République Algérienne Démocratique et Populaire
g_AJ.d\ Eallyg gJLd\ hm‘ [BIBY)
Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
g ) i) daaa 4
Universit¢é Mohamed El Bachir Elibrahimi —Bordj Bou Arreridj CBRFREHY o J;‘ﬂ ] Al

Faculté des Sciences et de la Technologie L ol gicill g ?Jw‘ ‘L..‘Sé
Département Sciences de la Matiére Balall a gl and

=l
/S‘/-“HU@\&M/

«:*@‘ \
’ LD

Mémoire de fin d’étude

PRESENTE EN VUE DE L’OBTENTION
DU DIPLOME DE : Licence

Filiere : Chimie

Option : Chimie analytique

THEME :
LES BIOCAPTEURS A BASE DES

POLYMERES

Préparé par : Abbou Ameur

Soutenu le : 23/06/2013

Devant le jury :

Président : Mr. R. Tabti MAB Université de BBA
Rapporteur : Dr. H. Ferkous MCA Université de BBA
Examinateur: M™. S. Djellali MAA Université de BBA

Année Universitaire 2012-2013






Remerciements

Je remercie notre dieu qui m'avoir aidé a atteindre ce but, et de

défier tous les obstacles afin de compléter ce modeste mémoire.

J'exprime mes remerciements a mon encadreur M™ H.Ferkous
pour la proposition du théme de ce travail et pour ses

encouragements, son aide et son soutien.

Je remercie monsieur R. Tabti, maitre assistant a |'université de
Mohamed El Bachir Elibrahimi, d'avoir accepté de présider le jury de

ce mémoire.

Je veux également associer mes remerciements aux différents

membres de jury:

M™ S. Djellali, maitre assistant a |'université de Mohamed El
Bachir Elibrahimi, pour avoir accepté de juger ce travail et honorer

avec sa participation dans cette soutenance.

Je remercie tous les enseignants et les enseignantes pour avoir

accepté de me guider toutes les trois années.

Tous ceux qui ont participé de loin ou de proche pour réaliser ce

travail.

Merci a tous



Dédicace

Je dédie ce travail

A mes chers parents qui n‘'ont jamais manqué l'occasion de me

soutenir durant mes études.

A mes chers fréres, mes chers sceurs, a tout les enfants de ma

famille.

A tous mes amis.

A. Abbou



Sommaire

Remerciements

Dédicace

Liste des abréviations

Liste des figures

Liste des tableaux

It O U C IO . et eeenieeiereeneeseeeeeseeoscasesseasesssssssossassosssssosssssssssassasssssasssses 1

L1, Definition.....coiieeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiittiiietiiiistciincecissecsenseccnsenes 2
L.2. Capteur OU SEMSOT .. .cviiiiieeriiiiiinnrtrieseessessesessssosesessssssssssssssssssnsssses 2
I.3. Grandeurs d’Influence........ccceiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeieeene 2
I.4. Constituants d’un CAPLEUr.....cccevtrtiiiiinerieiiiennreesssensssosssessssssssnsssssons 3
L.5. Différents types du CAPLeUr....ccvvtiiiiiinriiiiiineriitienericssnenssscssnnnsssssnnes 4
1.6. Caractéristiques du CaAPteUr.......covvirrriiiiinnniiiiiinnnriiiennnnricssssssccssnnnnse 5
I.7. Domaines d’application du capteur........cccceeeviiiiinneiiiiinnnniiiiinnneicesennnes 7

II.1.

I1.2.

I1.3.

11.4.

IL.5.

I1.6.

Chapitre II : Les biocapteurs

Historique des DioCapteurs.....ccovveeviiiiiieiiiiiiinerieiriensriccssensscscssnnssns 8
Définition d’un DIoCapteUr.....cccvviiiiiiniiiiiiieniiiiiinnrieiienssrtessessssscsenens 8
Structure et principe d’un biocapteur........ccvvvviiiiiiinniiiiiiinniiiiiienencnnn 9
Classification du biocapteur.......c.cvvvieeiiiiiiiinriiiiiiinriiiieseriessesnnsscnns 10
Types du biorécepteur.....ccviiiieniiiiiiieiiiiiiierieisiennriscseessscscssnnsscnns 10
Types du transducteur.....ccoevviiiiiiintiiiiinrnriiiieneeriesesssssccssnsssscosennses 11
I1.6.1. ThermiqUeS...cccoeueiieeiiiniiineiieatesnressesssascssssssssosssssssssssssssssssssssssssssssssssnses 11
T1.6.2. OPtiqUeS...uceineiiiniiieiiieieineeieeteeseesesssssossssssssossssssssssssssssssssssssssssssssnsss 12

I1.6.3. Pi€Z0-€lectriqUes...cccvviueiiniiieiiieiiinierineiietosscsssssssssssnssssssssnssssssssnsonsens 13



11.6.4. ElectrocChimiqUes......cccvviuiiiniiiieiiiniiiinerientcsnesssascsssssssssssssssssssssssnsssssssss 14

11.6.4.1. AMPEromMEtriQUES..cccvvvueiieriinrireriesstesssssestosssssssssssssssssssssssssssnns 14
11.6.4.2. Potentiomeétriques .....coevvveriiniiieiiiniiineiiieroenresnesssasosssssnssssnsssnssans 15
11.6.4.3. ConductimeétriqUes......coeeiiiniiiieiiinieineiirnresnrcsesssssssssssssssnsssnsssnes 16
11.6.4.4. IMpEdancemeétriqUeS.....cooevveeriiniiiineiiiareinecssasosssssssssssossssmmossssnsss 17
I1.7. Méthodes d’immobilisation du biorécepteur..........ccovvvviinriiiiiinnricinnnn 17
IL1.8. Caractéristiques des DIoCaAPeUrS......ccvveeiiiiiiieriiiiiinnriciriennrcccssnnnnes 19
I1.9. Domaines typiques d’application des biocapteurs........c.ccceevviiienrriecnnnns 20

Chapitre III : Les biocapteurs a base des polymeres

II1.1. Généralités sur les pOlymeres.......cceeeviiiiiinnriiiiinnnriciennnrcseennnssccnnns 21
II1.2. Les polymeres utilisés pour ’immobilisation des enzymes.................... 22
I11.2.1. Les polymeéres non cONdUCLEUTS.....ccceiuiiiiiiiieiiniiieiieiineiieiiecieciesiecenecnnes 22
I11.2.2. Les polymeres cOnduCteUTS......ccevieiieeiiniiieiieiiieiieiiniiieeietinieietiscinecscnnnnn 23
II1.2.3. Le polyneutral red (PNR)....ccoetiiiiieiiiiiiieiiiiitiiiiniiiiinsioiesstcsessccsessscnns 23
II1.3. Biocapteurs a base de polymeéres €lectrogénérés..........ccevvvvenerrrieinnnen 26
ITL3.1. Encapsulation.....cccoeuiiiieiiieiiiniiiieiiiniiiieioiercsssssssscssssssssssssssssssssssnsssnss 27
L0020 0. X Y1) 413 TR 28
ITL.3.3. Greffage chimique.......ccoviiiiiiniiiiiiiieiiiniiiieiiiatiiriisatessrssnssssssssnsssnssnss 28
I11.3.4. Ancrage par interactions affines.........cccooveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinenn. 29
I11.3.5. Polymérisation de monomeres bio-fonctionnalisés............cccceveviniiieiiniinninnns 29
I11.4. Intégration des polymeres conducteurs dans les biocapteurs................. 30
@01 1 0] L1 1) N 32

Références bibliographiques



Liste des abréviations

A: Longueur d’onde

ADN: Acide Désoxyribonucléique

IR: Infrarouge

IUPAC: International Union for Pure and Applied Chemistry
Med: Médiateur

NAD: Nicotinamide- Adénine- dinucliotide
NR: Neutral red

OX: Oxydant

P: Produit

PA: Polyamide

PC: polycarbonate

PE: Polyéthyléne

PEs: Polyester

PNR: Polyneutral red

PP: Polypropylene

PS: Polystyrene

PVC: Polychlorure de vinyle

Red: Réducteur

RMN: Résonance Magnétique Nucléaire
RX: Rayonnement X

S: Substrat

UV: Ultraviolet



Liste des figures

Figure 1.1 : Schéma du principe d’Un CapteUL..ceeeeeerereereesrisnesssasesssssssssssssssssssssssssssssscsnse 2
Figure 1.2 : Constituants d’Un CapteUT...cveeeieiieiieiieiiiiieiieiiiiieiieiiieiieeietimmiistenecsscsscensen 3

Figure 1.3 : Quelques exemples des capteurs physiques (balance, thermometre et

SpectrophotomMEtre UV-VISIDIE).uuieeutiiieriiniiineiiiareineiiiarosnecserssassssssssssssssssssssssssssmsssnnss 4
Figure 1.4: Quelques exemples des capteurs chimiques (conductimétre et pH-metre)...eeeeeennrennnn 5
Figure I1.1: Principe générale d un bioCapteUr..cceiieiieeiieiieiiniiieiiniiieiieiinieieiieiineiiecincennees 8

Figure I1.2: Représentation schématique du principe de fonctionnement d’un biocapteur.............9

Figure I1.3: Représentation schématique des différents biorécepteurs...ceeieeeineiieiiniieciarinnnne. 11
Figure I1.4: Schéma d’exemple d’un biocapteur thermique..ceeeeeeereeeeerereinerseerernecseseenscnns 11
Figure I1.5: Schéma de principe d’un capteur a fibres OptiqUES..eeeeeeeereesrernessesrernssssscensnns 13
Figure I1.6: Schéma d’exemple d’un biocapteur pi€zo€lectriqUe..ceeereeerererrsrareinecssnrornecnnnses 14
Figure I1.7: d’exemple d’un biocapteur ampérométrique : transferts des €lectrons courant......... 15

Figure I1.8: Schéma d’exemple d’un biocapteur potentiométrique : accumulation de charge

POLENEICIIC ¢ e arernreinnreinreineeiretesareseessensossessssssosnssssssssnsssnssssssssnssssssssnsssnssssnsssnssssses 16

Figure I1.9: Schéma d’exemple d’un biocapteur conductimétrique : migration des ions

Ly 1] 72§ Lo 16
Figure I1.10: Schéma d’un capteur r€dOX..ceeeeeeeieiieiiieiieiiniiiiiieiiniiieiieiieiieciacenecsesencenns 17
Figure I11.1: Exemples des polymeres 1S0lant..ceeveeeiereiiieieinriineiiiareieisseicsnscsnsssensonnenes 21
Figure I11.2: Polymeéres utilisés dans I’élaboration d’électrodes enzymatiques....oeeeeeeeneenenennens 22
Figure I11.3: Mécanisme de polymérisation du phénol....ceeeeeeeiiiniiiieiiiniiiieiiieriinicinerennccnns 23

Figure I11.4: Représentation schématique des différentes méthodes d'immobilisation a base de

polyméres électrogénérés illustrées pour un biocapteur eNZYymMatiqUe..eeeeeeeesseesscsssssssssnsssnsens 26



Liste des tableaux

Tableau II.1 : Principaux événements marquants 1’histoire des biocapteurs.ceeeeeeeeeeerereereenrennees 8
Tableau I1.2 : Principaux événements marquants 1’histoire des capteurs chimiques.....eeeeeeeneenns 14
Tableau I1.3 : Exemples de supports d immobiliSation..ceeeeeeereesreseesssaressecssaresnsssnssssnscnnss 18
Tableau I1.4: Domaines d'applications des bloCaPtEUIS..eeeeereearererrerarernessrasesnsssnssossscsnssnns 20

Tableau IIl.1: Exemple de biocapteurs utilisant la molécule de neutral red comme médiateur

4 <3 11722 001 25



Résumé

Dans le domaine des biocapteurs, des nouveaux nanomatériaux, apparaissent, tels que les polymeres
comme outils trés prometteurs pour I’amélioration des performances du biocapteur. Les polymeéres sont considérés
comme des matériaux efficaces pour I’immobilisation des biomolécules et la transduction/amplification du signal
¢lectrique au sein de capteur. Les polyméres permettent d’augmenter la surface de contact avec le milieu
environnant ainsi que la densité de greffage des biomolécules et de maintenir la stabilité et I’activité de la

biomolécule.

L’objectif de ce travail est ’étude de la synthése d’immobilisation des biomolécules ; visant a développer a
terme un biocapteur pour la détection. Ces nouvelles procédures de fonctionnalisation de surface utilisées pour

immobiliser les biomolécules.

Dans ce qui suit, nous nous intéresserons a définir les polymeres en tant que nanomatériaux utilisés pour la

fabrication des biocapteurs développés.

Mots clés : Capteur, biocapteur, polymere, I’immobilisation de biorécepteur.

Abstract

In the field of the biosensors, the new nanomatérials ones appear, such as polymers like very promising
tools for the improvement of the performances of the biosensor. The polymers are regarded as effective materials
for the immobilization of the bimolecular and the transduction/amplification of the electric signal within sensor.
The polymers make it possible to increase the surface of contact with the surrounding medium as well as the

density of grafting of the bimolecular and to maintain the stability and the activity of the bimolecular.

The objective of this work is to study the synthesis of immobilization of the bimolecular; aiming at in the
long term  developing a biosensor for detection. These new procedures of fonctionnalisation of surface used to

1mmobilize the bimolecular.

In what follows, we will be interested to define polymers as nanomatérials used for the manufacture of the

developed biosensors.

Key words: Sensor, biosensor, polymer, the immobilization of bioreceiver.
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Introduction

Introduction :

Les biocapteurs sont des dispositifs d’analyse qui répondent a ces exigences pour la détection
et le dosage d’especes chimiques ou biochimiques, et ils peuvent par conséquent étre envisagés en

remplacement de certains instruments généralement utilisés.

Cependant, malgré les efforts intenses faits en maticre de recherche, trés peu de réalisations
commerciales ont vu le jour, en raison de leur principal inconvénient qui réside dans la dénaturation
et 'instabilité de la molécule biologique. Pour remédier a ces problémes, les recherches actuelles
sont orientées vers la création et I’amélioration des stratégies d’immobilisation déposées sur
I’¢lément biologique. Parmi les différentes stratégies d’immobilisation employ¢€es, 1’'une des plus
prometteuses est celle qui consiste a utiliser des polymeres. En effet, ceux-ci permettent de
préserver I’accessibilité des macromolécules biologiques greffées sur la surface du transducteur tout
en alliant une grande précision et une bonne reproductibilité des dépdts dues a leur adressage

¢lectrochimique. En raison de leurs propriétés aisément modulables.

Dans ce travail, nous avons donné une revue sur les biocapteurs et les différents polymeres

utilisés pour les biocapteurs.
Ce mémoire comprend trois chapitres :

- Le premier chapitre présente des généralités sur les capteurs.
- Le deuxieme chapitre est réservé aux différents types des biocapteurs et leurs applications.
- Le dernier chapitre est consacré aux quelques exemples des biocapteurs élaborés grace a des

polyméres.
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Chapitre 1 Généralités sur les capteurs

1.1. Définition :

Le capteur est le dispositif qui transforme une grandeur mesurande non ¢€lectrique (physique,
chimique ou biologique) en une grandeur électrique « signal » (charge, tension, courant ou

impédance) [1,2].

Grandeurs

d'influence

Figure 1.1 : Schéma du principe d’un capteur [3].

Exemple :

e Le papier pH est-il un capteur :
On pourrait répondre a priori oui, car il acquiert une variable quantifiable (le pH) sous
forme de grandeur physique mesurable (longueur d’onde de la couleur prise) avec une transduction

optique/électrique [2].
I.2. Capteur ou sensor :

Certains pays francophones utilisent le terme sensor qui est une traduction franglaise de
capteur. Cette expression a l’avantage de ne pas étre ambigué au niveau du langage, par
comparaison avec le mot capteur, car elle fait référence aux organes sensoriels, dont la fonction est
¢quivalente a celle des capteurs dont les especes vivantes son pourvues. Si le mot sensor était
adopté par les instances d’autorit¢ (IUPAC, Académie Frangaise), le terme capteur pourrait alors
étre réservé aux dispositifs qui piegent réellement les entités pour permettre ultérieurement une

mesure quantitative ou qualitative [2].
I.3. Grandeurs d’influence :

Parmi les grandeurs d’influence usuelles on peut répertorier [3] :

- Latempérature du milieu dans lequel évolue le capteur.

)



Chapitre 1 Généralités sur les capteurs

- Des grandeurs mécaniques auxquelles est associé¢ le capteur (position, vitesse, accélération,
etc.).

- Des grandeurs chimiques associées au milieu (pH, concentrations en certains ions...).

- Les champs ¢lectromagnétiques et les grandeurs électromagnétiques associées (champ E, B,
etc.).

- Les rayonnements parasites de type nucléaire, X, gamma...

- Lapression de vapeur saturante, etc.

I.4. Constituants d’un capteur :

Les différentes parties constitutives d un capteur sont décrites (Figure 1.2) [4] :

Grandeur / \ Signal

physique a Signal de sortie électrique
mesurer Réaction électrique de mesure
Corps
D'é Transducteur Transmetteur
épreuve
Le boftier

- J

Figure 1.2 : Constituants d’un capteur [4].

e Corps d’épreuve :
Le corps d’épreuve est un élément qui réagit sélectivement avec la grandeur a mesurer. Il

transforme la grandeur a mesurer en une autre grandeur physique mesurable.

e Transducteur :
Le transducteur est un ¢lément sensible 1i¢ au corps d’épreuve, il traduit les réactions du corps

d’épreuve en une grandeur €lectrique constituant le signal de sortie.

e Transmetteur :
Le transmetteur est un ¢lément d’amplification, de filtrage et de mise a niveau du signal de

sortie pour sa transmission a distance. Il peut étre incorporé ou non au capteur.

e Le boitier :

Le boitier est un ¢lément mécanique de protection, de maintien et de fixation du capteur.

)



Généralités sur les capteurs

Chapitre 1

L.5. Différents types du capteur :

Il existe plusieurs classifications des capteurs. La plus répandue se référe a la nature des
mesurandes ou a la transduction, de fagon indépendante de 1’utilisation [2].
- Capteurs physiques :
Ce sont des dispositifs sensibles a des phénomenes physiques, les mesurandes étant

notamment la température, la pression (totale), la masse, la vitesse, le déplacement, la position

(niveau), le débit, la force (accélération), le rayonnement (visible, UV, RX, gamma, IR, micro-

ondes).

e —
==
==
==
==

i

Figure 1.3 : Quelques exemples des capteurs physiques (balance, thermometre et

spectrophotométre UV-Visible) [2].
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Chapitre 1 Généralités sur les capteurs

- Capteurs chimiques :
On désigne ainsi les capteurs permettant de déterminer des mesurandes chimiques, c'est-a-dire
des pressions partielles pour les especes en phase gazeuse, les concentrations (activités) pour les
especes en solution (ions ou molécules dissoutes). Ils ont généralement une double fonction :

identification et quantification.

Figure 1.4 : Quelques exemples des capteurs chimiques (conductimetre et pH-métre) [2].
I.6. Caractéristiques du capteur :

Les caractéristiques d’un capteur par rapport a la nature de la grandeur a mesurer et aux

conditions de mesure sont appréciées en déterminant certains parametres comme [2, 3, 5] :

- Résolution :
Se définit comme la plus petite valeur de variation du mesurande donnant une lecture

significative de la grandeur a mesurer.

- Reproductibilité :
Ce parametre est probablement le plus important, tant pour les capteurs physiques que
chimiques. C’est I’aptitude d’un capteur a donner, dans des conditions définies, des réponses tres

voisines lors de I’application répétée d’un méme signal d’entrée.




Chapitre 1 Généralités sur les capteurs

- Sensibilité :
Ce parametre caractérise I’aptitude du capteur a détecter la plus petite variation de la grandeur
a mesurer. Il est calculé par le quotient de 1’accroissement de la réponse d’un instrument de mesure

par ’accroissement correspondant du signal d’entrée.

- Sélectivité :
C’est la capacité du capteur a ne mesurer qu’une seule grandeur dans le milieu ou il est utilisé
ou en d’autres termes, d’étre le plus insensible aux grandeurs d’influence, grandeurs qui ne font pas

I’objet de la mesure, mais qui influent sur la sortie du capteur.

- Limite de détection :

C’est la petite valeur de la grandeur a mesurer pouvant étre détectée, avec une incertitude

acceptable. Qui donnant un signal du bruit de fond.

-  Domaine de linéarité :

C’est la zone linéaire comprise entre le seuil de détection et le temps de réponse.

- Réponse de capteur ou dynamique :
C’est la zone qui représente le domaine de réponse du capteur avant saturation. Cette réponse

est fonction de la diffusion des substances impliquées dans la réaction.

- Dérive et stabilité :

C’est I’évolution du signal en fonction du temps.

- la réversibilité :
C’est I’aptitude que possede un capteur a redonner la méme valeur apres des fluctuations du

mesurande.

- Précision, justesse :

Une mesure sera dite juste lorsque les valeurs obtenues au cours de plusieurs déterminations

sont tres proches. Elle est précise lorsque I’erreur aléatoire est tres faible.

-  Temps de réponse :
Il correspond au temps nécessaire pour que le capteur délivre une certaine proportion de la

pleine amplitude du signal.

]



Chapitre 1 Généralités sur les capteurs

I.7. Domaines d’application du capteur :

Les principales applications concernent le controle des bioprocédés. Spécialement les capteurs

chimiques, ils trouvent, ou trouveront, leur utilité¢ dans les domaines suivants [2] :

- L’environnement (analyses d’effluents et de milieux naturels, liquides ou gazeux), pour
mesurer la demande biologique en oxygeéne, la teneur en matieres organiques et
organophosphorées, le pouvoir oxydant, le pH des effluents, I’émanation d’hydrocarbures
dans les gaz de combustion...

- Le secteur automobile avec le contrdle de la combustion, de 1’habitacle, de la charge des
batteries. ..

- L’agroalimentaire (procédés et qualité des produits) par ’analyse du glucose, du lactate, du
saccharose dans la fabrication des confitures, de I’éthanol dans les boissons alcoolisées...

- L’agriculture (analyse des sols et des eaux d’irrigation).

- Le biomédical (diagnostic, surveillance par exemple lors des anesthésies) pour I’analyse du
glucose, de I’'urée, du cholestérol, des ions minéraux, du pH...

- La domotique pour la surveillance de fuites de gaz et émanations toxiques, la dureté de
I’eau, le controle des cuissons, la qualité de 1’habitacle, I’optimisation de la combustion au
niveau des chaudiéres domestiques. ..

Le développement industriel est fonction du marché potentiel, car la valeur ajoutée sur un
capteur reste toujours relativement faible, le développement est donc fonction de la potentialité
d’une production de masse et, sachant que dans ce cas le cout d’un capteur doit rester trés bas, on

comprend que les techniques de production s’orientent vers les microtechnologies.
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Chapitre 11 Les biocapteurs

I1.1. Historique des biocapteurs :

Le premier biocapteur a été I’ceuvre de Leland Clark en 1950 dans le but de mesurer la
concentration en oxygene dissous dans le sang. En 1962, ce méme biocapteur est adapté afin de
quantifier le taux (ou concentration) de glucose dans le sang. Puis en 1967, Updike et Hicks
¢laborent les premieres électrodes enzymatiques. Depuis les années 70, un effort considérable a été
fait dans leur développement du fait de leurs applications dans des domaines diverses et variés
(médecine, agro-alimentaire, ou controle environnemental). En effet, de par leur petite taille, leur
facilité d’utilisation et la possibilit¢ de les utiliser sur site, ce sont des ¢léments d’analyse

particuliérement avantageux et intéressants [6].

Tableau II.1 : Principaux événements marquants 1’histoire des biocapteurs [7].

Date Evénement
1962 Premiére description de biocapteur : électrode a enzyme ampérométrique pour le
glucose
1969 Premier biocapteur potentiométrique

1972-1975 | Premier biocapteur commercial : biocapteur de glucose

1982 Premier biocapteur a base de fibre optique pour le glucose
1984 Premier biocapteur ampérométrique a médiation : pour la détection du glucose
1987 Commercialisation d’un biocapteur pour doser le glucose dans le sang

I1.2. Définition d’un biocapteur :

Un biocapteur est un dispositif analytique capable de fournir des informations quantitatives ou
semi-quantitatives. Il est constitué d’un élément biologique intimement li¢ a un transducteur. Le
bio¢lément immobilisé reconnait spécifiquement un substrat et le transducteur transforme le signal
biochimique en un signal physique mesurable [1,5]. C’est un analyseur biologique congu pour
fonctionner en continu, semi continu ou discontinu, in situ et donner une réponse en temps réel sur

la qualité des flux au sein desquels il est placé [5].

Substance Reconnaissance Signal Capteur simple Signal
cible moléculaire physico-chimique (transducteur) électrique

Figure II.1 : Principe générale d’un biocapteur [1].

-
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I1.3. Structure et principe d’un biocapteur :

La construction d’un biocapteur est essentiellement basée sur I’immobilisation du
biorécepteur sur un transducteur (Figure I1.2). En effet, c’est grace a la combinaison judicieuse d’un
composant biologique et d’un transducteur qu’un biocapteur permet la détection et le dosage d’un

composé d’intérét, appelé « analyte », dans un milieu complexe [8].

‘ Biocaﬂteur |

b

Figure I1.2 : Représentation schématique du principe de fonctionnement d’un biocapteur [9].

Le biocapteur est composé de trois éléments principaux :

e Le biorécepteur :
Le biorécepteur constitue 1’é1ément de capture spécifique du biocapteur et en théorie, toute
structure biochimique ou biologique possédant cette capacité de reconnaissance spécifique est

utilisable. [1]

e Le transducteur :
Le transducteur est I’élément physique qui sert a exploiter la modification biochimique, issue

d’une interaction entre un analyte et le biorécepteur, pour la transformer en signal électrique [1,5].

e Le conditionneur :
C’est I’élément qui peut assurer des roles d’amplification, acquisition et traitement du signal

pour le transformer en une information dans un format appropri¢ pour I’utilisateur. [8]
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I1.4. Classification du biocapteur :

Les biocapteurs peuvent étre classés suivant différents critéres [9] :

e Par type de biorécepteur : biocapteurs enzymatiques, immunologiques, etc...

e Par type de transducteur : biocapteurs optiques, ¢lectrochimiques, thermiques, etc...

IL.5. Types du biorécepteur :

Le choix du biorécepteur est ¢galement li¢ a celui du transducteur selon la nature du signal
biologique émis (modifications physico-chimiques, fluorescence, ...). De plus, le biorécepteur doit
répondre a un certain nombre d’exigences telles que la stabilit¢ de son signal ou sa facilité
d’immobilisation.

e Les enzymes :

Les plus utilisées et les plus commercialisées. En effet, elles présentent un grand nombre
d’avantages notamment la reproductibilité des lots mais par contre il peut y avoir une instabilité de
leur fonctionnement et la nécessité d’utiliser un cofacteur ou plusieurs enzymes associées pour un
méme biocapteur [10].

e Les microorganismes (cellules entiéres) :

Principalement utilisés en cas de systémes réactionnels complexes puisque les enzymes et
cofacteurs essentiels y sont intrinsequement présents [11].

e Les tissus et organites (structures spécialisées contenues dans les cellules) :

Aussi bien d’origine animale que végétale. Ils sont surtout utilisés pour la détection des
aminoacides de par leur robustesse et leur bonne cohésion [12].

e Les anticorps-antigénes:

Le développement de biocapteurs immunologiques s’appuie sur la reconnaissance
moléculaire des anticorps-antigénes. La réaction de couplage antigéne-anticorps peut alors étre
suivie par détection ¢électrochimique ou optique. Un grand nombre de travaux ont eu recours au
marquage de D’anticorps ou de I’antigéne par une enzyme qui permet de suivre facilement la
réaction de reconnaissance moléculaire [13].

e L’ADN:

L’utilisation de séquences d’ADN comme biorécepteurs sur des puces a ADN suscite

aujourd’hui un intérét croissant. Le principe repose sur la détection d’éveénements d’hybridation

reflétant la reconnaissance entre deux séquences complémentaires [14].
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Anticorps

Abh Protéine  Microorganisme  gpzyme

Biorécepteur

}- Transducteur

Figure II. 3 : Représentation schématique des différents biorécepteurs [15].
I1.6. Types du transducteur :
Plusieurs types de transducteurs sont employés pour la construction des biocapteurs :

I1.6.1. Thermiques :

Cette technique utilise les propriétés énergétiques des réactions enzymatiques. Cette méthode
fait essentiellement appel aux réactions exo ou endothermiques. Pour ce type de biocapteur, il n’est
pas nécessaire de mesurer le produit de la réaction, seule la chaleur dégagée au cours de la réaction
est exploité dans la mesure. Ainsi, la fixation de I’enzyme sur un capteur de température permet de
réaliser un biocapteur par le suivi de la variation thermique induite par la réaction enzymatique. Des
biocapteurs thermiques ont été réalisés dans le domaine pharmaceutique et clinique pour doser le

cholestérol [16].

Ces biocapteurs sont adaptés aux mesures en continu ; en outre ils ne sont pas sensibles a la
lumiére. Cependant, a cause de leur prix élevé et de la difficult¢ de leur mise en ceuvre, ces

appareils ne sont pas couramment utilisés.

Chambre adiabatique

Colonne d’enzyme Chambre préchauffage

Enfree NIZ777772 770247422277 NN\

Sortie

USSR, S s RN

Aluminium thermistance Plexiglass

Figure I1.4 : Schéma d’exemple d’un biocapteur thermique [6].
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I1.6.2. Optiques :

Les capteurs optiques sont des outils qui mettent en jeu des réactions basées sur des réactifs
colorés ou des composés luminescents. Le principe de détection est d’utiliser une réaction
biocatalytique qui engendre la modification des propriétés optiques de 1’'un des constituants. Ce
compos¢ optiquement actif peut étre directement issu de la réaction biochimique ou étre un
médiateur qui est susceptible de réagir avec un produit de réaction pour donner un composé

photodétectable.
Les capteurs a fibre optique se divisent en deux catégories :

e Les capteurs intrinséques :
Les capteurs a fibre optique sont intrinseéques lorsque 1’élément sensible est constitué par une
ou plusieurs fibres optiques. Ces capteurs, dont les caractéristiques de transmission, de réflexion ou
d’émission de la lumiere sont fonctions de ces fibres, peuvent détecter les variations de pression, de

température ou de champ magnétique.

e Les capteurs extrinséques :

Les capteurs a fibre optique sont extrinseques lorsque les caractéristiques de la lumiere sont
modifiées par la grandeur a mesurer a I’extérieur de la ou des fibres optiques : par exemple, un
réactif immobilisé dont I'interaction avec le composé a doser change ses propriétés optiques
(I’absorption, la fluorescence et la chimie/bioluminescence). Dans ce cas, la fibre sert au transport
de la lumiere vers I’élément sensible et son retour vers I’appareil de mesure. Ce sont en générale les

capteurs extrinséques qui servent de base a la réalisation de biocapteurs.

Les biocapteurs a fibre optique présentent des qualités fortes intéressantes : faible colit de
production, possibilit¢ de miniaturisation pour des dosages in vivo, possibilité de fonctionnement a
haute température, en milieu corrosif ou explosif, inertie chimique et surtout extréme sensibilité

[17].
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I1.6.3. Piézo-électriques :

Le concept de la transduction piézoélectrique est basé¢ sur la mesure de la masse d’un
¢chantillon déposé sur la surface d’un cristal piézoélectrique par I'intermédiaire de la variation de sa
fréquence de résonance. Ces cristaux pi¢zoélectriques sont donc capables de traduire un effet

mécanique en signal électrique et réciproquement.

Ainsi, en suivant la variation de la fréquence de résonance du quartz lors de la réaction, on

oy

Substance
cible

peut accéder a la variation de la masse.

Des biocapteurs pi¢zoélectriques sont développés dans le domaine médical, pour la détection

de virus, des antigénes ou des anticorps, dans le controle environnemental, pour la détection de

métaux lourds et de pesticides [19].

Figure IL.5 : Schéma de principe d’un capteur a fibres optiques [18].
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_~ Anticorps

.- Cristal piézoélectrique

Figure I1.6 : Schéma d’exemple d’un biocapteur piézoélectrique [6].

I1.6.4. Electrochimiques :

Les biocapteurs électrochimiques sont des électrodes sur lesquelles est déposé un bio¢lément
immobilis¢ dans une matrice hote. L’enzyme est 1I’élément biologique le plus utilis¢ dans
I’élaboration de ce type de capteurs. L’ampérométrie et la potentiométrie sont en général appliquées
dans ce domaine, mais d’autres techniques telles que la conductimétrie, la spectroscopie

d’impédance ¢€lectrochimique (impédancemétrie) est aussi utilisée.

Tableau I1.2 : Principaux événements marquants I’histoire des capteurs chimiques [7].

Date Evénement
1922 Premiere électrode de pH en verre
1956 Invention de I’¢lectrode a oxygene
1975 Invention de I’¢électrode pO,/pCO,
1980 Premier capteur de pH a fibre optique pour les gaz du sang in vivo

11.6.4.1. Ampérométriques :

Les biocapteurs ampérométries sont les plus développés a ce jour, tant au niveau de la
recherche qu’au niveau de I’application industrielle. Dans ce cas, I’enzyme immobilisée consomme

ou produit une espéce électroactive au cours de la réaction enzymatique. La détection d’un substrat

s
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est réalisée via I’oxydation ou la réduction de cette espéce directement a la surface de 1’¢lectrode,

cette derniere étant maintenue a un potentiel adéquat [20].
On distingue trois générations de biocapteurs ampérométriques.
Premiére génération :

La premiére génération correspond aux biocapteurs dans lesquels 1’espéce enzymatiquement

générée est directement oxydée ou réduite au niveau de I’¢lectrode.
Deuxiéme génération :

La deuxiéme génération des biocapteurs ampérométriques a été¢ développée pour réduire les
phénomenes d’interférences en abaissant le potentiel de détection de I’espece électroactive. La
détection s’effectue via I’oxydation ou la réduction d’un médiateur redox qui interagit avec 1’espece

enzymatiquement générée.
Troisieme génération :

Il s’agit de biocapteurs au sein desquels I’enzyme est directement connectée a I’¢lectrode afin
de simplifier le transfert d’¢lectrons. Ce systeme permet de s’affranchir des probléemes

d’interférences rencontrés lors des dosages dans les milieux complexes.

/"N

J
Med Med o«

red

Figure I1.7 : Schéma d’exemple d’un biocapteur ampérométrique : transferts des €lectrons courant

[6].
11.6.4.2. Potentiométriques :
Les capteurs potentiométriques se basent sur la mesure da la différence de potentiel

¢lectrochimique de DI’espéce chimique impliquée dans la réaction enzymatique en fonction du

temps.
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Ce type de capteurs couvre une large gamme de concentrations, mais reste néanmoins tres peu
sensibles a de faibles variations. Ils sont souvent congus par une association d’une enzyme et d’une

¢lectrode sélective ionique [21].

electrode de reference

A, A LA

K‘lK‘ ll("

Figure I1.8 : Schéma d’exemple d’un biocapteur potentiométrique : accumulation de charge
potentielle [6].

11.6.4.3. Conductimétriques :

Les capteurs conductimétriques consistent en deux ¢€lectrodes de platine ou d’or de faibles
dimensions entre lesquelles I’élément biologique est immobilisé. Le produit de la réaction
enzymatique engendre une variation de la conductivité entre les électrodes, ce qui permet
d’enregistrer le signal. Cependant, la mesure intégre tous les ions présents dans la solution ; ces

instruments ne sont donc pas sélectifs.

Les biocapteurs conductimétriques sont de plus en plus utilisés en particulier dans le controle

de la pollution par les pesticides et les métaux lourds [22].

Figure I1.9 : Schéma d’exemple d’un biocapteur conductimétrique : migration des ions résistances

[6].
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11.6.4.4. Impédancemétriques :

Ces capteurs se basent sur la mesure de I’impédance suite a une perturbation sinusoidale en

potentiel de faible amplitude, appliquée au systéme étudié.

Cette technique est largement utilisée dans 1’étude cinétique des systémes ¢lectrochimiques
mono ou multi-couches. Ainsi, ces capteurs présentent plusieurs avantages comme la rapidité, la

possibilité de miniaturisation et le faible cott [23].

+«——Cable

|
} +—Corps en verre
i
|

Partie active
.‘—
' (platine, or, graphite)

Figure I1.10 : Schéma d’un capteur redox [24].
I1.7. Méthodes d’immobilisation du biorécepteur :

A fin de pouvoir étre associé aisément au transducteur, 1’¢lément biologique sensible est
généralement immobilisé sur, ou dans, un support artificiel [1]. Les méthodes d’immobilisation sont
habituellement réparties en cinq catégories : I’adsorption, I’inclusion, le confinement, la réticulation
et le couplage covalent. Des supports de différents types et de différents natures ont été utilisés

(Tableau I1.3) [18].
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Tableau I1.3 : Exemples de supports d’immobilisation [18].

Type d’immobilisation Type de support

Adsorption Agarose, alumine, amidon, carbone, cellulose, gel de silice, polyamide,

polystyrene, polyuréthane

Inclusion Gels (amidon, gélatine, polysiloxane, polystyreéne, silice)
Confinement Membranes de dialyse et membranes d’ultrafiltration
Couplage covalent Polyaminoacides et protéines

Polysaccharides

Polymeres synthétiques

Supports inorganiques

e L’adsorption :
L’adsorption est simplement due a des interactions entre le biorécepteur et son support. Des
liaisons de faible énergie (liaisons hydrogéne, de Van der Waals, hydrophobes) s’établissement
entre le biorécepteur et le support. Cette méthode est donc peu utilis€e pour la mise en ceuvre de

biocapteurs.

e L’inclusion :
Cette méthode consiste a incorporer le biorécepteur dans un polymere se présentant

généralement sous forme de gel. Le biorécepteur n’est donc pas directement li€¢ a son support.

L’inclusion est principalement utilisée pour I’immobilisation de cellules entieres ou de

fractions subcellulaires.

e Le confinement :
Dans la technique de confinement, le biorécepteur reste en solution a I’intérieur d’un
compartiment limité par une membrane semi-perméable qui ne laisse passer que les petites

molécules.

e La réticulation :
La réticulation est utilisée pour accroitre la stabilité des complexes enzyme-support obtenus

apres adsorption ou inclusion.
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e Le couplage covalent :
La fixation covalente de biorécepteurs, essentiellement des protéines, sur supports actives se
fait par I’établissement de liaisons covalentes entre des groupements fonctionnels du support et des
groupements fonctionnels du biorécepteur n’intervenant pas dans le processus de reconnaissance

moléculaire.
I1.8. Caractéristiques des biocapteurs :

Le caractére opérationnel d’un biocapteur est habituellement évalue sur la base de quatre

critéres [1] : spécificité, stabilité¢ du biorécepteur, réutilisation et seuil de détection.

- Spécificité :
La spécificité est apportée par le biorécepteur, le plus souvent une enzyme. La spécificité est
une propriété inhérente d’une enzyme et ne peut pratiquement pas étre modulée. Certaines enzymes

ont une spécificité trés étroite.
Exemple 1: le cas de glucose oxydase qui ne reconnait que le B-D-glucose.

Exemple 2 : d’autres ont une spécificité plus large comme les phosphates (acides ou alcalines) qui
catalyseront 1’hydrolyse de pratiquement tous les monoesters phosphoriques naturels ou

synthétiques.

- Stabilité :
La stabilité, c'est-a-dire 1’aptitude a maintenir I’activité catalytique au cours du temps, est
également une propriété inhérente d’une enzyme donnée. Cependant, certains parametres
expérimentalement contrdlables comme le pH, la nature du tampon ou la température, influent sur

la stabilité.

Exemple : le glucose oxydase est une enzyme particulierement stable qui peut supporter de rester a

température ambiante pendant plusieurs jours sans perte notable d’activité.

- Réutilisation :
La réutilisation de 1’élément sensible du biocapteur est rendue possible par le fait méme de
I’immobilisation. Selon le type d’application envisagée (analyse au coup par coup, en continu,

capteur d’alerte) et la cadence d’analyse désirée, cet avantage sera exploité ou non.
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- Seuil de détection :
Le seuil de détection n’est pas forcément le paramétre le plus déterminant. Il est souvent plus
important de considérer la gamme dynamique de mesure qui permettra d’apprécier 1’adéquation

entre les performances du biocapteur et les exigences de 1'utilisateur.

Exemple : un biocapteur a éthanol pour le suivi de fermentations alcooliques ne nécessite pas un
seuil bas dans la mesure ou les échantillons a doser auront une teneur en alcool comprise entre 0.08

et 2 mol.I"".

La limite de détection ainsi que la gamme dynamique de mesure dépendent a la fois des
propriétés intrinseques du biorécepteur (caractéristiques cinétiques pour une enzyme, constante
d’affinité pour un anticorps) mais également du type de détection associ¢e a la reconnaissance

moléculaire. Cependant, on peut citer quelques valeurs moyennes de limite de détection :

- 0.1 pmolLI" pour de nombreuses électrodes enzymatiques.

-1 pmol.I'" pour les thermistances a enzymes.

- 10 pmol.I" pour les biocapteurs optiques & détection de fluorescence.

- 0.1 umolLI"" pour les biocapteurs optiques a détection de chimiluminescence.

- 0.1 pmolLI" pour les biocapteurs optiques a détection de bioluminescence.

I1.9. Domaines typiques d’application des biocapteurs :

Les principales applications concernent le contréle des bioprocédés. Cependant, on ne peut
ignorer les deux autres grands domaines d’applications qui sont I’analyse médicale et

I’environnement (Tableau 11.4) [1].

Tableau I1.4 : Domaines d'applications des biocapteurs [25].

Domaine d’application | Types de biocapteur Utilisation

- quantification des divers acides

Agroalimentaire Optique - détection des contaminants (pathogenes,
pesticides)
. ) . , Y - mesure des métaux lourds
Station d’épuration Ampérométrique

- mesure de polluants organiques

- estimation du glucose, cholestérol
Santé Ampérométrique - détection de I’éthanol dans le sang humain
- traitement de la maladie d’ Alzheimer

Environnement Potentiométrique - détection des composé€s toxiques
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II1.1. Généralités sur les polymeres :

On appelle polymere une grande molécule constituée d’unités fondamentales appelées

monomeres (ou motifs monomeres) reliées par des liaisons covalentes.

Un monomere est un composé constitué de molécules simples pouvant réagir avec d’autres

monomeres pour donner un polymere.
Contrairement au polymere, un monomere a une faible masse moléculaire.
Le terme macromolécule est souvent utilis¢ a la place de polymere.

La polymérisation est la réaction qui, a partir des monomeres, forme en les liants des
composés de masse moléculaire plus élevée, les polymeres ou macromolécules. Les noyaux des
monomeres sont le plus souvent constitués des molécules organiques ou d’un atome de silicium

(polymeres siliconés).
Un homopolymére est un polymere qui comporte des motifs monomeres tous identiques.

Un copolymére est un polymére qui comporte des motifs monomeres de deux ou plus sortes

différentes.

Les polymeres peuvent étre d’origine naturelle (animale ou végétale) ou d’origine
synthétique. Les macromolécules naturelles sont les caoutchoucs, les polysaccharides, le glycogene,

I’ADN, les protéines...

Les macromolécules synthétiques sont représentées par exemple par le polyéthyléne (PE), le
polypropyléne (PP), le polystyréne (PS), le polychlorure de vinyle (PVC), les polyesters (PEs), les
polycarbonates (PC), les polyamides (PA)...etc (Figure III.1) [26].

o fopd
Cl

“\..H‘:,/
Polystyréne Polychlorure de vinyle
—-CHz GH- —HeHycH -
CH,
Polypropylene Polyéthyléne

Figure I11.1 : Exemples des polymeres isolant [26].
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Les polymeres sont généralement, réputés pour étre de bons isolants électriques et toute
conductivité ¢électrique dans les polymeres é€tait généralement considérée comme un phénomene
indésirable. A partir des années 50, des applications spécifiques exigent la conception de nouveaux
matériaux associant les propriétés mécaniques des polymeres classiques et les propriétés électriques
des conducteurs. Ces nouveaux matériaux, constitués de polymeres possédant une conductivité

¢lectrique importante, sont nommeés « polymére conducteur » [26].
I11.2. Les polyméres utilisés pour I’immobilisation des enzymes :

On peut diviser les polymeres utilisés pour I’immobilisation des enzymes par encapsulation
en deux classes : les polymeéres conducteurs électroniques ou métaux synthétiques et les polymeres

non conducteurs. Un grand nombre de polymeres ont été étudiés comme ’illustre (figure I11.2) [6].

25%

@ poly(m-diamincbenzéne) | polyphénol O polyaniline

O poly (o-diam nobenzeénsa) W polypymrole @ poly(vny|pyridine)

B polycarbenate 0 nylen W acetate de cellulose
| nafion O autres

Figure I11.2 : Polymeres utilisés dans 1’¢laboration d’¢lectrodes enzymatiques [6].
II1.2.1. Les polymeres non conducteurs :

Les travaux relatifs a l’utilisation de ces polymeéres sont moins nombreux que ceux
concernant les polymeres conducteurs. On peut néanmoins citer plusieurs exemples de films non
conducteurs ¢lectroniques comme le poly (phénol) (figure I11.3), le poly (pyrrole) sur-oxydé ou
encore le poly (phénylénediamine). Leur utilisation se justifie principalement par le fait que les
produits obtenus peuvent avoir une incidence sur les propriétés des films conducteurs, notamment

sur la conductivité. En effet, la conductivité du polypyrrole, par exemple, est affectée par la
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présence du peroxyde d’hydrogene pouvant étre produit lors de la réaction enzymatique comme 1’a
démontré Bélanger et son équipe. Ces films permettent donc notamment de réduire les interférences

¢lectrochimiques.

Ces films sont donc utilisés uniquement pour leurs propriétés physiques (rétention de la
biomolécule et perméabilité sélective). Du fait de leur propriété isolante, 1’épaisseur de ces films
doit étre tres faible (10 a 100 nm) ce qui permet de limiter en outre les impératifs dus a la diffusion

des substrats et des produits liés a la catalyse enzymatique [27].

N |
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Figure II1.3 : Mécanisme de polymérisation du phénol [6].
II1.2.2. Les polymeéres conducteurs :

L’utilisation de films polyméres conducteurs s’explique par leur capacité¢ d’augmenter la
sensibilité et la rapidité des ¢lectrodes. Ces polymeres sont ceux qui ont fait ’objet du plus grand
nombre de travaux, notamment ceux concernant le poly (pyrrole) et ses dérivés. On peut néanmoins
citer également d’autres types de polymeres utilisés ces dernieres années comme la poly (aniline) et

le poly (thiophéne).

Ces films, qui servent a la rétention de la biomolécule, présentent la capacité de passer de leur
¢tat oxydé a leur état réduit et inversement sous I’application d’un potentiel donné. Cette propriété
peut permettre notamment le transfert direct des électrons entre le site actif de la biomolécule et le
polymére si son potentiel est adapté. Il est possible de s’affranchir de 1’utilisation du médiateur dans

certains cas. Ainsi le polyneutral red joue le role de médiateur pour le glucose oxydase [6].
II1.2.3. Le polyneutral red (PNR) :

Un grand nombre de films semi-conducteurs, notamment a base d’indicateurs colorés, ont été
utilisés dans 1’élaboration des bioé€lectrodes enzymatiques. En effet, leur propriété de réversibilité,
passage de la forme oxydée a la forme réduite et inversement sans étre altéré, en fait une cible
privilégiée pour 1’¢laboration de ces systemes. Des électrodes modifiées par 1’électropolymérisation
ont été étudiées ces dernieres années. Dans certain cas, le film polymeére, comme par exemple le
bleu de méthyléne ou encore le vert de méthyléne peut étre également utilis¢é comme médiateur

dans les biocapteurs utilisant des enzymes NAD dépendantes.
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Parmi ces espeéces pouvant étre utilisées comme médiateur, le poly (neutral red) est un
candidat potentiel pour I’¢laboration de bioélectrode. Les films de poly (neutral red) ont ainsi par
exemple €té utilisés en tant que médiateur pour la construction de biocapteurs pour la détection de

glucose, de pyruvate ou d’alcool.

Le polyneutral red est un dérivé de la poly (aniline). Développé initialement comme
indicateur de pH dans des systémes biologiques, son utilisation a permis par la suite la
détermination de 'ADN a l'aide de méthodes optiques et électrochimiques. Le bloc de phénazine du
neutral red, grace a sa structure en anneau conjugué, est trés prometteur pour la construction de

polymeres conducteurs de bonne qualité [28].

L’équipe de Nikolskii a été la premiere a décrire I’obtention d’un film de polyneutral red par
I’électropolymérisation en 1970. Au cours de la formation du film, il y a une formation d’un radical
par ’oxydation du monomere. Ce radical va initier le processus de polymérisation. Le polymere se
forme par un couplage C-N et une structure possible du polymere. Ce mécanisme de polymérisation

a été démontré par spectroscopie infrarouge et RMN.

Les caractéristiques ¢€lectrochimiques (allure du voltampérogramme et potentiel redox) du
polyneutral red ne présente aucune modification en comparaison de celles du monomere. On peut
donc en conclure que 1’élaboration du film et sa croissance n’ont aucune incidence sur les propriétés
du systéme aromatique. D’une fagon générale, la nature des contre-ions est trés importante dans la
polymérisation de polymeres conducteurs organiques, car ils peuvent améliorer sa conductivité. 11 a
¢té constaté que les ions nitrate sont trés importants pour la formation des PNR, ils catalysent
I'¢lectropolymérisation de neutral red (NR) et stabilisent le polymére formé. En conclusion, le
neutral red, a l'instar des anilines, contient un groupe amino primaire et peut étre polymérisé par
voie ¢électrochimique dans des solutions acides, neutres ou basiques. L’¢lectropolymérisation se fait

plus précisément par voltampérométrie cyclique [29].

\

Du fait de ces différentes propriétés et de sa capacité¢ a étre utilis€ comme médiateur de
diverses enzymes, le neutral red (3-amino-7-diméthylamino-2-méthylphénazine) a été tres
largement étudié pour I’¢laboration de systemes biocatalytiques et ce dans diverses configurations.
En effet, il est capable aussi bien d’oxyder que de réduire le NAD, cofacteur d’'un grand nombre

d’enzymes. De ce fait, il a été proposé dans 1’élaboration de nombreux biocapteurs (Tableau III.1)

[6].
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Tableau II1.1 : Exemple de biocapteurs utilisant la molécule de neutral red comme médiateur

d’enzymes [6].

Substrat Enzyme Limite de détection Sensibilit¢ Methode
(nA.mmol".L.cm?) | d’immobilisation
Glucose Glucose oxydase 5.34 pmol.L™! 26.5 Glutaraldéhyde
Glucose Glucose oxydase 0.81 mmol.L 4 Sol gel
Glucose Glucose oxydase 22 pmol.L™ 3.5 Glutaraldéhyde
H,0, | Horseradish peroxydase 50 pmol.L™ 70 Greffage covalent
Pyruvate Pyruvate oxydase 34 pmol.L” 0.1 Glutaraldéhyde
Ethanol Alcool oxydase 29.7 pmol.L™! 8.5 Glutaraldéhyde

Comme nous 1’avons signalé en introduction, il existe de nombreux points communs entre le
développement d’un biocapteur ¢€lectrochimique et une demi-cellule ¢lectrochimique de biopile a
combustible : nécessit¢é d’immobiliser le biorécepteur a 1’électrode, d’optimiser le transfert
d’électrons ou encore d’utiliser des médiateurs au potentiel redox optimum. De part ses propriétés
électrochimiques, le polyneutral red a ainsi également été utilisé dans 1’¢laboration de biopiles a

combustible.

La combinaison des propriétés de médiateur redox du neutral red avec son caractére
filmogeéne en fait donc un trés bon candidat pour la réalisation d’une électrode enzymatique en
terme de transfert €lectronique éleveé et de stabilité chimique. Dans ce travail, le glucose oxydase a
¢té immobilisé par encapsulation dans un film de polyneutral red afin de mettre au point des

bio¢lectrodes pour diverses applications.

En définitive, I’¢laboration de systémes biocatalytiques par 1’encapsulation de biomolécules
dans des films polymeres est une voie qui a connu un fort essor ces dernieres années, par exemple
pour des applications médicales (biocapteurs) ou dans le domaine des bioénergies. Ces systemes
présentent I’avantage d’étre simple a mettre en ceuvre avec des colits de revient relativement faibles,
mais peuvent présenter des problémes de biocompatibilité et nécessiter un étalonnage fréquent pour

les applications in vivo en capteur [30].
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I11.3. Biocapteurs a base de polymeéres électrogénérés :

Comme nous I’avons suggéré un peu plus tot, les films polymeéres électrogénérés permettent
I’immobilisation de biomolécules et ils présentent des propriétés exceptionnelles comme une bonne
stabilit¢ chimique, la possibilit¢ de travailler sur différents matériaux d’électrode, une bonne

reproductibilité et précision des dépdts ou encore la possibilité illimitée de les faconner.

Différentes stratégies peuvent étre envisagées pour immobiliser des biomolécules grace a des
polymeéres électrogénérés; les principales techniques employées de nos jours (Figure I11.4) en
prenant pour exemple un biocapteur enzymatique et sont les suivantes : I’encapsulation,
I’adsorption, le greffage chimique, I’ancrage par interactions affines ou encore

I’électropolymérisation directe des biorécepteurs.

Ces techniques ainsi que leurs applications tirées de la littérature seront décrites par la suite et
nous nous intéresserons principalement et plus en détail a celles correspondant a I’ancrage de
biomolécules par interactions affines et par encapsulation puisque ce sont les deux qui ont été

utilisées dans le cadre de ce travail [31].

a) encapsulation b) adsorption

S P S P S PS PS Ps P
NS p NS us\;\fsuv

o 06 ® ¢ 0 0 0 o

Substrat —mm—™—

e

¢) greffage chimique d) ancrage par interactions affines
S Ps P S PS Ps Ps P

e) électmpolymérisation Notations :
PSP S S

.: elizyie : biotine
| : avidine
P : produit

Figure I11.4 : Représentation schématique des différentes méthodes d'immobilisation a base de

polymeéres électrogénérés illustrées pour un biocapteur enzymatique [31].
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II1.3.1. Encapsulation :

L’immobilisation par encapsulation (Figure 111.4.a) est une méthode simple, réalisée en une
seule étape, et applicable a de nombreuses macromolécules biologiques ; c’est aussi la plus
populaire de nos jours. Cette technique permet d’éviter un étiquetage préalable des biorécepteurs et
I’immobilisation d’une quantité importante de biomolécules en comparaison avec une monocouche

puisque celle-ci va se faire dans le volume de polymere déposé.

Dans ce cas, deux méthodes sont possibles : la biomolécule est tout d’abord mélangée avec le
monomere et une ¢lectrode est ensuite plongée dans cette solution pour faire la polymérisation ou
on peut effectuer un dépdt de cette solution sur une électrode et réaliser la polymérisation apres
séchage. La premiére méthode utilise beaucoup de biomolécules et de monomeres et parait alors
treés couteuse tandis que la seconde I’est beaucoup moins et donc plus prometteuse. Cette deuxieme
procédure pour réaliser ’encapsulation de biomolécules dans des films polymeres a été développée
par Cosnier et al. En 1997. La méthode d’encapsulation des biomolécules peut cependant souffrir

d’une faible accessibilité des récepteurs pour interagir avec 1’analyte correspondant.

Les premiers auteurs décrivant ce processus d’immobilisation sont Umana et Waller ainsi que
Foulds et Lowe en 1986 en immobilisant le glucose oxydase dans des films de poly (pyrrole). Dés
1987, Bartlett et Whitaker publient des résultats concernant I’immobilisation de cette méme enzyme
dans un film de poly (pyrrole-N-méthyl) plus conducteur permettant d’obtenir de meilleures

performances.

Les films de poly (pyrrole) ont ensuite connu un essor considérable pour réaliser
I’immobilisation de cellules tout en conservant leur activité biologique ou encore pour 1’¢laboration
d’immunocapteurs ou de capteurs a ADN. Depuis le début de ce type de biocapteurs élaborés par
encapsulation, les différents groupes de recherche ont essayé¢ de trouver des films de poly (pyrrole)
les plus hydrophiles possibles malgré le caractére organique de ce type de polyméres Cette
technique d’encapsulation est beaucoup utilisée dans le cas de biocapteurs nécessitant
I’incorporation d’un médiateur redox, ce dernier peut étre directement incorporé au polymere en
greffant le médiateur sur le monomere avant polymérisation. Si la cible arrive a diffuser dans la
couche de polymére, cette technique est trés avantageuse puisque les médiateurs nécessaires au
transfert d’électrons sont situés a proximité immédiate de la biomolécule. De nombreux exemples
sont présents dans la littérature en utilisant. Cette technique d’ancrage peut aussi servir a retenir la

biomolécule a la surface du transducteur et alors lui conférer une excellente stabilité [31].
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I11.3.2. Adsorption :

L’adsorption des macromolécules biologiques (Figure II1.4.b) a la surface d’un polymere
¢lectrogénéré permet une bonne accessibilité des sites actifs des récepteurs par rapport a ’analyte
mais ne permet pas d’immobiliser une grande quantité de biomolécules et souffre souvent d’une

faible stabilité.

Cependant, [I’utilisation de polyméres conducteurs tels que la polyaniline dopée
¢lectrochimiquement a déja permis 1’élaboration d’un biocapteur a glucose performant. Ce type de
polymére a pu étre utilisé avec succes dans d’autres types de biocapteurs tels que les capteurs a
ADN ou les immunocapteurs. De méme, il existe plusieurs exemples d biocapteurs élaborés par
adsorption sur des films de poly (pyrrole) dans la littérature que ce soit pour des enzymes, des ADN

ou encore des anticorps [31].
II1.3.3. Greffage chimique :

Le greffage chimique (Figure I11.4.c) offre une meilleure stabilit¢ que 1’immobilisation par
adsorption mais la création d’une liaison covalente entre la biomolécule et le polymere
¢lectrogénéré peut conduire a une mauvaise orientation du biorécepteur et/ou une partielle
dénaturation de ce dernier due a I’utilisation de composés chimiques ; de plus le temps nécessaire a

la formation de la liaison covalente peut étre long et représenter un obstacle majeur.

Le premier biocapteur de ce type fut élaboré en 1990 par Schuhmann et al pour I’ancrage du
glucose oxydase sur un film de poly (pyrrole) en présence d’agents de couplage. Ce méme groupe a
alors continu¢ a développer ce type de biocapteurs avec d’autres polymeres tels que le poly
(azuléne) ou le poly (thiophene). Plusieurs groupes de recherches ont ensuite voulu incorporer le
groupement réactif permettant de réaliser la liaison entre la biomolécule et le polymeére directement
lors de 1’électropolymérisation d’un monomere portant ce groupement chimique. On peut, par

exemple, citer I’utilisation de polymeéres fonctionnalisés avec le N-hydroxysuccinimide.

Une autre approche pour I’'immobilisation de biomolécules par greffage covalent sur des
polymeres électrogénérés réside dans ’utilisation de polymeres photoactivables. Dans ce cas, le
couplage est rapide et peut étre précisément localisé par irradiation. Cosnier et al. Ont réalisé¢ des
travaux pionniers dans ce domaine en ancrant, pour la premic¢re fois, des protéines sur un film de
poly (pyrrole-benzophénone) par irradiation a une longueur d’onde A = 345 nm. Ce méme
polymere a ensuite €été utilisé seul ou dans des matériaux composites dans le domaine des

immunocapteurs mais aussi pour la détection d’analytes multiples [31].
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I11.3.4. Ancrage par interactions affines :

L’ancrage par interactions affines (Figure 111.4.d) permet de conserver une bonne accessibilité
des biomolécules puisqu’elle permet 1’ancrage de la biomolécule par un point d’attache unique. Le
seul obstacle reste la nécessité d’étiqueter les biomolécules au préalable mais cela peut aussi étre un
avantage puisque I’étiquetage peut étre réalis¢ de facon a obtenir une bonne orientation du

biorécepteur. Les systemes d’affinité les plus utilisés de nos jours sont les suivants : avidine/biotine.

Les biocapteurs basés sur I’interaction avidine/biotine sont les plus nombreux dans la
littérature du fait de la forte constante d’association entre ces deux molécules mais aussi de la
grande disponibilité commerciale de biomolécules marquées avec des biotines ou des avidines. De
plus, ce complexe est stable chimiquement et la réaction d’association est tres rapide. L avidine est
une glycoprotéine de masse moléculaire élevée qui est composée de quatre sous unités qui peuvent
interagir chacune avec une biotine. Les premiers exemples de biocapteurs enzymatiques élaborés
sur des polymeres modifiés avec des groupements biotine ont été publiés en 1998 avec des films de
poly (pyrrolebiotine) ou de poly (phénol-biotine). Par la suite, d’autres polymeres tels que le poly
(dicarbazole-biotine) ont été décrits et les biocapteurs a base de poly (pyrrole-biotine) ont été
¢tendus aux capteurs a ADN et aux immunocapteurs. Une autre approche intéressante réside aussi
dans le fait que I’étiquetage des biomolécules par des groupements biotine ne permet pas de mettre
une seule mais plusieurs biotines a la surface des biomolécules. Ceci est alors apparu comme un
avantage permettant de réaliser des assemblages multi-couches en alternant les incubations avec les
molécules biotinylées et I’avidine. Cette approche a été utilisée pour immobiliser différentes
enzymes ayant des activités complémentaires sur une méme ¢électrode en 2001 par Mousty et al. Par
la suite et dans le but de conférer des caractéristiques particulieres telles qu'un meilleur caractére
hydrophile, des propriétés redox ou encore une sensibilité photochimique, d’autres polymeres
biotinylées ont été ¢laborés. Cependant, le principal probléme du systéme avidine/biotine vient du
fait que, comparé aux autres systémes, celui-ci nécessite une couche protéinique supplémentaire
d’avidine pour réaliser 1’ancrage de molécules biotinylées sur des films polymere aux aussi
biotinylées. Cette couche de protéine a souvent un effet néfaste sur la sensibilité des biocapteurs et

donc leurs performances ¢lectrochimiques [31].
II1.3.5. Polymérisation de monomeres bio-fonctionnalisés :

Enfin, I’¢lectropolymérisation directe (Figure 111.4.e) de monomeres fonctionnalisés avec des
macromolécules biologiques est aussi une méthode simple d’immobilisation mais requiert la
synthése d’un monomeére ¢lectropolymérisable modifié par une biomolécule. Cette technique

souffre des mémes problémes que I’immobilisation par greffage chimique.
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Les premiers biocapteurs élaborés par cette technique ont concerné I’immobilisation du

glucose oxydase grace a la modification du pyrrole par cette enzyme.

Cependant, les trois systemes rapportés sont soumis a controverse du fait qu’il s’agit, en
réalité, d’une co-polymérisation en présence de pyrrole non-fonctionnalisé du fait de la taille de
cette enzyme ; il est donc difficile dans ce cas de discriminer la partie immobilisée par
encapsulation et celle réellement due a I’'immobilisation par polymérisation d’un monomere bio-
fonctionnalisé. Des biocapteurs a ADN sont ensuite apparus dans la littérature par polymérisation
de dérivés du pyrrole fonctionnalisés par des oligonucléotides mais €taient toujours €élaborés par co-
polymérisation en présence de pyrrole. Le premier immunocapteur élaboré ainsi a été décrit en 1996
par Heiduschka et al en réalisant la polymérisation de films de poly (pyrrole) et poly (phénol)
fonctionnalisés par un antigene et permettant de détecter les anticorps correspondants. Ce n’est
qu’en 2008 que les biocapteurs basés sur la reconnaissance oligosaccharide/lectine ont fait leur
apparition ; dans ceux-ci le monomere pyrrolique est alors fonctionnalisé par des structures

oligosaccharidiques [31].
I11.4. Intégration des polyméres conducteurs dans les biocapteurs :

L’immobilisation stable des protéines a la surface d’un transducteur avec rétention totale de
leurs propriétés biologiques demeure un probléme crucial pour le développement commercial des
biocapteurs. En effet, la majorité des méthodes d’immobilisation de protéines souffre d’une faible
reproductibilité, d’une mauvaise résolution spatiale et engendre une forte perte d’activité
biologique. Dans ce contexte, I’immobilisation de protéines sur des films de polymeres constitue

une alternative extrémement prometteuse.

Dans le domaine des biocapteurs les polymeres conducteurs sont utilisés en tant qu’outil
d’amplification de signal (optique, électrique, €lectrochimique...) qui permet d’améliorer les
caractéristiques et les performances des biocapteurs en termes de sensibilité, stabilité, limite de
détection .... Une autre approche montre que ces polyméres sont aussi utilisés en tant que matériau

prometteur pour le maintien de la stabilité¢ des biomolécules actives.

Ainsi, I’immobilisation des biomolécules actives dans ou sur les polymeres conducteurs a été
intensivement explorée en s’efforcant d’obtenir le meilleur contact entre ces deux éléments.
L’immobilisation des biomolécules actives sur le polymere conducteur peut étre réalisée suivant

trois méthodes [32] :
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e L’incorporation des biomolécules dans un film électropolymérisé formé par un
mélange des monoméres et des biomolécules :

Cette méthode présente I’avantage de la facilit¢ de la procédure et le controle de la

distribution spatiale des biomolécules. Cependant, la dénaturation des molécules est un

inconvénient possible.

o [L’attachement électrostatique des biomolécules directement sur les groupes spécifiques
produits sur la surface du polymére :

Est une méthode commode pour immobiliser des protéines; cependant, l'inconvénient

principal de cette méthode est la force de l'interaction, qui dépend de la solution environnante, et le

changement de la concentration ionique et/ou pH peut causer la libération des biomolécules.

e L'attachement covalent des biomolécules a des films électropolymérisés de polymere
portant les groupements fonctionnels activés :

C'est le plus prometteur, car la croissance du film de polymere et lI'immobilisation des
biomolécules peuvent étre effectuée dans différentes conditions expérimentales, et en conséquence
le probléme de dénaturation peut €tre surmonté. De plus, la physisorption est minimum, donc
réduisant les chances de lixivier les biomolécules capturées. En outre, pour cette méthode
d'immobilisation, il est critique de maintenir l'activité¢ des molécules, d’augmenter la stabilité, et
d’assurer l'accessibilit¢ de la cible pour que les interactions biologiques aient lieu telles que
I'hybridation des oligonucléotides complémentaires, de l'interaction anticorps-antigéne, ou les

réactions catalysées par enzyme.




Conclusion

Conclusion :

Cette étude bibliographique nous a ainsi permis de comprendre ce qu’est un biocapteur, son
principe de fonctionnement ainsi que les éléments constitutifs. Elle nous a permis également de
comprendre les modes d’accroche du bioélément ; de recenser les techniques de fonctionnalisation
de surface généralement utilisées dans I’immobilisation des biomolécules en identifiant leurs

avantages et leurs inconvénients et enfin les techniques de caractérisation.

L’exploitation des polymeres comme support enzymatique pour la fabrication de biocapteurs
a atteint un développement considérable. Dans certains cas, 1’incorporation des polymeéres permet
au biocapteur de surmonter des problémes liés aux interférences et de réduire la taille des

biocapteurs.
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