiquement inchangée pour le méme potentiel de (-0,56 V) donne le méme
signal de densité de courant 7,2 mA/Cm? ce qui prouve la reproductibilité du biocapteur pour
la détection des ions du plomb.
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Fig I111-16: Voltamogrammes cycliques a ondes carrées (SWV) du capteur a base de MWCNTs-PVDF-
AUNPSs/E.coli*-BSA pour cing différentes électrodes en présence 10 pg/l des ions de plomb (Pb2+).

111.10.1.2. Reproductibilité du capteur pour la détection de cadmium

La figure 111.17 montre la reproductibilité du pt/MWCNTs-PVDF-AuNPS/E.coli*-
BSA étudiée en préparant cing électrodes différentes. Dans des circonstances expérimentales
identiques, des tests de répétabilité ont été effectués dans 0,1 M de solution tampon a base
d’acétate contenant 50,0 ug/l de cadmium. La réponse du capteur pour les cing électrodes
montre un pic de densité de courant 10 mA/Cm? dans le méme potentiel de (-0,8 V), ce

résultat montre que le capteur préparé est trés reproductible.
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Fig 111-17: Voltamogrammes cycliques a ondes carrées (SWV) du capteur & base de MWCNTSs-PVDF-
AuUNPs/E.coli*-BSA pour cing différentes électrodes

111.10.1.3. Reproductibilité du capteur pour la détection de mercure
L’étude de la reproductibilité du capteur pour la détection de mercure s’est effecuté de la
méme maniére, le capteur est préparé en utilisant cinque différentes électrodes. Comme le
montre la figure 111.18, 1a réponse reste presque stable et le pic d’oxydation se montre stable a

0,2 V ce qui confirme la reproductibilité du capteur pour la détection des ions de mercure.
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Fig 111-18: Voltamogrammes cycliques a ondes carrées (SWV) du capteur a base de MWCNTs-PVDF-AuNPs/E.coli*-
BSA pour cing électrodes différentes en présence de 10 pg/l de Hg?".

111.10.2. Etude de la stabilité du capteur
La stabilité du biocapteur a base de MWCNTs-PVDF-AuNPS/E.coli*-BSA a
également été étudiée et représentée sur la Fig.111.20.
Le biocapteur présente une stabilité de 90 %, 89 %, 92% pour les ions de plomb, de
cadmium et du mercure, respectivement. La réponse de courant d’oxydation d'ions cadmium

est obtenue pour une concentration de 10 pg/l dans un milieu tampon acétate 0,1 M (pH 5).



Aussi, la stabilité du biocapteur pour la détection des métaux lourds est étudiée par la
méthode de la voltametrie cyclique pour 25 cyclique consécutifs. Le capteur a base de
MWCNTs-PVDF-AuUNPSs/E.coli*-BSA présente une bonne stabilité, avec une légére
diminution du courant a été observée avec lI'augmentation du cycle de balayage. Cela indique
que le nanocomposite offre une bonne matrice d’immobilisation pour les enzymes issus de la
bactérie E.coli.

Cette stabilité du biocapteur est due a I'utilisation du film polymérique a base de de
polyvinyle de fluorure (PVDF) combiné avec un matériau a base de carbone comme le
nanotube de carbones a paroi multiple (MWCNTS).

111.10.2.1. Etude de la stabilité du capteur pour la détection du plomb
De maniere similaire, la méthode de la voltameétrie cyclique est appliquée de 25 cycles pour
examiner la stabilité du capteur pour la détection du plomb. Comme montre la figure 111.19,
les courants des pics anodiques n’entralnent aucune diminution de 1’intensité du pic
d'oxydation du plomb qui est situé environ a -0,5V ce qui confirme la stabilité du capteur a
base de Pt/MWCNTs-PVDF-AuNPs /E.coli*-BSA pour la détection du plomb.
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Fig 111-19: Etude de la stabilité du capteur & base de MWCNTSs-PVDF-AuUNPS/E.coli *-BSA par
voltampérométrie cyclique pour 25 cycles consécutifs en présence 10pg/l Pb?*,

111.10.2.2. Etude de la stabilité du capteur pour la détection du cadmium
La figure 111.20  présente la réponse du capteur a base de Pt/MWCNTs-PVDF-
AUNPSs/E.coli*-BSA pour I’étude de la stabilité par voltamétrie cyclique. Aprés 25 cycle
consécutif, la réponse du capteur diminue légerement et la stabilit¢ du capteur pour la

détection cadmium est estimé a 89%.
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Fig 111-20: Voltammogrammes cycliques de stabilité du capteur a base de MWCNTs-PVDF-
AUNPs/E.coli*-BSA pour 25 cycles consécutifs en présence de 10ug/l Cd2+.

111.10.2.3. Etude de la stabilité du capteur pour la détection du Hg*
La figure 111.21 montre 1’étude de la stabilité du capteur pour la détection du ions de mercure
en appliquant un balayage cyclique dans ’intervalle (-800 — 500 V) pendant 25 fois dans les
mémes conditions expérimentales utilisées précédemment. Les Voltamogrammes cycliques
sont presque superposées, ce qui montre que le capteur a base de Pt/MWCNTs-PVDF-
AUNPSs/E.coli*-BSA présente une bonne stabilité estimé de 92%.
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Fig I111-21: Voltamogrammes cycliques de stabilité du capteur a base de MWCNTSs-
PVDF-AuUNPs/E.coli*-BSA pendant 25 cycles consécutifs en présence de Hg2+.



111.10.3. Etude de la sélectivité du capteur

La sélectivité du capteur pour la détection des ions de plomb a été étudiée en présence
des ions de plomb, de cadmium et de mercure dans une solution de tampon a base d’acétate
de 0,1 M contenant 50,0 pg/l de chaque élément (Pb**, Cd**, Hg?"). La figure 111.22 montre
clairement trois pics différents indiquant la présence de chaque élément présent dans la
solution. Le premier pic est attribué aux ions de cadmium a -0,8 V, celui du plomb est apparu
a-0,6 V, le pic des ions de mercure se montre a un potentiel de 0,2 V. Ce résultat montre que
le capteur a base de MWCNTSs-PVDF-AuUNPs/E.coli* -BSA détermine les métaux lourds de

manieére trés sélective.
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Fig 111-22: Sélectivité de MWCNTs-PVDF-AuNPS/E.coli*-BSA pour Pb2+, Cd2+; Hg2+ dans solution tampon acétate
(pH 5.0, 0.1M).

111.11. Etude de I’applicabilité du capteur

Les tests ¢lectrochimiques qui déterminent la performance du capteur a base de
MWCNTs-PVDF-AuNPs/E.coli*-BSA sont faites dans une cellule électrochimique qui
contient une solution tampon comme support €lectrolytique avec des concentrations connues
des échantillons de Pb, Cd et de Hg trouvés dans le rouge a lévres et 1'eau usée. Les résultats
obtenus sous forme des voltammogrames sont enregistrés aux conditions améliorées
auparavant en comparaison avec les échantillons de Pb, Cd, Hg préparés dans 1’eau distillée.

Les résultats présentés dans le tableau III.1 ont montré un excellent accord avec les
valeurs obtenues par le capteur a base de MWCNTs-PVDF-AuNPs/E.coli*-BSA utilisé pour
la détection de Pb, Cd, Hg par rapport aux résultats trouvés via les méthodes typiques des

normes internationales. Des récupérations considérables de 120, 110, 105, respectivement ont



été enregistrées pour les échantillons des eaux usées. Donc, le capteur MWCNTs-PVDF-
AuNPs/E.coli*-BSA est efficace pour la détection de Cd*", Pb** et Hg*" dans l'environnement.
111.11.1. Application du capteur pour la détection des ions de plomb aux eaux
usees
L’applicabilité du capteur pour la détermination des métaux lourds est testée en
utilisant un échantillon d’eau usée issus de 1’industrie pétrochimique. Les résultats obtenus
sont montrés dans la figure 111.23. On peut constater clairement les pics montrant la présence

des ions de plomb, de cadmium et de mercure au potentiel applique.
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Fig 111-23: Voltammogrames & ondes carrées des échantillons de Pb2 +, Cd2+, et Hg2+ de eaux usées
par le capteur a base de MWCNTSs-PVDF-AuUNPS/E.coli* -BSA dans un tampon d’acétate (pH
5.0),(0,1M)



111.11.2. Application du capteur pour la détection des ions de plomb au rouge
a levres
Pour tester 1’applicabilité du capteur a détecter les ions de plomb dans au rouge a
lévre, une tranche de rouge a Iévres de 1g est versée dans 50 ml d’éthanol et homogénéisé par
ultrason. Apres filtration, I’échantillon est utilisé pour les mesures électrochimique par le

capteur préparé (Figure 111.24). Les réponses du capteur sont présentées dans la figure 111.25.
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Fig 111-24: Préparation de ’échantillon de rouge a lévres.
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Fig 111-25: VVoltammogrames a ondes carrées des échantillons de Pb2 +, Cd2+, et Hg2+ de rouge a lévres par
le capteur a base de MWCNTSs-PVDF-AuNPS/E.coli*-BSA dans un tampon d’acétate (pH 5.0,0,1M).

Tableau I11-1: Réponses électrochimiques du capteur a base de MWCNTs-PVDF-AuNPs/E.coli*-BSA pour la
détection des métaux lourds dans les échantillons réels

Echantillons Métaux Ajouté Trouvé Récupéré
Pb** 0,3 g/l 30%
Rouge a lévres cd** 1pg/l 0,8 g/l 80%
Hg** 0,5 pg/l 50%
Pb** 1,2 pg/l 120%
Eaux usées Cd** 1pg/l 1,1 pg/l 110%

Hg®* 0,5 pg/l 50%




Le tableau Ill.1. présente les resultats obtenus par le capteur a base de MWCNTSs-
PVDF-AuNPSs/E.coli*-BSA pour la détection de traces de métaux lourds. La bactérie inactive
Escherichia coli* est utilise dans ce travail comme une source des éléments de reconnaissance
biologiques pour préparer un biocapteur pour la détection des métaux lourds. La détection est
basée sur I’effet de I’inhibition enzymatique. La comparaison de la performance analytique
des biocapteurs confirme 1’avantage de 1’utilisation d’E.coli, surtout avec la stratégie de la
sonication qui peut libérer les enzymes contenant dans la bactérie E.coli.

Le tableau I11.2. résume la performance analytique de la réponse des capteurs a base
d’E.coli pour la détection des metaux lourds. Un biocapteur a base d’E.coli déposée
directement sur la surface de I’¢lectrode d’Or pour la détection de 1’arsenic avec une limite de
détection de 0.94 pM [29]. Un autre capteur a base de bactérie de type Trichoderma
asperellum est congu pour la détection du plomb et de cadmium offre une limite de détection
de 0.1 uM pour le la détection du cadmium et dix fois moins pour la détection du plomb en
utilisant les nanotubes de carbone comme matériau [30]. La plus basse limite de détection est
obtenue par un biocapteur a base de la bactérie de Hordeum vulgare L. fabriqué en utilisant le
carbonate de sodium avec une limite de détection de 0.069 nM pour la détection des ions de
plomb [31].

Le capteur préparé dans ce travail a base de la bactérie E.coli* inactivée par sonication
et mélangée avec la protéine de BSA présente des réponses analytiques trés satisfaisante pour
la détection des métaux lourds. Les résultats montrent la capacité et la fiabilité du capteur
développé dans ce travail pour la détection de faibles concentrations de plomb, de cadmium et
du mercure. Afin de déterminer I'impact des métaux lourds les résultats obtenus a partir de
nos travaux comparés aux résultats d'autres capteurs réecemment publiés dans la littérature. On
note que le capteur de détection du plomb, du cadmium et du mercure a une sensibilité trés

élevée par rapport a d'autres avec une limite de détection tres basse.



Tableau I11-2: Comparaison des performances analytiques de la réponse des MWCNTs-PVDF -AuNPs/E.coli*-BSA

avec un autre capteur

Capteur Bactérie Analyte Limit de Gamme linéaire Référence
détection
Pt /E.coli E.coli Hg™' 0.1 ppb - [32]
As*" 1.5 ppb -
E.Coli-BSA/GCE E.coli Hg”' 0.0558 mM 0.499 M - 4.99 MM [33]
Au E.coli As™ 0.94 uM 0.94 - 3.75 mM [29]
CHI-CNDs- E.coli cd™ - - [27]
E.coli@ TH/GCE Pb**
GCE/SWCNTs-CO Trichoderma  Cd* 0.1 M - [30]
asperellum Pb% 0.01 uM
3DrGO/GCE Klebsiella cd’ 1 uM - [34]
michiganensi
GCE Stenotropho ~ Cd* 2 uM 5-20 uM [35]
monas
AuNPs-SPCE Alcaligenes  As™ 6.61 uM 6.67 - 26.69 uM [36]
faecalis
HVW-Na,CO;/CPE Hordeum cd* 1.82 nM, 10 — 85 nM [31]
vulgare L. Pb** 0.069 nM 0.2-14nM
Hg*' 0.237 nM 1-11.5nM
MWCNTSs-PVDF- E. coli Pb” 0.13 pg/l 1-80 pg/l Notre travail
AuNPs/E.coli*-BSA cd* 3,47 ng/l 1-80 pg/l
Hg*' 5,09 g/l 1-80 pg/l




Conclusion

Ce chapitre présente les résultats expérimentaux du capteur préparé a base d’E.coli
pour la détection des métaux lourds. Les mesures de la spectroscopie dimpédance
électrochimique montrent que le nanocomposite est trés performant en termes de signal par
rapport a I’utilisation de 1’électrode non-modifiée. L’optimisation du choix du nanomatériaux
pour la préparation de la plateforme de détection montre que le nanocomposite a base des
nanotubes du carbone avec les nanoparticules d’Or (Pt/MWCNTs-PVDF-AuUNPS) est tres
favorable pour la détection des métaux lourds et aussi, tres compatible pour 1I’immobilisation
de la bactérie E.coli.

La gamme de linéarité du biocapteur développe est comprise entre 1 et 80 pg/l et une
excellente sensibilité. La stabilité du biocapteur est estimée a 92 % pour {e la détection du
mercure. L’étude comparatif avec les réponses des capteurs développés précédemment montre
la performance analytique du capteur a base de Pt/MWCNTs-AuNPs-PVDF/E.coli*-BSA

pour la détection des métaux lourds.
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Conclusion générale

Dans ce travail, nous avons développé un nouveau biocapteur enzymatique pour la
détection des polluants inorganiques dans un milieu aqueux en utilisant la bactérie E.coli
comme une source des éléments de bioreconnaissance.

A cet effet, nous avons met la lumiére sur les effets indésirables des métaux lourds sur
la santé humaine, ainsi que les origines probables de ces contaminants. L’objectif principal est
de préparer un outil analytique a base des enzymes en utilisant une source disponible et moins
chére comme les bactéries. Par conséquent, la nouvelle approche proposée dans cette these
consiste a exploiter la bactérie d’E.coli pour la préparation des instruments biocatalytiques
pour la détection des polluants dans I’environnement comme les métaux lourds.

Les conditions expérimentales pour la préparation du biocapteur sont optimisées
comme la nature de 1’électrode utilisée, le pH du milieu et la vitesse de balayage. Pour les
mesures électrochimiques, le pH optimisé est fixé a la valeur 5 tandis que la vitesse de
balayage est maintenue a 100 mV/s.

Les résultats obtenus que ce soit pour les mesures d'impédance électrochimique ou les
réponses de la voltameétres cycliques et/ou a ondes carrées, confirment tous la performance
électrocatalytique du nanocomposite utilisée pour la fabrication du biocapteur proposé. En
plus, la caractérisation physico-chimique montre 1’efficacité du nanocomposite utilisé a base
de nanotubes de carbone a paroi multiple combiné avec les nanoparticules d’Or et le polymére
fluoré. La morphologie du nanocomposite MWCNTs-AuNPs-PVDF et les groupements
fonctionnels sont caractérisés par la microscopie électronique & balayage (MEB) et la
spectroscopie infrarouge, respectivement.

Le biocapteur préparé offre une gamme de linéarité¢ allant de 1 jusqu’a 80 pg/l pour la
détermination des métaux lourds. Sa limite de détection est de 0.13 pg/l pour la détection des
ions de plomb. Aussi, le capteur montre une bonne sélectivité envers la détection des métaux
lourds.

Ce travail montre de la premicre fois, I’effet de I’inhibition des enzymes issus de la bactérie
E.coli par les métaux lourds avec la détermination des constantes cinétiques de 1’inhibition
irréversible en utilisant 1’approche de Ktiz-Wilson. Les mesures d’impédance montrent que la
plateforme de détection est trés conductrice méme sous 1’effet isolant d’E.coli. L’ajout de la
protéine bovine sérum albumine (BSA) offre un microenvironnement favorable pour
distribution homogene des enzymes issus de la bactérie E.coli en diminuait un peu la

conductivité du nanocomposite. Le biocapteur a base de pt/ MWCNTs-AuNPs-PVDF/E.coli*-



BSA est trés sensible (30,1 pA/ppb.cm?) avec une bonne stabilité et une reproductibilité fiable

avec un écart type relatif égale a (RSD = 0,23%).



Résumé [

Résumé : La grande variété des polluants inorganiques et leurs diverses origines élargissent leur contamination
dans I’environnement. Notamment, leur présence dans les effluents liquides y compris I’eau potable, ce qui
multiplie le risque de s’exposer quotidiennement a ce genre des contaminants. Par conséquent, il provoque le
déséquilibre du systéme nerveux chez ’étre vivant et engendre des maladies cardio-vasculaires. En outre, ces
substances inorganiques se distinguent par leur trés forte toxicité qui se caractérise par leur action inhibitrice
irréversible méme a de trés faible concentration. A cet effet, le développement d’un instrument d’analyse capable
de détecter trés rapidement ces polluants en temps réel est d’une nécessité absolue. Contrairement aux
instruments classiques de mesure, les biocapteurs offrent ’avantage de la détection sur site, continue et en temps
réel de la substance désirée. L’objectif de ce travail est de développer un nouveau biocapteur enzymatique pour
la détection des polluants inorganiques tels que (mercure, plomb, cadmium). La nouvelle plateforme de détection
préparée dans ce travail est a base de nanotubes de carbone a multi-paroi (MWCNTSs), de polyvinyle de fluorure
(PVDF) et les nanoparticules d’Or (AuNPs) sur laquelle est déposée les enzymes provenant de la bactérie
inactivée (E.coli*) combinée avec la protéine de bovine sérum albumine (BSA). La caractérisation du matériau
composite est effectuée par les méthodes électrochimiques tels que la voltamétrie cyclique (CV), a ondes carrées
(SWV) et a impulsion différentiel (DPV), et aussi la spectroscopie d'impédance électrochimique (EIS). Aussi, les
méthodes physico-chimiques sont appliquées pour confirmer la biocompatibilité du nanocomposite a base de
MWCNTSs-PVDF-AUNPSs/E.coli*-BSA. Le biocapteur est appliqué avec succés pour la détection des métaux
lourds (Pb*, Hg?*, Cd**) dans des échantillons réels comme les eaux usées et le produit cosmétique avec une
excellente sélectivité. Le biocapteur est trés sensible (30,1 pA/ppb) avec une bonne stabilité et une
reproductibilité fiable (RSD =0,23 %) pour la détection des ions de plomb et semble opérationnel pour la
détection d'autres métaux lourds. Mots clefs : Biocapteur, bactérie E.coli, enzyme, inhibition irréversible,
polluants inorganiques, détection électrochimique.

Abstract: The wide variety of inorganic pollutants and their diverse origins expand their contamination in the
environment. In particular, their presence in liquid effluents including drinking water, which multiplies the risk
of daily exposure to this type of contaminant. Consequently, it strongly affects the nervous system and generates
cardiovascular diseases. In addition, these inorganic substances are distinguished by their very high toxicity
which is characterized by their irreversible inhibitory action even at very low concentrations. Hence, the
development of an analytical device for rapid detection of these pollutants in real time is of crucial importance.
Unlike conventional measuring instruments, biosensors offer the advantage of on-site, continuous and real-time
detection of the desired substance. This work aims to develop a new enzymatic biosensor for the detection of
inorganic pollutants such as (mercury, lead, cadmium). The new sensing platform prepared in this work is based
on multi-walled carbon nanotubes (MWCNTS), polyvinyl fluoride (PVDF) and gold nanoparticles (AuNPs) on
which enzymes from the inactivated bacteria (E.coli*) combined with the protein of bovine serum albumin
(BSA) are deposited. The characterization of the nanocomposite is carried out by electrochemical methods such
as cyclic voltammetry (CV), square wave voltammetry (SWV) and differential pulse voltammetry (DPV), and
also with an electrochemical impedance spectroscopy (EIS). Also, physic-chemical methods are applied to
confirm the biocompatibility of the nanocomposite based on MWCNTs-PVDF-AuUNPS/E.coli*-BSA. The
biosensor is successfully applied for the detection of heavy metals (Pb®*, Hg*", Cd*) in real samples like
wastewater and cosmetic product with excellent selectivity. The biosensor is very sensitive (30.1 pA/ppb) with
good stability and reliable reproducibility (RSD =0.23%) for the detection of lead ions and seems operational for
the detection of other heavy metals. Keywords: Biosensor, E.coli bacteria, enzyme, irreversible inhibition,
inorganic pollutants, electrochemical detection.
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