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Résumé  
 

Ce travail a pour objet le développement d’outils enzymatiques sensibles et sélectifs pour la 

détection de trois pesticides organophosphorés utilisés pour le traitement des oliviers : le 

malathion, le diméthoate et le méthidathion, sous leurs formes oxydées. Les systèmes 

développés sont des bioessais à détection optique ou des biocapteurs à détection 

ampérométrique. 

Dans cette étude l’enzyme utilisée comme biorécepteur a été l’acétylcholinestérase d’anguille 

électrique.  Trois méthodes d’immobilisation ont été mises en œuvre : l’immobilisation par 

adsorption, l’immobilisation par liaisons covalentes sur des billes magnétiques et le piégeage 

dans une matrice sol-gel. En fonction du type de support mis en œuvre (microplaques ou 

électrodes sérigraphiées), 5 outils différents ont pu être développés, à savoir deux bioessais à 

détection optique et 3 biocapteurs ampérométriques. Les systèmes mis au point ont été 

optimisés avec des échantillons de laboratoire puis testés sur des échantillons naturels d’huile 

d’olive après une simple extraction liquide-liquide.  

Parmi ces 5 systèmes conçus, le biocapteur ampérométrique basé sur l’immobilisation de 

l’acétylcholinestérase dans une matrice sol-gel a permis d’obtenir les meilleures performances 

en termes de stabilité opérationnelle, stabilité au stockage, reproductibilité. Il s’est avéré de 

plus être le mieux adapté au dosage d’échantillons réels d’huile d’olive. Ce biocapteur a été 

associé à une méthode d’extraction basée sur l’utilisation de polymères à empreintes 

moléculaire (MIPs), permettant l’extraction très sélective d’un pesticide cible d’un mélange 

de composés différents.  

Des polymères à empreintes moléculaires spécialement conçus pour les trois pesticides mis en 

jeu ont été développés en parallèle de cette thèse. Les résultats obtenus ont montré que 
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l’association MIPs-biocapteur permet de détecter et de quantifier sélectivement les trois 

insecticides organophosphorés dans une matrice complexe telle que l’huile d’olive. 

 

Mots-clés : biocapteur, bioessais,  huile d’olive, organophosphorés, acétylcholinestérase 

d’anguille électrique. 
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Abstract 

The aim of this work was the development of sensitive and selective enzymatic tools for the 

detection of three organophosphate pesticides mainly used for the treatment of olive trees: 

malathion, dimethoate and methidathion, in their oxidized forms. The developed systems are 

bioassays based on optical detection or biosensors based on amperometric measurements. 

In this study the enzyme used as bioreceptor was the acetylcholinesterase from electric eel. 

Three immobilization methods have been tested: immobilization by adsorption, covalent 

immobilization on magnetic beads and immobilisation by entrapment in a sol-gel matrix. 

Depending on the support used (microplates or screen printed electrodes), 5 different tools 

have been developed: two optical bioassays and 3 amperometric biosensors. These developed 

systems were optimized with laboratory samples and then tested on natural samples of olive 

oil after a simple liquid-liquid extraction. 

Among these five systems designed, the amperometric biosensor based on 

acetylcholinesterase immobilized by bioencapsulation in a sol-gel matrix presented the best 

performance in terms of operational stability, storage stability, reproducibility, and it proved 

to be best suited for the determination of real samples of olive oil. This biosensor has been 

associated with a highly selective extraction method based on the use of molecular imprinted 

polymers (MIPs), allowing the extraction of a target pesticide from a mixture of different 

compounds. The molecular imprinted polymers used in this study were specially designed for 

the three targets pesticides. 

The results showed that the association MIPs-biosensor can selectively detect and quantify the 

three organophosphorus insecticides in a complex matrix such as olive oil. 

Keywords: Biosensor, bioassay, olive oil, organophosphate, electric eel acetylcholinesterase.
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Introduction 

L’olivier est un arbre sacré qui véhicule de nombreux symboles : paix, fécondité, purification, 

force, victoire et récompense,  et qui est connu et utilisé depuis l’antiquité surtout pour son 

huile. Actuellement le patrimoine oléicole mondial compte environ près d’un milliard 

d’oliviers cultivés à travers le monde,  dont 90 % sont cultivés dans le bassin méditerranéen. 

La grande partie de la production  de ces oliviers est utilisée spécialement pour la fabrication 

de l’huile d’olive. Riche en acides gras et en produits polyphénoliques,  l’huile d’olive est 

connue pour ces bienfaits pour la santé humaine. Avec la promotion actuelle de ces vertus 

bénéfiques, la demande mondiale ne cesse d’augmenter et par conséquent la production croît 

constamment pour répondre aux besoins des consommateurs. Néanmoins, les attaques des 

ravageurs et des maladies comme la mouche blanche, le neïroun, le psylle et la cochenille 

noire, nécessitent l’application de produits phytosanitaires pour lutter contre ces nuisibles et 

maintenir un bon rendement. Ces pesticides, majoritairement des organophosphorés et des 

carbamates, conduisent à des résultats intéressants. Cependant, leurs résidus détectés dans 

l’huile et dans les fruits présentent un risque majeur pour la santé des consommateurs. Devant 

une  réglementation très stricte, un suivi régulier de l’analyse de ces résidus est devenu une 

nécessité afin de s’assurer de la conformité du produit mis sur le marché. 

 Les méthodes classiques de détection des pesticides organophosphorés (OPs) s'appuient sur 

une analyse par des méthodes conventionnelles comme la chromatographie avec détection 

spécifique. Bien que ces techniques soient très puissantes et capables de détecter de très 

faibles concentrations, elles sont relativement coûteuses, complexes, et doivent être réalisées 

dans des laboratoires spécialisés par du personnel qualifié. 

 Une alternative possible à l’utilisation de ces méthodes sophistiquées réside dans l’utilisation 

de méthodes biochimiques basées sur des tests enzymatiques ou immunologiques. Les 
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insecticides OPs et carbamates peuvent être déterminés par des telles méthodes, qui ont 

ensuite été appliquées au développement de biocapteurs enzymatiques. L’objectif du 

développement d’un biocapteur est d’aboutir à un dispositif peu coûteux, de taille réduite 

(portatif) permettant de détecter, d’alerter, voire de doser directement l’analyte d’intérêt, de 

façon rapide, et de préférence sans nécessiter l’ajout d’autres réactifs ou de prétraiter 

l’échantillon. Du fait de leur nature biologique, les biocapteurs présentent aussi une grande 

sensibilité permettant de détecter de très faibles concentrations, avec une grande robustesse et 

une grande sélectivité.  

Le but de ce travail est de mettre au point des méthodes enzymatiques pour la détection de 

trois organophosphorés utilisés pour le traitement des oliviers : le malathion, le méthidathion 

et le diméthoate sous leurs formes oxydées. Il s’agit du développement de biocapteurs  

enzymatiques colorimétriques ou ampérométriques basés sur l’inhibition de 

l’acétylcholinestérase (AChE). Ce sujet a été abordé auparavant par plusieurs études qui ont 

abouti à la réalisation de biocapteurs sensibles et sélectifs pour la détection de plusieurs  

organophosphorés et carbamates. Ces études se sont basées sur l’utilisation d’une 

combinaison de différentes acétylcholinestérases, certaines modifiées génétiquement,  et de la 

phosphotriestérase pour améliorer la sélectivité et la sensibilité du capteur. Dans ce travail, 

nous avons essayé de diminuer le coût des outils développés ainsi que la complexité du 

système en immobilisant uniquement l’acétylcholinestérase sauvage d’anguille électrique qui 

est facilement manipulable et disponible sur le marché à faible coût. Pour augmenter la 

sensibilité et la sélectivité de nos biocapteurs, une étape d’extraction a été ajoutée en amont de 

la détection, basée sur l’utilisation des polymères à empreinte moléculaire (MIPs). Les MIPs 

utilisés ont été développés et optimisés spécifiquement pour les trois pesticides concernés par 

cette étude dans le cadre d’une thèse complémentaire rentrant dans le même projet que celle-

ci. D’autre part, l’innovation de notre travail vient du choix de la matrice 
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concernée par cette étude, l’huile d’olive, qui en raison de sa consistance lipidique présente 

des problèmes analytiques à la fois pour l’extraction et l’analyse des résidus de pesticides 

qu’elle peut contenir.  

Contrairement à la majorité des capteurs décrits dans la littérature, les biocapteurs mis au 

point au cours de ce travail sont basés sur l’inhibition  de l’enzyme  par les  organophosphorés 

et non sur le dosage du substrat de celle-ci. Les organophosphorés,  qui représentent plus de 

40 % des insecticides employés aujourd’hui dans le monde, sont des neurotoxiques qui sont 

reconnus par leur propriété d’inhiber les cholinestérases de manière irréversible, en 

provoquant la phosphorylation du site actif de celles-ci. Ces produits phytosanitaires 

présentent un risque potentiel pour la santé humaine, les animaux et l’environnement, une 

exposition prolongée à ces produits peut provoquer des vertiges, vomissements, attaques, 

paralysies, pertes des fonctions mentales et, éventuellement, la mort. 

Dans ce travail, après avoir déterminé les paramètres cinétiques et la sensibilité de 

l’acétylcholinestérase vis-à-vis des trois pesticides par spectrophotométrie, l’enzyme a été 

immobilisée sur la surface de deux support différents : des électrodes fabriquées par 

sérigraphie, et des plaques de microtitration de type ELISA (enzyme-linked immunosorbent 

assay, littéralement «dosage d'immunoabsorption par enzyme liée»). Trois méthodes de 

fixation ont été testées : l’immobilisation par bioencapsulation dans une matrice sol-gel, 

l’immobilisation par liaisons covalentes sur des billes magnétiques et l’immobilisation par 

adsorption. La détermination des performances analytiques des biocapteurs développés a été 

réalisée en utilisant des solutions standards de pesticides et leur viabilité a été démontrée par 

le dosage d’échantillons naturels d’huile d’olive, après une simple extraction liquide-liquide. 

Une comparaison de la performance analytique des différents biocapteurs développés a été 

réalisée et le biocapteur le plus performant a été optimisé afin d’augmenter sa sensibilité et sa 

sélectivité, en utilisant les MIPs comme outil d’extraction des pesticides. 
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Dans ce manuscrit,  le premier chapitre est consacré à une revue bibliographique axée sur le 

principe des biocapteurs, des généralités sur les pesticides, une présentation du secteur 

oléicole au Maroc et en France et des généralités sur les MIPs. La deuxième partie présentera 

le matériel utilisé, les méthodes d’immobilisation et les méthodes de détection, et la troisième 

partie, quant à elle, présentera les résultats obtenus, leurs interprétations, les conclusions tirées 

et les perspectives de recherche. 
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I. ÉTUDE BIBLIOGRAPHIQUE 

I.1. Biocapteur 

La détection d'une espèce biochimique ainsi que l'évaluation de sa quantité (ou de sa 

concentration) nécessite l’utilisation d’instruments d’analyse généralement complexes, 

coûteux et volumineux tels que les chromatographes ou les divers spectromètres. Depuis 

l’année 1960, au cours de laquelle Clark et Lyons ont développé le premier biocapteur, la 

recherche dans le domaine a connu un développement considérable en raison des nombreuses 

applications potentielles, que ce soit dans le domaine médical, agroalimentaire ou du contrôle 

environnemental (Helali, 2005). 

Les biocapteurs peuvent être définis comme des outils analytiques résultant de l'association 

d'un élément biologique sensible (une enzyme, un anticorps, une cellule....) et d’un 

transducteur physique (figure 1) qui permet la conversion d'un signal biologique en un signal 

physique qui est ensuite mesuré et enregistré (Coulet, 1991). L’objectif du développement 

d’un biocapteur est d’aboutir à un dispositif de taille réduite (portatif) permettant de détecter, 

d’alerter, voire de doser directement un polluant (des insecticides organophosphorés dans 

notre étude), de façon rapide, de préférence sans nécessiter l’ajout d’autres réactifs ou de 

prétraitement de  l’échantillon (Dejous, 2005). 

 Selon Dejous (2005), un biocapteur est composé de trois éléments principaux :  

 Le biorécepteur, il s’agit du matériel biologique qui assure la reconnaissance de 

l’élément cible (signal d’entrée).  

 Le transducteur, qui assure la conversion de ce signal d’entrée (événement de 

reconnaissance moléculaire) en un signal mesurable.  
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 Le conditionneur, qui peut assurer des rôles d’amplification, acquisition et traitement 

du signal, pour le transformer en une information dans un format approprié pour 

l’utilisateur.  

 

 

Figure 1 : Représentation schématique d’un biocapteur (d’après C.T.Minh, 1991) 

 

Les biocapteurs peuvent être classés suivant différents types de critères (Guedri, 2010) : 

 Par type de biorécepteur : biocapteurs enzymatiques, immunologiques, à cellules 

entières… 

  Par type de transducteur : biocapteurs optiques, électrochimiques, thermiques… 

  Par type de réaction suivie : biocapteurs à affinité, à catalyse, à hybridation, à 

empreinte moléculaire… 

 

Les premiers capteurs étudiés ont été les capteurs enzymatiques, en raison de la disponibilité 

de nombreux enzymes dans le commerce et aux progrès de l’ingénierie génétique qui ont 

permis d’élargir le spectre des enzymes en les rendant plus stables, plus sensibles et plus 

sélectives pour l’espèce d’intérêt.  Les capteurs développés dans ce travail utilisent comme 

biorécepteur une enzyme qui appartient à la famille des hydrolases : l’acétylcholinestérase. 
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Bien que cette enzyme ne génère pas naturellement d’espèces électroactives, ce problème peut 

être contourné en utilisant un substrat synthétique : l’acétylthiocholine (Andreescu et al.,  

2002). Ces capteurs sont, contrairement à la majorité des capteurs décrits dans la littérature, 

basés sur l’inhibition  de l’enzyme et non sur le dosage du substrat de celle-ci (Istamboulie et 

al., 2009). 

 

I.1.1 Le biorécepteur : acétylcholinestérase 

Le biorécepteur est l’élément du biocapteur qui doit assurer la reconnaissance  moléculaire du 

composé à détecter. Il doit présenter, par rapport à cette substance cible, une  bonne affinité, 

une bonne sélectivité, ainsi qu’une réponse rapide (Déjous, 2005). Au moins trois types de 

molécules biospécifiques peuvent jouer le rôle de biorécepteur: les immunoespèces 

(anticorps, antigène), les enzymes et les acides nucléiques (ADN, ARN), qui servent à 

concevoir respectivement des capteurs immunologiques, des capteurs enzymatiques, et des 

biopuces. Il est également possible de concevoir des biocapteurs à base de cellules entières. 

 Dans notre étude, le biorécepteur utilisé est une enzyme qui appartient à la famille des 

hydrolases : l’acétylcholinestérase dont les caractéristiques sont présentés ci-dessous. 

 

I.1.1.1. Rôle physiologique et structure  

Dans les jonctions neuromusculaires et interneurales, la terminaison nerveuse libère un 

médiateur chimique, l’acétylcholine, qui va permettre la transmission de l’influx nerveux. 

Lors d’une stimulation nerveuse, l’acétylcholine libérée des terminaisons nerveuses dans 

l’espace synaptique, active les récepteurs cholinergiques post-synatiques. L’interaction de 
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l’acétylcholine avec le récepteur provoque une dépolarisation de la membrane post-

synaptique, générant ainsi un potentiel d’action qui assure la transmission du signal nerveux. 

L’hydrolyse de l’acétylcholine par une enzyme (acétylcholinestérase), permet au système de 

revenir à son état de repos (Bocquené et al., 1997) (figure 2). 

 

 

Figure 2 : Hydrolyse de l’acétylcholine par l’AChE au niveau de la synapse cholinergique. 

 

L'acétylcholinestérase ou « enzyme parfaite »  (Quinn, 1987), est une des enzymes les plus 

efficaces et les plus rapides connues actuellement (une efficacité d’hydrolyse (turnover) de 

1000 à 20 000 molécules /seconde selon l’espèce). Elle appartient à la famille des hydrolases 

et elle est exprimée au niveau du système nerveux central et des muscles, son rôle comme 

décrit ci-dessus est d’hydrolyser le neurotransmetteur acétylcholine afin de terminer la 

transmission de l’influx nerveux et restaurer ainsi l’excitabilité des synapses cholinergiques.  

L’acetylcholinesterase est une protéine complexe qui possède un centre actif, une multitude 

de sites périphériques et de nombreux domaines hydrophobes (figure3). Le site actif, région 
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particulière de l’enzyme où se déroule la réaction enzymatique, possède une taille restreinte  

par rapport à la taille globale de l’enzyme. Ce site actif de l’AChE possède un site catalytique 

qui peut être décomposée en 2 parties : 

 Le sous-site anionique responsable de la stabilisation du substrat lors de la catalyse par 

fixation de l’ammonium quaternaire de la partie choline de l’ACh. Il était admis, 

jusque dans les années 1990, que cette liaison se faisait par interaction électrostatique 

entre la charge positive de l’ammonium et la charge négative d’un groupement 

carboxyle libre de l’enzyme (Rosenberry, 1975). Cette interaction est stabilisante, 

mais en réalité un transfert de charge entre la charge positive de l’ammonium 

quaternaire de l’ACh et les électrons π du noyau indole du Tryptophane (Trp) l’est 

beaucoup plus (Gallivan et Dougherty, 1999). Ce sous-site est composé d’une majorité 

de résidus aromatiques et il est estimé que plus de 50% de l’énergie de stabilisation 

provient de ce dernier (Badiou, 2007).   

 Le sous-site estérasique, contenant la triade catalytique Ser200, His440 et Glu327 

(numérotation d’après la séquence de l’AChE de Torpedo californica qui est la 

première structure tridimensionnelle résolue), Cette triade est localisée à la base d’une 

gorge étroite de 20 A° de profondeur (Sussman et al., 1991) et qui est alignée de 14 

résidus aromatiques. Ce site constitue le lieu de la catalyse (Eldefrawi, 1985) ainsi que 

la cible de certains insecticides, qui agissent en bloquant de manière irréversible 

l’enzyme (Remy et al., 1995). Dans un premier temps, la partie acétyle de la molécule 

d’ACh se fixe et forme un intermédiaire tétrahédrique. Le trou oxyanion favorise la 

formation de cette intermédiaire en accueillant l’oxygène négativement chargé du 

carbonyle de l’ACh. L’His440 joue un rôle important en se comportant comme un 

catalyseur pour la formation et la décomposition de l’intermédiaire. Au sein du sous-

site estérasique se trouve une petite cavité hydrophobe appelée, poche acyle, qui 
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 stabilise le groupement méthyle de la partie acétate et confère un rôle de sélectivité du 

substrat. La mutagenèse dirigée a montré que le remplacement des résidus impliqués 

dans la poche acyle induisait une spécificité plus large de substrat. L’hydrolyse de 

l’ACh implique la participation du N de l’imidazole de l’histidine qui va attirer le 

proton de l’hydroxyle de la sérine du site actif, le rendant plus mobile et favorisant 

l’interaction de l’oxygène de la sérine avec le centre électrophile de l’ACh. Une fois le 

complexe intermédiaire non covalent enzyme substrat formé (k+1), l’AChE est 

acétylée par estérification de l’hydroxyle de la sérine active (k2) et la partie choline est 

libérée. L’enzyme est régénérée (k3) lorsque l’atome d’oxygène d’une molécule d’eau, 

électronégatif, attaque le site électrophile du carbonyle du groupement acétyle 

produisant de l’acide acétique (Badiou, 2007). 

En plus de ce site, l'enzyme possède également un second site actif, appelé "site périphérique 

anionique" comportant des groupements périphériques secondaires qui permettent la fixation 

de ligands (Marcel, 1999). 

 

L’utilisation de l’AChE pour la détermination des insecticides a été largement décrite et la 

littérature propose une gamme variée de systèmes impliquant cette enzyme en solution ou 
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immobilisée. Ces systèmes sont basés sur la détermination de l’activité de l’enzyme avant et 

après contact avec l’inhibiteur, la diminution d’activité induite est alors fonction de la 

concentration de l’insecticide. Ce principe représente la base analytique des biocapteurs à 

AChE pour la détection des insecticides (Istamboulie, 2009).  

 

  I.1.1.2. Mécanisme d’inhibition  

 

Les inhibiteurs de l’acétylcholinestérase peuvent être classés selon leurs modes d’action, on 

cite les inhibiteurs pseudo-irréversibles, irréversibles, analogue d’état de transition et les 

inhibiteurs réversibles. L’inhibition de l’AChE par de nombreux neurotoxiques tels que les 

métaux lourds et les organophosphorés provoque une transmission permanente de l’influx 

nerveux, causant de nombreuses anomalies telles que la paralysie et même la mort (Matozzo 

et al., 2005). Parmi les inhibiteurs de l’AChE, les plus connus sont certains gaz de combat et 

les insecticides organophosphorés et carbamates. Le mécanisme d’inhibition par ces derniers 

est basé sur la formation d’un complexe carbamylé ou phosphorylé qui est plus stable que la 

forme acétylée. Cependant la forme carbamylée s’hydrolyse rapidement (inhibition 

réversible) alors que la réactivation de la forme phosphorylée est beaucoup plus lente 

(inhibition quasi-irréversible) voire impossible (inhibition irréversible) selon la nature de 

l’organophosphoré (Lotti, 1995). Le mécanisme d’inhibition de l'acétylcholinestérase par les 

organophosphorés est représenté ci-dessous : 

 

L’inhibition commence par la formation du complexe enzyme-inhibiteur (complexe de 

Michaelis), suivie par la phosphorylation qui inactive l’enzyme de manière irréversible. La 

réaction est caractérisée par la constante de dissociation : Kd (=k-1/k+1) et par la constante 
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d’inactivation k+2 (Aldridge, 1950). Ce schéma peut être simplifié en utilisant la constante bi-

moléculaire ki = k+2/Kd : 

   E + PX   EP + X 

Où E = enzyme, PX = organophosphate et X = groupement partant 

L’inhibition peut être suivie en faisant varier le temps d’incubation de l’enzyme avec 

l’inhibiteur et en déterminant l’activité enzymatique résiduelle en présence de substrat.  La 

disparition de l’enzyme active E obéit à une cinétique du pseudo-premier ordre  (Worek et al., 

2004) : 

v = - d[E]/dt = -d[PX]/dt = ki [E] [PX] 

L’enzyme phosphorylée peut ensuite subir une désalkylation spontanée provoquant une 

inhibition irréversible de l’enzyme, ce processus est généralement qualifié de vieillissement 

ou « aging » (Worek et al., 2005). 

 

I.1.2 Transducteur  

 Le transducteur est l’élément physique qui sert à exploiter la modification biochimique issue 

d’une interaction entre un analyte et le biorécepteur pour la transformer en un signal 

mesurable. Plusieurs types des transducteurs peuvent être utilisés pour la réalisation d’un 

capteur.  Leur choix est principalement déterminé par la nature et les propriétés physico-

chimiques de la molécule à détecter, mais aussi par le type d’utilisation du biocapteur (un 

biocapteur pour l’usage biomédical doit être à usage unique tandis qu’un biocapteur pour le 

contrôle de l’environnement doit être robuste…) et des possibles interférences (ex : dans les 

milieux réactionnels troubles, la détection optique n’est pas conseillée….).  

Quatre types de transducteurs sont généralement utilisés pour la conception des biocapteurs. 

Ainsi le transducteur peut être optique (mesurant des changements tels que l’absorbance, la

k i 
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fluorescence ou l’indice de réfraction), mécanique (mesurant un changement de masse qui 

accompagne une réaction biologique), électrochimique (basé sur le changement des propriétés 

électriques) ou thermique (mesurant le changement de température accompagnant une 

réaction endo ou exothermique) (Guedri, 2010).  

Cependant, même si les capteurs piézoélectriques, thermiques ou massiques  sont 

actuellement utilisés avec succès, nous nous somme intéressés aux transducteurs 

ampérométriques et optiques et à leurs utilisations pour la fabrication des capteurs décrits 

dans cette étude. Les différents transducteurs utilisés sont décrits ci-dessous.  

 

I.1.2.1 Les biocapteurs électrochimiques 

Le principe des capteurs électrochimiques repose sur une réaction d’oxydoréduction, ou une 

modification de conductivité électrique au niveau de l’interface, qui modifie un signal 

électrique suite à la fixation de l’élément à analyser. Il existe différents types de biocapteurs 

électrochimiques comme les capteurs ampérométriques et potentiométriques (Moll, 2007). 

Ces transducteurs incluent généralement une ou plusieurs électrodes fonctionnalisées par des 

composés biologiques et opèrent le plus souvent en milieu liquide. 

Actuellement, la quasi-totalité des biocapteurs disponibles sur le marché sont des capteurs 

enzymatiques ampérométriques. Le principe de mesure est basé sur la mesure du courant 

généré par l’oxydation ou la réduction d’une espèce électrochimique active à potentiel 

constant. L’intensité du courant induit est directement proportionnelle à la concentration du 

substrat. La première génération de capteur ampérométrique décrite mesurait la 

consommation d’oxygène ou la production d’eau oxygénée. Les enzymes catalysant ces 

réactions sont généralement des oxydoréductases, mais d’autres enzymes peuvent également 
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être utilisées, si elles conduisent à la formation d’une espèce électroactive (Turner, 1998 ; 

Hendry et al., 1990). 

Selon Guedri (2010), Les biocapteurs ampérométriques peuvent êtres classés en trois 

catégories : 

 Les biocapteurs basés sur la mesure de la concentration des substrats naturels ou les 

produits des réactions enzymatiques. Les enzymes qui catalysent ces réactions sont 

généralement des oxydases. 

 Les biocapteurs utilisant des médiateurs comme transporteurs d'électrons de l'enzyme 

active à l'électrode. 

 Les biocapteurs basés sur un transfert direct d’électrons entre l’enzyme active et 

l’électrode. Ce phénomène est appelé bioélectrocatalyse. 

 

I.1.2.2 Les capteurs optiques 

Les transducteurs optiques utilisent les propriétés optiques pour traduire une interaction 

biochimique. Les variations de la fluorescence ou de l’indice de réfraction de la surface d’un 

capteur affectent les propriétés optiques du faisceau lumineux qu’elle réfléchit (intensité, 

phase, polarisation…). Ces informations, transportées par la lumière, sont à la base des 

capteurs optiques qui forment le plus large groupe de transducteurs (Guedri, 2010). Les 

capteurs optiques sont constitués généralement d’une source lumineuse, capable de générer 

une lumière aux caractéristiques désirées, d’un agent entraînant une modulation exploitable de 

la lumière, d’une zone de détection et d’un photodétecteur. Les capteurs optiques directs ne 

nécessitent pas de marquage et sont donc plus aisés à utiliser. Néanmoins, l’incorporation 

d’un marqueur adéquat sur les capteurs optiques indirects en fait un outil très précieux lorsque 

cette mesure directe n’est pas possible (Baco, 2011). 
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Le grand nombre de spectroscopies différentes (absorption, fluorescence, phosphorescence, 

Raman, SERS, réfraction, dispersion…) permet d’enregistrer des propriétés spectrochimiques 

différentes (amplitude, énergie, polarisation…) (Velasco-Garcia, 2009). 

 

I.1.3   Méthodes d’immobilisation 

L’immobilisation du biorécepteur constitue un des points critiques de la réalisation des 

biocapteurs. Elle peut influencer aussi bien la stabilité opérationnelle, la durée de 

conservation, le temps de récupération, la sensibilité, la gamme linéaire ainsi que 

l’accessibilité au biocapteur et sa réactivité. Ainsi, il est très important de choisir un procédé 

d’immobilisation qui préserve le plus possible l’activité, la conformation tridimensionnelle de 

l’enzyme, spécialement au niveau de son site actif et qui assure la libre diffusion du substrat 

et du produit de réaction à travers la couche sensible. 

Plusieurs procédés ont été élaborés ou en cours d’élaboration (figure 4), ils sont basés 

essentiellement sur deux grands principes : l’immobilisation chimique et l’immobilisation 

physique. 

Immobilisation physique : l’enzyme est piégée par une membrane ou incluse dans une matrice 

maintenue à la surface du transducteur, sans échange de liaison entre la molécule et le 

support. Parmi ces techniques on trouve : 

 L’adsorption : c’est la méthode la plus simple et la plus rapide, qui consiste en 

l’utilisation de liaisons faibles comme des interactions électrostatiques de type Van 

 

 

der Waals, hydrophobes ou des liaisons hydrogènes pour immobiliser la biomolécule à 

la surface du transducteur. Bien que cette technique permette une immobilisation 

simple et non dénaturante de l’enzyme. Elle  demeure peu utilisée pour la conception 
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des biocapteurs à cause de la faible quantité de biomolécules immobilisées et leur 

désorption possible suite aux changements de la température et de la force ionique du 

milieu, ce qui influence la stabilité et la durée de vie des biocapteurs. Un autre 

désavantage de cette méthode est le risque de mauvaise accessibilité au site actif, du 

fait de l’absence de bras espaceur. 

 L’inclusion ou piégeage: la méthode d’inclusion consiste à incorporer l’enzyme dans 

un gel insoluble. Ce gel peut être constitué d’une matrice organique (polymère) 

(Bratov, 1995 ; Wan, 1999) ou inorganique (argiles) (Besombes, 1994). Dans les deux 

cas, l’enzyme est mélangée au matériau, puis déposée à la surface d’un biocapteur 

sous certaines conditions. L’enzyme se trouve piégée mécaniquement à l’intérieur des 

matrices polymériques ou inorganiques. La maille de la matrice assure de manière 

purement physique la rétention de l’enzyme tout en permettant la diffusion du substrat 

jusqu’au site actif de l’enzyme grâce à une porosité du gel suffisante. Toutefois, cette 

technique est parfois limitée par la taille des pores du gel qui favorise le relargage des 

enzymes de faible poids moléculaire. L’activité de l’enzyme est dépendante du 

microenvironnement local de l’enzyme immobilisée (pH, force ionique, diffusion 

moléculaire, etc.) (Mai, 2004). 

Immobilisation chimique : l’enzyme est immobilisée par établissement d’interactions 

chimiques avec le support (transducteur). 

 Couplage covalent : cette méthode d'immobilisation est réalisée par la formation de 

liaisons fortes entre l’espèce biologique et la surface solide à travers des groupements 

fonctionnels tels que les groupements carboxylique (-COOH), amine (-NH2), 

hydroxyle (-OH) ou thiol (-SH) à la surface solide. Ces groupements sont peu réactifs 

chimiquement et il convient de les activer pour qu’ils réagissent dans des conditions 
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douces avec des groupements fonctionnels de l’enzyme. Les principaux agents 

d’activation sont les carbodiimides et le bromure de cyanogène. Cette technique 

d’immobilisation est particulièrement intéressante car les contraintes diffusionnelles 

sont limitées et le relargage de l’élément biologique pratiquement impossible. 

Néanmoins, les molécules permettant ces liaisons covalentes sont toxiques et peuvent  

parfois dénaturer la biomolécule.  

 La réticulation et la co-réticulation : cette technique est basée sur la création de 

liaisons chimiques qui renforcent la cohésion de la membrane en utilisant un agent 

réticulant comme le glutaraldéhyde. La co-réticulation consiste en l’utilisation à la fois 

d’un argent réticulant et d’une protéine inerte pour faciliter ou améliorer la 

réticulation. L’utilisation de cette protéine permet, par une meilleure répartition des 

masses des différentes protéines, une meilleure maîtrise de l’activité enzymatique sans 

altérer les propriétés mécaniques des membranes obtenues. Cependant, une perte 

d’activité enzymatique de la membrane co-réticulée peut être observée pendant les 

mesures (Mai, 2004). 

Dans ce travail, les biocapteurs ont été réalisés par trois méthodes d’immobilisation 

différentes : 

 L’adsorption. 

 La liaison covalente sur des billes magnétiques. 

 Le piégeage dans une matrice de sol gel. 
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Le principe de ces trois méthodes sera détaillé ultérieurement dans la partie « matériels & 

méthodes ». 

 

Figure 4 : Les différentes méthodes d’immobilisation, E : enzyme ; P : protéine inerte. 

I.2. Les pesticides 

Leur nom officiel est produit agrochimique, le nom scientifique est produit antiparasitaire à 

usage agricole, le nom employé par les professionnels est produit phytosanitaire, tandis que le 

terme utilisé par le grand public est pesticide (Fournier, 1988). La première utilisation de ces 

produits en agriculture date de l’antiquité, leur développement ayant ensuite suivi celui de la 

chimie minérale.  

Un pesticide peut être défini comme une substance destinée à repousser ou à combattre toute 

espèce indésirable végétale ou animale, pendant la production, le stockage, le
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transport, la distribution ou la transformation des denrées destinées à l’alimentation humaine 

ou animale. Ce terme désigne aussi toute substance destinée à servir comme régulateur de la 

croissance, défoliant ou dessiccateur (Chassard-Bouchaud, 1995). 

 D’après l’EPA, les principaux groupes (tableau 1) et sous produits de pesticides  sont : 

1. Les insecticides, destinés à tuer les insectes sont principalement des composés chlorés, 

des organophosphorés, des carbamates, des pyréthrénoïdes, des produits botaniques et 

biologiques. 

2.  Les herbicides, permettant d’éliminer les mauvaises herbes sont des phénoxydes, des 

triazines, des amides, des carbamates, des dinitro-anilines dérivés d’urée, des 

sulfonylurées et uraciles. 

3.  Les fongicides, permettant la destruction de champignons pathogènes sont 

principalement des composés inorganiques, des dithiocarbamates, des benzimidazoles, 

des triazoles ou diazoles, des diazines et des morphines. 

4. Les huiles minérales. 

5. Les régulateurs de croissance de plantes. 

6. Les rodenticides, permettant la destruction des rongeurs. 

D’autre part et selon les textes relatifs à la réglementation européenne, on distingue  2 grands 

groupes (Merhi, 2008) : 

  les produits phytopharmaceutiques (au sens de la Directive 91/414/CE du 15 Juillet 

1991) : ils sont utilisés principalement pour la protection des végétaux en agriculture contre 

les attaques de champignons parasites, d’insectes, d’acariens, de rongeurs champêtres ou 

encore pour lutter contre les adventices ou "mauvaises herbes". Leurs utilisations peuvent 

s’élargir dans d'autres secteurs (sylviculture, aménagement des paysages et entretien des 

abords d'axes de transport, jardinage amateur). Le décret n°94-359 du 5 mai 1994 relatif au 

contrôle des produits phytopharmaceutiques désigne par produits phytosanitaires « les 
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substances actives et les préparations contenant une ou plusieurs substances actives qui sont 

présentes sous la forme dans laquelle elles sont livrées à l'utilisateur et destinées à : 

- protéger les végétaux ou les produits végétaux contre tous les organismes nuisibles ou à 

prévenir leur action. 

- exercer une action sur les processus vitaux des végétaux, pour autant qu’il ne s’agisse pas de 

substances nutritives (par exemple, les régulateurs de croissance).  

- assurer la conservation des produits végétaux, pour autant que les substances ou produits ne 

fassent pas l’objet de dispositions particulières du Conseil ou de la Commission concernant 

les agents conservateurs ; 

- détruire les végétaux indésirables, ou détruire des parties de végétaux 

- freiner ou prévenir une croissance indésirable des végétaux. 

 Les biocides (au sens de la directive 98/8/CE) : les produits dénommés anciennement 

« pesticides à usage non agricole » sont maintenant appelés « produits biocides ». Ils 

concernent « les substances actives et les préparations contenant une ou plusieurs substances 

actives destinées à détruire, repousser ou rendre inoffensifs les organismes nuisibles, à en 

prévenir l'action ou les combattre de toute autre manière par une action chimique ou 

biologique». Les biocides sont destinés à des usages domestiques, par exemple dans des 

applications comme la protection du bois contre les champignons ou les termites, les 

insecticides ménagers, les produits antiparasitaires (anti-acariens, antipuces), etc. 
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Tableau 1 : Classification et caractéristiques des groupes de pesticides 

 

 

Malgré leur rôle très important en raison de leur capacité à limiter les insectes, les mauvaises 

herbes et les autres parasites, la plupart des pesticides présentent un risque potentiel pour la 

santé humaine, les animaux ou l’environnement car ils sont extrêmement toxiques et peuvent 

provoquer des problèmes de santé graves tels que certains cancers, des malformations 

congénitales, des problèmes d’infertilité, des problèmes neurologiques, un affaiblissement du 

système immunitaire, et d’autres effets qui peuvent apparaître au cours du temps. 
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 L’influence des pesticides sur la santé humaine et l’environnement dépend en grande partie 

de la quantité appliquée annuellement dans un pays ou dans une zone, de leurs propriétés 

toxicologiques et écotoxicologiques et de leur persistance dans le sol et dans l’eau. 

L’organisation mondiale de la santé (OMS) classe les pesticides par dangerosité en se basant 

sur leur dose létale (DL) médiane orale ou cutanée, et plus précisément sur la DL50 (nombre 

de milligramme de matières actives par kilogramme de masse corporelle, nécessaire pour tuer 

50% d’un échantillon test d’animaux). Chaque pesticide peut être alors placé dans une des 

quatre classes suivantes : 

 Ia, extrêmement dangereux. 

 Ib, très dangereux. 

 II, modérément dangereux. 

 III, légèrement dangereux. 

 

I.2.1 Les organophosphorés 

Parmi les pesticides, les composés organophosphorés (OPs) sont les plus utilisés et les plus 

variés sur le marché actuellement, ils représentent plus de 40 % des insecticides employés 

aujourd’hui dans le monde (Andreescu, 2002). Ces produits font partie de la seconde 

génération d’insecticides, ils ont été développés à partir d’armes chimiques utilisées durant la 

Seconde Guerre Mondiale (Istamboulie, 2009). Les OPs présentent une structure générale 

incluant un groupement phosphate (P=O) ou phophorothioate (P=S) (figure 5), un groupement 

partant R3, sensible à l’hydrolyse et échangeable avec des réactifs nucléophiles, et deux 

substituants R1 et R2 possédant une stabilité accrue vis-à-vis de l’hydrolyse (Elisabeth, 2008). 

Leur action insecticide, tout comme leur toxicité pour les Hommes, vient de l’inhibition
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irréversible de l’acétylcholinestérase (AChE), qui se trouve bloquée sous une forme 

phosphorylée inactive. Cette inhibition provoque l’accumulation du neurotransmetteur 

acétylcholine au niveau de la synapse, provoquant une sur-stimulation cholinergique et ainsi 

une paralysie du système nerveux entraînant la mort de l’insecte (Fournier, 1988). Pour les 

êtres humains, l’exposition à ces produits peut être à l’origine d’intoxications aigües (crises 

cholinergiques) ou entraîner la mort par paralysie musculaire (arrêt cardiaque). L’importance 

des risques encourus par l’homme implique donc la mise en place de directives permettant de 

limiter la présence de pesticides organophosphorés dans l’eau et dans l’alimentation. 

 

 

Figure 5: Structure générale des organophosphorés. 

 

Dans ce travail nous nous sommes intéressés aux trois pesticides organophosphorés les plus 

utilisés pour le traitement des oliviers (figure 6), sous leur forme oxydée (-oxon) qui est 

beaucoup moins stable mais beaucoup plus toxique que la forme parentale. 

 

 

 

 

 

 

 

 



I. Étude bibliographique 
 

45 

 

 

Figure 6 : Structure des organophosphorés et de leurs formes oxydées utilisées dans cette 

étude : (a) diméthoate et ométhoate, (b)  malathion et malaoxon, (c) méthidathion 

et méthidathion oxydé. 

 

Le texte réglementaire AF920805 détermine les limites maximales de résidus (LMR) dans 

l’huile d’olive et l’olive de table à 0.5 mg/kg pour le malathion, 2 mg/kg pour le dimethoate et 

1 mg/kg pour le méthidathion. Ces LMR correspondent au niveau maximum de résidus de 

pesticides (ou de leurs métabolites) admissibles dans un produit alimentaire. 

I.3. L’huile d’olive 

De nos jours, il y a près d’un milliard d’oliviers cultivés à travers le monde dont 90 % sont 

cultivés dans le bassin méditerranéen, notamment en Espagne, en Italie et en Grèce. Ces 

oliviers sont cultivés en fonction de leur objectif final, de ce fait les olives récoltées peuvent 

être utilisées soit en tant que fruit entier (olives de table), ou bien pour la production d’huile 

d’olive.  
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La production mondiale d’olives de table est d’environ un million de tonnes soit 10 % de la 

récolte totale d’olives, la grande majorité des olives est donc utilisée pour la fabrication 

d’huile (Veillet, 2010). L’huile d’olive est le produit méditerranéen par excellence, tant pour 

ce qui est de sa production que pour sa consommation. On la retrouve à travers l’histoire, 

depuis la civilisation grecque jusqu’à nos jours. Elle est la principale source de matières 

grasses du régime crétois ou du régime méditerranéen qui sont bien connus pour leurs effets 

bénéfiques sur la santé humaine (Veillet, 2010).  Actuellement  les pays méditerranéens 

génèrent près de 95 % de la production mondiale d’huile d’olive. 

 L’importance de l’huile d’olive du point de vue nutritionnel est due essentiellement à sa 

composition en acides gras, surtout les acides gras poly-insaturés essentiels qui sont non 

synthétisables par le corps humain, et aussi à certains produits minoritaires tels que les 

composés phénoliques simples et complexes qui sont reconnus par leur forte capacité 

antioxydante, qui pourrait prévenir ou ralentir l’apparition de certaines maladies dégénératives 

ainsi que les maladies cardiovasculaires. En effet, l’huile d’olive réduit la teneur en LDL (low 

density lipoprotein) dans le sang, réduit aussi la pression artérielle,  et semble de plus éviter la 

formation de caillots sanguins. L’huile d’olive atténue aussi  la sécrétion gastrique et elle peut 

donc soulager les personnes souffrant d’hyperacidité gastrique et de reflux gastro-œsophagien 

(Artaud, 2008). Avec la promotion actuelle de ses vertus bénéfiques, la demande mondiale en 

huile d’olive ne cesse d’augmenter et par conséquent la production croît constamment pour 

répondre aux besoins des consommateurs. Une présentation du secteur oléicole dans les deux 

pays partenaires de cette étude est réalisée ci-après. 

I.3.1 Le secteur oléicole au Maroc  

Symbole de l'appartenance au pourtour Méditerranéen, L’olivier constitue la principale espèce 

fruitière cultivée au Maroc, avec 64 millions de pieds couvrant quelques 650 000 ha, 
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représentant 58 % de la superficie arboricole nationale (DPV, 2009)  et donnant une  

production nationale de 75 000 tonnes d’huile d’olive. Sa tolérance aux conditions 

pédoclimatiques les plus critiques et sa capacité de croître et de se produire dans diverses 

situations de culture ont permis à cette espèce de se développer sur pratiquement tout le 

territoire national. La variété Picholine marocaine représente 96 % des variétés cultivées au 

Maroc (Walali Loudiyi et al., 1984 ; MAMVA, 1996), pour produire à la fois, les olives de 

table (4
ème

 rang mondial) et l’huile d’olive. Le reste, soit 4 % est constitué de plusieurs 

variétés, en particulier la « picholine du Languedoc » et « dahbia » qui sont concentrées dans 

les zones irriguées (Haouz, Tadla, El Kalâa) et quelques variétés espagnoles et italiennes 

(picual, frantioi, manzanilla, hojibanca…) (MAMVA, 1996). 

Le Maroc est un pays aussi bien producteur que consommateur d’huile d’olive, il occupe le 

6
ème

 rang parmi les producteurs du pourtour méditerranéen après l’Espagne, l’Italie, la 

Tunisie, la Turquie et la Grèce. Le secteur oléicole joue un rôle très important sur le plan 

socio-économique, il constitue la principale source de revenus pour quelques 400 000 

familles, assure plus de 15 millions de journées de travail par an, ce qui est équivalent à 

60000 emplois stables, et permet de garantir l'approvisionnement de 334 unités modernes 

ainsi que de 16 000 unités traditionnelles d'extraction de l'huile d'olive (DPV, 2009). 

 

I.3.2 Le secteur oléicole en France 

Les pays du l'U.E. réalisent 80 % de la production mondiale.  L'Espagne, L'Italie et la Grèce 

produisent 97 % de la production totale de l'U.E. et 75% de la production mondiale d'huile 

d'olive. 

La France est un pays importateur bien plus qu’un pays producteur. Avec seulement 3000 

tonnes d’huile d’olive produites par an, la France importe aujourd’hui plus de 110 000 tonnes 



I. Étude bibliographique 
 

48 

 

contre moins de 99 000 il y a dix ans. En 2011, la France a importé 64 443 tonnes d’huile 

d’olive espagnole, environ 5,2 % de plus qu’en 2010. Premier pays producteur et exportateur 

mondial, l’Espagne, est donc une ressource pour la France sur ce secteur. De tous les pays 

producteurs, l’Espagne est le leader des ventes en France et près de 57 % de l’huile d’olive 

consommée en France est issue de ce pays (communiqué de presse). 

La consommation française diffère selon les zones géographiques : au nord et au centre, les 

consommateurs l’utilisent généralement pour assaisonner les salades et sporadiquement pour 

la réalisation de sauces d’accompagnement. Au sud, plus proches de leurs voisins 

méditerranéens, les Français ont une tradition culinaire plus ancrée dans l’utilisation 

quotidienne de l’huile d’olive. Les consommateurs l’emploient régulièrement pour cuisiner, 

assaisonner, frire, s’approchant ainsi du mode de consommation des espagnols. 

I.4.  Les polymères à empreinte moléculaire (MIPs)  

 

L’analyse de mélanges complexes tels que les fluides biologiques, les extraits de plantes, les 

eaux de rejets industriels, les produits agro-alimentaires, etc… constitue une préoccupation  

majeure des laboratoires de contrôle et de recherche, et nécessite des méthodes analytiques à 

la fois sensibles et spécifiques. Depuis les années 1990, les travaux publiés montrent l’intérêt 

porté aux MIPs pour la préparation d’échantillons par extraction solide-liquide.  

Un polymère à empreinte moléculaire (notation : MIP, du terme anglais Molecularly-

Imprinted Polymer) est défini comme étant un matériau possédant des cavités spécifiques (en 

forme et en taille) d’une molécule ciblée (Claude, 2007). Les MIPs peuvent reconnaître une 

molécule voire une famille de molécules analogues, de manière sélective, au sein d’un 

mélange complexe, contrairement aux supports classiques (supports silice greffée ou 

polymériques) qui ont une sélectivité parfois insuffisante. Cette reconnaissance moléculaire 
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des MIPs est fondée sur la présence de cavités développant une complémentarité spatiale et 

fonctionnelle de la molécule recherchée. 

La synthèse d’un MIP se fait à partir de monomères et d’une molécule empreinte (molécule 

autour de laquelle le ‘’moulage’’ du polymère est réalisé) interagissant au cours de la 

polymérisation par des liaisons de différentes natures (covalentes ou non). Le mélange 

constitué est dissous dans un solvant porogène, et l’addition d’un initiateur de polymérisation 

conduit à la formation d’un MIP en 24 heures environ. Le matériau final, obtenu après 

l’élimination de la molécule empreinte par des lavages adaptés à la nature des liaisons formés, 

contient des cavités (sites ou empreintes) gardant mémoire de la molécule empreinte ou des 

molécules proches en taille et en structure (Claude, 2007) (figure 7). 

Les MIPs sont reconnus pour leur forte sélectivité vis-à-vis de leurs molécules cibles, ainsi 

D.Spivak définit la sélectivité d’un MIP comme la conséquence de la formation de cavités de 

formes sélectives au sein de la matrice polymérique, issues de la préorganisation de groupes 

fonctionnels autour de la molécule empreinte (Spivak, 1997) 
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Figure 7 : Principe de formation d’une empreinte moléculaire 

 

Les MIPs utilisés au cours de cette étude ont été préparés par Mr. Bakas au cours de 

sa thèse de doctorat, dans le cadre du même projet Volubilis, ainsi que des polymères non 

imprimés (notation : NIP, du terme anglais Non Imprinted Polymer) qui ont été synthétisés en 

parallèle des MIPs afin de comparer le pouvoir de rétention des deux matériaux et de vérifier 

la sélectivité de recapture du MIP par rapport au NIP vis-à-vis de la molécule empreinte. 
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II. MATERIELS ET METHODES 

II.1. Réactifs utilisés 

Le Tableau 2 regroupe tous les produits utilisés au cours de cette étude en fonction de leurs 

utilisations. 

Tableau 2 : Produits utilisés dans cette étude 

Enzyme 

Acétylcholinestérase (EC 3.1.1.7) d’anguille 

électrique (Electrophorus electricus) 

Sigma-Aldrich 

 

Substrats et réactifs 

enzymatiques 

       Chlorure d’acétylthiocholine (ATChCl) 

Sigma-Aldrich 

 
Iodure d’acétylthiocholine (ATChI) 

Le DTNB (5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoic acid)) 

Pesticides 

organophosphorés 

Ométhoate (O,O-diméthyl-S- 

méthylcarbamoylméthylthiophosphate) 

 

Dr Erhenstorfer 

(Augsburg 

Malaoxon 

diéthyl 2-

(diméthoxyphosphorylsulfanyl)butanedioate 

Méthidathion 

(3-(diméthoxyphosphinothioylsulfanylméthyl)-

5-méthoxy-1, 3,4-thiadiazol-2-one). 

Oxydation des N-bromosuccinimide (NBS) Sigma-Aldrich 
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pesticides 

Im
m

o
b

il
is

a
ti

o
n
 

Billes 

magnétiques 

Billes de nickel de 200 nm de diamètre 

Aimablement 

fournies par le Dr 

Silvana Andreescu 

de l’Université de 

Clarkson (USA). 

Glutaraldehyde à 25% 

 

Sigma-Aldrich 

3-(amino-propyl triéthoxysilane) Sigma-Aldrich 

Acide sulfurique Carlo Erba 

Sol gel 

Tétraméthoxysilane (TMOS), 

Sigma-Aldrich poly(éthylèneglycol) 600 (PEG) 

hydroxyéthyl-cellulose (HEC) 

Acide chlorhydrique (HCl) Carlo Erba 

Tampon phosphate 

Na2HPO4 

Sigma-Aldrich 

KH2PO4 

SPE 

Plaques de PVC (200 x 100 mm, 0,5 mm) SKK 

Emulsions Electrodag PF-410, 423SS et 

6037SS 

Acheson 

Peinture glycérophthalique Astral 
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Cadres et maques en acier inoxydable 

DEK Printing 

Machines Ltd. 

Pâte de carbone modifiée par le cobalt-

phtalocyanine (Co-Pc) 

Gwent Electronic 

Materials Ltd 

 

II.2. Matériels   

 

 Les électrodes ont été fabriquées à l’aide d’une machine à sérigraphier semi-automatique 

DEK 248  (DEK, Weymouth, Royaume-Uni) selon une méthode décrite auparavant 

(Istamboulie, 2009), un extrait de cette  méthode est mentionné ci-dessous. 

 Les mesures d’absorbance ont été effectuées sur un spectrophotomètre à barrettes de 

diodes HP8452A (Hewlett Packard). 

 Le matériel utilisé pour effectuer les mesures ampérométriques est composé de :  

 Un potentiomètre Metrohm 641 VA Detector (Metrohm Herisau, Suisse) permettant 

d’imposer un potentiel constant entre l’électrode de travail et l’électrode de référence. 

 Un enregistreur bi-canal “Flatbed recorder” (Kipp & Zonen, Hollande), 

 Un agitateur magnétique  Bioblock AM 3000D, 

  Une électrode sérigraphie fabriquée au laboratoire. 

  Pour la détection optique, l’enzyme a été immobilisée sur des micro-plaques  PS, forme U, 

96 puits (Greiner, Germany), et les mesures ont été réalisées à l’aide d’un lecteur de plaque 

Labsystems Multiskan EX (Thermo Life Sciences, France).  
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 Les analyses de chromatographie liquide haute pression en phases inverses ont été 

réalisées avec un système chromatographique Merck L-2000 series LaChrom Elite® 

équipé d’une colonne analytique de type phase inverse SupelcosilTM LC-18 (Supelco) 

(250×4,6 mm, 5µm) et d’un détecteur UV Merck L-4000. 

II.3. Méthodes 

II.3.1. Étude spectrophotométrique de l'activité enzymatique 

II.3.1.1 Détermination de l’activité enzymatique  

L’activité enzymatique des enzymes en solution est généralement exprimée en unités 

internationales (UI), 1 UI étant définie comme la quantité d’enzyme qui catalyse la 

transformation d’une micromole de substrat par minute (µmole/min). L’activité de 

l’acétylcholinestérase est déterminée par des mesures spectrophotométriques, basées sur la loi 

de Beer-Lambert (Istamboulie et al., 2009) : 

 

A= .C.L  où    A= absorbance du composé mesurée à une longueur d’onde fixe 

   = coefficient d’extinction molaire (L.mol
-1

.cm
-1

) 

   C= concentration du composé détecté (mol.L
-1

) 

   L= longueur du trajet optique dans la cuve (cm) 

La réaction enzymatique est étudiée en déterminant l’apparition du produit de la réaction, la 

mesure de la vitesse initiale (vi) de la réaction est déterminée en calculant la pente de la partie 

linéaire de la cinétique (A= f (temps)) exprimée en unités d’absorbance par minute (figure 8).  
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Figure 8: Représentation d’une cinétique enzymatique, Vi =∆A/∆t. 

 

 L’enzyme utilisée dans cette étude est l’acétylcholinestérase. La détermination de l’activité 

enzymatique de cette enzyme est basée sur la méthode d’Ellman (Ellman et al., 1961) qui 

consiste à lui fournir un substrat synthétique : l’acétylthiocholine, dont l’hydrolyse libère de la 

thiocholine et de l’acide acétique.  

 

La thiocholine réagit alors avec un agent chromogène, le DTNB (acide 5,5’-dithiobis(2-

nitrobenzoique)  présent dans le milieu pour donner un complexe de coloration jaune qui 

absorbe à max =412 nm (=1,36.10
4 

M
-1

cm
-1

) (figure 9). 

Pente 

Temps 

Abs (UA) 
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Figure 9 : Détection colorimétrique de la thiocholine par la méthode d’Ellman (1961) 

 

Le protocole pour la détermination de l’activité enzymatique de l’acétylcholinestérase  est 

présenté dans le tableau 3. 

Tableau 3 : Protocole de mesure de l’activité enzymatique de l’acétylcholinestérase. 

Réactifs (L) Blanc Essai 

Tampon phosphate 0,1 M, pH 7 500 490 

DTNB 1 mg.mL
-1

 300 300 

Eau distillée 100 100 

ATChI (substrat) 10 mM 100 100 

AChE (enzyme) - 10 
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La réaction enzymatique est initiée par l’ajout du substrat dans la cuve de spectrophotométrie. 

La cinétique de la réaction est ensuite suivie à 412 nm (juste après addition du substrat et 

homogénéisation) pendant 1 min. La pente mesurée dans la partie linéaire de la cinétique 

permet de calculer la vitesse initiale de la réaction, et donc l’activité enzymatique. 

 

II.3.1.2 Détermination des paramètres cinétiques de l’enzyme 

 

L’activité catalytique d’une enzyme est mise en évidence par l’étude de sa cinétique, c'est-à-

dire la vitesse à laquelle elle catalyse une réaction dans les différentes conditions 

expérimentales. Cette cinétique est décrite par l’équation de Michaelis-Menten.  

La détermination des paramètres cinétiques de l’enzyme (la constante de Michaelis Km et la 

vitesse maximale de reaction Vmax) est basée sur le même principe que la détermination de 

l’activité enzymatique, mais en faisant varier la concentration de substrat dans le milieu 

réactionnel. Généralement, la vitesse initiale augmente avec la concentration de substrat 

jusqu’à atteindre la vitesse maximale Vmax, qui dépend de la concentration d’enzyme. La 

constante de Michaelis Km, est déterminée comme la concentration de substrat pour laquelle 

la vitesse est égale à la moitié de la vitesse maximale de la réaction. Les paramètres cinétiques 

peuvent être déterminés en utilisant la représentation de Michaelis-Menten (figure 10-a), 

cependant la représentation en double-inverses de Lineweaver et Burk (figure 10-b) permet 

une détermination plus précise. 
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Figure 10-a : Représentation de 

Michaelis-Menten  
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) 

1
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Figure10-b : Représentation de 

Lineweaver-Burk 

V
i 

(
m

o
l.

m
in

-1
) 

 Vmax /2 

Km 

Vmax 

[S] (M) 

 

Le calcul de la vitesse maximale Vmax permet de calculer l’activité des solutions enzymatiques 

suivant la relation : 

 

  Activité (UI.mL
-1

) = Vmax x 60/13600 x 10
6 
x 10

-3 
x 10

2
  

 

où : Vmax = vitesse maximale en UA/sec, 60 = facteur de conversion en UA.min
-1

, 13600 = 

coefficient d’absorbance du DTNB à  412 nm (M
-1

cm
-1

), 10
6
 = facteur de conversion en 

µmol.L
-1

.min
-1

, 10
-3

 = facteur de conversion en µmol.min
-1

 (UI) (volume réactionnel 1 mL), 

10
2 

= facteur de conversion en UI/mL (volume enzymatique 10 µL). Cette relation nous 

permet de connaître exactement la quantité d’enzyme utilisée pour les tests d’inhibition. 

Dans ce travail, les concentrations de substrat utilisées varient entre 0,025 mM et 2 mM en 

utilisant le même protocole de mesure que décrit dans le tableau 3.  
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II.3.1.3. Détermination des constantes d’inhibition de 

l’acétylcholinestérase 

Les organophosphorés et les carbamates  sont des esters, dérivés amides ou thiols de l’acide 

phosphorique et des esters N-substitués de l’acide carbamique. Leur structure générale est 

présentée dans la figure 11 (Ballantyne et Marrs, 1992). 

 

Figure 11: Structures générales des organophosphorés  et carbamates (R1 et R2 = 

substituants aliphatiques ou aromatiques). 

 

Ces insecticides agissent sur l’AChE par phosphorylation ou carbamylation de l’hydroxyle de 

la sérine du site actif, tout comme le fait le substrat ACh lors de l’étape d’acylation (Eldefrawi, 

1985), et ils sont considérés comme des pseudo-substrats. Aldridge (1950) a mis au point une 

technique d’évaluation de la puissance inhibitrice de ces pesticides en se basant sur la 

diminution de la vitesse d’hydrolyse du substrat en présence d’inhibiteur. Il a mesuré 

l’activité résiduelle de l’AChE après incubation de l’enzyme avec le paraoxon (OP) à 

différents temps (Badiou, 2007). En effet, la constante d’inhibition ki nous renseigne sur le 

pouvoir inhibiteur d’une molécule vis-à-vis d’une enzyme. 

 Les déterminations des constantes d’inhibition ki des insecticides étudiés sont basées sur des 

mesures spectrophotométriques de l’activité enzymatique avant et après incubation de 

l’enzyme, en présence de différentes concentrations d’inhibiteur et pour différents temps 

d’incubation.  
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Le protocole de la mesure utilisé est le suivant : dans un bain thermostaté à 30°C, on introduit 

un microtube contenant 800 µL de tampon phosphate 0,1 M pH 7 et 100 µL de solution 

d’insecticide. A t=0, 100 µL de solution enzymatique sont ajoutés, l’activité enzymatique est 

mesurée immédiatement à des intervalles de temps déterminés. L’activité résiduelle (%) est 

déterminée pour chaque temps d’incubation en faisant le rapport entre l’activité au temps t et 

l’activité initiale. La représentation du logarithme de l’activité résiduelle en fonction du temps 

de pré-incubation permet d’obtenir une droite dont la pente correspond au kobs (exprimé en 

min
-1

) (figure 12-a). La représentation de l’inverse de kobs en fonction de l’inverse de la 

concentration d’inhibiteur donne une droite dont la pente correspond à l’inverse de la 

constante d’inhibition ki (exprimée en M
-1

.min
-1

) (figure 12-b). 

 

 

Figure 12 : Méthode de détermination graphique du kobs (a) et du ki (b). 

 

II.3.2. Méthodes d'immobilisation de l'acétylcholinestérase  

L’immobilisation du biorécepteur constitue la première étape de la réalisation d’un biocapteur. 

Comme décrit auparavant, l’immobilisation peut être définie comme une technique qui limite 

le déplacement libre de l’élément biologique. La fixation de l’enzyme à la surface du 
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transducteur physique a pour finalité de pouvoir effectuer un grand nombre d’analyses avec 

une quantité réduite de biomolécules. Le procédé d’immobilisation utilisé doit conserver au 

maximum l’activité enzymatique et préserver la conformation tridimensionnelle de l’enzyme, 

spécialement au niveau de son site actif. Lors de cette étude, la recherche s’est orientée vers 

trois techniques d’immobilisation: par bioencapsulation dans une matrice sol gel, par 

adsorption, et par liaison covalente sur des billes magnétiques. Les avantages ainsi que les 

inconvénients de ces trois méthodes sont résumés dans le tableau 4. 

Tableau 4 : Avantages et inconvénients des trois méthodes d’immobilisation utilisées. 

Méthodes 

d’immobilisation 
Avantages Inconvénients 

Adsorption Simple, technique non destructive 

Instabilité (désorption de 

l’enzyme) ; sensibilité aux 

variations de pH, de 

température et de force ionique 

Procédé sol-gel 

Améliore la stabilité de l'activité 

catalytique de l’enzyme, 

augmentant sa durée de vie 

Barrières de diffusion ; toxicité 

des intermédiaires de réaction 

Couplage covalent 

sur des billes 

magnétiques 

Grande stabilité ; absence de 

barrières de diffusion ; 

accessibilité des substrats et des 

produits de réaction ; temps de 

réponse court 

Grande quantité d’enzyme ; 

perte d’activité due à la 

réaction chimique ; 

difficilement reproductible ; 

toxicité des produits utilisés 

(glutaraldéhyde) 
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II.3.2.1. Immobilisation dans une matrice sol gel 

Le procédé sol-gel est connu depuis plus de 150 ans grâce aux travaux d’Ebelmen qui a été le 

premier à décrire la synthèse de la silice à partir d’un alkoxyde de silicium (Ebelmen, 1844). 

La technique est basée sur l’hydrolyse et la condensation de précurseurs moléculaires tels que 

des alkoxydes des métaux dispersés dans un solvant organique ou bien des ions métalliques 

hydroxylés dans des solutions aqueuses. L’évolution de la gélification dépend fortement des 

précurseurs utilisés. Par exemple, dans le cas où le précurseur utilisé est un alkoxyde de 

silicium, l’ajout d’un catalyseur acide ou basique est nécessaire pour accélérer les réactions 

d’hydrolyse et de condensation, tandis que dans le cas des autres alkoxydes, ces réactions 

doivent être modérées par l’ajout d’un complexant pour éviter leur précipitation. Par 

conséquent, les cinétiques de gélification et les microstructures finales des gels ne sont pas 

identiques (Hamd, 2009). 

Récemment, ce processus a été utilisé comme méthode physique pour immobiliser une grande 

variété d'espèces biologiques, y compris des enzymes et des micro-organismes vivants pour 

différentes applications (Andreescu et al., 2002; Alvarez et al., 2007). Il semble que 

l’immobilisation par cette méthode améliore la stabilité de l'activité catalytique de la 

biomolécule en augmentant sa durée de vie. L’immobilisation des enzymes par ce processus 

consiste à créer une matrice dans laquelle la protéine peut être piégée avec succès (figure 13). 

Il s’agit d’un réseau d’oxydes de silicium créé par polymérisation d’un précurseur moléculaire 

qui conduit à la production d’un gel suite à des réactions d’hydrolyse et de condensation. 

Les matériaux sol-gel présentent des propriétés spécifiques qui les rendent particulièrement 

intéressants pour la fabrication de biocapteurs : rigidité, stabilité thermique et photochimique,  

et inertie chimique ; cette méthode a déjà été utilisée pour une large variété d’enzymes telles 

que la tyrosinase, la glucose oxydase et l’acétylcholinestérase (Andreescu et al., 2002).  
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Dans ce travail, la matrice sol-gel a été obtenue par hydrolyse d’un alkoxyde précurseur le 

tétraméthoxysilane (TMOS), sous des conditions acides (présence de catalyseur HCl), suivie 

par la condensation des unités hydroxylées, ce qui conduit à la formation d'un gel poreux dans 

lequel l’acétylcholinestérase est incluse. L’effet de craquement du polymère peut être évité en 

ajoutant certains agents dopants comme le polyéthylène glycol (PEG), utilisé dans cette étude. 

  

 

Figure 13 : Immobilisation de l’AChE  par encapsulation dans une matrice sol-gel. 

 

Le protocole d'immobilisation utilisé est le suivant : la solution sol-gel est préparée en 

mélangeant 150 μL du précurseur tétraméthoxysilane (TMOS) avec 413 μL d'eau distillée, 

400 μL de HCl 1 mM, et 37 μL de PEG 600. Ce mélange est traité par ultrasons pendant 15 

min et placé pendant une nuit à 4°C. La solution enzymatique d’acétylcholinestérase (4.4 

UI.mL
-1

), préparée dans du tampon phosphate (pH 8) est ensuite mélangée (ratio 1 :1) avec 

une solution d’hydroxyéthylcellulose (HEC) à 2%. Puis, cette solution est mélangée avec la 

solution sol-gel à un rapport de 2:1 (vol / vol). 

 Pour la détection ampérométrique, 3 mUI d’enzyme sont immobilisées par électrode 

comme suit : 2 µL de la solution sol-gel préparée sont déposés à la micropipette sur la 

surface de l’électrode de travail. Après 3 heures de séchage à température ambiante, 
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l’activité enzymatique est mesurée avant et après incubation avec le pesticide, comme 

décrit par la suite (§ II.3.3.1). 

 Pour la détection optique, 29 mUI d’enzyme sont immobilisées dans chaque puits en 

déposant à la micropipette 20 µL du mélange sol-gel/enzyme. La microplaque est 

ensuite placée à 4°C pendant une nuit avant utilisation. La mesure de l’activité 

enzymatique est effectuée à partir de 200 µL d’un mélange contenant 2 mM d’ATCh-I 

et 6% de DTNB dans le tampon phosphate à pH 8. Après 30 min d’incubation, 

l’absorbance est mesurée à 405 nm à l’aide d’un lecteur de microplaque. L’inhibition 

par les pesticides est mesurée par la même méthode, après une incubation pendant 10 

minutes en présence de 100 µL d’inhibiteur. Un schéma résumant l’immobilisation sur 

les différents supports ainsi que le principe de détection est présenté dans la figure 14. 

 

 

Figure 14 : Protocole d’immobilisation par la méthode sol-gel, principe de mesure de 

l’inhibition par les pesticides. 
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II.3.2.2. Immobilisation par liaisons covalentes sur des billes 

magnétiques 

L’immobilisation par couplage covalent, direct ou à l’aide d’un agent de réticulation tel que le 

glutaraldéhyde, est une technique très employée pour la fixation des enzymes à la surface de 

supports très divers, tels que les électrodes. Cette méthode assure une grande stabilité de 

l’enzyme et un temps de réponse très court du capteur. En revanche, la toxicité des agents de 

couplage pour l’enzyme, la faible reproductibilité et la complexité du procédé sont des 

inconvénients de cette méthode.  

L’utilisation de particules (ou billes) magnétiques pour la conception de biocapteurs est en 

constante évolution depuis quelques années (Guedri, 2010). Ces supports permettent 

l’immobilisation covalente du biorécepteur et peuvent être facilement fixées au transducteur 

par simple application d’un champ magnétique. L’utilisation des billes magnétiques pour la 

fixation d’enzymes permet également d’augmenter la surface active et par conséquent 

d’augmenter la sensibilité.  

Dans ce travail, nous avons testé l’immobilisation de l’acétylcholinestérase par des liaisons 

covalentes sur des billes magnétiques activées par des groupements amine (NH2), en utilisant 

le glutaraldéhyde comme agent de réticulation. Le couplage s’effectue entre un groupement 

carbonyle actif et des groupements NH2 générés à la surface des billes magnétiques 

(formation de bases de Schiff) (Andreescu, 2002). Les différentes étapes de l’immobilisation 

sont les suivantes (Rossi et al., 2004) : 

(1) Oxydation des billes : 60 mg de billes magnétiques dans 1 mL d’acide sulfurique 0,5 M 

sont agitées pendant 4 h, puis lavées deux fois avec de l'eau distillée en large excès. 
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(2) Fonctionnalisation avec un groupement amine : resuspension des billes oxydées dans 100 

mL d’éthanol dans un bac à ultrasons, ajout de 70 µL de 3-(amino-propyl triéthoxysilane) 

sous agitation mécanique pendant une nuit, puis lavage 3 fois à l’éthanol et 2 fois à l’eau 

distillée. 

(3) Couplage covalent au glutaraldéhyde: 30 µL de suspension de billes sont lavés deux fois 

avec 1 mL de tampon phosphate 0,1 M à pH 7.  Elles sont ensuite reprises avec 820 µL de 

tampon, 100 µL de solution d’AChE (4,41 UI/mL) et 80 µL de glutaraldéhyde à 25 %. Les 

billes sont maintenues sous agitation pendant 30 min à  température ambiante. 

Le protocole d’immobilisation des billes magnétiques activées avec l’enzyme, varie en 

fonction du type de support utilisé (figure 15) : 

 Electrodes (détection ampérométrique) : 1 µL de suspension de billes activées est 

déposé à la micropipette à la surface de l’électrode de travail, préalablement munie à 

sa base d'un aimant de 4 mm de diamètre. Les mesures ampérométriques peuvent se 

faire directement après immobilisation, comme décrit par la suite (§ II.3.3.1). 

 Microplaques (détection optique) : dans chaque puits sont introduits 200 µL de 

tampon phosphate pH 8, et 1 µL de billes préactivées par l’enzyme, puis le liquide 

surnageant est ensuite enlevé par retournement, la microplaque étant équipée d’un 

support magnétique Adem-Mag 96 (Barthelmebs et al., 2011). La mesure de l’activité 

enzymatique est réalisée en ajoutant dans chaque puits 200 µL d’un mélange  

d’ACTh-I à 2 mM et de DTNB (6 %) dans le tampon phosphate à pH 8. Après 30 min 

d’incubation, la mesure d’absorbance à 405 nm est réalisée à partir d’un volume de 

100 µL prélevé de chaque puits et transféré sur une nouvelle plaque, pour éviter la 

présence des billes magnétiques interférant avec la mesure optique. L’inhibition par 
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les pesticides est mesurée par la même méthode, après une incubation pendant 10 

minutes en présence de 100 µL d’inhibiteur.  

 

 

Figure 15 : Protocole d’immobilisation par liaison covalente sur des billes magnétiques, 

principe de mesure de l’inhibition par les pesticides. 

 

II.3.2.3. Immobilisation par adsorption 

Parmi les méthodes physiques d’immobilisation des enzymes, l’adsorption est une technique 

particulièrement simple, rapide et non destructive. Elle est basée sur l’adsorption physique ou 

par liaison ionique, ou les deux, sur la surface d’un support (Taylor, 1991). Les forces 

impliquées dans cette méthode sont des liaisons de faible énergie de type Van der Waals, 

hydrogène et ionique. Malheureusement, cette technique présente un certain nombre 

d’inconvénients tels que l’instabilité du biocapteur due à la désorption de l’enzyme, la 



II. Matériels & méthodes  
 

 

 

 

69 

sensibilité aux variations de pH, de température et de force ionique, ainsi que la quantité 

d’enzyme à immobiliser qui est généralement importante et difficile à contrôler.  

Dans ce travail, l’enzyme a été immobilisée sur des plaques de type MaxiSorp™ (Nunc, 

Roskilde, Danemark), qui présentent une très bonne capacité d’adsorption. Afin d’optimiser la 

quantité d’enzyme convenable à l’immobilisation, plusieurs solutions enzymatiques ont été 

testées, montrant des résultats optimum lorsqu’une solution d’AChE à 3 mUI/mL est utilisée. 

Le temps de contact entre la solution enzymatique et la microplaque a été également testé en 

mesurant l’activité après plusieurs intervalles de temps d’incubation, il est apparu que la 

fixation de l’enzyme dans le puits est optimale après 12 h d’incubation.  

Après optimisation des différents paramètres, le protocole d’immobilisation utilisé est le 

suivant : 100 µL d’une solution d’AChE à 3  mUI/mL préparée dans un tampon carbonate à 

pH 9 sont déposés dans chaque puits. Après 12 h d’incubation, l’excès de solution est éliminé 

est les puits sont lavés avec du tampon phosphate à pH 8. La mesure de l’activité enzymatique 

est effectuée après ajout dans chaque puits de 200 µL d’un mélange contenant 2 mM 

d’ATCh-I et 6 % de DTNB dans le tampon à pH 8. Après 10 min d’incubation, l’absorbance 

est mesurée à 405 nm à l’aide d’un lecteur de microplaque (figure 16). L’inhibition par les 

pesticides est mesurée par la même méthode, après une incubation pendant 10 min en 

présence de 100 µL d’inhibiteur en solution dans un tampon carbonate à pH 9.  
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Figure 16 : Protocole d’immobilisation par adsorption sur microplaque et principe de 

mesure de l’inhibition par les pesticides. 

II.3.3. Méthodes de détection 

II.3.3.1 Méthode ampérométrique 

La détection ampérométrique a été réalisée à l’aide de biocapteurs élaborés à partir 

d’électrodes sérigraphiées (SPE) fabriquées au sein du laboratoire IMAGES. 

a. Fabrication des électrodes sérigraphiées  

La technique développée est décrite dans la thèse de G. Istamboulie (2009). Elle consiste à 

déposer des pâtes conductrices (ou émulsions) en différentes couches sur un support solide en 

PVC transparent, à l’aide d’une machine à sérigraphier semi-automatique (figure 17). 
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L’impression est réalisée en faisant passer l’émulsion à l’aide d’une raclette à travers les 

mailles de dimensions déterminées d’un tamis synthétique (polyester) ou métallique (acier 

inoxydable). La pâte pénètre par ces mailles et est déposée uniformément sur le support placé 

sur la table mobile de la machine. 

 

Figure 17 : Machine à sérigraphier DEK 248 (à gauche) et étapes de fabrication des 

électrodes par sérigraphie (à droite). 

 

Les biocapteurs utilisés dans cette étude sont constitués d’un système à trois électrodes : une 

électrode de référence (Ag/AgCl), une électrode de travail et une électrode auxiliaire en pâte 

de carbone. Les différentes étapes de fabrication sont les suivantes (figure 17) : 

 Dépôt d’une pâte de carbone qui couvre la partie inférieure des électrodes et permet 

une meilleure adhésion des couches suivantes, 

 Dépôt de la pâte de Ag/AgCl sur l’emplacement de l’électrode de référence, 

 Dépôt d’une couche isolante entre les électrodes et les contacts. 

 Dépôt sur l’électrode de travail d’une pâte de carbone contenant un médiateur (Co-Pc). 

Après chaque étape, les électrodes sont séchées à l’étuve à 60°C pendant 30 min. 
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b. Détection ampérométrique des insecticides organophosphorés  

L’activité de l’enzyme immobilisée ainsi que les mesures d’inhibition ont été réalisées par des 

mesures ampérométriques en solution agitée. L'électrode contenant l’enzyme immobilisée 

est immergée verticalement dans une cellule contenant 10 mL de tampon phosphate pH 7 dont 

la température est régulée à 30° C, sous agitation magnétique constante. Le potentiel 

appliqué est de 100 mV par rapport à l'électrode de pseudo-référence Ag/AgCl. Ce potentiel 

correspond au potentiel d’oxydation du médiateur choisi dans cette étude : le 

cobalt phtalocyanine.  Le principe de détection est le suivant : 

 

   

L'intensité du courant est enregistrée en fonction du temps. Après stabilisation du signal de 

base, le substrat ATCh est ajouté à une concentration finale de 1 mM  dans la cellule. Ce 

substrat est transformé par l’AChE en thiocholine qui se dimérise par une réaction 

d’oxydoréduction avec le médiateur (cobalt phtalocyanine ox). Ce médiateur, une fois réduit, 

est réoxydé à un potentiel de 100 mV vs Ag/AgCl, générant un courant électrique mesurable. 

Le signal mesuré correspond à la différence d’intensité du courant entre la ligne de base et le 

signal final (plateau). La cellule est lavée avec de l'eau distillée entre chaque mesure. Le 

montage utilisé pour les mesures ampérométriques est présenté dans la figure 18. 
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Contrairement à la majorité des capteurs décrits dans la littérature, les capteurs à 

acétylcholinestérase ne sont pas basés sur le dosage du substrat de l’enzyme mais sur des 

mesures d’inhibition de celle-ci. La détection de l’inhibition par les pesticides est déterminée 

selon une procédure en trois étapes comme suit :  

(1) La réponse initiale du biocapteur  (I0) est mesurée en présence d’une concentration 

saturante de substrat (1 mM ATCh), 

(2)  Le biocapteur est incubé dans une solution de pesticide de concentration 

connue  pendant 10 min,  

(3) La réponse finale If est mesurée en présence de la même concentration saturante de 

substrat (figure 19). La diminution de la réponse du capteur est due à l’inhibition 

partielle ou totale de l’enzyme par l’inhibiteur. Le taux d’inhibition dépend de la 

concentration en inhibiteur, il est calculé selon la formule :  

 

I (%) = [(I0 - If) / I0]  x 100 

Électrode 

Enregistreur 

Tampon
 

Potentiostat/Ampéromètre 
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e 
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Figure 18 : Représentation du montage utilisé pour les mesures ampérométriques 
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Figure 19 : Détection ampérométrique des insecticides organophosphorés  A: mesure de la 

réponse initiale du capteur (3 à 5 essais successifs), B: mesure de la réponse après incubation 

dans une solution d’inhibiteur de concentration connue. 

 

Les études d’inhibition ont été réalisées en présence de concentrations connues des trois OPs 

utilisés au cours de cette étude : le malaoxon, l’ométhoate et le méthidathion oxydé. Les 

limites de détection ont été définies dans ce travail comme les concentrations de pesticides 

induisant une diminution de 10 % de la réponse du capteur, la variation de réponse pour un 

même capteur étant inférieure à 2 % (n=5). 

II.3.3.2. Détection optique  

Ce travail a été réalisé avec des plaques de microtitration à 96 puits (MaxiSorp™ dans le cas 

de l’immobilisation par adsorption), permettant de traiter un grand nombre d'échantillons 

simultanément. L'activité enzymatique est mesurée par spectrophotométrie d'absorption 
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moléculaire à l’aide d’un lecteur de plaque Labsystems Multiskan associé à un logiciel 

approprié. Le principe de mesure est fondé sur la méthode d'Ellman (Ellman et al, 1961), 

basée sur la détection à 405 nm d’un composé de coloration jaune (5-thio-2-nitrobenzoate) 

issu de l’interaction entre la thiocholine et le DTNB (figure 20). 

 

 

Figure 20: Principe de mesure colorimétrique des activités enzymatiques. 

 

Les protocoles d’immobilisation ainsi que de détection colorimétrique pour les trois méthodes  

sont présentés ci-dessous, séparément, dans la partie concernant chaque méthode. 

II.3.4. Oxydation des pesticides 

La plupart des organophosphorés disponibles sur le marché sont des phosphorothionates, 

caractérisés par un groupement thione (P=S) et trois groupes O-R liés à un atome de 

phosphore. Leurs analogues oxydés sont plus polaires, et caractérisés par une liaison (P=O) 

(Bavcon Kralj et al., 2006). La forme P=O d’un organophosphoré est définie comme sa forme 

oxon, terme souvent incorporé dans son nom usuel (ex : malathion / malaoxon). Ces formes 

sont le plus souvent moins stables mais très toxiques car elles possèdent une structure propice 

à inhiber fortement l’AChE des différents organismes contaminés (Ménager, 2007). En effet 
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une forme oxon (P=O) possède un potentiel phosphorylant de l’acétylcholinestérase bien plus 

important qu’une forme P=S (Floesser-Mueller et Swack, 2001). Par exemple, le malaoxon 

est un inhibiteur de l’AChE 1000 fois plus fort, et 80 fois plus toxique chez le rat que le 

malathion (malaoxon : DL50=158 mg/kg : malathion : DL50=12500 mg /kg) (Ryan et Fukuto, 

1985 ; Umetsu et al., 1977). L’oxydation des organophosphorés peut être réalisée par 

l’intermédiaire d’agents chimico-physiques ou par métabolisation. Ainsi, pour être actifs, les 

organophosphorés contenant un groupement thiophosphoryle (P=S) sont transformés par 

bioactivation en leur forme oxon (P=O) par la monooxygénases chez les insectes (Cohen, 

1984).  

Dans cette étude, nous nous sommes concentrés sur la détection des formes oxydées des trois 

pesticides étudiés : malathion, dimethoate et méthidathion. Les formes oxydées du diméthoate 

et du malathion, appelées respectivement ométhoate et malaoxon sont disponibles sur le 

marché. Ce n’est pas le cas pour le méthidathion, dont l’oxydation a été réalisée par 

l’intermédiaire d’un agent oxydant : le N-bromosuccinimide (NBS) (figure 21) (Bavcon Kralj 

et al., 2006).  

Figure 21 : Oxydation du méthidathion par le N-bromosuccinimide (NBS). 

L’efficacité de cette étape d’oxydation a été contrôlée par analyse en HPLC en phase inverse. 

Il a été démontré qu’une concentration de 3.10
-5

 M de NBS était suffisante pour l’oxydation 

totale d’une solution de méthidathion à 10
-5

 M. Dans ce travail, afin de s’assurer de 

l’oxydation totale du pesticide, cette étape a été effectuée en utilisant 5 molécules de NBS par 
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molécule de pesticide. La solution de pesticide oxydé ainsi obtenue a été utilisée comme 

solution mère de méthidathion. Toutes les autres solutions ont été obtenues par dilution de 

celle-ci.  

 L’effet du NBS sur l’AChE a été étudié afin de s’assurer que l’enzyme n’est pas affectée par 

l’agent oxydant. Il a été démontré que, dans les conditions de travail, le NBS ne provoque 

aucune inhibition de l’acétylcholinestérase utilisée. 

II.3.5. Application sur les échantillons naturels 

L’huile d’olive est une matrice complexe de très grande importance économique, et peu 

étudiée en ce qui concerne la détection de pesticides. Le but de notre travail étant la détection 

de trois organophosphorés dans l’huile d’olive par des méthodes enzymatiques (biocapteur), 

des tests ont été effectués en utilisant des échantillons naturels d’huile d’olive auxquels ont 

été ajoutés les pesticides étudiés. Les méthodes d'extraction des pesticides de la matière 

grasse, décrites dans les normes européennes (CEN), sont longues et utilisatrices de quantités 

notables de divers consommables. Dans ce travail, l’extraction des pesticides de l’huile a été 

réalisée dans un premier temps par une simple extraction liquide-liquide, puis par extraction 

solide-liquide en utilisant des polymères à empreinte moléculaire (MIPs). 

 

II.3.5.1. Extraction liquide-liquide 

Afin d’évaluer la viabilité des biocapteurs développés, ces derniers ont été testés pour la 

détection des trois organophosphorés étudiés dans des échantillons naturels d’huile d’olive. 

La détection dans le produit naturel a été réalisée après un simple procédé d'extraction 

liquide-liquide dont le protocole est le suivant: 10 mL d’huile d'olive extra vierge « bio » 
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achetée dans un supermarché local ont été dopés avec des concentrations connue de chaque 

pesticide préparé dans l’hexane. Le mélange a été chauffé à 50 ° C pendant 30 min, et 500 µL 

de cette huile d'olive a été ajouté à 400 µL d'acétonitrile et 100 µL de dichlorométhane. Le 

mélange a été ensuite centrifugé à 13400 rpm pendant 90 s, et le surnageant résultant a été 

récupéré et utilisé en tant que solution mère de pesticide. Les autres solutions ont été 

préparées par dilution de cette solution mère. La viabilité de cette technique d’extraction a été 

contrôlée par des tests chromatographiques (HPLC-UV), montrant une bonne efficacité de 

celle-ci avec un rendement variant entre 80 et 100 %. 

 

II.3.5.2. Extraction par polymères à empreinte moléculaire  

L’association d’un MIP spécifique et sélectif à un dispositif de détection permet la 

reconnaissance sélective d’une entité donnée (Elisabeth, 2008). Les MIPs utilisés au cours de 

cette étude sont le résultat d’une thèse complémentaire qui entre dans le cadre du même projet 

que celle-ci, et ont été spécialement conçus pour les trois pesticides cibles étudiés. Un extrait 

de la méthode de préparation de ces MIPs est mentionné ci-dessous : 

 La molécule cible de pesticide, différents monomères ainsi que l’initiateur de radicaux azo-

N,N’-bisisobutyronitrile (AIBN) sont placés dans des flacons et dissous dans un faible 

volume de solvant. Les solutions sont alors dégazées quelques instants aux ultrasons puis 

placées 10 minutes sous un flux d’azote. Les flacons sont ensuite fermés hermétiquement et 

disposés dans un bain d’huile à 80°C pendant une nuit. Les polymères sont alors broyés et 

tamisés afin d’obtenir des particules de granulométrie comprise entre 45 et 100 µm, puis 

correctement lavés au Soxhlet avec un mélange méthanol/acide acétique (90/10) pendant 8 

heures. 
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L’extraction des pesticides de l’huile d’olive par les MIPs a été réalisée selon le protocole 

suivant : 

 Préparation des échantillons : 10 mL d’huile d’olive dopée par une concentration 

connue de pesticides sont mis sous agitation pendant 30 min à 45°C, puis 1 mL de 

cette huile est dilué dans 9 mL d’hexane.  

 Extraction solide-liquide : la cartouche de MIPs préparée est conditionnée avec 5 mL 

d’hexane puis l’échantillon préparé est déposé. La colonne est ensuite lavée avec 5 mL 

d’une solution d’hexane/dichloromethane 20% puis éluée avec 1 mL de méthanol. Les 

pesticides récupérés dans le méthanol sont ensuite évaporés à sec puis récupérés  dans 

10 mL de tampon phosphate à pH 7. Pour s’assurer de la récupération des pesticides 

dans le tampon après évaporation, un contrôle par HPLC en phase inverse a été 

effectué, montrant un rendement de récupération de 100%. 

La solution de pesticide obtenue est ensuite directement mise à incuber avec le biocapteur 

ampérométrique comme décrit auparavant (§II.3.3.1). 
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III.  RESULTATS ET DISCUSSION 
 

Le but de notre travail a été de développer des outils de détection sensibles et sélectifs pour la 

détection des trois organophosphorés mis en jeu : le malathion, le diméthoate et le 

méthidathion, sous leurs formes oxydées (-oxon). Pour arriver à notre objectif plusieurs 

systèmes ont été développés au cours de cette étude, afin de choisir le plus performant qui 

sera ensuite optimisé, et dont la sélectivité sera améliorée en l’associant à une nouvelle 

technique d’extraction : les MIPs. Les dispositifs analytiques développés ont été obtenus par 

la combinaison de 3 méthodes d’immobilisation et 2 méthodes de détection différentes. Les 

performances analytiques de ces outils ainsi que les résultats obtenus après leurs applications 

sur des solutions standards et des échantillons naturels d’huile d’olive sont présentés dans ce 

3
éme

 chapitre.  

Avant d’entamer la présentation des résultats, quelques notions concernant les qualités des 

capteurs doivent être définies (Fabry, 2003): 

  

Reproductibilité (reproductibility) : 

Ce paramètre est probablement le plus important, tant pour les capteurs physiques que 

chimiques. Il s’agit de l'aptitude d'un capteur à donner, dans des conditions définies, des 

réponses très voisines lors de l'application répétée d'un même signal d'entrée. 

 

Sensibilité (sensitivity) : 

Ce paramètre caractérise l'aptitude du capteur à détecter la plus petite variation de la grandeur 

à mesurer. Il est calculé par le quotient de l'accroissement de la réponse d'un instrument de 

mesure par l'accroissement correspondant du signal d'entrée. Dans le cas des capteurs 
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ampérométriques, cette grandeur est le rapport d’une intensité sur une concentration,  exprimé 

en A.mol.L
-1

. Elle est principalement utilisée pour la détection de substrats d’enzymes. 

 

Sélectivité (selectivity) : 

C'est la capacité du capteur à ne mesurer qu'une seule grandeur dans le milieu où il est utilisé 

ou en d'autres termes, d'être le plus insensible aux grandeurs d'influence, grandeurs qui ne 

font pas l'objet de la mesure, mais influent sur le signal de sortie du capteur. 

 

Limite de détection (detection limit) : 

C'est la plus petite valeur de la grandeur à mesurer pouvant être détectée, avec une incertitude 

acceptable, et qui se distingue significativement du bruit de fond. Dans ce travail, cette valeur 

est définie comme la concentration de pesticide induisant 10 % d’inhibition. 

 

III.1. Caractérisation de l’acetylcholinesterase 

mise en jeu 

Dans ce travail nous avons utilisé exclusivement l’acétylcholinestérase (AChE) d’anguille 

électrique. Avant de passer au développement et à l’optimisation des biocapteurs, une étude 

préliminaire pour caractériser l’enzyme en solution a été menée, il s’agit de la détermination 

des paramètres cinétiques, de la stabilité opérationnelle de l’enzyme et de la constante 

d’inhibition ki, indice de sensibilité de cette enzyme vis-à-vis des trois pesticides mis en jeu.
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III.1.1.  Détermination des paramètres cinétiques 

Les deux paramètres importants d’une cinétique enzymatique sont  la constante de Michaelis-

Menten (Km) et la vitesse maximale (Vm). Ils ont été déterminés selon la méthode d’Ellman, 

par des mesures spectrophotométriques à 412 nm. Les résultats obtenus sont présentés dans 

les figures 22 (représentation de Michaelis-Menten) et 23 (représentation de Lineweaver et 

Burk). Les Km et Vm ont été déterminés en utilisant la représentation en doubles inverses de 

Lineweaver et Burk. L’équation de la droite ainsi obtenue permet la détermination des valeurs 

des paramètres cinétiques de l’enzyme qui sont  de l’ordre de Vm = 0,00451 mM/min  et Km = 

0,05 mM . Cette valeur de Km est conforme aux résultats déjà décrits par Martorell et al. 

(1996), selon lesquels le Km pour l’AChE-ee libre varie entre 0.05 et 0.2 mM. 

 

 

Figure 22 : Représentation de Michaelis-Menten. 
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Figure 23: Représentation de Lineweaver-Burk. 

 

III.1.2.  Etude de la stabilité de l’enzyme 

La stabilité d’un biocapteur dépend essentiellement de la stabilité de l’élément biologique : 

l’enzyme, dont l’activité varie en fonction du temps et de la température. Il est donc important 

de déterminer la stabilité des enzymes en solution avant leur utilisation pour la fabrication des 

biocapteurs (Andreescu, 2002). La stabilité de l’acétylcholinestérase d’anguille électrique 

utilisée dans cette étude a été déterminée en mesurant à des intervalles de temps réguliers 

l’activité d’une solution enzymatique préparée dans un tampon phosphate à pH 7 contenant 

0,1 % d’albumine, et conservé à 4°C, en présence d’une concentration saturante de substrat. 

Les résultats obtenus montrent une grande stabilité de l’acétylcholinestérase, aucune perte 

d’activité n’étant observée même après 2 mois de stockage  à 4°C. 
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III.1.3.  Constantes d’inhibition 

La constante d’inhibition ki est un paramètre fondamental pour comparer le pouvoir inhibiteur 

des insecticides. Un ki élevé indique une forte affinité du pesticide pour l’enzyme et donc un 

pouvoir inhibiteur important (Istamboulie, 2009). Les valeurs de ki sont déterminées en 

étudiant l’activité résiduelle de l’enzyme après contact avec différentes concentrations 

d’inhibiteur pendant un temps d’incubation donné. La représentation du log de l’activité 

résiduelle en fonction du temps de pré-incubation permet de déterminer le kobs, puis  la 

représentation de l’inverse de kobs en fonction de l’inverse de la concentration d’inhibiteur 

permet de calculer le ki. 

Les constantes d’inhibition nous permettront d’évaluer la sensibilité de l’enzyme vis-à-vis des 

pesticides concernés par cette étude. Les courbes obtenues pour ces trois pesticides étudiés : 

méthidathion oxydé,  malaoxon, et ométhoate sont représentées dans les figures 24, 25 et 26.   
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Figure 24 : Détermination de kobs et ki pour le méthidathion oxydé. 
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Figure 25 : Détermination de kobs et ki pour le malaoxon. 
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Figure 26 : Détermination de kobs et ki pour l’ométhoate. 
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La pente de la droite représentant l’inverse de kobs en fonction de l’inverse de la concentration 

en inhibiteur correspond à l’inverse de la constante d’inhibition ki (M
-1

.min
-1

). Les valeurs des 

ki obtenues pour le malaoxon, méthidathion oxydé et ométhoate sont présentées dans le 

tableau 5. 

Tableau 5 : Valeurs des ki obtenus en (µM 
-1

.min
-1

) pour les trois pesticides étudiés 

 Méthidathion Malaoxon Ométhoate 

AChE-EE 1,07 2,98 0,01 

 

Les résultats obtenus révèlent la faible sensibilité de l’acétylcholinestérase de l’anguille 

électrique vis-à-vis de l’ométhoate, contrairement au malaoxon et au méthidathion-oxon  qui 

présente des constantes d’inhibition 100 et 200 fois plus élevées, indiquant un grand pouvoir 

inhibiteur. 

 

III.2. Détection des insecticides organophosphorés 

par biocapteur ampérométrique 

III.2.1.  Oxydation du méthidathion 

Comme décrit dans la partie matériels et méthodes (§ II.3.4), les pesticides utilisés dans cette 

étude sont sous leur forme oxydée (-oxon). L’ométhoate et le malaoxon, formes oxydées du  

diméthoate et du malathion, sont disponibles sur le marché, en revanche le méthidathion a dû 

être oxydé par l’intermédiaire d’un agent oxydant : le N-bromosuccinimide (NBS).  

L’efficacité de l’oxydation du méthidathion a été contrôlée par chromatographie en phase 

inverse (CLHP-UV). Pour une concentration de méthidathion de 0,01 mM, des  
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concentrations de NBS comprises entre de 0,01 mM à 0,05 mM ont été utilisées. Les résultats 

obtenus montrent qu’une concentration de 0,03 mM de NBS est suffisante pour l’oxydation 

du méthidathion (figure 27). 

 Dans ce travail, et afin de s’assurer de l’oxydation totale du pesticide, cette étape a été 

effectuée en utilisant 5 équivalents de NBS par équivalent de pesticide. Il a été préalablement 

vérifié que la concentration de NBS utilisée ne provoque aucune inhibition de l’enzyme 

utilisée et n’affecte pas les mesures. Des tests ampérométriques ont donc été réalisés après 

incubation du capteur à AChE avec des concentrations de NBS allant jusqu’à 7,5.10
-5

 M, 

aucun effet du NBS n’a été observé. La solution de pesticide oxydé ainsi obtenue a été utilisée 

comme solution mère de méthidathion et toutes les autres solutions ont été obtenues par 

dilution de celle-ci.  

 



III. Résultats et discussion 
 

 

 

89 

 

Figure 27 : Chromatogrammes obtenus après oxydation du méthidathion (0,01 mM) par le N-

bromosuccinimide à des concentrations de 0,01, 0,02, 0,03, 0,04 et 0,05 mM. 
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III.2.2.  Effet de l’acétonitrile  

La préparation des solutions mères de pesticides ainsi que leur extraction à partir des 

échantillons naturels d’huile d’olive ont été réalisées en utilisant l’acétonitrile comme solvant. 

L’influence de ce solvant organique sur les capteurs à acétylcholinestérase d’anguille 

électrique a été précédemment décrit par la littérature (Valdés-Ramírez et al., 2008) : 

L’activité catalytique de l'AChE immobilisée sur des électrodes sérigraphiées (SPE) dans une 

matrice polymérique de PVA-AWP a été étudiée en mesurant la réponse du capteur après 10 

minutes d'incubation dans un tampon phosphate contenant des proportions variables 

d’acétonitrile. Les résultats obtenus montrent que l’activité de l'AChE diminue 

significativement au delà de 10 % d'acétonitrile, alors que des concentrations allant de 1 à 5 % 

ne provoquent aucune diminution de l’activité enzymatique.  

Nous avons vérifié dans ce travail qu’un pourcentage d’acétonitrile de 10 % n’a pas d’effet 

sur l’activité de l’AChE immobilisée, quel que soit le mode de détection utilisé (optique ou 

ampérométrique).  

III.2.3.  Méthodes d’immobilisation  

Une partie importante de cette thèse a concerné la mise au point des méthodes 

d’immobilisation. Trois méthodes  différentes ont été testées pour fixer l’enzyme à la surface 

des transducteurs : l’immobilisation par adsorption, l’immobilisation par liaisons covalentes 

sur des billes magnétiques et le piégeage dans une matrice sol-gel. Les capteurs étant basés 

sur deux méthodes de détection différentes, 5 types de dispositifs ont été obtenus : 3 optiques 

et 2 ampérométriques. L’activité enzymatique exprimée en unités internationales (UI) a été 

déterminée par des mesures spectrophotométriques avant chaque dépôt selon la méthode 

d’Ellman (Ellman et al., 1961).  
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A. Immobilisation par adsorption 

La première technique mise en œuvre est l’immobilisation par adsorption sur des 

microplaques MaxiSorp. Dans cette partie 100 µL d’une solution d’AChE à 3 mUI/mL ont été 

immobilisés dans chaque puits, l’activité enzymatique ainsi que les tests d’inhibition ont été 

effectués par des mesures spectrophotométriques à 405 nm à l’aide d’un spectrophotomètre  

lecteur de microplaques.  

1.  Optimisation du temps de réaction  

Avant de commencer les mesures, une étude a été réalisée afin d’optimiser le temps de 

réaction entre l’enzyme et le substrat. Dans les conditions de l’essai, l’absorbance du 

complexe coloré obtenu est maximale après un temps de réaction de 10 min, ce temps de 

réaction a donc été ensuite appliqué pour toutes les mesures.  

2.  Caractéristiques du capteur  

Des études de reproductibilité ont été réalisées afin de s’assurer de la bonne fixation par 

adsorption de l’enzyme au fond des puits. Pour cela, les puits ont été lavés à 10 reprises avec 

200 µL de tampon phosphate à pH 8, l’activité enzymatique étant contrôlée après chaque 

lavage. Les microplaques préparées montrent une bonne stabilité opérationnelle, leur réponse 

est stable jusqu’au 6
ème

 lavage puis une perte de plus de 50 % d’activité est observée lors du 

7
éme

 lavage. Les dispositifs étant conçus pour un usage unique, la stabilité  des plaques est   

satisfaisante pour des mesures d’inhibition de l’AChE.  

La stabilité au stockage des plaques préparées a été également évaluée en mesurant l’activité 

enzymatique chaque jour pendant un mois. Les résultats obtenus montrent une bonne stabilité 

au stockage, 70 % d’activité étant conservée après 1 mois à 4°C. 
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3.  Détection des organophosphorés  

Une fois tous les paramètres mis au point, la détection des insecticides a été réalisée en 

utilisant un temps d’incubation entre l’enzyme et l’inhibiteur de 10 min, pour des 

concentrations comprises entre 5.10
-9

 M et 5.10
-6

 M pour le malaoxon, 10
-4

 M et 2,5.10
-7

 M 

pour l’ométhoate, et 5.10
-6

 M et 10
-8

 M pour le méthidathion oxydé. Les taux d’inhibition 

obtenus pour chaque pesticide en fonction de la concentration d’insecticides sont présentés 

sur la figure 28, avec 5 répétitions minimum pour chaque concentration.  
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Figure 28 : Droites de calibration obtenues avec un capteur optique à AChE immobilisée par 

adsorption sur des microplaques. 

 

Comme attendu, les résultats obtenus confirment que l’acétylcholinestérase d’anguille 

électrique est très sensible au malaoxon et au méthidathion, mais peu sensible à l’ométhoate. 

Il apparaît à partir des barres d’erreurs mentionnées sur la figure 28 que les biocapteurs 

développés présentent une faible reproductibilité de mesure. Ceci peut être expliqué par la 

difficulté de contrôler précisément la quantité d’enzyme effectivement immobilisée à 
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l’intérieur des puits. Ce problème s’ajoute à la difficulté de maintenir une bonne 

reproductibilité en travaillant avec de très faibles volumes. 

Les performances des dispositifs en microplaques pour la détection des pesticides étudiés sont 

résumées dans le tableau 6. IC10 est la limite de détection, elle correspond à la concentration 

de pesticide provoquant 10 % d’inhibition, alors que  IC50 et IC100 sont les concentrations 

provoquant respectivement 50 et 100 % d’inhibition. On constate que les systèmes 

développés présentent une bonne performance analytique avec des limites de détection 

acceptables, de l’ordre de 1,3.10
-6

 M pour l’ométhoate, 2,4.10
-8

 M pour le méthidathion et 

jusqu’à 4.10
-9 

M pour le malaoxon.  

Tableau 6 : Performances des tests en microplaques (immobilisation par adsorption) pour la 

détection du  malaoxon, du méthidathion oxydé et de l’ométhoate  

(IC=concentration inhibitrice, IC10=limite de détection) 

 IC10 (M) IC50 (M) IC100 (M) 

Malaoxon 4,0.10
-9

 1,1.10
-7

 6,9.10
-6

 

Méthidathion oxydé 2,4.10
-8

 4,0.10
-7

 1,3.10
-5

 

Ométhoate 1,3.10
-6

 1,3.10
-4

 4,0.10
-2

 

 

4.  Application sur les échantillons naturels  

Afin d’évaluer la viabilité des essais développés, des tests avec des échantillons naturels 

d’huile d’olive ont été réalisés. Un échantillon de 10 mL d’huile d’olive bio extra-vierge a été 

dopé avec des concentrations connues de pesticides, puis extrait par une simple méthode 
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liquide-liquide comme décrit auparavant (§ II.3.5.1). Un témoin a été préparé avec de l’huile 

non dopée afin de s’assurer de l’absence d’interférences ou d’un autre insecticide dans l’huile 

d’olive. Il a été constaté que les échantillons non dopés ne présentent aucun effet d’inhibition, 

alors que ceux dopés présentent des degrés d’inhibition en bonne corrélation avec ceux 

obtenus avec des solutions standards de pesticides (figure 29), le taux de recouvrement variant 

entre 80 et 120 %. 
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Figure 29 : Essais de détection des 3 insecticides sur microplaques avec AChE absorbée : 
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comparaison de l’inhibition obtenue avec des solutions standard (tampon) et après extraction de 

l'huile d'olive (échantillons naturels) 

 

Les différences observées entre les pourcentages d’inhibition obtenus avec les standards et 

ceux des échantillons naturels peuvent s’expliquer par des problèmes d’interférences 

rencontrées au niveau de la lecture optique des microplaques en ce qui concerne les 

échantillons réels (persistance de gouttelettes d’huile). 

5.  Conclusion  

L’immobilisation de l’acétylcholinestérase d’anguille électrique par adsorption sur des 

microplaques MaxiSorp™ conduit à la préparation d’un bioessai optique performant, capable 

de détecter les trois organophosphorés dans des échantillons naturels d’huile d’olive après une 

rapide extraction liquide-liquide. Les dispositifs développés présentent une stabilité 

opérationnelle satisfaisante ainsi qu’une bonne stabilité au stockage à 4°C. Ils présentent aussi 

des performances analytiques remarquables avec des limites de détection très inférieures à la 

limite maximale de résidus tolérée par les réglementations internationales (LMR). Une 

comparaison entre les limites de détection obtenues par ces outils et les LMRs pour ces trois 

pesticides est présentée dans le tableau 7 (source : Ministère Français de l'Agriculture et de 

l'Agroalimentaire, 2012). Il est à noter que les limites de détection reportées sont obtenues par 

application des biocapteurs sur des échantillons naturels d’huile d’olive, on constate que ces 

valeurs sont similaires à celles obtenues avec les solutions standards (voir tableau 6). 

 

 

 

 



III. Résultats et discussion 
 

 

 

95 

 

 

Tableau 7: Comparaison entre les limites de détection obtenues par les dispositifs basés sur 

l’adsorption de l’AChE sur des microplaques et les LMRs tolérées par la réglementation 

française (ppm : partie par million). 

 LMR (AF920805) Limite de détection  

Malaoxon 0,5 ppm  0,001 ppm (6,3.10
-9 

M) 

Méthidathion-oxon 1 ppm  0,002 ppm (1,03.10
-8 

M) 

Ométhoate 2 ppm  0,3 ppm (1,7.10
-6 

M) 

 

 

B.  Immobilisation par liaisons covalentes sur des billes 

magnétiques 

Une des méthodes d’immobilisation testée au cours de ce travail est l’immobilisation par des 

liaisons covalentes sur des billes magnétiques. Après activation et immobilisation des billes 

sur les différents supports, les biocapteurs développés ont été testés par des mesures 

ampérométriques ainsi que spectrophotométriques sur des solutions standards et des 

échantillons réels d’huile d’olive. Les résultats obtenus pour les deux méthodes de détection 

sont présentés ci-dessous. 

Avant immobilisation et afin de vérifier l’efficacité du couplage covalent, des billes chargées 

par l’enzyme en utilisant le glutaraldéhyde et des billes non activées ont été testées par des 

mesures ampérométriques. Les résultats obtenus sont présentés sur la figure 30. 
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Figure 30 : Comparaison de la réponse des biocapteurs préparés avec des billes magnétiques  

activées (AChE +glutaraldéhyde) et des billes non activées (AChE seule).  

 

Il apparaît que les biocapteurs préparés en absence de glutaraldéhyde donnent une réponse 

très élevée, qui diminue progressivement après chaque lavage pour arriver à 60 % d’activité 

au 9
ème

 essai. En revanche, les billes activées au glutaraldéhyde conduisent à la préparation 

d’un capteur caractérisé par une réponse moyenne plus fiable, d’environ 350 nA, mais stable 

au cours du temps.  

La stabilité au stockage a été évaluée en mesurant l’activité enzymatique de 

l’acétylcholinestérase immobilisée sur des billes magnétiques conservées à 4°C, chaque jour 

pendant un mois. Il apparaît que les billes chargées perdent près de 50 % de leur activité après 

un mois à 4°C. 
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1. Détection colorimétrique 

a.  Optimisation du temps de réaction 

Le temps de réaction du substrat acétylthiocholine avec l’AChE immobilisée a été étudié en 

mesurant spectrophotométriquement à 405 nm l’apparition du complexe jaune après 5, 10, 15, 

20 et 30 min d’incubation. Il a été montré que la réaction est totalement accomplie après 30 

min d’incubation en absence de pesticide. Ce temps sera utilisé dans la suite du travail pour le 

dosage de l’activité enzymatique ainsi que les mesures d’inhibition. 

b.  Détection des organophosphorés par la méthode colorimétrique  

Dans cette partie 1 µL d’une solution enzymatique de 4,41 UI/mL a été déposé à l’aide d’une 

micropipette dans chaque puits de la microplaque contenant 200 µL du tampon phosphate. 

L’effet d’inhibition du malaoxon, du méthidathion oxydé et de l’ométhoate sur l’AChE a été 

étudié en utilisant un temps d’incubation de 10 min et un temps de mesure de 30 min. Les 

résultats représentant les taux d’inhibition obtenus en fonction de la concentration 

d’insecticides sont présentés sur la figure 31.  
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Figure 31 : Droites de calibration obtenues avec un capteur optique à AChE immobilisée sur 

des billes magnétiques déposées sur des microplaques. 

 

Comme mentionné dans la partie matériels et méthodes (tableau 4), l’immobilisation par 

liaisons covalentes sur des billes magnétiques est plus compliquée et plus difficile à 

reproduire que les autres méthodes.  Cela se traduit par la faible reproductibilité des 

dispositifs préparés selon cette méthode, exprimée par la forte amplitude des barres d’erreurs 

reportées sur la figure 31. 

 Les performances analytiques des capteurs développés sont résumées dans le tableau 8. Il 

apparait que les outils développés présentent une bonne performance analytique avec des 

limites de détection très satisfaisantes, de l’ordre de 10
-9

 M pour le malaoxon et le 

méthidathion oxydé et 10
-6

 M pour l’ométhoate. 

 

Tableau 8 : Performances des tests en microplaques à AChE immobilisée sur les billes 

magnétiques pour la détection du  malaoxon, du méthidathion oxydé et de l’ométhoate (IC= 

concentration inhibitrice, IC10= limite de détection.) 

 IC10 (M) IC50 (M) IC100 (M) 

Malaoxon 7,4.10
-10

 1,2.10
-8

 3,9.10
-7

 

Méthidathion 3,3.10
-9

 5,8.10
-8

 2,0.10
-6

 

Ométhoate 3,5.10
-6

 2,5.10
-5

 2,9.10
-4

 

 

Les résultats obtenus montrent que l’immobilisation de l’enzyme sur des microplaques a 

montré une reproductibilité satisfaisante avec une réponse stable. Le dispositif en 

microplaques s’avère très économique, il présente l’avantage de pouvoir traiter un grand 

nombre d’échantillons en même temps et est peu coûteuse en réactifs en raison des faibles 
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volumes utilisés. Toutefois, la manipulation de ces volumes réduits semble être responsable 

de la faible reproductibilité des résultats obtenus. 

 

c.  Application sur des échantillons naturels 

Comme pour l’immobilisation par adsorption, des essais ont été menés en utilisant des 

échantillons naturels d’huile d’olive. Les pourcentages d’inhibitions induits par les différentes 

concentrations de pesticides issues de solutions standards ou obtenues après extraction sont 

présentés dans la figure 32. 
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Figure 32 : Essais de détection des 3 insecticides sur microplaques avec AChE 

immobilisée sur des billes magnétiques : comparaison de l’inhibition obtenue avec des 

solutions standard (tampon) et après extraction de l'huile d'olive (échantillons naturels) 

 

Les résultats montrent une corrélation satisfaisante entre les valeurs obtenues avec les 

standards et les échantillons naturels, la différence remarquée peut être expliquée par l’effet 

de matrice et les perturbations au niveau de la lecture spectrophotométrique. Les limites de 

détection obtenues avec les échantillons naturels sont présentées dans le tableau 9. 

 

Tableau 9: Limites de détection des tests en microplaques à AChE immobilisée sur des billes 

magnétiques appliqués au dosage d’échantillons naturels. 
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Pesticide Ométhoate  Malaoxon  Méthidathion  

Limite de détection (M) 2,2.10
-6 

 3,2.10
-10

 1,9.10
-9

 

 

L’application sur des échantillons naturels du biocapteur optique conçu par immobilisation de 

l’acétylcholinestérase par le biais de billes magnétiques donne des limites de détection 

identiques à celles obtenues avec des solutions standard de pesticides. L’outil analytique 

développé est donc adapté au dosage de ces pesticides dans l’huile d’olive. 

 

2. Détection ampérométrique 

a.  Détermination du temps d’incubation 

La détection ampérométrique des trois pesticides a été réalisée en testant des temps 

d’incubation de 2, 5, 10, 15 et 20 min pour une concentration choisie aléatoirement  de 

chaque pesticide : 2,5.10
-5 

M pour l’ométhoate, 2,5.10
-7

 M pour le méthidathion oxydé et 10
-6 

M pour le malaoxon. Les taux d’inhibition obtenus pour chaque pesticide en fonction du 

temps d’incubation sont présentés sur la figure 33. 
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Figure 33 : Influence du temps d’incubation sur le pourcentage d’inhibition. Détection de 

l’ométhoate à 2,5.10
-5 

M, du méthidathion oxydé à 2,5.10
-7

 M et du malaoxon à 10
-6

 M.  

 

Il apparaît clairement que pour une concentration donnée de pesticide, le taux d’inhibition 

augmente avec le temps d’incubation, ce phénomène étant caractéristique d’une inhibition 

irréversible, jusqu’à l’obtention d’un plateau pour lequel le taux d’inhibition ne varie plus.  Ce 

plateau ayant été obtenu à partir de 10 min pour les concentrations de pesticide testées, ce 

temps d’incubation sera utilisé dans la suite du travail pour tous les tests ampérométriques. 

b.  Caractéristiques des biocapteurs 

La stabilité opérationnelle des biocapteurs développés a été testée afin de s’assurer que toute 

diminution du signal est liée à l’inhibition de l’enzyme par les pesticides et non pas au 

relargage de celle-ci. Ce paramètre a été estimé par des mesures répétitives de la réponse 

d’une électrode unique à 1 mM d’acétylthiocholine chloride, avec rinçage de la cellule et de 

l’électrode à l’eau distillée entre les mesures. Dans ces conditions, les capteurs conçus ont 
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montré une bonne stabilité opérationnelle pendant au moins 10 mesures consécutives avec un 

écart relatif (R.S.D : relative standard deviation) de 3 % (300 ± 10 nA). La reproductibilité 

des mesures  d’inhibition a été aussi estimée à partir de 6 déterminations du pourcentage 

d’inhibition provoqué par une concentration de 3.10
-8

 M de méthidathion oxydé. Dans ces 

conditions,  le RSD observé est de 4 % (217 ± 10 nA), indiquant une bonne reproductibilité 

des mesures d’inhibition. 

c.  Détection des organophosphorés 

Les mesures d’inhibition ont été réalisées en utilisant un temps d’incubation de 10 min pour 

des concentrations comprises entre 10
-6

 M et 10
-4

 M pour l’ométhoate, et entre 10
-9

 M à 5.10
-6

 

M pour le méthidathion oxydé et le malaoxon. Les résultats représentant les taux d’inhibition 

obtenus en fonction de la concentration d’insecticide sont présentés sur la figure 34. 

 

Figure 34: Droites de calibration obtenues avec un capteur ampérométrique à AChE 

immobilisée sur des billes magnétiques. 
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À partir des barres d’erreurs obtenues, on constate une bonne reproductibilité des mesures 

confirmant une bonne reproductibilité du capteur développé, les faibles variations des 

mesures peuvent être expliquées par la dénaturation partielle de l’enzyme due à l’agent de 

réticulation toxique utilisé. Les performances analytiques de ce capteur ampérométrique pour 

la détection des pesticides étudiés sont présentées dans le tableau 10.  

 

Tableau 10 : Performances analytiques du capteur ampérométrique à AChE pour la détection 

des trois pesticides étudiés (IC= concentration inhibitrice, IC10= limite de détection.) 

 IC10 (M) IC50 (M) IC100 (M) 

Ométhoate 5,1.10
-6

 4,4.10
-5

 6,6.10
-4

 

Méthidathion 

Oxydé 

8,8.10
-9

 1,3.10
-7

 5,9.10
-6

 

Malaoxon 4,4.10
-9

 1,0.10
-7

 3,9.10
-6

 

 

Le biocapteur conçu permet d’obtenir des limites de détection très satisfaisantes pour les 3 

organophosphorés cibles : de l’ordre de 10
-9

 M pour le malaoxon et le méthidathion oxydé et 

10
-6

 M pour l’ométhoate.  

 

d.  Application sur les échantillons naturels d’huile d’olive 

Des tests ont été réalisés afin de comparer le taux d’inhibition du biocapteur observé en 

présence de solutions standard de pesticides et d’extraits d’huile d’olive dopée avec les 

mêmes concentrations de pesticides. Les résultats présentés sur la figure 35 montrent une 
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bonne corrélation entre les résultats obtenus à partir de solutions standards et d’échantillons 

naturels. 
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 Figure 35 : Essais de détection des 3 insecticides par biocapteur ampérométrique à AChE 

immobilisée sur des billes magnétiques : comparaison de l’inhibition obtenue avec des 

solutions standard (tampon) et après extraction de l'huile d'olive (échantillons naturels). 

 

Les limites de détection obtenues par ce biocapteur ampérométrique appliqué sur les 

échantillons naturels d’huile d’olive sont présentées dans le tableau 11. On constate que 

même appliqué à une matrice complexe telle que l’huile d’olive, le biocapteur développé 

donne des limites de détection très satisfaisantes et identiques à celles obtenues avec des 

standards préparés dans le tampon. 
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Tableau 11: Limites de détection des biocapteurs ampérométriques à AChE immobilisée sur 

des billes magnétiques appliqués au dosage d’échantillons naturels. 

Pesticide Ométhoate  Malaoxon  Méthidathion 

Limite de détection (M) 1,5.10
-6

 9,4.10
-9

  1,2.10
-8

  

 

e.  Conclusion  

Deux dispositifs analytiques ont été développés basés sur  une immobilisation covalente de 

l’AChE sur des billes magnétiques, l’un à détection optique, l’autre à détection 

ampérométrique. Les systèmes mis au point ont été appliqués à la détection des trois 

organophosphorés en solutions standard tamponnées et à partir d’extraits d’huile d’olive. 

Dans les deux cas, de bonnes performances analytiques ainsi qu’une bonne reproductibilité et 

stabilité ont été obtenues, bien que ces deux derniers critères aient été moins satisfaisants dans 

le cas du système optique, probablement en raison des faibles volumes manipulés et 

d’interférences au niveau de la lecture spectrophotométrique. Les limites de détection 

obtenues sont très satisfaisantes et très inférieures à la limite maximale de résidus tolérés par 

les réglementations internationales (LMR). Une comparaison entre les limites de détection 

observées pour l’analyse d’échantillons réels d’huile d’olive et des LMRs définies par le 

Ministère français de l'Agriculture et de l'Agroalimentaire 2012 est présentée dans le tableau 

12. 
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Tableau 12: Comparaison entre les limites de détection obtenues par les dispositifs mettant 

en jeu des billes magnétiques et les LMRs tolérées par la réglementation française. 

(ppm : partie par million). 

 

LMR 

 (AF920805) 

Limite de détection 

Détection optique 

Détection 

ampérométrique 

Malaoxon 0,5 ppm 0,0001 ppm 0,002 ppm 

Méthidathion oxydé 1 ppm 0,0005 ppm 0,003 ppm 

Ométhoate 2 ppm 0,4 ppm 0,3 ppm 

 

 

C. Immobilisation par bioencapsulation dans une matrice 

sol-gel  

La dernière méthode testée dans ce travail est l’immobilisation par bioencapsulation dans une 

matrice sol-gel. L’enzyme a été immobilisée à la surface d’une électrode sérigraphie (capteur 

ampérométrique) et sur des microplaques (capteur optique). Les performances analytiques, la 

stabilité opérationnelle ainsi que la stabilité au stockage des deux dispositifs développés sont 

détaillées ci-dessous. 
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1.  Détection optique 

a. Détermination de temps d’incubation 

Le temps d’incubation nécessaire pour la réaction entre l’enzyme et le substrat a été évalué en 

mesurant l’absorbance en continu pendant 30 min à l’aide d’un lecteur de microplaques. Il 

apparaît, à partir de la cinétique obtenue, que la réaction est complète 30 min après l’ajout de 

substrat. Ce temps de réaction a donc été appliqué pour toutes les mesures d’activité et 

d’inhibition. 

b. Caractéristiques des dispositifs analytiques 

La stabilité au stockage des dispositifs a été évaluée en mesurant l’activité enzymatique 

chaque jour pendant deux mois. Une bonne stabilité est observée, avec une diminution de près 

de 10 % d’activité après un mois de stockage à 4°C et 21 % après 2 mois (figure 36). Ces 

résultats confirment que la matrice sol-gel joue un rôle protecteur en augmentant la durée de 

vie de l’enzyme (Andreescu, 2002). 
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Figure 36 : Stabilité au stockage des dispositifs préparés par immobilisation de 

l’acétylcholinestérase sur microplaque dans une matrice sol-gel. 
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c.  Détection des organophosphorés 

Les pourcentages d’inhibition obtenus pour chaque concentration après incubation des 

pesticides pendant 10 min sont présentés sur la figure 37. 
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Figure 37: Droites de calibration obtenues avec un capteur optique à AChE immobilisée dans 

une matrice sol-gel. 

 

D’après le graphe, on constate la faible reproductibilité des mesures, qui peut être expliquée 

par la difficulté de contrôler la quantité d’enzyme immobilisée, en raison de la viscosité de la 

solution sol-gel/enzyme et, comme pour les autres tests optiques, à la manipulation de faibles 

volumes.  

Les performances analytiques du capteur développé sont présentées dans le tableau 13. On 

constate des limites de détection très satisfaisantes mais inférieures à celles obtenues par les 

biocapteurs basés sur l’immobilisation de l’AChE sur des billes magnétiques. Cette différence 
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peut être mise en relation avec la présence de la barrière de diffusion représentée par la 

matrice sol-gel.  

Tableau 13 : Performances analytiques du  dispositif optique à AChE immobilisée dans une 

matrice sol-gel pour la détection des trois pesticides étudiés 

(IC= concentration inhibitrice, IC10= limite de détection.) 

 IC10 (M) IC50 (M) IC100 (M) 

Malaoxon  7,5.10
-9

 1,9.10
-7

 1,0.10
-5

 

Méthidathion oxydé 3,2.10
-8

 1,5.10
-7

 1,1.10
-6

 

Ométhoate  8,2.10
-8

 1,9.10
-5

 1,2.10
-2

 

 

d. Application sur les échantillons naturels d’huile d’olive 

Comme pour les autres méthodes, des tests ont été réalisés afin de comparer le taux 

d’inhibition du biocapteur observé en présence de solutions standard de pesticides et 

d’extraits d’huile d’olive dopée avec les mêmes concentrations de pesticides. Les résultats 

présentés sur la figure 38 montrent une corrélation satisfaisante, quoique moins bonne que 

pour les autres systèmes développés.  
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Figure 38: Essais de détection des 3 insecticides par un dispositif optique à AChE 

immobilisée dans une matrice sol-gel : comparaison de l’inhibition obtenue avec des 

solutions standard (tampon) et après extraction de l'huile d'olive (échantillons naturels) 

2. Détection ampérométrique  

a. Caractéristiques des biocapteurs 

Au cours des mesures d’inhibition, la réponse d’un biocapteur au substrat doit rester stable 

afin d’éviter tout faux-positif dû à un éventuel relargage de l’enzyme. L’immobilisation de 

l’acétylcholinestérase par encapsulation dans une matrice sol-gel a conduit à la préparation 

d’électrodes caractérisées par une stabilité remarquable. En ce qui concerne la stabilité 

opérationnelle, les biocapteurs présentent une réponse maximale pour 10 mesures successives, 

la réponse moyenne étant de 450 ± 15 nA, indiquant une bonne reproductibilité des mesures. 
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La reproductibilité de l’inhibition a été également testée en mesurant 5 fois le pourcentage 

d’inhibition produit par 10
-8

 M de malaoxon, les résultats obtenus ont montré une bonne 

reproductibilité du dispositif mis au point avec un écart-type relatif (RSD) de 3 % (324 ± 10 

nA). En ce qui concerne la stabilité au stockage, aucune perte d’activité n’a été observée après 

1 mois de stockage à -18°C des électrodes dans des sacs de plastiques fermés, alors que 

stockées à 4°C les électrodes perdent jusqu’à 50 % de leur activité initiale.  

b. Détection des organophosphorés 

L’effet d’inhibition du malaoxon, du méthidathion oxydé et de l’ométhoate sur 

l’acétylcholinestérase immobilisée par encapsulation dans une matrice sol-gel a été étudié en 

incubant les biocapteurs dans une solution contenant une concentration connue d’insecticide 

pendant 10 min. Les résultats représentant les taux d’inhibition obtenus en fonction de la 

concentration d’insecticide sont présentés sur la figure 39. 
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Figure 39: Droites de calibration obtenues avec un capteur ampérométrique à AChE 

immobilisée par encapsulation dans une matrice sol-gel. 
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On constate une très bonne reproductibilité des mesures avec des barres d’erreurs très faibles. 

Comme prévu, le biocapteur présente une limite de détection  très faible pour le malaoxon et 

le méthidathion oxydé, tandis que l’ométhoate est détecté avec une sensibilité plus faible. Les 

performances analytiques du capteur développé sont résumées dans le tableau 14.  

 

Tableau 14 : Performances analytiques du  capteur ampérométrique à AChE immobilisée 

dans une matrice sol-gel pour la détection des trois pesticides étudiés.  

 I10 (M) I50 (M) IC100 (M) 

Ométhoate 4,3.10
-7

 1,5.10
-5

 5,58.10
-4

 

Méthidathion 

oxydé 

2,0.10
-8

 1,1.10
-7

 1,0.10
-6

 

Malaoxon 3,6.10
-9

 3,2.10
-8

 4,9.10
-7

 

 

c. Application sur les échantillons naturels d’huile d’olive 

Afin de démontrer leur viabilité, les biocapteurs développés ont été appliqués, comme pour 

les deux méthodes précédentes, à la détection des trois insecticides dans des extraits d’huile 

d’olive après extraction liquide-liquide. Un essai à blanc a été précédemment effectué afin de 

vérifier l’absence de tout autre insecticide déjà présent dans l’huile d’olive. L’huile non dopée 

n’a révélé aucun effet d’inhibition, alors que les échantillons dopés présentent des degrés 

d’inhibition du même ordre que les standards (figure 40). Ainsi, les biocapteurs basés sur 

l’immobilisation par encapsulation dans une matrice sol-gel ont montré une bonne capacité à 

détecter les trois pesticides dans des échantillons naturels, avec un pourcentage de 

recouvrement proche de 100 % pour toutes les concentrations testées. 
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Figure 40 : Essais de détection des 3 insecticides par un biocapteur ampérométrique à 

AChE immobilisée dans une matrice sol-gel : comparaison de l’inhibition obtenue avec des 

solutions standard (tampon) et après extraction de l'huile d'olive (échantillons naturels). 

 

d. Conclusion 

La méthode sol-gel a abouti à la préparation de deux dispositifs analytiques basés sur deux 

modes de détection différents : optique et ampérométrique. Ces deux outils présentent une 

bonne stabilité opérationnelle, une bonne stabilité au stockage et une bonne reproductibilité. 

Malheureusement lors de l’application sur des échantillons naturels, le capteur optique a 

donné des résultats peu fidèles à ceux obtenus avec des solutions standard de pesticides, 
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contrairement au biocapteur ampérométrique qui a donné des résultats en très bonne 

corrélation, avec un taux de recouvrement de 100 %. 

 La sensibilité des deux systèmes s’est révélée presque identique, et comme pour les autres 

méthodes d’immobilisation, les limites de détection obtenues sont très inferieures aux LMRs 

tolérées par la réglementation française. Le tableau 15 présente une comparaison entre les 

limites de détection obtenues lors application sur des échantillons naturels d’huile d’olive et 

les LMRs recommandées par le ministère français de l'Agriculture et de l'Agroalimentaire 

2012. 

Tableau 15: Comparaison entre les limites de détection obtenues par les dispositifs basés sur 

une immobilisation sol-gel et les LMRs tolérées par la réglementation française. 

 (ppm : partie par million) 

 LMR (AF920805) 

Limite de détection 

Détection optique 

Détection 

ampérométrique 

Malaoxon 0,5 ppm 0,001 ppm 0,001 ppm 

Méthidathion oxydé 1 ppm 0,006 ppm 0,005 ppm 

Ométhoate 2 ppm 0,09 ppm 0,01 ppm 
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III.3. Comparaison entre les différents capteurs 

développés 

 

Les résultats obtenus montrent que les dispositifs analytiques basés sur l’immobilisation de 

l’AChE par encapsulation dans une matrice sol-gel sont plus reproductibles et plus stables que 

ceux obtenus par immobilisation sur billes magnétiques ou par adsorption, ce qui confirme le 

rôle protecteur de la matrice sol-gel sur l’activité de l’enzyme. Le manque de reproductibilité 

des autres méthodes peut être expliqué par la difficulté de contrôler la quantité d’enzyme 

immobilisée pour l’adsorption, et par la dénaturation partielle de l’enzyme due à l’utilisation 

du glutaraldéhyde (immobilisation sur billes magnétiques). En ce qui concerne la sensibilité, 

les différents outils développés présentent des sensibilités comparables, les meilleures 

performances étant obtenues pour les méthodes mettant en jeu l’immobilisation sur billes 

magnétiques. Ceci peut s’expliquer par l’absence de barrières de diffusions permettant une 

meilleure accessibilité de l’enzyme pour le substrat et l’inhibiteur. De manière générale, les 

limites de détection obtenues pour les 5 systèmes sont au moins 100 fois inférieures à la limite 

maximale de résidus tolérée par la réglementation française. 

D’autre part, les méthodes mettant en jeu une détection ampérométrique (électrodes) se sont 

montrées plus reproductibles et stables que celles impliquant une détection optique 

(microplaques). Dans ce dernier cas, les paramètres limitants sont les faibles volumes mis en 

jeu, qui nuisent à la reproductibilité et les interférences dues à la matrice observées lors des 

mesures spectrophotométriques. 

Lors de l’analyse d’échantillons réels après extraction liquide-liquide, tous les outils 

développés ont donné des pourcentages d’inhibition en bonne corrélation avec ceux obtenues 

en utilisant des solutions standards de laboratoire. Les meilleurs résultats ont été obtenus en 
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utilisant des biocapteurs ampérométriques basés sur l’immobilisation de l’enzyme par 

piégeage dans une matrice sol-gel, un taux de recouvrement de 100 % étant observé pour les 

trois insecticides étudiés.  

Le seul problème posé est le manque de sélectivité des systèmes de détection développés, le 

pouvoir inhibiteur étant extrêmement variable d’un insecticide à l’autre.  

III.4. Association Biocapteur-MIPs 

 

La faible sélectivité des systèmes mis au point dans ce travail peut constituer un inconvénient 

lorsque la nature de l’insecticide utilisé n’est pas identifiée, ou plus généralement lorsqu’on a 

affaire à des mélanges de substances actives.  Ce problème peut être contourné de différentes 

manières, par exemple des travaux ont été menés au laboratoire IMAGES sur des systèmes 

complexes mettant en jeu plusieurs enzymes et une analyse des données par des réseaux 

neuronaux artificiels (Alonso et al., 2010). Dans ce travail, nous avons choisi une approche 

différente, couplant la détection par biocapteur à une méthode d’extraction par polymères à 

empreinte moléculaire (MIPs), capables d’extraire un seul pesticide cible dans un mélange 

complexe. Le biocapteur ampérométrique basé sur l’immobilisation de l’acétylcholinestérase 

par piégeage dans une matrice sol-gel a été choisi pour ce travail en raison de ses 

performances optimales pour le dosage des insecticides après extraction de l’huile d’olive. 

Les colonnes d’extraction à polymères à empreintes moléculaire MIPs ont  été spécialement 

conçues pour les trois pesticides cibles au cours de la thèse de M. Idriss Bakas. 

Avant de tester la sélectivité, des tests de réponse du biocapteur ont été réalisés avec des 

échantillons issus de cette méthode d’extraction. Une comparaison entre les pourcentages 

d’inhibition obtenus avec les standards préparés dans du tampon et des solutions issues de 

l’extraction par MIPs est présentée sur la figure 41. 
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Figure 41 : Essais de détection des 3 insecticides par un biocapteur ampérométrique à 

AChE immobilisée dans une matrice sol-gel : comparaison de l’inhibition obtenue avec des 

solutions standard (tampon) et après extraction de l'huile d'olive par MIPs (échantillons 

naturels). 

 

Les résultats obtenus montrent que les échantillons issus de l’extraction par MIPs d’huile 

d’olive dopée donnent des pourcentages d’inhibition identiques à ceux obtenus avec des 

solutions standard. Le taux de recouvrement de 100 % montre la très bonne performance du 

capteur ainsi que de la méthode d’extraction utilisée. 

Des tests de sélectivité ont été réalisés à partir des trois pesticides utilisés seuls ou en mélange 

à des concentrations voisines de l’IC50. Le protocole d’extraction est décrit dans la partie 

matériel et méthodes (§II.3.5.2), et résumé pour chaque pesticide dans le tableau 16. 10 mL 
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d’huile d’olive sont dopés avec des concentrations de pesticides de 5.10
-7

 M pour le 

malaoxon, 2,5.10
-6

 M pour le méthidathion oxydé et 2,5.10
-4

 M pour l’ométhoate. Le mélange 

est porté à 45°C pendant 30 min sous agitation, puis 1 mL d’huile est dilué dans 9 mL 

d’hexane. La solution obtenue est percolée à travers une  cartouche contenant les MIPs, et une 

étape de lavage est effectuée pour éliminer les interférents et les molécules retenues par des 

interactions non spécifiques (tableau 16).  

Tableau 16 : Protocole d’extraction solide-liquide des insecticides organophosphorés en 

utilisant les polymères à empreinte moléculaire  (MIPs) 

Polymère 

Solution de 

percolation 

Solution de lavage Solution d’élution 

MIP-malaoxon 

1mL d’huile d’olive 

dopée + 9 mL 

d’hexane 

2 mL 

dichlorométhane 

1 mL méthanol 

MIP-méthidathion 

oxydé 

2 mL (80% hexane et 

20 %  

dichlorométhane). 

1 mL méthanol 

MIP-ométhoate 

2 mL (85% hexane et 

15 %  

dichlorométhane). 

1 mL méthanol 

 

L’élution est effectuée en utilisant 1 mL de méthanol afin de décrocher les molécules cibles, 

la solution d’élution est ensuite évaporée à sec puis reprise dans 10 mL de tampon phosphate 

pH 7 afin d’être analysée en utilisant le biocapteur. Les résultats obtenus sont présentés dans 

le tableau 17. 

Les résultats montrent que les pourcentages d’inhibition obtenus après extraction des 

échantillons dopés par un seul pesticide sont conformes aux résultats attendus. En ce qui 
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concerne les MIPs développés pour le méthidathion et le diméthoate, les échantillons dopés 

par un mélange des 3 pesticides (utilisés chacun à une concentration proche de l’IC50) donnent 

après extraction des taux d’inhibition similaires à ceux obtenus avec les pesticide seul. Les 

MIPs  synthétisés en utilisant le méthidathion et l’ométhoate comme molécule empreinte se 

montrent donc très sélectifs pour leurs molécules cibles. En revanche, lorsqu’un échantillon 

d’huile dopé par les 3 pesticides  est extrait à l’aide du MIP développé pour le malaoxon, une 

inhibition totale du capteur est observée.  

Tableau 17 : Taux d’inhibition du biocapteur obtenus après extraction par les MIPs. 

Polymère Solution traitée Inhibition % 

MIP-malaoxon 

Huile dopée par le malaoxon  57 % 

Huile dopée par le mélange 100 % 

MIP-méthidathion oxon 

Huile dopée par le 

méthidathion  

66 % 

Huile dopée par le mélange 68 % 

MIP-ométhoate 

Huile dopée par l’omethoate   58 % 

Huile dopée par le mélange 61 % 

 

Ainsi, la combinaison biocapteur-MIPs nous a permis de développer un biocapteur sensible et 

sélectif pour l’ométhoate et le méthidathion, mais pas pour le malaoxon. Lors des tests 

concernant un mélange de ces trois composés, le biocapteur ne pourra être sélectif que si 

l’extraction se fait en trois étapes, en utilisant le MIP-malaoxon en dernier lieu. En effet, la 

solution issue de ces trois extractions ne contiendra que le malaoxon qui peut être facilement 

détecté par le biocapteur. 
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CONCLUSION GÉNÉRALE 

Ce travail décrit la mise au point d’un biocapteur enzymatique ampérométrique pour la 

détection dans l’huile d’olive de trois pesticides organophosphorés utilisés en oléiculture : le 

malathion, le méthidathion et le diméthoate, sous leurs formes oxydées. Le biocapteur, basé 

sur l’immobilisation par la méthode sol-gel d’une acétylcholinestérase sur des électrodes 

sérigraphiées, a été sélectionné parmi 5 autres outils analytiques dont les performances ont été 

évaluées. Trois méthodes d’immobilisation ont été testées, basées sur le piégeage de l’enzyme 

dans une matrice sol-gel, l’immobilisation covalente sur des billes magnétiques, ou une 

simple adsorption. Deux types de supports ont été utilisés, des plaques de microtitration (96 

puits) et des électrodes sérigraphiées, associés respectivement à des méthodes de détection 

spectrophotométrique et électrochimique. Les différentes combinaisons ont abouti à 5 outils 

analytiques dont les performances ont été évaluées par application sur des solutions standards 

de pesticides et sur des extraits d’échantillons naturels d’huile d’olive, issus d’une simple 

extraction liquide-liquide.  

De manière générale, les différents dispositifs ont présenté de bonnes performances 

analytiques, une bonne reproductibilité et une stabilité opérationnelle acceptable. Ils ont été 

utilisés avec succès pour l’analyse d’échantillons naturels. Toutefois, les systèmes basés sur 

l’immobilisation de l’AChE par encapsulation dans une matrice sol-gel se sont avérés plus 

reproductibles et plus stables que ceux obtenus par immobilisation sur des billes magnétiques 

ou par adsorption. Le manque de reproductibilité de ces méthodes peut être expliqué par la 

difficulté de contrôler la quantité d’enzyme immobilisée pour adsorption, et par une 

dénaturation partielle de l’enzyme due à l’utilisation du glutaraldéhyde. 
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Les différents outils développés présentent des sensibilités comparables vis-à-vis des trois 

pesticides cibles. Les limites de détection,  comprises entre 10
-6 

M pour l’ométhoate et 10
-10 

M 

pour le malaoxon, sont très satisfaisantes, elles sont au moins 100 fois inférieures à la limite 

maximale de résidus tolérée par la réglementation française en vigueur. Il est à noter que les 

limites de détection les plus basses ont été atteintes pour les systèmes basés sur 

l’immobilisation covalente sur des billes magnétiques, probablement en raison d’une 

meilleure accessibilité de l’enzyme pour l’inhibiteur.  

Lors de l’application sur la matrice réelle d’huile d’olive dopée par les pesticides, tous les 

outils développés ont donné des pourcentages d’inhibition en bonne corrélation avec les 

standards. Toutefois, les meilleurs résultats (pourcentage de recouvrement de 100 %) ont été 

obtenus avec le biocapteur ampérométrique basé sur l’immobilisation de l’enzyme par 

piégeage dans une matrice sol-gel.  

La sélectivité de la détection a été apportée en associant le biocapteur ampérométrique basé 

sur l’immobilisation sol-gel et  une technique d’extraction basée sur de nouveaux  polymères 

à empreinte moléculaire (MIPs). Cette méthode, plus performante que l’extraction liquide-

liquide, a été utilisée en amont de la détection. Trois types de polymères à empreintes 

moléculaires (MIPs) ont été mis au point pour le méthidathion oxydé, l’ométhoate et le 

malaoxon, ils ont été développés et optimisés dans le cadre d’une thèse complémentaire 

rentrant dans le même projet que celle-ci. 

Des échantillons naturels d’huile d’olive dopée par une molécule cible unique, issus de 

l’extraction par les MIPs, ont été testés par le biocapteur. Un  taux de recouvrement de 100 % 

et des taux d’inhibition identiques à ceux obtenus avec les standards ont été observés,  

indiquant une bonne performance du capteur et de la méthode d’extraction. 

En revanche, l’analyse d’une huile dopée par un mélange des 3 pesticides a montré une bonne 
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sélectivité du MIP-méthidathion et MIP-ométhoate, mais une faible sélectivité du MIP-

malaoxon, qui semble retenir d’autres composés que la molécule empreinte. 

Ainsi la combinaison biocapteur-MIPs nous a permis de développer un biocapteur sensible et 

sélectif pour l’ométhoate et le méthidathion, mais pas pour le malaoxon. Ce problème de 

sélectivité pour le malaoxon  peut être contourné par l’utilisation successive de trois colonnes 

d’extraction. 

En conclusion de cette étude, nous avons pu développer un système efficace, sélectif et 

sensible pour la détection de trois insecticides organophosphorés dans une matrice complexe 

telle que l’huile d’olive. Le dispositif associe la sélectivité de l’extraction sur polymères  à 

empreintes moléculaires et la sensibilité du biocapteur à acétylcholinestérase.  
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