N° d’ordre :239/ 2019

Faculté des Sciences et Techniques =T e

ﬂ UNIVERSITE SULTAN MOULAY SLIMANE e,
ogrymprry Béni-Mellal

Centre d’Etudes Doctorales : Sciences et Techniques
Formation Doctorale : Ressources Naturelles, Environnement et Santé (RNES)

THESE

Présentée par
Amina AMLIL
Pour obtenir le grade de

DOCTEUR

Discipline : Physico-Chimie et Environnement
Spécialité : Chimie

Contribution aux Développement de Capteurs Electrochimique pour la
Détection de Molécules Organiques et Dépollution Bactériologique

Soutenue publiquement le 24/12/2019 devant la Commission d’Examen :

Abderrafia HAFID Professeur, Université Sultan Moulay Slimane, FST  Président
Beni-Mellal

Mohamed SAFI Professeur, Université Hassan I, FST Rapporteur
Mohammedia

Rachid MAMOUNI Professeur, Universite Ibn Zohr, FS Agadir Rapporteur

Amine MOUBARIK Professeur Habilité, Université Sultan Moulay Rapporteur
Slimane, FP Beni-Mellal

Abdellatif ESSOUMHI Professeur Habilité, Université Sultan Moulay Examinateur
Slimane, FP Beni-Mellal

Hajiba OUCHETTO Professeur, Université Sultan Moulay Slimane, FST ~ Examinatrice
Beni-Mellal

Souad RABI Professeur Habilité, Université Sultan Moulay Examinatrice
Slimane, FST Beni-Mellal

Mama El Rhazi Professeur, Université Hassan I, FST Examinatrice
Mohammedia

Mostapha KHOUILI Professeur, Université Sultan Moulay Slimane, Directeur de

FST Beni-Mellal these



/ \ mes parents, qui sont toujours la pour moi...

l \ mes freres et sceur, Mohammed, Mustapha, Ali,

Youssef et Fatima-Zahra

/ \ ma chére grand-meére, qui m’a toujours soutenu et qui

m’a facilité¢ grandement la vie...

JE LEUR DEDIE CE TRAVAIL.



Remerciements

Ce travail a été réalisé au sein du laboratoire de Chimie Organique et Analytique
(LCOA), a la Faculté des Sciences et Techniques, Université Sultan Moulay Slimane, sous la
direction des professeurs Mostafa KHOUILI et Abdelilah CHTAINI en colaboration avec
["Université d’Angers sous la direction des Professeurs Maxime PONTIE et Jean-Philippe
BOUCHARA. Je tiens a leur adresser mes remerciements pour m’avoir accueilli au sein de
leur équipe de recherche (Equipe de Chimie Organique et Organométallique Appliquées,
Laboratoire d'Electrochimie et des Matériaux Inorganiques (LEMI), Laboratoires de
I'Environnement, de I'Energie, de I'Agroalimentaire et de la Valorisation des Ressources
Marines (GEPEA) d’Angers et l'équipe du Groupe d’Etude des Interactions Hotes
Pathogenes (GEIHP) au CHU d’Angers ).

Je tiens a exprimer toute ma gratitude au Professeur Mostafa KHOUILI pour toute la
confiance qu’il m’a accordée tout au long de ces années de these. J'aimerais aussi le
remercier pour l'intérét qu’il a apporté a mes travaux et aussi pour tous les conseils,
orientations et encouragements qu’il n’a cessés de me prodiguer tout au long de la
réalisation de ce travail.

Mes vifs remerciements s’ adressent au Professeur Abdelilah CHTAINI qui sans lui ce
travail n’aurait pas abouti. Il m’est difficile d’exprimer toute ma reconnaissance pour son
permanent soutien, sa patience et surtout sa confiance dont il a toujours témoignée. Qu’il
trouve ici [’expression de mon plus grand respect.

Je tiens a remercier tout particuliéerement le Professeur Abderrafia HAFID, pour son
aide précieuse, sa disponibilité permanente, sa gentillesse, ses qualités scientifiques et
humaines et pour sa contribution a la réalisation de ce travail.

Je témoigner toute ma reconnaissance a mon co-encadrant 2014/2015 le Professeur
Maxime PONTIE, pour [’expérience enrichissante et pleine d’intérét qu’il m’a fait vivre
durant mes séjours de stage au sein des Laboratoires GEPEA et GEIHP a [’Université
d’Angers.

Je remercie également toute l'équipe du Groupe d’Etude des Interactions Hotes
Pathogénes (GEIHP) au CHU d’Angers pour leur accueil, leur esprit d'équipe et en
particulier le Professeur Jean-Philippe BOUCHARA et Mme Julia Bienvenu qui m'a

beaucoup aidee dans la partie microbiologique



Je tiens a exprimer ma gratitude aux membres de jury pour avoir aimablement accepté
de juger ce travail.

Enfin, je ne saurais oublier toutes les personnes avec qui j'ai partagé ces années de
these au laboratoire de chimie organique et analytique: Sakina TOUZARA, Rajaa
MAALLAH, Soufiane AKHRAMEZ, Jamila ZAITER, Hasna YASSINE, Jamila BOUALI,
Hanane ACHIBAT, Hicham FADILI, qui m'ont encouragé, aidé et permis de réaliser ce
travail dans une ambiance sympathique.

Enfin, j’exprime ma plus profonde gratitude a ma famille pour son soutien inconditionnel

et indéfectible durant ces 6 années de these.



Résumeé

L’intérét porté aux capteurs ne cesse de croitre, stimulé par leurs nombreuses applications, la
modification d’électrode est a I'origine de 1’intérét qui a été porté a ces systemes dés le début des
années 80. L’originalité de ce travail est de mettre au point dans un premier temps, un biocapteur a
Scedosporium pour la dépollution des eaux contaminées par les résidus médicamenteux (para-
aminophénol par exemple) et d’¢laborer des capteurs électrochimiques permettant d’évaluer les
performances épuratoires de ce bioréacteur. Par la suite nous avons procédé a la 1’étude du pouvoir
anti-oxydant, des molécules héterocycliques, avant et aprés la nitration par bismuth penta-hydraté
(Bi(NOs3)3;5H20). Les résultats expérimentaux électrochimique et biologique ont abouti aux mémes

déductions, la nitration désactive le pouvoir anti-oxydant des molécules étudiées.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés aussi a I’étude de la détection des
staphylococcus aureus dans des solutions. Cette étude a été réalisée par 1’utilisation des techniques
électrochimique, la voltammeétrie cyclique et a ondes carrées. Le matériel (carbone graphite) utilisé
dans ce travail a prouvé une grande efficacité comme support pour étudier le comportement
électrochimique des bactéries a la surface de 1’électrode. En effet, celle-ci a été modifiée par
I’amoxicilline et cette interaction a été d’un apport significatif pour atteindre notre objectif. Cette
molécule jouant le réle de bio-récepteur a la surface des électrodes synthétisées a été d’une bonne
sensibilité aux bactéries a 1’étude. Les résultats obtenus nous montrent que les électrodes élaborées

sont particuliérement capables de détecter le Staphylococcus aureus a de faibles densités optiques.

Mots clés : Electrodes modifiées, capteur électrochimique, para-amoniphénol, amoxicilline,
champignon Scedosporium dehoogii, bactéries (Staphylococcus aureus), antioxydant, Voltammétrie

cyclique et Voltammeétrie a ondes carrées.



Abstract

Interest in sensors continues to grow, stimulated by their many applications, electrode
modification is at the origin of the interest that has been brought to these systems since the early 80s.
The originality of this work is to develop, initially, a Scedosporium biosensor for the depollution of
water contaminated by drug residues (para-aminophenol for example) and to develop electrochemical
sensors to evaluate the purification performance of this bioreactor. Subsequently we proceeded to the
study of the antioxidant power, heterocyclic molecules, before and after nitration by penta-hydrated
bismuth (Bi(NOs)s; 5H20). Experimental electrochemical and biological results have led to the same

deductions, nitration deactivates the antioxidant power of the molecules studied.

In this work, we are also interested in the study of the detection of Staphylococcus aureus in
solutions. This study was performed using electrochemical techniques, cyclic voltammetry and square
waves. The material (graphite carbon) used in this work has proved highly effective as a support for
studying the electrochemical behavior of bacteria on the surface of the electrode. Indeed, this one was
modified by amoxicillin and this interaction was of a significant contribution to reach our objective.
This molecule acting as a bio-receptor on the surface of the synthesized electrodes was of good
sensitivity to the bacteria under study. The results obtained show that the elaborated electrodes are

particularly capable of detecting Staphylococcus aureus at low optical densities.

Key words: Modified electrodes, electrochemical sensor, para-amoniphenol, amoxicillin,
Scedosporium dehoogii fungus, bacteria (Staphylococcus aureus), antioxidant, cyclic voltammetry and

Square wave voltammetry.



Liste des abréviations

ADN : Acide Désoxyribo Nucléique

Ag/AgCI : Argent/chlorure d'argent

ARN : Acide ribonucléique

ARNr Acide ribonucléique ribosomique

As : Arsenic

CCM : Chromatographie sur Couche Mince

CMR : Canceérogene, Mutagéne et Repro-toxique

DPPH 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle

ECS : Electrode au calomel saturé

ECS : Electrode au Calomel Saturée

ECV : Electrode en Carbone Vitreux

ELISA : Dosage immuno-enzymatique

ENH : Electrode normale a hydrogéne

EPC : Electrode a Pate de Carbone

ERO : Especes Réactives Oxygénées

ETM : Eléments-Traces Métalliques

HRP : Horseradish peroxydase

HSAIV Staphylococcus aureus a sensibilité intermédiaire hétéro-résistant a la vancomycine
LB : Langmuir-Blodgett

MEB : Microscope électronique a balayage

MPT : Methyl-parathion

PAP : Para-aminophénol

PBS ; Le tampon phosphate salin

PCR : Réaction en chaine par polymérase

PCT : Paracétamol

PLP : Protéines Liant les Pénicillines

QCM-D : Microbalance en cristal de quartz avec un suivi de dissipation
RMN Résonance Magnétique Nucléaire

SAIV Staphylococcus aureus a sensibilité intermédiaire a la vancomycine
SARM : Staphylococcus Aureus résistant a la méthicilline
SARV Staphylococcus aureus résistant a la vancomycine
SASM Staphylococcus Aureus sensible a la méthicilline
SASM Staphylococcus aureus sensible a la méthicilline
SDH : Scedosporium dehoogii

SEA : Surface électro-active

SIE : Spectroscopie d’impédance ¢électrochimique
SOD : Superoxyde Dismutase

STEP : Stations d’épuration

SWv Square wave voltammetry

TSST-1 : Choc toxigue de syndrome toxine-1

VC : Voltammétrie Cyclique

VOC : Voltammétrie a Onde Carrée

YPDA: Extract-Peptone-Dextrose Agar
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INTRODUCTION GENERALE



Introduction générale

La protection de ’eau de surface comme source pour la production d’eau potable est
devenu une préoccupation majeure pour les pouvoirs publics, les instances, les organismes
nationaux et internationaux. De plus en plus, une attention croissante est portée sur la
présence de micropolluants émergents (les hydrocarbures, composés phénoliques, solvants
chlorés, pesticides, résidus médicamenteux, etc.) dans I’environnement. Parmi ces
contaminants, résidus médicamenteux trouvent une place trés importante dans la nature et
surtout dans les stations d’épuration. Ces derniéres ne sont pas toujours a mesure de traiter ce
type de pollution car les résidus médicamenteux se dégradent tres facilement et générent

parfois de sous-produit plus toxique que les molécules de départ.

Parmi les agents pathogénes diffusés dans les sources d'eau, les agents pathogenes
entériques sont les plus fréeguemment rencontrés. En conséquence, les sources de pollution
fécale dans les eaux consacrées a l'activité humaine doivent étre strictement contrélés. La
détection et la détermination immédiate des bactéries sont nécessaires pour le diagnostic
précis de la maladie et le traitement efficace de l'infection. Plusieurs procédés d'identification
des bactéries sont disponibles. Les méthodes traditionnelles sont basées sur I'identification
phénotypique de I'agent pathogene en utilisant la coloration, la culture et les méthodes
biochimiques Gram. Cependant, ces procédés présentent certains inconvénients tels que leur
utilisation limitée des micro-organismes cultivés in vitro, ou la diversité des souches qui ne
possedent pas nécessairement les mémes caractéristiques biochimiques, ce qui rend I'analyse
difficile. Face a cette situation, il est nécessaire d’envisager des techniques de détection et de
traitements fiables, moins couteux et simples a mettre au point. Une recherche sérieuse a mis
I'accent sur les méthodes d'analyse électrochimiques, qui offrent une grande sensibilité ainsi

qu’un cott réduit et un temps limité.

Les biocapteurs électrochimiques présentent de nhombreux avantages par rapport aux

autres biocapteurs, tels que:

- lls sont tres fiables, reproductibles et présentent une linéarité élevée sur une large
gamme de concentrations, ils ne nécessitent aucun traitement préalable de la substance a

analyser.



-lls peuvent offrir des avantages de faibles limites de détection, et une bonne stabilité.

Les hétérocycles azotés forment un groupe d’importance majeur en chimie organique
du fait de leur réactivité d’une part et de leur présence dans un grand nombre de molécules
d’origine naturelle et synthétique d’autre part. En effet, ils jouent un réle important dans
divers domaines (pharmacie, medecine, biologie, agronomie). Dans ce travail une étude
adressée a la préparation des composés susceptibles d’avoir des propriétés biologiques et / ou

pharmacologiques potentielles a été réalisé.

Dans le cadre de ce travail, nous avons élaboré des capteurs électrochimiques : Deux
types d’électrode a pate de carbone (EPC) et une électrode en carbone vitreux (ECV), avec

trois potentiostat différentes.
Le rapport de cette these comporte quatre chapitres :

o Le premier chapitre consiste en une mise au point bibliographique, sur les
électrodes modifiées et non modifiées, dispositif expérimental ainsi que les méthodes et les
techniques utiles pour I’étude ¢électrochimique.

. Le deuxieme chapitre présente 1’étude de la cinétiques de la biodégradation du
para-aminophénol (PAP) par un micro-organisme Scedosporium dehoogii (SDH) ayant un
role épuratoire mettant en jeu des mécanismes biochimiques permettant d’aller jusqu’a la
minéralisation totale ou partielle du PAP.

. Tandis que le troisieme chapitre est consacré a la nitration des composés
aromatiques par le nitrate de bismuth pentahydraté (Bi(NOs3);,5H,0) suivie d’une étude
¢lectrochimique et des tests de 1’activité antioxydante de ces composés nitrés

. L'objectif du dernier chapitre était d'étudier les propriétés électrochimiques de
Staphylococcus aureus sur une électrode a pate de carbone non modifiée et modifiée par un

antibiotique (Amoxicilline).



CHAPITRE I : Bibliographie Générale



Introduction

Les raisons pour lesquelles on effectue des mesures de nature électrochimique sur les

systémes chimiques sont tres variées.

On peut rechercher des données thermodynamiques sur une réaction, on peut vouloir
générer une espece intermédiaire telle qu’un ion radical et étudier sa vitesse de disparition ou
ses propriétés spectroscopiques, on peut encore désirer analyser une solution en déterminant

les concentrations de traces de cations métalliques ou de substances organiques.

Dans ces exemples, les méthodes électrochimiques sont utilisées comme outils pour
I’étude des systémes chimiques. De nombreuses méthodes électrochimiques ont été mises au
point pour I’ensemble de ces centres d’intérét. Leur utilisation réclame d’avoir compris les
principes fondamentaux des réactions électrochimiques et les propriétés électriques des

interfaces électrodes-solution.

Dans cette patrie nous introduirons d’abord les termes et les concepts utilisés pour

décrire les réactions aux électrodes.



I. Principe et théorie de 1I’électrochimie
I-1. Electrodes

Lors d'une reaction électrochimique, deux demi-réactions se produisent a deux
électrodes différentes. La demi-réaction d'oxydation a lieu a lI'anode tandis que la demi-
réaction de réduction se produit a la cathode. En chimie électroanalytique, une électrode
alterne souvent en étant I'anode puis la cathode. Ainsi, les termes « anode » et « cathode »
sont des appellations peu usitées. En effet, il y a une électrode ou les especes chimiques qui
nous intéressent (analytes) réagissent, qui est nommée I'électrode de travail. De plus, comme
il n'est pas possible de mesurer le potentiel électrique d'une seule électrode, une seconde
électrode est utilisée pour mesurer la tension (différence de potentiels) entre I'électrode de
travail et cette électrode. Cette seconde électrode est appelée électrode de référence.
L'électrode de référence est une demi-cellule, d'un systeme dont le potentiel doit étre connu et
constant. Le potentiel d'une électrode particuliere (demi-cellule) a été assigne arbitrairement a
une valeur de zéro volt a toutes températures. Cette électrode est I'électrode normale a
hydrogéne (ENH). Il n'est cependant pas pratique de l'utiliser comme électrode de référence et
deux autres électrodes sont couramment usitées, I'électrode au calomel saturé (ECS) et
I'électrode d'argent/chlorure d'argent (Ag/AgCl). Ces deux électrodes utilisent des solides et
des solutions ioniques (généralement saturées). L'électrode au calomel saturée est constituée
de mercure liquide dans une solution saturée de chlorure de mercure (1) (calomel) et de
chlorure de potassium et elle est connectée a la solution a analyser par un pont salin. Cette
électrode a été largement utilisée parce qu'elle est facile a préparer et disponible dans le
commerce. Toutefois, cette électrode est de moins en moins usitée en raison des problémes de
toxicité du mercure. L'électrode d'argent/chlorure d'argent se compose d'un fil d'argent
recouvert de chlorure d'argent et immergé dans une solution saturée de chlorure de potassium.
L'électrode est reliée a la solution étudiée par un pont salin. Le potentiel de cette électrode est
de +0,210 V par rapport a ENH (avec une solution 3M de KCI). L'électrode de référence
utilisée lors des expériences au cours de cette thése est une électrode Ag/AgCl. Ainsi afin
d'alléger I'écriture, les potentiels pourront étre mentionnés en volts (V) au lieu de volts versus
Ag/AgCI (V vs. Ag/AgCI).



I-2. Grandeurs caractéristiques
1.2.1. Caractéristiques courant-potentiel a une électrode solide -]

1.2.1. Principe de la production des réactions électrochimiques
Considerons une solution contenant le couple oxydoréducteur Ox/Red tel que :

Ox +ne” o> Red

En électrochimie, le potentiel refléte la force a laquelle les électrons se déplacent
entre les électrodes et il est lié a I'énergie libre de la réaction globale. Le potentiel dépend pour
une réaction spécifique, des concentrations (ou plus précisément des activités), des produits
et des réactifs et de la température selon I'équation de Nernst :
aOX

RT
E=E°+—lIn
nF  Qpeq

(1.1)

E : Le potentiel expérimental mesuré (V)

E°: Le potentiel standard de la réaction (V)

R : La constante des gaz parfaits (8,31 J mol™* K1)

T : La température (K)

n : Le nombre d'électrons transférés lors de la réaction (sans unité)
F : La constante de Faraday (96485 C mol™)

dox . L'activité de la forme oxydée de I'analyte (sans unité)

areq : L'activité de la forme réduite de I'analyte (sans unité)

Soit a 25°C, avec E en volts :

0,058 a
E=E°+——In—>

(1.2)
Ared
Si d'autres espéces (telles que les ions H) participent a la réaction, leurs activités

doivent également étre inclues dans I'équation pour le calcul du potentiel.

Si, tout en envisageant de faire varier les concentrations des substances électro-
actives, on peut admettre que la force ionique va rester pratiquement inchangée, on peut
alors appliquer la loi de Nernst en I'écrivant comme si les constituants en solution se
comportaient idéalement, permettant de faire intervenir leur concentration a la place de

leur activité. La constante qui regroupe le potentiel normal vrai et le terme comprenant les



coefficients d'activité (terme qui reste invariable dans la mesure ou la force ionique est
constante) est appelée potentiel normal apparent (ou formel) et est désignée par le symbole

E°. La relation de Nernst s'écrit alors :

0,058  C30!
lg Col (I.3)
Red

E=E°+

Avec C9l et €59 concentrations des espéces Ox et Red en solution.

Lorsqu’une électrode solide constituée d’un conducteur métallique inattaquable est
plongée dans la solution contenant le couple Ox/Red, celle-ci prend le potentiel d’équilibre
précédemment calculé que nous notons :

0,058 (3ol
E.q = E°+ Tlgﬂ

(1.4)

Ce potentiel peut étre déterminé expérimentalement en mesurant la différence de
potentiel AE entre cette électrode et une électrode de référence (Erf), C'est-a-dire une
électrode dont le potentiel est constant et indépendant du milieu dans lequel elle est plongeée:

AE= Eeq - Eref. (|5)

La production d'une réaction électrochimique nécessite la réalisation de conditions
rendant le potentiel d'électrode différent du potentiel d'équilibre, c'est-a-dire I'établissement
d'un surpotentiel (ou surtension) d'électrode n = E- Eeq# 0. Cela provoque une évolution du
systeme oxydoréducteur (plus ou moins rapide) tendant au rétablissement d'un nouvel état
d'équilibre. L'imposition de E#Eeq oblige la composition de la solution a se modifier au
contact de I'¢lectrode. On définit alors Cp, et Creq, l€S CONcentrations respectives de Ox et

Red a la surface de I'¢lectrode (a I'endroit ou a lieu la réaction électrochimique).

- si n> 0, la solution dans laquelle baigne I'électrode va tendre a prendre le potentiel E
imposé et le rapport des concentrations des especes Ox et Red au contact de I'électrode
Cox/Creq Va augmenter puisque une partie du réducteur passe a I'état oxydé par la réaction
d'oxydation Red - ne— — Ox ; cela se réalise par le transfert d'électrons dans le sens

solution —électrode, qui est alors appelée anode ;

- si 1 < 0, la solution dans laquelle baigne I'électrode va tendre a prendre le potentiel



E impose et le rapport des concentrations des espéces Ox et Red au contact de I'électrode
Cox/Creq V@ diminuer, puisque une partie de I'oxydant va se réduire selon Ox + ne— —

Red ; les électrons sont apportés par I'électrode (vers la solution), alors appelée cathode.

En résumé, lorsque 1'on porte a un potentiel E£Eeq quelconque une électrode plongeant
dans une solution contenant un couple oxydo-réducteur, elle est traversée par un courant, dont
le sens dépend de la valeur du potentiel imposé (par rapport & Erf). Ainsi, le potentiel
d’¢lectrode E, ou plus exactement le surpotentiel n apparait comme étant le facteur de

production des réactions électrochimiques.
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Figure I-1 : Sens du courant suivant la valeur de la différence de potentiel appliquée a 1’¢électrode
indicatrice
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de masse

o Ox ‘—. Red
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en solution de I'électrode de I'électrode

Figure 1-2 : Décomposition des différentes étapes de la réaction électrochimique

Si nous considérons le cas d'un systéme simple Ox + ne— < Red dont I'oxydant et
le réducteur ne différent que par n électrons et sont tous les deux solubles dans le milieu

considéré, et sachant que le transfert des électrons se fait nécessairement lorsque I'espéece Ox



ou Red est au voisinage de I'électrode, la réaction électrochimique globale se décompose alors

comme indiqué sur la figure 1-2.

Pour établir la relation entre le courant I, le potentiel E et les concentrations de Ox et
Red en solution (CHy/Creq), NOUS analysons successivement les parameétres qui régissent le

transfert électronique (de charge) et le transport de masse.

1.2.2. Charge
La charge correspond a une mesure du nombre d'électrons. La constante de Faraday
(en coulombs par mole, C. mol™?), représente la charge électrique par mole d'électrons et vaut
F = 96485 C. mol™.

1.2.3. Courant
Le courant reflete la vitesse a laquelle se déplacent les électrons, il est exprimé en am-
péres (A) ou en coulombs par seconde (C.st). Le courant est proportionnel a la vitesse
instantanée de la réaction électrochimique. Il existe de nombreux facteurs qui influent sur la
vitesse de réaction et notamment la surface électro-active (SEA) de I'électrode, la

concentration des réactifs, la température, la viscosité de la solution et le potentiel appliqué.

Le courant mesuré lors d'une mesure électrochimique peut provenir de la réaction
d'oxydoréduction (courant faradique) et/ou d'un courant de fond. Ce courant de fond peut étre
da a I'électrolyse des impuretés, a I'électrolyse du solvant, a I'électrolyse du matériau a la
surface de I'électrode et au courant capacitif. L'électrolyse du solvant et I'électrolyse de
I'électrode peuvent étre minimisées ou éliminées en travaillant uniquement a des potentiels
dans lesquels ces réactions ne se produisent pas de facon significative. Cette gamme de
potentiels est appelée la fenétre de potentiel. Le courant capacitif est quant a lui d0 a
I'interface électrode-solution qui se comporte comme un condensateur électrique en stockant

une charge. La solution utilisée a donc une importance lors d'une mesure électrochimique.

I-3. Solutions
Afin de minimiser le courant capacitif, la solution utilisée lors de la réaction

électrochimique doit étre ioniquement conductrice de sorte qu'un excés de charge ne



s'accumule pas au niveau des électrodes. L'eau pure n'est pas suffisamment conductrice et les
analytes lorsqu'ils sont ioniques sont souvent & des concentrations trop faibles pour étre
suffisamment conducteurs. La solution est donc habituellement conductrice grace a l'addition
d'ions en solution qui n'affectent pas la mesure (appelée électrolyte). La concentration de
I'électrolyte est généralement supérieure a celle de I'analyte et elle est de I'ordre de 0,1 M. Une
concentration élevée de I'électrolyte permet également de maintenir une force ionique élevée
et constante de la solution malgré de petites variations de concentration en analyte lors de la
réaction électrochimique. L'activité de I'analyte est ainsi proportionnelle a la concentration
pour que le potentiel dépende directement de la concentration. Il est important de choisir
un électrolyte qui n'interfere pas avec la mesure. Dans notre cas, nous avons fait les mesures

dans une solution de chlorure de sodium (NaCl).

I-4. Mode de transport
Pour qu'une réaction électrochimique, localisée a la surface de contact entre
I'électrolyte et I'électrode, puisse se poursuivre, il faut que la substance électro-active mise en
jeu continue a étre présente a cette surface. Cette condition implique que I'espéce Ox ou Red
(dissoute en solution) arrive a la surface de I'électrode par transport au sein de I'électrolyte. Il
nous faut connaitre donc le flux ¢ de substance (nombre de moles arrivant a I'électrode et en
partant, par unité de temps) sachant que les flux de Ox et de Red sont opposeés puisque I'un se

transforme en l'autre (ou inversement).
En général, il est nécessaire de considérer trois modes de transport de matiere :

1.4.1. Migration
Elle correspond au mouvement, d'une espece chargée sous l'influence d'un champ

électrique. La grande concentration en électrolyte rend ce mode de transport peu important.

1.4.2. Convection
Elle se référe a une agitation ou a un transport hydrodynamique. Il est difficile de
déterminer le taux de convection ou de le maintenir constant. Ainsi, la majorité des

techniques électrochimiques nécessitent une solution au repos.

1.4.3. Diffusion

Elle provient du mouvement d'une espéce dans un gradient de concentration. La

10



plupart des mesures électrochimiques sont basées sur I'nypothése d'un contréle du systeme
par diffusion. Dans certains cas, la substance a analyser est fortement attirée vers I'électrode
et elle s'adsorbe a la surface de I'électrode. Les molécules adsorbées ne montrent pas d'effet

de transport de masse. De nombreux analytes peuvent a la fois diffuser et adsorber.

I-5. Thermodynamique et cinétique

Le potentiel est lié a la fois a la concentration et a I'énergie potentielle intrinséque, des
réactifs des produits, sa mesure rend compte principalement d'un aspect thermodynamique.
En revanche, le courant mesure le taux instantané de réaction et représente donc une mesure
cinétiqgue. Comme le taux de réaction dépend de la concentration des especes, le courant peut
étre utilisé pour déterminer la concentration des especes en solution. Ceci a condition que les
autres facteurs affectent le taux de réaction soit maintenus constant. Ces facteurs sont par
exemple la température ou le mécanisme réactionnel mais ils peuvent également étre d'origine
électrochimique. En effet, toutes les réactions électrochimiques se produisent a la surface de
I'électrode donc le taux de réaction est fonction de la surface spécifique de I'électrode. En
augmentant la surface, il peut y avoir plus d'analyte qui réagit a un instant donné et le courant
augmente alors proportionnellement. En outre, la substance a analyser doit atteindre la
surface de I'électrode donc le taux de réaction (ou le courant) dépend de la vitesse a
laquelle I'analyte peut atteindre la surface de I'électrode. Une réaction qui est chimiquement
rapide et pour laquelle le mode de transport est I'étape limitante est appelée réversible. Au
contraire, lorsque I'étape limitante est une étape dans le mécanisme réactionnel (telle que le
transfert d'électrons), alors la réaction est irréversible. La réversibilité électrochimique se
réfere a la cinétique du processus et ne doit pas étre confondue avec la réversibilité
thermodynamique ou chimique qui fait référence a la capacité des produits a redevenir des

réactifs.

1.5.1. Equations cinétiques

1.5.1.1. Définition de la vitesse
La cinétique chimique a pour objet d’étudier la vitesse de formation, de proposer des
mécanismes, donc de définir des chemins réactionnels. La cinétigue commence par la
cinétique empirique, c’est a dire la détermination des relations algébriques entre la

concentration et le temps.
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1.5.1.2. Loi de vitesse ou loi cinétique
» Cinétique d'ordre 0

A — produits (un seul réactif)
Définition de la vitesse : V = -d[A]/dt
Loi de la vitesse : V = k[A]° = k indépendant de la concentration
Equation cinétique : -(d[A]/dt) =k
Loi de vitesse intégrée : [ d [A] = -/ k.dt et [A] =-kt+cte sit=0 cte =[AJo dou [A]=
[Alo-kt ; sit =ty =demi-vie [A]o/2 = [A]o— kti2
L'intégration entre O et t donne : [A]t = [A]o - kt (t = temps)
ou [A]o est la concentration de A au tempst=0
[Al: est la concentration de A au temps t.

La constante k est mesurée en [mol.I"t.s™ ou M.s™].

Une réaction d'ordre zéro est caractérisée par une dépendance linéaire de la

concentration: [A] en fonction du temps.

» Premier ordre :
A — produits (un seul réactif)
Définition de la vitesse : V = -(d[A]/dt)
Loi de la vitesse : V = K[A]

(A

a0 A[A] /[A]= - [ k.dt dou In([A]/[A]o) = -kt

Loi de vitesse intégrée : f[

[A] = [Aloexp(-kt)
La constante k est mesurée en [s].

Ainsi une réaction de premier ordre est caractérisée par une dépendance linéaire de

In[A] en fonction du temps.

» Deuxiéme ordre :
A — produits (un seul réactif)
Définition de la vitesse : V = -(d[A]/dt)
Loi de la vitesse : V = K[A]?

(A

a0 —d[A] /[AT = [y k.dt dod 1/[A]=1[A]o+kt

Loi de vitesse intégrée : f[

La constante est mesurée en [mol™.1.s ou Ms7].
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Une réaction de deuxieme ordre est caractérisee par une dépendance linéaire de 1/[A]

en fonction du temps.

1.5.2. Détermination de I'ordre d'une réaction

1.5.2.1.Méthode intégrale pour un seul réactif
Si [A] = f(t) ou In[A] = f(t) ou 1/[A] = f(t) est une droite, alors I'ordre global de la

réaction est respectivement 0, 1 ou 2.

1.5.2.2.Méthode du temps de demi réaction pour un réactif
si ty2 proportionnel a [Ao ordre = 0 et ti2 = [A]o/(2k)
si t12 est indépendant de la concentration ordre =1et ti2 =In2/k

si ty2 est inversement proportionnel & [Alo  ordre =2 et ty2 = 1/ (k.[A]o)

I-6. Cellule électrochimique
D'apres la loi d'Ohm (E = R x i), les variations de courant affectent le potentiel. Ainsi,
les techniques pour lesquelles il y a une variation de courant nécessitent une configuration a
trois électrodes. Les trois électrodes sont I'électrode de travail, I'électrode de référence et la

contre-électrode (ou électrode auxiliaire).

Le potentiel est fixé entre I'électrode de travail et I'électrode de référence. Le courant
issu de la réaction électrochimique est quant a lui mesuré entre I'électrode de travail et la

contre-électrode.

L'électrode de travail est I'électrode ou les analytes réagissent et la demi-réaction
d'intérét se produit. Le transfert d'électron d( a la réaction se déroule a la surface de

I'électrode de travail.

L'électrode de référence dont le potentiel est constant et connu, permet ainsi de

contréler le potentiel a I'électrode de travail.

La seconde demi-réaction se produit a la contre-électrode et le courant issu de la
réaction globale est mesuré entre I'électrode de travail et la contre-électrode. La réaction qui
se produit a la contre-électrode ne doit pas étre déterminante, elle ne doit pas régir le

courant global. Ainsi, la contre-électrode doit avoir une grande surface (de sorte que le
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courant ne soit pas limité par sa surface) et elle doit étre suffisamment éloignée de I'électrode
de travail pour que la réaction a la contre-électrode n'interfére pas avec la réaction se
produisant a I'électrode de travail. Habituellement, un fil de platine est utilisé en tant que

contre-électrode.

Le potentiostat permet de réguler la tension entre 1’¢électrode de travail et la contre-
¢lectrode de maniére a maintenir constante la différence de potentiel entre 1’¢lectrode de

travail et 1’électrode de référence.

I-7. Electrode a pate de carbone modifiée

1.7.1.Noir de carbone

Le carbone est un matériau non métallique existant sous les formes cristallines
(graphite, diamant) ou amorphes (charbon, noir de carbone). Les propriétés physiques du
carbone varient considérablement avec sa forme allotropique. Par exemple, le diamant, 1’un
des matériaux les plus durs, est transparent, et caractérisé par une tres forte conductivité
thermique et une trés faible conductivité électrique. A I’inverse, le graphite est opaque et est
trés bon conducteur électrique ™. Chimiquement, le carbone peut se trouver sous forme
inorganique, comme dans les calcaires [°1, mais il est surtout 1’élément de base de prés de dix
millions de composés organiques [®1. En effet, étant tétravalent, il peut se lier a d’autres
atomes via trois types de liaisons différentes selon I’hybridation des orbitales atomiques 1.
Le type de liaison entre les atomes permet d’expliquer un certain nombre de propriétés
physico-chimiques des matériaux. Ainsi la double liaison (hybridation sp?), par la
délocalisation des électrons =, est responsable de la couleur noire et surtout de la conductivité
électrique du graphéne "8l une propriété particulierement recherchée dans les matériaux
nanocomposites. Parmi les formes allotropiques amorphes du carbone, on trouve le noir de
carbone. Il s’agit d’un terme générique désignant la substance granuleuse réalisée a partir de
la combustion d’hydrocarbures (huiles aromatiques) ou leur décomposition (acétyléne) 1.
Celles-ci produisent une fumée noire contenant de trés fines particules de carbone pouvant
étre séparées des gaz de combustion pour former une poudre légeére et noire (Figure 1-10). Le
noir de carbone est I'un des produits chimiques les plus stables et est utilisé principalement
pour le renforcement du caoutchouc. C’est l'industrie du pneu qui consomme 70% des 10

millions de tonnes de noir de carbone produites par an 10,

14



La structure amorphe du noir de carbone, dépendant de la maniere dont le matériau est
synthétisé, permet la coexistence des formes sp?, sp? et sp® (Figure 1-3) mais peut également
contenir quelques impuretés [ La forme sp? la plus stable d’un point de vue
thermodynamique (& température ambiante), représente ainsi 80% des liaisons présentes dans
le noir de carbone, ce qui le rend électriquement conducteur. C’est pourquoi le noir de

carbone est largement utilisé comme charge conductrice pour polyméres nanocomposites 121,

(2)

Figure 1-3 : Aspect (a), structure chimique (b) et représentation schématique d’une particule (c) de
noir de carbone.

Le noir de carbone est composeé de particules nanométriques (10-50nm) formées d’un
ensemble de couches de graphéne (plan graphitique) désordonnées . Ceci confére aux
particules une conductivité électrique particulierement élevée en dépit de la présence de
discontinuités (dues a des atomes de carbone sp®). Les particules s’assemblant trés rapidement
en grappes pendant la synthese, certaines couches de graphéne sont étendues sur plusieurs
particules adjacentes et assurent ainsi une conductivité élevée entre les particules d'un méme
ensemble. On parle alors d’agrégats mesurant typiquement de 100 & 500 nm 3. Le noir de
carbone utilisé ici pour la préparation du cPDMS est le Vulcain® XC-72R produit par Cabot
Corporation. Il est largement utilisé pour le dopage de matériaux polyméres 1224l 1’examen
(Figure 1-4) du Vulcain® XC-72R au microscope électronique a balayage (MEB) révele une
composition en particules de taille comprise entre 20 nm et 60 nm et d’agrégats supérieurs a

100 nm 31,
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Figure I-4 : Observations MEB du noir de carbone (Vulcain XC72) mettant en évidence les
dimensions des particules de noir de carbone ainsi que la formation d’agrégats.

1-8. Capteurs éléctrochimiques

Au cours des derniéres décennies, les progres considérables des techniques mises en
jeu dans des domaines aussi variés que la médecine et la biologie clinique, I’agro-alimentaire
ou le contrble de la qualité de notre environnement (surveillance des rejets industriels ou
domestiques) ont nécessité la mise au point de méthodes analytiques de plus en plus précises
et sélectives. Les capteurs électrochimiques constituent sans doute 1’alternative la plus
séduisante pour proposer des systemes simples, fiables, rapides et sélectifs de détection.

Dans la premiére partie sur les capteurs électrochimiques, nous essayerons de donner un
apercu général sur les capteurs, plus particulierement leur définition, les parameétres qui les
caractérisent, ... Alors dans la deuxiéme partie nous présenterons les types de capteurs

électrochimiques.

1.8.1.Généralités sur les capteurs

1.8.1.1. Définition
Un capteur est un organe de prélevement d'informations (ou un dispositif électronique)
qui élabore a partir d'une grandeur physique, chimique, biologique (information entrante) une
autre grandeur physique de nature différente (la plus part du temps, électrique). Cette
grandeur (signal exploitable), representative de la grandeur prelevee, est utilisable a des fins

de mesure ou de commande 9],
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1.8.1.2.Constitution d’un capteur
Certains capteurs sont des capteurs dits « composites », c'est-a-dire composés de 2

parties ayant un role bien défini :

e Corps d'épreuve : C'est un élément qui réagit sélectivement aux variations de la
grandeur a mesurer. Il a pour réle de transformer cette grandeur en une autre
grandeur physique dite mesurable.

e Elément de transduction : C'est un élément sensible lié au corps d'épreuve. Il
traduit les réactions du corps d’épreuve en une grandeur physique exploitable (le

plus souvent électrique constituant le signal de sortie)*5!

1
1 1
1 1
1 1
1 1
randeur physi ' ] | .
Gra F’e“ physique \ Corps Elément de : Signal de
a mesurer . . I R .
7| d’épreuve transduction i i sortie
(mesurande) I !
' I
1 1
1 1
1 1
1 1
Grandeur physique Grandeur physique
intermédiaire exploitable

Figure 1-5 : Schéma de principe d’un capteur !
1.8.1.3.Qualité d’un capteur
Les qualités d’un capteur par rapport a la nature a mesurer et aux conditions de mesure
sont appréciées en déterminant leur résolution, leur fidélité, leur sensibilité et leur sélectivité.
(Figure 1-6)
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Figure 1-6 : Schéma idéal de la réponse d’un capteur
Les termes sont définis dans le paragraphe suivant [*71,

» Reésolution :
Plus petit incrément de la valeur mesurée qui puisse étre significativement mesuré par

le capteur.

» 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

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

» Sensibilite :
Ce parametre caractérise l'aptitude du capteur a détecter la plus petite variation de la
grandeur a mesurer. Il est calculé par le quotient de l'accroissement de la réponse d'un

instrument de mesure par I'accroissement correspondant du signal d'entrée.

> Selectivité :
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 influent sur la sortie du capteur.
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>

Limite de détection :

C’est la plus petite valeur de la grandeur & mesurer pouvant étre détectée, avec une

incertitude acceptable, et qui sort significativement du bruit de fond.

>

Réponse du capteur ou dynamique :

C’est la zone qui représente le domaine de réponse du capteur avant saturation.

1.8.1.4.Grandeurs d’influence

Les grandeurs d'influence sont des grandeurs étrangeres qui, selon leur nature et leur

importance, peuvent provoquer des perturbations sur le capteur. C'est donc une cause

d'erreurs agissant sur le signal de sortie. Les principales grandeurs d'influence sont :

la température qui modifie les caractéristiques électriques, mécaniques et
dimensionnelles des composants du capteur ;

La pression, l'accélération et les vibrations susceptibles de créer dans certains
éléments constitutifs du capteur des déformations et des contraintes qui altérent la
réponse ;

L'humidité a laquelle certaines propriétés électriques comme la constante
diélectrique ou la résistivité peuvent étre sensibles et qui risque de dégrader
I'isolation électrique entre composants du capteur ou entre le capteur et son
environnement ;

Les champs magnétiques variables ou statiques ; les premiers créent des f.é.m.
d'induction qui se superposent au signal utile, les seconds peuvent modifier une
propriété électrique ;

La tension d'alimentation. (8

1.8.1.5.Classification des capteurs

La classification se fait a partir :

du mesurande qu'ils traduisent (capteur de température, de pression, ...) ;

de leur réle dans un processus industriel (contréle de produits finis, de sécurité,...) ;
du signal qu'ils fournissent (capteur analogique, capteur logique, capteurs digitaux) ;
de leur principe de traduction du mesurande (capteur résistif, a effet Hall,...) ;

de leur principe de fonctionnement : Les capteurs fonctionnent selon deux principes de

base suivant I'origine du signal électrique de sortie. On distingue
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v~ Capteur actif: Dans ce cas, la sortie du capteur est équivalente a un
générateur. C’est un dipole actif qui peut étre du type courant, tension ou

charge. Les principes physiques mis en jeu sont présentés ci-dessous.

Tableau I-1 : Principes physiques d’un capteur actif

Mesurande Grandeur de sortie
Température Tension
Flux optique Courant
Force, pression, Charge
accélération
Position Tension
Vitesse Tension

v~ Capteur passif : Il s'agit d'impédance dont I'un des paramétres déterminants est
sensible & la mesurande (%1, Le capteur se comporte en sortie comme un dipdle
passif qui peut étre résistif, capacitif ou inductif. Le tableau ci-dessous résume en
fonction de la caractéristique électrique de la grandeur de sortie.

Tableau I-2 : Caractéristique électrique de la grandeur de sortie

Mesurande Grandeur de sortie Matériaux
Température Reésistivité Platine, nickel, cuivre,
semi-conducteur
Tres basse température Constante diélectrique Verre
Flux optique Résistivité Semi-conducteur
, . Résistivité Alliage nickel
Déformation peree s ” : ”
Permeabilité magnetique  Alliage ferromagnétiques
Position Résistivité Magnétorésistances
Humidite Reésistivité Chlorure de lithium

1.8.2.Exemples de capteurs électrochimiques pour la détection des bactéries

Il y a un besoin pressant de développer des méthodes rapides pour la détection et

l'identification microbiennes pour les spécimens des patients. Actuellement, il s’écoule 48 a

72 h entre la collection de spécimen et la livraison du rapport de microbiologie. Ce retard

encourage des médecins a choisir la thérapie antibiotique "empiriquement™ basée sur la nature

de l'infection et des données des antibiotiques mais sans informations directes sur le microbe
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pathogene réel causant l'infection du patient. Le développement de la technologie pour les
systemes bactériens rapides, précis, et rentables de détection révolutionnerait le diagnostic, la
prévention, et le traitement des maladies infectieuses. Pour certains scénarios cliniques, tels
que le diagnostic de l'infection d'appareil urinaire, les biodétecteurs qui détectent directement

des cibles d'acide nucléique auraient des avantages distincts.

Halford et al. ont décrit une méthode de dosage de capteur électrochimique pour la
détection et I’identification rapide de bactéries 2%, L'essai comporte une matrice de capteurs
fonctionnalisés avec de I'ADN d'oligonucléotides, sondes de capture pour des séquences
spécifiques d'espéces d'ARN ribosomique (ARNT).

Cette méthode est basée sur hybridation sandwich de capture et de détection des
sondes avec cible ARN ribosomal (ARNTr). La sonde de capture est fixée a la surface du
capteur, tandis que la sonde de détection est liee a horseradish peroxydase (HRP). Quand un
substrat tel que le 3,3 ', 5,5'-tétraméthylbenzidine (TMB) est ajouté a une électrode avec des
complexes de capture-cible-détecteur lié a sa surface, le substrat est oxydée par le HRP et
réduit par I'électrode de travail. Ce cycle redox conduit au mouvement d'électrons du substrat
de I'électrode a la HRP, produisant le flux de courant dans I'électrode.

L'abondance de I'ARNr dans les cellules bactériennes prévoit une limite de sensibilité
aussi basse que 250 bactéries par millilitre, sans la nécessité d'amplification de la cible
21 L’ ARNr bactérien contient des séquences spécifiques d'espéces uniques qui sont
accessibles a I'nybridation avec des sondes d'/ADN. En conséquence, un ensemble de capteurs
électrochimiques peut étre utilisé pour identifier des bactéries inconnues, ou chaque capteur
est fonctionnalisé avec une sonde de capture spécifique d'espéce différente.

Face au besoin pressant de développement et d'application des technologies pour la
détection rapide des microbes pathogénes bactériens dans les spécimens cliniques, Mayank
Patel et al. ont élaboré des biocapteurs électrochimiques d’ADN [22, Ces biocapteurs ont la
capacité de détection rapide, sensible, et sont d’ordre-spécifique des acides nucléiques. Ces
chercheurs ont développé une analyse électrochimique de sonde pour l'identification des
microbes pathogénes bactériens en employant les sondes spécifiques a I'espece pour I’ARNr
16S [23-21 | 'amplitude du courant de la sonde est proportionnelle a la densité des complexes

cible-sondent a la surface de celle-ci et a la concentration bactérienne dans le spécimen [2526],

21



La détection bactérienne de microbe pathogene employant les biodétecteurs
électrochimiques a été démontrée en utilisant une variété d'approches 2. Dans chaque
approche, un processus biologique d'identification est lié a un capteur d'électrode. Par
exemple, les sondes de glucose utilisent des électrodes imbibées des enzymes, telles que
I'oxydase de glucose, pour coupler l'oxydation du glucose a un écoulement de courant
mesurable %81 La simplicité et la basse alimentation électrique de tels dispositifs ont permis le
marketing de fabrication et de masse des sondes de glucose de sang en tant que dispositifs
compacts, peu colteux, tenus dans la main °. En raison de leur vitesse, sensibilité,
exactitude, et polyvalence, des sondes électrochimiques sont maintenant largement répandues
dans des départements de secours pour mesurer des gaz de sang, des concentrations en
électrolyte, et une variété d'autres caractéristiques de substrat %, Récemment, une variété
d'approches ont été avec succes démontrées pour la détection électrochimique des molécules
de cible dacide nucléique B33 Ces approches lient ADN-ADN ou les événements
d'hybridation d'ADN-ARN au rendement courant au moyen des sondes d'oligonucléotide
immobilisées sur une électrode. Les analyses de détection d'acide nucléique impliquant
I'amplification des signaux d'hybridation par des molécules de traceur d'enzymes ont le
potentiel pour la détection ultrasensitive 331, Chaque molécule d'enzymes capturée (c’est-a-
dire, événement liant) produit des milliers de produits discernables. Le signal courant est
proportionnel a la quantité de I'enzyme liée (et par conséquent a la concentration en analyte

dans I'échantillon).

L’équipe de I'université de George Washington a développé et testé avec succes une
nouvelle méthode permettant de détecter les bactéries dans les plaies B4: un capteur ou
sonde électrochimique identifie ici les molécules produites par la bactérie Pseudomonas, un
agent nosocomial courant. Ce développement, présenté dans la revue Wound Repair et
Régeénération pourraient permettre de réduire la résistance bactérienne aux medicaments,
d’accélérer la cicatrisation, d’améliorer les résultats pour les patients, bref, de permettre des

économies sur les dépenses de soins croissantes liées aux plaies chroniques.

En moins d’une minute, la nouvelle méthode permet une détection bactérienne rapide,
a comparer aux 24 heures habituelles nécessaires a I’incubation avant analyse. Elle est basée
sur une stratégie de détection électrochimique, précisément un capteur électrochimique peu
colteux et jetable, avec pyocyanine, permettant d’identifier les molecules produites par la

bacterie Pseudomonas, un agent infectieux courant de plaies chroniques. Dans cette étude,
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cette sonde a permis d’identifier la présence de la bactérie a 71% et son absence, correctement
a 57%.

Un bactériophage lytique structurellement transformée ayant un large spectre d'héte
des souches de Staphylococcus aureus et des perles pénicilline-liantes de latex conjuguées par
anticorps spécifique de protéine (PBP) ont été utilisées pour créer un biocapteur B3 concu
pour la discrimination de Staphylococcus Aureus résistant a la méthicilline B531(SARM) et
sensible a la méthicilline (SASM). Les bactériophages lytiques ont été transformés en
sphéroides bactériophages par exposition a l'interface eau-chloroforme. Des monocouches
sphéroides bactériophages ont été transférées sur des sondes par la technique de Langmuir-
Blodgett (LB) 8. Les biocapteurs créés ont été examinés par une microbalance en cristal de
quartz avec un suivi de dissipation (QCM-D) pour évaluer les interactions bactéries-

bactériophages.

Ainsi les biocapteurs congus pour détecter et identifier le SARM, ont un dispositif a
deux étapes. La premiere étape utilise la monocouche sphéroides bactériophages en tant que
sonde de détection, tandis que la seconde étape utilise la PBP. Lorsque les signaux regus des
deux étapes sont positifs, cela indique la détection spécifique de SARM.

Les sphéroides bactériophages et bactériophages peuvent étre employés pour le
criblage et la désinfection des bactéries résistantes antibiotiques. D'autres applications
peuvent inclure l'utilisation sur des biodétecteurs, la thérapie de bactériophage, et des surfaces

antimicrobiennes.

I1. Caractérisations électrochimiques

I1.1.  Voltammétrie ou voltampérométrie

Le principe général de la voltampérométrie est 1’obtention d’une réponse (le courant)
du systeme soumis a une perturbation (le potentiel) responsable de la réaction électrochimique
désirée. Cette opération est réalisée en effectuant une exploration par imposition et variation

progressive du potentiel d’¢électrode (balayage de potentiel) .

Dans ce qui suit, afin d'analyser les caractéristiques expérimentales obtenues sur nos
systémes, nous rappellerons simplement les expressions donnant les courants en régime de

diffusion pure dans les trois cas qu'il est possible de rencontrer suivant les conditions
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opératoires que nous adopterons : systéme rapide, lent et quasi-rapide.

- Systéme rapide
Dans le cas d'un systéeme rapide Ox/Red, la loi simplifiée de Nernst suffit a expliquer
les différents phénomenes. Le profil de concentration est donné par I'équation et, aprés

intégration, la densité de courant suit la loi suivante :

1
L4
j = —nFC82 Do)z (5= ) x(ot) (I1-1)

Ou y(o.t) est une fonction de E, calculée numériquement pour certaines valeurs de (E-Ei») et
o :gv avec Ei le potentiel de demi-vague telle que représentait sur la figure 11-7. La

densité de courant j sera exprimée en A/cm? si D est exprimé en cm?/s, v en V/s et la

concentration ¢ en mol/cm?, & 25°C.

Ainsi, lors du balayage du potentiel pour le tracé du voltampérogramme, on observe
d'abord une croissance du courant lorsque la réaction électrochimique commence a se
produire (ceci correspond a l'accélération du processus par accroissement du surpotentiel),
puis une décroissance lorsque le ralentissement di au phénomene de diffusion devient

prépondérant.

o

Figure 1-7 : Courbe courant-potentiel théorique pour une réaction rapide Ox + ne- <«—»Red en
régime de diffusion pure “,

- Systeme lent
Dans le cas d'un systeme lent, au lieu de la relation de Nernst, pour prendre en compte
les vitesses réactionnelles a la surface des électrodes, on utilise la relation de Butler-Vohner et
si le systeme est vraiment lent, on peut prendre I'approximation de Tafel. Apres intégration

nous obtenons I'équation suivante (42431 :
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anF

1
1 1
. = F
j = —nFC32 Doy ): (v 1 ot) (11.2)
- Systeme quasi-rapide

Dans le cas d'un systeme quasi-rapide, il est nécessaire de prendre en compte la
relation inverse et donc de prendre en compte la relation de Butler-Volmer compléte. Les
développements théoriques ont été développés par plusieurs auteurs 1344, Rappelons que le

courant est donné par la relation :

1

1 nF \2
j = —nFCtDZ, (o) w(E) (1L.3)
RT
Ou v est une fonction tabulée pour différentes valeurs de (E - E1).

A partir de ces expressions, on constate que, suivant la vitesse de balayage que I'on
adopte pour appliquer les potentiels, on se trouve dans un systeme ou dans un autre. Il sera
donc important dans le tracé des voltampérogrammes expérimentaux de bien appréhender ce

paramétre de vitesse.

11.2.  Voltammétrie a balayage linéaire

La voltammétrie ou voltampérométrie est un ensemble de techniques pour lesquelles
le potentiel est contrélé et le courant est mesuré. Lors d'une voltammétrie a balayage
linéaire, le courant est mesuré pendant que le potentiel appliqué est varié a vitesse constante.
La vitesse a laquelle le potentiel change est appelée vitesse de balayage (v).La courbe de la
variation du courant en fonction du potentiel est appelée voltammogramme. Les
voltammogrammes sont tracés avec des valeurs positives de potentiel sur la droite de I'axe des
abscisses. Les courants sont quant a eux représentés graphiquement sur I'axe des ordonnées
avec des valeurs positives pour les courants dus a I'oxydation et des valeurs négatives pour
les courants dus a la réduction. Le balayage est initialisé a un potentiel auquel il n'y a aucune
réaction (potentiel de circuit ouvert). Ce potentiel de circuit ouvert peut étre mesuré grace

au potentiostat utilisé lors de nos mesures.

La voltammétrie a balayage linéaire est utilisée pour mesurer le courant de pic ip (le
courant maximum), le potentiel de pic Ep correspondant au potentiel du courant de pic et le

potentiel de demi-pic E1 qui est le potentiel auquel le courant est égal a la moitié du courant
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de pic. Le potentiel de pic est caractéristique de la réaction d'oxydoréduction et du systeme
étudié. La valeur du courant de pic dépend de plusieurs facteurs, y compris la concentration
de l'analyte, la cinétique de transfert d'électrons et le transport de masse de l'analyte. Dans
un systéeme ou la diffusion est le seul mode de transport de masse (diffusion contrélée) et la
cinétique de transfert d'électrons est rapide (réaction réversible), I'équation de Randles-Sevcik
permet de calculer le courant de pic :

1/2

anD)

ip = 0,4463 X nFAC*( RT

(1L 4)

ou: ip : le courant de pic (A)
n : le nombre d'électrons transférés lors de la réaction (sans unité)
F : la constante de Faraday (9,65. 10*C mol™)
A :la surface de I'électrode (cm?)
C* : la concentration de I'analyte dans la solution (mol cm™3)
v : la vitesse de balayage (V s™)
D : le coefficient de diffusion (cm? s?)
R : la constante des gaz parfaits (8.31 J.mol1.K1)
T : la température (K)

Et si la solution est a température ambiante (25 °C) alors la relation peut s'écrire :

ip = 2,69 x 10° x n%/2 ADY2y1/2C* (I11.5)

Notons que le courant est dépendant de la concentration de I'analyte au sein de la
solution et non de la concentration a la surface de I'électrode ce qui permet de pouvoir

utiliser le courant de pic pour des mesures quantitatives de I'analyte en solution.

11.2.1.. Cyclovoltammeétrie
La Voltammétrie cyclique est la technique la plus utilisée pour acquérir des
informations qualitatives sur les réactions électrochimiques. Cela revient a sa capacité
de fournir rapidement des informations considérables sur les processus redox, la
cinétique de réactions de transfert d'électrons hétérogenes, la réversibilité du systeme
électrochimique étudié et sur les réactions chimiques couplées ou encore des procédés

d'adsorption. La voltammeétrie cyclique est souvent la premiere expérience réalisée dans
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I’étude électroanalytique. En particulier, elle offre une localisation rapide des potentiels
redox des espéces électroactives, et I’évaluation convenable de 1'effet des milieux sur le

processus d'oxydo-réduction. [*°]

Son principe est basé sur la mesure du courant d'électrolyse traversant I'électrode
de travail a laquelle est appliqué un balayage de potentiel, de forme triangulaire (Figure
8), dont la valeur varie linéairement au cours du temps entre une borne inférieure et une

borne supérieure (équation 11.6).
E=Eixrnt (11.6)

Ei est le potentiel initial (V), le plus souvent égal au potentiel a courant nul, r est la
vitesse de balayage des potentiels (V.s!), maintenue constante au cours du tracé d'une

courbe, et t le temps d'électrolyse (s).

L'allure des courbes intensité-potentiel obtenues permet de distinguer les différents

systémes redox selon qu'ils sont réversibles, quasi-réversibles ou irréversibles. [45-47]

E(V/Ref) A

E (bome sap)

E (et

E tomeinf)

b
Cycle 1 Cycle 2

-~

t

Figure 1-8 : Rampe de potentiel en voltammétrie cyclique

e Systeme réversible
Considérons une solution électrolytique contenant une espece reduite, pouvant étre
oxydée a l'électrode lors d'une réaction electrochimique échangeant n électrons. Un
systeme est dit réversible (ou Nernstien) lorsque l'espece oxydée formée peut subir

consécutivement la réaction inverse de réduction.

Ox + e —» Red

Red «— Ox + e
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Ce cas est possible lorsque la cinétique de transfert de charge est tres rapide. Le
rapport des concentrations des formes oxydée et réduite vérifie alors la loi de Nernst
(équation 11.7). L'allure du voltammogramme cyclique obtenu est présentée sur la Figure
9.

E=E°+%ln% (11.7)
avec

E° le potentiel standard du couple redox considéré (V) F est la constante de Faraday
(96485 C.mol™),

R la constante des gaz parfaits (8,314 J.mol".K™),

T la température (K),

n le nombre d'électrons échanges,

C*ox 6t C*req la concentration de I'espéce oxydée et réduite en solution (mol.cm™).

Les activités chimiques sont assimilées aux concentrations en especes oxydées et

réduites : aox = C*ox et areq= C*red

1w A

Figure 1-9 : Voltammogramme cyclique d'un systéme réversible, Ep,a et Ep,c sont les potentiels de pics
anodique et cathodique respectivement et Ey, le potentiel de demi-vague 181,

Dans le cas d’une espéce en solution, la valeur du courant de pic ip (A) est donnée par

la relation (équation 11.8).

1
3 1 1

1
ip= 0,463 ()" S n2DaC"r2 (I..8)
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soit a 25°C (équation 11.9) :

3 1 1
ip = (2,69.105)SnzDzC"rz (11.9)
ou S la surface de 1’électrode (cm?), D le coefficient de diffusion de I’espéce (cm?.s?) et C* la

concentration de 1’espéce en solution (mol.cm™).

L'équation 11.9 est connue sous le nom d'équation de Randles-Sevcik 1950, Elle
permet notamment de déterminer le coefficient de diffusion D de I'espéce électroactive en

faisant varier la vitesse de balayage pour une méme concentration en espéce redox.

Dans le cas ou I'espece est adsorbée a la surface de I'électrode, I'intensité du courant de

pic est donnée par la relation (équation 11.10) :

. _nZPZ
'Y = URT

Avec S* la concentration surfacique de I’espéce (mol.cm™)

rs* (1. 10)

L’examen de la variation de ip en fonction de la vitesse de balayage des potentiel r
permet alors de préciser si la vitesse de la réaction est limitée par la diffusion de I’espece en

solution (i, proportionnel a r**2) ou par la quantité d’espéce adsorbée (ip proportionnel a ).

Le potentiel de pic observé pour une réaction électrochimique est indépendant de la
vitesse de balayage, que l'espéce soit en solution (équation 11.11) ou adsorbée a I'électrode
(équation 11.12):

RT
Ep = Eyp + 1,109 (11.12)

RT

b,
E, = E°+(Z)In (b—) (11.12)
avec bj = B;Sjs(mol.cm), Bjétant le paramétre d'équilibre dans un isotherme d'adsorption

pour l'espéce j (sans unité) et S;s la concentration surfacique a saturation (mol.cm).

e Systeme irréversible
Un systeme est dit irréversible lorsque le produit formé a I'electrode lors du balayage
des potentiels ne peut étre consommé via la réaction électrochimique inverse. Un exemple
d'une réaction d'oxydation irréversible est représenté par le voltammogramme cyclique de la
Figure 1-10.
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Figure 1-10 : Voltammogramme cyclique d'une réaction d'oxydation irréversible 81,

Le transfert électronique hétérogene est lent et le rapport des concentrations des formes
oxydée et réduite ne respecte plus la loi de Nernst. Dans le cas d'une espece en solution,

I'intensité de pic s'écrit (équation 11.13)
. nF\z 3.1 1
ip= 0,4958F (ﬁ) nzSD2C*r2 (11.13)

soit, a 25°C (équation 11.14) :
3 1 1
ip = (2,99.10%)a'/?nzS D2C*rz (11.14)

aveca le coefficient de transfert anodique.

Le potentiel de pic observé (Epa) est fonction de la vitesse de balayage des potentiels,

selon la relation de Nicholson et Shain (équation 11.15) :

1 1
g =0 — 2 078 41| 22 ) 41 (“"Frf IL15
P anfF | Mk | TR (I1.15)

Avec k la constante de vitesse hétérogene standard (cm.s™)

L’adsorption de I’espece électro-active a la surface de 1’électrode induit une autre

expression de I’intensité du courant de pic (équation I1.16) :

anF?rS*

= — " (1116
i = 5=1grr (L 16)

Le potentiel de pic observé varie dans ce cas avec la vitesse de balayage des potentiels
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selon la relation (11.17) :

RT (RT k") 11.17)

Epr=E° +——In|———
P anF n anF r

e Systeme quasi-reversible
En 1955 Matsuda et Ayabe ont introduit le terme de systéme « quasi-réversible » B,
Leurs recherches ont montré que malgré un coefficient de transfert électronique faible, la
réaction inverse doit étre considérée. L'allure du voltammogramme cyclique résultant est

présentée sur la Figure 1.11.

Les équations relatives a ce systéeme sont beaucoup plus complexes que celles
associées aux deux précédents systemes. La forme du pic dépend de la vitesse de transfert
¢lectronique et d'un paramétre adimensionnel A (équation 1. 18).

kO
A= (11.18)
(pS® - b2, %r)

N =

ox

avec Dox et Dred les coefficients de diffusion respectivement de 1’oxydant et du réducteur

>
| e >
E(V)Ref

(cm?.sY).

r 3
1)

Figure 1.11 : Voltammogramme cyclique d’un systéme quasi-réversible, Epa» et Ep 2 sont les
potentiels de demi-vague respectivement anodique et cathodique ¥,

Dans le cas ou A est supérieur a 15, le systéme électrochimique s'apparente a un

systéme rapide et les équations correspondantes (équations 11.7 a 11.11) sont applicables.

Lorsque A est inférieur 1029, |e transfert électronique hétérogéne constitue I'étape
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limitant la vitesse de la réaction ; le systeme est alors assimilable a un systéme irréversible
(équations 11.12 a 11.16). Enfin, le systeme quasi-réversible correspond a des valeurs de A
intermédiaires, pour lequel le transfert de charge et le transport en solution ont des cinétiques

de méme ordre.

11.2.2. Voltammeétrie a vague carrée

La voltammeétrie a vague carrée (ou SWV pour l'anglais square wave voltammetry)
utilise des impulsions rectangulaires de potentiel d'amplitude constante et de durée égale a la
moitié de la période de la « vague ». La hauteur de I'impulsion de la vague ou amplitude est
notée A. La hauteur du pas de potentiel qui correspond a la différence de hauteur entre deux
impulsions consécutives s'écrit 3E. Le courant est mesuré a la fin de I'impulsion (Ii) et avant
I'impulsion suivante (I2). Sur la figure 12, nous pouvons voir comment varie le potentiel en
fonction du temps lors d'une voltammeétrie a vague carrée. De maniere générale, la différence

Al = 1y <17 est tracée en fonction de E + A/2, oul E est le potentiel du début de la vague 52 531,

Un exemple est représenté sur la figure 1-13.

30 T T T T T
25 il =
“—p»
20f 3 -
> £
E 45t - =
3 -
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2 o
& sf I |
g2
T e |
‘5 A L 1 L A L A L A A A
0 50 100 150 200 250 300 0.0 0.1 0.2 0.3 04 0.5 0.6 0.7
Temps /ms Potential /1 V
Figure 1-12 : Variation du potentiel au cours du Figure 1-13 : Réponse en courant en fonction du
temps lors d'une voltammétrie a vague carrée potentiel lors d'une voltammétrie a vague carrée

Il est possible de faire varier plusieurs parametres pour une mesure de
voltammetrie a vague carrée. Tout d'abord, il faut fixer les potentiels de bornes comme
pour la cyclovoltammeétrie. Ensuite, il faut optimiser les parameétres de vague, I'amplitude
A, le pas de potentiel AE et la fréquence de la vague f. L'exemple de réponse en courant

de la figure 13 a été réalisé avec une électrode de papier carbone recouvert de nanotubes de
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carbone et d'un dép6t d'or par ablation laser (dép6t de 10000 tirs sous vide). Les paramétres
d'échantillonnage lors de la voltammeétrie a vague carrée sont une amplitude de 20 mV, un

pas de potentiel de 1 mV et une fréquence de 20 Hz.

Pour la voltammeétrie a vague carrée, c'est la différence entre I, et 1> qui est tracée
en fonction du potentiel afin de s'affranchir du courant capacitif di a la double couche
électrode-solution. De plus, la voltammétrie a vague carrée est une technique
électrochimique qui peut étre utilisée dans le cas ou des especes chimiques possédent des
potentiels d'oxydation proches. Les pics d'oxydation peuvent étre séparés et il est alors
possible de mesurer les concentrations de chaque espéce. Cette méthode posséde donc
I'avantage de séparer les pics d'oxydation et d'étre relativement rapide par rapport a la
cyclo-voltammétrie classique mais il peut étre assez long et difficile d'optimiser les

paramétres de mesure pour obtenir un bon signal.

Conclusion

Cette étude bibliographique a permis de comprendre les principes de fonctionnement a
la surface des électrodes.

La maitrise de ces différentes méthodes développées dans cette partie est un préalable
pour la compréhension des phénomenes chimiques et électrochimiques que nous observerons
a I’interface électrode/solution.

Dans les chapitres suivants, nous aborderons les méthodes et techniques utilisées dans

ce travail en vue de 1I’étude des capteurs électrochimiques ¢laborés.
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CHAPITRE II : Suivi Par Des Capteurs
Electrochimiques De La Biodegradation Du Para-
Aminophenol Par Un Champignon Filamenteux,

Scedosporium Dehoogii
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Introduction

Cette partie relate les travaux menés aux laboratoires GEPEA/GEIHP de I’Université
d’Angers en France et dédiés a 1’analyse des micropolluants organiques par des capteurs
¢électrochimiques. Et réalisés en février 2015 dans le cadre d’un court séjour de recherche. Elle
compléte des travaux menés au laboratoire organique et électrochimique de 1I’Université de Beni-

Mellal au Maroc.

Dans le cadre de ce travail, nous avons élaboré des capteurs électrochimiques (Electrode en
Carbone Vitreux (ECV), et Electrode a Pate de Carbone (EPC)) afin d’évaluer les paramétres
cinétiques de la biodégradation du para-aminophénol (PAP) par un micro-organisme Scedosporium
dehoogii (SDH) ayant un réle épuratoire mettant en jeu des mécanismes biochimiques permettant

d’aller jusqu’a la minéralisation totale ou partielle du PAP.

v Le premier chapitre de cette partie est consacré a une étude bibliographique.

v Le deuxiéme chapitre présente les matériels et méthodes électrochimiques et biologiques utilisé
dans le chapitre trois.

v Et le dernier chapitre étudie dans un premier temps la rapidité du transfert d’électrons dans le
processus d’oxydation électrochimique du PAP par VC, avec ECV et EPC. Puis dans un second
temps, nous avons suivi électrochimiquement la biodégradation du PAP par le micro-organisme
SDH, avec I’électrode ECV en utilisant la technique de la VVoltammétrie a Onde Carrée (VOC).
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I. Etude bibliographique

I.1.Les Micropolluants

Un micropolluant est une substance polluante qui est susceptible d’avoir un effet
néfaste sur I’environnement, méme a des concentrations infimes, de 1’ordre du pg/l ou du

mg/I. Il existe 3 catégories de micropolluants ™

v" Organiques : composés principalement de carbone et d’hydrogéne, ils proviennent
généralement de syntheéses industrielles (ex.: pesticides, cosmétiques, médicaments).

v" Inorganiques : composés a base de métaux ou de métalloides, ils proviennent du trafic
routier et de la construction (ex. : Cadmium, Chrome, Cuivre).

v Organo-métalliques : composés combinant un métal et un composé organique, ¢’est un

intermédiaire entre les deux catégories précédentes (ex. : organo-étains).

1.1.1. Les micropolluants organiques

Les micropolluants organiques sont des substances synthétiques qui se trouvent dans
pratiquement tous les produits utilisés au quotidien. Ils sont susceptibles, parfois, a des
concentrations tres faibles, d’avoir déja des effets néfastes sur I’étre humain et
I’environnement. Leur présence dans les milieux naturels n’est pas nouvelle, mais a été mise
en évidence par le développement récent de méthodes analytiques, qui en ont grandement
facilité la détection ces dernieres années. Les micropolluants que I’on trouve dans les eaux
proviennent, d’une part, de la mobilisation de produits phytosanitaires utilisés en agriculture
intensive, d’autre part des rejets des stations d’épuration (STEP) qui contiennent des résidus
médicamenteux. Parmi les micropolluants qu’on retrouve dans les STEP, les résidus

médicamenteux sont trés peu déegradés ou partiellement dégradés.

a. Paracétamol PCT
Le Paracétamol ou acétaminophéne est un analgésique trés largement utilisé. Il s'agit
d’une drogue relativement stire si la toxicité a été observée avec des doses tres élevées. Pur, le
paracétamol est un solide cristallin blanc qui fond a 169°C. Il est peu soluble dans I'eau froide
a l'eau chaude, mais cette solubilité est d'environ 5g/100ml. Il est tres soluble dans I'éthanol
(14g/100ml).
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L’acétaminophéne, est un composé ayant des propriétés analgésiques, qui est
réguliérement utilisé pour soulager les maux de téte, maux de dos, l'arthrite et la douleur
postopératoire. Le composé est efficace pour réduire la fievre associee a des infections
bactériennes et virales 1. Par conséquent, il est indispensable de développer un systéme fiable

et technique sensible pour la détermination de I'acétaminophéne dans une variété de matrices.

ct
/C\ ,H
0~ 'N

OH

Figure 11-1 : Le Paracétamol PCT

Ces proprietés physico-chimiques sont consignées dans le tableau 1.

Tableau I1-1 : propriétés physico-chimique du PCT

Formule brute CsHsNO>
Masse molaire 151,2 g/ mol
Point de fusion 168-172°C
Solubilité 14 g/L a 20°C
pKa 9,5
log Kow 0,49
Koc < 200 g/cm?®
Longueur d’onde (}) 240 nm

a. Synthese de la molécule de Paracétamol

Le paracétamol est une amide aromatique acylé qui était utilisé pour la premiére fois
dans la médecine par Joseph Von Mering en 1893, il a été utilisé comme analgesique comme
médicaments pour plus de 50 ans, et est accepté comme un médicament efficace pour

soulager la douleur et de la fiévre chez les adultes et les enfants 1,

En outre, le para-aminophénol, produit de degradation hydrolytique de paracétamol, et
peut étre présent dans des préparations pharmaceutiques comme intermédiaire de synthése ou
comme un produit de dégradation du paracétamol qui peut causer de graves effets de

néphrotoxicité et tétrageniques (41,

40



La préparation de l'acétaminophene (paracétamol) comprend le traitement d'une amine
avec un anhydride d'acide pour former un amide. Dans ce cas, le para-aminophénol, I'amine

est traitée avec I’anhydride acétique pour former 1’acétaminophéne.

Au laboratoire, le paracétamol est facilement préparé par le phénol nitré avec le nitrate
de sodium, en séparant le para-nitrophénol désiré du dérivé ortho-et en réduisant le groupe
nitro avec le borohydride de sodium. La résultante para-aminophenol est alors acétylée avec
I'anhydride acétique. Dans cette réaction, le phénol est activé fortement, ainsi la réaction exige
des conditions seulement légeres (cf. la nitration de benzéne). Le processus industriel est

analogue, mais I’hydrogénation est utilisée au lieu de la réduction du borohydride de sodium.

L'acétaminophéne solide brut contient des impuretés sombres effectuées le long de la
para- aminophénol de départ. Ces impuretés, qui sont des colorants de structure inconnue,
sont formées a partir de I'oxydation du phénol de départ. Alors que la quantité de I'impureté
des colorants est petite, elle est suffisamment intense pour donner de la couleur a
I'acétaminophéne brut. La plupart des impuretés de couleur est détruit en chauffant le produit
brut avec du dithionite de sodium (Hydrosulfite de sodium Na>S>04). Le dithionite réduit les
doubles liaisons dans le colorant pour produire des substances incolores. L’acétaminophéne

est alors recueilli a ’aide d’un entonnoir.

Il est en outre purifié par une technique de cristallisation en utilisant un micro-Tube de

Craig.

L'anhydride acétique peut causer une irritation des tissus, en particulier dans la partie
nasale. Eviter de respirer les vapeurs et éviter tout contact avec la peau et les yeux. Le para-

aminophénol est un irritant pour la peau et est toxique.

Les solutions aqueuses obtenues a partir des opérations de filtration peuvent étre

diluées avec de I’ecau. L’équation de synthése est illustrée ci-dessous :
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Schéma 11-1 : Equation de la synthése organique du PCT

b. Effets du Paracétamol sur les étres vivants
L'acétaminophéne (paracétamol) est un analgésique contre la fievre, médicament
similaire en vigueur a I'aspirine. Il s'agit d'un ingrédient actif dans de nombreux médicaments

en vente libre, y compris le Tylenol et le Midol. Introduit dans les années 1900.

Le paracétamol est une substance extrémement toxique pour les chats qui ne doivent
en absorber dans aucun cas. La toxicité apparait pour des doses journaliéres aussi faibles que
10 mg/kg 1. Les symptdmes initiaux sont le vomissement, la salivation et la décoloration de
la langue et des gencives. Au bout de deux jours, les dommages corporels sont évidents et
apparait une jaunisse. Contrairement a ce qui se passe chez I'nomme, ce ne sont pas les
dommages hépatiques qui causent la mort mais c'est la production de méthémoglobine et le
corps de Heinz dans les globules rouges qui empéche le transport de I'oxygéne dans le sang,
provoquant une mort par asphyxie. Des traitements efficaces sont possibles pour les faibles

doses mais ils doivent étre administrés tres rapidement.

Pour les chiens, le paracétamol est un antalgique utile avec un bon résultat en matiére

d'efficacité, qui cause moins d'ulcéres gastriques que les anti-inflammatoires non stéroidiens.

Mais il ne doit étre administré que sur les conseils d'un vétérinaire. En effet, le
surdosage, potentiellement mortel, est rapidement atteint méme avec des faibles doses.
L'hépato-toxicité peut survenir a partir de100 mg/kg et une méthémoglobinémie a partir de
200 mg/kg [,

Le paracétamol est Iétal pour certains serpents et son utilisation dans le but de
contréler la prolifération du serpent brun arboricole (Boigairregularis) dans I'lle de Guam a

I'aide de fausses souris imprégnées a été validée lors d'une étude 1,
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c. Effets néfastes du Paracétamol sur I’environnement

La source principale de médicaments dans 1’environnement est le résultat de 1’utilisation par le
patient et du traitement des rejets domestiques et hospitaliers dans les stations d’épuration. L’eau de
surface est sans doute le milieu environnemental le plus concerné et aussi le plus étudie, avec des
niveaux de concentration qui peuvent aller du mg/l jusqu’a quelques pg/l, mais la présence de
médicaments a également été déterminée dans les eaux souterraines, ainsi que dans des eaux de

boisson (81,

Les sols peuvent étre contaminés par les déjections des animaux traités par des médicaments
vétérinaires directement dans les prairies mais aussi par 1’épandage sur les champs des boues des
stations d’épuration ou des fumiers et purins produits dans les étables. Les résidus médicamenteux

pourraient ainsi entrer dans la chaine alimentaire.

Malgré les faibles concentrations observeées, le rejet en continu de médicaments dans le milieu
aquatique et le caractere diffus de cette émission conférent a ces molécules un caractere de pseudo-
persistant. Les préoccupations majeures concernent donc actuellement les éventuels impacts sur les

écosystemes et sur la santé humaine. Le débat sur ce sujet reste par contre encore assez controversé.

Les produits pharmaceutiques sont présents dans I’environnement en mélange avec d’autres
contaminants chimiques. L’état des connaissances actuelles ne nous permet pas encore d’estimer le

risque cumulé du « cocktail » de contaminants chimiques.

D'aprés une étude !, le paracétamol pourrait se transformer en produit toxique, lorsque les
usines de traitement des eaux usées utilisent le procédé de javellisation. Le paracétamol se
transformerait, sous ’action de I’ion hypochlorite CIO, en N-acétyl-p-benzoquinone imine et en 1,4-
benzoquinone. La premiére molécule est toxique pour le foie tandis que la seconde est suspectée d’étre
génotoxique et mutagéne. Des études supplémentaires doivent étre effectuées pour savoir quelle est la
concentration de ces substances a la sortie des eaux usées et pour connaitre la persistance de ces

produits dans I’environnement.

d. Le para-aminophénol (PAP)
L’hydrolyse directe du PCT forme le para-aminophénol qui est le principal métabolite et dont
I’oxydation conduit aux quinones (laboratoire Rhone-Poulenc Rorer Gmbh cologne, 1997) suivant le

schéma 3.
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Schéma 11-2 : Equation de I’hydrolyse du PCT et ’oxydation du PAP

Le para-aminophénol est identifié comme un CMR (cancérogene, mutagéne et repro-toxique),
il est nocif par inhalation, par ingestion, par contact avec la peau et les yeux et trés toxique pour les

organismes aquatiques.

b. Les micropolluants inorganiques

a. Origine et toxicité des métaux lourds

Les métaux lourds présentent un risque de toxicité via leur accumulation dans le sol, dans les
eaux, et par la suite, dans la chaine alimentaire. Ils peuvent pénétrer dans 1’organisme par ingestion
mais également par inhalation. C’est pourquoi leurs émissions atmosphériques font notamment 1’objet
d’un suivi. Ce sont des éléments métalliques de masse volumique élevée (supérieure a 5 g /cmd) 10
(Cuivre, plomb, mercure, cadmium, etc.) présents naturellement mais en quantités tres faible dans les
sols, I’eau et 1’air. Par extension, d’autres éléments toxiques sont rattachés a cette catégorie comme le

zinc ou ’arsenic.

Les ETM (éléments-traces métalliques) sous forme d’émissions atmosphériques sont souvent
liés aux particules ou poussieres (majoritairement associés aux particules fines), a I’exception du
mercure, qui est principalement gazeux M. Les neuf métaux lourds qui font 1’objet d’un inventaire
officiel en wallonie sont ’arsenic (As), le cadmuim (Cd), le chrome (Cr), le cuivre (Cu), le mercure
(Hg), le nickel (Ni), le plomb (Pb), le sélénium (Se) et le zinc (Zn). Ceux-ci sont présents dans l'eau,
I'air et le sol. Comme tous les minerais, ils sont présents dans les roches. Ces réserves naturelles ne
constituent pas en elles-mémes de danger & proprement parler. L'exploitation des gisements, I'érosion,
les prélevements d'eau ou les éruptions volcaniques, vont répandre des traces de ces éléments dans
I'environnement. lls peuvent alors devenir toxiques s'ils se retrouvent en quantités suffisantes dans les

organismes vivants.
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b. Les rejets des métaux lourds dans I’eau

Les éléments traces, présents sous une forme particuliere dans les sols, apparaissent sous
I’effet de 1’érosion. Le ruissellement sur les surfaces imperméables ainsi que les sources anthropiques
s’ajoutent a ces sources naturelles liées a 1’érosion. Outres que les phénomenes naturels, l'activité
humaine, méme si elle ne crée pas de métaux lourds, participe a leur diffusion dans I'environnement.
De fait de leurs propriétés physicochimiques intéressantes (thermiques, électriques, mécanigues,
catalytiques, etc...) les métaux lourds sont trés largement utilisés. L’ industrie métallurgique et minicre
est la principale source d'émission humaine, le plomb étant présent dans les déchets d'exploitation. On
peut citer également la présence de plomb dans les batteries automobiles. Les rejets atmosphériques

sont responsables de la quasi-totalité des métaux, mercure, cadmium, arsenic, chrome, plomb.

c. Effet sur la santé humaine

Le plomb peut se retrouver dans I'eau et les sols lors de la corrosion des tuyauteries en plomb
des systemes de transport d'eau et lors de lI'usure des peintures au plomb. Ainsi les soudures au plomb
utilisées dans la fabrication des boftes de conserve peuvent également contaminer les aliments 2, Le
plomb ne peut étre détruit, il peut seulement changer de forme. C’est un élément toxique par
inhalation et ingestion: saturnisme, toxique pour les organismes vivants (plantes etc.), perturbe la
photosynthése et d'autres mécanismes du métabolisme. Il a des effets toxiques sur le systéme nerveux
central et périphérique. Les enfants exposés de maniére prolongée a de faibles doses de plomb peuvent
développer le saturnisme (maladie caractérisée par divers troubles : croissance, développement du
systéme nerveux central, développement intellectuel et comportement). Chez les adultes, a fortes
doses, celui-ci peut induire des troubles de la reproduction, des insuffisances rénales, et des

encéphalopathies.

Le cadmium est connu depuis les années du 2éme siécle. Tres toxique sous toutes ses formes
(métal, vapeur, sels, composés organiques) [**1, le cadmium est I'un des rares éléments n'ayant aucune
fonction connue dans le corps humain ou chez I'animal. 1l faut éviter son contact avec des aliments.

Chez I'homme, il provoque notamment des probléemes rénaux et I'augmentation de la tension.

Une exposition de courte durée a des fortes concentrations de poussieres ou de fumees, de
composés de cadmium est irritante pour les cellules des systemes respiratoires et gastro-intestinaux
(141 Une exposition de courte durée a des concentrations de cadmium supérieures aux concentrations
maximales recommandées peut causer des nausées, des vomissements, de la diarrhée, des crampes
musculaires, de la salivation, des troubles sensoriels, des Iésions hépatiques, des convulsions, un état
de choc et de I'insuffisance rénale. Lors d'une exposition prolongée a des concentrations supérieures
aux limites recommandées, le cadmium peut entrainer de I’emphyséme, des dommages aux reins et au

foie et le ramollissement des os.

45



1.2. Scedosporium dehoogii (SDH)
C’est un champignon filamenteux trés fréquent dans I’environnement. et non pathogene. Sous
sa forme Scedosporium apiospermum il est toxique pour des patients atteints de la mucoviscidose. La
mucoviscidose est une maladie héréditaire trés répandue. Elle provoque des sécrétions anormalement

visqueuses et adhésives qui touchent principalement I'appareil respiratoire et le tube digestif °I,

Dans ce travail, le champignon non pathogene a été testé pour la dégradation du PAP sur
gélose et en milieu liquide. Le suivi de la biodégradation du PAP est effectué par une analyse
électrochimique quotidienne, des échantillons composés du milieu de culture de SDH, le PAP (avec

une concentration bien déterminer le ler jour d’analyse), et le champignon SDH.

1.3. Les techniques de dépollution
Au cours des derniéres décennies, les progrés considérables des techniques mises en jeu dans
des domaines aussi variés que la médecine et la biologie clinique, 1’agro-alimentaire ou le contrdle de
la qualité de notre environnement (surveillance des rejets industriels ou domestiques) ont nécessité la
mise au point de méthodes analytiques de plus en plus précises et sélectives. Les biocapteurs
constituent sans doute ’alternative la plus séduisante pour proposer des systémes simples, fiables,

rapides et sélectifs de détection.

1. Matériels et méthodes
I11.1. Electrodes de travail

11.1.1. L’électrode a pate de carbone EPC et I’électrode de carbone vitreux

Pour cette étude on a commencé le travail avec deux électrodes différentes, I’EPC et
I’ECV. Par comparaison de leur comportement électrochimique vis-a-vis du PAP, une seule

électrode va étre sélectionnée pour compléter le travail dans le milieu biologique.

Tableau I1-2 : Propriétés des ECV [8let EPC. [17]

Electrode ECV EPC
ebonne conductivité esimples a réaliser
électrique eadaptés pour la préparation d'une électrode
Propriétés elarge fenétre de potentiel ~ modifiée avec des additifs
esurface renouvelable et ecapteurs tres sélectifs a la fois pour
reproductible I'électrochimie organique et inorganique
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a. L’électrode & Carbone Vitreux (ECV)

L’Electrode de Carbone Vitreux est une électrode commercialisée a base de carbone

vitreux qui est un matériau plus dur que le platine ou ’or.

Figure I1-1 : L’électrode de Carbone Vitreux

L’ECV passe par un protocole de polissage avant chaque utilisation, le tableau suivant

précise les différentes étapes du protocole.

Tableau I1-3:Protocole de polissage de 'ECV

Polissage Tapis avec Al203 1pm 5 min
Ringage Bain ultrason 5 min dans 1’eau distillé
Polissage Tapis avec Al203 0,5 pm 5 min
Rincage Bain ultrason 5 min dans I’eau distillé

b. L’électrode a Pate de Carbone (EPC)

L’Electrode a Pate de Carbone est préparée en mélangeant la poudre de carbone (Fig.
11-2) avec quelques gouttes d’huile de paraffine et éthanol absolu, jusqu’a 1’obtention d’une
pate homogéne. Par la suite, la pate est insérée manuellement dans la cavité cylindrique du

corps de I’électrode. (28]

-

w—

-

Figure 11-2 : Electrode a pate de carbone
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11.1.2. Méthodes électrochimiques d’analyse

Les techniques électrochimiques sont des outils d’analyse classique trés utiles en
chimie analytique pour leurs facilités d’emploi (elles utilisent un seul instrument de mesure le
potentiostat PG580), leur précision et la fiabilité des mesures qu’elles permettent d’effectuer.
Sensibles et sélectives, elles peuvent servir a la détermination de plusieurs éléments dans la
méme matrice, ainsi elles peuvent étre employées a la détection des pesticides, des métaux

lourds et des résidus médicamenteux dans 1’environnement.

Suivant la nature des especes électro-actives et le type d’informations recherchées au
cours d’une analyse, on peut faire appel a une méthode électrochimique appropriée. Ce travail
ayant porté sur 1’analyse des résidus médicamenteux a 1’état de trace, les méthodes
¢électrochimiques impulsionnelles d’analyse sont a ces effets les plus indiqués. Cette partie ne
constitue pas une description exhaustive des méthodes électrochimiques existantes mais se
focalise sur celles utilisées dans le cadre de ce travail : la Voltammeétrie Cyclique (CV), et la
Voltammeétrie a Ondes Carrées (VOC).

I1.2. Le dispositif de I’analyse électrochimique et les électrodes testées

11.2.1. Dispositif électrochimique

Le dispositif électrochimique utilisé dans ce travail est représente par la figure 3.

Electrode de
référence: ECS

Contre électrode
Fil de Platine

Electrode de travail:

ECV ou EPC Potentiostat UiEchem

PG580 li¢ a un PC

Figure 11-3 : Dispositif électrochimique a 3 électrodes avec le potentio-stat

Il s’agit d’un montage électrochimique classique a 3 électrodes (Figure 11-3) :
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une électrode de Platine (Pt), la contre électrode,
une électrode de référence au Calomel saturée (ECS),

une électrode de travail : soit ’ECV soit les électrodes EPC

Les deux techniques électrochimiques utilisées sont :

- La Voltammétrie Cyclique (VC)

- La Voltammétrie a Ondes Carrées (VOC).

Les paramétres d’utilisation sont consignés dans le tableau 11-4.

Tableau I1-4 : Parametres de la VOC et de la VC utilisés
Parametres/Techniques VOC VvVC

Incrément de potentiel

8 -

(mV)
Fréquence (Hz) 50 -
Hauteur de pulse (mV) 99 -

Vitesse de balayage (mV/s) 100 100

11.2.2. Culture de la souche de Scedosporium Dehoogii en milieu liquide avec le PAP

La culture du champignon SDH est réalisée en quatre étapes :

Etape 1 : Préparation du milieu de culture liquide Scedo-Select avec le PAP.

préparation de 900 ml du milieu basal.

stérilisation du milieu & I’autoclave pendant 20 min a 115 °C.
préparation de 90 ml d’une solution du PAP de 0,9g/I.
stérilisation de la solution a I’autoclave pendant 20 min & 115 "C.
prélevement de 180 ml du milieu basal (le blanc).

ajouter 80 mL de la solution de PAP dans 720 ml du milieu basal.

Homogénéisation.

Composition du milieu basal

- 5 g (NH4)2804
- 1,259 KH2PO4
- 0,625 g MgSO,
- 8 mg Benonyl
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- 2mg Dichloran

- 0,5 g Chloramphénicol
- 0,01gFer

- 900 ml d’eau

Etape 2 : Culture de la souche Scedosporium dehoogii

- préparation de 200 ml de milieu YPDA

- stérilisation a I’autoclave pendant 20 min a 115 °'C
- coulage des boites (10 boites)

- repiquer les souches (6 colonies par boite)

- incubation a ’étuve a 37 "C/7 jours

- mesure de I’augmentation de diametres des souches

Figure 11-4 : Culture du
SDH sur YPDA

Etape 3 : Préparation de I’inoculum

- raclage des colonies sur YPDA en eau distillée stérile

- rincer les boites avec de I’eau distillée stérile

- la suspension obtenue est filtrée pour séparer les spores et les filaments

- comptage des spores de la suspension fongique avec un microscope optique (2,58 10°
Sp/ml)

Des images de SDH ont été par microscopie électronique a balayage a deux agrandissements :

- Image a droite * 1000
- Image a gauche *5000

Figure 11-5 : Scedosporium dehoogii par MEB
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Etape 4 : Ensemencement du milieu de culture liquide

verser la suspension fongique dans les 800 ml de milieu de culture avec le PAP

répartition en ErlemMeyer de 150 ml stériles, a raison d’avoir 50 ml du milieu avec 10°
Sp/Erlemmeyer.

incubation sous agitation a 37 °C a I’étuve pendant 12 jours.

faire des mesures électrochimiques tous les jours a partir du quatriéme jour (prendre un

Erlemeyer pour chaque jour).

Figure 11-6: La suspension fongique dans des erlenmeyers de 50 ml en contact avec du PAP sous
agitation a 37 °C

I11. Résultats et discussions

I11.1. Etudes de la cinétique de transfert d’électron avec ’ECV et PEPC pour le PAP

111.1.1. Comparaison de la réponse électrochimique de ’ECV et ’EPC pour le PAP
Les voltamogrammes cycliques des figures 11-8 et 11-9 montrent les réponses

électrochimiques de I’ECV et ’EPC dans le milieu tampon PBS en présence du PAP. La
figure 11-10 est une superposition des deux VC de ’ECV et I’EPC.
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0,1
Potential/V

Figure 11-8: Courbe de voltammeétrie cyclique de 0,5¢/L de PAP dans 0,1 M de PBS (pH=7,4), avec
une vitesse de balayage de 100mV/s, obtenue par ECV

7.3E-04

5,3E-04

3,3E-04
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-7,0E-05
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Figure 11-9: Courbe de voltammeétrie cyclique de 0,5¢/L de PAP dans 0,1 M de PBS (pH=7,4), avec
une vitesse de balayage de 100mV/s, obtenue par EPC
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Figure 11-10: Superposition de la courbe duVC de I’ECV (bleu) et la courbe du VC de I’EPC (noir)

Par comparaison des courbes du VC de ’ECV et ’EPC sur la figure 11-10, on
remarque que le pic d’oxydation du PAP de I’EPC est plus intense par rapport a celui de
I’ECV et ceci est dii a la grande surface géométrique de I’EPC. Par contre le pic de ’ECV est
plus étroit, ce qui permet d’avoir une valeur plus précise de I’intensité du pic. On observe

aussi que le pic d’oxydation du PAP apparait a des valeurs différentes de potentiel :
- EpEcv)=0,1093 V.
- EpErcy=0,2480 V.

Dans les deux cas, les pics d’oxydation et de réduction sont superposables, ce qui

confirme que la réaction d’oxydo-réduction est réversible.

La réaction redox mise en jeu est la suivante :

OH (0]

— + 2H" + 2¢
NH, NH
PAP p-quinonimine (QI)

Schéma 11-4 : Réaction d’oxydo-réduction du PAP
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111.1.2. Etude de la cinétique du transfert d’électron pour I’oxydation du PAP sur les
électrodes EPC et ECV

Les voltammogrammes sur les figures 11 et 12 présentent une superposition des VC a
des vitesses de balayage allant de 100 a 700mV/s pour les deux ¢€lectrodes, ’ECV et I’EPC.

2.BE-04 -

1,5E-04

T.SE-D5

Cirrentdf

-2 5E-0F 4

-1 3E-04

-031 -0,11 0.08 0,20 0,48

Potential 'V
Figure 11-11 : Réponse voltammétrique du pic de détection du PAP de (a) a (n): 100, 200,
300, 400, 500, 600 et 700mV/s. Conditions expérimentales : Potentiel de -0,5 mVV a 0,8 mV ;
obtenues par ECV

0.60
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Figure 11-12 : Réponse voltammeétrique du pic de détection du PAP de (a) a (n): 100, 200,
300, 400, 500, 600 et 700mV/s. Conditions expérimentales : Potentiel de -0,5 mV a 0,8 mV ;
obtenues par EPC

Le tableau I1-5 regroupe I’ensemble des résultats obtenus de la cinétique de transfert
d’e- pour le PAP.

Tableau 11-5 : Tableau récapitulatif des résultats obtenus lors de [’étude de la cinétique du
transfert d ‘électron
Critéres ECV EPC

AEp = Epa — Epc = 56,5/n 110,84 325,40
Epa et Epcdépendent de V + +
Ep=f(logVvb) - -
Ipa/lpc=1 - -
Ip=f(\V) - -

Cinétique du systéme Quasi-rapide Quasi-rapide

Il ressort du tableau I1-5 que le systéeme redox QI/PAP est quasi-rapide pour les deux
électrodes testées : ECV et EPC.
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D’autre part si on compare les AEp = (Epa — Epc), on observe que : AEp (EPC) >>AEp
(ECV), et on peut dire que I’ECV est plus rapide que I’EPC.

I11.2. Calibration des électrodes EPC et ECV par la technique VOC selon la
méthode de I’étalonnage externe

Les voltammogrammes ci-dessous présentent les VOC obtenus par ’ECV et I’EPC a
différentes concentrations du PAP dans le milieu de culture Scedo-Select. 1l y a une contrainte

imposée par les biologistes, c’est qu’il faut commencer par une concentration initiale de
PAP=0,9 g/l.

3SE-04 -

250

y=227,02x + 24,839

200 - R*= 099068
30E-04 -

150

Currend null

25E-4 100 -

20E-04 -

15E-04

Currenttf

10E-04

0 0,1 02 0.3 0.4 0.5 05 07 0,3 0.8 1
Potential Vv

Figure 11-13: Réponse voltammétrique du pic de détection du PAP de 0,1(1), 0,3(2), 0,6(3) et 0,8g/L
(4) du PAP Conditions expérimentales : f=50Hz, Hauteur du pulse=99mV et Incrément de
potentiel=8mV; obtenues par ECV
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Figure 11-14: Réponse voltammétrique du pic de détection du PAP de 0,1(1), 0,3(2), 0,6(3) et 0,8¢/I
(4) du PAP. Conditions expérimentales : f=50Hz, Hauteur du pulse=99mV et Incrément de
potentiel=8mV ; obtenues par EPC

On observe un probléme d’empoisonnement pour ’EPC a partir de 600 mg/1, ce qui
n’est pas le cas pour ’ECV. Ceci confirme que ’ECV est mieux adaptée aux « fortes »

concentrations imposées par les essais biologiques.

111.3. Etalonnage de I’électrode ECV par la technique VC selon la méthode de
I’étalonnage externe

L’étalonnage externe est une technique permettant d’avoir une droite de calibration de
notre électrode ECV, a partir duquel on peut déterminer les concentrations du PAP inconnu
de nos échantillons journaliers. La figure 11-15 présente une superposition des cycles
voltammeétriques (aller uniqguement) obtenus a des concentrations de PAP allant de 0,1 g/l

jusqu’a 1g/l avec un pas de 0,1 g/1.
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Figure 11-15 : - Réponse voltammétrique VC (aller uniquement) du pic de détection du PAP de (a) a
(n):0,1;0,2;0,3;0,4; 0.5;0.6;0,7; 0,8; 0,9 et 1 g/l du PAP. Conditions expérimentales : Potentiel de -
0,5V a0,8 V/ECS vitesse de balayage 100mV/s.

- Droite de calibration de L’ECV, Inic=f([PAP]).

On observe une trés bonne linéarité entre 1’intensité du courant du pic de I’ECV et la
concentration du PAP dans le domaine des concentrations testées avec la technique VC, sans

polissage, en suivant la méthode de I’étalonnage externe.

111.4. Détermination d’une concentration inconnue de PAP par la technique VOC
selon la méthode des ajouts dosés

Cette partie a comme objectif, la détermination de la concentration inconnue de PAP
de I’échantillon J11 (jour N° 11).

Dans 1’¢étalonnage par ajouts dosés, on réalise la gamme d’étalonnage directement
dans I’échantillon a doser, on procéde donc par des analyses successives du méme échantillon
: d’abord sans ajout, puis aprés un premier ajout d’une quantité connue du composé a doser,
puis ainsi de suite jusqu’a faire plusieurs ajouts successifs afin d’étre en capacité de tracer
ensuite la droite d’étalonnage. Il faut bien sir tenir compte de 1’augmentation du volume
d’échantillon au fur et a mesure des ajouts pour calculer les concentrations réelles dans

I’échantillon apres ajouts.
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La figure ci-dessous présente les résultats de 1’étalonnage par ajouts dosés appliqué
sur I’échantillon ji1.
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Figure 11-16 : Superposition des courbes de VOC de I’ECV de la dose 0 jusqu’a la dose 11 du PAP.
Conditions expérimentales : f=50Hz, Hauteur du pulse=99mV et Incrément de potentiel=8mV.
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Figure 11-17 : Droite de calibration de L’ECV, Lc=f([PAP]).
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D’aprés la courbe d’étalonnage ci-dessus, la concentration initiale du PAP trouvée
dans 1’échantillon J13 est : [PAP] = 98mg/I.

111.5. Cinétique de biodégradation

Le suivi de la biodégradation du PAP par la souche Scedosporium Dehoogii est réalisé

par ’ECV en suivant la méthode de 1’étalonnage externe.
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Figure 11-18 : Suivi de la cinétique de biodégradation du PAP par scedosporium dehoogii au cours du
temps a une température de 37°C et modélisation cinétique

Selon la figure 11-18 on remarque que la concentration du PAP diminue avec le temps,
ce qui prouve I’efficacité du champignon SDH pour la biodégradation du PAP.

D’aprés loi de la vitesse intégrée: In([A]/[A]°) = -kt, la cinétique mise en évidence est

d’ordre 1, pour le PAP la constante cinétique a 37°C est de K= 0,21 j* et son temps de demi-
vie est de 3,3 jours.
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Conclusion

Ce travail a permis d’une part de sélectionner une électrode parmi deux capables de
faire le suivi de la biodégradation du PAP électrochimiquement. Cette électrode est ’ECV qui
a prouvé une bonne adaptation dans le domaine de concentration étudié, notamment au début
des tests avec 0,9 g/l de PAP.

D’autre part, de valider I’efficacit¢ du champignon Scedosporium dehoogii pour

I’épuration des solutions contaminées par le PAP.

De plus, pour le suivi de la cinétique de la biodégradation du PAP, on a mis en ceuvre
deux techniques ¢lectrochimiques, la VC et la VOC et avec deux méthodes d’étalonnage :
I’étalonnage externe et I’étalonnage interne. Les résultats d’études ont montré que la méthode

d’analyse la plus fiable est la VC par étalonnage externe en utilisant ’ECV.

L’EPC non modifiée n’a pas réussie a suivre la cinétique de la biodégradation a cause

de son probléme d’empoisonnement (ou passivation) au-dela de 0,6 g/l.

La biodégradation du PAP par Scedosporium dehoogii obéit a une cinétique du
premier ordre (k (37°C) = 0,21 j et tio=3,3 jours).
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CHAPITRE III : Etudes Electrochimiques Et
Activit¢  Antioxydante  Des  Systémes
Hétérocycliques Nitrés
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Introduction

Cette partie a été réalisée au Laboratoire de Chimie Organique et Analytique et au
laboratoire d’électrochimie moléculaire et matériaux inorganiques en collaboration avec
I’équipe d'Oncologie Expérimentale et de Substances Naturelles, Immuno-pharmacologie

Cellulaire et Moléculaire, a I’Université Sultan Moulay Slimane de Béni Mellal.
Le chapitre est constitué de trois volets.

o La synthése organique des molécules hétérocycliques nitrée a partir du méthoxy-
naphtaléne 1 et le naphthalen-2-ol 2, en employant le nitrate de bismuth penthydrate
(Bi(NO3)3.5 H20).

o L’analyse électrochimique des molécules nitrées produites, ainsi que les molécules
meres. L’¢électrode choisie, dans notre cas, est 1’électrode a pate de carbone CPE. Cette
¢lectrode n’est pas jetable, n’est pas couteuse et ce caractérise par un renouvellement
immédiat de sa surface, ce qui permet de résoudre le probléeme de la passivation

rencontré au niveau des autres électrodes.

o Aprés 'analyse ¢€lectrochimique des molécules nitrée, une étude biologique a été
réalisée. Dans cette partie on a effectué une analyse de 1’activité anti-oxydante des
molécules méres et des molécules organiques nitrées, afin de comparer ’effet de la

nitration sur le pouvoir anti-oxydant.
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I. Etude bilbiographique

I-1.La nitration des molécules organiques

La nitration est importante pour deux raisons: premiérement, parce que c'est le procéde
le plus général pour la préparation de composés nitrés aromatiques; deuxiémement, a cause du
role qu'elle a joué dans le développement de la chimie organique. Elle présente un intérét en

raison de ses propres caractéristiques en tant que substitution électrophile.

La premiére nitration a signaler était celle du benzéne qui est découvert en 1825. En
1834, Mitscherlich prépara le nitrobenzéne en traitant le benzéne par I'acide nitrique

fumant. [

L'acide sulfurique était un composant utile car il élimine I'eau qui autrement diluerait
l'acide nitrique. Les nitrations par 1’acide mixte ont été utilisées pour la premiere fois a

I'échelle industrielle par Mansfield en 1847.[2]

La nitration est I'une des réactions les plus anciennes et les plus importantes dans la
synthése organique. C’est une réaction clé pour la production de colorants, de maticres
plastiques et des réactifs chimique de base.l®! La nitration classique est généralement réalisée
en milieu fortement acide, tel que l'acide nitrique et l'acide sulfurique concentré.>4l Cette
méthode est associée a de nombreux inconvénients, qui sont dus a une perte excessive d'acide.
Cette perte est nuisible a I'environnement, en outre son traitement est difficile, avec un codt

exorbitant.

A cause de ces problémes associés aux acides mixtes, des méthodes alternatives ont
fait ’objet de recherches. Dans ce cas, divers agents de nitration ont été étudiés dans des

différentes conditions.l®)

La plupart de ces agents présentent des inconvénients, comme la régiosélectivité de la
nitration et l'oxydation de substrats compétitifs.[®] Par conséquent, il existe un besoin pour le
développement de nouvelles méthodes de nitration des composés aromatiques. Dans ce
travail, nous présentons un protocole efficace et facile a utiliser pour la nitration des
aromatiques. Ceci est réalisé en présence du nitrate de bismuth (Bi(NOz3)3), qui est un réactif
largement utilisé dans la synthese organique. Il est mieux connu comme un oxydant
polyvalent "8l En plus, il est employé comme acide faible de Lewis dans diverses

transformations, et souvent sous irradiation micro-ondes.[l Malgré une large application dans
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la synthése organique, l'utilit¢ de nitrate de bismuth, comme un agent de nitration, est

relativement inexploré et peut-étre sous-estimé.

Des études antérieures ont montré que le nitrate de bismuth (Bi(NOs)3) est efficace
pour la nitration des composés phénoliques en présence d’un acide de Lewis, dans des
solvants organiques et sous irradiation micro-onde. 1% D’autres auteurs ont étudiés la
nitration d'arénes en présence de nitrate de bismuth et d’un catalyseur comme la silice. En
outre, les conditions opératoires utilisant la silice avec 1’acide sulfurique, et la silice dans le

THF comme solvant sous micro-onde, ont été décrites dans la littérature. (1112

De notre part, nous avons employé le nitrate de bismuth penthydrate (Bi(NO3)3.5H20),
en presence de la silice. Dans ce cas, plusieurs essais ont été effectués sur le 2-
méthoxynaphtaléne 1, tout en faisant varier les quantités des réactifs (voir tableau 1). Tous les
produits nitrés ont été caractérises par les méthodes spectroscopiques usuelles (spectrométrie
de la masse et de la RMN H, *3C).

Plusieurs chercheurs ont montrés 1’utilité de la détection des produits organiques nitrés
par des méthodes physico-chimiques. Dans la littérature, les électrodes de carbone vitreux
ECV et microélectrode a fibre de carbone CFME, représente les principaux capteurs
électrochimiques utilisés dans les analyses de suivi de ces composés nitrés, tels que le
Methyl-parathion (MPT), para-nitrophenol (PNP) et o-nitrophenol (0-NP). Ce choix est di a

leurs qualités de sélectivité, efficacité, stabilité et reproductibilité. [3-1%]

Afin d’augmenter la sensibilité de détection des composés nitrés, une modification de
la surface des électrodes citées ci-dessus a été effectué. Pourtant un probléeme
d’empoisonnement de 1’électrode est survenu, a une concentration donnée des micropolluants,
qui représente la limite de détection des électrodes utilisées. Ce probléme est résolu par
I’¢électrode de type EPC, dont la surface est effagable, ce qui permet le renouvellement de

I’¢lectrode apres chaque manipulation.

Les sites actifs sont a leur tour renouvelés.
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I-2.0xydants et antioxydants

1.2.1. Les radicaux libres

Un radical libre est une espece chimique, atome ou molécule, contenant un ou
plusieurs électrons non appariés. Extrémement instable, ce composé peut réagir avec les
molécules les plus stables pour apparier son électron. Il peut soit arracher un électron (se

comportant comme un oxydant), soit en céder un (agissant alors comme un réducteur) (16171,

En 1954, Gilbert et Gerschman désignent pour la premiere fois les radicaux libres
comme responsables de processus de dégradation au sein des cellules biologiques 18], Peu
aprés, Harman montre la participation des radicaux libres dans des évenements
physiologiques majeurs, particuliérement au cours du processus du vieillissement 1229, Dy
fait de leur courte durée de vie, la plupart des radicaux libres réagissent quasiment
instantanément avec d'autres molécules voisines. Néanmoins, la toxicité d'une espece n'est pas
nécessairement corrélée a sa réactivité. De plus, certaines molécules non-radicalaires
présentent également une activité oxydante accrue parmi lesquelles le peroxyde d'’hydrogéne
(H202), le peroxynitrite (ONOO") ou I'acide hypochloreux (HCIO).

1.2.2. Les antioxydants
L'activité antioxydante définit la capacité d’un organisme a se protéger contre les

radicaux libres.

Les antioxydants les plus connus sont le R-caroténe (provitamine A), I’acide

ascorbique (vitamine C), le tocophérol (vitamine E) ainsi que les composés phénoliques.

Un antioxydant est défini comme toute substance ayant la capacité de retarder,
prévenir ou inhiber la génération d’un oxydant toxique, d’arréter ceux qui sont déja produits
et de les inactiver, ce sont des composes qui réagissent avec les radicaux libres et les rendent
ainsi inoffensifs. Les systemes antioxydants peuvent étre divisés en deux catégories : les

antioxydants enzymatiques et les antioxydants non enzymatiques.
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1.2.3. Les antioxydants enzymatiques

Les organismes vivants possédent des systémes de défense qui les protégent contre les
dommages des especes reactives oxygénées (ERO). Ces défenses permettent de maintenir la
concentration en espéces radicalaires a un taux vital (homéostasie physiologique). En effet,
elles possedent une grande affinité pour les ERO, avec lesquelles elles réagissent tres

rapidement pour les neutraliser.

La superoxyde dismutase (SOD) est une des plus importantes enzymes cellulaires
possédant une fonction antioxydante. C’est 1’enzyme la plus importante dans toutes les
cellules vasculaires car elle catalyse la dismutation de I'anion superoxyde en eau oxygénée. 2]

L’absence de cette enzyme peut étre létale.

La catalase est une enzyme qui contient du fer. Elle est concentrée dans le foie.[?l Elle
réduit le peroxyde d’hydrogéne en libérant de I’oxygéne et de I’eau et leur role est tres
important surtout en présence d’ions ferreux en permettant d’éliminer I’exces de peroxyde

d’hydrogéne afin que la réaction de Fenton ne puisse pas s’amplifier. [%°]

1.2.4. Les antioxydants non enzymatiques

Ces antioxydants se divisent en deux principales catégories, les endogenes (molécules
issues de la biosynthése), et les exogenes (vitamines, oligoéléments, ou antioxydants de
synthése). Parmi les antioxydants apportés par 1’alimentation on retrouve la vitamine E, une
substance liposoluble, antioxydant majeure, qui agit par rupture de la réaction en chaine
(peroxydation lipidique) au niveau des membranes cellulaires. ?*! D’autres vitamines jouent
un role d’agents réducteurs : la vitamine C [? ainsi que le p- Caroténe précurseur de la
vitamine A et qui a les mémes fonctions que la vitamine E. 1 Les micronutriments sont
aussi des éléments indispensables & 1’activité d’enzymes antioxydantes tels que les
superoxydes dismutases pour lesquels le zinc joue un réle structurale et le cuivre un role

antioxydant. 271
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I1. Matériels et méthodes

11.1. Méthodes synthétiques générales

Tous les réactifs ont été achetés a des fournisseurs commerciaux et ont été utilisés sans

purification supplémentaire.

Les spectres de résonance magnétique nucléaire (RMN) ont été réalisés sur un appareil
de type « AVANCE 300MHz de BRUKER ». (CNRST RABAT)

Les déplacements chimiques (8) sont mesurés en partie par million (ppm) par rapport

aux références internes appropriées a chaque type de solvant:

v Pour le proton: Au tétraméthylsilane pris comme référence interne pour les
spectres effectués dans le chloroforme deutéré (CDCIs).

Signal du solvant résiduel (2,50 ppm) dans le DMSO-ds.

v Pour le carbone: CDCIs (raie centrale a 77,16 ppm).

DMSO-ds (raie centrale a 39,52 ppm).

Les constantes de couplages (J) sont exprimées en Hertz (Hz) et la multiplicité est
représentée de maniere suivante: singulet (s), doublet (d), doublet dédoublé (dd), triplet (t),

quadruplet (g), multiplet (m), singulet large (br).

Les points de fusion non corrigés, sont pris au banc Kofler ou dans un tube capillaire

au moyen d’un appareil Buchi.

La chromatographie analytique sur couche mince (CCM) a été effectuée sur des
plaques commerciales de silice (aluminium recouvert d’une couche de silice de 0,2 mm

d’épaisseur et contenant un indicateur fluorescent sensible aux UV ayant une longueur d’onde
de 254 nm).

La révélation se réalise au moyen d’une lampe ultra-violet a 254 et 365 nm puis par le
diiode.

Les solvants des réactions utilisés sont de qualité analytique, sauf les solvants de la
chromatographie sur colonne (hexane et acétate d’éthyle) sont distillés par une distillation

simple.

69



Le chauffage des mélanges réactionnels s’effectue a I’aide d’un bain de sable.
11.2. Matériels et méthodes électrochimiques

11.2.1. Elaboration de ’EPC.
L’EPC utilisé dans ce chapitre est une électrode a pate de carbone de surface
renouvelable, elle a plusieurs avantages par rapport a celles exploitées durant les études

expérimentaux du 26™ et 4°™ partie.

- Utilisation immédiate apres fabrication (Temps de séchage inutile vu la mode
de préparation de la pate de carbone).

- Utilisation multiple jusqu’a 30 électrodes (le renouvellement de la surface et
effectué en marquant trois traits sur une feuille blanche).

L’EPC a été élaboré selon le protocole suivant : La poudre de carbone graphite a été

mélangée avec I’huile de paraffine a des proportions antérieurement définies, la pate obtenue

2
est insérée dans la cavité de 1’électrode de 0,126 cm de section, une tige de carbone est

utilisée pour assurer la conduction électrique.

Figure 111-1 : Electrode a pate de carbone de surface renouvelable

11.2.2. Dispositif électrochimique

Les techniques électrochimiques sont des outils d’analyse classiques trés utiles en
chimie analytique pour leurs facilités d’emploi. Dans la présente ¢tude, nous avons utilisé
comme appareil de mesure, un potentiostat Palemsens Em-Stat (figure 111-2). Ce potentiostat
est relié a une cellule électrochimique constituée de trois électrodes : électrode de référence
(ECS), électrode de travail (EPC) et la contre électrode (fil de platine).
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Electrode de travail

Em-Stat potentiostat Il
—

S

¢« FElectrode de référence

Contre électrode —

-

Figure 111-2 : Dispositif électrochimique a trois électrodes avec le potentiostat

Cet appareil donne des résultats fiables, précis et sélectifs. 1l peut servir a la
détermination de plusieurs éléments dans la méme matrice, ainsi il peut étre employé pour la
détection des pesticides, des métaux lourds et des résidus médicamenteux dans

I’environnement.

Suivant la nature des especes électro-actives et le type d’informations recherchées au
cours d’une analyse, on peut faire appel a une méthode électrochimique appropriée. La

méthode électrochimique utilisée pour ce travail est la VVoltammeétrie Cyclique (VC).

11.3. Méthodes analytiques utilisées pour évaluer ’activité antioxydant

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro et in vivo, I’activité
antioxydante. Les méthodes les plus utilisées généralement pour déterminer la capacité
antioxydante sont divisées en deux groupes importants: Méthode du radical libre DPPH et
méthode FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power).

11.3.1. Méthode du radical libre DPPH

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH) fut 1’un des premiers
radicaux libres utilisés pour étudier la relation structure-activité antioxydant des composes

phénoliques.[?82°! |l posséde un électron non apparié sur un atome du pont d’azote (Schéma
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1). DPPH reste dans sa forme monomere relativement stable a température ordinaire. La
délocalisation provoque la couleur bleue bien caractéristique de la solution de DPPH. La
mesure de Pefficacité d’un antioxydant se fait en mesurant la diminution de la coloration

bleue, due a une recombinaison des radicaux DPPH, mesurable par spectrophotométrie a 515-

518 nm.
. NO, Q H NO,
—_ ! .
N-N + AH — N-N + A
< § /i “NO ]ij\
02N ? @ O,N NO,

DPPH

AH : Antioxydant
DPPH : Radical libre

Schéma 111-1 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH

Plus le composé a la facilité de céder son atome d’hydrogene plus il est jugé efficace
comme antioxydant. Le pourcentage du DPPH restant est inversement proportionnel a la
concentration de D’antioxydant. La concentration nécessaire d’un composé pour faire
disparaitre de 50% le DPPH a 1’équilibre est connue comme la ICso. De point de vue

méthodologique, le test du DPPH présente I’avantage d’étre rapide et reproductible.

Le test au radical libre DPPH est recommandé pour des composés contenant les
groupements SH, NH ou OH. Il s’effectue a température ambiante et permet ainsi d’éliminer

tout risque de dégradation thermique des molécules thermolabiles.

11.3.2. Méthode FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

La capacité réductrice d’un composé peut Servir d’indicateur significatif de son
potentiel d’activité anti-oxydante. La réduction du Fe*" est souvent employée pour étudier la
capacité d’une substance a donner les électrons. Cette propriété constitue un important
mécanisme de I’action anti-oxydante. [ Le pouvoir réducteur est basé sur la transformation
de Fe®* présent dans le complexe KsFe(CN)s en Fe?* en présence d’un antioxydant qui a le
pouvoir de céder des électrons. L’absorbance du milieu réactionnel est déterminée a 700 nm.
Une augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des

COmposés testés.
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I11.Résultats et discussions
I11.1. Synthése des molécules organiques nitrees

I11.1.1. Réaction de nitration du méthoxy-naphtalene par le nitrate de bismuth
penta-hydrate (Bi(NOz3)3.5H20)

Le 2-méthoxynaphtalene (0,5 g, 3,164 mmol) et la silice (500 mg) ont été ajouté a une
suspension, dans du CHCl> (20 ml), de 1,2 équivalents de nitrate de bismuth penta-hydrate
(Bi(NOz3)3.5H20) (1,84 g ; 3,797 mmol). Le mélange a été chauffé a reflux pendant 6 h. Aprés
refroidissement a température ambiante, le mélange réactionnel a été filtré et laver avec du
CHJCIy, le filtrat obtenu a été concentré, et le résidu résultant a été purifié par
chromatographie sur colonne en utilisant EtOAc-hexane (1: 9 v / v). Les produits ont été

obtenus (1.a, 1.b et 1.c) avec un rendement global de 99 %.

NO,
“/OCH3 BI(N03)3 l l OCH3 OCH3 OCH3
silice,CH,Cl, - ‘ ‘ “
1 1a 1b

Schéma 111-2 : Réaction de nitration du méthoxynaphthaléne par le nitrate de bismuth penta-
hydraté (Bi(NO3)3.5H20)

Tableau I11-1 : Différents essais de nitration de 2-méthoxynaphtaléne par différentes quantités de
(Bi(NO3)3.5H20) .

Entrée  Bi(NOs)s(éqv) Silice (éqv) Temps Rdt%(1a/1b/1c)
1 0,5 1 6h 12/14/57
2 0,95 1 6h 10/9/80
3 1,2 1 6h 7/18/74
4 2 1 4h 12/11/64
5 3 1 4h 11/9/48

Les résultats montrent que la nitration de 2-méthoxynaphtaléne a donné 3 produits

nitrés avec des rendements variables.
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Les analyses spectrales confirment que nous obtenons les mémes produits nitrés
indépendamment de la quantité du réactif utilisé. L’augmentation du nombre d’équivalent de
Bi(NO3)3 conduit a une diminution du temps et du rendement de la réaction. Nous avons
aussi constaté que la quantité de réactif n'a aucune influence sur la régiosélectivité des

réactions.

Par la suite, nous avons tenté la technique d’irradiation micro-ondes et celle du tube
scellé pour améliorer les conditions opératoires et conforter les résultats déja constatés dans
le cas d’un chauffage conventionnel, nous avons obtenu les mémes résultats sauf que la
réaction sous irradiations micro-ondes nécessite des temps de réaction plus courts que ceux

obtenus dans le cas de 1’utilisation de chauffage conventionnel.

I11.1.2. Interprétation RMN 'H et 13C des produits 1.a, 1.b et 1.c

7-Methoxy-1-nitronaphtalene 1.a: Rendement: 7%; poudre jaune ; mp 64-66 °C;
RMN!H (DMS0-d6,300 MHz): §(ppm) 8,35-8,24 (m, 2H , Ar-H), 8.07 (d, 1H, Ar-H,
J=9Hz), 7,79 (d,1H , Ar-H, J=2,4Hz), 7,52 (t, 1H, Ar-H, J=7,8Hz), 7,36 (dd, 1H, Ar-H,
J=9Hz, J=2,4Hz), 3,90 (s,3H,0CHs;); NMR®C ( DMSO0-d6, 75 MHz): &(ppm) 160,6, 145,1,
135,4, 131,2, 130,1, 126,3, 125,6, 122,7, 120,3, 101,6, 55,8.

2-Méthoxy-6-nitronaphtalene 1.b: Rendement: 18 %; poudre jaune ; mp 130-132°C;
RMN'H (300 MHz, DMSO-d6): 8(ppm) 8.89 (d, 1H, Ar-H), 8.17 (dd, 2H, Ar-H, J=9Hz,
J=2.4Hz) ; 8.00(d, 1H, Ar-H, J=9.3Hz) ; 7.51 (d, 1H, Ar-H , J=2.4Hz) ; 7.34 (dd, 1H, Ar-H ,
J=9.3Hz, J=2.7Hz); 3.92 (s, 3H, OCHs); RMN®C (DMSO0-d6, 75 MHz): §(ppm) 160.9,
143.6, 138.1, 132.3,128.7, 127.2, 125.0, 121.2, 120.1, 106.8, 56.1.

2-Méthoxy-1-nitronaphtalene 1.c: Rendement: 74%; poudre jaune cristalline (ref
Acta Cryst E); mp 110-112°C; *H RMN (300 MHz, DMSO): §(ppm) 8.20 (d, 1H, Ar-H,
J=9Hz), 8.02 (d, 1H, Ar-H, J=8,4Hz), 7.71-7.47 (m, 4H, Ar-H), 4.01 (s, 3H, OCHs); RMNC
(DMSO0-d6, 75 MH): &(ppm) 148.7, 133.1, 129.9, 128.8, 128.0, 125.6, 125.0, 119.8, 114.5,
57.6.
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111.1.3. Réaction de nitration du naphtalen-2-ol par bismuth penta-hydrate
(Bi(NOs3)3.5H20)

Le 2-naphthol (0,5 g; 3,37 mmol) et le gel de silice (500 mg) ont été ajoutés a une
suspension de nitrate de bismuth pentahydrate (1,2 eq) (1,96 g; 4,044 mmol). , dans du
CHCI>. Le mélange a été chauffé a reflux pendant 24h. Apreés refroidissement a température
ambiante, le mélange réactionnel a été filtré et lavé avec du CH.Cly, le filtrat obtenu a été
concentreé, et le résidu résultant a été purifié par chromatographie sur colonne en utilisant
EtOAc-hexane (1: 9 v/ v).

NO,

OH OH
Bi(NO3);.5H,0
Silice, CH,Cl,
O,N

2 1,6-dinitronaphthalén-2-ol

Schéma 111-3 : Réaction de nitration du naphthalen-2-ol par le nitrate de bismuth penta-hydrate
(Bi(NO3)3.5H20).

I11.1.4. Interprétation RMN 'H et 2*C du produit 2’

1,6-Dinitronaphthalén-2-ol: Rendement: 87 % ; solide orange ; mp 200-202°C;
RMN!H (DMSO-d6, 300MHz) : & (ppm) 14,01 (s, 1H, OH); 9,1 (S, 1H, Ar-H) ; 8,42-8,24 (m,
2H, Ar-H,) ; 7,65 (d, 1H, Ar-H, J = 9,3Hz) ; 7,48 (d, 1H, Ar-H, J = 9 Hz). RMN'C (DMSO-
d6, 75, 5 MHz): 6 (ppm) 151,9; 143,9; 135,4; 133,5; 128,7; 125,7(2C); 122,8; 121,7; 121,2.

I11.2. Caractérisation électrochimique des molécules nitrées
La caractérisation électrochimique des molécules préparées a été effectuée en deux
étapes :
- Caractérisation de la molécule mére avant sa nitration.
- Caractérisation des molécules produites apres la nitration de la molécule mére.
La nitration du méthoxynaphthaléne a produit trois molécules qui se different par la
position du groupement NO-.
- l.a: Legroupement nitro NO2 est en position 4.
- 1.b: Legroupement nitro NO est en position 6.
- 1.c: Le NO2groupement nitro est en position 2.
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Les études électrochimiques ont été investies par voltammétrie cyclique (CV), dans

une solution tampon acétique de pH=5,2, a température ambiante et sans agitation.

La concentration détectée de ces molécules, est estimée a 8 x 10* mol I* dans un

volume de 40 ml du tampon acétique.

111.2.1. Caractérisation électrochimique de la molécule mere 1 avant sa nitration
Comme vu auparavant, 1’¢électrode utilisée pour cette étude est 1’¢lectrode a pate de
carbone EPC, elle a été caractérisée électrochimiquement avant et apres l’ajout de la

molécule dans le milieu électrolytique.

Les résultats obtenus sont présentés sur la figure 111-3.

350 - OCH3
a

250 - ;
150 -

50 A

Current/mA

-150 A

-250 4

S350 4

430 r ; ; ; ;

-1,5 -1 -0.5 1] 0,5 1 1.5

> >

Potential/V
Figure 111-3: Voltammogramme enregistré pour 1’électrode CPE en milieu tampon acétique
(1:1) avant (a) et aprés I’ajout du méthoxynaphthaléne (8 x 10 mol I'%) (b),pH=5,2 et Vb=100

mV s?,

La présence du méthoxynaphthaléne dans le milieu est caractérisée par 1’apparition
d’un pic de réduction vers environ -0.5V, ce pic isolé correspond a la réduction irréversible du

méthoxynaphthaléne.
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I11.2.2. Caractérisation électrochimique des molécules nitrées produites de la
molécule mere 1

a) Caractérisation électrochimique de 7-méthoxy-1-nitronaphtalene 1.a

La molécule 1.a a été mélangee avec la pate de carbone sous forme de poudre,

I’¢électrode obtenue est introduite dans la cellule de mesure contenant la solution tampon.

200

130 -

100

50 A

50 4

Current/mA

-lag 4

-1500

-200

-250

-1,5 -1 0,5 I} 0,5 1 1,5
Potential/V

Figure 111-4:Voltammogramme VC enregistré pour 1’électrode CPE modifiée par la molécule 1.a. en
milieu tampon acétique (1:1), pH=>5,2 avec une Vb=100 mV s™.

La figure 111-4 montre le voltammogramme enregistré par 1’¢lectrode a pate de carbone
modifiée par la molécule 1.a (NO; en position 4), & la vitesse de balayage de 100 mV s, en
milieu tampon acetique. Nous constatons, au premier balayage, dans le sens du potentiel
négatif, la présence d’un pic de réduction P1 au potentiel -0,815V/ECS et un pic d’oxydation
P, dans le sens du balayage positif au potentiel + 0,13V/ECS. Le deuxiéme cycle montre un
pic de réduction Pz au potentiel +0,09V/ECS au balayage cathodique et le pic P2 déja obtenu
au balayage anodique précedent. Le pic P1 est irréversible et les pics P2 et P3 représentent un
phénomene d’oxydoréduction réversible. Le P4 est le pic d’oxydation du groupement méthoxy
(-OCHpg). La détection électrochimique de 1.a repose sur deux systémes d’oxydoréduction. En

effet, dans un premier temps il se réduit d’'une fagon irréversible, selon I’équation (1). Le
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produit de cette premiére réduction (R-NHOH) s’oxyde réversiblement selon 1’équation
(2).[13]

R-NO, + 4¢-+4H' — 1 » R_NHOH+H,0 1)
R—NHOH‘%—~ R—NO + 2¢ +2H* )

OCH, OCHs OCH,
R (LT or (I

Schéma I11-4 : Mécanisme réactionnel d’oxydo-réduction du groupement nitro (-NO;) [*%]

b) Caractérisation électrochimique de 2-méthoxy-6-nitronaphtalene 1.b

Le voltammogramme enregistré par 1’¢électrode a pate de carbone modifiée par la
molécule 1.b (figure 111-5) montre le méme comportement enregistré pour la molécule 1.a
avec un déplacement des potentiels des trois pics caractéristiques de 1’oxydo-réduction du
groupement nitro (NO2) qui est d0 a la position du groupement nitro (NO2) par rapport au
groupement méthoxy (-OCHa). Nous observons que le pic de réduction Psest moins visible

pour cette molécule.

40

OCH,
3|:| |
O,N

0 4 7 1b

10 - Py

10 -

Current/mA

20 4

=300 A

Ao -

-50
1.5 -1 0,5 n 0.5 1 1.5
Potential/V

78



Figure 111-5 : Voltammogramme VC enregistré pour 1’électrode CPE modifiée par la molécule 1.b en

milieu tampon acétique (1:1), pH=5,2 et avec une Vb=100 mV s™.

c) Caracterisation électrochimique de 2-méthoxy-1-nitronaphtalene 1.c
Le voltammogramme ci-dessous (figure 111-6) présente la réponse électrochimique du
composé 1.c obtenu par 1’électrode EPC. Nous observons un déplacement des potentiels des
trois pics caractéristiques du groupement nitro de la molécule 1.c par rapport aux deux autres
molécules vu auparavant (1.a et 1.b). Par contre les pics du couple rédox (NHOH/NO) sont

plus visibles pour celle-ci.

75
NO,
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Figure 111-6: Voltammogramme VC enregistré pour 1’électrode CPE modifiée par la molécule 1.c en

milieu tampon acétique (1:1), pH=5,2 et avec une Vb=100 mV s™.
Bilan des résultats

Tableau I11-2 : Les potentiels des trois pics pour chaque molécule nitrée

Molécule la 1b lc
Ep1(V) -0,815 -1 -0,87
Ep2 (V) +0,13 +0,105 +0,03
Eps (V) +0,09 +0,11 +0,11
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111.2.3. Caractérisation électrochimique de la molécule nitrées produite 2’ et de la
molécule mere 2
a) Caractérisation électrochimique de naphtaléne-2-ol 2
Dans cette étude, nous avons procédé a la nitration de deux molécules dérivées du
naphtalene, la différence entre ces deux molécules réside au niveau du groupement lié a
chaque molécule. La premiére molécule posséde un groupement méthoxy (-OCHzs) et la
deuxieme molécule contient un groupent (OH).

00

OH

300 - 2

200

100

Current/pA
=

-1a0

-200 ~

-300 A

400

->00

1.5 -1 -0,5 n 0.5 1 1.5
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Figure 111-7 : Voltammogramme VC enregistré pour I’¢électrode CPE modifiée par la molécule 2 en
milieu tampon acétique (1:1), pH=5,2 et avec une Vb=100 mV s™.
Contrairement au 2-méthoxynaphtaléne qui ne montre aucun pic d’oxydoréduction
(figure 111-3), la caractérisation de 2-naphtol présente un pic d’oxydation au niveau du
potentiel 0,5V (figure 111-7).

b) Caractérisation électrochimique de 1,6-dinitronaphthalene-2-ol 2’
La figure 111-8 illustre la réponse électrochimique de la molécule 2’ obtenu pour
1’¢électrode EPC.
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Figure 111-8 : Voltammogramme VC enregistré pour 1’électrode CPE modifiée par la molécule 2’ en
milieu tampon acétique (1:1), pH=5,2 et avec une Vb=100 mV s

Nous observons que les pics P1, P2 et Ps sont encore plus fins par rapport a ceux des
molécules 1.a, 1.b et 1.c. Nous remarquons aussi la présence d’un seul pic de réduction P; au
potentiel -0,66V/ECS qui caractérise la réduction des deux groupements nitro (NO), par
contre nous avons deux couples rédox (P2, P3) et (P4, Ps) qui caractérisent 1’oxydo-réduction
des groupements (NHOH/NO).
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Schéma 111-5 : Mécanisme réactionnel d’oxydo-réduction du groupement nitro (-NO-) de la molécule
2’ [13]

Bilan des résultats

Tableau I11-3 : Les potentiels des trois pics de la molécule nitrée 2°.

Molécule 2’

Ep:(V)  -0,66
Ep2 (V) +0,05
Eps (V) -0,01

Eps(V)  +0,28
Eps (V)  +0,05

D’apres les tableaux 111-2 et 111-3 nous remarquons que les potentiels des trois pics
caractéristiques de I’oxydo-réduction du groupement nitro sont compatibles aux résultats vus
dans la bibliographie. [

111.2.4. Caractérisation électrochimique de I’acide ascorbique

Pour étudier le pouvoir antioxydant des molécules nitrées synthétisées ainsi que les
molécules de départ, et afin d'avoir une large vision sur le lien entre I'oxydoréduction de ces
molécules et leurs pouvoirs antioxydant, nous avons tracé le voltammogramme cyclique de

I'acide ascorbique (figure 111-9) qui présente une activité antioxydante importante.

82



3900

2900

1900

200

Current/mA

-100

-1100

Potential/V

Figure 111-9: Voltammogramme VC enregistré pour 1’électrode CPE en milieu tampon acétique (1:1)
avec I’acide ascorbique (8 x 10 mol I'%) (b), pH=5,2 et Vb=100 mV s,

Sur le voltammogramme cyclique de l'acide ascorbique apparait un pic d'oxydation au
potentiel 0,7 V/ECS.

111.3. Etude biologique des composés aromatiques nitrés

Cette partie a été réalisée en collaboration avec I’équipe d'Oncologie Expérimentale et
de Substances Naturelles, Immuno-pharmacologie Cellulaire et Moléculaire, a I’Université
Sultan Moulay Slimane de Béni Mellal.

111.3.1. Evaluation de I’activité antioxydante
Les potentiels de balayage des radicaux libres des composés synthétisés et de I'acide

ascorbique a différentes concentrations ont été évalués a I'aide de la méthode DPPH.

La solution standard de la vitamine C (contréle positif) est de 1 mg/100 pl de

méthanol. Une solution de DPPH (1 mg/25 ml de méthanol) est préparée comme témoin.

Dans des plaques de 96 puits, les produits sont solubilisés dans un volume approprié
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du DMSO pour avoir une concentration de 20 mg/ml. Dans des plaques de 96 puits, 16 ul de
la solution de chaque produit et 16 ul de la vitamine C (10 mg/ml) sont ajoutés au méthanol
pour avoir un volume final de 200 pl. En suite 100 pl sont transférés dans le puits suivant
contenant 100 pl du méthanol (dilution 1/2). La méme procédure est répétée pour réaliser les
dilutions en cascades 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64 et 1/128. Aprées quoi, 150 ul de DPPH (1mg/25
ml méthanol) sont ajoutés dans chaque puits contenant 100 ul du mélange puis incubé 30
minutes dans 1’obscurité a 37°C. L’absorbance est mesurée par un spectrophotomeétre a 517
nm. Le blanc est un mélange du méthanol et le réactif DPPH dans les mémes conditions
expérimentales. Les résultats sont exprimés comme étant le pourcentage de ’activité anti

radicalaire.

A noter, que pour certains produits, une dilution préalable de 1/30 dans du DMSO
était nécessaire a cause de leur fort effet antioxydant. L'activité de piégeage des radicaux a été
exprimée en pourcentage de neutralisation du radical DPPH selon la relation:

L (Absorbance du contréle - Absorbance de I'échantillon)
% Inhibition = x 100
Absorbance du controle

La valeur de I’ICso déterminée a partir du graphique tracé de l'activité de piégeage en
fonction des différentes concentrations de chaque produit, est définie comme la concentration

de I'antioxydant nécessaire pour réduire de 50% la concentration de radicaux DPPH initiale.

Les résultats relatifs a 1’évaluation de I’activité antioxydante des produits nitrés sont

rassemblés dans le Tableau I11-4 ci aprés.
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Tableau 111-4: L’ICs (exprimé en pg/ml) des composés testés pour leur activité antioxydante

1Cso Value
(ng/ml)

Molécules Structure Nomenclature

7-méthoxy-1-
OCH; Y >1600
nitronaphtalene

la

o

NO,

2-méthoxy-1-
OCH; Y >1600
nitronaphthalene

1.c

OH 1,6-dinitronaphthalen-
2-ol

>1600

NO,
’
O,N

benzendi-1,2-ol 202

vy}
©)
jan

Les antioxydants réagissent avec le DPPH en se convertissant en 1,1-diphényl-2-

picrylhydrazine. Le degré de décoloration indique les potentiels de récupération des composés
antioxydants. Les résultats ont montré que le 2-naphtol 2 réduisait le radical DPPH de maniere
dépendante de la dose, et que la ICso était respectivement de 50 pg/ml et 20 pg/ml. 1l est a
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noter que ce composé phénolique est aussi actif que l'acide ascorbique standard (ICso = 5
pg/ml) utilisé.

Apreés la nitration du 2-naphtol en positions 1 et 6 par le réactif Bi(NOz3)3,5H20, le 1,6-
dinitronaphtaléne-2-ol, était totalement inactif sur le radical DPPH (Tableau 16), méme aux
concentrations les plus élevées (1,6 mg/ml). Comme prévu, les composés nitrés dérivés de 2-
méthoxynaphtaléne n’ont pas pu réagir positivement avec le radical DPPH dans nos

conditions d’expérience.

L’analyse des résultats électrochimiques et biologiques obtenus montre que, les
propriétés antioxydantes sont basées sur le principe suivant : la molécule a un pouvoir
antioxydant, si elle possede des propriétés oxydantes plus fortes que la molécule ayant le
radical libre.

Nous déduisons donc que les molécules ayant a la fois des propriétés oxydantes et des
propriétés réductrices réversibles (composés 1.a, 1.b, 1.c et 2°) ne possédent pas de pouvoir

antioxydant.

Le 2-naphtol et I’acide ascorbique présentent des propriétés antioxydantes potentielles,
ces molécules possédent des propriétés oxydantes plus fortes que celle de la molécule cible,

ce qui obéit au principe cité ci-dessus.
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Conclusion

La premiére partie de ce travail a été consacré a la synthése organique de nouvelles
molécules organiques nitrées (1.a, 1.b, 1.c et 2°) a partir des molécules meres (1: méthoxy-
naphtaléne et 2: naphtalen-2-ol). Le choix de ces deux molécules de départ est di a leur

structure chimique voisine.
Elle se differe uniqguement au niveau du groupement fonctionnel:

- La molécule 1 présente un groupement méthoxy (-OCHy).

- La molécule 2 ayant un groupement hydroxide (-OH).

L’objectif de ce travail est 1’étude du pouvoir antioxydant des molécules 1 et 2, avant
et aprés la nitration. Dans le but de déterminer I’effet du changement du groupement

fonctionnel ainsi que la nitration des molécules de départ sur leur pouvoir anti-oxydant.

Afin d’avoir une large vision sur ce travail, on a rajouté 1’étude électrochimique de la

vitamine C.
Les propriétés anti-oxydantes ont été étudiées par deux voies:

- Voie éléctrochimique.
- Voie biologique.
La voie éléctro-chmique consiste a déterminer les propriétés antioxydantes de ces

molécules en se basant sur les deux principes suivants:

- Principe 1: La molécule a un pouvoir anti-oxydant, si elle posséde des
propriétés oxydantes plus fortes que la molécule cible ayant le radical libre (DPPH).

- Principe 2: La molécule a un pouvoir anti-oxidant, si elle posséde des
propriétés réductrice plus forte que la molécule cible ayant le radical libre (DPPH).

La voie biologique consiste a déterminer le pouvoir anti-oxydant des produits
chimiques a lI'aide de la méthode DPPH. Les antioxydants réagissent avec le DPPH, qui est un

radical azoté, et se convertissant en 1,1-diphényl-2-picrylhydrazine.

A la fin de ce travail nous avons déduit les conclusions suivantes :

87



- Les molécules ayant a la fois les propriétés oxydantes et propriétés réductrices
réversibles (1.a, 1.b, 1.c et 2°) ne possédent pas de pouvoir antioxydant, car ils ne font pas
partie d’aucun des deux principes.

- Lamolécule 2 possede des propriétés anti-oxydantes remarquables

- La molécule 2 possede des propriétés oxydantes plus fortes que celles de la molécule
cible (DPPH), ce qui obéi a la supposition 2.
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CHAPITRE 1V : Interaction Entre 1’Electrode De
Pate De Carbone, I’Amoxicilline Et Les Bactéries
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Introduction

Le staphylococcus aureus est une coccobactérie Gram positif, catalase positive
appartenant a la famille des Staphylococcaceae 2. 11 a un diamétre d’environ 0,5 & 1,5 um,
immobile, asporulé, facultativement anaérobique, habituellement disposé en grappes et fait
partie de la flore humaine et est surtout présent dans le nez et sur la peau . On le trouve
aussi a plusieurs endroits chez les humains : aine, aisselles, région périnéale (hommes),
muqueuses, bouche, glandes mammaires, cheveux, tractus intestinal, appareil génito-urinaire
et voies respiratoires supérieures >4, De nombreux animaux servent de réservoirs, en
particulier les vaches dont les pis sont infectées . 1l est la cause de multiples infections, qui
vont de la lésion cutanée (furoncle, panaris, impétigo, etc.), a I’endocardite, la pneumonie
aigué, I’ostéomyélite ou la septicémie. Cette bactérie est une des principales causes de toxi-
infections alimentaires, résultant de la consommation d’aliments contaminés par des
entérotoxines [“l. Une transmission verticale est peu fréquente durant 1’accouchement par voie
vaginale "1, La transmission interhumaine se fait par contact avec une Iésion purulente ou
avec un porteur Bl Le manque d’hygiéne et le surpeuplement accroissent le risque
d’exposition a Staphylococcus Aureus . L’infection peut étre transmise d’une personne &
I’autre par des travailleurs de la santé ou des patients 1. La colonisation nasale peut entrainer
une auto-infection [®1. Une action préventive est donc indispensable pour réduire leurs effets
néfastes sur la santé. Cette prévention passe par une analyse des substances a risque et cela

nécessite un détecteur capable d’y identifier la présence de la bactérie.

Pour ces bactéries, I’amoxicilline constitue le traitement de premicre ligne tant la
sensibilitt des germes est grande. L'amoxicilline  est  un antibiotique B-
lactamine bactéricide de la famille des aminopénicillines indiqué dans le traitement
des infections bactériennes a germes sensibles. C’est a Alexander Flemming que 1’on attribue
la découverte des antibiotiques de la famille des B-lacatmines en 1928. Ce dernier fut le
premier a rapporter I’activité antibactérienne de la moisissure Pénicillium sur des colonies de
staphylococcus. Il nomma la substance responsable de cette activité, pénicilline [2°. I possede
comme les autres pénicillines, une conformation qui s’apparente a la D-alanyl-D-alanine,
précurseur du peptidoglycane (composante essentielle de la paroi cellulaire bactérienne
participant au maintien de la forme et a la protection de celle-ci contre ’osmolyse) [, Cette

similarité lui confére une affinité pour le site actif de la PLP (Protéines Liant les Pénicillines).
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La similarit¢ de la conformation de I’amoxicilline et la D-alanyl-D-alanine est un élément

important qui nous a aideés dans cette étude.

La manipulation chimique de la surface d’une ¢électrode est une étape importante vers
le controle de la structure de I’interface électrode/électrolyte ; toutefois la modification
d’¢lectrode permet de doter la surface conductrice ou semi-conductrice de propriétés

électrochimiques ou chimiques particulieres.

L’étude des transferts d’ions a I’interface d’électrode modifiée représente une base
intéressante pour le développement de capteurs électrochimiques. A cet effet, ’objectif de la
manipulation de surface est le développement de capteurs, le plus souvent miniaturisables,
grace a I’apport de propriétés remarquables de reconnaissance et de complexassions ou
simplement d’accélération du transfert d’électron, d’espéces organiques, inorganiques ou
biologiques. Les multiples fonctionnalisations pouvant étre pour de telles électrodes

modifiées, donnent lieu a de nombreuses applications.

La finalité de ce travail est la fonctionnalisation des électrodes de pate de carbone par
I’antibiotique (amoxicilline) destinées a la détection du staphylococcus aureus et leur

caractérisation par les méthodes électrochimiques.

Dans cette partie, nous donnerons les résultats de nos différentes manipulations en ce
qui concerne 1’électrode de pate de carbone et apporterons des interprétations afin de les

élucider. Notre étude s’articulera autour de deux points :

- Interaction entre 1’¢lectrode de pate de carbone obtenue par adsorption,
I’amoxicilline et les bactéries
- Interaction entre 1’électrode de pate de carbone obtenue par mélange,

I’amoxicilline et les bactéries.
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I. Etude bibliographique

I-1. Staphylococcus Aureus (bactérie)

1.1.1. Agent infectieux
a. Synonyme ou renvoi
SARM (Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline), SASM (Staphylococcus
aureus sensible a la méthicilline), SAIV (Staphylococcus aureus a sensibilité intermédiaire a
la vancomycine), HSAIV (Staphylococcus aureus a sensibilité intermeédiaire hétéro-résistant a
la vancomycine), SARV (Staphylococcus aureus résistant a la vancomycine), infection
staphylococcique, infection a Staphylococcus, impétigo, syndrome de choc toxique.

b. Caractéristiques

Le staphylococcus aureus est une coccobactérie Gram positif, catalase positive
appartenant & la famille des Staphylococcaceae 231, 1l a un diamétre d’environ 0,5 & 1,5 pm,
est immobile, asporulé et facultativement anaérobique (saufs. aureus anaerobius); il est
habituellement disposé en grappes. De nombreuses souches produisent des entérotoxines
staphylococciques, la toxine superantigénique du syndrome de choc toxique (TSST-1) et des
toxines exfoliatives. Staphylococcus aureus fait partie de la flore humaine et est surtout

présent dans le nez et sur la peau 14

Figure 1VV-1 : Staphylococcus aureus en grappe
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1.1.2. Détermination du risque

a- Pathogénicité et toxicité

Le staphylococcus aureus est un pathogene opportuniste qui peut causer diverses
maladies chez les humains, allant des affections qui évoluent spontanément vers la guérison a
des pathologies mortelles 21, Staphylococcus aureus est la cause de multiples infections, qui
vont de la lésion cutanée (furoncles, panaris, impétigo, etc.), a I’endocardite, la pneumonie
aigué, 1’ostéomyélite ou la septicémie. Cette bactérie est une des principales causes de
toxi-infections alimentaires, résultant de la consommation d’aliments contaminés par des
entérotoxines 1. L’intoxication alimentaire par les staphylococcus se caractérise par une
apparition brutale de nausées, de vomissements, de douleurs abdominales, de crampes et de
diarrhée [13191 | es symptdmes disparaissent habituellement aprés 24 heures [°1. Les morsures
d’animaux peuvent entrainer des infections locales, une cellulite, un érythéme, une sensibilité,
une fiévre légeére, une adénopathie et une lymphangite (rare) 1. L’érythrodermie bulleuse
avec ¢épidermolyse est causée par des toxines exfoliatives sécrétées sur I’épiderme et elle
touche surtout les nouveau-nés et les jeunes enfants 31, D autres affections cutanées peuvent
étre causees par ces toxines exfoliatives : phlyctenes, perte cutanée, papules, furoncles,
impétigo, folliculite, abces, piétre contrdle thermique, perte de liquide et infection secondaire
[13.15.17.18] ‘Staphylococcus aureus peut également causer une fasciite nécrosante chez les sujets
immunodéprimés, mais c’est trés rare %l La fasciite nécrosante est une maladie

potentiellement mortelle qui s’accompagne d’une importante morbidité.

Certaines souches de S. aureus produisent la toxine superantigénique TSST-1, qui est
responsable de 75 % des cas de syndrome de choc toxique (SCT) 2%, Le tableau clinique du
SCT comprend des symptdmes aigus et séveres, notamment une forte fiévre, un collapsus
vasculaire, des vomissements, une diarrhée, des myalgies, une hypotension, une éruption
érythémateuse, une desquamation et I’atteinte d’au moins 3 organes 132021 | a mortalité est
trés élevée et le décés peut survenir en 1’espace de 2 heures 2%, Le syndrome de choc toxique
est associé a la colonisation vaginale par S. aureus producteur de toxines durant les regles, a
des complications d’une infection staphylococcique ailleurs dans le corps ou a des
complications chirurgicales 2. Les infections peuvent étre profondes : endocardite,
péritonite, pneumonie nécrosante, bactériémie, méningite, ostéomyélite, arthrite septique et

infections des os, des articulations et des organes 317181,

b- Epidémiologie
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Le Staphylococcus aureus est 1’une des causes les plus fréquentes d’infection de la
peau, des tissus mous et d’infections nosocomiales 8. Les taux d’infection en milieux
communautaires ne cessent de croitre 18221 Les résidents de maisons de soins courent
également un plus grand risque de contracter SARM 21, Environ 20 % des personnes sont
des porteurs persistants de Staphylococcus aureus, environ 60 % sont des porteurs
intermittents et environ 20 % sont rarement des porteurs [l Les enfants sont plus nombreux
a étre des porteurs persistants de la bactérie . Les jeunes femmes sont plus & risque de

souffrir d’un syndrome de choc toxique 2%,

c- Gamme d’hoétes

Ce sont les humains, les animaux sauvages et domestiques, notamment les vaches 24,

d- Dose infectieuse
Au moins 100 000 micro-organismes chez les humains 21,

e- Mode de transmission

La transmission se fait par ’ingestion d’aliments contenant des entérotoxines . Une
transmission verticale est peu fréquente durant 1’accouchement par voie vaginale . La
transmission interhumaine se fait par contact avec une Iésion purulente ou avec un porteur [41,
Le manque d’hygiéne et le surpeuplement accroissent le risque d’exposition a S. Aureus 71,
L’infection peut étre transmise d’une personne a 1’autre par des travailleurs de la santé ou des

patients 1. La colonisation nasale peut entrainer une auto-infection 281,

f- Période d'incubation

Les symptdmes apparaissent habituellement 30 minutes a 8 heures aprés la
consommation des aliments contaminés [*°1. Des colonies de S. aureus peuvent étre portées
pendant une période indéterminée; certaines personnes peuvent étre des porteurs chroniques

et d’autres des porteurs intermittents (4],

g- Transmissibilité
L’infection est transmissible tant qu’une lésion purulente est présente ou que le

portage de la bactérie persiste.

1.1.3. Dissémination

a. Réservoir
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Le Staphylococcus aureus est présent a plusieurs endroits chez les humains : nez, aine,
aisselles, région périnéale (hommes), muqueuses, bouche, glandes mammaires, cheveux,
tractus intestinal, appareil génito-urinaire et voies respiratoires supérieures 131529 De

nombreux animaux servent de réservoirs, en particulier les vaches dont les pis sont infectées
[24]

b. Zoonose
Possible, par contact direct ou indirect avec un animal infecté 16l

c. Vecteurs : Aucun

1.1.4. Viabilité et stabilité

a. Sensibilité aux médicaments
Des antibiotiques comme la cloxacilline et la céphalexine sont couramment utilisés
pour traiter les infections a staphylococcus . Pour traiter 1’infection 8 SARM, on administre

de la vancomycine par voie intraveineuse 34,

b. Résistance aux médicaments

De nombreuses souches de Staphylococcus aureus deviennent de plus en plus
résistantes 4 de nombreuses classes d’antibiotiques 7). Les souches résistantes a la
méthicilline sont de fréquentes causes d’infection nosocomiale 2. Une augmentation de la

résistance a la vancomycine est signalée dans de nombreux hopitaux 71

c. Sensibilité aux désinfectants
Sensibilité a I’éthanol a 70 %, a la chlorhexidine, a I’hypochlorite de sodium a 1 %, au

glutaraldéhyde & 2 %, au chlorure de benzalkonium & 0,25 % et au formaldéhyde 2333341,

d. Inactivation physique

Le Staphylococcus aureus peut croitre a un pH entre 4,2 et 9,3 et dans des
concentrations de sel pouvant atteindre 15 % 5. Les entérotoxines sont résistantes a des
températures qui détruiraient le bacille [*°]. S. aureus est sensible au traitement par la chaleur
seche (160-170 °C pendant au moins une heure), mais non au traitement par la chaleur

humide 33!,

e. Survie a l'extérieur de I'hote

97



La bactérie survit sur des carcasses et des organes (jusqu’a 42 jours), les planchers
(moins de 7 jours), le verre (46 heures), dans les milieux exposés au soleil (17 heures), aux
rayons UV (7 heures), dans les produits de viande (60 jours), sur les piéces de monnaie
(jusqu’a 7 jours), la peau (30 minutes a 38 jours) %81, Selon la taille de la colonie, S. aureus

peut survivre de quelques jours a des mois sur des textiles 57,

1.1.5. Premiers soins et aspects médicaux

a. Surveillance

L’apparition de symptomes doit étre surveillée. Lors d’une éclosion, une toxi-infection
alimentaire peut étre diagnostiquée a partir des symptdmes cliniques et d’une culture de S.
aureus dans des aliments [l Le syndrome de choc toxique peut étre identifi¢ par un
diagnostic clinique et I’isolement d’une souche de S. aureus, de la TSST-1 ou des
entérotoxines B ou C. On utilise pour ce faire les méthodes ELISA, I’agglutination passive
inversée du latex ou la PCR. L’érythrodermie bulleuse avec épidermolyse peut Etre
diagnostiquée en clinique, apres détection du signe de Nikolsky et I’identification de
S. aureus prélevé au siege de I’'infection. L’examen direct au microscope de 1’échantillon

clinique permet de confirmer la bactériémie et les infections profondes.

Remarque : Les méthodes de diagnostic ne sont pas nécessairement disponibles dans

tous les pays.

b. Premiers soins et traitement
Une antibiothérapie n’est pas habituellement nécessaire pour traiter les abces; un
drainage adéquat suffit normalement [*1. Une antibiothérapie appropriée est requise dans le

cas des infections plus graves.

¢. Immunisation
Aucune 131,

d. Prophylaxie
L’¢limination du portage nasal par I’administration de mupirocine topique permet

également d’éliminer le manuportage [4],
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I-2. Amoxicilline
1.2.1. Découverte des p-lactamines et développement de I’amoxicilline

C’est a Alexander Flemming que ’on attribue la découverte des antibiotiques de la
famille des p-lacatmines en 1928. Ce dernier fut le premier a rapporter | activité
antibactérienne de la moisissure Pénicillium sur des colonies de staphylococcus. Il nomma la
substance responsable de cette activité, pénicilline 8. Devant I’impossibilité de purifier cette
molécule, I’intérét la pénicilline comme agent antibactérien fut mitigé jusqu’en 1940, année
ou un groupe de recherche anglais dirigé par Florey et Chain observérent ’efficacité de la
pénicilline contre les infections a streptocoque chez les souris suite a une injection sous-
cutanée de D’antibiotique B°l. A cette époque, il était difficile de produire, & partir de la
souche de Penicillium notatum initialement utilisée, des quantités suffisantes de pénicilline
pour effectuer des essais cliniques. Les conditions de recherche étant difficiles a cause de la
seconde guerre, Florey et Chain se rendirent aux Etats-Unis oU le développement accéléré de
’antibiotique fut considéré comme une priorité stratégique. Grace a une meilleure sélection
de la souche de moisissure et a des améliorations du milieu de culture, le rendement fut
augmenté de 100 fois en seulement 2 ans [“°l. Durant cette période, il devint évident que
différentes molécules pouvaient étre obtenues selon la composition du milieu de culture, la
souche et les conditions de fermentation %41, Vers la fin des années cinquante, Bachelor et
son équipe démontrerent que la structure fournissant a la pénicilline son activité
antibactérienne était 1’acide 6-aminopénicillamique (6-APA) et que ce dernier pouvait étre
obtenu par fermentation en 1’absence de précurseurs de la chaine latérale spécifique a la
pénicilline G 1. Cette découverte a ainsi ouvert la voie a la création de nouvelles B-
lactamines de semi-synthése, dont la chaine latérale rattachée au 6-APA est modifiée [*3I.
Cette découverte a permis d’¢élargir le spectre d’activité des pénicillines : d’une part, on
développa des molécules résistantes aux B-lactamases comme la méthicilline et d’autre part
on développa des B-lactamines a spectre ¢largi comme 1’ampicilline, qui est active a la fois
sur les bactéries a Gram négatif et a Gram positif. Ces premiéres molécules étaient toutefois
peu propices a I’administration orale et c’est en 1970 fut que découverte I’amoxicilline ce qui
remédia a ce probleme. Outre un spectre d’activité trés similaire a celui de I’ampicilline,
I’amoxicilline a une biodisponibilité orale élevée ce qui permet d’obtenir des concentrations

sanguines deux fois plus élevées suite a une administration per os (411,
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1.2.2. Structure et propriétés physico-chimiques

a. Structure

L'amoxicilline appartient au groupe des médicaments appelés antibiotiques, et plus
particulierement a la famille des pénicillines. C’est une molécule dont la masse moléculaire
est de 365.4 daltons. Tel qu’illustré a la figure 1V-2 ci-dessous, elle possede trois groupements
ionisables : le groupement acide carboxyliqgue COOH sur le cycle thiazolidine, le groupement
hydroxyle OH du cycle para-hydroxyphényle et le groupement amine primaire sur la chaine

latérale du cycle pB-lactame.

: Cycle thiazolidine
B: Cycle B-lactame
----. Groupement amine

-------- . Groupement acide carboxylique
--=: Groupement hydroxyphényle

Figure 1VV-2 : Structure semi-développée de I’amoxicilline identifiant ses groupements ionisables et
les cycles du noyau B-lactamine

La structure commune a toutes les pénicillines est le cycle B-lactame fusionné a un
cycle thiazolidine (Figure 1V-3). Le cycle B-lactame des pénicillines porte une chaine latérale
qui est spécifique a chaque antibiotique et influence son action ainsi que son absorption
systémique. Pour I’amoxicilline, cette chaine comporte une amine primaire et un groupement

parahydroxyphenyle.

Noyau béta-lactame

s

//\OH
Noyau thiazolidine

Figure 1\V-3: Structure des pénicillines
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b. lonisation

Un des préalables a I’activité biologique d’une molécule est qu’elle doit pouvoir
traverser les membranes cytoplasmiques de différentes cellules qui s’interposent entre son site
d’administration et son site d’action. Cette membrane est composée d’une bicouche lipidique
dans laquelle sont dispersés des hydrates de carbone et des protéines. La propriété physico-
chimique qui favorise ce passage transmembranaire est une charge ionique nulle.
L’amoxicilline est une molécule amphotére : les valeurs de pKa de ces groupes donneurs de
protons respectivement (-COOH et —OH) et celui de son groupe receveur de protons (-NH2)
sont respectivement de 2,4 et 7,4 et 9,6 4. Le point isoélectrique (pl) est la valeur de pH a
laquelle la charge nette de la molécule est nulle : tel que calculé a I’aide de 1’équation V-1 ci-
dessous 1, sa valeur pour ’amoxicilline est égale a 6,0 car la valeur de pKa du groupement

hydroxyle n’est pas prise en compte étant donné sa proximité avec la valeur du pH sanguin.
Formule de calcul du point isoélectrique et valeur obtenue pour 1’amoxicilline

pl = 1/2 (pK1 + pK2) = 1/2 (2,4 + 9,6) = 6,0 (IV-1)

c. Hydrosolubilité et liposolubilité

Une deuxiéme propriété physico-chimique favorisant 1’absorption est la capacité de la
molécule a se solubiliser dans 1’eau et les lipides. Il est établi que les molécules liposolubles
traversent plus facilement la membrane cytoplasmique que les molécules polaires M€, Le
coefficient de partage octanol/eau (P), qui est habituellement présenté aprés avoir été
transformé logarithmiquement  (logP), est un indicateur du caractére lipophile d’une
substance. Il est calculé a partir du rapport des concentrations d’antibiotique soluble dans
I’octanol et dans I’eau (Equation IV-2). Il est a noter que la concentration d’antibiotique dans
I’octanol n’est pas mesurée mais déduite a partir de la diminution de sa concentration dans

I’eau, apres 1’ajout de la phase d’octanol.
Equation 1V-2 : Calcul de la valeur du log-P

[octanol]

log — P =log feau]

(Iv-2)

Plus sa valeur est négative, plus la molécule est hydrophile, alors qu’a I’inverse plus sa

valeur est ¢levée et positive, plus la molécule est lipophile. Celle de I’amoxicilline est de 0,87
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[47] Cette valeur supérieure a 0 indique que ce composé est légérement plus soluble dans les

lipides que dans I’eau, ce qui favorisera son passage transmembranaire.

d. Stabilité en milieu acide

Une des propriétés physico-chimiques qui favorisent 1’usage thérapeutique de
I’amoxicilline est que sa structure permet de conférer une stabilité au noyau - lactame en
milieu acide, ce qui était un obstacle majeur a I’utilisation orale des pénicillines. Cette
stabilité est obtenue grace a la présence d’une chaine latérale suffisamment longue pour que
son noyau hydroxy-phényl protége le lien amide du cycle B-lactame. Cette caractéristique
favorise d’ailleurs son utilisation par rapport a celle de I’ampicilline, dont la biodisponibilité

orale est moins élevée 18],

1.2.3. Propriétés biologiques de I’amoxicilline

a. Structure et polymérisation du peptidoglycane

La paroi cellulaire bactérienne, composante essentielle au maintien de la forme et a la
protection de celle-ci contre 1’osmolyse, est composée en partie de peptidoglycane. La
structure de ce polymére consiste en une série de chaines ou s’alternent I’acide N-
acétylmuramique (NAM) et ’acide N-acétylglycosamique (NAG), sur lesquels est greffée
une chaine de polypeptides. Ces structures sont reliées entre elles par un pont inter-peptidique
(Figure 1V-4).

>_Pal’oi
Cellulaire

Forer
Cytoplasmique
{a) L-Alanine {@® D-Alanine () 6lycine
{X) DGlutamate NAG acide N-acétyl glucosamique {L) Lysine

NAM acide N-acétyl muramique

Figure 1\V-4: Structure du peptidoglycane ©°!

102



Ces ponts inter-peptidiques sont établis grace a ’action d’enzymes situées a la surface
de la membrane cytoplasmique, les transpeptidases ou PLP (Protéines Liant les Pénicillines),
qui catalysent la réaction permettant la réticulation du peptidoglycane 1. Au cours de cette
réaction, une pentaglycine est ajoutée et la D-alanine du groupement D-alanyl-D-alanine de
la chaine peptidique subséquente est libérée.

Pentaglycine +

f_)%
-0

Pénicillines se———jp-

<4— Site d'action

7 L-Alanine @D-Glutamato OL-Lysine <3 Glycine . D-Alanine
NAG ac. N-acétyl glucosamique NAM ac. N-acétyl muramique

Figure 1V-5 : Réaction de polymérisation du peptidoglycane &

b. Mécanisme d’action des antibiotiques de type béta-lactamine
L’amoxicilline, comme les autres pénicillines, posséde une conformation qui

s’apparente a la D-alanyl-D-alanine du précurseur du peptidoglycane (Figure 1V-6) %, Cette
similarité lui confere une affinité pour le site actif de la PLP.

H
H
~N &
R B S\ /CH3
Pénicillines C.
(Structure commune) G I,\-li>/ CHs
/—OH
O/\
NH, H 0]
D-Alanyl-D-Alanine H3C)\[fN\HJ\OH
O CHs
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Figure 1V-6: Structure des pénicillines et du D-Alanyl-D-Alanine

Les B-lactamines sont des antibiotiques inhibiteurs de la synthése de la paroi
bactérienne, que ce soit des Gram positif ou negatif. Ces composés n'exercent de ce fait leur
action bactéricide que si les bactéries sont en phase de croissance active et en cours de
synthese de leur paroi. Ces antibiotiques possédent une activité temps-dépendant ce qui
signifie que leur action bactéricide dépend de la durée pendant laquelle les concentrations en
médicament demeurent supérieures a la concentration minimale bactéricide ou Concentration

Minimale Inhibitrice.

1.2.4. Principe
Le mécanisme d’action des B-lactamines est fondé¢ sur la liaison de I’antibiotique aux

enzymes participant a la synthése de la paroi bactérienne, les PLP (Protéines Liant la
Pénicilline) encore appelées PBP (Penicillin Binding Proteins). La conséquence de cette
interaction moléculaire est 1’inhibition de la synthése et du remodelage du peptidoglycane,
composant essentiel de la paroi bactérienne. Ainsi, les transpeptidases bactériennes, PLP
intervenant dans la derniére étape de la synthese du peptidoglycane, vont reconnaitre le cycle
béta-lactame du fait de son analogie structurale avec leur substrat naturel. En effet, les B-
lactamines sont des analogues structuraux du substrat naturel dipeptidique D-alanyl D-alanine
qui termine les chaines polypeptidiques des précurseurs du peptidoglycane et vont donc se lier
avec les enzymes responsables de la réticulation du peptidoglycane : les transpeptidases
intervenant au moment de I'élongation (assemblage des chaines peptidiques par formation de
ponts interpeptidiques). Notons dés a présent que la liaison & une PLP se fait de fagon
covalente et irréversible. Les béta-lactamines sont donc des « substrats suicide ». Ainsi, apres
que ’antibiotique s’est fixé a la PLP, la réaction de transpeptidation est inhibée, la synthese
du peptidoglycane bloquée et la cellule meurt rapidement. Toutefois, 1’activité bactéricide des
pénicillines n’est pas liée a la rupture de la paroi fragilisée sous I’effet de la pression
osmotique car pour qu’il y ait mort cellulaire, il faut la coopération active de la bactérie qui
utilise sa propre machinerie enzymatique suicide : les peptidoglycanes-hydrolases

(autolysines).

1.2.5. Déroulement

a. Pénétration dans la bactérie
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Les B-lactames ne doivent pas pénétrer a proprement parler dans la bactérie, mais
rejoindre leur cible au niveau de la face interne de la paroi (espace périplasmique). Cet acces
est direct et facile pour les bactéries a Gram positif dont le peptidoglycane est relativement
perméable aux béta-lactamines (sauf celui de E. faecalis). Par contre, concernant les Gram(-
),les B-lactames doivent emprunter les passages ménagés par les porines au niveau de la
membrane externe pour rejoindre l'espace periplasmique. Ainsi, chez les bactéries a Gram
négatif, ces propriétés de perméabilité vont contribuer a définir le phénotype naturel de

résistance propre a chaque espéce bactérienne.

b. Activité antibactérienne
Comme nous ’avons vu, elle résulte de I’inhibition de la synthése du peptidoglycane
par fixation covalente aux protéines liant la pénicilline. Ces derniéres sont des enzymes
impliquées dans la synthese du peptidoglycane et sont des transpeptidases et des
carboxypeptidases. Elles sont ancrées dans la membrane cytoplasmique par leur extrémité
carboxylique, et émergent sur la face externe de cette membrane dans 1’espace périplasmique

par leur extrémité NH porteuse du site actif enzymatique.

®,

« Arrét de la croissance bactérienne :

En mimant la structure tridimensionnelle de la séquence D-Alanyl-D-Alanine, les
béta-lactames se comportent comme des inhibiteurs de la transpeptidase. En présence
d'antibiotique, cette enzyme, qui agit comme une acyl-transférase a sérine active, exerce son
action hydrolytique sur la molécule antibiotique, conduisant a la formation d'un complexe
enzyme-produit qui ne se dissocie pas car I'enzyme est liée de facon covalente au produit. Ce
mécanisme est appelé inhibition-suicide (I'enzyme elle-méme catalyse la transformation de

I'antibiotique en un composé hautement réactif qui se lie a I'enzyme de fagon irréversible).

Les résultats qui seront ici présentés mettront en évidence le fait que la fixation de la
bétalactamine sur la PLP peut se faire sur d’autres types d’acides aminés que la sérine, et

notamment la lysine.

Les schémas suivants exposent I’action de la transpeptidase et le principe antibactérien
des B-lactamines (Université catholique de Louvain, Cours en ligne, Pharmacologie et
pharmacothérapie des anti-infectieux).
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Figure V-7 : Réaction de transpeptidation

S Enzyme-Ser-OH . .
N\) — 5 HN - . Transpeptidation
O <

> COOH bquuée
O//\OH

(0]
Lien /l

Ser
covalent

ENZ

Figure IV-8 : Inhibition de la transpeptidation par la béta-lactame

Notons en pointillé 1’analogie structurelle entre la séquence D-Ala-D-Ala et la -
lactamine. L’inhibition des PLP essentielles entraine un arrét de croissance (effet
bactériostatique). Trois effets morphologiques différents peuvent étre observés selon les
fixations préférentielles d’une béta-lactamine sur la PLP : la filamentation, la formation de

sphéroplastes suivie d’une lyse bactérienne, et la formation d’éléments ovoides.

Concernant les inhibiteurs de béta-lactamases, elles n’ont pas de role contre les
bactéries mais servent de substrats pour les béta-lactamases qui ne pourront plus exercer leur

effet sur les antibitotiques.

% Effet bactéricide :

Il fait suite a 1’arrét de la croissance de la paroi bactérienne et met en jeu le systeéme
des autolysines, qui dégradent le peptidoglycane des bactéries en phase de croissance. Ainsi la
rupture de [D’équilibre dynamique entre la construction du peptidoglycane et son
réarrangement par les autolysines va se faire en faveur des autolysines entrainant la mort de la

bactérie

Une autre hypothése a été avancée pour expliquer l’action antibactérienne des
pénicillines : une fois li¢ a la PLP, ce type d’antibiotiques activerait des protéines
bactériennes, les holines, ayant pour effet de causer des lésions dans la membrane plasmique
[32] Ces altérations causeraient des fuites du contenu cellulaire, entrainant des hydrolases qui

briseraient le peptidoglycane et lyseraient la cellule B,
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I1. Matériels et méthodes

% Poudre commerciale de graphite
La poudre commerciale de graphite a été fournie a partir de la France (Carbone,

Lorraine, référence 9900). Cette poudre a été utilisée sans subir un traitement préalable.

Y ) [
Jl ol 'k

Figure 1VV-9 : Poudre commerciale de graphite

11.1. Préparation des électrodes
11.1.1. Elaboration de I’électrode de pate de carbone (EPC)
La poudre de graphite (1,6 g) a été mélangée avec le liant, I’huile de paraffine (0,4 ml)

et avec 1’éthanol absolu.

La pate obtenue a été utilisée pour remplir la cavité de 1’électrode (support creux qui
porte la tige de carbone ; surface = 0,1256 cm?) (figure 1V-10). Cette tige assure le contact
électrique avec la pate. Une fois ’¢lectrode fabriquée, elle est séchée a température ambiante
avec soin pendant 24 heures. Aprés séchage, un polissage mécanique de la surface de cette
électrode est réalisé sur papier lisse avant son utilisation afin d’obtenir une surface réguliére et

plus reproductible.

Tige de carbone

) Péate de carbone
Cavité de I’électrode

a

Figure 1\V-10 : (a) Electrode sans la pate de carbone ; (b) Electrode avec la pate de carbone
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11.1.2. Caracteérisation électrochimique

a. Description du dispositif expérimental

L'appareillage utilisé pour nos mesures est constitue d'une cellule comprenant trois
électrodes connectées au voltalab 4 muni d'un potentiostat PCG 100 représenté par la figure
IV-11. L'appareil utilisé est piloté par ordinateur. La programmation, l'acquisition et le

traitement des résultats ont été réalisés par le logiciel voltamaster 4.

Voltalab PCG 100 [ —— ——
ey ! [‘ﬁ

¢ Electrode de référence ( Ag-AgCl)

Contre électrode
(plaque de platine)

Electrode de travail

Bécher (contient le milieu électrolytique)

Agitateur magnétique

Figure 1V-11 : Montage expérimental électrochimique

Le montage illustré ci-dessus est composé d’une cellule électrochimique constituée de

trois électrodes: Electrode de référence, électrode auxiliaire et électrode de travail EPC

Notre électrode de travail est une électrode a pate de carbone (figure 1\VV-10) modifiee

selon les différents cas étudiés.

e Electrolyte support
Les mesures électrochimiques sont toujours effectuées en présence d'un électrolyte
suffisamment concentré, non électro-actif donc « indifférent » vis-a-vis des réactions aux
électrodes. Son emploi permet de rendre la solution plus conductrice et de minimiser le

courant de migration. Afin d’assurer une densit¢é de courant homogéne a I’électrode de
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travail et de minimiser le phénoméne de la chute ohmique, il est important de maintenir

aussi proche que possible 1’électrode de travail et 1’électrode auxiliaire (52,
Nous avons travaillé avec la solution de NaCl comme électrolyte support a 0,1 M.

b. Etude électrochimique de I’électrode meére

Des dispositions ont été prises pour la désoxygénation en barbotant la solution avec le
gaz d'azote pendant environ 5 minutes pendant la mise en ceuvre de l'expérience. Afin
d’obtenir des résultats reproductibles, une solution fraiche a été préparée pour chaque
expérience. Toutes les expériences électrochimiques ont été effectuées a la température

ambiante.

Pour la caractérisation électrochimique de 1’électrode, nous avons utilisé la

voltammeétrie cyclique et a ondes carrées.

11.2. Modification des électrodes meres par I’amoxicilline

11.2.1. Amoxil
Cet antibiotique a été acheté de la pharmacie. C’est une marque déposée des sociétés
du Groupe GlaxoSmithKline Maroc; Ain ElI Aouda, Région de Rabat. Sa composition est

exprimée en amoxicilline (sous forme trihydratée) 1 g, comprimés dispersibles.

11.2.2. Modification des électrodes par adsorption

a. Préparation de la solution d’amoxicilline

Une solution d’antibiotique a été préparée en dissolvant 1 g d’amoxicilline dans 100

ml d’eau distillée, soit une concentration de 2,737.102 mol.I.

b. Trempage des électrodes de travail dans la solution d’antibiotique en
fonction du temps
Afin de déterminer le temps d’accumulation optimal de I1’antibiotique sur les
¢lectrodes de travail, nous les avons trempées dans la solution d’amoxicilline, pendant 10, 20,
30 et 60 min. Au cours de ce trempage, nous avons procédé a 1’agitation de la solution

d’amoxicilline grace a un barreau magnétique tournant a vitesse constante tout en permettant
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la réhomogénéisation du liquide appauvri en substances. La durée de I’agitation est en

fonction de la durée de I’accumulation ou de la préconcentration, les étapes étant simultanées.

11.2.3 Modification de I’électrode par mélange avec I’amoxicilline
Les électrodes ont été modifiées en mélangeant la poudre du carbone a celle de
I’amoxicilline, & une teneur massique de 50% chacune. Leurs surfaces ont été observées au

microscope en réflexion.

11.3. Etude électrochimique de I’électrode modifiée par I’amoxicilline aux
différents temps de pré-concentration et par mélange
Les électrodes modifiées ont été caractérisées électro-chimiquement aux différents
temps de pré-concentration afin de déterminer le temps optimal de dépét de I’amoxicilline a la
surface des celles-ci. La surface de 1’électrode retenue a été observée au microscope optique
en réflexion. Celle obtenue par mélange a été caractérisée selon les mémes méthodes

électrochimiques.

11.4. Caractérisation des électrodes modifiées en présence des bactéries

11.4.1 Culture des bactéries
La culture des bactéries, staphylococcus aureus a été faite au laboratoire de bio-

interfaces et bioprocédés de la Faculté des Sciences et Technique de Beni Mellal (Maroc).

Nous présenterons le protocole de la culture dans un organigramme élucidé par des
photographies.
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Figure IVV-12 : Etapes de la culture du staphylococcus aureus
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11.4.2 Etudes électrochimiques des électrodes modifiées (adsorption et mélange) en
présence des bactéries
Les électrodes modifiées ont été immergées dans une cellule contenant I'échantillon de

bactéries et ensuite caractérisée par la voltammétrie cyclique et a ondes carrees.

11.4.2.1 Etude de effet du temps de contact avec les bactéries
En vue d’étudier le comportement électrochimique des électrodes en fonction du
temps de contact avec les staphylococcus aureus, nous avons fait des caractérisations par la
voltammeétrie cyclique et a ondes carrées a des intervalles de 20 min. A ces mémes intervalles,
des prélévements de 1’électrolyte contenant les bactéries ont été faits dans le but de mesurer

leur densité optique.

A la fin de cette étude, les surfaces des électrodes ont été observées a ’aide du

microscope optique (MO) en réflexion.

11.4.2.2 Etude de D’effet de l1a concentration de I’amoxicilline
Pour I’étude du comportement électrochimique des électrodes en fonction de la
concentration de 1’amoxicilline, nous avons utilisé les mémes méthodes (VC et VOC). Les
électrodes ont été trempées dans les solutions d’amoxicilline a différentes concentrations (1,
5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 et 40 g/L) pendant 20 min (temps de dépot optimal). Aprés 30 min de
contact avec la bactérie, des prélevements de 1’¢électrolyte (contenant les bactéries) ont été

faits dans le but de mesurer la densité optique de 1’échantillon.

11.4.2.3 Etude de ’effet de la densité optique des bactéries
Afin d’étudier I’effet de la densité optique de la bactérie sur les électrodes, nous avons
fait la caractérisation électrochimique de celles-ci en utilisant les méthodes électrochimiques
citées auparavant. Plusieurs solutions tampons contenant les bactéries a différentes densités

optiques ont été préparées au laboratoire de bioprocédés et biointerfaces.

11.4.2.4 Etude de la durée de détection des bactéries
Pour cette étude, 1’¢électrode a été caractérisée par la voltammétrie cyclique a 50

cycles, d’une durée de 66 minutes en présence de la bactérie.
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11.4.2.5 Etude de ’effet du pH
Pour étudier I’effet du pH sur 1’¢lectrode, nous ’avons caractérisée a différents pH
(4,22 ; 7,42 et 8,68). Le choix des pH ne s’est pas fait par hasard. En effet, le Staphylococcus
aureus peut croitre a un pH entre 4,2 et 9,3 5%, Nous avons donc choisi les pH dans cette
plage. Le pH metre (Microcomputer pH/mV/TEMP Meter 6171) a été utilisé pour ajuster les

valeurs du pH.

11.4.2.6 Etude de la reproductibilité du résultat des électrodes
L’expérience a été réalisée avec différentes électrodes modifiées destinées a la

détection des staphylococcus aureus.

I11. Résultats et discussions

I11.1. Electrode de pate da carbone modifiée par adsorption

I11.1.1. Caractérisation physique et électrochimique de I’électrode de pate de
carbone avant et apres modification par ’amoxicilline

a. Caractérisation électrochimique
M Effet de la vitesse de balayage
Afin d’apprécier effet de la vitesse de balayage sur 1’allure du voltammogramme de

EPC meére, nous avons fait sa caractérisation a différentes vitesses de balayage : 10, 20, 30, 50
et 100 mV/s.
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Figure 1V-13 : Superposition des voltammogrammes cycliques de I’EPC mére a différentes vitesses
de balayage 10, 20, 30, 50 et 100 mV/s dans NaCl a 0,1 M ; de -2V a 2V

Nous constatons que l'allure des voltammogrammes correspond a un systéeme
électrochimique rapide; la forme des courbes voltammeétriques est insensible aux facteurs
physiques susceptibles de modifier la vitesse de la réaction électrochimique. Cela démontre
donc la stabilité. De ce fait nous avons choisi de travailler avec des vitesses relativement
élevées, cette rapidité permet d'améliorer la reproductibilité des résultats en diminuant les

fluctuations dues a des contaminations. La vitesse de balayage choisie est donc 100mV/s.

M Choix du temps de dépét
Afin d’obtenir le temps de dépot optimal de I’amoxicilline a la surface de 1’¢électrode,
celle-ci a été trempée a différents temps dans une solution d’antibiotique a une concentration

de 10g/I : 10, 20, 30 et 60 min.
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Figure 1V-14 : Superposition des voltammogrammes cycliques de I’EPC non modifiée et EPC
modifiée par I’amoxicilline aux différents temps de dépot, dans NaCl a 0,1 M ; v = 100mV/s, de -2V a
2V, pH =742

A 10 min de trempage de 1’électrode de pate de carbone dans la solution

d’amoxicilline, le voltammogramme présente une baisse de la densité de courant : Il y

a un début de formation d’un film par I’amoxicilline a la surface de 1’¢lectrode.

= A 20 min de trempage, la densité de courant a considérablement baissé, ce qui dénote
de la présence d’un film formé, celui de ’amoxicilline. La couche est donc a son
dépbt optimal.

= A 30 min de trempage, on note une augmentation de la densité de courant : le film
formé par I’amoxicilline commence surement a se détacher de la surface.

= A1 heure de trempage, le voltammogramme de 1’¢électrode modifiée (EPC/AMX) est

quasi assimilable a celui de ’EPC mere : cela pourrait s’expliquer par le décollement

du film formé par I’amoxicilline a la surface de 1’électrode.

Aprés la caractérisation électrochimique des différentes électrodes obtenues, le temps de
dépdt optimal retenu est 20 min.

b. Caractérisation physique
La surface de 1’électrode de pate de carbone, avant et apres modification par

I’amoxicilline a 20 min de temps de dép06t, a été observée au microscope optique.
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Amoxicilline

Figure 1\VV-15 : Electrode de pate de carbone avant modification (a) et aprés modification par
I’amoxicilline, 20 min de temps de dépdt (b)

On observe la présence des particules blanches sur 1’¢lectrode (b) ce qui confirme la

formation d’une couche de I’AMX sur sa surface.

111.1.2. Caractérisations électrochimiques de EPC/AMX ads. en présence des

Staphylococcus aureus

111.1.2.1. Caractérisation par la voltammeétrie cyclique

L’¢lectrode de pate de carbone modifiée avec I’amoxicilline par adsorption

(EPC/AMX ads.) a été caractérisée en présence des staphylococcus. Le voltampérogramme
obtenu indique la présence de plusieurs fonctions électro-actives. En effet, comme I’indique la
figure 1V-16, le balayage des potentiels en oxydation fourni un pic, nommé Py, centré a +
0,09426V. Quant au balayage en réduction, il a indiqué deux pics, nommés P> et Ps, centrés
respectivement sur - 0,4477V et - 1,141V. Devant la multiplicité des signaux enregistres,
I’attribution de ces derniers nécessite 1’étude électrochimique de 1’amoxicilline pur. Par ce
biais, on espére pouvoir isoler plus facilement le pic correspondant a la présence de la

bactérie.
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Figure 1V-16 : Superposition des voltammogrammes cycliques de EPC/AMX ads. sans bactéries et
EPC/AMX ads. avec bactéries, dans NaCl a 0,1 M ; v = 100mV/s, de -2V a 2V ; pH = 7,42

» Etude électrochimique de I’électrode de pate d’amoxicilline pur
Le voltampérogramme obtenu indique la présence de plusieurs fonctions électro-
actives (figure 1V-17). Le balayage des potentiels en oxydation fourni un pic, nommé P,
centré a - 0,1252 V. Quant au balayage en réduction, il a indiqué deux pics, nommés P> et Ps,

centrés respectivement sur - 0,3825 Vet - 1,127 V.
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Figure 1V-17 : Voltammogrammes cycliques de 1’électrode d’amoxicilline pur dans NaCl a 0,1 M ; v
=100mV/s, de -2V a2V ; pH=17,42

La fenétre de potentiel a considérée pourrait étre de -1 V a 0 V. Une étude par la

voltammétrie a ondes carrées pourrait mieux préciser la zone a exploiter.

111.1.2.2. Caractérisation par la voltammétrie a ondes carrées
L’exploration par la voltammétrie a ondes carrées a donné les résultats reportés en la
figure ci-dessous. La bactérie est détectée a un potentiel de — 0,7616 V (dans la zone de
potentiel allant de -1 & 0 V).
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Figure 1\VV-18 : VVoltammogrammes a ondes carrées de EPC/AMX ads. sans bactéries et EPC/AMX
ads. avec bactéries, dans NaCl a 0,1 M ; v=20mV/s, de -2V a2V ; pH =7,42

111.1.2.3. Etude électrochimique de EPC/AMX ads. en fonction du temps de

contact avec la bactérie
En vue d’étudier le comportement électrochimique de 1’¢lectrode (EPC/AMX ads.) en

fonction du temps de contact avec les bactéries, nous avons fait des caractérisations par la
voltammeétrie cyclique et a ondes carrées a des intervalles de 20 min. A ces mémes intervalles,
des prélevements de 1’¢lectrolyte contenant les bactéries ont été faits dans le but de mesurer la

densité optique de 1’échantillon. Les figures ci-dessous montrent les résultats obtenus.
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a. Caractérisation par la voltammeétrie cyclique

8 EPC/AMX a blanc
EPC/AMNMA+ Bact. 20 min

EPC/AMX+ Bact. 60 min

2| EPC/AMXA+ Bact. 100 min
EPC/AMXA+ Bact. 120 min
EPC/AMN+ Bact. 140 min
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o
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Figure 1\VV-19 : Superposition des voltammogrammes cycliques de EPC/AMX ads. sans bactéries (a)
et EPC/AMX ads. en fonction du temps de contact avec la bactérie (b), dans NaCla0,1 M ; v=
100mV/s, de -2V a2V ; pH=7,42

b. Caractérisation par la voltammeétrie a ondes carrées

03| EPC/AMX 4 blanc

EPC/AMX+ Bact. 60 min
EPC/AMX+ Bact. 140 min |,

0.25
0.z

0.15

bl

di [mAem?]

4.3 45 0.4 42 0 0.z 0.4
Potential [V]

Figure 1\VV-20 : Superposition des voltammogrammes a ondes carrées de 1’électrode de EPC/AMX ads.
sans bactéries et EPC/AMX ads. en fonction du temps de contact avec la bactérie, dans NaCl a 0,1 M ;
v =20mV/s, de -2V a2V ;pH =7,42
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Nous avons une augmentation de la densité de courant a 40 et a 60 min et une baisse a 140
min (Figure 1V-20).

c. Densité du courant en fonction du temps de contact

Tableau V-4 : Densité du courant en fonction du temps de contact de EPC/AMX ads. avec la
bactérie

Temps
(min)

di (WA/cm?) 52,07 251,4 1245 2491 236,8 2447 2472 1714
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Figure 1V-21 : Densité du courant en fonction du temps de contact de EPC/AMX ads. avec la bactérie

On observe une alternance au niveau de la densité de courant des pics enregistrés en
fonction du temps de contact avec la bactérie.

Pendant les 20 premiéres minutes de contact avec la bactérie, la densité de courant
augmente, ce qui traduit une bonne électroactivité a la surface de I’¢électrode due a la réaction
entre la bactérie et I’amoxicilline, plus précisément a 1’ouverture du noyau p-lactame suivi de

la formation de la liaison covalente avec la bactérie.

En effet la paroi cellulaire bactérienne, composante essentielle au maintien de la forme

et a la protection de celle-ci contre I’osmolyse, est composée en partie de peptidoglycane. Et
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I’amoxicilline, comme les autres pénicillines, posséde une conformation qui s’apparente a la
D-alanyl-D-alanine, précurseur du peptidoglycane (Figure IV-10). Cette similarité lui confére
une affinité pour le site actif de la PLP. En réagissant avec la pénicilline, la PLP ouvre le

noyau B-lactame qui ensuite forme une liaison covalente avec le site actif (Figure 1V-22).

Enzyme-Ser-O —H  s——=  Enzyme-Ser OH* + 1e°

Enzyme-Ser OH* =———= Enzyme-Sero° + H

S

- x S ,\gx - W
3 COOH
o //\OH //\OH

Ser ENZ Lien /rer
Ser-ENZ covalent

ENZ

Figure 1V-22 : Mécanisme de I’ouverture du noyau p-lactame

De la 20° a la 40° minute de contact avec la bactérie, la densité de courant diminue, ce

qui pourrait s’expliquer par la formation d’un film de bactéries a la surface de 1’électrode.

De la 40° a la 60° min de contact avec la bactérie, on assiste a nouveau a une
augmentation de 1’électroactivité de 1’¢lectrode ce qui confirme qu’il y a autolyse de la
bactérie (tableau 1V-2) et donc libération de la surface de 1’électrode. Cette libération va
entrainer une fois de plus I’insertion des bactéries par la formation de liaison covalente avec

I’amoxicilline d’ou I’augmentation de I’électroactivité.

Tout ce mécanisme pourrait expliquer les alternances observées au niveau de la

densité de courant.

d. Densité optique en fonction du temps de contact de EPC/AMX ads. avec la
bactérie

Tableau IV-5 : Densité optique en fonction du temps de contact de EPC/AMX ads. avec la bactérie

Temps 0 20 40 60 80 100 120 140
(min)

DO 0,925 0,873 0,803 0,720 0,643 0,589 0,384 0,250
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Figure 1V-23 : Densité optique en fonction du temps de contact de EPC/AMX ads. avec la bactérie

On remarque que la DO diminue en fonction du temps de contact de EPC/AMX ads.

avec la bactérie.

Les bétalactamines inhibent la synthese de la paroi bactérienne en se fixant sur les
protéines liant les pénicillines (PLP). Ces protéines sont des carboxypeptidases et des
transpeptidases nécessaires a la liaison entre les chaines latérales des peptidoglycanes.
L’inhibition d’une ou plusieurs de ces enzymes fait accumuler des précurseurs de
peptidoglycanes qui activent le systéme autolytique de la bactérie et entrainent sa lyse. 54
Ce qui explique la diminution de la densité optique.

e. Courbes de polarisation
Les courbes intensité-potentiel appelées aussi courbes de polarisation globale, ou
courbes potentio-dynamiques sont obtenues en faisant varier de fagon continue le potentiel
appliqué a I’¢électrode de travail depuis le domaine cathodique (valeurs négatives du potentiel)

jusqu’au domaine cathodique et en enregistrant pour chaque valeur de potentiel, la valeur de
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la densité¢ de courant correspondante. L’allure des courbes renseigne sur les différentes

réactions électrochimiques mises en jeu pour des potentiels donnes.

Les parameétres rassemblés déduits des courbes de polarisation, tels que le potentiel de
polarisation (Ep), le courant de polarisation (lp), les bornes cathodiques et anodiques de Tafel
(Bc et Pa), sont présentés dans le tableau 1V-6.

Tableau V-6 : Paramétres électrochimiques relatifs a 1’effet du temps de contact de EPC/AMX ads.
avec la bactérie

EPC/AMX EPC/AMX en présence des bactéries
bl

anc 20min  40min 60min 80min 100min ~ 120min  140min

E (i=0)mV -468.,9 5714 5384 6284 7153 6934 -803.4 7813

Rp (kohm.cm?) 1,45 1,25 1,32 1,34 1,16 1,30 1,26 1,80
ip (LA/CM?) 382266 37,1039 450633 39,9375 557303 422113 434392 183291
Ba (mV) 341,0 2841 3833 361,8 4118 4147 375.0 190,0
Ba (mV) -350,9 3078 -3541 -305,7 3838 -300,8 3235 2173

La résistance de polarisation est inversement proportionnelle au courant de
polarisation. Plus la valeur de la résistance de polarisation est élevée (due a la présence d’un
film de bactéries a la surface de I’¢lectrode), plus I’intensité du courant de polarisation est

faible et vice versa.
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111.1.2.4. Comparaison du comportement électrochimique et physique de
EPC/AMX ads.avant et apres le temps de contact avec la bactérie

Cumvent denwty fn Amf

-2 =1 -] 1 2
Potartiad [ ]

Figure 1V-24 : Superposition des voltammogrammes cycliques de EPC mére, EPC/AMX ads. sans
bactéries et EPC/AMX ads. apres 2h20min de contact avec la bactérie, dans NaCla 0,1 M ; v =
100mV/s, de -2V a2V ; pH=7,42

Apres 2 heures 20 minutes de contact avec les bactéries, 1’électrode de pate de carbone
modifiée par I’amoxicilline tend vers 1’état initial c’est-a-dire vers 1’électrode mére. La

bactérie apres sa lyse semble entrainer les molécules d’amoxicilline avec elle. Ce résultat est

confirmé par des photographies issues de I’observation au microscope optique.

Figure 1V-25 : Electrode de pate de carbone mére (a), aprés modification par I’amoxicilline (b) et
apres 2h20min de temps de contact avec la bactérie (c)
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111.1.2.5. Etude électrochimique de I’effet de la concentration de

I’amoxicilline a la surface de EPC/AMX ads. sur les bactéries
Les ¢électrodes de pate de carbone ont été trempées dans des solutions d’amoxicilline a

différentes concentrations pendant 20 min (temps de dépot optimal). Aprés 30 min de contact
avec la bactérie, des prélevements de ’¢électrolyte (contenant les bactéries) ont été faits dans

le but de mesurer la densité optique de I’échantillon. Les figures ci-dessous montrent les

résultats obtenus.

a. Caractérisation par la voltammétrie a ondes carrées

La figure 1V-27 montre une meilleure électroactivité de EPC/AMX modifiée & une
concentration de 10 g/l d’amoxicilline. Pour une meilleure appréciation de ces résultats, nous
avons procédé a une comparaison de ces électrodes modifiées a différentes concentrations a

blanc et avec bactéries (résultats non présentés). Ces comparaisons ont attesté que la

concentration optimale est bien 10 g/I.

400

EPC/AMX de 5 g/L

EPC/AMX de 10 g/L
EPC/AMX de 20 g/L
EPC/AMX de 30 g/L
EPC/AMX de 40 g/L

350
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200
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W
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Figure 1V-26 : Superposition des voltammogrammes a ondes carrées de EPC/AMX ads. modifiées a
différentes concentrations de 1’antibiotique en présence des bactéries dans NaCla 0,1 M ; v =

20mV/s, de -2V a2V ; pH =7,42
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b. Densité de courant en fonction de la concentration de I’amoxicilline

Tableau V-7 : Densité de courant en fonction de la concentration de 1’amoxicilline a la surface de

EPC/AMX ads.
Concentration [AMX] (g/L) 0 1 5 10 15 20 25 30 35 40
di (uA/cm?) 153,8 204,1 187,8 2514 2411 1439 226 6,36 197,3 52,2

La densité de courant est plus importante a une concentration de 10 g/l de la solution
d’amoxicilline. Au regard de ces résultats, nous pouvons dire que la concentration de

I’amoxicilline est un parametre a prendre en considération pour la détection des bactéries.

Cc. Densité optique en fonction de la concentration de I’amoxicilline a la surface

de EPC/AMX ades.

Tableau V-8 : Densité optique en fonction de la concentration de 1’amoxicilline a la surface de

EPC/AMX ads.
[AMX] g/l 0 1 5 10 15 20 25 30 35 40
DO 092 0850 0,782 0538 0428 0335 0,296 0,197 0,161 0,049

0,8 -

DO =-0021[ANX] + 0,8369

0.6 -

Lo

0.4

{I T T T T T T T T
L 5 14 15 X pal 30 35 440 45

[AMX] g/L

Figure 1V-27 : Densité optique en fonction de la concentration de 1’amoxicilline a la surface de
EPC/AMX ads.
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On remarque que plus la concentration de 1’amoxicilline augmente plus la DO

diminue.

111.1.2.6. Etude de I’effet de la densité optique (DO) de la bactérie sur
EPC/AMX ads.
L’¢lectrode de pate de carbone modifiée par I’amoxicilline a une concentration de

10g/L a été caractérisée en presence de bactéries a différente densité optique.

a. Caractérisation par la voltammeétrie cyclique

EPC/AMX a blanc

EPC/AMX DO = 0,263
4 EPC/AMX DO = 0,608
EPCA/MX DO = 0,994

Current dan =ity fnAfom?]

-7 -1 0 1 prd

Potentisl [ V]

Figure 1VV-28 : Superposition des voltammogrammes cycliques de EPC/AMX ads. a blanc et
EPC/AMX ads. (10g/L) en présence des bactéries a différentes densités optiques dans NaCl a 0,1 M ;
v =100mV/s, de -2V a2V ; pH =7,42

On enregistre une augmentation de la densité de courant ponctuée par des alternances.

Cette augmentation est illustrée par la voltammétrie a ondes carrées.
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b. Caractérisation par la voltammeétrie a ondes carrées

400 EPC/AMX a blanc

EPC/AMX DO = 0,263
350 EPC/AMX DO = 0,608
EPCA/MX DO = 0,994

300

di [ Aem?]

0.8 -08 0.4 0.2 0 0.z

Potential [ V]

Figure 1VV-29 : Superposition des voltammogrammes a ondes carrées de EPC/AMX ads. a blanc et
EPC/AMX ads. (10g/L) en présence des bactéries a différentes densités optiques dans NaCla 0,1 M ;
v =100mV/s, de -2V a2V ; pH=7,42

c. Densité de courant en fonction de la densité optique

Tableau IV-9 : Densité de courant (EPC/AMX ads.) en fonction de la densité optique
DO 0 0,093 0,149 0,263 0,478 0,560 0,608 0,994

di (WA/cm?) 52,07 146,6 174,7 1385 207,7 199,8 165,7 236,2
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di (uAem?)

300 -
di=13539D0O + 111,93
R*=10,6363
250 - -
/___,_-—H [ ]
[ ] ——_.(.—-"—P(-)}
200 - -
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__,-"
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Figure 1\VV-30 : Densité de courant (EPC/AMX ads.) en fonction de la densité optique

d. Détermination de la limite de détection et de quantification de EPC/AMX ads.
D'aprés Miller et Miller ¥° |a déviation standard du courant moyen (SD) mesuré peut

étre modélisée par I’équation:

valeur correspondante calculée a la méme densit¢ optique en utilisant 1’équation de
calibration. n est le nombre de mesure effectué. La valeur de SD (déviation standard) calculée

est utilisée pour la détermination de la limite de détection (LD) et la limite de quantification

(LQ).

1 n
T Z(i,- — 1)? (IV.9)
=1

SD =

Ou ij est la valeur expérimentale du courant identifié a la manipulation j et I; est la

LD = 3 X

— (IV.10)

LQ = 10 x (IV.11)

pente
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Pour I’électrode de pate de carbone modifiée par I’amoxicilline, la limite de détection

est de 2,954.107%¢t la limite de quantification est de 9,846.10°.

111.1.2.7. Détermination de la durée de la détection des bactéries par

EPC/AMX ads.
L’¢électrode a été caractérisée par la voltammétrie cyclique a 50 cycles, d’une durée de

1 h 06 min en présence de la bactérie.

Corrid donaly fr Ao

-2 =1 a 1

Potential [ V]
Figure 1\VV-31 : voltammogrammes cycliques de EPC/AMX ads. en présence des bactéries pendant 50
cycles dans NaCl a 0,1 M ; v = 100mV/s, de -2V a2V ; pH = 7,42
Apres 50 cycles, I’électrode enregistre une augmentation de la densité de courant avec
la méme allure du voltammogramme. Elle continue de détecter la bactérie. Une comparaison
des voltammogrammes de EPC/AMX ads.a blanc et EPC/AMX ads. en présence des bactéries

apres les 50 cycles illustre bien cette croissance de cette électroactivité.
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EPC/AMX a blanc
EPC/AMX + bactéries apres 50@ycles@

e

Current density fnAfcm?]

-2 E| 0 1 2

Fotential [ V]

Figure 1\VV-32 : Comparaison des voltammogrammes cycliques de EPC/AMX ads. a blanc et en
présence des bactéries aprés 50 cycles dans NaCl a 0,1 M ; v =100mV/s, de -2V a 2V ; pH = 7,42

111.1.2.8. Etude de I’effet du pH
EPC/AMX ads.a été caractérisée a différents pH (4,22 ; 7,42 et 8,68). Nous avons

travaillé avec une électrode de pate de carbone ayant les paramétres suivants :
e Temps de dépdt de I’amoxicilline sur I’¢électrode : 20 min.

e Concentration de I’amoxicilline : 10 g/I.

L’¢lectrode ayant donné des résultats satisfaisant quant a la détection des bactéries en
milieu acide, neutre et basique, nous avons donc fait une comparaison desdits
voltammogrammes dans le but de déterminer le milieu le plus favorable a 1’¢lectroactivité de

celle-ci. Les résultats sont illustrés par la figure 1\V-34.
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EPC/AMX + bact pH = 4,22
EPC/AMX + bact pH = 7,42

@

Current density fnAom?]
(=1

-2 -1 0 1 2

Potential [ V]

Figure 1V-33 : Superposition des voltammogrammes cycliques de EPC/AMX ads a différents pH
en présence des bactéries dans NaCl a 0,1 M ; v = 100mV/s, de -2V a 2V
Au regard de ces résultats, nous pouvons dire que notre électrode présente une

meilleure électroactivité en milieu acide ; pH = 4,68.

111.1.2.8. Reproductibilité des résultats de EPC/AMX ads.
L’expérience a ¢été réalisée avec différentes électrodes modifiées destinées a la

détection des staphylococcus aureus. La réponse du signal a été toujours la méme caractérisée

par une augmentation de la densité de courant.

111.2. Electrode de pate de carbone modifiée par mélange

111.2.1. Caractérisation physique et électrochimique de I’électrode de pate de
carbone avant et apres modification par ’amoxicilline
L’¢lectrode a été obtenue en mélangeant la poudre d’amoxicilline et celle de carbone a

une teneur massique de 50% chacune.

a. Caractérisation physique de I’électrode obtenue
L’¢lectrode modifiée apreés observation au microscope optique donne les résultats

présentés a la Figure 1V-34.
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Figure 1V-34 : Electrode de pate de carbone avant modification (a) et apres modification par
I’amoxicilline : 50 % poudre de carbone + 50% poudre d’amoxicilline (b)

b. Caractérisation électrochimique
L’¢lectrode de pate de carbone modifiée avec I’amoxicilline par mélange (EPC/AMX

mél.) a été caractérisée a blanc et ensuite une comparaison a été faite avec le

voltammogramme cyclique de 1’¢lectrode de pate de carbone mére.
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EPC mere
EPC/AMX

Currant density jnAcm®]

2 -1 0 1 2z

Patential [V]

Figure 1V-35 : Superposition des voltammogrammes cycliques de EPC mere et EPC/AMX mél. a
blanc dans NaCl 2 0,1 M ; v =100mV/s, de -2V a 2V ; pH = 7,42
La comparaison des voltammogrammes montre que I’électrode de pate de carbone
meére a été bien modifiée. Cette modification se caractérise par une baisse de 1’électroactivité

de I’¢lectrode due a la présence d’un film formé par I’amoxicilline a sa surface.

111.2.2. Etude de EPC/AMX mél. en fonction du temps de contact avec la bactérie

a. Caractérisation électrochimique de EPC/AMX mél. en fonction du temps
de contact avec les bactéries
L’électrode a été caractérisée par la voltammétrie cyclique et a ondes carrées a des
intervalles de 20 min. Des prélévements de 1’électrolyte contenant les bactéries ont été faits
aux intervalles cites ci-dessus pour mesurer la densité optique de 1’échantillon. Les résultats

obtenus sont illustrés par les figures ci-dessous.
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LUFMENT Qen sy [ A/cme|

EPC/AMX mél. sans bactéries
4| EPC/AMX+ bact. 20 mn

EPC/AMX+ bact. 60 mn

EPC/AMX+ bact. 100 mn
EPC/AMX+ bact. 120 mn

Figure 1\V-36 : Superposition des voltammogrammes cycliques de EPC/AMX mél. a blanc et
EPC/AMX mél. a différents temps de contact avec les staphylococcus dans NaCla 0,1 M ;v =

b. Densité de courant de PEPC/AMX mélange en fonction du temps

-1 0 1 2

Potentisl [ V]

100mV/s, de -2V a 2V ; pH=7,42

contact avec les staphylococcus aureus

de

Tableau 1V-10 : Densité de courant de ’EPC/AMX mél. en fonction du temps de contact avec la

bactérie

Temps (min)

0 20 40 60 80 100 120 140

di (LA/cm?)

156 1339 1255 1414 1494 1389 1228 1414
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Figure 1V-37 : Densité de courant en fonction du temps de contact de EPC/AMX mél. avec la bactérie

L’¢lectrode constituée du mélange de I’amoxicilline avec la pate de carbone a
différents temps de contact avec la bactérie montre une faible électro-activité par rapport a
celle sans bactéries. La détection de la bactérie est donc difficile a mener avec une telle

électrode.

c. Densité optique en fonction du temps de contact de EPC/AMX mél. avec la

bactérie

Tableau IVV-11 : Densité optique en fonction du temps de contactde EPC/AMX mél.avec la bactérie
Temps (min) 0 20 40 60 80 100 120 140

DO 0,925 0,799 0,723 0,618 0,603 0475 0,210 0,131
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Figure 1V-38 : Densité optique en fonction du temps de contact de EPC/AMX mél. avec la bactérie

On remarque que la densité optique diminue en fonction du temps de contact de
I’EPC/AMX mélange avec la bactérie.

d. Comparaison du comportement physique et électrochimique de EPC/AMX
mél. avant et apres le contact avec la bactérie
e Caractérisation physique de EPC/AMX mél.
L’observation au microscope optique avant et aprés le contact de I’EPC/AMX mél.

avec les staphylococcus a donné les résultats suivants :
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Figure V-39 : EPC meére (a), EPC/AMX mél. avant le contact avec les bactéries (b) et apres 2h20
min de contact avec les bactéries (c)

e Caractérisation électrochimique de EPC/AMX mél.

EPC mere a
s| EPC/AMX sans bactéries

Current density fnAfom?]

-2 -1 i} 1 2
Potential [ V]

Figure 1\V-40 : Superposition des voltammogrammes cycliques de I’EPC mére (a), EPC/AMX mél.
avant le contact avec les bactéries (b) et aprés 2h20 min de contact avec les bactéries (c) dans NaCl a
0,1 M; v=100mV/s,de -2V a2V ; pH =7,42

Aprés 2h20 min de traitement, le voltammogramme semble ne pas étre trop différent

de celui obtenu avant traitement (confirmé par la Figure 1VV-39).
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e. Comparaison des données de la densité optique de EPC/AMX ads. et
EPC/AMX mél.

Tableau IVV-12 : Comparaison des données de la densité optique EPC/AMX ads.et EPC/AMX mél.

Temps (min)

0 20 40

80 100 120

DO (par dépdt)
DO (par mélange)

0,925 0,873 0,803
0,925 0,799 0,723

0,643 0,589 0,384
0,603 0475 0,210

0,250
0,131

0,9 -

0.8 -

0.7 -

0,6 -

DO

0,5 -

04 -

0.3

0.2 -

0.1 -

u Par adsorption
W Par mélange
20 40 60 100 120
Temps (mn)
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Figure 1V-41 : Comparaison des données de la densité optique de EPC/AMX ads. et EPC/AMX

La baisse de la densité optique de I’électrode obtenue par mélange est plus

significative que celle obtenue par adsorption. Cela est surement di a la forte teneur

d’amoxicilline a la surface de 1’électrode.

f. Effet du pH sur EPC/AMX mél. en présence des bactéries

L’¢lectrode de pate de carbone modifiée par I’amoxicilline par mélange n’ayant pas
donné de bons résultats en milieu neutre, nous avons donc étudié son comportement

électrochimique en milieu acide et basique afin de déterminer le milieu dans lequel elle

pourrait étre la plus électro-active.
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En milieux acide et basique, elle montre une nette amélioration de son électroactivité

mais pas assez suffisante pour mettre en évidence la détection de la bactérie.

Conclusion

L’étude de I’interaction entre 1’électrode de pate de carbone, I’amoxicilline et les
staphylococcus aureus dans le but d’élaborer un capteur électrochimique a donné des résultats
satisfaisants avec la modification effectuée par adsorption. L’électrode modifiée par
I’amoxicilline & une concentration de 10 g/l est un bon capteur pour la détection des
staphylococcus aureus. En plus elle conserve cette propriété dans les milieux neutre, acide et

basique.
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Conclusion générale

Le travail présenté dans ce mémoire s’est intéressé aux axes suivants :

M La mise au point d’un bioréacteur a scedosporium pour la dépollution des eaux
contaminées par les résidus médicamenteux et d’¢laborer des capteurs électrochimiques
permettant d’évaluer les performances épuratoires de ce bioréacteur. Pour le suivi de la
cinétique de la biodégradation du PAP, on a procédé a deux techniques €lectrochimiques,
la VC et la VOC et avec deux méthodes d’étalonnages : 1’étalonnage externe et
I’étalonnage interne.

M La synthése des molécules hétérocyclique nitrée a partir des molécules méres
commerciaux, puis I’étude du pouvoir antioxydant de ces molécules avant et apres la
nitration par deux voies : Electrochimique et biologique.

M L’étude de la détection des staphylococcus aureus dans des solutions. Cette étude a été
réalisée par I’EPC. Celle-ci a été modifiée par la molécule de I’amoxicilline jouant le rdle
de biorecepteur a la surface de 1’électrode synthétisée. Une application analytique a été
réalisée, elle consiste a ajouter des bactéries dans des solutions et a y étudier le

comportement électrochimique des biocapteurs.
En conclusion :

M L’ECV a prouvé une bonne adaptation dans le domaine de concentration étudié,
notamment au début des tests avec 0,9 g/l de PAP. Par contre ’EPC n’a pas réussi a
suivre la cinétique de la biodégradation a cause du probléme de passivation au-dela de
0,6 g/l. L’efficacit¢ du champignon Scedosporium dehoogii pour I’épuration des
solutions contaminées par le PAP a été validée. Les résultats d’études ont montré que la
méthode d’analyse la plus fiable a été la VC par étalonnage externe en utilisant 'ECV.

M L’Etude de I’oxydo-réduction électrochimique et 1’évaluation de 1’activité biologique des
composés nitrés, ont aboutis aux mémes résultats. Le 1,2-benzendiol a présenté une
activité antioxydante importante, en revanche, le 1,6- dinitronaphtaléne-2-ol, était
totalement inactif vis-a-vis du radical DPPH.

M Les biocapteurs élaborés, en plus de détecter les bactéries staphylococcus aureus,
développent une autre propriété, celle d’épuratrice, se traduisant par la baisse de la
densité optique de la bactérie. Le matériau (EPC) utilisé dans ce travail a prouvé une

grande efficacité comme support pour étudier le comportement électrochimique des
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bactéries a la surface de I’électrode qui en émanaient. Les résultats obtenus nous
montrent que 1’électrode élaborée est particulierement capable de détecter les bactéries
étudiées a de faibles densités optiques. Cette électrode affiche une bonne reproductibilité
des résultats, une bonne électroactivité en présence des bactéries dans les milieux acide,

neutre et basique et une durée de détection trés satisfaisantes.
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Perspectives

En perspective, nous prévoyons de réaliser :

>

Le Suivi de la biodégradation du PAP avec des EPC modifiées par des molécules
nitrées pour verifier le recul de la passivation.

L’étude de I’efficacité de la biodégradation du PAP avec d’autres souches du
champignon Scedosporium dehoogii.

Un capteur électrochimique pour un micropolluant émergent, le diclofenac, pourrait
étre mis au point et testé avec Scedosporium dehoogii car il fait partie des molécules
actuellement sous surveillance.

La synthése d’autre composés hétérocycliques en évaluant leurs 1’activité
pharmacologique.

L’élaboration des capteurs électrochimiques pour la détection de certaines bactéries

causant les maladies infectieuses d’origine hydriques.
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