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Résumé: La présente thése a pour objectif I'élaboration de trois capteurs électrochimiques en utilisant trois
nouveaux modificateurs préparés a base des extraits naturelles qui sont le chitosan et les polyphénols de myrte.
Des caractérisations morphologiques par MEB, FTIR, UV et angle de contacte sont appliqués pour confirmer
I’extraction, la synthése des biomatériaux et la modification des électrodes. Le premier capteur est destiné a la
détection des ions Hg(ll) par une électrode en pate de carbone (CPE) modifiée par une résine chélatante de
chitosan-thiourée. Le deuxiéme est consacré pour la détermination simultanée de quatre métaux lourds sur la
surface d'une électrode en carbone vitreux activée par un film de chitosan- tanin de myrte. Le dernier capteur est
désigné pour la détection sélective des cations de plomb(ll) par application de la technique de polymere a
empreinte ionique. Des caractérisations €lectrochimiques par spectroscopie d'impédance et cycle voltametrique
sont exercées pour étudiées le comportement électrochimique des électrodes modifiées avant d'appliquer la
voltamétrie a onde carrée ou par impulsion différentielle pour évaluer la sélectivité et la sensibilité du capteur et
déterminer les limites de détections. Les résultats obtenus sont tres satisfaisant, et la performance analytique de
ces capteurs est évaluée en l'appliquant avec succes pour l'analyse des eaux naturelles contaminées par des
métaux lourds.

Mots clés : Capteur, Métaux lourds, Chitosan, Polyphénols de myrte,

Abstract:  Present thesis is centered on the development of three electrochemical sensors using three new
modifiers prepared from natural extracts which are chitosan and myrtle polyphenols. The biomaterials synthesis
and modifiers elaboration were verified by application of FTIR, SEM, UV and contact angle as morphological
characterisations. The first sensor based on carbon paste electrode (CPE) modified by thiourea derivative
chitosan as a chelating resin was intended for the detection of Hg(ll) ions. Using a glassy carbon electrode
activated by a film of chitosan- myrtus tannin, the second sensor was devoted to the simultaneous determination
of four heavy metals. The same film was used for the production of a third sensor applying the ion imprinted
polymer technique in order to selective detection of lead (Il) cations. Electrochemical characterizations by
impedance spectroscopy and cycle voltammetry are exercised to study the electrochemical behavior of the
modified electrodes. The selectivity, sensibility and limit of detection were examined by square wave or
differential pulse voltammetry. The results obtained are very satisfactory, and the developed ion sensors were
successfully used for heavy metal determination in real samples of water.

Keywords: Sensor, Heavy metals, Chitosan, Myrtus polyphenols.
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Introduction géenérale

La présence de métaux lourds dans notre environnement est considérée comme un
probléme écologique majeur. Ces substances métalliques non seulement, elles ne sont pas
biodégradables, mais également hautement toxiques pour les organismes vivants. Le danger
de ce type de pollution réside dans la stabilité de ces métaux dans les sites contaminés par des
mécanismes de toxicité biologique trés compliqués. Leur capacité a s’accumuler dans les
organismes vivants méne a des effets tres graves. La présence de I'nhomme au sommet de la
chaine alimentaire en fait de lui, l'une des victimes les plus affectées par le phénomene de
bioaccumulation. Le mercure, le cadmium et le plomb sont visees prioritairement par cette
directive, en raison de leur classement parmi les 30 substances les plus toxiques. L’exposition
permanente des €tres vivants a ces métaux lourds toxiques s’est fortement aggravée au cours
des cinquante derniéres années avec l’augmentation exponentielle de I’utilisation de ces
élements métalliques dans les processus et produits industriels. Face a ce probleme de plus en
plus sévere, Il est devenu nécessaire de mettre au point des outils de surveillances fiables,

sensibles et précis.

Jusqu'a present, les techniques spectrométriques sont les plus frequemment utilisées pour
I'analyse des ions traces métalliques, grace a leur sensibilité et sélectivité élevée, cependant,
elles sont colteuses, nécessitent une technicité associée et une main d’ceuvre généralement
qualifiée et ne conviennent pas a la mesure sur site. Dans ce contexte, les méthodes électro-
analytiques utilisant les capteurs électrochimiques sont acceptées comme dispositifs
alternatives et efficaces possédant des caractéristiques équivalentes en termes de fiabilite,
sélectivité et rapidité de la détermination individuelle et simultanée de telles substances avec

possibilité d'une surveillance continue et a un colt amoindri.

Le point clé pour avoir un capteur électrochimique bon et fiable est la nature du
modificateur d’électrode utilisé. Ce dernier peut améliorer considérablement l'efficacité de
I'accumulation des cations. Un modificateur d'électrode peut varier d'une simple molécule a

une matrice de nombreux éléments de nature différente.
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Les biomolécules sont considérés parmi les meilleurs choix disponibles pour élaborer des
matériaux destinés a la modification des électrodes, grace a leur diversité, leur abondance et
leur facilité d'extraction, ainsi que leur propriété physico-chimiques telles que I'adsorption, la
chélation et la capacité a former des films ou des nanoparticules.

Notre travail de thése porte sur le développement des capteurs électrochimiques a base
des biomatériaux préparés a partir de biomolécules extraites de sources naturelles ; animales
(chitosane) et végétales (les polyphénols de myrte), en vue de I’analyse des ions métalliques

toxiques dans des milieux aqueux.
Notre manuscrit de these s'articule en quatre chapitres :

Dans le premier chapitre nous abordons en premier lieu les problématiques
environnementales et sanitaires liées aux métaux lourds, avant de présenter des genéralités sur
les capteurs électrochimiques, notamment, les électrodes chimiquement modifiés comme outil
alternatif de détection des ces éléments toxiques. Par la suite, nous rappelons le chitosane et
les polyphénols de Myrtus communis L., en tant que matériaux chélatants, qui conviennent a
I’élaboration des modificateurs. En vue de comprendre la caractérisation électrochimique
mises en ceuvre au cours de notre travail de thése, nous rappelons les différentes techniques
voltamétriques utilisées, seront inclus aussi les concepts et les théories liées aux modes de
transport de masse et a la cinétique de transfert des électrons dans un systéme

électrochimique.

Dans le deuxiéme chapitre les étapes d’isolation de chitosane de carapaces des crevettes
et de polyphénols de feuilles de myrte sont détaillées. Des tests d’identification et de

quantification sont réalisés pour caractériser les extraits.

Le troisieme chapitre est réservé a 1’élaboration d’un capteur électrochimique destiné a la
détection des ions de mercure Hg(ll) par une électrode en pate de carbone (CPE) a base d’une
résine chelatante de chitosane-thiourée, notée TU-g-Cts/CPE. Une caractérisation
¢lectrochimique de 1’¢lectrode modifiée ainsi qu’une discussion des réactions d'interface, y
compris la réversibilité des électrodes, le mécanisme de transport de masse et la cinétique des

réactions de transfert d'électrons hétérogénes sont décrits.
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Introduction générale

La modification des électrodes par des matrices a base de chitosane- polyphénols de
Myrte fait I’objet de quatrieme chapitre qui divisé en deux parties; une premiére décrit
l'application d’une électrode en carbone vitreux modifiée par le bioconjugué de ces deux
polymére a la détection simultanée des quatre ions métalliques a savoir la cadmium, le plomb,
le cuivre et le mercure. Dans la deuxiéme partie, la technique de polymére a empreinte
ionique (I1P) est appliquée sur ce méme bioconjugué Cts-TM en vue de réaliser un capteur
sélectif des ions de plomb(ll). A la fin de cette application, I’interférence de quelques espéces
sur le signale de réponse, ainsi que, la performance du capteur avec des échantillons réels sont

également testée.

Notre thése s’achéve par une conclusion générale dans laquelle nous repositionnerons
I’ensemble de notre travail en regard des objectifs initiaux de 1’é¢tude. Nous aborderons

également une discussion sur les perspectives de travail qui découlent de cette theése.
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Chapitre 1: Métaux lourds : problématique sanitaire/environnementale et
moyens de détection

. Introduction

Ce premier chapitre est consacré en premier lieu a la présentation des notions et des
problémes liés aux métaux lourds au niveau environnemental et sanitaire, avec un focus sur le
comportement et la biodisponibilité du plomb, du mercure, du cadmium et du cuivre,
éléments visés dans ce travail. En second lieu, sont exposées des généralités sur les capteurs
électrochimiques et les électrodes chimiquement modifiés, notamment les électrodes en
carbone, utilisés pour la détection des micropolluants métalliques. Dans le méme contexte des
rappels sur le chitosane et les polyphénols de myrte sont présentés, ces molécules peuvent
former des complexes avec les ions métalliques, ce qui rend possible leur utilisation en tant
que modificateur d’électrode. Enfin, les méthodes de caractérisations électrochimiques

employées sont détaillées.
Il. Problématique environnementale

En plus détre toxiques, les métaux lourds ne sont pas biodégradables, ils peuvent
s’accumulent dans I’environnement en particulier dans le milieu aquatique naturel, pour
transmettre ensuite par la chaine alimentaire. Ce qui nous met face a un probleme écologique
majeur. Ces éléments traces métalliques (ETM) ont deux sources d’origines distinctes : le
fond géochimique et les pollutions anthropogéniques [1]. A partir de ces sites originaux ou les
teneurs naturelles sont trés élevées, la mobilité des ETM découle principalement sous I'effet
de certains processus chimiques ou biochimiques complexes. Ces processus sont liés a
I'environnement du site et aux proprietés physico-chimiques des ETM, qui induisent la
dispersion et le déplacement de cette pollution vers de nouveaux endroits [2]. Il est donc,
extrémement important d'avoir une vision complete et précise de cette problématique
environnementale et sanitaire. Dans cette partie quelques généralités sont données sur les
¢léments trace métalliques; comme les origines et les effets sur I’environnement et la santé;
notamment les parametres influencant leur mobilité et la biodisponibilité des métaux lourds

cibles dans cette étude.
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Chapitre 1: Métaux lourds : problématique sanitaire/environnementale et
moyens de détection

11.1. Définition de métaux lourds:

Le terme générique « métaux lourds » est I’expression couramment utilisé pour exprimer les
éléments traces métalliques naturels dont la masse volumique dépasse 5g/cm?. 11 désigne en
fait un ensemble de métaux ou métalloides de forte toxicité pour la santé et I'environnement
[3]. Les éléments traces les plus souvent considérés comme toxique pour I’homme sont : le
plomb, le mercure, I’arsenic et le cadmium. D’autres comme le cuivre, le zinc, le fer, le
chrome, pourtant nécessaires a I’organisme en petites quantités, peuvent devenir toxiques a
doses plus importantes. Les métaux lourds possédent les propriétés physiques générales des
métaux (bonne conductivité thermique et électrique). lls sont fortement électropositifs et
donnent par perte d’¢lectrons des cations métalliques de charge variable. Ces cations
métalliques qui présentent a la fois des densités de charge élevées et un caractére électrophile
peuvent former avec des ligands des liaisons ioniques covalentes ou intermediaires et donnent
naissance a des complexes plus ou moins stables [4].

Dans le cadre de chimie, les métaux lourds sont genéralement definis sur la base de leurs
propriétés physico-chimiques. En science du sol, il est convenu de parler "d’éléments trace
métalliques” qui désignent des composes minerales présents a trés faible concentration. En
toxicologie, ils peuvent étre définis comme des métaux a caractére cumulatif (souvent dans
les tissus biologiques) ayant essentiellement des effets tres néfastes sur les organismes
vivants. En nutrition et en agronomie, ils peuvent méme étre assimilés a des oligo-éléments
indispensables a certains organismes, en particulier par leur action catalytique au niveau du
métabolisme [5]. D’un point de vu environnementale, ils sont tous potentiellement polluants

et non biodégradables.

11.2. Origine :

Les métaux sont présents naturellement dans le manteau supérieur de la terre
(asthénosphereb, lithosphere), I’hydrosphérec et I’atmosphere, compartiments entre lesquels
des échanges permanents se produisent [6]. Cependant, le développement des sociétés
industrielles basé sur la découverte et I'utilisation des métaux est a I’origine d’une pollution
supplémentaire des sols et des eaux conduisant a des quantités de micropolluants métalliques
dispersées en milieu aqueux de plus en plus importantes [7]. Par conséquent, les métaux
lourds ont deux sources d’origines distinctes : le fond géochimique et les pollutions

anthropogéniques:
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11.2.1. Sources naturelles :

Les teneurs provenant d’apports originelles dépendent principalement des gisements
des métaux lourds. La composition des roches présentes. Ainsi que des apports et
modifications occasionnes des événements naturels d’évolution géologique comme les
activités volcanique, crues, tremblements de terre, érosion, le transport d’aérosols, les eaux de

surface et souterrains ...... etc) [8].

11.2.2. Sources anthropiques :

Désignent toute pollution par les métaux lourds découlant de ’activit¢ humaine. Ces
actions anthropogéniques influent sur la dispersion et donc sur la contamination de nouvelles
zones et modifient les teneurs en élement traces liees au fond géochimique [9]. Ce type de
pollution est liée principalement aux sites miniers pour lesquels les concentrations en
éléments traces métalliques sont localement trés élevées et d’anciens sites industriels qui sont
susceptibles d’étre réutilisés [7]. Ainsi; la mobilité de micropolluants métalliques présents
dans ces sites miniers découle principalement de 1’oxydation des sulfures présents (originels
ou introduits en tant que réactifs) ou de I’acidification induite (pluies acides ou réactifs
d’extraction) par les eaux du milieu qui favorise le transport par dissolution des métaux. Les
sources anthropiques des principaux éléments toxiques seront détaillées dans le tableau I.1.
11.4. Les effets des métaux lourds
11.4.1. Sur ’environnement

A de faibles concentrations, beaucoup de métaux lourds, dont Hg, Cd, Pb, As et Cu
inhibent la photosynthése et la croissance du phytoplancton. Les effets observes a des niveaux
trophiques supérieurs se manifestent notamment par un retard du développement des
embryons, des malformations et une moins bonne croissance des adultes chez les poissons, les
mollusques et les crustacés. En outre, tout au long de la chaine alimentaire, certains se
concentrent dans les organismes vivants. Ils peuvent ainsi atteindre des taux tres élevés dans
certaines especes consommeées par I’homme, comme les poissons. Cette " bioaccumulation *
explique leur tres forte toxicité [10]. Dans les sols des concentrations élevées en métaux sont
généralement associées a la présence d’eau souterraine contaminées ainsi qu’a ’utilisation de
certains engrais et produits chimiques agricoles. Dans des conditions extrémes ou
l'accumulation des métaux est a des concentrations supérieures a celles acceptées par
I’Organisation Mondiale de la Sant¢é OMS, les sols peuvent devenir impropres aux cultures

destinées a la consommation humaine [11].
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Chapitre 1: Métaux lourds : problématique sanitaire/environnementale et
moyens de détection

11.4.2. Sur la santé humaine

Les hommes sont exposés par inhalation des polluants aériens, la consommation d’eau

contaminée, I’exposition a des sols contaminés de déchets industriels. Ces métaux peuvent

étre absorbés sous la forme inorganique ou sous la forme organique, ensuite, ils s'accumulent

dans les organismes vivants et perturbent les équilibres et mécanismes biologiques,

provoquant des effets toxiques. Les effets des ETM sur la santé avec ses principales sources

anthropiques sont résumés dans le tableau 1.1.

Tableau 1.1 : Les effets des métaux lourds sur la santé avec ses principales sources [12, 13, 14].

| Métaux

lourds

Principales Sources

Pesticides, fongicides, fonderies de métaux,

Effets sur la santé

Bronchite, dermatite, Maladies de la

As Textile, électricité, bois et produits du bois, peau, cancers viscéraux, maladies
unités de fabrication de papier. vasculaires, empoisonnement
Galvanoplastie, batteries Cd-Ni, Barres de Dysfonction rénale, maladie pulmonaire,

Cd contrdle, les réacteurs nucléaires, phosphores de  cancer du poumon, défauts osseux,
télévision, Soudage, pesticides, engrais. lésions rénales, moelle osseuse.

Dépots naturels; exploitation miniere, Dommages au systéme nerveux,

Cr galvanoplastie, pigments, tannage du cuir, irritabilité, Foie, rein, troubles
refroidissement industriels, sources minérales circulatoires, Ulcere, hépatiques.
Exploitation miniére, production de pesticides, Anémie, lésions hépatiques et rénales,

Cu industrie chimique, gisements naturels / Irritation gastro-intestinale, Anémie,
industriels; plomberie, galvanoplastie, fonderie  lésions hépatiques et rénales.

Produits pharmaceutiques et électroniques, Tremblements, gingivite,

Hg centrales thermiques, Pesticides, batteries, empoisonnement au protoplasme,
papeterie, lampes fluorescentes, usines de lésions du systeme nerveux, avortement
chlore-alcali spontané, empoisonnement au

protoplasme, Polyarthrite rhumatoide.
Dépdts naturels / industriels; plomberie, Retard mental chez les enfants, retard de
Pb

soudure, robinets en alliage de laiton, peinture,
combustion de charbon, pesticides, tabagisme,

émissions automobiles, exploitation miniére.

développement, encéphalopathie
infantile mortelle, 1ésions chroniques du

systeme nerveux, foie, lésions rénales.
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11.3. Parametres influengant la mobilité et la biodisponibilité des métaux lourds

La mobilité des métaux se traduit généralement par le passage de la forme colloidale et
particulaire a la forme dissoute (ionique ou adsorbée) et inversement [15]. Un métal est
considéré comme étant biodisponible s'il se trouve sous forme d'ion libre, et donc
généralement solubles et mobiles [16]. Pourtant dans I'environnement, la spéciation d’un
métal et affectée par de nombreux facteurs interdépendants :
11.3.1. Le pH

Le pH constitue un facteur dont le réle est crucial pour la mobilité des ions métalliques,

car il influence le nombre de charges négatives pouvant étre mises en solution [17]. Les
protons proviennent majoritairement de la respiration végétale et microbienne, ainsi que de
I’oxydation des sulfures. A I’inverse, ils sont consommés par 1’hydrolyse des minéraux
altérables. D’une fagon générale, lorsque le pH augmente, les cations sont moins solubles et
les anions sont plus solubles [18]. De plus, I’augmentation de pH induit souvent la formation
d’espéces précipitées qui peuvent limiter la solubilité et la biodisponibilité de toutes les
especes ioniques [19]. Cependant, elle entraine également la dissolution de matiéres

organiques et la formation consécutive de complexes organo-metalliques plus solubles [20].

11.3.2. La salinité :

L’augmentation de la salinité entraine généralement la remobilisation des métaux
associés aux particules en suspension et a la surface du sediment en raison des phénomenes de
compétition liés a la présence des ions magnésium et calcium [21]. Les métaux libérés vont
généralement a former des chloro-complexes. Dans la phase dissoute cette complexation avec

les ions chlorures aura tendance a diminuer la biodisponibilité du métal [22].

11.3.3. Le potentiel redox

Le potentiel redox (Eh) permet de caractériser les échanges d’électrons entre les espéces
chimiques. Ainsi, les formes oxydées préedominent pour un potentiel redox éleve, alors que les
faibles valeurs favorisent I’apparition d’espéces réduites. Les valeurs les plus courantes du
potentiel redox dans les sols naturels sont comprises entre -200 et 400 mV, domaine de
potentiel qui recouvre des degrés d’oxydation variés de nombreuses espeéces en solution,
influant ainsi directement ou indirectement sur la mobilité des métaux qui constituent ces
especes minérales. De plus, la modification du degré d’oxydation des ligands ou des éléments
se liant avec le métal influence indirectement la solubilité des métaux lourds. En conditions

réductrices, les sulfates sont réduits en sulfures qui piegent volontiers les éléments
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chalcophiles tels que Fe, Zn, Pb, Cd [23]. D’autre part, la dissolution des (hydro)oxydes est
favorisée entrainant de maniére opposée la solubilisation des métaux associés [24].

11.3.4. Les anions

Suivant du pH et du Eh du milieu, certains anions, tels que S%, CO3% ou PO4* forment
des composé insolubles avec les métaux lourds, alors que, d'autres comme (Cl-, NO3-, CN-)
peuvent former des complexes solubles avec les métaux lourds. La complexion des métaux
lourds varie en fonction de la concentration en ligand : par exemple les complexes MCI,
MCl,, MCls™ et MCls*> (M = Cd, Hg, Pb, Zn) se forment en présence des concentrations
croissantes de chlorure, selon la nature du métal et de son affinité pour le ligand [25]. La
nouvelle spéciation du métal (charge négative) modifie sa réactivité chimique. En effet, I’ion
métallique libre M2* peut s'adsorber sur les constituants minéraux d'un sol .Mais en présence
de chlorure, des complexes de charge négative se forment, provoquant une désorption du

métal et une augmentation de sa biodisponibilité [26, 27].

11.3.4. La température

La température du sol dépend en premier lieu de la météorologie, et donc du climat,
mais elle est également liee a I’activité biologique [28]. La température a un impact direct sur
la mobilité des éléments métalliques en déplacant les équilibres des réactions de dissolution -

précipitation et co-précipitation, et un impact indirect, en modifiant la teneur du sol en eau.

11.5. Normes et réglementation
Les normes sont définies comme étant les concentrations maximales admises et qui sont
donc des criteres de qualité a respecter. Ils sont des valeurs limites fixées par la loi et établies

en vertu de compromis entre demandes concurrentes.

Tableau 1.2 : Paramétres de qualité de 'eau de consommation humaine et de rejets d effluents

liquide industriels

Elément toxique Eaux potables [29] Eaux de rejets industriels [30]
Mercure 6.0 pg/l 0.01 mg/I
plomb 10 pg/l 0.50 mg/I
cadmium 3.0 pg/l 0.20 mg/I
cuivre 2.0 mg/l 0.50 mg/I
nickel 70 pg/l 0.50 mg/I
chrome 50 pg/l 0.50mg/I
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Comme indique le (tableau.l.2), il existe deux types de normes pour estimer la qualité des
eaux: les normes qui définissent les caractéristiques que doit présenter une masse d'eau selon
son utilisation principale (potabilité ou irrigation par exemple), et les normes concernant les
effluents, qui fixent les charges polluantes limites qui peuvent étre rejetées ponctuellement
dans les eaux réceptrices

Quatre métaux lourds ont été choisi pour cet étude; le Hg(lIl), le Cd(ll), le Pb(Il) par ce
qu'ils ont été classés par la DCE (Directive Cadre de I’Eau, niveau Européen) parmi les 30
substances prioritaires, d’un point de vue des contréles environnementaux et sanitaires [31].
Le Cu(ll) est choisi en tant qu'un des minéraux les plus employés a cause de ses propriétés
physiques et particulierement de sa conductibilité électrique et thermique. La biodisponibilité,
la spéciation et le comportement dans 1’environnement, de ces quatre éléments toxiques sont

discutés dans les paragraphes suivants :

11.6. Généralités sur les métaux utilisés
11.6.1. Le mercure :

Le mercure (Hg) est I'élément chimique de numéro atomique 80 et de masse atomique
200.59 g/mol. Le mercure est un métal liquide a température ambiante connu depuis plus de
quatre millénaires. Il est largement utilisé dans notre société moderne : industries, medecine,
extraction miniere, soins dentaires,... etc. [32, 33]. Il provient de gisements souterrains situés
a des profondeurs comprises entre quelques metres et 700 metres. Les principales sources
d’émissions naturelles de mercure sont le dégazage des crotites terrestre ou océanique (30 000
a 150 000 tonnes par an) L’activité volcanique constitue aussi une source naturelle de mercure
importante [33]. En termes de contamination, le mercure peut étre inhalé ou ingéré. Son
passage dans le sang et sa distribution sont tres rapides (quelques minutes). 1l est alors stocké
dans les érythrocytes, les reins, le systéeme nerveux et le foie. Paradoxalement, sa demi-vie
d'élimination est de 3 a 30 jours en fonction de sa forme. Le pic d'élimination urinaire apparait

2 a 3 semaines apres l'exposition [34].

11.6.1.1. Biodisponibilité et comportement dans I’environnement
Le mercure posséde une spéciation un peu complexe, car il peut exister sous trois formes
différentes : le mercure élémentaire (Hg®), le cation mercureux (Hg") et le cation mercurique

(Hg?") [35]. Le mercure élémentaire, le seul métal liquide & température ambiante, peut
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facilement passer de 1’état liquide a 1’état gazeux. Ces diverses formes du mercure sont
susceptibles d'évoluer dans l'environnement. L’une des principales particularités du mercure
est de subir des réactions de méthylation / déméthylation [34]. Il posséde un trés fort facteur
de bioconcentration qui reflete sa forte capacité a s’accumuler dans les organismes vivants,

notamment aquatiques. Sa demi-vie biologique est de I’ordre de 3 mois [33].

a) Dans l'eau: Le mercure ¢lémentaire est quasiment insoluble dans I’eau
(56,7.10 3 mg/l & 20 °C) [36]. Les composés organiques sont solubles. La solubilité des
composés du mercure inorganique est tres variable : des composés comme le chlorure
mercurique sont solubles (69 g/l a 20 °C pour HgCly, 6 g/l a 25 °C pour CH3HgCI) [37], alors
que le sulfure mercurique est complétement insoluble. La solubilité des composés organiques
est également variable mais tous sont plus ou moins solubles.

b) Dans les sols : Le mercure est faiblement mobile dans le sol et les sédiments. En effet,
le mercure mis en contact avec le sol est rapidement immobilisé par les oxydes de fer,
d’aluminium et le manganése et surtout par la matiére organique. Le monométhyl et le
diméthylmercure (CH3Hg+ et (CH3)2Hg) sont formés a partir des sels de mercure inorganique
par des bactéries aérobies ou anaérobies (ou parfois par voie chimique). Le mercure métallique
peut aussi &tre méthylé aprés avoir été oxydé en Hg?* [33]. Le mercure a tendance a rester dans
les horizons de surface.

c) Dans l'air: Le mercure élémentaire et les composés organiques du mercure sont
volatils, contrairement aux composeés inorganiques. A 1’état de vapeur, le mercure va pénétrer

préférentiellement (80%) dans I’organisme par les voies respiratoires.

11.6.2. Plomb :

Le plomb (Pb) est I'élément chimique de numéro atomique 82 et masse atomique
207.2 g/mol. Le plomb, dont les premiéres formes d’utilisation remontent a 40 000 ans avant
J.-C. est relativement abondant dans la crodte terrestre. Son extraction intensive a commencé
durant I’antiquité. Son exploitation ainsi que son utilisation remontent donc a des millénaires,
mais ont augmenté de fagon spectaculaire durant la révolution industrielle. Cette exploitation
intensive a entrainé la libération intense de ce métal indestructible et son accumulation

massive dans l'environnement [38, 39].
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11.6.2.1. Biodisponibilité et comportement dans I’environnement

Le plomb peut se présenter sous de nombreuses formes chimiques, soit minérales
comme le plomb élémentaire (Pbo) soit sous forme ionisée cationique. L’espéce la plus
courante étant le cation divalent (Pb2+). D’autres états d’oxydation moins fréquents peuvent se
rencontrer dans divers composés en particulier le cation trivalent (Pb3+) et le cation tétravalent
(Pb™) [34].

a) Dans I’eau : La plupart des composés inorganiques du plomb (I1) sont peu solubles ou
insolubles dans l'eau (c'est par exemple le cas de PbS, PbCOs, PbSO.), les composés
halogénés du plomb (chlorure, bromure) ou les acétates de plomb étant plus solubles [40].
Dans le milieu aquatique, le plomb a tendance a étre éliminé de la colonne d'eau en migrant
vers les sédiments par adsorption sur la matiéere organique et les minéraux dargile,
précipitation comme sel insoluble et réaction avec les ions hydriques et les oxydes de
manganése, mais la quantité de plomb restant en solution sera fonction du pH [41], cette
quantité sous forme dissoute peut former en eau douce des complexes avec des ligands tel que
HCOs, CO3s2, OH-, (OH)s™ et en eau de mer avec des anions tel que CI, CO3%, OH-, Cl,?,
Cls¥. 11 peut également se complexer avec des sulfates [42].

b) Dans les sols : La mobilité du plomb dans le sol est trés faible, il a ainsi tendance a
s'accumuler dans les horizons de surface (et plus précisément dans les horizons riches en
matiére organique). Cela s'explique par la grande affinité de la matiere organique vis a vis du
plomb. Cela est valable pour le plomb naturel mais également pour le plomb anthropique, et
spécialement pour des sols ayant au moins 5 % de matiere organique et un pH supérieur a 5.

c) Dans P’air : Dans I’atmosphére, le plomb inorganique est principalement sous forme
particulaire. Les principales formes du plomb (inorganique) dans ’air sont des carbonates, des

oxycarbonates, des oxydes et des sulfates. ;;

11.6.3. Cadmium :

Le cadmium est I'élément chimique de numéro atomique 48 et de symbole Cd [43]. Il
fut découvert en 1817 par I’Allemand Friedrich Stromeyer q¢ld5ui le prépara pour la
premiere fois. C’est un élément relativement rare qui est présent dans la croQte terrestre a des
concentrations d'environ 1 a 2 ppm. 1l est obtenu comme sous-produit de raffinage d’autres
ETM comme le plomb, le zinc et le cuivre [44]. La bioaccumulation du cadmium se fait

principalement au sein des especes végétales. Sa demi-vie biologique dans le corps humain
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est de 10 a 30 ans, rendant la contamination chronique d’autant plus dangereuse que son

évacuation est extrémement longue [44, 45].

11.6.3.1. Biodisponibilité et comportement dans I’environnement
Les principales formes cristallines de cuivre sont : le greenockite et I’hawleyite (CdS),
Potavite (CdCO,), le montéponite (CdO) et la cadmosélite (CdSe) [46]. Comparable aux autre

ETM, la spéciation du cadmium est la plus simple car il ne possede qu’une seule forme

ionique : le cation divalent : cd” [43], qui peut former des composés organiques ou
inorganiques insolubles par complexation avec des ligands minéraux et organiques [44, 47].

a) Dans I'eau : En milieu aquatique, I'érosion naturelle, le lessivage des sols, les effluents
industriels et miniers ou les décharges industrielles sont les principales sources du cadmium
[47]. Le cadmium a I’état métallique n’est pas soluble dans 1’eau, les sels de cadmium sont
plus ou moins solubles tous dépendent du contre ion et du pH. En milieu aquatique, le
cadmium est relativement mobile et peut étre transporte sous forme de cations hydrates ou de
complexes organiques ou inorganiques [48].

b) Dans les sols : Sauf sous forme de CdCl, ou CdSOs, le cadmium est insoluble dans les
sols mais il est considéré comme assez mobile (grace aux eaux de ruissellement), néanmoins
il a tendance a s’accumuler dans les horizons supérieurs du sol, riches en matiére organique.
La mobilitée du cadmium est essentiellement fonction du pH du sol, son adsorption par la
phase solide pouvant étre multipliée trois fois lorsque le pH augmente d’une unité dans la
plage 4-8 [49].

c) Dans l'air : Les activités industrielles comme le raffinage des métaux non ferreux, la
métallurgie, la combustion du charbon et des produits pétroliers, les incinérateurs d'ordures
ménageres, constituent les principales sources de rejet atmosphérique [44]. Le cadmium et ses
COMpPOSeés ne sont pas ou sont trés peu volatils. Dans I’air, le cadmium est présent sous forme
particulaire, la principale forme étant I’oxyde de cadmium (les autres formes étant des sels de

cadmium).
11.6.4. Le cuivre

Le cuivre est un élément chimique métallique de transition, de couleur rouge-brun et de
symbole Cu [49]. Sa concentration dans I'écorce terrestre est estimée a environ 70 ppm (30 a
100 ppm). Le milieu environnemental le plus exposé au cuivre est le sol : 97 % du cuivre
libéré dans I'environnement [50] s'y retrouve contre seulement environ 3 % dans les eaux et
0,04 % dans l'air.
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Il est principalement produit par broyage de minerais sulfurés et enrichissement par flottation
ou par lessivage acide des minerais oxydés suivi d'une fusion et d'un raffinage électrolytique
ou thermique. Le cuivre est I'un des métaux les plus employés a cause de ses propriétés
physiques et particulierement de sa conductibilité électrique et thermique [51].

11.6.4.1. Biodisponibilité et comportement dans I’environnement

Dans la nature, on peut le trouver dans la chalcopyrite (Cu,S, Fe,S,), on le trouve
également dans la malachite (Cu,CO,(OH),), lazurite (2CuCO,Cu(OH),), la chalcocite
(Cu,S) et la bornite (Cu,FeS,) [52]. ]. Le cuivre peut porter deux ¢tats d’oxydation : Cu (+])

et Cu (+11). 1l existe également une autre forme instable Cu (+111) [49]. L’ion Cu?* forme de
nombreux complexes stables avec des ligands organiques et des ligands minéraux, comme les
chlorures ou ’ammonium.

a) Dans I'eau : Dans les milieux aqueux, le comportement du cuivre est influencé par de
nombreux processus: complexation avec des ligands minéraux ou organiques (surtout sur les
groupes -NH:z et -SH, et dans une moindre mesure sur le groupe -OH), adsorption sur des
oxydes métalliques, des argiles ou des matiéres organiques particulaires, bioaccumulation,
échange entre les sédiments et I’eau [53].

La spéciation de cuivre dans les eaux naturelles (Figure 1.1) montre qu’il reste a 1’état d’ion
2-
Cu*? jusqu’a un pH égale a 6. Pour la plupart des eaux neutres Cu(C0O3), et CuCO, sont

également importants, la seconde espece est plus importante entre pH 7 et 8. Ensuite, a pH au-
dessus de 8 le complexe Cu(OH), predomine [54] .

b) Dans les sols : Le comportement du cuivre dans le sol dépend de nombreux facteurs :
le pH du sol, son potentiel redox, sa capacité d’échange cationique, le type et la distribution
de matiéres organiques, la présence d’oxydes, la vitesse de décomposition de la matiere
organique, les proportions d’argiles, de limons et de sables, le climat, le type de végétation
[53]. Dans le cycle sédimentaire il est associé aux minéraux argileux et spécialement associé
au carbone et manganése. En conditions acides le cuivre est plus soluble que dans les milieux
tamponnés. La malachite précipite des que le pH est supérieur a 7. Toutefois, dans un milieu

réducteur la phase minérale prédominante est le sulfure cuivreux ou chalcosine (Cu,S) [54].
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c)

Dans l'air : Le cuivre est rejeté dans 1’atmosphére sous forme particulaire d'oxyde ;

de sulfate ou de carbonate ou adsorbé sur la matiére particulaire suspendue en I’air [52, 53].

La vitesse et la distance de redéposition dépendent des caractéristiques de la source, de la

taille des particules et de la vitesse du vent.

La figure suivante montre des diagrammes exemplaires de I’influence de pH sur la:
Spéciation du mercure dans I'eau distillée ([Hg*™?] = 25 mg / L).

Spéciation du cuivre dans I'eau distillée ([Cu*?] = 1.0x 10° mol/ L).
Spéciation du plomb avec [Pb?*] = 4,826 x 10* mol/ L & 28°C.

Spéciation du cadmium avec [Cd**] = 1.0 x 10° mol/ L.

% formation relative

1.0

Fraction

100

04

80

60

40 4

20

Fraction

% formation relative

100
N
- ]
':-I.,I?+ II|
80 \ [Cu(OH)4]2-
60 4 "
| [Cu{OH)z]Y (ag)
L
1 r/. =
40 | / Cul(OH)z (s)
- | |
|
20 i A\
1,'I \ [CuOH)a]™ /] |\
(CuoH]1* |\ ' \\
ﬂ T T ‘l\-\-}-\h_|_ T T — T T
4 G a 10 12 14
pH
101 yr: CaiOH)"
C,:' \l... 3 1
i B .II |'l
05 .',I ,'/ I|II ) f\.l
\ [ caonr)
a4 1 JI -- II.
I y CA{OHF" /
Ca0 H_'. f\ ¥
dai .l'r 'I Y
a0 ~ _/ .".\_-..}"/
‘;- i 3 '.? 4

pH

Figure 1.1 : Diagrammes de spéciation du mercure [55], cuivre [56], plomb [57], et
cadmium [58].
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I11. Analyse électrochimiques des métaux lourds

Les informations recueillies et présentées sur les métaux lourds en termes de
toxicologie, d’origine de contamination et de mécanismes de mobilité permettent d'une part
de confirmer le grand danger sous-jacent a ce type de polluants, et de justifier d'autre part la
nécessité de mise en place des directives pour maitriser et contrbler cette problématique
environnementale et par conséquent de développer des outils d'estimation et de mesure plus
sensibles et sélectifs. Le dosage des métaux lourds est aujourd’hui réalisé essentiellement par
des techniques spectrométriques. Ces techniques peuvent fournir des hautes sensibilités et
sélectivités, mais elles restent onéreuses et inadaptées a la mesure sur site, par conséquent la
réalisation d'un contréle en continu basé sur les mesures dynamiques est en outre peu
envisageable avec telles instruments lourds. Il est donc nécessaire de développer des outils
transportables avec des protocoles opératoires moins compliqués, et qui garantissent la méme
précision des techniques utilisées en laboratoire. Dans ce but, I’électrochimie se pose comme
une alternative intéressante. Afin d’avoir une idée sur les capteurs électrochimiques destinés a
la détection des métaux lourds, le paragraphe suivant sera discuté des definitions et des
classifications de tous ce qui concerne les électrodes disponibles, les matériaux et les
méthodes fréquemment utilisés pour la modification électrochimiques des surface de ces

électrodes.

I11.1. Capteur électrochimiques
I11.1.1. Définition
Par definition, un capteur chimique est un dispositif qui peut transformer une

information chimique ou biologique en un signal analytiquement interprétable [59]. Un
capteur comporte généralement deux composantes de base connectées en série : un systeme
de reconnaissance et un systéme transducteur. Les principaux avantages des capteurs chimiques
sont : leur faible encombrement, leur faible consommation énergétique, leur faible colt (achat et
entretien), le temps de réponse relativement court. Tous ces avantages en font des instruments
idéaux pour les mesures sur site et le contrdle de procédés en ligne.
111.1.2. Paramétres métrologiques d’un capteur

Les performances d’un capteur utilisé dans un environnement donné sont caractérisées par
certain nombre de parametres constituent les liens effectifs entre ce capteur et la grandeur

qu’il mesure :
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111.1.2.1. Etalonnage

Permet d’ajuster et de déterminer la relation entre le mesurande m et la grandeur
électrique de sortie S sous forme graphique S= f(m), (figure 1.2) [60]. A partir de cette courbe
on peut définir :

a) La saturation : est la valeur la plus élevée Smax qui peut étre obtenue comme grandeur
de sortie quelle que soit la valeur du mesurande. pour m> Mmax, S=Smax. ON ne peut donc pas
effectuer de mesurage pour des valeurs au dessus de mmax. Ce phénoméne peut étre dii a des
facteurs physiques (saturation de la couche sensible) ou électriques (limites de courant ou de
tension, etc.). Cependant, il est possible d'atteindre la plage de dégradation du capteur sans
atteindre la saturation.

signal de sortie

mesurande

m saturation

seulil i
' étendue de mesure

Figure 1.2 : Courbe d'étalonnage du capteur

b) Le seuil : la valeur minimale du mesurande nécessaire pour obtenir une grandeur de
sortie non nulle : pour m < mg, S = 0. En résumé, on ne peut mesurer que des mesurandes

comprises entrem etm__.
0 max

c) Limite de détection (LOD): la plus petite valeur de mesure détectable (activité ou
concentration). Dans le cas des capteurs ampérométriques, le signal électrique au niveau des
faibles valeurs est brouillé par du bruit électrique dont les sources sont diverses. On fixe
généralement la limite de détection comme étant la valeur de concentration la plus petite qui
génere un signal électrique au moins supérieur a trois fois I'amplitude du bruit. Elle décrites
mathématiquement par plusieurs méthodes, comme celle correspond au bruit de fond de la

mesure [60]. Si SD et p sont I’écart type de la réponse et la pente, LOD est donnée par :

LOD=3*SD/p Eq.l.1

Page 17



Chapitre 1: Métaux lourds : problématique sanitaire/environnementale et
moyens de détection

d) Etendue de mesure : est définie sur la courbe d'étalonnage (figure 1.2) comme la
zone se trouve entre les valeurs extrémes pouvant étre prises par la grandeur a mesurer.
Notons que le capteur peut généralement étre exploité en dehors de cette étendue, mais dans
ce cas il ne bénéficie plus de la garantie du constructeur quant a ses performances
métrologiques.

e) Domaine de linéarité : Dans ce domaine de linéarité, la variation de la grandeur de
sortie est proportionnelle a la variation de la mesurande.
111.1.2.2. Sensibilité

Elle est définie comme étant la variation du signal de sortie (S) par rapport a la variation

de la mesurande (m) (pente de la portion linéaire de la courbe d’étalonnage) et s’€crit :

S = AS/Am Eq.l.2
Dans le cas fréquent, ou la courbe d'étalonnage n'est pas linéaire, cette notion sera donc elle-
méme variable selon I'endroit de la courbe d'étalonnage ou I'on se place.

111.1.2.2. Résolution

C'est la plus petite variation de mesurande que peut détecter le capteur.
111.1.2.4. Répétabilité et reproductibilité

La répétabilité est I'étroitesse d'accord entre les résultats de mesures successives d'une
méme grandeur effectuée avec la méme méthode, par le méme expérimentateur, avec les
mémes instruments de mesure et a des intervalles de temps assez courts. La reproductibilité
caracterise l'étroitesse d'accord entre les résultats de mesures successives d'une méme

grandeur dans le cas ou les mesures sont effectuées dans des conditions différentes.

111.1.2. Principe des capteurs électrochimiques
Le principe de fonctionnement d’un capteur chimique couplé a un transducteur est

schématisé ci-dessous (figure 1.3) :

| Analyte Récepteur Transducteur Signal | | Information |
ELECTROCHIMIQUE
Aplomich  Microdectrongue
Pmum Y o AT
Conductimetrie

Micropoluant visé

Figure 1.3: Schéma du principe général d'un capteur chimique.
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111.1.2.1. Systeme récepteur

L’¢élément clé du capteur électrochimique est le récepteur. Dans le cas des capteurs
électrochimiques, il est généralement composé d’un matériau d’électrode et d’une couche
fonctionnelle. Le matériau de 1’électrode doit caractériser par : une conductivité élevée, un
large domaine d’électro-activité, une bonne inertie chimique et une résistance mécanique
suffisante qui lui permettra de conserver son intégrité pendant un séjour prolongé dans le
milieu d’analyse [61]. La couche fonctionnelle peut étre de nature organique, inorganique,
hybride ou biologique. Elle permettant la pré-concentration de 1’espéce avec laquelle elle
interagit. Si elle est sélective, elle pourra aussi limiter les interférences. Il faut noter que les
couches fonctionnelles doivent aussi étre robustes et inertes vis-a-vis des milicux d’analyse.
111.1.2.1. Systeme transducteur

Le transducteur sert a transférer la réponse du systéme de reconnaissance, au signale

électrique principalement. La transduction peut étre reliée a des phénomenes de nature
différente: piézoélectrique, optique, thermique ou électrochimique [62]. Il existe plusieurs
modes de transduction pour les capteurs électrochimiques a savoir :
(1) les techniques statiques : potentiométrie.
(2) les techniques potentiostatiques impliquent l'utilisation d'un instrument potentiostat,
comme I'ampérométrie, la chronocoulométrie et la voltamétrie / polarographie.

(3) les techniques de mesure d'impédance [63].

111.1.2.1. Systéme analyseur :
Le signal obtenu du transducteur est transformé par amplification en signal exploitable par
I’opérateur. La mesure, gérée par la microélectronique et les logiciels associés, est traduite en

un message comprehensible.

I11.2. Electrodes usuelles

Les électrodes de travail sont habituellement faites de matériaux conducteurs présentant
des propriétés de polarisation particuliéres sur un large domaine de potentiel. Les principales
classes de matériaux qui offrent a priori de telles qualités impliquent : (i) le mercure, (ii)
certaines formes allotropiques du carbone (graphite, carbone vitreux, des fibres de carbone),
et (iii) les métaux nobles, particulierement l'or, le platine et lI'argent. D'autres métaux tels que
le nickel et le cuivre sont également utilisés pour certaines applications spécifiques [64]. Dans
le tableau suivant, nous passons en revue les matériaux les plus importants utilisés dans la

fabrication d'électrodes usuelles pour la détection de métaux lourds, selon leur classification :
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Tableau 1.3 : Classification des différents types de matériaux d'électrodes

Nature de I’électrode Avantages Inconvénients Domaine
d’électroactivité (V)
-Grande - electroactivité anodique limitée [-1,25 ; +0.25] [65]
Goultte et film reproductibilité et -instabilité mécanique
de mercure grande sensibilité -Toxicité
-Large electroactivité
cathodique)
-Large domaine -Domaine [-1,20 ; -0,20] [65]
d’électroactivité d’électroactivité limité
Bismuth (film) dans le domaine dans le domaine
n cathodique anodique
D - Non sensible a -Toxicité des sels de Bi
g I’oxygene dissout
= Or -Inertie chimique -Domaine d’électroactivité limité [-0,1; +1,30] dans
8 (massive, NPs, -Cinétique de transfert de dans le domaine cathodique 0.1M H,S0, [66]
\GE) « | SPE) charge rapide. - codt, courant résiduel [-0,38 ; +1,44] dans
v 3 0.1M NaAc [66]
% < | Platine -Inertie chimique Domaine d’électroactivité limité [-0,25; +1,25] dans 0.1
o X | (massive, SPE) | - Cinétique de transfert de dans le domaine cathodique M HCI [67]
= 2 charge rapide - codit, courant résiduel [0.75; +0.75] (solution
o 2 tampon de pH =7) [67]
w =
-Large domaine -Cinétique de transfert de charge *[-1,25 ; +1,75] (dopage
Diamant d’électroactivité, dureté variable en fonction modéré)
Dopée au bore mécanique du niveau de dopage [-1,05 ; +1,47] (dopage
-Codt éleve élevé) en milieu HCIO4
0,1M [68]
Carbone Vitreux - Bonne résistance -Cinétique de transfert de charge [-1,00 ; +2.0] en milieu
(massive) mécanique trés dépendante de 1’état HNO3 0,1M [69]
-Régénération par polissage | de surface [0.76 ; +1.96] en 0.1M
@ mécanique facile -Colt élevé NaAc [66]
3
c
xg Graphite -Faible courant résiduel Présence d’un liant pouvant [-1,2 ; +1,4] en milieu
@| (CPE, massive , - faible codt recouvrir les particules de graphite | H2SO 4 0,1M [70]
3 greffées , support -Regénération de surface et affecter la cinétique de transfert
| pour des électrodes a | facile de charge
-8 film de mercure)
E HOPG (CPE) -Faible courant résiduel -Sensibilité aux impuretés [-1.2 ; +1.8] en milieu
D -Codt élevé HNO3 0,1M [69]
L [1.03;+2.2] en 0.1M
NaAc [66]
Graphene (incorporé | -conductivité importante -
dans CPE et SPE ou | surface spécifique €levée (> [-1.8 ; +1.5] dans 50Mm
déposé sur GCE) 2000m2.g-1) STP (PBS) [71]
nanotubes et -conductivité importante - -Colt élevé [-1.35; +1.15] dans
nanofibres de surface spécifique élevée (> 0.1M NazS04[72]
carbone (CPE, SPE) | 2000m2.g-1)
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111.3. Choix de matériau d’électrode

Avec les contraintes liées aux applications capteurs des ETM, il est indispensable de
choisir un matériau d’¢lectrode, non toxique, inerte chimiquement, résistant mécaniquement
et conservant ses propriétés lors d’immersion prolongée dans des milieux aqueux naturels. De
nombreux matériaux sont étudiés pour la détection électrochimique des cations métalliques.
Grace a leurs grande sensibilité, les électrodes de mercure ont été considérés pendant
longtemps comme des électrodes de choix .Cependant leur domaine d’électroactivité, restreint
du co6té anodique par ’oxydation du mercure, ne permet pas la détection dans le domaine des
potentiels positifs, ce qui exclut la détection de quelques métaux comme le cuivre et 1’arsenic.
De plus, les électrodes de mercure souffrent, outre leur toxicité, de I’instabilité mécanique
devant les forces de convection (agitation, ultrasons, etc.), notamment pour les analyses par

voltampérométrie a redissolution [73].

Récemment, des électrodes a base de films de bismuth [74, 75], d’antimoine [76, 77],
de plomb [78, 79], ont été proposées comme alternative de mercure. Toutefois, la aussi,
subsistent des problemes liés a la durabilité des matériaux ou/et a leur toxicité. Des études
nombreuses concernent 1’or [80-83]. Ainsi, plus récemment, les électrodes a nanoparticules
d’or se sont développées afin de minimiser la quantité d’or et d’exalter la sensibilité des
électrodes [84]. Toutefois, la durée de vie de ces électrodes est jusqu’a présent insuffisante
pour envisager des applications capteurs. Bien qu’ils ont un cofit élevé du fait des métaux
utilisés. Des solutions passant par des matériaux non-métalliques comme les polymeéres
conducteurs [85, 86] ou encore les argiles [87—89] existent mais leurs utilisations restent a ce

jour limitées.

L’électroactivité de matériaux est un autre critéere important dont dépend le choix du
matériau. En milieu aqueux, la réduction des protons fixe la limite vers les potentiels négatifs
(domaine cathodique). L’oxydation de ’eau ou du matériau d’électrode limite la fenétre de
potentiels vers les potentiels positifs (domaine anodique). Les domaines d’électroactivité de
différents matériaux d’¢électrode ainsi que les potentiels standards de quelques métaux sont
présentés dans la (figure 1.4). Sur la base de toutes ces données, et si I'on prend également en
compte les contraintes induites par un développement industriel, il est nécessaire d’inclure dans notre

sélection la disponibilité du matériau et son colt. Ces conditions excluent un grand nombre de

matériaux et nous ont conduits a choisir les matériaux carbonés.
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Figure 1.4: Domaines d’électroactivité obtenus en milieu aqueux avec différents matériaux
d’électrodes et potentiels standards de quelques métaux [90]

Les électrodes carbonées rassemblent une famille de matériaux constitués par les
différentes formes allotropiques du carbone et rencontrées en électroanalyse. Compte tenu du
polymorphisme du carbone, on trouve des électrodes en graphite, en graphite pyrolytique
hautement orienté HOPG, en diamant dopé au bore, en carbone vitreux, en nanotubes de
carbone, en graphéne... ect. Les électrodes a base de carbone peuvent se trouver sous forme
d’¢lectrodes massives comme le carbone vitreux [91] et le graphite [92], ou peuvent étre
élaboré au niveau de laboratoire (les électrodes a pate de carbone et les électrodes
sérigraphiées, etc.). Comme ils peuvent étre un film mince comme les électrodes de diamant
dopées au bore (BDD). Parmi cette large gamme de choix, Les électrodes de carbone vitreux

et a pate de carbone ont été généralement les plus utilisées :

111.3.1. Carbone vitreux (GCE)

Cette forme de carbone est dite non-graphitant et combine des propriétés vitreuses et
céramiques a celles du graphite conduisant a une résistance aux hautes températures, une
bonne conductivité électrique, une inertie chimique ainsi qu’une trés faible porosité (qui
assure son imperméabilité aux gaz et aux liquides). Le carbone vitreux est utilisé sous forme
massive depuis 1972 comme matériau d’électrode pour des applications électroanalytiques.
Les GCE sont considéré comme un trés bon substrat pour 1’¢lectrodéposition de films d’or, de

platine ou de bismuth [93]. Ce type d’électrodes posséde I’avantage d’étre simple

Page 22



Chapitre 1: Métaux lourds : problématique sanitaire/environnementale et
moyens de détection

d’utilisation. Un traitement par polissage est généralement requis afin d’améliorer ses
performances [93]. Dans le domaine de la détection des éléments traces, le carbone vitreux nu
(non fonctionnalisé) est trés utilis€é comme surface active d’électrodes tournantes, pour des
analyses en systemes dynamiques a écoulement [94]. Cependant, La cinétique de transfert de
charge est souvent ralentie par un mauvais état de surface en termes de rugosité et de
groupements de surface.... C’est pourquoi il est bien souvent nécessaire de travailler avec des
GCE modifiées pour atteindre des sensibilités suffisamment élevées pour détecter des traces.
Les GCE chimiquement modifiées s'agit d'un choix largement adoptée dans la détection de
meétaux traces [86, 91].

111.3.2. Electrodes & pate de carbone (CPE)

Les électrodes a pate de carbone ont éeté introduites par Adams en 1958 [95]. Ces
électrodes sont constituées d’un mélange de poudre d’une ou plusieurs phases carbonées
comme le graphite [96], les nanotubes de carbone [97] ou le graphene [98] et de différents
liants organiques liquides tels que le Nujol [97], I’huile de paraffine [99], la graisse de
silicone et le bromo-naphtalene. Ces électrodes composites ont été particulierement
appréciées pour leur simplicité d’¢élaboration, leur faible cott (graphite) et leur faible courant
résiduel ou aucune formation d'oxyde superficiel ne se décele. Elles permettent par ailleurs
d’introduire, d’une maniére simple, une large gamme de modifiants chimiques (ligands
sélectifs d’un analyte) sans avoir recours a un greffage covalent. Leur plus gros inconvénient
provient du fait qu’une bonne homogénéité de la pate est primordiale pour assurer une bonne
reproductibilité des mesures. De plus, méme si leur utilisation est particulierement facile en
laboratoire, elle s’avere étre difficile sur site pour des applications en continu ou en semi-
continu pour des raisons de robustesse liées a leur friabilité. Ces électrodes ont été largement

étudiées pour la détection de micropolluants métalliques [96, 97, 98].

I11. 3. Les électrodes chimiquement modifiées (ECM)
111.3.1. Définition

On désigne par le terme général d’électrode chimiquement modifiée toute électrode
formée d’un matériau conducteur ou semi-conducteur ayant subi le dépot d’une substance a
leur surface. La substance immobilisée peuvent étre une molécule simple ou assemblage
moléculaire, un film de polymeére, matériau macromoléculaire, matériau hybride organique-

inorganique, ...etc. (Figure 1.5).
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Cette substance confere a cette nouvelle électrode toutes ses propriétés chimiques,
électrochimiques, électriques, catalytiques et photochimiques. Ces espéces sont soit adsorbées
ou soit fixées a la surface des électrodes [100]. Le contrble des propriétés physiques et
chimiques de l'interface électrode/électrolyte permet d'améliorer, voire de contrbler la
réactivité et la sélectivité d'une réaction électrochimique. La variété du choix des matériaux
utilisés comme modificateurs et la mise en ceuvre de nouvelles techniques de déposition et de
moyens de caractérisation plus sophistiqués ont permis le développement de nouveaux

capteurs électrochimiques plus adaptatives et mieux ciblées.

» Pt
»Au
»>CvV ( . |
» Molécule simple ce A Signal
» Macromolécule Ty 10—
» Assemblage moléculaire YN3) % : Electrique
» Nanomatériaux -;(5 2 K jl
» Exploitation, Traifement
d’information

Figure 1.5, Schéma d’une électrode modifiée pour application électrochimique

111.3.2. Modes de modification des électrodes en carbone vitreux (GCE) pour la
détection des ETM
111.3.2.1. Fonctionnalisation par dépét simple :

Une méthode assez simple pour fonctionnaliser les surfaces des électrodes consiste a
déposer des ligands ayant une bonne affinité pour 1’élément cible. Elle ne nécessite pas
d’équipements complexes. La procédure consiste a disposer une solution ou une suspension
de ligands sur un substrat suivi d'un séchage. Bien qu'il soit possible de préparer un film de
qualité et épais (par alternance de phases de dép6t et de séchage), la technique souffre d'un
mangque de contrble de I'épaisseur du film et souvent des effets de cadrage apparaissent sur les
bords du film ou des précipitations pendant le séchage. D’autre méthodes sont également

peuvent utilisés tel que le dépdt a la tournette (spin coating).
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Parmi les nombreux exemples décrits dans la littérature, on peut citer le groupe de Ngameni,
E. et al. qui ont appliqué cette méethode pour déposer des suspension de plusieurs type
d’argiles modifiées sur la surface des GCE pour détecter Pb(ll) et Cd(ll) [101] avec des
limites de détection : 4.2x107° et 1.2x10°M respectivement, et pour déterminer le Hg(ll)
[102] avec 5x1071°M comme limite de détection.

111.3.2.2. Fonctionnalisation par vois électrochimique

a) électrodéposition d’un film métallique : La modification d'une électrode en carbone
par I’électroplacage d'un film de Bismuth ou de mercure sur la surface peut étre réalisé par
deux maniéres différentes (ex situ et in situ). Ex situ, I'électroplacage du film Bi / Hg est
réalisée avant le transfert de I'électrode dans la solution dans laquelle I'ion a détecter est
présent [103]. In situ, les ions Bi et Hg* sont ajoutés directement dans la solution & analyser,
et l'analyte est incorporé au fur et a mesure de la formation du film métallique [104, 105].

b) Fonctionnalisation par électropolymeérisation : Ce type de modification permet de
former des multicouches d’espéces actives a la surface des électrodes. Typiquement, les
polymeres utilisés ont un groupement électrochimiquement ou chimiquement actif, comme
par exemple des sites redox ou chelatants. Ce type de fonctionnalisation consiste souvent en
I’électropolymérisation d’un film de polypyrrole ou de polyaniline dans lequel on incorpore
des ligands complexants qui peuvent préconcentrer les ions métalliques tels que ’EDTA
[106], le dithiocarbamate [107] I’acide malonique [108]. Au titre d'exemple, on peut citer
Shim et al. qui ont modifié une GCE par électropolymérisation du polypyrrole fonctionnalisé
par ’EDTA pour la détection de Pb(II) avec une limite de détection de 0,8 pg.L™ [1086].

c) Fonctionnalisation par électro-greffage : Le principe est de produire a partir du
transfert d'électrons des espéces radicalaires, qui vont ensuite réagir pour former une liaison
avec la surface. En général, I'espece radicalaire est électrogénérée a potentiel imposé ou par
voltammeétrie cyclique, en variant le potentiel d'électrode. Le greffage est favorisé lorsque la
cinétique de formation du radical est suffisamment rapide pour que ce dernier soit produit au
voisinage de I'électrode et puisse réagir avec la surface. Les processus peuvent s'effectuer, soit
par voie oxydante, soit par voie réductrice. Cette méthode peut se diviser en deux étapes,
d’abord une étape de greffage puis une étape de croissance de la couche. Divers reactifs sont
susceptibles d’étre électro-greffés tels que les amines, les acides carboxyliques, et les alcools
(électrogreffage par oxydation), ou aussi les composés halogénés, vinyliques et les sels de

diazonium (électrogreffage par réduction) [109].
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111.3.3. Modes de modification des électrodes en pate de carbone [110].

La modification chimique nous permet de fabriquer des CPE de qualités souhaitées. La
meéthode la plus simple et la plus utilisable est la modification en masse qui implique le
melange mécanique de modificateur dans la masse de pate de carbone, elle puisse étre réalisée
dans n'importe quel laboratoire sans sophistication. Le modificateur se disperse uniformément
dans la majeure partie de la pate de carbone. Habituellement, la concentration des
modificateurs dans les pates de carbone varie de 10 a 20 % (m / m). La qualité et la
reproductibilité des mesures seront affectées a moins qu'elles ne soient mélangées
uniformément. D’autres méthodes de modification du CPE ont été employé a savoir ;

- la dissolution de certains modificateurs dans le liquide de collage,

- I’imprégnation par le trempage de poudre de graphite dans une solution contenant le
modificateur dissous,

- I'introduction de groupes fonctionnels sur la poudre de graphite par prétraitement chimique,
- le collage de modificateur de surface d’un sort dans le quelle leur présence est limitee
uniquement a la surface de I'électrode,

- Activation électrolytique (anodisation / cathodisation) et Electropolymérisation ; dans
laquelle une molécule de monomeére prise en solution se polymérisera sur la surface d’une
électrode en appliquant des cycles voltamétriques entre deux valeurs de potentiel.

Dans ce travail les approches utilisées pour la modification de nos électrodes sont la
modification en masse pour 1’¢lectrode en pate de carbone et le dépot simple pour 1’électrode
en carbone vitreux.

111.3.4. Classification des modificateurs

Plusieurs type de modificateurs des électrodes destinés a la détection des ETM sont
discuter a littérature, ils peuvent étre classés comme chimiques, biologiques et modificateurs
de nouvelle génération.
111.3.4.1. Modificateurs chimiques
Les modificateurs chimiques peuvent étre inorganiques ou organiques :

_ Films métalliques : de mercure [104] et de bismuth [105]
_Argiles : comme les aluminosilicates, les smectites, montmorillonite, les bentonites et la
zéolite X, la zéolite Y, etc. [111].
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_ Oxydes métalliques : certains oxydes métalliques, tels que ZnO, CuO, Fe304, SnO2,
Zr02, TiO2, MgO et MnO2, ont été largement appliqués dans l'identification et la détection
des métaux lourds en raison de leurs propriétés non toxiques et catalytiques [112].

_ Composés macrocycliques : comme cyclodextrines [113], dérivés de calixarenes [114],
éthers couronnes [115], ...etc.

_ Complexes organomeétalliques : ferrocéne et ces dérivés [116] comme I'hydroxy- méthyl-
ferroceéne etc., complexes de phtalocyanine et dérivés de porphyrine [117] tels que la
phtalocyanine de cobalt, complexes de base de Schiff tels que le salophéne de cobalt, etc.

_ Tensioactifs : [118] modificateurs amphiphiles et lipophiles [119], Triton X-100, acide
hexadécyl sulfonique, bromure de cétyltrimétylammonium, etc.

_ Polymeres organiques et macromoléecules : [103] résines chélatantes, échangeurs d'ions et
polymeres fonctionnant de maniere similaire tels que le nafion [120], I'acide humique et les
humates, la chitine, chitosane, poly (pyrrole), etc.

_ Polymeéres conducteurs : [121] poly (phénylénediamine), polyaniline, etc.

111.3.4.2. Modificateurs biologiques :

Les modificateurs biologiques populaires sont:

_ Enzymes: ou tissus contenant des enzymes [122] glucose oxydase, tyrosinase et
polyphénol oxydases, etc.

_ ADN [123] acide désoxyribonucléique.

_ Bactéries [124] bactéries lactiques, bactéries Love-wave, bactéries Gram (+) du sol.

111.3.4.3. Modificateurs de nouvelle génération

Sont des nouveaux matériaux développés a laide des derniéres technologies:
_ Nanomatériaux : [125] nouvelles formes de carbone comme les nanotubes de carbone
(NTC), nanofibres, fullerenes, graphene, oxyde de graphéne, matériaux mésoporeux ordonnés
comme la silice mésoporeuse fonctionnalisée avec de I'acide carbamoylphosphonique, SBA-
15, etc., nanoparticules et ses composites tels que les nano Au, Fe203, etc., les nanofils et les

nanorods comme les nanofils Cu (OH) 2, les nanorods CdS, etc.

_ Matériaux hybrides organiques-inorganiques : [101] fragments organiques adsorbés sur
des oxydes métalliques, des argiles modifiées par molécules organiques, des alkyle a longue
chaine greffée sur les gels de silice, etc.

_ Polymere a empreinte ioniques : sera discuté dans la partie suivante.
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111.3.5. Technique de polymére a empreinte ionique :
111.3.5.1. Généralité

Le principe de polymére a empreinte ionique IIP est inspiré par celle moléculaire MIP.
Le mécanisme de reconnaissance entre la molécule cible et le matériau & empreinte
moléculaire est inspiré de leur tour du mécanisme de reconnaissance (antigéne _ anticorps),
connu dans le domaine de I’immunologie. L’idée est originaire de Breinl et Haurowitz 1930
[126]. Le premier scientifique ayant traduit ’idée de I’'immunologie a la chimie est Polyakov,
qui étudiait en 1931 les gels de silice pour la reconnaissance du benzéne, et plus tard utilisait
le benzéne, le xyléne et le toluene comme molécules empreintes [127]. Les premiers 1P ont
été décrits par Nishide et al. en 1976 [128]. Néanmoins, leur développement réel est plus
récent, une augmentation considérable du nombre de publications traitant des IIP peut étre
observée sur les 10 derniéres années [129, 130]. Les MIP interagissent généralement avec les
molécules cibles via des monomeéres fonctionnels par des liaisons hydrogéne ou des
interactions de Van der Waals, alors que, lorsqu'il s'agit de IIP, il est recouru a la chimie de
coordination. Ou, la préparation de I'IIP nécessite généralement un ligand pour former un
complexe avec I'ion métallique pour produire apres la lixiviation du métal, des sites de liaison
sélectifs ainsi disposés quant a faire correspondre la charge, le nombre de coordination, la

géométrie de coordination et la taille du cation cible.

111.3.5.2. Différentes approches pour I'élaboration de I'l 1P

Selon l'inclusion de ligand dans la matrice polymere, la synthese des polymeéres a empreinte

d'ions metalliques peut étre grossierement classee dans quatre approches (Figure 1.6) a savoir :

a) Polymeéres a chaine linéaire : Ce mode opératoire est principalement utilisé, en ce qui
concerne les cations, avec des polymeéres linéaires naturels: la cellulose et le chitosane. Dans
un tel cas, aucune polymérisation radicalaire n'est effectuée car les réactions de condensation
avec I'épichlorhydrine ou le glutaraldéhyde fournissent I'étape de réticulation.

b) Immobilisation chimique : Lorsque le ligand utilisé pour induire la reconnaissance
ionique posséde un groupe fonctionnel polymérisable. par préparation de complexes binaires
d'ions métalliques avec des ligands ayant des groupes vinyle, isolement puis polymérisation

avec des monomeres matriciels;
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c) Piégeage : Cette méthode implique l'utilisation d'un ligand chélatant non vinylé et un

monomeére fonctionnel pour former un complexe binaire / ternaire avec I'ion métallique. La

polymérisation entraine la liaison chimique du monomere vinylé, tandis que le ligand non

vinylé est piégé a l'intérieur de la matrice polymere et non lié chimiquement a la matrice

polymére. Il était donc nécessaire d'évaluer qu'il était (1) correctement incorporé dans la

matrice polymere et (2) non lessivé du IIP lors de I'élimination de I’ion cible.

d) Impression de surface : effectuée sur l'interface agueux-organique;

@ ion métallique

. i

polymeére a chaine linéaire

chélatante
ligand avec groupe
vinyle
7
n ligand non
fonctionnel
N
t monomer
fonctionnel

/_@_] agent
/ de réticulation

Réticulation de polymeéres a

chaine linéaire portant des

groupes peuvent se lier aux
métaux

Piégeage de ligand non
fonctionnalisé a l'intérieur
d'un réseau polymere

Impression de surface
realisée sur interface
aqueux-organique

Immobilisation chimique de
ligands avec groupe vinyle
interagissant avec des ions
métalligues par réticulation

Figure 1.6 : Différentes approches pour I'élaboration de I'lIP [131]
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IV. Substances naturelles de potentiel chélateur

Les chercheurs sont toujours a la quéte de nouveaux matériaux encore plus sélectifs,
sensibles et performants pour les utilisés comme modificateurs des électrodes destinés a la
détection de ETM. Les biomolécules sont considérés parmi les meilleurs choix disponibles.
Au cours de cette partie nous allons mettre ’accent sur les caractéristiques des deux
biomatériaux choisis, les methodes d'extraction et les mécanismes de complexation avec les
ETM.

IV.1. Le choix de modificateur d’électrode

Le choix d'un ligand (naturel ou synthétisé) de potentiel chélateur nécessite la
connaissance parfaite de leur sélectivité et de la stabilité du complexe métal-ligand [132]. La
theorie HSAB (Hard and Soft Acids and Bases) développée par Pearson [133] permet de
prévoir affinité d’un ligand pour le métal cible. Selon cette théorie, 1'interaction entre deux
entités est assimilée a un équilibre acide-base. Les ions ou les atomes aisément polarisables
sont considérés comme mous, tandis que ceux qui possedent une densité de charge plus élevée
sont dits durs car leur nuage électronique est moins apte a se deformer. Dans le premier cas,
les liaisons formees possédent un caractere covalent contrairement au second, ou la liaison est
de type ionique. Les ions susceptibles d'étre présents dans I'eau du robinet, ainsi que certains

métaux toxiques, peuvent étre ainsi répartis en trois catégories rappelées dans le tableau 1.4.

Tableau 1.4 : classification selon la théorie HSAB des cations métalliques susceptibles d'étre contenus

dans I'eau et de quelques groupes fonctionnels [133, 134].

Acides durs Acides intermédiaires Acides mous

sn?*, AP, s¢*, Ga**, Co?*, Ni?*, Cu?*, Zn?*, Ag', Hg?*, Cd?

In®*, Cr3*, Fe?*, As®t Pb2*

Bases dures Bases intermédiaires Bases molles

H,O, OH", F, CH3CO,, CsH®>, NH?, CsHsN, N, R2S, RSH, RS, I, SCN",
PO43_, SO42_, C|_, Br-, NO;, 3032_, N> 82032_, RsP, CN-, CO,
C032_,N03_, ROH, C2H4, CeHe, H_, R

RO, R20,

NHs, RNH2z, N2H4
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L'affinité d'un ion métallique pour un atome donneur peut ainsi &tre prévue puisqu'un métal
mou se lie préférentiellement a des ligands mous (groupes thiol ou thiolate par exemple). 1l en
va de méme pour les partenaires durs (amines, groupements 0Xygénes...).

Dans cette optique, le chitosane avec ses groupes amines et les polyphénols des plantes riches
en groupes hydroxyles sont classés parmi les meilleurs candidats pour I'utilisation comme des

adsorbants ou pour I’activation des électrodes destinés a la détection des ions métalliques.

1VV.2. Chitosane :

Le chitosane est un polysaccharide dérivé de la chitine, le polymére le plus abondant sur
la planete avec la cellulose [135], et qui a une fonction similaire a celle du collagene chez les
animaux supérieurs et de la cellulose chez les plantes. Les plantes produisent de la cellulose
dans leurs parois cellulaires tandis que les invertébrés (insectes, crustacés, céphalopodes)
produisent de la chitine dans leurs coquilles La chitine est principalement présente dans le
regne animal, notamment chez les invertébrés, de facon plus subsidiaire dans le regne vegétal
(parois cellulaires de certaines algues) ainsi que dans certains champignons (levure,
penicillium, champignons de Paris) [136] (Tabeau 1.6). Elle s’y trouve sous forme de
microfibres cristallins formant des composants structurels ou des parties rigides. Elle y est
associée essentiellement a du carbonate de calcium, des protéines, des pigments et des lipides.
La biosphére contient ainsi 10 Gt de chitine [136]. Pour la production industrielle, la chitine
est principalement extraite de la carapace des crustacés (crabes, crevettes, homards) qui sont,
en fait des déchets de I’industrie agro-alimentaire. Cela représente une dizaine de milliers de

tonnes de chitine récoltées par an dans le monde [137].

Tableau 1.5: Sources de la chitine et du chitosane [138].

Animaux de mer Insects Microorganisms
Crustacés Scorpions Les algues vertes
Coelenterata Brachiopodes Levure (type b)
Annelida Les cafards Champignons (parois cellulaires)
Mollusque Les araignées Mycélie pénicillienne
Homard Coléopteres Algues brunes
Crevette Fourmis Chytridiacees
Crabe Ascomydes
Les spores

Page 31




Chapitre 1: Métaux lourds : problématique sanitaire/environnementale et
moyens de détection

IV.2.1. Isolement de la chitine et extraction de chitosane

De nombreuses méthodes ont été développées afin de préparer la chitine a partir des
exosquelettes. Ces méthodes consistent généralement a éliminer les protéines
(déprotéinisation), séparer les carbonates de calcium et les phosphates de calcium
(déminéralisation), enlever les pigments (blanchiment) lorsqu'une chitine décolorée est
souhaitée et finalement supprimer les groupements d’acétamides (désacétylation) [139]. La

(Figure 1.7) peut expliquer en bref la méthode standard d’isolement de chitosane.

Carapaces de crustacés et de mollusques

Collecte - entreposage

brovage
r
. ] . NaOH
Etape 1: extraction de protéines —
ringage
. ... ) . HC1
Etape 2: déminéralisation —

oxydant
—

Etape 3: décoloration

rincage
séchage
r

Chitine |

NaOH
R

Etape 4: désacétylation

ringage - séchage
brovage
r

Chitosane

Figure 1.7: Procédé de la fabrication de chitine et chitosane [140].

Les deux premieres étapes peuvent également étre conduites dans un ordre inverse, c'est-a-
dire une déminéralisation, suivie d'une déprotéinisation. Cependant, si la récupération des
protéines est un objectif recherché, son extraction avant la déminéralisation est préférable afin
de maximiser le rendement et la qualité des protéines. Entre chaque étape et I’autre, le produit

est rincé abondamment a 1’eau déminéralisée.
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1V.2.1.1. Déminéralisation

Le carbonate de calcium constitue le principal composant inorganique de la carapace.
Pour éliminer les carbonates de calcium sans faire hydrolyser de la chitine, un acide dilué doit
étre utilisé seulement [139]. L’optimisation des conditions de déminéralisation est liée a la
quantité¢ de carbonate de calcium présente. Par exemple, lorsque I’extraction s’effectue a
partir de crabes ou de homards, ([HCI]= 2M, temps = 5 a 48 h a température ambiante). Alors
que l’extraction a partir les bouquets ou les calmars exige un acide moins concentré
(HCI]= 0,6M) et une durée du traitement limitée a 2 heurs, de fagon genérale les
concentrations en HCI sont comprises entre 0,5 et 11 N et le ratio substrat/solvant entre 1:10
et 1:40. La déminéralisation dure entre 15 min et 48 h, de la température ambiante a 50 °C
[141]. La réaction avec le carbonate de sodium est achevée lorsque le dégagement de CO2

cesse. La décalcification des carapaces se produit selon la réaction suivante (1) :

CaCO3+2HCI — CaCl + CO2 + H20 Eq. 1.3

Le résidu est collecté par filtration et rincé a I’cau déminéralisée. Il est ensuite séché a I’étuve
a 65 °C pendant 16 heures. Une telle décalcification de la chitine permet d’obtenir un produit
final avec un pourcentage de matieres minérales compris entre 0,6 et 0,7 %. Si 1’étape de
déminéralisation n’était pas réalisée, le chitosane renfermerait entre 31 et 34 % de matieres

minérales [142].

1V.2.1.2. Déprotéinisation

A D’état naturel, la chitine se présente en association avec les protéines (chitinoprotéine).
Ceci implique des conditions drastiques pour les séparer. Un traitement basique permet
d’¢éliminer les protéines par solubilisation. Les réactifs employés pour cette étape sont des
bases fortes comme I’hydroxyde de potassium et de sodium. Le plus courant, pour des raisons
économiques et techniques, est I’hydroxyde de sodium (NaOH). Les concentrations utilisées
sont comprises entre 0,3 et 2,5 M suivant le ratio substrat/solvant qui peut varier entre 1:10 et
1:40. La température est comprise entre 50 et 110 °C et la durée peut varier d’un heur a plus
de 24 h [142, 143]. L’augmentation de la concentration, de la durée et de la température de
réaction, améliorent la déprotéinisation. Cependant, les conditions drastiques de la
déprotéinisation modifient la structure native de la chitine (perte de poids moléculaire ou
I’oxydation des extrémités réductrice). Par consequent, le choix du couple temps-température

est dicté par les caractéristiques de la chitine a obtenir [144].
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1V.2.1.3. Blanchiment

Cette étape est optionnelle, sauf, dans les cas de certaines applications industrielles
exigent une chitine décolorée [144]. Cependant, il est trés difficile d’obtenir un produit pur a
cause des fortes interactions entre la chitine, les pigments et les protéines. Le blanchiment est
souvent réalisé par un traitement avec des agents oxydants (KMnOas, NazHSO3, Na»S;04 ou
H203>), ce qui implique le risque de dépolymérisation et/ou d’oxydation des unités situées aux
extrémités de la chaine polymérique [142].Généralement, ’agent de blanchiment employé est
le peroxyde d’hydrogene (H202), dont la concentration est comprise entre 0,1 et 33 %, il peut
également étre mélangé avec du HCI. La durée du traitement est souvent trés courte, de
I’ordre de quelques minutes [145].
1V.2.1.4. Déacétylation

La désacétylation consiste en I’hydrolyse des groupements acétyles de la chitine suivant
la réaction 1.4. La substitution des groupements acetyles peut entrainer une réduction
excessive de longueur de chaine du polymere. La désacétylation est généralement effectuee
par le traitement avec I'nydroxyde de sodium (NaOH) ou de potassium (KOH) tres concentré
(40-50 %) a une température > 100 °C, pendant au moins 30 minutes pour enlever certains ou

tous les groupements acétyles de la chitine [142].

R-NH-CO-CHs +NaOH — R-NH2 + CH3COONa Eq. 1.4

Chitine Chitosane

IV.2.2. Structure

Le chitosane est un aminopolysaccharide d’origine biologique. Il s’agit d’un copolymere
linéaire composé d’unités monomériques de D-glucosamine (ou 2-amino-2-désoxy-D-
glucopyranose) et de N-acétyl-D-glucosamine (ou 2-acétamido-2-désoxy-D-glucopyranose).
Ces unités monomeres sont reliées entre elles par des liaisons glycosidiques B-(1—4). Bien
que naturel, il est généralement préparé a partir de la chitine correspondant a un polymere
constitué d’unités de N-acétyl-D-glucosamine [145]. La chitine, a 1’état naturel, est elle-méme
désacétylée a 5 ou 15 % [146].

Page 34



Chapitre 1: Métaux lourds : problématique sanitaire/environnementale et
moyens de détection

4 [
o 5 2(_}
HO—S 1
0% ~CH
(a)
Oz ~CH3
OH 777 oH
4 6 NH 2
O 2—-0 HO o/é’/‘&,Ho N2
HO o <4  HO O i
3 NH,1 o NH- o
OH OH n

Figure 1.8 : structure chimique de la chitine (a), du chitosane (b) [147]

IV.2.3. Propriétés physico-chimiques du chitosane
1V.2.3.1. Degré d’acétylation

Le traitement alcalin de la chitine conduit généralement a une désacétylation partielle. 1l
est alors nécessaire d'introduire la notion de degré d'acétylation (DA), qui correspond a la

fraction molaire d'unités N-acetyl-D-glucosamine (GIcNAC) sur I'ensemble des motifs.

) __ nombre de moles de motifs GIcNAc

DA(%

Eq. 1.5

nombre total de moles de motifs

Il est a noter que certains auteurs préferent l'utilisation du degré de désacétylation (DD)
[147,148], simplement relié au DA par la relation DD = 1 - DA. Le degré de désacétylation
(DD) du chitosane est extrémement important car il influence les propriétés des chaines
macromoléculaires des polymeres et leur comportement en solution [149]. La limite de DA
entre chitine et chitosane varie selon les auteurs. On parle de chitosane lorsque le DA< 50% et
de chitine lorsque le DA> 50% [150]. Généralement, on distingue la chitine du chitosane a
partir de leurs propriétés de solubilité. La chitine (DA> 50%) est insoluble en milieux aqueux
et dans les solvants organiques courants. Tandis que le chitosane (DA < 50 %) est fortement
soluble dans les acides dilués [151].
1V.2.3.2. Masse moléculaire

Les chitosanes obtenus industriellement ont une masse moléculaire (MM) de l'ordre de

100-500 kDa. La détermination de la MM peut se faire par des mesures viscosimétriques
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ou par chromatographie d'exclusion stérique (SEC) couplée a différentes techniques de
détection (MALLS) (réfractométrie, microviscosimétrie, diffusion statique de la lumiére
multi-angle...) [152]. La détermination de la masse moléculaire moyenne par méthode
viscosimétrique est consiste a déterminer la viscosité intrinséque de la solution diluée de
polymére qui est liée a sa masse molaire moyenne viscosimétrique par 1’équation de Mark-

Houwink-Sakurada [153]:
] =k M/ Eq. 1.6

M, est la masse molaire moyenne viscosimétrique du polymere, k et a sont les coefficients de
Mark Houwink- Sakurada. Selon plusieurs auteurs, le chitosane est parfaitement soluble dans
des acides dilués tel que I’acide acétique, I’acide formique, I’acide lactique, 1’acide citrique et
I’acide chlorhydrique. Et pour déterminer sa masse viscosimétrique, les constantes reliées a
I’équation de Mark-Houwink décrivant le systéme polymeére-solvant-température, sont

regroupées dans le tableau suivant :

Tableau 1.6: les constantes reliées a l’équation de Mark-Houwink dans littérature.

Solvant K x10° (dL/g) | a pH Température | Masse M(KDa) | Réf
0.02M HACc/0.1M 559.0 0.58 |45 20 +0,1°C 15-310 [154]
NaAc/0.1M NaCl

0.5M HACc/0.5M 199.0 0.59 | 4.7 25 +0,1°C 115-1590 [155]
NaAc

0.3M HACc/0.2M 76.0 0.76 | 4.6 25+0,5°C 100-600 [152]
NaAc

0.25M HAc/0.25M | 15.7 0.79 | 4.7 25 +0,1°C 35-2220 [156]
NaAc

0.2M HACc/0.1M 16.8 081 |44 30+ 0,1°C 194-937 [157]
NaAc

2% HACc/0.2M 13.8 0.85 |45 25+ 0,1°C 61-150 [158]
NaAc

0.33M HAc/0.3M 3.41 1.02 | 4.7 21+ 0,1°C 13-193 [159]
NaCl

1% H Ac 4.74 0.72 | 2.8 30+ 0,1°C 205-657 [160]
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1V.2.3.3. Viscosité

La viscosité d’un polymeére en solution varie en fonction de sa concentration, et elle
peut étre déterminée, par la mesure du temps d’écoulement de la solution de polymere a
concentration C dans un tube capillaire de type Ubbelohde. D’aprés la loi de poiseuille, le
temps d’écoulement t d’une solution dans un tube capillaire est directement proportionnel a sa

viscosité 1 selon 1’équation suivante :
8yl pav
" npgR*Y n

Eq. 1.7

Avec :

L : longueur du capillaire Ubbelohde (mm ou cm), R : rayon du capillaire Ubbelohde (mm),
V : volume de la solution (ml), Ap : différence de pression hydrostatique entre les extrémités
du capillaire, n: viscosité intrinseque.

La concentration étant exprimée en g/dl, la viscosité intrinséque [n] est exprimée en dl/g. Le
tracé des valeurs nsp/C en fonction de C permet de déterminer la viscosité intrinseque [n], qui
coincide avec I’ordonnée a I’origine. Les termes liés aux mesures de viscosité sont regroupés
dans le tableau suivant:

Tableau 1.7 : Les termes liés aux mesures de viscosité

Viscosité Relative | Spécifique Réduite Inhérente Intrinseque
t _t=to _ n In _ (s
— = =5 —1 _ ‘sp n [n]= =Sp
}/l = rlsp to rlr }Z a — }’l = L ( Cc ) =
Expression |~ to O B =0

(lnzzr>
“\C
Cc-0

t : temps d’écoulement de polymére en solution.
to : temps d’écoulement du solvant sans polymére.

1V.2.3.4. Solubilité

Le chitosane est I'un des rares polyélectrolytes naturels cationiques et il est une base faible

présentant un pKa voisin de 6,3. Il se dissout en milieu acide par protonation des fonctions

amine présentes sur la macromolécule [161], suivant I'équilibre 1.5 :

Ka=

R-NHs*+ H,O < R-NH;+ H30"

_[-NH2] x [H30+]

[~NH3+]

Eq. 1.8
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En dessous de ce pKa, les groupements amines sont protonés et font du chitosane un
polyélectrolyte cationique, soluble dans I’eau acidifiée. Au dessus du pKa, les groupements
amines sont déprotonés et le chitosane est insoluble dans 1’eau. Le pKa du chitosane dépend
du degré de neutralisation des groupes NHsz" et du DD. Le pKa augmente quand le DD
diminue [162]. Sorlier et coll. ont trouvé que le pKa augmente de 6,4 a 7,2 en fonction du
degré d’acétylation; pour un chitosane faiblement acétylé le pKa est voisin de 6,4 [163].
En général, la solubilité du chitosane dépend de la valeur de DD (considérée comme parfaite
si DD >75%) , de la force ionique, du pH, de la nature de l'acide utilisé et de la distribution
des groupes acétyles le long de la chaine macromoléculaire [163]. De plus, la solubilité du
chitosane augmente lorsque la masse molaire diminue [164]. L'acide le plus utilisé pour
préparer une solution de chitosane est I'acide acétique dilué (0,1-1 %).
1V.2.3.5. Formation de films

Le chitosane est un polymere film-fiable. La filmification peut intervenir de deux fagons.
D’une part, des liaisons hydrogene (liaisons H) peuvent s’établir entre les chaines de
chitosane notamment entre les groupements hydroxyles et I’oxygeéne des groupements
acetamides [165,166]. Cette propriété est largement utilisée pour faire des films comestibles
en agroalimentaire et des membranes [163, 167]. D’autre part, la filmification peut s’établir
gréce a des interactions ioniques entre les chaines et leurs contre-ions lorsque le chitosane est
sous sa forme polyélectrolyte. Cette seconde possibilité est utilisée dans le cas de la formation
de film par le procédé LbL (layer-by-layer) ou des couches de chitosane polycationique et de
polymeres anioniques (héparine, chitosane modifié, poly (sulfonate de styrene), polyphénol,
soie ...) sont alternées [168]. Les films ainsi préparés ont des épaisseurs variables suivant le
nombre de couches déposées entre 20 nm et 1000 nm. Grace a ce caractére les chitosane est

souvent utilisé pour fixer différent ligands sur les surfaces des électrodes solides [169].

1VV.2.3.5. Réactivité

La présence de nombreux groupes hydroxyle confere au ce polymeére un caractére
hydrophile intéressant qui sera trés utile pour des propriétés d’adsorption dans des solutions
aqueuses et pour quelques réactions catalytiques [170]. Cependant, le groupe réactif le plus
important pour la conception de catalyseurs supportés est le groupe amine porté par le
chitosane. Ces groupes amine sont tres réactifs pour la fixation des métaux et leur action peut

passer par différents mécanismes. En général, en milieu acide, la plus part des groupes aminés
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sont protonés, ce caractere cationique est a I’origine de la fixation de différents anions tels que

les colorants anioniques et les complexes d’anions métalliques [171, 172].

IV.2.4. Mécanismes d’adsorption des ions métalliques par chitosane

La capacité de chitosane a former des complexes avec des ions métalliques a suscité
I’intérét des chercheurs [171]. Plusieurs mécanismes de complexation sont proposés.
L’interaction des ions métalliques avec le chitosane est loin d’étre complétement expliquer du
fait de la grande variabilité des conditions opératoires entre les différentes recherches,
cependant, elle peut impliquer deux mécanismes différents : la chélation et I'échange ionique
selon la composition de la solution, le type des ions métalliques et le pH [173]. Les groupes
amines sont les groupes réactifs principaux pour les ions métalliques bien que les groupes
hydroxyles, particulierement en position C(3), peuvent contribuer a la complexation. La
Figure 1.9 montre l'adsorption de cation métallique M?* sur le chitosane. Plusieurs situations

pour la chélation intermoléculaire peuvent étre considérées:

—OH

Form1

Figure 1.9 : complexation intermoléculaire suivant les formes : 1, 2, 3.

- Forme 1 : le métal est attaché a deux groupes NH: de deux chaines différentes de chitosane.
- Forme 2 : le métal est attaché a un groupe NH2 et a 'oxygene de carbone 6 (O 6) d’une
autre chaine de chitosane.

- Forme 3 : le métal est li¢ a deux atomes d’oxygéne de carbone 3 (O 3).
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La structure moléculaire du chitosane présente beaucoup de groupes amines (NH2) et groupes
hydroxyles (OH) sur sa chaine moléculaire. Ces groupes contiennent des paires électroniques
simples. Les groupes (NH2, OH) peuvent offrir ses paires d'électrons pour la case (d) vide des
ions métalliques, et ainsi on aura un composé complexe stable (N-M-O) par chélation [172].
Adlim et al. [174] ont dénombré dans une courte révision, plus de dix travaux entre 2011 et

2015 sur la détection du mercure dans 1’eau par des électrodes modifiées a base de chitosane.

IV.3. Les polyphénols de Myrte
IV.3.1. Définition des polyphénols

Les composés phénoliques, communément dénommés polyphenols, sont les métabolites
secondaires les plus abondants des plantes supérieures, distribués largement dans le régne
vegétal. On les trouve depuis les racines jusqu’aux fruits. Leurs fonctions ne sont pas
strictement indispensables a la vie du végétal, cependant ces substances jouent un réle majeur
dans les interactions de la plante avec son environnement. Le terme « phénol » englobe
approximativement 8000 composés naturels identifies [175]. L’¢lément structural
fondamental qui les caractérise est la présence d’au moins un noyau phénolique a 6 carbones
(Fig. 1.10), auquel est directement lié au moins un groupe hydroxyle (OH) libre ou engagé
dans une autre fonction : éther, ester ou hétéroside [176]. Un polyphénol possede plusieurs
cycles aromatiques avec un ou plusieurs groupes hydroxyles allant de molécules phénoliques
simples de 500 Dalton a des composés fortement polymérisés avec des poids moléculaires de
plus de 30 000 Dalton [177].

OH

Figure 1.10: Structure du noyau phénol

IV.3.2. Classification des polyphénols
Les polyphénols naturels vont de molécules simples, comme les acides phénoliques et

les flavonoides a des composés hautement polymérisés comme les tanins :

Page 40



Chapitre 1: Métaux lourds : problématique sanitaire/environnementale et
moyens de détection

1V.3.2.1. Polyphénols simples (figure 1.11)

POLYPHENOLS
R B

i
Phenolic acids Flavonoids ‘ Non-Flavonoids |
‘ ‘l Stilbenes Lignans

resveratrol secoisolariciresinol

Hydrobenzoic acids || Hydroxycinnamic acids

gallic acid cumaric acid H
HO
4 * oM
O eg
" Wit OH Anthoeyanins Anthoxantins
OH
cyanidin
"
H
H
® & L . i 2

Flavonols Flavones Flavanols Isoflavones Flavanones
quercetin apigenin catechin daidzein naringenin

O
oM

™
;ex_r.-f-'l'l H HO |.-fmw 0. A W
:csf‘-,l,.- m\i,-qi/n\ o ) 0 I‘-';r\r""‘p‘ﬁ-t. w
WO, ~_ 0O iy, J
b e il L . I
It El:dl o mﬂ'l
¥ TA-M OH [
CH O

Figure 1.11: classification des polyphénols simples [178]

1V.3.2.2. Polyphénols complexes (tanins) [179]
A coté des réactions classiques des phénols, les tanins présentent la propriété de précipiter

les alcaloides, la gélatine et d’autres protéines. Sur le plan structural, les tanins sont divisés en

deux groupes :
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a) Les proanthocyanidines (tanins condensés) : sont des flavonoides polymeéres
constitués d’unités flavane (Figure 1.12.a) reliées par des liaisons entre les carbones C4 et C8
ou C4 et C6.

b) Les tanins hydrolysables: sont des dérivés de l'acide gallique (acide 3,4,5
trihnydroxylbenzoique) (Figure 1.12.b). Ces substances sont facilement hydrolysables par voie
chimique ou enzymatique (tannase). L'acide gallique est estérifié en un polyol de base et les
groupes galloyle peuvent étre encore estérifiés ou réticulés par oxydation pour donner des

tanins hydrolysables plus complexes.

OH
HO
(a) /L ~_OH o i (b)
HO | T o O
S /O\ ~ OH O O
. - 0
U’\ 1 | oH OH
“\C\)gf ]/ " OH (’ A 0 OH OH
HO s~ O HO
T S
\\‘I;// ~_ i Rj OH OH
OH Ro

Figure 1.12: Structure chimique (a) d 'un tanin condensé (proanthocyanidine) et (b) d 'un gallotanin
(1,2,3-tri-O-galloyl-$-D-glucose) [180].

IV.3.3. Myrtus communis L.

IV.3.3.1. Description botanique, écologie et localisation

Le myrte (Myrtus communis L.) est un arbuste a feuilles persistantes appartenant a la famille
des myrtacées. Il est répandu spontanément dans toute la région méditerranéenne et a été
utilisé a des fins meédicinales, alimentaires et épices [181]. Le myrte est un arbuste
sempervirent de 1 a 3 métres de haut, a tiges trés ramifiées, dés la base. Ses buissons touffus
et aromatiques portent des feuilles ovales lancéolées, luisantes, coriaces, opposées, par deux
ou quelquefois par trois. Fleurs blanches odorantes solitaires a l'aisselle des feuilles, axillaires.
Périanthe a cing sépales et cing pétales; nombreuses étamines et un stylé saillant ; baies
ovoides de couleur bleu-noir, couronnées par le calice [182]. Le myrte commun pousse au
niveau de la mer a 500-800 m daltitude [183], il se développe au sein des matorrals
thermophiles. En Algérie, 1’espéce Myrtus communis L. est présente au Tell, sur les pentes des

collines et sur les zones cotieres, parfois dans des zones reculées.
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L'espece du désert, Myrtus nivellei L. se trouve couramment dans le Hoggar et le Tassili. Ses

feuilles sont tres appréciées par les Touaregs en tant que médicament a base de plantes [184].

Figure 1.13 : Feuilles et fruits de myrte

IV.3. 3.2. Position systématique
Le myrte commun appartient a la famille des myrtacées. Cette derniére doit son nom au
genre Myrtus, elle regroupe environ 131 genres et 4620 espéces. Grété, (1965) a proposé la

Taxonomie suivante pour le Myrtus communis [185] :

Regne : Plantae Embranchement : Spermaphytae

Classe : Dicotylédonae Ordre : Myrtales

Famille : Mytaceae Genre :  Myrtus

Espéce : communis L. Variétes : M. communis var. italica L.

M. communis var. baetica L

M. communis var. lusitanica L.

IV.3.3.3. Extraction et compositions chimiques des polyphénols des feuilles de myrte

Les composés des feuilles de myrte ont été étudiés au cours des dernieres décennies en
se concentrant principalement sur [l'extraction conventionnelle par solvant. Diverses
techniques d'extraction efficaces et avancées sont développées. Le rendement et la
composition des extraits dépend de la source, du type de solvant, de la durée d'extraction, de
la température, du rapport solides / liquides et de la préparation de I'échantillon,
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qui est couramment broyé et utilisé a I'état frais, congelé ou séché. La procédure d'extraction
doit étre optimisée au cas par cas. Les techniques employées dans I'extraction des molécules
bioactives de feuilles de myrte peuvent étre classées en deux catégories; (i) techniques
conventionnelles se résument en extraction par macération et soxhlet, et des techniques
avancées dites vertes :

a) Macération : La macération est le choix le plus fréquent des chercheurs vu la
simplicit¢ de la mise d’un systéme d’extraction par macération. L’inconvénient de la
macération est la longue durée d’extraction réduite toutefois par agitation. Roumani a publié
le premier rapport de l'existence de dérivés de galloyliques, de la catéchine et de la gallo-
catéchine dans les feuilles de Myrtus communis L. en suivant la macération pour I'extraction
et L'HPLC pour la caractérisation [186]

b) Extraction par soxhlet : Ce procéde consiste a chauffer une solution a ébullition puis
a renvoyer les vapeurs condensées dans un ballon. Dans une comparaison de l'impact de
différentes méthodes d'extraction sur les activités antioxydantes du myrte (Myrtus communis
L.), Mozdastan et al. ont trouvé que le rendement d'extraction, la quantité de phénoliques et
de flavonoides totaux, l'activité de piégeage des radicaux et l'activité chélatrice les plus élevés
ont éte atteint avec extraction assistée par soxhlet [187].

c) Extraction assistée par ultrasons (UAE) : Les expériences d’extraction assistée par
ultrasons consistent a traiter sous ultrasons un solide, sec ou humide, en contact avec un
solvant. Le phénomene des ultrasons consiste a créer des bulles de cavitation dans le solvant
permettant de dénaturer la paroi de la cellule végeétale. Les ultrasons permettent d’accélérer
I’extraction et de réduire le ratio solvant/soluté ce qui conduit a un meilleur rendement
d'extraction des composes bioactifs. L'extraction assistée par ultrasons s'est avérée étre une
technique assez efficace pour extraire une large gamme de polyphénols a partir d'une matrice
de feuilles et de baies de myrte [188, 189]. Les principaux composés trouves dans les feuilles
étaient la myricétine-galactoside-gallate, la quercétine-galac-toside-gallate et la myricétine
[190].

d) Extraction assistée par micro-ondes (MAE) : Avec une gamme de fréquences de 0,3
a 300 GHz, Les ondes éelectromagnétiques non ionisantes appelés « les micro-ondes » sont
capables de pénétrer dans les biomatériaux et de générer de la chaleur en interagissant avec
les molécules polaires comme l'eau. L’interaction entre les micro-ondes et les molécules
polaires conduit a un surchauffage interne et une perturbation de la structure cellulaire

facilitant la diffusion du composeé bioactif a partir de la matrice végétale [191, 192].
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Suivant une étude réalisée par Dahmoune et al., ils ont constaté que le temps d'extraction des
composés phénoliques des feuilles de M. communis a l'aide de micro-ondes (MAE) était
environ 14 et 15 fois inférieur a celui d’extraction par ultrasons (UAE) et de la méthode

d'extraction traditionnelle, respectivement [193].

IV.3.3.4. Compositions chimiques

En plus des métabolites primaires, des minéraux et de la matiere azotée, le myrtus
communus contient des métabolites secondaires, dont on peut citer les huiles essentielles et
les composeés phénoliques [187]. Les feuilles et les fruits sont riches en tannins, flavonoides et
anthocyanidines [190]. Selon Dahmoune et al. Les extraits de myrte par micro-ondes
contiennent (32.65 = 0.01 mg/g) des tanins, (5.02+0.05 mg QE/g) des flavonoids totales et
(38.20 £1.08 ug GAE/mL) d’activitie antioxidante [193].

1V.3.3.5. Chelation des ions métalliques

Le pouvoir chélateur de polyphénoles peut constater par le rdle important de ces
molécules bioactives au niveau du corps humain. Les polyphénols contribuent a I’inhibition
de la formation des radicaux libres par la chélation de métaux de transition tels que le fer

(Fe?*) et le cuivre (Cu*), (AlI'?) .... qui peuvent étre responsables de la production du radical

OH’ par la réduction de H20> lors de la réaction de Fenton [194, 195] :

H,0, + Fe?* (Cut) — OH’ + OH + Fe** (Cu?) Eq. 1.9

En outre, I’autoxydation des ions Fe?" et Cu* est une source de O2" et de H.0. Ainsi,
complexer les ions du fer et du cuivre sous une forme qui bloque leur activité redox est un
mécanisme d’action antioxydante. Les polyphénols abondants dans 1’alimentation séquestrent
ces ions metalliques au niveau de différents sites. Selon leur structure, les polyphénols peuvent
présenter des « pinces » capables de chélater ces métaux.

A T’échelle d’environnement, ces substances naturelles ont fait l'objet de plusieurs travaux
scientifiques dans le domaine du traitement des eaux, par développement des nouveaux
adsorbants a base de polyphénols pour I'élimination des métaux lourds [196, 197]. Bouraoui,
Khdimallah et Zazoua Ont utilisé des tanins extraits de la peau de Punica granatum. L
(grenade) et de I'écorce de Quercusmacrolepis (gland) respectivevent, comme des
modifcateurs des electrodes en or pour détecter des métaux lourds dans des milieux aqueuses.
Les auteurs ont justifié le choix de ces ionophores par la capacité des tanins a former des

complexes avec les métaux lourds [198, 199, 200].
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Figure 1.14 : les sites proposés pour la chélation des ions métalliques (Mn+) (a) Les
flavonoides [201], (b) Le mécanisme de réaction Tanins / Cu2 +: (bl) échange d’ion groupe
Cathecol Cu+2, (b2) échange d’ion groupe Pyrogallol Cu+2. [198]

IV.3.3.6. Teste de la capacité de chélation du fer ferreux

Plusieurs auteurs ont proposé des méthodes pour estimer la capacité chélatrice des
extraits des plantes [202, 203]. Le principe de touts ces méthode est basée sur I'inhibition de la
formation du complexe Fe(ll)-Ferrosine apres le traitement des échantillons avec les ions
Fe?*. L'activité chélatrice est caractérisée par la concentration effectrice (IC50) définie comme
la concentration de I'échantillon qui produit 50% d'effet chélateur ainsi exprimée en mg
d'équivalent 'EDTA/g d'extrait.
Pour évaluer le pouvoir chélateur d'un extrait donné, le composé stabilisant le plus utilisé est
la ferrozine. En effet, la ferrozine forme avec le fer libre, présent dans un milieu réactionnel,
un complexe ferrozine-Fe*? de couleur violette intense. La quantification de ce complexe par
spectrophotométrie a 562 nm dans un milieu de concentration connue en fer, renseigne sur la
quantité de fer non chélaté et donc sur la capacité de I’extrait a chélater cet élément. Plus la
coloration de la solution contenant l'extrait testé est claire, plus le pouvoir chélateur est

important.
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V. Méthodes de caractérisation électroanalytique

Les techniques électroanalytiques sont les outils utilisés en chimie électroanalytique pour
identifier et quantifier l'analyte en se basant sur les signaux générés par les processus
d'oxydation / réduction, d'adsorption / désorption et d'incorporation / exclusion ; réalisés sur
I'interface électrode-solution.

V.1. Techniques voltamétriques :

La voltamétrie est le groupe de techniques électroanalytiques le plus largement utilisé. La
voltampérométrie implique la mesure du courant (1) circulant sur une électrode en fonction du
potentiel (E) et du temps (t). Par conséquent, la voltamétrie peut étre considérée comme une
fonction de E, | et de temps (t) [204]. Un graphique de | en fonction de E est appelé
voltamogramme. Les techniques utilisées en voltampérométrie se distinguent les unes des
autres par la fonction du potentiel appliqué a I'électrode de travail pour conduire la réaction

électrochimique [205]. Les techniques voltampérométriques sont les suivants:

Voltampérométrie a balayage linéaire (LSV), voltampérométrie a onde carrée (SWV),
voltampérométrie a redissolution anodique (ASV), voltampérométrie a redissolution
cathodique (CSV), voltampérométrie a impulsion normale (NPV), Voltampérométrie a
impulsions différentielle (DPV), voltampérométrie cyclique a balayage rapide (FSCV),
voltampérométrie cyclique (CV). Nous présenterons ici les rapports théoriques nécessaires a
la compréhension de différentes techniques voltamétriques utilisées dans ce travail :

V.1.1. Voltamétrie par impulsions (pulse voltammetry)

Les techniques voltampérométriques a impulsions ont été développées par Barker et
Jenkin dans les années 1950 [206]. L'application d'une impulsion a une électrode maximise le
flux en réduisant I'épaisseur de la couche de diffusion [207]. Cela entraine une augmentation
de la sensibilité. Il existe différentes techniques d'impulsion. Les techniques appliquées dans
ce travail sont :

V.1.1.1. Voltamétrie a impulsions différentielles ( Differential Pulse Voltammetry)

La voltamétrie a impulsions différentielles (DPV) consiste en impulsions de faible
amplitude fixe superposées au potentiel linéaire. Un potentiel de rampe ou d’escalier est
appliqué a 1I’¢lectrode [208] (figure 1.15). Le courant est mesuré immédiatement avant chaque
changement de potentiel, et la différence de courant est tracée en fonction du potentiel. En
échantillonnant le courant juste avant que le potentiel ne soit modifié. Le profil en forme de

pic obtenu est appelé voltamogramme a impulsions différentielles (Fig.1.15). La DPV est 10 a
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100 fois plus sensible que le CV. Le courant de créte (Ip) est proportionnel a la concentration

de l'analyte [209]. Les systémes réversibles fournissent des pics étroits et symétriques, tandis

que les systemes irréversibles générent des pics plus larges avec une sensibilité moindre.

Technique Forme d’onde d’Excitation Forme de réponse de courent
Measurement time
E Base End potential
Interval time
<
S
Voltamétrie a — _ -
Step potential Modulation !
- - amplitude o
impulsions —_— -
différentielles
( D PV) Meagxpe\:ﬂ;nt time
E/V
=
[ ]
t/s
Voltamétrie a =
ondes carrées m ff
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t/s
E/V
Voltamétrie o .Q. &%
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Figure 1.15: Signaux d’excitation pour les techniques d’impulsions et les comportements (I-E) en

sortie.

Page 48



Chapitre 1: Métaux lourds : problématique sanitaire/environnementale et
moyens de détection

V.1.1.2. Voltamétrie a ondes carrées (Square Wave Voltammetry)

La voltamétrie a onde carrée (SWV) est une technique d'impulsion de grande amplitude
qui offre l'avantage d'une vitesse et d'une sensibilité élevées [208]. La forme d'onde
d'excitation composée d'une onde carrée symétrique superposée a un potentiel de base
d'escalier appliqué a I'électrode (Fig. 1.15). Le courant est échantillonné deux fois par chaque
cycle d'onde carrée, a la fin des deux demi- cycle ; I’avant (Tavant) et I’inverse (Tinverse). La
différence entre ces deux mesures (courant net, Al) est tracée en fonction du potentiel de base
d'escalier. Le profil en forme de pic obtenu est appelé voltamogramme a onde carrée (Fig.
1.15). Ip est proportionnelle a la concentration de I'analyte. Les voltamogrammes peuvent étre
enregistrés en quelques secondes, voire moins. Le taux de balayage effectif est donné par f

AE, ou fest la fréquence de I’onde carrée et AE la hauteur du potentiel d’escalier.

V.1.1.3. Voltamétrie par redissolution (stripping voltammetry)

La voltamétrie par strippage (SV) est I'une des techniques voltamétriques les plus
sensibles communément utilisées pour mesurer les traces de métaux et les molécules
organiques [208]. L'analyse par (SV) est un processus en trois étapes. La premiére étape est
celle de dép6t, dans laquelle les analytes dans la solution sont déposes ou préconcentrés sur la
surface d'électrode dans des conditions d'agitation. La seconde est I'étape d'équilibration, et la
troisieme est le strippage ; qui implique la redissolution de l'analyte prédéposé sur I'électrode

dans des conditions de repos (Fig. 1.16).

1
: Signal de redissolution Cu
Electrodéposition du métal sur du métal accumulé
la surface de I'électrode : Pb
:
1
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Figure 1.16 : Une représentation schématique de la voltamétrie de strippage anodique illustrant les

deux étapes clés: électrodéposition et redissolution (strippage)[210]
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La réaction faradiaque qui se produit pendant le strippage est mesurée a 1’aide de I'une des
techniques par impulsion telles que DPV ou SWV. Les voltamogrammes de strippage sont en
forme de pic (Fig. 1.15).

V.1.2. Voltamétrie cyclique (cycle voltammetry CV)

Le (CV) est la technique électroanalytique la plus polyvalente et la plus utilisée pour la
caractérisation des espéces électroactives. Habituellement, le CV est la premiére expérience a
mener dans une étude électrochimique. La popularité du CV réside dans sa capacité a fournir
la thermodynamique et la cinétique des processus rédox sous une forme facile & obtenir et a
interpréter [211, 212]. Le CV nous permet de localiser rapidement le potentiel rédox d’une
espéce électroactive. Il a été rapporté pour la premiére fois en 1938 et décrit théoriquement
par Randles et Sevéik [213, 214]. En CV, le potentiel de contrdle appliqué sur I'électrode de
travail (ET) et I'électrode de référence (ER) s'appelle le signal d'excitation, est une forme
d'onde triangulaire (E / t) (Fig. 1.17.a) dans laquelle le potentiel de I'électrode a été balayé de
Einitiale @ Einale, 1a direction de balayage a été inversée au potentiel de commutation (Ef) a une
vitesse de balayage (v) constante. Les limites de potentiel doivent étre choisies de telle
maniére qu’a Ei, il n’existe aucune activité électrochimique et qu’a Ef, la réaction soit
contrélée par le transport de masse. Le courant mesuré au cours de ce processus est tracé en
fonction du potentiel appliqué et le résultat est appelé voltamogramme cyclique. La (Fig.1.17.
b) montre un voltamogramme cyclique typique obtenu pour un systeme électrochimique

réversible.

E
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=
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Figure 1.17: (a) Signal de potentiel d’excitation utilisé pour CV (b) Réponse typique de CV pour un

systéme électrochimiquement réversible.
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V.1.2.1. Les applications de la voltamétrie cyclique

La méthode CV a trouvé une application étendue pour I'évaluation des parametres
thermodynamiques et cinétiques. La puissance du CV résulte de sa capacité a fournir
rapidement des informations sur:
1. Mécanisme de reaction, constantes de vitesse, coefficients de transfert et coefficients de
diffusion des processus redox et cinétique des réactions de transfert d'électrons.
2. Détection des réactions chimiques couplées au processus de transfert d'électrons ou
d'adsorption et identification de la réversibilité de la réaction d'électrode.
3. Nombre délectrons impliqués dans chacun des processus redox observés.
4. Localisation rapide des potentiels redox des espéces électroactives.
5. Surface électroactive, rugosité et contamination de surface.
6. Que le processus redox soit cinétique ou contrdlé par diffusion.
7. Si le comportement redox est affecté par : une modification de la concentration de l'espece
électroactive, le systeme de solvant ou par la surface de I'électrode.

8. Identifier la présence des réactions intermédiaires et les produits formés lors de la réaction.

V.1.2.2. Modes de transport de masse en voltammeétrie

La réaction qui se produit entre la surface de I'électrode et les especes dans la solution
peut passer par une série d'étapes qui provoquent la conversion des espéces oxydees dissoutes
(O) en espéces réduites (R) en solution [204] (Fig.1.18).

Electrode Surface d’électrode . Solution
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Figure 1.18: Voie de réaction générale sur une électrode [210]
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Les vitesses individuelles de chaque processus affectent la vitesse globale de réaction.
La réaction la plus simple implique uniquement le transfert de masse du réactif vers
I'électrode, le transfert d'électrons hétérogéne des especes non adsorbées et le transfert de
masse du produit vers la solution. Trois régions distinctes sont évidentes sur le (Fig.1.18). lIs
comprennent I'électrode elle-méme, la région trés proche de la surface de I'électrode et la
solution. Il existe trois modes de transport de masse différents (Fig.1.19) :

a) Diffusion: C'est le mouvement spontané d'une espéce did au gradient de
concentration. Lorsque un analyte est €lectrolysé sur la surface d’¢lectrode de travail (ET), sa
concentration a cette surface sera abaissée et par conséquent, plus d'analyte se déplace vers
I'ET sous l'effet de la diffusion. Il s'agit le mode de transport de masse le plus courant en
voltampérométrie.

b) Migration : C'est le mouvement d'une espéce chargée en raison du gradient potentiel.
Les forces menant a la migration sont purement électrostatiques. La migration est éliminée en
ajoutant un exces d'électrolyte support de sorte que les ions d'électrolytes migrent et non
l'analyte.

c) Convection: Cest le mouvement des especes di aux forces mécaniques. La
principale force motrice de la convection est une énergie mécanique externe associée a

I'agitation, a I'écoulement de la solution, a la rotation ou a la vibration de I'électrode.
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Figure 1.19 : Modes de transport de masse en voltammétrie
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V.1.2.3. Types de transfert d"électrons
Il existe trois types différents de transfert d'électrons, a savoir réversible, irréversible et quasi-

réversible (Fig.1.21) [215]. Des expériences CV sont utilisées pour identifier ces processus.
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Figure 1.20: Voltammogrammes cycliques pour le transfert d'électrons réversible (a), quasi-réversible
(b) et irréversible (c) [210]

a) Transfert de charge réversible : On dit que la réaction est électrochimiguement
réversible, si le transfert d'électrons est rapide par rapport au processus de transport de masse
et que kO est beaucoup plus élevé que le coefficient de transport de masse (mT) [216]. Des
pics avant et arriere sont observés pour les systemes réversibles. Le courant de créte observé
en CV pour les systemes électrochimiquement réversibles est donné par I'équation de
Randles-Sev¢ik [211] :

Ip = (2.69 x 10°)n3/2AC D/?p/? Eq. .10

Ou, n est le nombre stoechiométrique d'électrons impliqués dans la réaction de I'électrode, A
est la surface active de I'électrode en cm?, D est le coefficient de diffusion de l'espece O en
cm?s?, C est la concentration de I'espéce O en mol/cm? et v est le taux de balayage dans Vs’
Les tests de diagnostic d’un voltammogramme cyclique réversible a 25°C [217] sont :

1) AEp=Epa-Epc=59/nmV, nest le nombre délectrons transférés dans une réaction

2) lIpc/lpc=1

3) Ipavt’?

4) Ep est independent de v
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b) Transfert de charge irréversible : On dit que la réaction est électrochimiquement
irréversible, si le transfert d'électrons est lent, par rapport au processus de transport de masse
et que k° est bien inférieur au coefficient de transport de masse (mT) [216]. Les systémes
irréversibles sont caractérisés par la présence d’un seul pic, d’oxydation ou de réduction. Le
courant de créte observé en CV pour les systemes électrochimiquement irréversibles est
donné par I'équation 1.11 [211] :

3
Ip = (2.99 x 10°)nzAC al/2DY/2y1/? Eq. 1.11

Ou a est le coefficient de transfert de charge et les autres notations ont leur signification
habituelle. Les principaux critéres de diagnostic pour les systemes irréversibles sont:

1) Pas de pic inverse

2) Ipa v

3) Ep se déplace de —30/an pour chaque augmentation de 10 fois en v

c) Transfert de charges quasi réversible : La réaction serait electrochimiquement
quasi-réversible si les taux de transfert d'électrons et de transport de masse sont comparables
ou compétitifs. Les valeurs de k° et mr sont comparables pour ces systémes [216]. C'est le cas
intermédiaire des systémes réversibles et irréversibles. Des pics avant et arriere sont observés
pour les systéemes quasi réversibles avec différence de potentiel de plus de 59,1/ n mV.

L’équation de Randle-Sevcik (1), pour un processus quasi réversible [210]:
Ip = (2.65 x 10°)AD/?n3/2Cy1/? Eqg. 1.12

Les notations utilisées dans I'équation 1.12 ont le sens habituel. Les tests de diagnostic d’un
voltammogramme cyclique du systéme réversible a 25°C [217] sont :

1) Ip augmente avec v'/2, mais pas toujours linéairement

2) Ipa/Ipc=1sia=05

3) AEp>>59,1/n, et augmente avec l'augmentation de v

4) Ep se déplace avec 1'augmentation de v
V.1.2.4. Cinétique du transfert d'électrons et de transport de masse

La cinétique du transfert d'électrons a l'interface peut étre analysée en utilisant 1’équation

Butler-Volmer 1.13 [218]. Elle décrit comment le courant électrique net dans une électrode
dépend du potentiel de I'électrode, étant donné que les réactions cathodiques et anodiques se

produisent a la méme électrode.
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. anFn (1 — a)nFn
Iﬂ.et - ID I:exp( ) — ( RT )] Eq |13

Ou lnet est la densité de courant nette dans la cellule électrochimique, lo est la densité de

courant d'échange (traversant le systéme au potentiel d'équilibre) et n est le surpotentiel.
D’autre part, le coefficient de transport de masse, mT est donnée par 1’équation suivante
[210] :

= [D/(RT/ Fv)]*/? Eq.l.14

Le transfert d'électrons hétérogenes est lacte central d'intérét en chimie
électroanalytique. Plusieurs méthodes ont été décrites dans la littérature pour estimer la
constante de vitesse hétérogeéne standard du transfert d'électrons (k°), I'une de ces méthodes, a
savoir la méthode Nicholson, suppose un courant controlé¢ par diffusion. Alors que 1’autre,

donneée par Laviron, suppose une adsorption a la surface de I'électrode [219].

a) Méthode de Nicholson : La constante de vitesse de transfert d'électrons hétérogene,
k°, peut étre calculée par la technique de Nicholson développée en 1965, en utilisant
I'équation 1. 15 [220] :

Y = K°[mrDn vF / (RT)]~/? Eq. I. 15

¥ est un parameétre cinétique et ses valeurs peuvent étre extraites de la courbe de travail
de Nicholson. Etant donné que l'application de cette méthode est limitée & une plage de
séparation des pics de 60 < AEp < 200 mV, Lavagnini et al. [221] ont proposé une nouvelle
approche qui peut compenser cette limitation et permet le calcul de la constante de vitesse
standard k ° quelles que soient les valeurs de (AEp x n) obtenu a partir des courbes CV. En
combinant la méthode de Nicholson et celle de Klingler-Kochi congu pour les systemes
irréversibles, une nouvelle formule a été donnée pour chaque approche; avec différentes
plages de validation. La formule 1.16 est I'équation empirique équivalente de la courbe de
travail de Nicholson et elle a été utilisée pour calculer les grandes valeurs de W, tandis que les
petites valeurs ont été calculées par I'équation I. 17. Cette derniére est la forme réorganisée de
la relation de Klingler et de Kochi [221]:

W = (—0.6288 + 0.0021X) /(1 — 0.017X) Eq. 1.16

Y = 218 [a/m]Y?exp [-(a?F /RT) n AEp] Eq. 1.17

Page 55



Chapitre 1: Métaux lourds : problématique sanitaire/environnementale et
moyens de détection

Ou X dans (EQ.1.16) indiquaient (AEp x n) exprimé en mV. Et a in (EQ.1.17) est le coefficient

de transfert pour le processus d'électrode.

b) Méthode de Laviron : Pour les processus ou le phénomeéne d'adsorption s'est avéré
avoir un effet, (une dépendance linéaire entre la réponse redox et la vitesse de balayage), les
constantes de vitesse ont été déterminées a l'aide d'une méthode développée par Laviron, qui
prend en compte l'effet de l'adsorption. Les valeurs de ks ont été calculées en utilisant
I’équation de Laviron [222] :

o(1—a)nF AEp

Log k =alog (1-a) + (1-a) loga — log (RT/nFv) — Py

Eq. 1.18

La valeur de coefficient de transfert de charge o a été déterminée a partir de la pente du
graphique Ep = f (logv), pour les processus contrdlé par adsorption [222]:

2.3RT

— [0

Epa=E"+ —oomF logo Eqg. .19
_ 0 23RT

Epc.=E = logo Eqg. 1.20

V.2. Chrono-ampérometrie

Dans les analyses ampérométriques, le potentiel de I'électrode de travail est ajusté a une
valeur constante a laquelle la réaction redox se produit et le courant est mesuré. Lorsque le
courant est représenté graphiquement en fonction du temps, il est appelé chronoampérométrie
(CA) [209]. La (CA) consiste a imposer un saut de potentiel a partir du potentiel d'équilibre
(courant nul) jusqu'a une valeur fixe, a laquelle s'effectue la réaction a I'électrode, et a mesurer
le courant en fonction du temps (Figure 1.21). Sous ces conditions, le systéme a fait une
transition d'aucune réaction a la réaction d'état stable, contr6lé par le taux de transfert de
masse d'especes électroactives vers la surface de I'électrode. Une telle transition est toujours
suivie par la variation de courant jusqu'a ce que l'état stable soit accompli, comme décrit par
I'équation de Cottrell [204].

Ip = nFACDY?m=1/2¢=1/2 Eq. 1.21

Ou: I: la densité de courant (A.cm?), n: le nombre d'électrons échangés, F: la constante de
Faraday 96500 (C/mole), D: coefficient de diffusion (cm2.s™), C: la concentration (mole.cm™)
et t: temps (S).

Le courant est fonction linéaire de t™/2, cette linéarité permet de déduire a partir la pente de la

droite le coefficient de diffusion D.
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Figure : 1.21. (a) Signal de potentiel d'excitation, (b) Courbe typique de chronoampérométrie [230]

V.3. Spectroscopie d’impédance électrochimique (EIS)

C’est une technique efficace pour déterminer les caractéristiques des ¢lectrodes
chimiquement modifiées et pour comprendre les réactions électrochimiques a I’interface
solide/liquide. L'impédance est la résistance totale complexe rencontrée lorsque le courant
circule dans un circuit composé de combinaison de résistors, d’inducteurs et de
condensateurs.

En principe, il y a deux méthodes différentes pour obtenir des spectres d'impédance: mesure
en fonction de la fréquence ou bien en fonction du temps (figure 1.22 a, b). Un potentiel

sinusoidalement variable V(w,t) avec une amplitude typiquement dans la gamme de V0 =5-50

mV est appliqué au systéme électrochimique et on mesure le courant résultant I(w,t) qui
résulte de I’excitation électrique. Des spectres d'impédance sont obtenus par des mesures
séquentielles de V(w,t) et I(w,t) pour chaque fréquence.

Elle est une généralisation de la loi d’Ohm et correspond au rapport entre le potentiel appliqué

E (t) et le courant I(t) recueilli en sortie :
Z(t)=E(t)! I(t) =Z'+izZ" Eq. 1.22

L'impédance est une valeur complexe, car le courant peut différer non seulement en termes
d'amplitude, mais il peut également montrer un déphasage ¢ par rapport a la fonction tension-
temps. Ainsi, En plus, le signal alternatif d’impédance complexe peut étre décrite soit par le
module | Z | et le déphasage ¢ ou encore par la partie réelle Zr et la partie imaginaire Z; de

I'impédance [223], qui sont d’origine résistive et capacitive respectivement :

Z(w)=ZRe(w)+jZIm(w) Eq. 1.23
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La courbe de Nyquist (Figure 1.22. ¢) comprend généralement une partie en demi-cercle se
trouvant sur l'axe suivi par une ligne droite [224]. Le demi-cercle correspond au processus de

transfert d'électrons limité et la ligne droite représente le processus de diffusion limitée.

o AL A
% Z, Z
‘/i\\ - = b = R Sy fr..lm‘“=;
| ‘\_/‘J \t ] ™ TRC
b |1Z]
I ‘ 1
/\ | Yz
R AR ® ——
] [ R.\: R'.‘-~-+:R'['T
ZR Rs'i"R:.-l'zG‘Cm.

Figure 1.22 : Schéma de signal d’entrée V(t,w) et de signal de sortie I(t,w) et qui montre le déphasage
$ (a) , schéma représentatif des coordonnées cartésiennes et polaires (b). Diagramme de Nyquist
(c)[223]

V.3.1. Circuit électrique équivalent et ses éléments:

Les transformations électrochimiques qui se produisent a linterface électrode-solution
peuvent étre modélisées en utilisant des composantes électroniques de circuits équivalents qui
correspondent a des spectres d'impédance expérimentale. Un circuit équivalent est un circuit
électrique qui a le méme spectre d'impédance que les résultats expérimentaux. Le circuit

couramment utilisé pour modeliser les phénomenes d'interface est celui de Randles (Fig.1.23).

Solution tampeon

Diffusion

Electrode | Double

couche

| ¥ | | >
. i : : Distance

— |
| |

R, : z,

Figure 1.23 : Modélisation des différentes couches d’'un capteur constitué d’une électrode conductrice

en contact avec une solution électrolytique par un circuit équivalent de Randle
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V.3.1.1. Résistance de I’électrolyte:

La résistance de 1'¢lectrolyte (Rs) dépend généralement de la concentration d’ions dans
la solution, du type d’ions, de la température et de la forme de la cellule électrochimique. Elle
est proportionnelle a la résistivité de I'électrolyte p. La résistance d’électrolyte est donnée par
I’expression suivante :

Rs = p+ Eq. 1.24
Avec | la distance entre I’électrode de travail et la contre électrode et A la surface active de
I’¢lectrode de travail.
V.3.1.2. Résistance de transfert de charge :

La résistance de transfert de charge est la résistance liée au mécanisme de transfert de

charge pour des réactions redox a I’électrode [225].
Rct= RT / nFlo Eq. 1.25

Avec R est la constante de gaz parfait, T la température, n le nombre d’électrons transférés, F
la constate de Faraday et lo la densité de courant d’échange au potentiel d’équilibre.
V.3.1.3. Capacité de la double couche :

La capacité de la double couche (Cai) résulte d'une double couche électrique qui se
forme a l'interface entre I'électrode et I'électrolyte [225]. La valeur de cette capacité dépend de
plusieurs variables comprenant la tension appliquée a I'électrode, la température, la
concentration ionique, les types d'ions, les couches d'oxyde, la rugosité de I'électrode,

I’adsorption d'impureté. L’expression de la capacité de la double couche est donnée par :

Cdl= (8Q/AV) pr, Eq. 1.26

0Q la variation de charge stockée dans une couche, 0V la variation de potentiel a travers la
double couche, T la température, P la pression et p le potentiel chimique de 1’espéce ionique.
Pour éviter le probléme de rugosité et de I'inhomogénéité, une alternative intéressante
consiste a substituer cet élément idéale par une impédance généralisée dite aussi cpe (élément
de phase constante) [226] qui traduisent la non-linéarité et la dépendance en fréquence des
impédances.

V.3.1.4. Elément de phase constante (cpe) [225]:

L'impédance d'un élément de la constante de phase (cpe) est exprimée comme suit :

Zcpe: A(I Q)] )_n Eq 1.27
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Ou, A et n sont les parametres du cpe.
La capacité double couche (Car) est genéralement modélisées avec un cpe.
V.3.1.5. Impédance de Warburg [227] :

L'impédance de Warburg est I'impédance résultant de la diffusion d'une espece a
I'électrode. Cette impédance dépend de la fréquence de la perturbation, du potentiel appliqué
et de la concentration des espéces qui diffusent. L’impédance de Warburg est donnée par :

Zw= o (1-i) @ 0% Eq. .28

Avec o le coefficient de Warburg.

V1. Conclusion

Aprés avoir examiné la dangerosité associee aux métaux lourds et leur grave impact sur la
santé ainsi que sa dispersion de plus en plus importante dans I'environnement. Il est devenu
clair I'intérét de concevoir des récepteurs capables de détecter les traces des cations
métalliques. Dans ce contexte, les électrodes chimiquement modifiées représentent une
alternative prometteuse comparativement aux methodes existantes souvent onéreuses et
complexes. La combinaison de la transduction électrochimique avec la spécificité induite par
la modification chimique permet de proposer des capteurs peu onéreux avec de bonnes
sensibilités et sélectivités. Surtout qu'il y a un grand nombre des approches possibles pour la
modification de surface ainsi que plusieurs matériaux d’électrode disponible, tout dépend
I'application voulue. Différents matériaux conducteurs peuvent étre utilisés comme électrode
(or, platine, argent, carbone, etc.), mais dans un souci d’élaboration de capteurs peu coliteux,
les électrodes de carbone se sont montrées étre un trés bon compromis propriétés/prix. Durant
ces dernieres années, les électrodes en carbone ont été largement développées car elles
possedent de nombreux avantages : intégration possible dans des systémes automatises,
fiabilité, reproductibilité, bas colt, facilité de réalisation et d'utilisation, portabilité et surtout
usage unique. L’association de méthodes d’analyse électrochimique trés sensibles telles que la
voltametrie avec ces électrodes a permis de démontrer que 1’analyse in-Situ de nombreux

analytes est ainsi possible.
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Chapitre I1: Extraction et caractérisation de chitosane et de polyphenols de myrte

I. Introduction

Ce chapitre est consacreé a la présentation des techniques et des protocoles expérimentaux
appliqués pour I’extraction de chitosane et des tanins du myrte.
L’extraction de la chitine est réalisée en trois étapes :1) déprotéinisation, 2) déminéralisation
et 3) Elimination des lipides et des pigments. La chitine peut étre convertie en chitosane par
différents procédés : enzymatique ou thermo-chimique. Dans ce travail nous avons opté pour
la désacétylation alcaline homogéne. Le produit obtenu est caractérisé par spectroscopie infra
rouge (IR). L’isolement d’¢léments actifs comme les polyphénols a partir de tissu végétal, est
une étape tres sensible aussi bien dans I’extraction que dans l'identification. La solubilité des
composés phénoliques dépend d’un part, de leur nature chimique dans la plante, qui varie de
composes simples comme acides phénoliques et flavonoides a fortement polymérisés comme
anthocyanines et tanins, et d’autre part, elle est affectée par les conditions physico-chimiques
comme la polarité du solvant utilise. Par conséquent, il est trés difficile de développer un
procéde d'extraction approprié a I'extraction de tous les composés phénoliques et avec toutes
les plantes. Notre choix est porté sur un protocole qui associe des ultrasons et de macération
pendant 24h, a fin d’optimiser le rendement d’extraction des tanins a partir les feuilles de
myrte. Avant de réaliser ce protocole, un criblage phytochimique est effectué pour
I’identification qualitative des métabolites secondaires, suivi par une estimation des

polyphénols totaux, des flavonoides et des tanins.

I1. Extraction de chitosane

I1.1. Matériaux utilisé
> Les carapaces des crevettes de types Parapenaeus longirostris récupérées a partir
des restaurants au niveau de la ville de Skikda (Stora).
» L’hydroxyde de sodium NaOH de masse moléculaire M = 40 g/mol
Solution de chlorure d’hydrogéne HCI d=1,18, M=36,46g/mol
Acide acétiqgue CH3COOH
Hypochlorite de sodium (NaClO)
Chlorure de sodium (NaCl)

viscosimétre capillaire Ubbelohde d’une constante k=0.00334

YV V V V V
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11.2. Extraction de la chitine
11.2.1. Prétraitement des carapaces

Les carapaces de crevettes sont décortiquées en premier lieu et débarrassés des antennes et
des pattes. Ensuite ils sont lavées sous eau courante chaude du robinet pour éliminer les
matiéres organiques solubles, les protéines adhérentes et autres impuretés, avant de les
recueillies et bouillies dans de I'eau pendant 1 h pour retirer le tissu. Les carapaces sont
séchées a I'étuve a 100°C, pendant 6 h afin de les rendre plus cassantes et permettre de briser
facilement la structure cristalline de la chitine. A la fin, les coquilles séchées sont broyées en
une poudre fine, en utilisant un broyeur standard. La masse des carapaces prétraitées est de
152,745¢. Les valeurs des paramétres expérimentaux utilisées dans chaque étape sont ceux
obtenus par I'optimisation faite par Benhebiles et al [2].
11.2.2. La déminéralisation

Une deminéralisation optimale est réalisée sous hotte par agitation de carapace de crevettes
broyees avec 1.5 M HCI pendant 30 min dans un cristallisoir a température ambiante. Selon
Benhebiles [2], l'effet du rapport solide/solvant est insignifiant, un ratio (m /V) de (1/15) est
choisi dans ce travail. A la fin du traitement, le contenu du cristallisoir est filtré et lavé
abandonnement avec de I’eau distillée jusqu'a neutralisation, puis séché a 80°C pendant une
nuit.
11.2.3. La Déprotéinisation

La déprotéinisation est réalisé en prenant comme valeurs optimales: (2 M) pour la

concentration d'hydroxyde de sodium pendant 2 h comme temps de réaction a une
température expérimentale de 45°C, avec un rapport solide/solvant allant jusqu'a (m/V)= 1/20.
D’apres I'étude de Benhebilas, ce dernier parametre est le plus intéressant lors de cette étape.
Ceci est d0 au fait que, le rendement d'élimination des protéines passe de 30% pour un rapport
de 1/10 (m/V) jusqu'a 96% pour un rapport de 1/20 (m/V). L'incapacité a atteindre 100% de
déprotéinisation peut étre expliquée par le fait que la protéine est liée de maniére covalente a
la chitine. A la fin de cette opération, le produit obtenu est filtré, lavé puis séché.
11.2.4. Décoloration et blanchissement

Ce traitement consiste & immerger le résidu de la chitine dans une solution d’hypochlorite
de sodium(NaOCI) a 0,315% a une ration solide / solvant de 1:10 (m / V) pendant 5 min. La
chitine décolorée est lavee et filtrée tel qu’il décrit précédemment. Une masse de 29 g de la

chitine est obtenue.
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11.3. La désacétylation de la chitine
Pour avoir une désacétylation maximale, la chitine est exposée a une solution de NaOH (45%)

a 100°C pendant 3 h avec un ratio de 1:15 (m/V). Apres filtration et lavage jusqu'a
neutralisation, le produit obtenu est séché dans une étuve a 60°C pendant 24h, puis broyer

pour obtenir chitosane sous forme d’une poudre. La masse de chitosane obtenue est 14.15g.

Figure 11.1 : Carapace de crevettes aprés prétraitement et chitosane apres deacétylation

11.4. Caractérisation du chitosane prépareé

11.4.1. Test de solubilité
La solubilité du chitosane a lieu en milieu acide dilué par protonation des groupements

aminés du chitosane a la forme NHs*. Le test est réalisé en préparent des solutions de la

chitine et du chitosane dans I’acide acétique de concentration 1%.

Figure 11. 2: la solubilité de la chitine et du chitosane dans une solution d'acide acétique 1%.
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Aprés 30 min d’agitation de deux extraits, on peut voire dans la deuxiéme photo de la figure
1.2, la solubilité compléte de chitosane dans l'acide acétique. La viscosité de la solution
résultante est également claire, contrairement a la chitine qui reste insoluble, car il ne peut pas

étre protonisé a cause de I’absence pratiquement de groupes amine.

11.4. 2. Détermination de la masse moléculaire moyenne viscosimétrique

La masse moléculaire moyenne viscosimétrique du chitosane est déterminé en utilisent un
viscosimetre capillaire de type Ubbelohde dans un Bain-marie & une température constante
T= 25 £0.1 °C. En determinant la viscosité absolue de solutions de chitosan a différentes
concentrations, puis calculer le poids moléculaire moyen viscosimétrique.
Le rble du solvant utilisé est discuté par M. Rinaudo et al 1993 [2], ou l'acide acétique 0,3 M /
acetate de sodium 0.2M (pH = 4.5) est proposé comme le meilleur pour réduire la présence
d'agrégats qui perturbe la détermination du poids moléculaire. Le chitosane est dissous dans
cette solution avec des concentrations allant de 102 & 10 g/ml. Les solutions de chitosane
sont maintenues sous agitation pendant environ 24 heures pour assurer une solubilisation
compléte des macromolécules dans le solvant utilisé, puis sont filtrée a travers le papier filtre
de Whatman (8 um). En mesurant le temps d'écoulement des solutions de chitosane dans le
viscosimeétre capillaire; les parametres viscosimetriques en fonction de la concentration sont

résumés dans le tableau 1.1

Tableau 1.1 : Les valeurs calculées de paramétres viscosimétriques en fonction de la concentration.

C (g/ml) 0.001 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01
n,=(t/t0) 1.4073 | 1.8422 2.7422 3.7721 48121 6.0544
n. =n.-1 | 04073 | 0.8422 1.7422 2.7721 3.8121 5.0544
sp r
n..=n_JC | 407.314 | 421.128 435.557 | 462.025 476.514 505.442
red ‘lsp
Hinh 341.673 | 305.480 252.190 | 221.272 196.391 180.078
Inn,
- C
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Les courbes (x,., d:’lsp/C) et (n,,;,, = l"%) en fonction de C permettent de déterminer la

viscosité intrinseque (7), qui coincide avec leur intersection sur I’axe des ordonnées, selon la

représentation sur les figures suivantes :

5004 1 _=10508,22 C + 397,03
450 4 R2=O,989
400
§ 350 +
g J
— 300—_
250
j ®
200 M= - 17654,81 C + 360,73
1 R2=0,930
150 T T T T T T T T T T T
0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010

C(g/ml)

Figure 11.3: Détermination de la viscosité intrinséque

Un tracé de minh et un autre de nrea par rapport a la concentration C doit étre effectué afin
d'obtenir la viscosité intrinseque a 25°C. En étendant les deux courbes jusqu’a ce que la
concentration s’annule; elles se croisent au méme point sur l'axe des ordonnées, la valeur de
ce point correspond a la viscosité intrinseque [n].

Selon (Rinaudo et al 1993) [2] ; les valeurs des constantes empiriques viscosimetriques k et a
de I’équation de Mark-Houwink, pour chitosane dissout dans l'acide acétique (0,3 M) / acétate
de sodium (0.2M) sont k= 0.076 g/ml et a= 0.76.

La masse moyenne viscosimétrique du chitosane est calculé suivant 1’équation 1.6. page 34
Mv = 78000 g/mole = 78KDa.

11.4.3. Détermination du degré de désacétylation par spectroscopie infrarouge a
transformée de Fourier (FTIR)

La détermination du DD (%) a été décrite par plusieurs auteurs. Elle est fondée sur la
comparaison entre I’absorbance d’une bande proportionnelle a la déacétylation (bande amide |
des groupes acétyle du chitosane mesurée a 1658cm™, noté Auess), et I’absorbance d’une autre

bande qui est indépendante de la déacétylation, comme celle de groupes hydroxyle (—OH"),
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qui ne subit pas de modification chimique lors de la transformation de chitine en chitosane
(bande de référence de —OH" a 3450 cm™, noté Aasso). Le degré déacétylation est déterminé

en utilisant I’équation de Sabnis et Block 1997 [3] :

DD (%) = 97.67- [26.486 (A16s5/ Azas0)] Eq. 11.1

100 —
98—_
96—-
04 1658
92—- 3446

90 —

transmettance %

88 —
86 —

84 -

, . , . , . , . , . , . ,
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
nombre d'onde Cm'1

Figure 1.4 : Spectre IR du chitosane extrait

A partir de la courbe FTIR de la figure 11.5, les bandes caractéristiques de chitosane aux
fréquences 1655 cm™? et 3450 cm?® sont apparus dans notre cas a 1658 et 3446 cm
respectivement. Ces écarts négligeables sont dus aux conditions expérimentales de
préparation des échantillons, et probablement méme aux différences des poids moléculaires.

En utilisant ’équation 11.1, le DD calculé est de 83 %.

I11. Extraction de polyphenol de Myrte

I11.1. Materiaux utilisé

Matériel végétal : Le Myrte, est récolté de la région de Bni Bechir wilaya de Skikda (1’est de
I’Algérie) en octobre 2018. Les feuilles sont séchées a température ambiante et a I’obscurité
durant 15 jours puis finement broyés a 1’aide d’un moulin a cafg.

Produits chimqgues : méthanol, acétone, hexane. Vanilline, AlFes, produit de Folin-Ciocalteu,
Na2COs, AlCl3, H2SO4, NaNO2, NaCl, HCI.
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I11.2. Préparation de I’extrait de feuille de myrte

Dix grammes de poudre de feuilles de Myrte sont melangés deux fois successivement,
avec 100 ml d'hexane dans une bouteille en verre ambré sous forte agitation pendant 15
minutes, puis filtrés. Les solvants contenant les composés non-phénoliques sont jetés, le
résidu de filtration a été mis en suspension dans 300 ml d'acétone a 80% (v / v) dans une
bouteille en verre de 500 ml. La suspension est exposée aux ultrasons pendant 20 min, la
température est contrdlée et maintenue a environ 30 °C. Ensuite, une macération a I'obscurité
pendant 24 h est réalisée. Le solvant est séparé par centrifugation a 4000 t/min, puis évaporé a
sec dans un évaporateur rotatif a 40C°, pour éliminer la fraction acétone. L’extrait
polyphénolique noté TM (tanin de Myrte) est conservé au réfrigérateur & 4C° dans un flacon

en verre ambré bien fermé.

1I1.2.1. Rendement d’extraction

Le rendement d’extraction est calculé par la formule donnée par Falleh et al. [4] :
R (%) = 100 Mext/ Mech.
Ou : R est le rendement en %;
Mech est la masse séche de 1’échantillon végétal en mg.
Mext est la masse de 1’extrait en mg aprés évaporation du solvant

Myt = Masse de ballon avec I'extrait — Masse de ballon Vide

Notre rendement est : R =13.56 %

111.3. Tests phytochimiques sur I’extrait

Cette partie a porté sur I’identification nettement qualitative des différentes familles des
métabolites secondaires existants dans les feuilles de myrte. Ces réactions sont basées sur
des phénomenes de précipitation ou de coloration par des réactifs spécifiques a chaque

famille de composeés. Les résultats sont exprimés selon le type de réaction :

- Tres positive : +++
- Moyennement positive : ++
- Positive : +

- Négative : —
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111.3.1. Identification des tanins

La présence des tanins est mise en évidence en ajoutant, 1 ml de I’extrait aqueux avec 2
ml de I’eau et de 2 a 3 gouttes de solution aqueuse de FeCls (1%). L’apparition d’une
coloration verdatre ou bleu-noiratre indique la présence des tanins [5].

111.3.2. Recherche des tanins catéchiques et galliques

La différenciation des tanins (cathéchiques et galliques) est obtenue grace au réactif de
Stiasny (10 ml de formol (35%) + Sml d’acide chlorhydrique) : Sur 30 ml d’extrait aqueux on
ajoute 15ml de réactif de Stiasny, ensuite la solution est chauffée a reflux au bain marie
pendant 15 a 30 minutes. L’apparition d’un précipité de couleur rose claire montre la présence
des tanins catéchiques. Apreés filtration, le filtrat est saturé avec 10 ml d’une solution d’acétate
de sodium (1%) avant de I’ajout goute a goute, d’une solution de FeCl3 a 1%. Le
développement d’une teinte bleu-noiratre indique la présence des tanins galliques non

précipités par le réactif de Stiasny [6].

111.3.3. Identification des flavonoides

Les flavonoides sont des pigments quasiment universels des vegétaux, lls sont divisés en deux
parties principales ; les Anthocyanes et les anthoxantines :

111.3.3.1. Les anthocyanes

Cing ml d’acide sulfurique (H2SO4), et 5 ml d’hydroxyde d’ammonium (NH4OH) sont
ajouté successivement sur 5 ml d’extrait aqueux. Une coloration rouge en milieu acide et qui
vire au bleu-violacé en milieu basique témoigne de la présence d’anthocyanes [6].

111.3.3.2. Réaction a la Cyanidine

Cing ml d’éthanol chlorhydrique (éthanol a 95°, eau distillée et acide chlorhydrique) sont
ajouté a 5ml d’extrait aqueux, ensuite quelques copeaux de magnésium et 1 ml d’alcool
isoamylique sont ajoutés. L’apparition d’une coloration sur la couche surnageant d’alcool
isoamylique indique la présence des flavonoides libres (génine) :

- Une coloration rose-orangée indique la présence des flavones.

- Une coloration rose-violacée indique la présence des flavanones.

- Une coloration rouge indique la présence des flavonols et des flavanonols [6].
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Tableau 11.2 : Résultats des tests phytochimique sur les feuilles de myrte.

' Composé polyphénolique Feuilles de Myrtus communus.L
Tanin—' +++

Tanin catéchique +++

Tanin gallique ++

anthocyanes _

Flavonoide libre (Génine) flavonols et des flavanonols (rouge)

I11.4. Détermination de la teneur en polyphénols
111.4.1. Polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux est effectué selon la méthode de Folin-Ciocalteu
(FC) selon [7], qui est basée sur la réduction en milieux alcalin de la mixture
phosphotungstique (WO).,? phosphomolybdique ( Mo0)s? de réactif de Folin par les
groupement oxydables des composés phénoliques, conduisant a la formation de produits de
réduction de couleur bleu. Ces produits présentent un maximum d’absorption a 765 nm dont
I’intensité est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans 1’échantillon [8].
Brievement, 1 ml de réactif de Folin (10 fois dilué) est ajouté a 200 pl de I’extrait. Apres 5
min, 800 pl d’une solution de carbonate de sodium (75 mg/ml) sont additionnés au milieu
réactionnel. Apres 9 min d’incubation a température ambiante 1’absorbance est mesurée.
Suivant le méme protocole, la courbe d’étalonnage a été tracée en remplacant I’extrait par
I’acide gallique a différentes concentrations. La concentration des polyphénols totaux est
calculée en utilisant I’équation de régression : ABS= 7.10* C (mg/L) + 0.0423. La teneur en
polyphénols totaux est exprimée en mg d’équivalent d’acide gallique par milligramme
d’extrait (mg E.AG/mg d’extrait).
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Figure 11.5. Courbe d'étalonnage de [’acide gallique suivant le protocole de détermination des
polyphénols totaux

111.4.2. Flavonoides

La détermination des flavonoides totaux est effectuée selon la méthode décrite par Swain,
T. et al. (1959) [9]. Le principe de cette méthode est basé sur 1’oxydation des flavonoides par
trichlorure d’aluminium (AICI3) et la soude (NaOH), entrainant ainsi la formation d’un
complexe brunatre détecté a 510 nm. La comparaison de 1’absorbance observée a celle
obtenue par un étalon de catéchine de concentration connue permet d’évaluer la teneur totale
en flavonoides exprimé en (mg E.Cat/mg d’extrait).
En bref : 500 ul d’extrait hydro-alcoolique sont mélangés avec 1500 ul d’eau distillée et 150
ul de nitrate de sodium NaNOz a 5%, nous laissons reposer le mélange 5 min a température
ambiante et a l'obscurité. Ce mélange est ensuite additionné a 150 pl de trichlorure
d’aluminium a 10%; aprés un repos de 11 min a 'obscurité ; 500 pl de soude a 1 M est ajouté.
Le mélange est soumis a une agitation au vortex, I’absorbance est lue au spectrophotomeétre
UV a une longueur d’onde (1) de 510 nm.
Une courbe d’étalonnage est réalisée par la catéchine comme étalon standard a différentes
concentrations et pratiquée dans les mémes conditions opératoires que celles des échantillons

serviront a la quantification des flavonoides ; ABS= 102 C (mg/L) + 1073
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Figure 11.6. Courbe d'étalonnage de [’acide gallique suivant le protocole de détermination des

flavonoides

111.4.3. Tanins totaux

Les tanins ont été détermines par la méthode Folin et Ciocalteu [10]. 0,1 ml de l'extrait
d'échantillon a été dilué par 7,5 ml d'eau distillee, 0,5 ml de réactif Folin Phénol puis 1 ml
d'une solution de carbonate de sodium a 35% sont ajoutés. Le mélange dilué a 10 ml avec de
I'eau distillée est bien agité et maintenu a température ambiante pendant 30 min et
I'absorbance a été mesurée a 725 nm. Le blanca été préparé avec de l'eau au lieu de
I'échantillon. L'acide gallique est utilisé comme standard. Pour tracer la courbe d’étalonnage,
un ensemble de solutions standard d'acide gallique avec différentes concentrations 100, 80,60,
40 et 20 pg / ml, est traité de la méme maniere que décrit precédemment. Les résultats des
tanins sont exprimés en termes d'acide gallique mg / g d’extrait.
La teneur moyenne en tanins totaux est exprimée en mg équivalent d’acide gallique par
gramme d’extrait brut (mg ¢éq AG/g EB). Elle a été estimée grace a ’équation de la courbe

d’étalonnage linéaire ABS =9.10* x C (mg/L) + 0,017.
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Figure 11.7. Courbe d'étalonnage de I’acide gallique suivant le protocole de détermination des tanins
totaux

Tableau 11.3 : Dosage des composés phénoliques.

Extrait Polyphénols totaux (a) Flavonoides totaux (b)  Tanins totaux (c)
Feuilles de
121.37+1.25 18.40 + 0,86 85,92 £2,01
Myrte

(@) mg d’équivalent d’acide gallique par g d’extrait (mg éq AG/g d’extrait) ;
(b) mg d’équivalent de catéchine par g d’extrait (mg éq Q/g d’extrait) ;
(c) mg d’équivalent de I’acide gallique par g d’extrait (mg éq AG/g d’extrait) ;
I11.5. Chélation des métaux

La capacité chélatrice des extraits est mesurée en suivant l'inhibition de la formation du
complexe Fe(ll)-Ferrozine aprées incubation des échantillons avec le fer divalent selon la
méthode de Le et all. (2007) [11]. 500 pl des solutions diluées a différentes concentrations de
I’extrait ou du chélateur standard EDTA (Ethylénediaminetétraacétique) sont additionnées a
100 pl de FeCl: (0.6 mM dans I’eau distillée) et 900 pl de méthanol. Aprés 5 min de
complexation par chélation, 100 pul de Ferrozine (5 mM dans le méthanol) sont additionnés au
milieux réactionnel, le mélange est bien agité puis laissé pour réagir pendant 10 min a
température ambiante permettant ainsi la complexion du fer résiduelle et la formation d’un
chromophore rouge violette (Fe (I1)-Ferrozine) ayant un maximum d’absorption a 562 nm.
Par ailleurs, le contrble négatif (blanc) est préparé par les mémes réactifs a I’exception de
I’échantillon a tester qui est remplacé par un volume égal de méthanol. Le pourcentage de

chélation est calculé selon 1’équation suivante:
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%Chélation = [(Abs,controle — Abs_ échantillon) I Abs_ contrdle] x 100 Eq. 11.2

Pour déterminer les valeurs de la concentration inhibitrice IC50, une courbe de % chélation en
fonction de la concentration est tracée. L’IC 50 est définie comme la concentration efficace du
matériau d'essai qui est nécessaire pour chélater 50% des ions fer.

Les solutions a analyser sont préparés a des concentrations allant de 0.1 a 1.5 mg/ml pour
I’extrait de myrte, et de 0.1 a 50ug/ml de L’EDTA comme chélateur de référence.
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Figure 11.8. Activité chélatrice de I’ EDTA et de l’extrait de feuille de myrte

L’activité chélatrice estimé en mg/ml et en mg équivalent EDTA/g d’extrait sec est

représentée dans le tableau suivant :

Tableau 1.4 : ’activité chélatrice

IC50 (mg/ml) 0.0189+0.004 0.302+0.03

IC50 (mg E.EDTA/g extrait) 62.58

I11.6. Discutions des résultats :

Les tests phytochimiques réalisés sur les feuilles de myrtus communus L. ont révélé la
richesse de cette plante en tanins catéchiques, les tanins galliques et flavonoides libres dans
une moindre mesure et I’absence des anthocyanes (sous-classe des flavonoides). L’estimation
quantitative et qualitative sont en accord, les teneurs en tanins sont considérables par contre la

quantité de flavonoides ne dépasse pas 18.40 mg équivalent de catéchine par gramme
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d’extrait. La teneur totale en polyphénol est 121.37 mg (eq.AG)/g d’extrait sec, cette valeur
est considérée comme moyenne comparée aux reésultats obtenus par d’autres équipes de
recherche. Elle était assez proche de ceux déclarées par Benchikh et Dahmoune [12,13],
inférieurs a ceux trouvées par Messaoud et Bouaziz [14, 15], et supérieurs a celle obtenue par
Amensour [16].

Bien que la plupart de ces études proviennent de la méme région ou d'une zone proche de
notre site d’étude, les écarts enregistrés peuvent s'expliquer par la différence des protocoles
suivis en quantification, degrés de polarité des solvants utilisés pour I'extraction, composition
du sol, et saison de récolte. Comparé a d’autres plantes, I’extrait de myrte est considéré
comme un excellent chélateur car la concentration efficace 1C50 = 62.58, est beaucoup plus
grande que 12.77 et 4.81 (mg EDTA /g d’extrait sec); les concentrations effectives
correspondante aux extraits d’Onosma [17] et Calamintha incana [18] respectivement.
Comparé a la méme plante, notre extrait a montré une activité chélatrice modérée (62.58 mg
E.EDTA/g extrait sec) par rapport a celles d'autres éetudes [14, 15]; (91.74 et 47.69 mg
E.EDTA/g extrait sec respectivement). Cependant, la remarque signalée dans tous ces
travaux, est que l'activité de chélation est plus élevée dans les extraits contenant des teneurs
importantes en tanins, quel que soit le taux des flavonoides. Ce qui peut s'expliquer par le fait

que les polyphénols responsables de 1’activité de chélation sont les tanins.

V. Conclusion

La caractérisation de chitosane extraits a partir des carapaces de crevettes a montré des
caractéristiques proches et comparables a ceux des chitosane commercial. Le chitosane
extrait présente une solubilité totale dans I’acide acétique 1% ce qui n’est pas le cas pour la
chitine. Dans la deuxiéme partie, nous avons confirmé la présence des composés phénoliques
dans les feuilles de Myrtus Communus L. Le rendement d’extraction par acétone est de 1’ordre
de 13.5%. De plus, les valeurs des résultats montrent la contenance d’une grande quantité en
polyphénols. Les analyses quantitatives effectuées ont montré la richesse de cette plante en

tanins, et par conséquent une bonne activité chélatrice des ions de fer était enregistrée.
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Chapitre 111: Détection des ions de mercure(ll) par Chitosane greffé a la thiourée

. Introduction

Ce chapitre traite la modification de surface d’une électrode en pate de carbone (CPE) par
une matrice a base de chitosane greffé a la thiourée. Cette électrode sera par la suite utilisée a
la détermination de traces de mercure Hg(lIl). Pour confirmé le greffage, la résine préparée est
caractérisée en premier lieu par FTIR, avant de passer a la modification d’électrode. En plus
de la méthodologie suivie habituellement dans les études portant sur le sujet la détermination
des métaux lourds, qui se limitent généralement a l'optimisation des conditions de travail
avant de déterminer la limite de détection et de tester I'applicabilité analytique et I'effet des
interférences, nous avons également abordé dans ce travail les réactions d'interface (électrode
- solution), y compris la réversibilité des électrodes, le mécanisme de transport de masse et la
cinétique des réactions de transfert des électrons.
Les mesures électrochimiques détaillees dans ce chapitre sont réalisés au niveau du

laboratoire de génie chimique et environnement, université de Skikda.

Il. Etat de ’art

Au cours des dernieres decennies, le chitosane a attiré une grande attention dans le
domaine d'adsorption et de détection de métaux lourds. En raison de la grande quantité de
groupes amine et hydroxyle actifs, il présente une forte adhérence aux métaux lourds [1]. Le
Cts et ses derivés sont appliqgués comme modificateur d’électrode de pour la détection
électrochimique des métaux lourds [2, 3]. Qu'ils soient synthétiques comme les résines a base
de polyvinylamine ou naturels comme les Cts, les polymeres perdent leur capacité a absorber
les ions métalliques a pH acide, en raison de la protonation des groupes amine [4]. Certains
agents de réticulation tels que le glutaraldéhyde (gt) [5, 6], I'épichlorhydrine [7] et le tri-
polyphosphate [8, 9] sont utilisés pour minimiser sa solubilité et stabiliser le Cts dans les
solutions acides, cependant, ce processus diminuerait l'affinité de Cts pour les ions
métalliques, notamment dans le cas de réactions chimiques nécessitant une amine [10]. Par
conséquent, les efforts se sont concentrés sur le greffage de groupes fonctionnels chélatants en
tant que réticulant et qui peuvent au méme temps soutenir la capacité des Cts a adsorber les

ions métalliques [11].

Page 83



Chapitre 111: Détection des ions de mercure(ll) par Chitosane greffé a la thiourée

Selon le concept d'Irving-Williams sur la stabilité des complexes métalliques, les ions

métalliques divalents comme le mercure (I1) préferent de former des complexes avec des
ligands contenant de lI'oxygéne, de l'azote et du soufre comme atomes donneurs [12].
Le greffage de composés soufrés et azotés sur Cts a fait I'objet de nombreuses études pour la
conception de résines chélatantes [4, 13]. Grace a l'atome S, la thiourée et le groupe thiol
(~=SH) sont connu pour former des complexes stables avec les métaux lourds mous de forte
polarisabilité tels que le Hg(ll) [14]. La thiourée (TU) est le composé amino-sulfuré le plus
utilisé pour préparer les bases de Schiff & base de chitosane, grace a son affinité connue pour
les espéces d'ions métalliques en raison de leur groupe soufre et de leur fonction double amide
[10, 15, 16]. De plus, il présente une bonne exécution et une bonne stabilité dans les milieux
acides [17]. Le glutaraldéhyde est 1’agent de réticulation le plus utilisé pour greffer les
groupes amines des deux composeés [11, 16].

De nombreux travaux suggeérent que les dérives de chitosane contenant du soufre ont
une bonne sélectivité pour les ions de mercure. Par exemple, mais sans s'y limiter, nous citons
I’étude de Yoshinari BABA et al. (1998) [18], qui ont réussi a la synthese de trois dérivés de
chitosane. Parmi ces trois dérivés le N- [3- (méthylthio) propyle] de chitosan (MTPC) qui
contient un groupe soufré a particulierement montré une sélectivité élevée d’adsorption pour
le mercure (I1). Pour preuve aussi, une base de Schiff de chitosane greffées aux nanotubes de
carbone a parois multiples (S-CS-MWCNT) est étudiée sur la préconcentration et la
détermination de la trace de mercure [19]. De méme une autre base de Schiff était synthétisée
par greffage de la cystéine sur les perles de gel de chitosane et utilisé avec succes a
l'adsorption sélective des ions de mercure [20]. Une autre modification par
thiocarbamoylation de chitosane était réalisée en utilisant la thiourée et thiocyanate
d'ammonium, les dérivés résultants ont permis d'étendre significativement la gamme de pH
pour son application dans la récupération du mercure [21]. 1l faut aussi mentionner les travaux
de Ahmad M. D. et al qui ont éprouvé la séparation sélective du mercure (1) a l'aide des
résines de chitosane modifiée avec amine et mercaptan en tant que groupes chélateurs (2005)
et une base de Schiff dérivée de la thiourée et du glutaraldéhyde (2008) [22, 11]. Ce dernier
composé est resynthétisé par Lin Wang et al. (2010) [23], en remplacant chitosane par
carboximethyle de chitosan, la séparation sélectivité des ions Hg(ll) a été gardée. Le travail de
Nemati Y. et al. s’était concentré sur la production des nanoparticules (NPs) a base de

chitosane fonctionnalisé par un thiol (-SH) en utilisant d'un dispositif microfluidique
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capillaire (MF) combiné a une méthode de gélification ionique pour adsorber les ions
mercuriques Hg (I1) & partir des solutions aqueuses [24]. Un super adsorbant était élaboré par
réticulation du chitosane par l'acide thiobarbiturique. La capacité d’adsorption du mercure
élémentaire (Hg0), le mercure inorganique (Hg2") et le méthylmercure (CH3Hg") a atteint
2500 mg/g [25]. Le greffage de chaines de chitosane par les groupes soufrés et azotés semble
alors une bonne solution pour la détection sélective des ions de mercure. Dans une autre
étude, des nanocomposites multifonctionnels sont préparés a base de nanoparticules de
magnétite, de nanoparticules de chitosane et de polythiophéne. Les nanocomposites produits
montrent non seulement une élimination compléte des ions mercure (11) mais également une
sélectivité tres élevée était enregistrée en présence d'autres ions métalliques [26]. Sharma et
al. (2018) ont rapportés une méthode simple pour la détection optique des ions toxiques de
mercure (11) (Hg?*) dans I'eau, en utilisant des nanoparticules d'argent capsulées de chitosane
a terminaison thiol. La solution aqueuse colorée en jaune de Ch-Ag NPs est instantanément
(10 s) devenue incolore avec l'ajout d'ions Hg?*, alors que cette couleur n'a pas complétement

disparu avec les autre cations métalliques [27].

A la lumiére de cette littérature, nous constatons que les déerivés de chitosane, notamment
les bases de schiff sont largement utilisés pour séparer ou détecter le mercure. A cet effet,
nous proposons notre résine a base de chitosane, thiourée et glutaraldéhyde, comme
modificateur d'électrode en pate de carbone, pour la détection des traces de mercure dans les

milieux aqueux.

I11. Préparation et caractérisation des electrodes

I11.1. Produits chimiques et appareils

Le chitosane (DD=83%, Mv=78KDa) obtenu par I’extraction abordées dans le chapitre
précédent. Le glutaraldéhyde (gt) est fourni par sigma. L'huile de Nujol (réactif de qualité
analytique) est achetée de Buck Scientific. La poudre de graphite de 325 mailles est fournie
par Asbury Carbons. Une solution mére aqueuse 10 M de Hg?" est préparée en dissolvant du
nitrate de mercure dans de I'eau ultra-pure. La thiourée et tous les autres produits chimiques
étaient de grade analytique; achetés de Biochem chemopharma, et sont utilisés sans
purification supplémentaire. Les échantillons de polymére modifié sont caractérisés par
spectroscopie FT-IR a l'aide d'un spectrométre Perkin Elmer 1600 FTIR (400-4000cm-1).
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Les mesures voltampérométriques et I'impédance sont effectuées avec un VOLTALAB PGZ-
301 (Radiometre analytique), contrélé par ordinateur a l'aide du logiciel VoltaMaster.4. Les
résultats de mesure de I’'impédance sont traités par logiciel EClab. La cellule électrochimique
est assemblée avec un systeme classique a trois électrodes comprenant une électrode de travail
en pate de carbone (CPE), électrode de référence Ag / AgCl (3,0 M KCI) et une électrode

auxiliaire en platine. Un pH-metre WTW InoLab modele 730 est également utilisé.

I11.2. Préparation des modificateurs
I11.2.1. Greffage de chitosane a la thiourée

L'effet de quantites de glutaraldéhyde et de la thiourée par rapport au chitosan est
étudie et optimisé par Guibal et al. [28, 29]. Ou la caractérisation par analyse élémentaire a
démontré que la fraction maximale des éléments actifs des groupes chélateurs (N% = 7,6 et
S% = 2,7) est déterminée a partir d'un échantillon préparé avec 3 g, 2 ml et 1 g de thiourée,
glutaraldéhyde et Cts respectivement. Suivant ces résultats, Trois grammes de la thiourée sont
introduits avec 20 ml d'eau démineéralisée dans un ballon de 50ml, 2 ml de solution de
glutaraldéhyde (50% v / v dans l'eau) sont ajoutés. Le melange est mis a réagir sous
’agitation magnétique pendant 24 h, pour garantir la formation de base de schiff. Ensuite, un
gramme de chitosane est ajouté, tout en continuant 1’agitation pendant encore 48 heures a
température ambiante. Enfin, le chitosane modifié (TU-gt-Cts) est separé par filtration, rincé
plusieurs fois a l'eau déminéralisée, et séché a environ 50 ° C pendant une nuit. Le schéma

descriptif de cette modification est représenté dans la figure I11.1 :
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Figure 111.1 : Schéma de [’étapes de modification, (1)glutaraldéhyde,(2)thioree, (3) base de Schiff
"thiourée / glutaraldéhyde.

111.2.2. Reéticulation de chitosan par glutaraldehyde

Chitosane réticulé (CCts) avec glutaraldéhyde; est préparé comme décrit par Janegitz et al.
[30], avec une petite modification. En bref, dans un ballon de 50ml, 1 gramme de chitosane a
été mis en suspension dans 20 ml d'eau déminéralisée contenant 1 ml de glutaraldéhyde
(50% v / v), le mélange est placé sous agitation pendant 12 h a température ambiante. En
suite, le solide est filtré, rincé plusieurs fois & lI'eau pour enlever la fraction aldéhyde qui n’est

pas réagir, avant d’étre sécher pendant une nuit a environ 40 ° C.

I11.3. Caractérisation par spectroscopie FTIR

La réticulation de squelettes de chitosane par la base de Schiff “thiourée /
glutaraldéhyde”, au niveau des amines libres (-NHz) peut étre confirmée par la comparaison
entre les pics caractéristiques de la poudre de chitosane pur et les pics des spectres
correspondants le CCts et (TU-gt-Cts) (Figure 111.2). Les trois spectres ont montré une large
bande entre 3000 Cm™ et 3600 Cm™. Pour le spectre de Cts, la bande est plus intense et

contient deux petits pics séparés a 3395 et 3360 Cm™, qui sont attribués a des vibrations
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d'élongation typiques de groupes O—H et N—H sur le squelette de polymere non modifié. Les
deux autres bandes dans la méme gamme spectrale ont montré une intensité d'absorption
nettement inférieure avec un petit décalage de pics vers 3360 Cm* pour CCts et 3320 Cm!
pour TU-gt-Cts, prouvant I'implication des groupes aminés de chitosane dans le procédé de
réticulation par glutaraldéhyde pour les CCts [31] et a la base de Schiff pour les TU-gt-Cts. La
bande autour de 2875 Cm™ représentant les vibrations d'élongation des groupes C—H est
apparue dans les trois spectres. Le spectre de Cts montre également deux petits pics vers 1645
Cm! (C = O élongation de l'amide 1) et 1325 Cm™ (C-N élongation de I’amide III)
caracterisés les groupes N-acétyle résiduels.

\
3320 2875

Transmittance %
1

——Cts
—— CCts 1050
— TU-gt-Cts

N 1 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

nombre d'onde (Cm™)

Figure 111.2: Specters FT-IR de (Cts), (CCts) and (TU-gt-Cts)

L'absorption & 1590 cm ™ a été attribuée a la vibration de déformation de la liaison N—H des
amines primaires [32] sur la structure du chitosane. La bande claire a 1645 Cm™ et 1565
Cm en CCts représentait le C = N du groupe imine qui s'est formé entre le carboxyle du
glutaraldéhyde et I'amine du chitosane sous ce qu'on appelle la réaction de base de Schiff. En
raison d'un grand nombre de liaisons C = N sur les TU-gt-Cts, les bandes a 1629 Cm™ et
1530 Cm™* apparaissent avec une intensité accrue, ce qui peut étre attribué a des vibrations

d'étirement de C = N du fragment de base de Schiff et CN de la fraction thiourée [10].
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Une bande d'absorption dans la région générale d'¢élongation -C = S (1050-1300 Cm?) est
souvent apparue dans les spectres des composes dans lesquels un atome d'azote est attaché au
groupe -C=S [28]. Cela explique l'augmentation apparente de lintensité maximale des
spectres TU-gt-Cts dans cette région par rapport aux CCts. indiquant la réussite des étapes de

greffage.

I11.4. Construction des électrodes

Les électrodes en pate de carbone chimiquement modifiée sont préparées en mélangeant
(par ratio massique) 20% de TU-gt-Cts, CCts ou Cts avec 65% de la poudre de graphite et
15% de l'huile de Nujol dans un mortier en pierre d'agate. Le mélange est homogénéisé
manuellement pendant au moins 25 min. La pate de carbone préparée est fermement
introduite dans un tube en PVC. Un fil de cuivre est attache a la pate et étendu a I'extérieur du
tube pour assurer le contact électrique. La surface de I'électrode composite est frottée sur un
papier de polissage jusqu'a brillance. Afin de minimiser le courant de fond, plusieurs scans
sont appliqués [33]. Le renouvellement de la surface du CPE est effectué en retirant 3 mm de
la pate de carbone tassée de la grotte de seringue. La pate de carbone est ensuite remplie a
nouveau pour donner une nouvelle surface CPE, et lissée sur un papier de polissage avant

chaque mesure. Les étapes de préparation de 1’¢lectrode sont représentées dans la figure 111.3 :

Huile de Nujol

Electrode de travail

Figure 111.3: Schéma des étapes de préparation de [’électrode, et photo d’une électrode en pdte de
carbone.
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111.5. Comparaison du comportement des électrodes dans une solution d’Hg*?

Pour évaluer la performance de notre modificateur, la TU-gt-Cts /CPE est comparé dans
des conditions identiques avec CPE nu, Cts / CPE et CCts / CPE par SWV dans 0.2 M d’HCI
contient 5 pM de Hg*? (Figure 111.4). Le potentiel de créte pour tous les voltammogrammes
est apparu entre -0,6 et -0,50 V. Le pic modeste enregistré avec Cts / CPE, peut étre expliqué
par la protonation des groupes amines de chitosane dans le pH acide de I'électrolyte support,
ce qui conduit a I’augmentation des répulsions électrostatiques avec les ions Hg*?[34]. La
protonation s'est manifestée par I'érosion de la surface de I'électrode, ce qui empéche sa
réutilisation plus d'une fois. En ce qui concerne la CCts / CPE, la réticulation de chitosane
épuise les groupes -NH. et -OH [35], la rétention des ions métalliques sera limitée aux
groupes hydroxyle libres. La diminution du courant par rapport au CPE nue peut s'expliquer
par l'inhibition du transfert des électrons par les particules de CCts dispersees dans la pate de
carbone. Le TU-g-Cts/CPE présente le pic le plus éleve par rapport aux autres électrodes. La
différence évidente entre CCts / CPE et Tu-gt-Cts / CPE en faveur de cette derniere, peut étre
attribuée a la grande affinité de I'atome (S) comme base molle vers I'ion Hg(l1) comme acide
de Lewis doux; selon la théorie de Pearson [36]. Dans le cas des Cts réticulés, le métal a été
fixé par des réactions d'echange d'ions, tandis que, pour la résine chélatante (TU-gt-Cts), la
fixation peut resulter de plusieurs mécanismes de liaison y compris l'adsorption, l'attraction

électrostatique, la chélation ainsi que I'échange d'ions [29].

400 +
350 — CPE n
] Cts/CPE
3001 cots/iCPE
< 250- —— TU-gt-Cts/CPE
3 4
= 200-
E .
8 150
S ]
100
50 H
| \..-—-—-—.—u
04
T T T T T T

-0,4 I -0,3 -0,2 I -OI,1 I 0:0 I 011 I 0:2 I 0,3 0,4 I 0,5
E vs,Ag/AgCI (V)

Figure 111.4: Profil SWV de 5,0 uM de Hg*? pour CPE, CTs/ CPE, CCts / CPE et TU-gt-Cts / CPE.
Conditions: v =50 mV.s-1, [HCI] = 0,2 M, AE = 5SmV, tacc = Imin.
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111.6. Caractérisation électrochimique
111.6.1. Par voltammetrie cyclique

Le comportement chimique et électrochimique idéal du systeme (cyanure ferro / ferrique)
I'a rendu éligible pour étre utilisé comme marqueur redox pour caractériser les propriétés des
surface modifiées, comprenant la cinétique de transfert d’électron et la détermination des
surface actives des électrodes [37]. Pour 1 mM de K3z [Fe (CN) ¢] dans 0,1 M de KCI comme
électrolyte support, les voltammogrammes cycliques de CPE et TU-gt-Cts/CPE ont montré
des pics redox bien définis; I'une attribuée a l'oxydation du Fe (CN)s* et l'autre a la réduction
du Fe(CN)¢*~ (Fig. 111.5). Pour comprendre le comportement électrochimique de 1’électrode

aprés modification, on peut se baser sur la variation de la différence de potentiel (AE).

120,01 4
100,0u

80,0u ——— CPE nue
60,0u]  — CCts/CPE
. Tu-gt-Cts/CPE

40,04 1
20,001

0,0
-20,0 1
-40,0p 4
-60,0p
-80,0p 4

-100,0u T T T T T T T T T
-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6

E vs,Ag/AgCI (V)

courant (A)

Figure 111.5: Voltammogrammes cycliques pour 1 mM de Fe(CN)es*"*dans une solution contenant

0,1M de KCI a la surface des électrodes préparées; Vitesse de balayage:100 mV.s-!

La modification de la CPE par (TU-gt-Cts) présente une excellente réaction avec les ions
cyanure ferreux / ferrique par rapport a I'électrode nue, prouvant I'efficacité de la combinaison
entre la Thiourée et le Cts. Alors que, le traitement de la pate de carbone par chitosane réticulé
a entrainé une diminution des performances de 1’¢électrode; cette observation soutien
I'interprétation proposée précédemment. La valeur de I'espacement potentiel maximal (AEp)
de TU-gt-Cts / CPE est inferieur a (AEp) de CPE, ce qui a permis de vérifier que la résine

TU-gt-Cts donne lieu a une amélioration du taux de transfert d'électrons.
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La quasi-réversibilité de 1’oxydoréduction du couple (Fe**/ Fe?*) sur la surface de TU-gt-

Cts/CPE est déemontrée par; la valeur du rapport entre le pic anodique et cathodique de

densités de courant (Ipa / Ipc) = 1.27, qui était proche de l'unité [38], et la séparation des

potentiels de pics (AEp)= 0.116 V qui était supérieure a 0,059 V.

Afin de comparer

les surfaces électro-actives (A) des électrodes modifiées, Les

voltamogrammes cycliques de trois électrodes ont été enregistrés a différentes vitesses de

balayages avec la sonde redox (ferrocyanure) (Figures I11.6).
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Figure 111.6: CV des trois électrodes a différentes vitesses de balayage; CPE nue, CCts/CPE et Tu-
gt-Cts/CPE dans une solution de 0,1M de KCI contenant 1mM de Fe(CN)g*/*.
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Ces voltamogrammes montrent que pour les trois électrodes, I’'intensité de courant
cathodique (Ipc) et de courant anodique (Ipa) augmentent avec I’augmentation de la vitesse
de balayage de 10 a 150 mV/s. Pour appliquer I’équation de Randles-Sevcik, pour un systéeme
quasi-réversible (voir chapitre 1, page 52, Eq.1.12), il faut d’abord tracer la courbe de variation
de I’intensité du courant en fonction de la racine carrée de la vitesse de balayage. Les droites

Ipa = (v'/?) sont représentées dans la (fig. 111.7).

110,0p

100,0p - m CPE
. ® CCts/CPE
A Tu-gt-Cts/CPE

90,04 -

80,04 -

Ip (A)

70,0u
60,0p—-
50,0p—-
40,0p—-

30,04 -

Figure 111.7: Variation du courant en fonction de la racine carrée de la vitesse de balayage de
[’électrode de carbone vitreux. ((b) CCts/CPE et (¢)Tu-gt-Cts/CPE en présence du couple
[Fe(CN)s]** (10*M), KCI (0,1M).

Le coefficient de diffusion de K3 [Fe (CN)g] dans une solution 0,1 mol L™! de KCI est donné
D= 6,2 x 10°%cm?s 1. Les valeurs des surfaces actives calculées en utilisant les pentes des

courbes Ip .vs. v/ des trois électrodes modifiées sont regroupées dans le tableau 111.1.

Tableau 111.1: Variation des paramétres électrochimiques de 1'électrode de CPE avant et aprés
modification.

Type de surface AE (mV) Ipc/ Ipa Surface électro-active (cm?)
CPE nue 0,332 1.30 0,287

CCts/ICPE 0.398 1.33 0,242

TU-gt-Cts/CPE 0,166 V 1.38 0,337
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111.6.2. Par spectroscopie d’impédance

La spectroscopie d'impédance électrochimique (EIS) est fréqguemment utilisée pour
étudier la cinétique des interfaces électrode / solution en mesurant les propriétés de transfert
de charge et de transport de masse. Ici, les valeurs de résistance au transfert de charge (Rct)
ont été mesurées en utilisant [Fe (CN)s*"*] comme sonde électrochimique. (EIS) ont été
enregistrées a des fréquences allant de 100 mHz a 100 KHz dans une solution de 0,1 M KCI
contenant 1 mM de KzFe (CN)s. (Fig.111.8).
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Figure I11. 8 : Tracés de Nyquist pour 1 mM de Fe (CN)g */# dans une solution contenant 0,1 M de
KCI a la surface des électrodes préparées; Condition EIS: plage de fréquences: 100 kHz a4 0,1 Hz;
amplitude de perturbation: 5 mV.

La valeur Rct mesurée a CPE était de 1,5 KQ, la modification de la pate de carbone avec
CCts a augmenté la résistance du transfert d'électrons (Rct = 3,05KQ); car la plupart des
groupes fonctionnels sont occupés en raison de la réticulation, la conductivité électrique de la
surface d'électrode est devenue limitée. Alors que, le diametre du demi-cercle a
considérablement diminué avec (TU-gt-Cts), ou la valeur de (Rct) est devenue 170 Q, ce qui

est attribuée a I'amélioration de processus de transfert d'électrons.

Les transformations électrochimiques qui se produisent a l'interface électrode / électrolyte
peuvent étre modélisées en extrayant des composants des circuits électroniques équivalents

correspondent aux spectres d'impédance expérimentaux (Figure 111.9) :
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Figure 111.9: Circuit électrique équivalent utilisé pour la modélisation des spectres d’impédance de
[’électrode de carbone modifiée par TU-g-Cts.

V. Propriétés électrochimiques et étude de réversibilité
IV.1. Effet de la vitesse de balayage sur le comportement voltammetrique

Des informations précieuses, y compris le mécanisme électrochimique, peuvent étre

obtenues a partir de la relation entre I’intensité de pic et la vitesse de balayage (v).
IV.1.1. Mécanisme de transfert d’électron et de transport de masse

L'etude de l'effet de la vitesse de balayage sur I’intensit¢é de pic anodique (Ipa) et
cathodique (Ipc) a été réalisée en utilisant la voltamétrie cyclique (CV), en prenant 102 pM
Hg*2(11) dans 0.2M d’HCI, dans la plage [10 & 150 mVs], comme indiqué sur (Fig.I11.10 a).
On peut voir que les pics redox du courant ont montré une relation linéaire avec la racine

carrée du taux de balayage potentiel (Fig.111.10.b), démontrant un processus a diffusion.
Les equations de régression linéaire ont été obtenues comme suit:

Ipa (MA) = 94,02 vl /2 (mV s-1) - 99,56 (R2 = 0,995) et
Ipc (MA) =-63,90 vl /2 (mV s-1) -3,13 (R2 = 0,998).

La réaction contr6lée par diffusion peut également étre confirmée a partir de la courbe
de variation de [log Ip (A)] en fonction de [log (vitesse de balayage) (V / s)] (Fig.111.10.c).
Les courbes logarithmiques ont donné les pentes = 0,66 avec R? = 0,979, et 0,50 avec R? =
0,994 pour les pics anodiques et cathodigques respectivement, Les valeurs des pentes sont trés
proches a 0.5; la valeur théorique pour une réaction contrblée par diffusion idéale [40].
D'autre part, la séparation entre les potentiels des pics (AEp) est légérement augmentée avec

I’accroissance du taux de balayage, les AEp sont passé de 63 mV a 169,5 mV avec
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’augmentation de la vitesse de balayage de 0,010 Vs?a 0,150 Vs™. OU; les pics anodiques
déplacent progressivement vers des potentiels plus positifs et les pics cathodiques reculent
progressivement vers des potentiels plus négatifs tel qu’il est montré par la (Fig.111.10.d). Le
rapport entre I’intensité des pics inversés et pics directs (Ipc / Ipa) est inférieur a 1, indiquant
des processus de transfert d'électrons hétérogeénes lents [41]. Par conséquent, ces résultats

révelent que le processus électrochimique est quasi réversible.
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Figure 111.10: a) Réponses CV de TU-gt-Cts / CPE dans 0,2 M HCI a des vitesses de balayage 10,
20, 35, 50, 75, 100, 150 mV.s. (b) les tracés de courant de créte anodique et cathodique en fonction
de la racine carrée du taux de balayage, (c) les tracés du logarithme du courant de créte anodique et
cathodique en (A) en fonction du logarithme du vitesse de balayage (V / s), (d) variation du potentiel

anodique et cathodique (V) en fonction du logarithme du taux de balayage (V / s).
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IV.1.2. Coefficient de transfert des électrons

En se basant toujours sur les voltammogrammes de CV a différents taux de balayage, la
valeur du coefficient de transfert anodique o peut également étre déterminée a partir des
données I=f(E) de la partie montante de chaque voltammogramme cyclique, connue sous le
nom de « la région de Tafel », qui est influencée par la cinétique de transfert d'électrons entre
les ions métalliques (Hg *2) et la surface de la TU-gt-Cts / CPE [42]. La (Fig. 111.11) montre
les tracés de Tafel ; log(l) = f(E) de la partie ascendante anodique des courbes enregistrés

avec les vitesses de balayage : 20, 35, 75 et 100 mV / s.

3351 s 20mvs”

-3,40-_ —e—-35mV.s’
—A—75mV.s”
—v— 100 mV.s™

-3,45

-3,50
-3,55

log( I/A)

-3,60—-
-3,65—-
-3,70—-
-3,75—-

-3,80 T T T T T T T T T T T T T T T
0,189 0,192 0,195 0,198 0,201 0,204 0,207 0,210
E(V) vs,Ag/AgCI

Figure 111.11 : Tracés de Tafel dérivés de la partie montante des voltammogrammes enregistrés aux
taux de balayage de 20, 35, 75 et 100 mV.s*

Le coefficient de transfert d’électrons ‘a’ peut étre estimé a partir de la pente b’ de la courbe

de Tafel, en utilisant I'équation 111.2, [43]:

b=23RT/(1-a) nF . 2
La pente moyenne des quatre parcelles de Tafel donne une valeur moyenne du coefficient de

transfert égale a o = 0,55.
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IVV.2. Chronoampéromitrie

L’oxydoréduction de Mercure(ll) par I'électrode modifiée est également étudiée par la
chronoampérométrie. Les mesures de courent a la surface de (TU-gt-Cts/CPE) sont effectuées
pour trois concentrations différentes d'ions de mercure : 6x10°, 1.3x10* et 2.5x10* M dans
0.2 M d’HCI1 comme solution support. La (Fig.l111.12) représente les profils temps-courant
obtenus. La chronoampéromeétrie est utilisée pour estimer le coefficient de diffusion.

0
-20
-40 - v . —
50 —6,0x10° M
- ] S, .| —13x10" M
< -80 4 _ -4
3 801 ~.. 2,5x10* M
2 1004 g 601 \k:‘*i\
< = .
© ; = -80- —e
=S _ n C
8 120 £ -100- A
] o) i -112 2
140 4 S 4p0]i=-1004t"2-473 R _0,9%\‘\
] 10 i =-23,30t%2- 30,89 R*=0,994 .
-160 H - i =-43,11t%2. 40,27 R’=0,998
180 4 04 08 1,52 71/21,6 20 24
] t(s)
1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1
0 20 40 60 80 100 120
Temps(s)

Figure 111.12: Chronoampérogramme obtenu pour TU-gt-Cts / CPE en présence de 6,0 x 10° M, 1,3
x 10 M; et 2,5 x 10* M de Hg (11) dans 0,2 M de HCI. Encart: courbes de Cottrell a différente
concentrations.

IV.2.1. Coefficient de diffusion

Pour un processus sous contréle de diffusion, la réponse en courant d’un matériau électroactif
avec coefficient de diffusion D est décrite par I'équation de Cottrell (voir chapitre I, page 54,
Eq.1.21). A partir des courbes chronoampérométrique, les tracés linéaires de | par rapport a
t—12 & diverses concentrations sont construits (figure 111.12, Encart), et le coefficient de
diffusion D a été calculé par les pentes expérimentales de trois tracés. La valeur moyenne du

D est 2,22x10 5cm?s™?.
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IV.2. 2. Constante de la vitesse de transfert hétérogéene d’électron

Tableau 111.2: variation de n.4Ep avec la vitesse de balayage.

v (V/s) |0.01 0.02 0.035 0.050 0.075 0.10 0.15
AEp 63.12 82.5 100.5 114 128.25 146 169.5
2xAEp | 126.24 165 201 228 256.5 292 339

D’aprés le tableau 111.2, la valeur de n.AEp est passé de 126.24 mV a 339 mV avec
I’augmentation du taux de balayage de 0,010 V /s a 0,150 V / s. Pour les n.AEp <200 mV. ¥
est calculé en appliquant ’équation 1.16 chapitre |, page 53. A partir de la vitesse 35mV/s,
n.AEp devient supérieurs a 200 mV/s, ¥ est calculé en utilisant la forme réorganisée de la
relation de Klingler et de Kochi (voir chapitre I, page 53, Eq.1.17).

Les valeurs de constante de vitesse de transfert d'électrons hétérogene, k° sont calculées
suivant I’équation de Nicholson (voir chapitre I, page 53, Eq.1.15) et la valeur moyenne s'est
avérée étre k° = 1,15 x103%cm.s, ce qui confirme la quasi-réversibilité de ce processus

électrochimique. Pour un processus quasi-réversible il doit que (107> k °> 10 ° cm.s?) [47].

V. Application a la détection des ions Hg(ll) par SWASV
V.1. Optimisation des parametres analytiques
Les principaux parametres affectant la valeur de courant de créte sont optimisés avec une
solution de 7,0 uM d’Hg (I1).
V.1.1. Paramétres électrochimique
V.1.1.1. Etude de ’effet de la concentration du HCI

L'influence de la concentration d’HCI comme solution support est étudiée dans la plage de
0,05 a 0,5 mol.L™* (Fig. I11.13). Dans cette étude, le meilleur résultat est enregistré avec 0,3
mole L. Comme il est trés proche de résultat obtenu avec 0,2 M, cette derniére a été choisie

comme concentration optimale d'électrolyte support, afin d'éviter des consommations

excessives d'acide concentré.
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Figure 111.13: Variation du courant de créte en fonction de la concentration [HCI].

V.1.1.2. Etude de Deffet de potentiel d'électro-accumulation

L'effet du potentiel d'électro- accumulation sur le courant de créte anodique est évalué

dans la plage de 0,1 V a -1,0 V. La (Fig.111.14) montre que l'accumulation devient moins

efficace lorsque le potentiel appliqué est proche du potentiel standard du couple (Hg *%/ Hg?),

car, a ce niveau les potentiels ne sont pas suffisamment négatifs pour la réduction

électrochimique de Hg*? en HgP [48]; l'application de Erq = +0,1 V a a peine donné un signal.

Un potentiel d'électro-réduction plus négatif que -0,8 V, naffecte pas significativement la

réponse. En se basant sur ces résultats, le potentiel E=-0,8 V est choisi comme suffisant.

1000
800

600

Ip (A)

400

200

-1,0

-0,8

T T
-0,6 -0,4 -0,2
Potentiel acc(V)

0,0

0,2

Figure 111.14: Variation du courant de créte en fonction de potentiel d’électroréduction.
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V.1.1.3. Etude de ’effet de temps d'électro-accumulation

L'influence du temps d'électro-réduction est également examinée (Fig.111.15). La réponse
de I'électrode est reste proportionnelle au temps dans la plage de 30 s a 300 s, avec une nette
diminution de la pente enregistrée a partir de la troisieme minute, indiquant le début de la
saturation des sites actifs sur la surface de I'électrode. En conséquence, 180 s est sélectionné

comme temps suffisant pour les électro-accumulations d’Hg*2.

1200
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800- -

600 ~ ///////
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T T T T T T T
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Figure 11.15: Variation du courant de créte en fonction du temps d’électroréduction.

V.1.2. Paramétres instrumentaux

L’intensité de pic, le rapport signal / bruit et la forme de signal doivent étre pris en compte

dans l'optimisation des paramétres instrumentales de la voltampéremeétrie a ondes carrées.
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Figure 111.16: Variation du courant de créte en fonction du (a) le pas de potentiel et (b) la hauteur
d'impulsion.
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Dans la plage de 30 mV / s a 500 mV / s, l'intensité de courant de créte était linéairement
proportionnelle aux vitesses de balayage. Cependant, le pic a commenceé a s'élargir et le signal
a pris une forme sinueuse a partir de la vitesse 100mV / s. Par conséquent, cette valeur est
choisie comme optimale. Concernant les autres conditions, les valeurs optimales sélectionnées
selon la (Fig.111.16) sont : 2 mV pour le potentiel de pas (intervalle d'étude 1 a 15 mV) et 45
mV pour la hauteur d'impulsion (plage d'investigation 10 a 50 mV).

V.2. Courbe d’étalonnage et limite de détection

La voltamétrie de redissolution anodique a ondes carrées (SWASV) est utilisé pour

étudier la réponse linéaire et la limite de détection d’Hg (I1) a TU-g-Cts / CPE. L'effet de la
concentration d’Hg (Il) sur le courant de créte est étudié dans les conditions optimales
mentionnées ci-dessus.
Une série de voltammogrammes de la redissolution de 50 nM a 5,0 uM d’Hg (Il) est
représentee par la (Fig.111.17.a). A partir la Figure 111.17.b, il est bien claire que la courbe
d'étalonnage du courant de créte en fonction de la concentration comporte deux gammes
dynamiques linéaires; de 5,0x10° 4 1,0 x10® mol. L™ et de 1,0 x 10° 45,0 x10 5 mol.L 2.

11UV
1000 a
. 10004
900 b
4 800 blank
800 - = (0,005uM
1 < 600- —0,01pM
2 700 - :1 = 0,05uM
= 6004 § 400 —0,17uM
] 5 ‘ = 0,3uM
= o
§ 500 —0,5uM
>
o)
(&)

. . T . T . . .
-0,3 -0,2 -0,1 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4
E vs,Ag/AgCl (V)

Figure I11. 17: (a) Voltammogrammes a onde carrée pour différentes concentrations de Hg (l1).
Encart: (b) Courbe d'étalonnage linéaire correspondante du courant de créte en fonction de la
concentration de Hg (I1); de 5 nm a 5 uM. Conditions optimisées: » = 100 mV.s?, [HCI] = 0,2 M,
AE = 2mV, tacc = 3min.
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Pour calculer la limite de détection nous avons utilisé la formule LOD :3%, [49], ou SD est
I'écart type pour dix mesures répétées d’une solution & blanc et m est la pente de la courbe
analytique correspondante aux faibles concentrations (Fig.111.18.a). Les équations de

régression linéaire pour ces deux régions sont:

Ipa (pA) = 352,55 [Hg (I1)] (uM) + 10,31 (R? = 0,998) et
Ipc (nA) = 147,64 [Hg (IN] (UM) + 204,72 (R? = 0,998).

400 1000
350- 900 Ip (A) = 147,64 [Hg ]+ 204,72
Ip (uA) = 352,55 [Hg’] +10,6 R%=0998
3009 o _ 800-
_ | R*=0,998 3 b
fl, 250 § 700
€ 2004 2
G £ 600
§ 150+ g
2 500
100 ©
50 400-
04 300
00 02 04 06 08 10 1 2 3 4 5
[Hg+2] (uM) [Hg+2] (uM)

Figure 111.18 : Courbe d'étalonnage linéaire correspondante du courant de créte en fonction de la
concentration d ’Hg (11); (a) de 5,0 nM a 1,0 uM et (b) de 1,0 uM a 5,0 uM.

La limite de détection d’Hg (Il) était de 1,61 nM, cette LOD est inférieur aux valeurs
rapportées, obtenues a partir de plusieurs méthodes électrochimiques utilisant des électrodes
chimiquement modifiees (Tableau 111.3). La TU-gt-Cts / CPE montre une limite de

détermination beaucoup plus basse et une gamme de linéarité plus large.
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Tableau 111.3: Comparaison de lI'efficacité de TU-gt-Cts / CPE avec diverses électrodes
électrochimiques modifiées dans la littérature pour la détermination voltampérométrique de Hg (l1).

Capteur méthode Gamme de linéarité limite de detection Refs.
(nM) (nM)
Cts—SH/ SWASV 10 to 140 3 [6]
MWCNTs/GCE
OCM/CPE DPASV 99.7 to 698 67.8 [50]
DNA functionalized DPVs 8 to 100 5 [51]
Graphene /GCE
TFSF/ GCE DPASV 10 to 100 4 [52]
SWCNT-PhSH/AUE SWASV 5 to 90 3 [53]
BTC/ CPE SWV 50 to 200 39.9 [54]
DTTPSG/ CPE SWASV 50 to 5000 9.97 [55]
PEDOT/GO DPSV 10 to 3000 2.78 [56]
DPSG/ CPE ASV 10 to 100 7.97 [57]
TU-g-Cts/CPE SWASV 5to 1000 and 1.61 Ce
1000 to 5000 travail

V.3. Validation du capteur
V.3.1. Reproductibilité et stabilité du capteur

Pour examiner la stabilité de la réponse d’électrode par rapport aux changements
possibles dans la forme de signal résultant de la différences en préparation des électrodes ou
des interactions interfaciales de surface au cours du temps, les études de reproductibilité et de
répétabilité des électrodes s’averent nécessaires. En utilisant les conditions optimales décrites
précédemment, I'écart type relatif (RSD) ne dépasse pas 0,8% pour six électrodes construites
a partir de la méme péte de carbone et testées pour la détermination de 0,1 uM d’Hg (1) par
SWASV. Alors que pour six électrodes préparées a partir de différentes pates homogénéisées
de la méme maniére, le RSD est légérement plus grand (2,2%).
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Pour six voltammogrammes de redissolution successifs avec la méme TU-gt-Cts/CPE, le RSD
en pics de courant est de 2,1%. La stabilité a long terme est étudiée également a l'aide d'une
électrode modifiée; le (RSD) est estimé a 4,6% pour huit mesures consécutives pendant deux
mois, avec une fréquence d’une mesure par semaine. Les résultats indiquent la bonne qualité

de la surface d'électrode et la longue stabilité de notre modificateur TU-gt-Cts.
V.3.2. Effet des interférences

La capacité de notre capteur a faire la distinction entre le mercure et les especes
interférentes couramment présentes dans un environnement physiologique similaire est
également examinée (voir tableau I11.4). Le pourcentage de variation du courent est utilisé
pour exprimer I'effet d'interférence. Quelle que soit la concentration en ions monovalents tels
que K*, Na*, CI, NO3,, aucune interférence évidente n’a pu étre trouvée pour les
déterminations d’Hg*2 & 10°® M. La méme remarque est faite pour certains cations bivalents,

notamment Cd*?, Cu*?, Co*2, Zn*? et Ni*?, tant que le rapport [Mn*?]/[Hg*?] est inférieur a 10.

Tableau I11.4: Influence des interférences sur la réponse en courant pour 10°¢ M de Hg?*.

Interference

[Mnﬂ/Z]S 106 M [Mnﬂ/Z]/ [Hg]=10 [|V| ntllz]/ [Hg]=20

k™, Na*, CI', NO3 Pas d’interference  Pas d’interference Effet négligeable
Ccd? Ccu?*, zn*

Co?*, Ag* Pas d’ interference  Effet négligeable +4.7%

Pb*? Effet négligeable  -6.4% -12.3%

A partir de ce rapport, I'effet de la compétition entre ces cations pour occuper les sites de
liaison commence a apparaitre. Jusqu'a [Mn*?] / [Hg*?] < 20, la variation voltampérométricque
du signal n'a pas dépassé la limite de tolérance estimée a + 5% et définie comme l'erreur
relative maximale dans le signal analytique, qui peut étre causée par la présence d’especes
étrangéres. Ces résultats peuvent se justifier par plusieurs raisons; (i) I'affinité plus élevée de
la base de schiff comme modificateur de surface délectrode pour les ions d’Hg (Il) en

comparaison avec d'autres cations, (ii) la différence entre le coefficient de diffusion de Hg (1)
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et les coefficients des autres ions. Le plomb est la seule espéce qui interfere en réduisant le
signal d’Hg (11). Cela signifie qu'il existe une convergence dans la cinétique de complexation
entre ces deux cations, conduisant & une compétition dans l'accumulation a la surface de

I'électrode.

V.3.3. Application avec eéchantillons réelles

Pour évaluer l'application pratique de I'électrode TU-gt-Cts /CP pour l'analyse des ions de
mercure avec des échantillons réels, I'eau du robinet de laboratoire et I'eau de mer sont
utilisées comme exemples. Sans traitement préalable, les échantillons sont mélangés avec 1 M
d’HCI pour donner des solutions de 0.2M. Par la suite, ces échantillons sont contaminés par le
mercure a différentes concentrations (Tableau. 111.5). Dans les conditions optimales; le pic de
courant pour une solution contaminée par 0.1 uM de mercure est observé autour de 0,15 V
pour l'eau du robinet et 0,18 V pour l'eau de mer. En utilisant I'¢équation analytique de la
courbe d'étalonnage, les pourcentages de recupération calculés sont donnés dans le Tableau

I11.5. Les taux de récupération des ions de mercure varient entre 96% et 107%.

Ces résultats satisfaisants démontrent l'adéquation de la matrice développée (TU-gt-Cts) pour
I'identification précise des ions Hg (IlI), a des niveaux infimes dans la surveillance

environnementale de I'eau du robinet et de I'eau de mer.

Tableau 11.5: résultats de récupération de I’Hg*? a des niveaux traces dans des échantillons réels
d'eau du robinet et d'eau de mer.

| Echantillon Valeur ajoutée Valeur déterminée % Récupération
0.050 0.052+0.006 104%
i 0.100 0.096+0.005 96%
Eau de robinet
0.500 0.512+0.052 102.4%
0.100 0.107+0.0057 107%
Eau de mer 0.500 0.532+0.011 106.4%
1.000 1.061+0.032 106.1%
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V1. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons utilisé une électrode en pate de carbone modifiée par
chitosane greffé a la thiourée pour la détection des ions mercuriques. Une série de
caractérisations électrochimiques de I’électrode modifiée était réalisée. Le comportement
électrochimique d’Hg*? sur la surface de I'électrode modifiée était soigneusement examiné
avec détermination de différents parametres électrochimiques et cinétiques. Une réaction de
transfert d'électrons quasi réversible s'est produite en parallele avec un processus contrélé par
diffusion. L'influence des paramétres expérimentaux impliqués dans la détermination d’Hg
(I1) a également était optimisée. En utilisant la SWV, notre capteur a montré une bonne
sensibilité vis-a-vis des ions Hg(l1) avec une limite de détection de 1.61 nM. D’autre part, les
performances analytiques de ce capteur a savoir la sélectivité et la reproductibilité étaient
¢tudiés. Nous avons aussi testé 1’efficacité de notre capteur a la détection de ces ions dans des
conditions réelles. Les résultats obtenus avec 1’eau de mer et 1’eau de robinet sont satisfaisants
et prometteur pour une éventuelle utilisation de cette électrode avec d’autres échantillons réels

plus complexes.
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Chapitre 1V: Elaboration des électrodes a base d’un bioconjugué de chitosane-
tanin de myrte

Partie A : Détection simultané des traces d'ions de métaux lourds par
DPASV a l'aide d'une électrode en carbone vitreux modifiée par
chitosane - tanin de myrte

l. Introduction

Une détermination simultanée fiable de plus d'un métal a l'aide d'une voltamétrie de
redissolution est difficile en raison de la possibilité de chevauchement de pics, qui peuvent se
produire dans les plages de potentiel relativement étroites ou les métaux sont réduits ou
oxydés. Une des approches utilisée pour éliminer le probleme des interférences consiste a
faire recours aux électrodes chimiquement modifiées (ECM). Le mécanisme de ces derniers
dépend des propriétés du modificateur utilisé qui affectent la sélectivité de 1’électrode envers
les especes cibles. Ceci par la conservation d’une préconcentration réglable plus large sans
interférences comparé aux techniques voltampérometriques conventionnelles [1].

Dans cette partie, une électrode en carbone vitreux modifiée par un biofilm a base de
chitosane et polyphénole de myrtus communis L. est développée. La conjugaison entre les
deux biopolymers est vérifiée par la spectroscopie UV-Vis. La structure morphologique est
caractérisee par la microscopie électronique a balayage (MEB). L’adhérence et la stabilité de
film sur I’électrode sont testées par le mesure de I’angle de contacte avec I’eau. Les
caractéristiques électrochimiques de la surface sont étudiées par la spectroscopie d’impédance
électrochimique (EIS) et la voltamétrie cyclique avant I’application de la voltammétrie
d’impulsion différenticlle a redissolution anodique (DPASV) pour la détection simultanée des
ions de Cd*?, Pb*2, Cu*? et Hg*2.

Les expeériences reportées dans ce chapitre étaient faites au niveau du Laboratoire des

Interfaces et des Matériaux Avancés (LIMA) de la faculté des sciences -Monastir en Tunisie.

1. Etat de ’art

Similaire au chitosane, qui est I'un des polymeres les plus utilisés dans I'élaboration des
nouveaux dérivés destinés aux applications prometteuses dans le traitement des eaux usées,
notamment, l'adsorption des métaux lourds, les tanins sont également d’excellents candidats
pour produire des biosorbants. Ces biopolymeres naturels peu colteux et riches en groupes
hydroxyles phénoliques adjacents, ils sont faciles a extraire et a convertir en matrices

insolubles comme gels de tanin [2, 3] et mousses de tanin [4], ou immobilisées sur des
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matrices insoluble tel que la collagene [5], la silice mésoporeuse [6], ....etc. Les adsorbants a
base de tanin ont une affinité naturelle pour absorber les métaux lourds [7, 8], les colorants [2,
9] et les composés pharmaceutiques [10] des eaux contaminées, et pour accumuler
sélectivement les métaux précieux et critiques des courants aqueux [11,12].
La combinaison entre les tanins et le chitosane connu par sa forte affinité pour les métaux
lourds, donnera certainement un composé trés efficace pour la détection de ce type de
polluants. Le chitosane se lie aux tanins chargés négativement par les interactions
électrostatiques, entrainés par ses groupes amino chargés positivement. Cette interaction
permet de développer des biomatériaux stables [13].

Le bioconjugué chitosane-tanin peut étre une nanoparticule, un film hydrogel, une
biomousse ou un biogel, tout dépend de l'agent de réticulation [14].

Depuis les derniéres décennies, les conjugués polyphénols-chitosane ont recu une
attention accrue de la part des scientifiques et deviennent a présent un sujet de recherche
ardent dans l'industrie alimentaire et la biomédecine [13]. Cependant, I'application de ces
nouveaux bioconjugues dans le domaine de I'adsorption des métaux lourds n‘a attiré I'attention
que récemment. Suivant Badawi et al. le chitosane est mis en réaction en utilisant l'acide
tannique a différents rapports molaires pour obtenir trois biopolyméres modifiés. Les
expériences d'adsorption ont montré que les biosorbants prépares peuvent étre utilisés comme
adsorbants efficaces pour I'élimination des ions Pb(ll) et Al(II1) [15]. Dans un autre travail,
Zhou et al. ont démontré la possibilit¢ d’adsorbé le palladium (Il) a partir d'une solution
aqueuse en utilisant un bioconjugué produit par greffage de chitosane sur les tanins extraits a
partir des fruits de kaki [16]. Cet adsorbant est aussi utilisé par le méme groupe de recherche
pour éliminer le Pb(Il) des eaux usées, les résultats indiquent que le biopolymére chitosane-
tanin de kaki est un excellent adsorbant [17]. De leur c6té, Abdulsahib et al. ont publié une
série d'articles présentant I'efficacité de quelques adsorbants a base de chitosane et de
polyphénols. Le premier a base de chitosane-lignine est utilisé comme coagulant pour
éliminer la bentonite de I’eau brute [18], ainsi comme adsorbant d’ions métalliques de Cd, Co,
Pb et Zn [19]. Un autre a base de chitosane et des tanins de Laurus nobilis (feuilles) est
synthétisé par le méme groupe de recherche. La caractérisation du nouvel adsorbant a montré
sa bonne stabilité chimique et thermique et fournit par conséquent une méthode excellente
pour I'élimination de quelques éléments trace métalliques (Cd, Co, Pb et Zn) [20].

A notre connaissance, les bioconjugué chitosan- polyphénol de plantes n'était pas utilisé

auparavant pour la détection de métaux lourds ou méme pour la modification des électrodes.
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I11. Elaboration d’électrode
I11.1. Réactifs et Appareillage

Le chitosane (DD =83%, Mv =78KDa) et les tanins de myrte (TM) extraits suivant les
protocoles détaillés au chapitre Il. L’électrolyte support est un tampon d’acétate de 0,1 M
préparé en mélangeant X ml de solution d'acide acétigue CH3COOH (0,1 M) avec Y ml d’une
solution d'acétate de sodium CH3COONa (0,1 M) suivant le pH désiré. Trihydrate
d'’hexacyanoferrate (11) de potassium K4[Fe(CN)6].3H20, hexacyanoferrate de potassium
(1) (K3[Fe(CN)6]), chlorure de potassium (KCI), nitrate de cadmium (Cd(NOs)2), chlorure
de cuivre (11) (CuCI2), nitrate de plomb (I1) (Pb(NOs)2), chlorure de mercure (11) (HgCl.) ont
été achetés chez Biochem chemopharma.
Les spectres dabsorbance UV des solutions aqueuses sont enregistrés par un
spectrophotometre 67 série Modeles 6705 UV / Vis JENWAY.
L’angle de contact est mesuré suivant une méthode simple qui est basée sur la photographie d’une
goutte de dimensions définies a lI'aide d'un appareil de la société GBX (DIGIDROP) model MSE.
Des images par microscope électronique a balayage (MEB) de film déposé sur une électrode
de carbone sérigraphiées sont obtenues avec un Thermo Scientific Q250, entierement controlé
a partir d'un poste de travail informatique.
Un pH-metre 3505 JENWAY est utilisé pour I’ajustement de pH.
Les mesures de voltammétrie cyclique, voltammétrie a impulsions différentielles et les
mesures de spectroscopie d’impédance sont réalisées a I’aide du montage de la (Figure 1V.1,a)
L’appareil utilisé¢ est un potentiostat de type Autolab PGSTAT320N qui est associ¢ a un
ordinateur comprenant un logiciel de simulation Nova 1.5 qui permet de traiter les données.
Les mesures électrochimiques sont réalisées dans une cellule électrochimique de capacité
30mL contenant trois électrodes (Figure 1V.1.b) une électrode de référence de type
Ag/AgCI/(KCI Saturé), une contre électrode en platine et une électrode de travail en carbone

vitreux.
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Figure I1V.1: (a) Dispositif expérimental concernant les mésures voltammétriques et la spectroscopie

d’impédance, (b) Cellule électrochimique.

111.2. Préparation du bioconjugué de chitosan et tanin de myrte

Pour préparer le biocongugué chitosane-tanin de myrte, on a procédé comme suit : 0,1 g
de chitosane est dissous dans 100 ml d'acide acétique (0,5% v/v) pendant deux heures, dont
20 min sous vibration ultrason. Ensuite, la fraction insoluble est éliminée via du papier
Wattman de 0,7 um. Par la suite, 2 ml de tanin de Myrte est ajoutés dans 10 ml de solution de
chitosane; le mélange est laissé sous agitation a température ambiante pendant 2 heures.
111.3. Caractérisation par spectroscopie UV-visible

La spectroscopie ultraviolette / visible (UV-Vis) est utile comme technique analytique
pour identifier certains groupes fonctionnels dans les molécules. Dans notre cas, ’'UV-Vis a
été utilisée pour confirmer toute conjugaison qui pourrait se produire entre le Cts et le tanin de
myrte. Les spectres UV-vis (Fig.IV.2) sont enregistrés dans I’intervalle 200-900 nm avec un
modeéle de spectrophotometre de faisceau simple utilisant des cuvettes (chemin optique de 1,0
cm) a température ambiante. Nous avons étudié les spectres UV d’une solution de chitosane,
une solution de tanin et un mélange des deux biopolymers. L'absorption de la lumiere
ultraviolette /visible par les molécules organiques est limitée a certains groupes fonctionnels
(chromophores) qui contiennent des électrons de valence de faible énergie d'excitation. Les
spectres UV-Vis sont enregistrés contre un blanc d'acide acétique 0.5% (v/v). Le chitosane

comprend deux groupes chromophoriques ultraviolets espacés, la N-acétylglucosamine
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(GIcNAC) et la glucosamine (GIcN); dont les coefficients d'extinction pour des longueurs
d'onde inférieures a 225 nm sont non nuls [19]. Le spectre UV du chitosane présente un seul
pic a Amax =220 nm dans une solution de 0,5% HAc. Semblable a la plus part des extraits de
tanins vegétaux qui absorbent dans 1’ultraviolet, I'analyse du spectre d'absorption des tanins
de myrte présente deux bandes intenses caractéristiques a 215 et 275 nm respectivement. En
raison de la forte conjugaison entre les électrons 7 du cycle benzénique et le groupe carbonyle
a travers la double liaison carbone-carbone [20].

Ceci est également cohérent avec les profils de spectre d'absorption des quelque tanins
hydrolysables mentionnés dans la littérature [21.22]. Le déplacement des spectres
d'absorption du mélange Cts-TM a 210 et 270 nm avec une absorbance moins intense pour le
premier spectre est plus intense pour le deuxiéme, peut prouver la formation d'un conjugué

polysaccharide-polyphénol.

2,0 Cts

Absorbance

. T . T .
200 300 400 500
Longuer d'onde(nm)

Figure 1V.2: Spectrs d’absorption UV-vis de (a) chitosan, (b) tanin de myrte, (c) bioconjugué de
chitosan-tanin de myrte

111.4. Prétraitement de la surface de I’électrode de carbone vitreux

La présence des groupes fonctionnels a la surface du carbone affecte sa réponse
électrochimique. Donc, avant toute manipulation électrochimique, les électrodes doivent étre
polies, rincées et activées afin d’assurer un meilleur controle de sa réactivité de surface.
111.4.1. Le polissage mécanique
La surface de I'électrode de carbone vitreux a été polie mécaniquement avec une suspension

d’alumine Al2Os (10um)-eau a l'aide d'un kit de polissage, lavée puis traitée par ultrasons
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dans de l'eau désionisée pendant 5 minutes afin d’¢liminer les particules d’alumine adsorbées

a la surface de ’électrode.

111.4.2. Electro-polissage
Le traitement électrochimique est réalisé par voltammétrie cyclique dans 0,5 M de NaOH
avec un taux de balayage de 50 mV/s entre les potentiels 0,6 et 1,2 V par rapport a une
électrode de référence AQ/AQCl, suivie d'un ringage avec de I’eau désionisée.
L’¢lectro-polissage de 1’¢lectrode est réalis€¢ jusqu’a D’obtention de voltamogrammes
superposables [23].

La Figure 1V.3 présente les voltamogrammes obtenus avant et aprés nettoyage de
I’¢lectrode de carbone vitreux. Une amélioration de D’intensité des pics anodiques et

cathodiques et une diminution de la différence de potentiel sont observées apres nettoyage.

30,0
20,0u
10,0p

0,01

Courant (uA)

-10,0p
-20,0p

-30,0p

— T T 1 ' T T T T 1 ' T " T T T T T 7
-03 02 -04 OO O1 02 03 04 05 06 0,
E vs,Ag/AgCl (V) Cts

Figure IV.3 : Voltamogrammes cycliques d 'une électrode de carbone vitreux nue. Mesures

effectuées dans 1mM de [Fe(CN)g]*"* dans 0.1M KCI; v=100mV/s.

I11.5. Modification et caractérisation de la surface de I’électrode

Pour fonctionnaliser la surface de 1’électrode, 5 pL de la solution (Cts-TM) sont
déposés sur I'électrode. La surface modifiée est séchée a température ambiante pendant une
nuit. Une bonne adhérence du biofilm est obtenue. La figure 1V.4 présente un résumé des

étapes suivies au cours de la modification de notre surface d’¢lectrode en carbone vitreux.
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Chitosane Tanin de Myrte Bioconjugué

/
o CoON '\ /\ -
) l OM r
] W '\ / \\(

AEL

Figure IV.4 : Les étapes de fonctionnalisation de [’électrode.

111.5.1. Caractérisation par angle de contacte

Afin de vérifier la stabilité et 1’adhérence du film de Cts-TM déposé sur la surface
de la GCE, nous avons comparé la mouillabilité de la surface avant et apres modification, car
la variation de la force de mouillage est extrémement sensible aux modifications de surface.
Les forces de mouillage reflétent les effets de tous les groupes fonctionnels présents sur la
surface, qui sont en contact direct avec la phase liquide. Cette technique de caractérisation
nous permet d’étudier 1’hydrophobicité des surfaces. La valeur de ’angle de contact de
I’¢lectrode de carbone nue est de 87.5°, cette valeur refléte le caractére hydrophobe de sa
surface. Apres le dép6t de film, on observe une diminution de I’angle de contact a 65,0°
(Figure 1V.5), montrant que la modification améliore le caractere hydrophile de cette surface.
Cela peut s’expliquer par la possibilité de formation de liaisons hydrogene entre l'eau et
certain groupes fonctionnels sur la couche Cts-TM. L'oxygene d'une molécule d'eau a deux
paires d'électrons solitaires, chacune pouvant former une liaison hydrogene avec deux atomes

d'hydrogéne de groupes amino présents sur la surface Cts-TM / GCE [24].
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D'autre part, les atomes d'hydrogéne de la méme molécule d'eau se connectent aux
groupes carboxyle de biofilm. Les interactions des atomes (oxygene et hydrogéne) des
molécules d’eau avec la surface modifiée de I'électrode ont provoqué des changements de
tension superficielle et par conséquent l'angle de contact de la goutte de I’eau diminue par
rapport a celui mesuré a la surface de I'électrode nue, ce qui facilite ultérieurement le
processus d'échange de masse et de transfert de charge entre la solution contenant les ions
cibles et le film Cts-TM. En revanche, la valeur 65 ° comme angle de contact est

suffisamment grande pour éviter la dissolution de film dans I’électrolyte support.

§~87.5° 6~65.0°

Figure IV.5: Images d’une goutte d’eau déposée sur la surface d un substrat en carbone Sérigraphie
nu (gauche) et Cts-TM/SCE (droite)

111.5.2. Caractérisation par MEB

La Figure 1V.6 montre I’image MEB du biofilm de chitosane et bioconjugué Cts-TM déposé
sur la GCE. L'analyse MEB donne un apercu général suffisant de la structure et de la
morphologie de surface. On observe a partir les deux images que le film de chitosane est lisse
et qu'il a des ondulations de grande taille en micron, tandis que, le film de bioconjugué
présente une masse rugosité et amorphe d'une structure en forme de chips accumulés avec des
bords frisés. 1l n'est pas donc un matériau poreux, mais il a une structure de couches. C'est une
structure trés similaire a celle obtenue par I'image MEB d’un adsorbant a base de chitosane et
tanin du plagueminier (kaki) réalisé par Xiaojuan Li [17]. Ce résultat indique que les tanins

sont interagis avec le chitosane.
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Figure 1V.6: Clichés obtenus par Microscopie Electronique a Balayage de (a) biofilm de chitosane,
(b) biofilm de Cts-TM.
111.5.3. Caractérisation par voltamétrie cyclique

L'électrode modifiée telle que représentée sur la figure 1V.4, est caractérisée par une
voltamétrie cyclique (CV) en présence de 1 mM de [Fe(CN)s]** en tant que sonde redox.

50,0u
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40,004 (Cts-Tn)/GCE

30,04
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-20,0p -

-30,0p -

. , .
-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6
E vs,Ag/AgCl (V)

Figure 1V. 7: Voltamogrammes obtenus avant et aprés modification de la surface de GCE. Par Cts-
TM. Mesures effectuées dans 1mM de [Fe(CN)s] 3"+ dans 0.1M de KCI.
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D’apres la figure V.7, nous remarquons que le voltamogramme du couple rédox

[Fe(CN)s]*"* présente une oxydoréduction typique, quasi-réversible avec une différence de
potentiel AEp de 95 mV a la GCE nue et un rapport de;—i = 1.09.

Les pics redox du courant ont augmenté apres la modification de la surface de I'électrode par
la couche de Cts-TM indiquant une amélioration significative de la cinétique de transfert
d'électrons & la surface du Cts-TM / GCE. Cette amélioration est attribuée a la présence d'un
grand nombre de défauts structurels pouvant servir de sites électro-actifs pour les réactions

électrochimiques [25].

111.5.4. Caractérisation par spectroscopie d’impédance

La capacité de transfert d'électrons sur la surface de Cts-TM/GCE est examinée par EIS
avant et apres le processus de modification. La figure V.8 montre une diminution de la
résistance de transfert de charge aprés déposition de film sur la surface de I'¢lectrode de
carbone vitreux. Cela peut signifier que le chitosane et tanin de myrte ont facilité le processus
de transfert d'électrons sur la surface d’¢électrode. Cette amélioration en transfert de charge

refléte I’activité électrocatalytique de notre film vis-a-vis de [Fe(CN)s]**".
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Figure IV. 8: Diagrammes de Nyquist correspondant aux GCE et Cts-TM/GCE. Les mesures ont été
effectuées dans 0.1M de KCI en présence du couple redox [Fe(CN)e]>"*- .
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l. Application de I’électrode modifiée Cts-TM/GCE pour |'analyse des

cations métalliques

La procédure analytique adoptée pour évaluer la sensibilité de notre membrane a la
détection des cations cadmium (1), plomb(l1), cuivre(Il) et mercure(l1) est la suivante :

e [ ’¢lectrodéposition et la réduction simultanés des cations métalliques au sein de la
membrane Cts-TM est realisée a circuit fermé, dans une cellule électrochimique contenant
une solution de tampon (acide acétique-acétate de sodium) a pH = 4.8 sous I’agitation en
appliquant des valeurs pré-optimisés de potentiel et temps d’électro-dépot.
e Apres I’électrodéposition, ’agitation doit arréter, un temps de repos (5 secondes) est pris
automatiquement par le systéme avant de commencer la mesure par voltammétrie
d’impulsion différenticlle a redissolution anodique (DPASV) avec modulation d'amplitude
(100 mV), potentiel de pas (2mV), temps de modulation (0.03s) et temps d’intervalle (0.25).
Pour éviter toutes pollutions qui pourraient fausser les résultats, la verrerie utilisée au cours
de ces manipulations doit étre lavée selon une procédure bien définie consistant a rincer a
l'acide concentré afin de dissoudre toute trace d'ions métalliques, puis a rincer

respectivement a l'acétone et a I'eau bidistillée.

IV.1. Optimisation des conditions analytiques de détection
Avant de construire les voltamogrammes de calibration, les conditions de mesure de la
réponse de notre électrode dans la présence des quatre ions doit étre optimisé en faisant varier

le pH du tampon acétate 0,1 M, le potentiel d’¢électroréduction et le temps d’¢électroréduction.

IV.1.1. Effet de pH

L’optimisation du pH de la solution tampon est tres intéressante du fait que les groupes
complexants du biofilm utilisé ont des propriétés acido-basiques. On peut alors adapter le pH
suivant la dureté ou la mollesse des cations métalliques cibles. Différentes mesures par
DPASYV a des valeurs de pH varient entre 3,0 et 5.8 sont réalisées afin d’étudier I’effet du pH
sur le pic de courant comme indiqué la figure 1V.9.

Une certaine stabilité en pic de courent est enregistrée entre 4,6 et 4,9. La diminution de la
réponse vers les pH acides est probablement due a la protonation des groupes hydrophiles sur
le plan de (Cts-TM). Apres I’intervalle de stabilité, les valeurs de pic de courant de quatre
cations ont diminué avec l'augmentation de la valeur du pH, grace a I'hydrolyse des cations

Cd?*, Cu?*, Pb?" et Hg?". Ainsi, un pH de 4,8 était choisi comme optimal pour cette analyse.
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Figure 1V.9 : Effet du pH sur la détection des métaux: cadmium, cuivre, plomb et le mercure.

IV.1.2. Effet de potentiel et de temps d’électroaccumulation

Le potentiel de déposition a un effet significatif sur la sensibilité, leur optimisation est
tres importante pour les techniques de redissolution anodique. L'influence du potentiel
d’électro-réduction sur la réponse de stripage des ions Cd?*, Cu?*, Pb®" et Hg?* est étudiée
entre —0,8 et —1,3 V dans les conditions de pH optimisé. D’aprés La figure (1V.10, a), nous
remarquons que le courant de pic pour chaque ion métallique présente une dépendance
remarquable vis-a-vis le potentiel de dép6t, de facon que I’intensité des courants de pic de
redissolution augmentent progressivement lorsque le potentiel d’accumulation passe de —0,8 a
—1,2V, car les potentiels devient assez négatifs pour la réduction électrochimique du
maximum des cations Mn*2 en Mn°. En revanche, lorsque le potentiel de dépot devient plus
négatif que —1,2 V, les courants de pointe diminuent en raison de la réduction d'autres
produits chimiques a ces potentiels, qui interférent dans la détermination des ions Cd?*, Cu?*,
Pb%* et Hg?* . De plus, lorsque -1,3 V est appliqué, la reproductibilité de stripage pour les
quatre ions métalliques devenue faible, car I'évolution de I'hydrogéne commencait a étre
significative. A ces niveaux réduits de potentiel les métaux déposés sur la surface de
I'électrode pourraient étre endommageés par les bulles d'hydrogéne et entrainer une diminution
des signaux [26, 27]. Par conséquent, dans toutes les études ultérieures, -1,2 V a été utilisé

comme potentiel de dépdt optimal.
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L’effet du temps d’électroaccumulation est également étudié. La quantité d'ions
metalliques accumulée sur la surface de I'électrode améliore significativement sa sensibilité.
La figure (IV.10, b) montre les tracés du courant de créte en fonction du temps de dép6t pour
les 4 cations dans la plage de 30 a 360 s. Jusqu’a 300 s, le courant de pointe de chaque ion
augmente considérablement avec le temps de dép6t, ce qui pourrait étre attribué a la
préconcentration progressive d'ions métalliques a la surface de I'électrode. L’amélioration du
courant de pointe est devenue moins sensible aprés 300s d’électrodéposition, pour s'est
ensuite complétement stabilisée vers les valeurs du temps supérieurs a six minutes en raison
de la saturation de la surface ou de l'atteinte de I'eéquilibre entre les métaux complexés et les
ions en solution [1, 26, 27].

Compte tenu de la sensibilité élevée dans un temps d'analyse relativement court, un temps de

dépdt de 300 s est utilise comme temps d'accumulation.

1004 —— 130 b ey »
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| ——Cu 110
80 —¥—Hg 1004
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< ™ < 0]
?E’ 60 :é’ 70
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30- 30 —vHg
J 201
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Figure 1V.10 : Effet de potentiel d’accumulation () et du temps d’accumulation(b) sur la détection

des métaux: cadmium, cuivre, plomb et le mercure.
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IV.2. Détection individuelle de métaux lourds par DPASV:

L'étalonnage du systeme polysaccharide-polyphenol de chaque cation cible est effectué a

partir d’une solution d'acétate tamponnée a pH = 4.8, dans une gamme de concentration de

5x1071% a4 5x10~° mol/L. La variation de l'intensité de pic de strippage anodique en fonction de

la concentration du cation Mn(lIl) ajouté individuellement dans la cellule électrochimique est

représentée sur les figures ci-dessous.

IV.2.1. Analyse voltampérométrique de Cd(ll):

240,04 -
220,04 4
200,04 -
180,00
160,00 -
140,00
120,00 4
100,0p -
80,04 4
60,04 4
40,00 4
20,044
0,04

Courant (pA)

5x10-10
—10-9
5x10-9
—10-8
5x10-8
—10-7
4x10-7
7x10-7
—10-6
2x10-6
3x10-6
4x10-6
5x10-6

-20,0p

T T T T T T T
-1,0 -0,9 -0,8 -0,7 -0,6

E vs,Ag/AgCl (V)

250 1
200
150

100

Courant (pA)

50 4

0 1 2 3 4 5
[Cd+2] (uM)

current (pMA)

Courant (pA)

no
o
1

—_
o
1

—
o
1

o
1

o
1

Ip(uA)= 187,01 [Cd"*](uM) +1,43
R’= 0,995

250

T T T T T T
0,04 006 0,08

(Cd+2] (M)

—
0,02 0,10

|R*=0,993

Ip(uA) = 44,217 [Cd™J(uM) 25,39

(Cd+2] (uM)

Figure IV.11 : (a) Voltammogrammes DPASV de différentes concentrations de Cd(lIl). Encarts:
Courbes d'étalonnage linéaires correspondantes au pic de courant en fonction de la concentration
de Cd (I); (b) de 0.5 nm a5 uM, (c) de 0.5nM a 0.1 uM et (d) de 0.1 uM a 5,0 uM. Conditions

optimisées: v = 0.1V.s-1, [BAc] = 0,1 M, tacc =300s. Eacc =-1.2V

Page 123



Chapitre 1V: Elaboration des électrodes a base d’un bioconjugué de chitosane-
tanin de myrte

La droite d'étalonnage présente deux gammes linéaires I’une de 5x107*° & 10" mol/L et I’autre de

4x10'a 5x10°°. Les équations de régression linéaires pour ces deux régions sont respectivement:

Ip(LA)= 187.01 [Cd*?](UM) +1.43 R? = 0,995
Ip(LA)= 44.217 [Cd*?](uM)+25.39 R?=0,993

IV.2.2. Analyse voltampéromeétrique de Pb(ll):
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Figure 1V.12 : (a) Voltammogrammes DPASV de différentes concentrations de Pb (Il). Encarts:
Courbes d'étalonnage linéaires correspondantes au pic de courant en fonction de la concentration
de Pb (II); (b) de 0.5 nm a5 uM, (c) de 0.5 nM a 0.1 uM et (d) de 0.1 uM a 5,0 uM. Conditions
optimisées: v = 0.1V.s?, [BAc] = 0,1 M, tacc =300s. Eacc =-1.2V

La droite d'étalonnage présente deux gammes linéaires ; ’'une de 5x1071° a 10" mol/L et
’autre de 4x1077a 5x10°°. Les équations de régression linéaires pour ces deux régions sont
respectivement:

Ip(LA)= 266.48 [Pb*?](UM) +1.83 R?=0,995

Ip(LA)= 66.73 [Pb*?](UM)+47.65 R%=0,987
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1V.2.3. Analyse voltampérométrique de Cu (I1):
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Figure 1V.13: (a) Voltammogrammes DPASV de différentes concentrations de Cu(ll). Encarts:
Courbes d'étalonnage linéaires correspondantes au pic de courant en fonction de la concentration
de Cu (I1); (b) de 0.5 nm a5 uM, (c) de 0.5 nM a 0.1 uM et (d) de 0.1 uM a 5,0 uM. Conditions
optimisées: v = 0.1V.s?, [BAc] = 0,1 M, tacc =300s. Eacc =-1.2V

La droite d'étalonnage présente deux gammes linéaires ; I’'une de 5x107*° & 10" mol/L et

’autre de 4x107'a 5x10°°. Les équations de régression linéaire pour ces deux régions sont

respectivement:
Ip(UA) = 264.56 [Cu*?](uUM) + 1.65
Ip(UA) = 57.42 [Cu*?](uUM) + 29.52

R?=0,996
R?=0,997
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1V.2.4. Analyse voltampérométrique de de Hg (11):
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Figure 1V.14 : (a) Voltammogrammes DPASV de différentes concentrations de Hg(ll). Encarts:
Courbes d'étalonnage linéaires correspondantes au pic de courant en fonction de la concentration
de Hg (I1); (b) de 0.5 nM a 5 uM, (c) de 0.5nM a 0.1 uM et (d) de 0.1 uM a 5,0 uM. Conditions
optimisées: v = 0.1V.s?, [BAc] = 0,1 M, tacc =300s. Eacc =-1.2V

La droite d'étalonnage présente deux gammes linéaires ; 1’'une de 5x1071° & 10" mol/L et

l’autre de 4x10'a 5x10°°. Les équations de régression linéaire pour ces deux régions sont

respectivement:

Ip(HA) = 256.7 [Hg*2](LM) +1.40
Ip(LA) = 52.08 [Hg*2](LM) +29.41

R?=0,998
R? = 0,997
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La limite de détection de chaque cation par I’électrode modifi¢e est déterminée en appliquant

la formule LOD 23%) , ou SD= 0.011 est I'écart type pour dix mesures répétées d’une

solution a blanc, alors que m est la pente de la courbe analytique de I’ion cible correspondante

aux petites concentrations [28].

Les courbes d'étalonnage de Cd?*, Pb?*, Cu?* et Hg?', ont montré une dépendance
linéaire a la concentration. Le tableau 1V.1 récapitule tous les résultats obtenus dans le cas de
la détection individuelle des quatre cations métalliques sur 1’électrode modifiée par le film de

bioconjugué Cts-TM.

Tableau 1V.1: Sensibilité et limite de détection analyses individuellement pour les cations
Cd(In), Cu(ll), Pb(I1) et Hg(Il) par la matrice Cts-TM

sensibilite (LA/LM) limite de détection (M)
Cd? 205.51 4563  176x10°
Pb*? 266.48 66.73 1.23 x10%0
Cu*? 264.56 57.42 1.25x 10
Hg*™ 256.70 52.08 1.28 x 100

Le systéeme polysaccharide-polyphénol semble donc sensible aux cations plomb, cuivre,
mercure plus qu'aux cations cadmium(ll). La sensibilité de I'électrode est diminué avec
l'augmentation de la concentration des metaux dans la solution supporte, ce qui peut
s'expliquer par la saturation de la surface de I'électrode grace a l'occupation des sites actives

du film de bioconjugué Cts-TM.

IVV.3. Détection simultanée de quatre cations métalliques :

L’¢lectrode modifiée par le nouveau bioconjugué (Cts-TM) est également utilisée pour
I’analyse simultanée de Cd(II), Cu(II), Pb(Il) et Hg(ll). Les voltamogrammes DPASV
typiques de la détection simultanée de quatre cations métalliques sous les conditions
expérimentales optimales et dans une gamme de concentration allant de 5x10° & 5x10° mol/L
sont affichés dans la Fig. 1V.15.

Page 127



Chapitre 1V: Elaboration des électrodes a base d’un bioconjugué de chitosane-
tanin de myrte

330,04 -
300,0p . 5x10-9
270,04 - 10-8
i 5x10-8
240,0p - 10-7
. . 4x10-7
< 210,0p 7x10-7
= ] 10-6
Y= 180,01 7 2x10-6
S  150,0u - 3x10-6
5 i 4x10-6
8 120,0pu . 5x10-6
90,0 -
60,04 -]
30,04 -]
0,0
1 M 1 M 1 M 1 M 1 M 1 M 1
-0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4

E vs,Ag/AgCl (V) Cts

FIgure 1v.15: LOUrDES Ue UETECTION SIMUITAnee par DFASY e QITTerentes Concentrations pour 1es
quatre ions Cd?*, Pb?*, Cu?* et Hg?* par I'électrode Cts-TM / GCE, [tampon d'acétate]= 0,1 M pH
4.8, Eace=-1.2V , Tempsacc =300s.

Le film propose est appliqué avec succes a la détermination simultanée des quatre
cations métalliques cibles. Il montre des pics individuels pour le cadmium, le plomb, le cuivre
et le mercure dans leur coexistence, sachant que la croissance des concentrations provoque
une légere déplacement de potentiels des pics vers les valeurs positives ; de -0.80 a -0.73V
pour Cd(Il), de -0.55 a -0.495V pour Pb(1l), de -0.206 A -0.144 V pour Cu(ll), et de -0.09 a
+0.163 V pour Hg(l1). Il a été encore constaté que lorsque les concentrations des quatre ions
cibles augmentent simultanément, les quatre especes présentent des pics d'oxydation assez
séparés, sans interférer les unes avec les autres. La séparation entre les pics
voltampérométriques est suffisamment grande, pour considérer cette détection simultanée
comme sélective. Cependant, une légere déformation pour les pics de strippage de Pb (I1) et
de Cu(ll) a également été observée. Ce phénomene se produit généralement en raison de la
présence de réactions parasitaires, qui attribué probablement a la formation d'un composé
intermétalliqgue Pb-Cu [29, 30]. En général, les valeurs de courant de créte sont similaires a

ceux obtenus par analyse individuelle.
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Les courbes d'étalonnage correspondantes au chaque ion métallique lors de I’analyse
simultanée des quatre ions sont représentés dans la figure 1V.16.
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Figure 1V.16: Courbes d'étalonnage linéaires correspondantes au chaque ion métallique lors de
’analyse simultanée des quatre ions dans la gamme de concentration 5x10° a 5x10°® M. Encarts:
Courbes d'étalonnage linéaires correspondantes a la gamme de concentration : 5nM & 0.1 pM,
utilisé pour calculer LODs. Conditions optimisées: v = 100 mV.s-1, [BAc] = 0,1 M, tacc =300s .
Eacc =-1.2V
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Tel qu’il est montré par la figure. 1V.16 (a,b,c,d), Il est bien visible que les tracés
d'étalonnage du courant de créte en fonction de la concentration montrent deux gammes
dynamiques linéaires de 5.0 x 10°4 0.1 x 10° mol L * et de 0.4 x 10° 45,0 x 10° mol L,
pour les quatre ions métalliques. Il sont exactement similaires a ceux obtenus a partir des

parcelles d'étalonnage individuelles avec des petites barres d'erreur.

Tableau 1V.2: Sensibilité et limite de détection analysés simultanément pour les cations Cd(ll),
Cu(ll), Pb(11) et Hg(ll) par le systeme Cts-TM

Sensibilité (LA/UM) Limite de détection
[Mn* <107  [Mn*’]>10" (nM)
Cd*? 150.69 39.94 ' 0.397
Pb*? 250.12 62.13 0.132
Cu*? 238.66 55.63 0.138
Hg*2 229.84 49.16 0.143

En comparant les valeurs de la sensibilité et de Il'intensité des pics de courant avec
celles obtenues par calibration individuelle, nous remarquons une trés légére diminution
attribuée a la formation de complexes intermétalliques. A notre connaissance, une telle
détection simultanée de Cd?*, Pb?* Cu*?, et Hg?* sans compromettre la sensibilité n'a pas été
rapportée dans la littérature. Ainsi, on peut conclure que le capteur proposé peut étre appliqué
avec succes pour la détermination simultanée de ces quatre ions méme avec des échantillons

réels.

La comparaison de Cts-TM / GCE avec d'autres électrodes modifiées pour la détermination de
ces ions métalliques a été répertoriée dans le tableau 1V.3. On pouvait voir que le capteur
propose était comparable et méme meilleur aux rapports précédents. Ces résultats indiquent
que le Cts-TM est une plateforme appropriée pour la détermination de ces ions métalliques

simultanément.
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Tableau 1V.3 : Comparaison analytique des performances de notre capteur avec quelques autres de

la littérature.

Electrode Méthode Limite de détection (nM)

Cd(ln) Pb(11) Cu(ln) [{))]
L-MWCNT-CPE SWV _ 0.60 _ 0.90 27
N-doped G/GCE DPASV 50.00 5.000 5.00 50.00 29
Graphene-CeO2/GCE DPASV 0.194 0.106 0.163 0.277 30
NFC/GCE DPASV 5.000 0.500 5.000 0.500 31
SnO2 SWASV  0.101 0.184 0.227 0.279 32
/r graphene oxide
BTPSBA/CPE DPASV _ 40.00 200.0 400.0 33
N-doped G/GCE DPASV 50.00 5.000 5.000 50.00 34
Ag-bipy- DPV - 11.00 11.00 0.450 35
CP/PMB/GCE
L-cys-rGO/GCE DPASV 3.25 2.00 4.10 5.55 36
AgNps/RGO ASV 254 141 178 _ 37
RGO/BIi/CPE DPASV 24.91 2.65 409.2 _ 38
CB-18-crown-6-GEC  DPASV 21.35 7.24 23.60 _ 39
CNT threads ASV 1.900 1.500 0.270 _ 40
Cts-TM/GCE DPASV 0.397 0.132 0.138 0.143 Ce

travail
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1. Conclusion

Un nouveau bioconjugué Cts-TM est préparé avec succes par combinaison entre un
polysacharide et un polyphenol. Ce biomatériau s'est avéré efficace pour la modification d'une
électrode GCE pour la détermination simultanée de Cd (1), Pb (1I), Cu (1) et Hg (Il). Les
résultats obtenus suggérent que le bioconjugué chitosan- tanin de myrte est un matériau
prometteur qui posséde l'avantage de stabilité dans les milieux aqueux légerement acides, de
plus, il combine I'affinité élevée des deux biopolymeres vis-a vis la détection électrochimique
des ions de métaux lourds. Les limites de détection obtenues sont bien plus inférieure a la
valeur guide donnée par I'Organisation mondiale de la santé (OMS), prouvent que I'électrode
modifiée fournit une nouvelle stratégie alternative pour la quantification électrochimique des
ions lourds. Parmi les ions testés, la sensibilité la plus élevée et la limite de détection la plus
basse sont obtenues pour I'ion Pb (I1), ce qui peut étre attribué a la meilleure affinité du plomb
pour la couche Cts-TM.
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Partie B : Développement d'un capteur électrochimique a base d'une
matrice a empreinte ionique pour la détection sélective des ions Pb(l1)

I. Introduction

La sélectivité des capteurs électrochimiques est un autre critere important que les
chercheurs tentent de développer. Parmi les solutions disponibles, 1’approche des polymeéres a
empreinte ionique est considérée comme un bon choix. D’aprés les résultats de la premiere
partie de ce chapitre, le film a base de chitosane et le tanin de myrte présente une affinité aux
ions de plomb plus au moins supérieure par rapport aux autre cations. Sur la base de cette
remarque, nous abordons dans cette deuxieme partie la possibilité d’élaborer une matrice a
base de ’ensemble [chitosane--polyphénols de myrte] comme polymeére dans lequel les ions
de plomb sont imprimes. La faisabilite de l'utilisation des interactions coordonnées réversible
entre I'ion métallique Pb(ll) et les groupes amino et hydroxyle de film pour former des sites
de reconnaissance ionique est excellente pour la détection sélective des ions de Pb(Il).
L'électrode modifiée par cette nouvelle matrice est utilisée avec succes pour détecter la teneur
en plomb dans l'eau. Les propriétés morphologiques, le comportement électrochimique, la
sélectivité et la reproductivité de la membrane IIP comme modificateur d’électrode en

carbone vitreux sont tous étudiées.
1. Etat de art

Semblable a l'approche des polymeéres a empreinte moléculaire (MIP), la technique du
polymere a empreinte ionique (I1P) est une méthode intelligente ; considérée aujourd'hui,
comme tendance dans le domaine des bio/chimio-capteur [41, 42]. Le principe de I’lIP est de
créer une matrice avec des cavités spécifiques ayant la méme forme et la méme taille que I'ion
cible appelé «sites imprimés» [43, 44]. La construction de la matrice a empreinte ionique peut
étre réalisée en suivant plusieurs approches. La réticulation de polymeres a chaine linéaire
portants des groupes fonctionnels qui peuvent lier aux métaux est la technique la plus
ancienne utilisée pour la préparation des IIP. Nishide et al. ont utilisé, pour la premiere fois,
I'effet de la matrice ionique dans la synthese de polymeres chélateurs en 1976. lls ont en effet
copolymérisé du poly (4-vinylpyridine) avec du 1,4-dibromobutane en présence de Cu (II), Fe
(1), Co (1), Zn (1), Ni (11) ou ion Hg (I1) [45, 46]. Le comportement d'adsorption de six
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métaux a été étudié et les resines adsorbent préférentiellement I'ion métallique cible utilisé a
chaque fois. Ce concept a été rapidement repris par Kabanov et al. en 1979. Ils ont réticulé un
copolymere d'ester diéthylique d'acide vinylphosphonique et d'acide acrylique avec des ions
métalliques [47, 48]. Néanmoins, l'application de cette procédure en ce qui concerne les
cations est, aujourd'hui, concentrée sur l'utilisation des polymeéres linéaires naturels tels que la
cellulose et le chitosane. Lin et al. ont utilisé la cellulose par dissoudre le linter de coton, dans
un liquide ionique avant d'induire une copolymérisation greffée avec du MBA (N, N'-
Methylenebisacrylamid), comme réticulant, et un complexe d’acide acrylique-Pb (I1) [49]. Ils
ont obtenu des billes imprimées avec une bonne sélectivité pour Pb (1) dans la présence de
Cu (I1) et Ni (I). Le chitosane devient un adsorbant tres populaire pour I'élimination des ions
métalliques grace a ses groupes complexants amino et hydroxyle. Cependant, la technologie
de I'IIP peut ’aider d’améliorer sa stabilité par réticulation, et sa sélectivité par impression.
Dans un tel cas, aucune polymérisation radicalaire n'est effectuée puisque les réactions de
condensation avec l'épichlorhydrine ou le glutaraldehyde fournissent I'étape de réticulation.
Ohga et al. [50] ont développé une résine imprimé au cadmium par réticulation de chitosane
avec de l'épichlorhydrine. La colonne de l'adsorption remplie de la résine imprimée a pu
séparer le cadmium (1) du cuivre (1) et du mercure (II). De lautre part, Chen et al. ont
préparé des microparticules de chitosane imprimées avec une série d'ions métalliques cibles, a
savoir : Cu(ll), Zn(I1), Ni (1) ou Pb(II) par réticulation soit avec de I'épichlorhydrine [51] soit
du glutaraldéhyde [52]. Ils ont supposé qu'avant la réticulation, I'ion métallique a été formé un
complexe avec deux chaines polymeres via les fonctions amino et hydroxyle. Dans un travail
similaire, Nishad et al. [53] ont travaillé avec Co(ll) comme matrice et I'épichlorhydrine
comme agent de réticulation. Par une voie plus compliqué, Dhakal et al. [54] ont d'abord
fonctionnalisé le chitosane désacétylé par formation de bases de Schiff dans une premiére
étape, avant de procéder une réduction supplémentaire pour obtenir “chitosane N- (2
pyridylméthyl)”. Les ions Ni(ll) ou Cu(ll), ont été complexés par les atomes d'azote d’un
groupe pyridyle et d'une unité chitosane avant d'étre réticulés par I'épichlorhydrine. Shawky
[55] a préparé une membrane imprégnée d'ions Ag (I) en réticulant un mélange de chitosane
et de PVA poly (- alcool vinylique) (un matériau de formation de membrane bien connu) avec
du glutaraldéhyde. Cette procédure a également été appliquée par Wang et al. [56] qui ont
amélioré la capacité d'adsorption membranaire par optimisation des proportions des différents
composants de la membrane. Un autre biosorbant a été préparé également par Huo et al. [57],

en utilisant le chitosane, le mycélium et de I'épichlorhydrine pour produire une matrice
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imprimé a I'Ag (I). De leur part, M. Monier et al. [41] ont appliqué la technique d'empreinte
ionique dans la synthése dune base de Schiff en utilisant le chitosane et 2-
aminobenzaldéhyde pour obtenir une résine sélective chelatrice des ions Pd (Il). Dans un
deuxieme travail, la méme base de Schiff 2-mercaptobenzaldéhyde-chitosane a été préparée
tout d'abord puis interagie avec les ions Au (I11). Le complexe polymére Au (I11) obtenu a été
réticulé ensuite par I'épichlorhydrine (ECH) avant d'extraire les ions cibles Au (111) hors de la
matrice réticulée [58]. Un autre nouvel adsorbant a haute efficacité, imprégné d'ions plomb, a
été développé par Yan Li et al. [59], un enchevétrement de nanofibres de chitosane produit
par électro filage d'une solution de chitosane avec du plomb Pb (lI), et du glutaraldéhyde
comme réticulant. Tous les travaux mentionnés ont appliqué l'approche de la chaine polymére
linéaire réticulée par réactif bifonctionnel dans le domaine de I'adsorption. Cependant,
I’application comme modificateurs de surfaces d’électrodes destinés a la détection de métaux
lourds est limitée jusqu'a présent a quelques travaux isolés. Parmi eux, nous citons le travail
de Shuping Wu et al.[42], ils ont suivi une électrodéposition d'un mélange nanocomposites de
chitosane-graphéne en présence de Cr(ll) sur la surface d'un disque en or comme électrode,
avant l'extraction du cation, une solution de 0.25% glutaraldehyde est utilisé pour la

réticulation.

L’idée originale faisant l'objet de cette partie du chapitre IV, est I’application de
I’impression des ions métalliques pendant la construction de boiconjugué chitosane tanin de
Myrte. Afin d’obtenir une matrice plus condensée, stable et résistante pendant la phase

d’extraction du cation cible, le glutarldehyde est utilisé comme agent de réticulation.

I11. Elaboration d’électrodes

I11.1. Appareillage

Toutes les mesures électrochimiques sont réalisees en utilisant une cellule a trois
électrodes et un potentiostat/galvanostat Autolab, PGSTAT 320N interfacé avec un ordinateur
contrélé par de logiciel autolab NOVA 1.5 (figure IV.1. Partie A). Les images par microscope
électronique a balayage (MEB) de film déposé sur une électrode sérigraphiée en carbone sont
obtenues par un appareil “Thermo Scientific Q250°. Un pH-métre 3505 JENWAY est utilisé
pour I’ajustement de pH.
Les essais liées au cette partie étaient également manipuler au niveau du laboratoire des

interfaces et des matériaux avancés (LIMA) de la faculté de sciences de Monastir en Tunisie.
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I11.2. Modification de la GCE par I’lIP

La figure V.17 résume le processus d'impression des polymeres par les ions de Pb(ll) et la
modification des électrodes. Ce processus peut étre divisé en trois étapes:

111.2.1. Préparation de la matrice polymérique

Une solution Iégérement visqueuse de polymére est préparée par dissolution d’un 0,1 g de
chitosane dans 100 ml d'acide acétique (0,5% v / v) pendant 2 heures, dont 20 min sous
vibration ultrasonique. Ensuite, la fraction insoluble est éliminée via du papier wattman de 0,7
pm. 2 ml de I’extrait du tanin de Myrte et 1 ml de solution de nitrate de plomb (concentration
initiale 10 M) sont ajoutés dans 10 ml de solution de chitosane; le mélange est laissé sous

agitation a température ambiante pendant 4 heures.
111.2.2. Dépot de la matrice préparée sur le GCE

L'électrode en carbone vitreux (® = 3 mm) est polie & la main avec 0,05 um d'alumine
solide a l'aide d'un chiffon de polissage. Pour éliminer la trace dalumine, le GCE est
soigneusement rincé avant de traiter par vibrations d’ultrason respectivement dans une
solution aqueuse de H>SOj4 (1: 1) puis dans I’eau ultra pure pendant 5 min. Ensuite, 10 pl de
mélange [chitosane-tanin-Pb(ll)] sont déposés sur la surface propre de la GCE par
micropipette (voir figure 1V.18). Aprés quelques heures de séchage, la surface est
soigneusement lavée avec de I'eau ultra pure pour éliminer la fraction de plomb libre avant de
laisser seécher une autre fois. Le Cts-Pb-Tn / GCE est immergé dans une solution de
glutaraldéhyde a 0,125% pendant 30 min, puis rincé abondamment avec de I'eau ultra pure et

de l'acétone.
111.2.3. Extraction des ions du plomb

Aprés 1’étape de réticulation, 1’¢électrode est transférée au traitement avec HCI 0,1 M
sous I’agitation magnétique jusqu'a I’extraction totale des ions de Pb(ll) Ceci est testé par
I'absence de tout courant d a la redissolution des ions Pb(Il). L’¢lectrode modifiée (IIP/GCE)
est finalement rincée par 1’eau ultra-pure. Sans ajout des ions Pb(ll), la méme procédure a été

suivie pour préparer le capteur NIP / GCE comme témoin.
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Figure 1V.17 : lllustration schématique du processus d'impression des polymeres et de modification
des électrodes
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Figure 1V.18 : Le dépdt de la membrane sur la surface de GCE

111.3. Caractérisation de la surface modifiée

111.3.1. Caractérisation morphologique par MEB

L'image de microscopie électronique a balayage obtenue pour le film IIP déposé sur la
surface d'électrode de carbone sérigraphiée est montrée sur la figure 1VV.19. Différentes tailles
de particules peuvent étre distinguées, leur diamétres variaient entre 200 nm a environ 400
nm, entrecoupées d'une structure poreuse tridimensionnelle de forme irréguliére. Sous
certaines conditions de synthese, des nanoparticules de la méme gamme de taille ont été

obtenus dans d’autre travails [60, 61, 62].

Dans ce type de conjugaison, toute variation des conditions de synthese, y compris la
concentration initiale de chitosane et de polyphénol, l'agent de réticulation et la vitesse
d'agitation peuvent affecter la taille des nanoparticules individuelles. Cependant, il n'y a aucun
accord dans la littérature sur la facon dont ces facteurs affectent la morphologie des

nanoparticules a base de chitosane- polyphénols.
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Figure 1V.19: Image MEB de la matrice IIP aprés extraction du plomb

111.3.2. Caractérisation électrochimique par voltamétrie cyclique

Les voltammogrammes cycliques de 1 mM [Fe (CN)s]* /# comme sonde redox, dans une
solution de 0,1 M KCI comme électrolyte support (voir Figure 1V.20) ont présenté une claire
différence d'une électrode a l'autre, en termes de la hauteur de pic, de I’espacement de
potentiel de pics (AEp) et du rapport entre les densités de courants de pic anodique et
cathodique (Ipa / Ipc). Les valeurs de ces paramétres sont regroupées dans le (tableau IV.5).
Ces différences peuvent prouver le revétement de chaque matrice sur les surfaces des
électrodes. L'électrode GCE nue (courbe noir) présentait des pics redox bien définis; l'une
attribuée a l'oxydation du Fe (CN)s* et l'autre a la réduction du Fe (CN)¢*". La quasi-
réversibilité de la réaction redox (Fe** / Fe?") est démontrée par la valeur du rapport
(Ipa / lIpc), qui était proche de l'unité [31], ainsi que par la séparation (AEp), qui était
supérieure a (0,059 / n) V. L'ajout de (Cts-TM) comme modificateur présente une excellente
réaction avec les ions cyanure ferreux / ferrique par rapport au GCE nue. Un courant de créte
élevé est obtenu, prouvant l'efficacité de la combinaison entre Cts et tanin de myrte dans

I'amélioration de la surface active, grace aux sites de liaison dans les deux biopolymeéres.
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De plus, Ipa / Ipc >> 1 indique que le couple (Fe**/ Fe?*) a présenté une réaction quai-
irréversible vers irréversible. La modification par le film NIP / GCE (courbe bleu) a
considérablement réduit les pics anodiques et cathodiques par rapport au GCE nue, ce qui
signifie que la réticulation par glutaraldéhyde diminuait le nombre de liaisons libres. Le
IIP/GCE avant extraction (courbe vert) présentait des pics redox mal définis, car les ions
Pb(ll) ont occupé la majorité des sites actives libres, en plus de la réticulation par
glutaraldéhyde, en tant qu'agent bifonctionnel, ce qui entrainait une grande condensation des
liaisons et rendait la surface moins perméable a la sonde active pour aller au contact avec la
surface GCE. La réponse de I'électrode s'est un peu améliorée apres I'élimination du plomb
(courbe rose) cela peut étre dii a la diffusion de certains ions Fe(CN)s®7*) a travers les canaux
qui sont creés [63]. Cependant, en raison du caractere perm-sélectif de ces cavités aux ions du
plomb, le taux de transfert d'électrons du couple redox Fe(CN)s®") a travers le film (11P /
GCE) est un peu lent par rapport aux autres electrodes. Et cela peut confirmer par la
comparaison des valeurs de la séparation entre les potentiels de pic redox (AEp)ipp / gcE>>

(AEDp)GCE nue, (Cts-Tn) /GCE.

50,0y { —— GCE
{ = Cts-Tn/GCE
40,0y 4 —— NIP/GCE
{ —— (Cts-Pb-Tn)/GCE
30,0y 4 — |IP/GCE
< 20,0p
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Figure 1V.20: Voltamogrammes cycliques en présence du [Fe(CN)s]*"* (ImM ) dans KCI (0,1
M) d’une électrode nue (noire),Cts-TN/GCE (rouge), NIP/GCE (bleu), (Cts-Pb-TM)gIt/GCE
(vert), IIP/GCE (rose).
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Tableau IV.5: Variation des parametres électrochimiques de courbes CV apres chaque étape de
modification.

surface GCE nue Cts-TN/GCE NIP/GCE (Cts-Pb-TM) IIP/GCE
glt/GCE

AEp(mV) 94 94 105 166 227

Ipa/ Ipc 1.09 1.62 1.05 1.46 1.10

111.3.3. Caractérisation électrochimique par spectroscopie d’impédance

Pour mieux interpréter et comprendre les informations obtenues a partir de la
caractérisation CV, des tests de spectroscopie d’impédance électrochimique EIS sont réaliseés.
Les mesures sont enregistrées a des fréquences allant de 100 mHz a 100 KHz dans une
solution de 1 mM de Ks[Fe (CN)s]*“et 0,1 M KCI au potentiel de travail de 0,250 mV. Au
cours du processus de construction de I’lIP / GCE, le changement de la résistance de transfert
d'électrons est suivi et comparé avec d’autre surfaces. La figure V.21 représente les
diagrammes de Nyquist avec un demi-cercle dans la région a haute fréquence et une ligne
droite dans la région de basse fréquence pour chaque électrode. Le petit demi-cercle de la
GCE nue est équivalent a une résistance de transfert de charge (Rtc) égale a 614 Q (courbe
noir). Le dép6t de film (Cts-TM) sur la surface propre de la GCE a réduit le diamétre du
demi-cercle, ou la valeur de (Rtc) a diminué jusqu’a 238 Q (courbe rouge), cela peut justifier
par le changement des caractéristiques de la surface de I'‘électrode, qui s'est répercuté
positivement sur le processus de transfert d'électron. La (Rtc) de 1’électrode (Cts-Pb-TM) gt
/GCE a augmenté jusqu'a 3,81 K Q, ce qui traduit la difficulté de la diffusion de la sonde
redox a travers cette membrane. Car les sites de liaisons sont réservés par 1’ion modele via
différents mécanismes (adsorption, chélation... etc.), et par lagent de réticulation.
L'extraction du plomb du film réticulé a conduit a une amélioration notable de transfert de
charge (Rtc = 2,1 K Q), cependant, cette résistance reste relativement élevée, ce qui peut
s'expliquer par le passage limité des molécules d'hexacyanoferrate a travers les cavités de
reconnaissance sélective qui sont formées sur la configuration tridimensionnelle de Pb
(NO3)2, et qui différent de la taille et de la forme de K3Fe (CN)s .
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Figure IV.21: Diagrammes de Nyquist de [’électrode de carbone vitreux nue (noire),Cts-
TN/GCE . (rouge), NIP/GCE (bleu), (Cts-Pb-TM)gIt/GCE (vert), IIP/GCE (rose).

Les résultats de I'EIS étaient en bon accord avec la conclusion obtenue a partir du CV. Les
valeurs des paramétres de chaque élément défini dans le circuit équivalent obtenues a partir de

la simulation des spectres d'impédance (figure 1V.22) sont collectées dans le Tableau IV.6.

Figure 1V.22: Circuit électrique équivalent utilisé pour la modélisation des spectres d impédance de
l’électrode de carbone vitreux modifiée.
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Tableau IV.6: Paramétres de simulation des différentes électrodes modifiées par Noval.5, a
partir des diagrammes de Nyquist. Le circuits utilisé est [(R(Q[RW]].

Electrode Rs (Q) cpe (uF) Rtc (22) W (nF)
GCE nue 139.15 2.145 614 289
Cts-TM/ GCE 144 241 238 913
NIP/ GCE 220.75 11.9 2814 200
(Cts-Pb-TM)glt/ GCE 256.61 11.3 3814 199
1IP/ GCE 120 6.36 2100 269

111.3.4. Comportement des électrodes modifiées en présence des ions Pb(11)

Un seul pic, avec une intensité anodique differente d'une électrode a l'autre, est caractérisé
le comportement de toutes les surfaces modifiées en présence de Pb(Il) avec 10 M, dans une
solution tampon d'acétate 0,1 M (pH = 5) (Fig. 1V.23).

50,0
45,01

—GCE
40,0

Cts-TM/GCE

301 ——NIP/IGCE

30,01 (Cts-Pb-TM) glt/GCE
25004  —— |IP/GCE

20,04 -

15,0
10,0 -
5,00
0,0
-5,0u _
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-15,04 -

courant (A)

T T T T T T T T T
-1,0 -0,8 -0,6 -0,4 -0,2

E vs,Ag/AgClI (V)

Figure 1V.23: Voltamogrammes cycliques en présence ions cible Pb(Il) dans une tampon d’acétate
0.1M d’une électrode nue (noire), Cts-TN/GCE (rouge), NIP/GCE (bleu), (Cts-Pb-TM)gIt/GCE (vert),
IIP/GCE (rose).
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Ce comportement exprime un processus d'oxydation irréversible. Le pic de (Cts-TM) / GCE
reste plus intense que celui de I'IIP. Cela peut s'expliquer par comparaison du mécanisme de
la réaction "film-ion" sur les deux surfaces (Cts-TM /GCE) et I1IP/GCE. Dans la premiére
surface, plusieurs processus (adsorption, attraction électrostatique, chélation...) peuvent Se
produire, tandis que la re-pénétration des ions Pb (I1) a travers les cavités de reconnaissance
peut prendre un temps plus lent, sur la deuxiéme surface. De plus, le petit décalage du
potentiel de pic de I’lIP / GCE vers les potentiels plus positifs indique que l'oxydation du Pb
(1) sur ce film est un peu difficile que sur le film (Cts-TM). Néanmoins, la sélectivité de I'ion
cible reste un avantage pour I'lIP uniquement, alors que tout cation peut affecter facilement la
réponse sur le film (Cts-TM). En comparant la réponse de courant de créte entre la GCE nue
(courbe noire) et I’'l1P / GCE (courbe rose), ce dernier montre une pic plus intense, indiquant
la fiabilité du film imprimé.

La grande différence entre le pic de I’'lIP/GCE et celui de NIP/GCE peut étre justifiée par
l'absence de 1’empreinte Pb(Il) lors de la construction de la matrice NIP, ce qu’a aidé a
obtenir un degré élevé de réticulation apres le traitement par glétaraldehyde, et par conséquent
a diminue le nombre de sites de liaison libres dans le film NIP. Alors que I'empreinte ionique
du polymére avant la réticulation par glutaraldéhyde protége les sites de liaison [64], qui

deviennent des cavités de reconnaissance apres extraction de 1’ion modele.

Aprés cette comparaison, on peut conclure que le systeme (cyanure ferreux/ferrique) ne
fournit pas suffisamment d'informations dans le cas des electrodes modifiés par des matrices
[P, car les sites de reconnaissance portent la forme et les dimensions de I'ion cible. 11 est donc
nécessaire d’accompagner cette caractérisation avec une étude du comportement des surfaces

modifiées en présence d'ions cibles.
IVV. Application a la détection des ions du plomb Pb(I1)

La complexation des ions Pb(ll) a la surface de I’électrode fonctionnalisée par polymere
a empreinte a pour effet des variations au niveau des voltamogrammes enregistrés dépendant
de la concentration de ces ions dans la solution support. Cette variation a 1’intensité des pics
peut étre exploitée afin de déterminer la sensibilité du capteur. Avant de construire les courbes

d’étalonnage, il faut d’abord optimiser les conditions de mesure.
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IV.1. Optimisation des conditions analytiques de détection
IV.1.1. Effet de pH

L'utilisation du polymere imprimé comme modificateur de la surface d'électrode est
caractérisée par une certaine particularité par rapport a d'autres modificateurs. L'extraction de
Iion matrice libére les sites de liaison occupés ce qui les rend sensibles au changement de pH.
Des études antérieures montrent que les matrices 1P a base de chitosane donnent la réponse
optimale dans la plage de pH de 5 a 6 [65, 66]. Dans cette étude, I'effet du pH est examiné par
voltamétrie impulsionnelle différentielle (DPV), en utilisant I’'lIP / GCE dans des solutions
tampons d'acétate contenant 5x10”'M d'ions Pb*? dans la gamme de pH de 3,6 4 5,6 ( voir
figure 1V.24). Le courant maximal est obtenu avec le pH = 5,2. Au-dela de cette valeur, les
pics de courant commencent a se baisser legérement en raison de l'augmentation de la
concentration d'hydroxyde de plomb aux dépens des espéces Pb*2. Dans d'autres études, ou la
plage de pH de travail est plus large, I'efficacité de I'adsorption a fortement diminué au dela
d’un pH=6 [67]. D’autre part, la protonation des groupes hydrophiles libres au niveau des

cavités peut justifier la diminution du courant vers le pH 3,6.
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Figure 1V.24: Effet du pH sur le pic de courant

IV.1.2. Effet de rapport massique optimal de Pb(l1)/Cts

Afin de trouver le rapport massique optimal de I'ion cible (Pb*?) par rapport au chitosane,
diverses électrodes sont préparées en modifiant le volume de la solution de 102 M Pb (lI)
ajoutée aux 10 ml de chitosane, de maniére & obtenir des rapports de masse Pb*2(g) / Cts(g)

entre : 1/48 et 1/2,4. Les six IIP / GCE sont utilisés respectivement pour détecter 5x10 M de
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nitrate de plomb. Lorsque le volume de la solution de Pb (1) est passé de 0,1 a 1 ml, le signal
DPV a augmenté significativement, puis il a relativement baissé avec les volumes 1.5, 2 et
3ml. (Voir figue IV.25).

s i
O
/l

/

courant (uA)

= - N N w

o ()] o (¢} o

1 L 1 L 1 1 1
[ |

/ |

(¢}
|-

—
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
Volume(ml)

Figure 1V.25: Effet du rapport massique de Pb(11)/Cts sur le pic de courant

En effet, si le nombre d'ions du plomb est inférieur a celui des sites de liaison disponibles, la
réticulation par glutaraldehyde augmente la condensation de la matrice polymérique, ce qui
limite le processus d'extraction du plomb et par consequent réduit le nombre de cavités
formées. Ainsi, le meilleur rapport massique Pb(I1) / Cts est choisi 1 / 4,8 correspondant

a 1 ml comme volume de Pb(NO3)..

IV.1.3. Effet de potentiel d’électroréduction

L'effet du potentiel d'accumulation sur le courant de créte anodique est évalué dans la
plage [-0,6 V a —1,2 V], car I'application de 1’électro-réduction a un potentiel plus négatif
que -1.2V peut diminuer et détériorer la ligne de la réponse du courant, en raison de la
réduction d'autres produits chimiques [68]. La (Fig. IV.26) montre que lI'accumulation devient
moins efficace, plus le potentiel appliqué est proche de potentiel standard de (Pb*? / Ph%).
D’autre part, 1’¢lectro-accumulation aux potentiels plus négatifs que -1.0V n’améliore pas

significativement les pics de courant, le potentiel de -1,0 V est choisi donc comme optimale.
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Figure IV.26: Effet du potentiel d’accumulation sur le pic de courant

1V.1.4. Effet de temps d’électro-réduction

L’influence de temps d'électro-réduction sur le courant est également étudie (figure 1V. 27).

L'intensité du pic anodique a augmenté avec l'augmentation du temps d'électro-réduction dans

la plage de 30 s a 300 s grace a ’accumulation des ions Pb (I1) qui ont effectivement réduire a

la surface de I'électrode. Un temps plus lent que 200 s n’a pas entrainé d’une amélioration

significative du courant de créte. Ainsi, 200 s étaient considérés comme suffisants pour la

réduction du plomb.
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Figure IV.27: Effet du temps d’accumulation sur le pic de courant
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IV.2. Courbe d’étalonnage et limite de détection

La (DPASV) est utilisé pour étudier la linéarité de la réponse et la limite de détection du
Pb (I1) sur I'électrode modifiee 11P / GCE. L'effet de la concentration de Pb (1) sur le courant
de créte est dans les conditions optimales. Les voltammogrammes de redissolution de 10°° a
107°M de Phb(II) ont montrée sur la figure.lV.28.
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Figure 1V.28: Voltammogrammes DPASV de diverses concentrations de Pb (I). Encart: Courbes
d'étalonnage linéaires correspondantes du courant de créte en fonction de la concentration de Pb
(11); (@) de 10°a10°Met (b) de 10°a10°M

On peut voir que les courbes d'étalonnage du courant de créte en fonction de la concentration
montrent deux plages dynamiques linéaires de 1.0x10° a 1,0x10° mol L et de 1,0 x 10° a
1,0 x 10° mol L%, Les équations de régression linéaire pour ces deux régions sont:

Ipa (uA) = 79,42 [Pb (11)] (uM) +0,79 (R2 = 0,999) et

Ipc (pA) = 24,188 [Pb (ID)] (LM) +61,31 (R2 = 0,992).

En utilisant la formule LOD = %, (ou SD est I'écart type pour dix mesures répétées d’une

solution a blanc et m est la pente de la courbe analytique correspondante aux faibles
concentrations) ; la limite de détection est trouvée : 4,15x 107 mol L™, cette valeur est

inférieure aux valeurs rapportées obtenues par d’autre méthodes électrochimiques utilisant des
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électrodes modifiées par la technique du polymere a empreinte ionique pour la détection du
plomb (voir tableau 1V.8). L’1IP / GCE basé sur (Cts-TM) montre une limite de détection
beaucoup plus basse et une plage linéaire plus large. La sensibilité de ce capteur a
concentration 10® M est de ’ordre de 8OuA/uM.

1VV.3. Validation du capteur
IV.3.1. Sélectivité

La sélectivité est le principal avantage de la technique de polymere a empreinte ionique,
elle permet d'examiner la capacité de notre capteur a distinguer entre le plomb et les especes
potentiellement interférentes. Le pourcentage de la variation en courant de créte est utilisé
pour exprimer l'effet de plusieurs ions [Mn* @] susceptibles d'interférer, qui sont ajoutés a
diverses concentrations & une solution de Pb?* (2,5 uM). Quelle que soit la concentration en

ions monovalents tels que K*, Na*, CI, NOgz, la variation du signal voltampérométrique n‘a

pas dépassé la limite de tolérance définie par +5%. Pour des concentrations [Mn*?] < %
la présence des ions bivalents Co?*, Zn?** et Ni*? n’a aucun effet significatif, aprés cette
concentration, l'effet d'interférence a commencé a apparaitre. Aucune interference évidente ne
peut étre trouvée pour les déterminations de Pb*2 avec les ions Ag* et Fe?* jusqu'a ce que
[Mn*2] / [Pb*?] = 40. Au-dessus de ce rapport, la compétition entre ces ions pour occuper les
cavités sélectives a commencé. L'effet d'interférence de Cd*?, Cu*? et Hg*? a été étudié pour

chacun séparément ou les niveaux d'interférence sont résumés dans (Tableau IV.7).

Tableau 1V.7 : Niveaux d'interférence de certains ions interférents sur la réponse de courant de créte
de Pb (11).

Espéces Niveau d'interférence

K*, Na*, Cl, NO3" No
Co?*, Zn?*, Ni*? >45
Ag*?, Fe?* >40
Cd? >30
CU2+, H92+ 225
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L’effet simultané de trois cations sur la réponse de I'lIP/GCE dans une solution de Pb(II)
a 2.5uM est représenté dans la figure 1V.29. Pour [Cd*?] = [Cu*?]= [Hg*?] =5 ou 10 fois la
[Pb*?], des effets négligeables sur I’intensité de signal sont enregistré; (+2,91%) et (-3,65%)
respectivement. Par contre, un changement significatif au signal de I'électrode (-11,65%) est
observé lorsque [Cd*?] = [Cu*?]= [Hg*?] =15 fois [Pb+2]. En effet, la concentration totale des

trois ions dans ce dernier cas est 45 fois supérieure a celle du plomb.
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120,00 o 0] —[Pb ]=2,5x10" M
1z 0l —— [Cd"™]=[Cu"*]=[Hg"*]= 5[Pb""]
100,00 4 1o —— [Cd™=[Cu*¥=[Hg"?]= 10[Pb™}]
. 18, —— [Cd"™]=[Cu"*]=[Hg“]= 15[Pb™*]
..S:_.’ 80,0u — 20x10° 4
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Figure IV.29: Comparaison de la sélectivité des électrodes pour 2,5 x 10—6 d'ions Pb (II) en
présence de Cd (I1), Cu (1), Hg (1) a différents rapports molaires [Mn?*] / [Pb?*] =5, 10 et 15.

Bien que la méthode suivi dans la construction de la matrice I1P est celle de la réticulation
de polymeéres a chaine linéaire, ou, aucune polymérisation n'a été effectuée, cependant, les
niveaux d’interférence de ce film sont proches de celles obtenues par d’autre modificateurs de
surfaces des électrodes (Tableau 1V.8), qui sont réalisés par des approches IIP plus

compliqués, comme I’immobilisation chimique, le piégeage et I'impression de surface.
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Tableau 1V.8: Comparaison de I'efficacité du IIP / GCE avec les électrodes de la littérature basées
sur la matrice Pb-IP pour la détermination voltampérométrique du Pb (I1).

Capteur Gamme de LODx10° | Niveau d’interférence Ref

Linéarité (mol/1)

Cd* | cu* | Hg? | Fe* | Ag? | Ni?*

x 10° (mol/l) *
11P- nanobeads /CPE | 0.3—1 + 10— 103 0.1 >45 >10 | >25 | >30 | >10 | >30 | [69]
(MAA-8HQ) IIP/GCE 50— 6x103 10 >100 | >100 | >60 | No | _ _ | [70]
Nano-sized 11P/CPE 1-810 0.6 >50 >10 No | >10 | No No | [71]
CSA-11P/Au electrode 300 -5x10* 200 _ >2.5 _ |25 | _ ~ 72

1-10% + 10%-10* 0.415 >30 >25 | >25 | >40 | >40 | >40 cE -
(Cts-Tn)1IP/GCE : travail

IV.3.2. Reproductibilité et stabilité du capteur

Pour examiner la stabilit¢ de la réponse contre les réactions interfaciales, le test de
changements possibles a I’intensité de signal avec la répétition de mesure étaient nécessaires.
En utilisant les conditions optimales décrites précédemment, I'écart type relatif (RSD) du
courant de créte pour 0.1 uM de Pb*?, ne dépasse pas 2,7% pour Six mesures successives
répétées avec une électrode IIP / GC fraichement modifiée, et 1.1% pour trois électrodes

préparees a trois jours différents ce qui démontré aussi la reproductibilité de ce capteur.

IV.3.3. Application avec des échantillons reéels

Pour tester la performance de notre capteur avec des échantillons réels, I'eau de mer et
I'eau du robinet du laboratoire sont utilisées comme exemples. Ils ont dilué avec une solution
tampon d’acétate pour atteindre un pH= 5.2, ensuite, les échantillons sont contaminés par
injection de différentes concentrations de Pb*? et tester par DPV sous les conditions
optimales. En utilisant I'équation analytique de la courbe d'étalonnage, le pourcentage de
récupération est évalué par comparaison entre les valeurs injectées et celles calculées
(Tableau V1.9). Les taux de récupération des ions de plomb variaient entre 101% et 107,2%.
Ces bons résultats confirment, que notre capteur a base de cette nouvelle matrice IIP posséde

une applicabilité potentielle dans la surveillance de I'environnement.
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Tableau 1V.9: résultats de récupération du Pb*2 a des niveaux traces dans des échantillons

contaminés d'eau du robinet et d'eau de mer.

Echantillon Valeur injectée (M) Valeur déterminée (M) % Récupération
5.00x 10° (5.05+0.036) x10° 101%
Eau de robinet
1.00x10°® (1.02+0.020) %10 102%
5.00x10% (5.18+0.014) x10® 103.6%
1.00x 10 (1.072+0.047) x10® 107.2%
Eau de mer
5.00x10® (5.21+0.013) x10 104.2%
1.00x10” (1.05+0.042) x107 105%

V. Conclusion

Loin des complications de la polymérisation des monomeres et des ligands vinylés, un
biopolymere a empreinte ionique a base de chitosan et tanin de myrte a été facilement préparé
suivant I’approche des polyméres a chaine linéaire, et appliqué avec succes a la detection
sélective des ions de plomb(ll). Ce procéde de construction simple, utilisant des biomatériaux
disponibles, permet une production en série assurant une bonne reproductibilité. En plus de la
sélectivité, le capteur proposé a demontré une sensibilité éleveée avec une limite de détection
trés petite comparée a la littérature. Cela peut étre attribué a I'effet synergique de la technique

IIP et de la capacité chélatante élevée de chitosane et de tanin de myrte.
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Dans ce travail de thése nous avons pour objectif le développement de nouveaux
capteurs électrochimiques pour détecter des métaux lourds dans les milieux aqueux en
utilisant des biomatériaux a haute affinité vis-a-vis des ions métalliques. Les efforts déployés
s'inscrivent dans le cadre général de la recherche de solutions pour contrdler la qualité de I'eau

sur site.

Nous avons tout d’abord réussi l'isolation et ’extraction de chitosane des les carapaces
des crevettes avec un degré de déacétylation (83%) et une masse moléculaire (76kD)
semblable a celle du chitosane commercial. Nous avons aussi confirmé la présence des
composés phénoliques dans les feuilles de myrtus communus L., les résultats obtenus

montrent une grande contenance en polyphénols.

Par la suite, un capteur électrochimique était développé en utilisant une électrode en pate
de carbone modifiée par une résine chélatante a base de chitosane, thiourée et glutaraldéhyde
pour la détection sélective des ions de mercure. La sensibilité du capteur développé est élevée
gréce a l'effet synergique de la thioureé par ces atomes de soufre et du chitosane par les
atomes de nitrogene et les groupes hydroxyles. Le systeme TU-g-Cts/CPE, que nous avons
développe, présente de bonnes performances en termes de sensibilité, sélectivité et de limite
de détection (1.61nM). Afin de comprendre la cinétique de réactions surface-interface entre
TU-g-Cts/CPE et Hg(ll), nous avons montré et prouvé qu’un processus de transfert
d'électrons hétérogenes lents et quasi réversible se produite en paralléle avec un processus de

transfert de masse contrdlé par diffusion.

D’autre part, nous avons développé deux capteurs a base d’un nouveau bioconjugué en
polyphénols de myrte et chitosane, la bioconjugaison entre les deux biomolécule était
confirmé en comparant les images obtenues par MEB de biofilms de chitosane et de Cts-TM.
Le premier capteur est dédié a la détection simultané de quatre ions métalliques a savoir; le
cadmium (1) le mercure (1), le cuivre (1) et le plomb (I1). Ce capteur est préparé simplement
par application du biofilm Cts-TM sur une surface prétraité de GCE. La stabilité et
I’adhérence du film sur le substrat de carbone sont démontrées suite a un test de mouillabilite.
Les limites de détection des quatre cations obtenues simultanément sont comparées avec

celles mesurées individuellement.
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Nous avons constaté qu'il n'y a pas de différence significative dans I'efficacité du capteur en
termes de sensibilité et limites de détection entre les deux cas de mesure, ce qui prouve que ce
capteur fournissait une nouvelle stratégie alternative pour la quantification électrochimique
simultanée de Cd (1), Cu (II), Pb (11) et Hg (II). Parmi ces ions testés, la meilleure sensibilité
et la limite de détection la plus basse sont obtenues pour I'ion Pb(l1), ce qui nous a conduits a
le choisir comme ion modele pour appliquer la technique a empreinte ionique sur le biofilm
Cts-TM comme matrice polymere. Pour ce faire, nous avons adopté un protocole opératoire
en trois étapes : I’application de la matrice Cts-Pb-TM sur une surface prétraitée de GCE,
suivi d'une étape de réticulation par glutaraldehyde, et enfin I’extraction des ions plomb par
I’HCI. La caractérisation morphologique par MEB a montré une structure poreuse associée
aux cavités créées aprés I’extraction de Pb (I1). Pour une meilleure détection, nous avons
également optimisé les parametres électrochimiques ainsi le rapport massique Pb(11)/Cts. Le
bioconjugué polymérique imprime par les ions de plomb a présenté une bonne selectivité, ou
I’effet d'interférence n'a commencé qu'aprés [Mn*?] / [Pb*?] = 25 pour Hg(ll) et Cu(ll) et
[Mn*2] / [Pb*?] = 30 pour le Cd(II).

En utilisant la méthode des ajouts dosés, les deux capteurs TU-g-Cts/CPE et I1IP/GCE ont
des taux de récupération des ions de mercure et de plomb respectivement variant entre 96% et
107% dans des échantillons de l'eau de robinet et I'eau de mer. Ces résultats satisfaisants
démontrent l'adéquation des matrices développées pour l'identification précise des ions cibles

dans des échantillons contaminés.

Enfin, grace a ces nouveaux matériaux utilisés comme modificateurs d'électrodes, les
capteurs proposés dans cette thése offrent des alternatives compétitives en termes de réduction
de codts et de raccourcissement d’étapes de travaux en laboratoire (préparation, diagnostic,
¢tude d’affinité, etc.). En particulier, le troisieme capteur reposant sur la technique de
polymere a empreinte ionique 1IP, ou une nouvelle approche était introduite pour simplifier la

complexité et éviter la toxicité associée a cette application.

En perspective a ces travaux, la recherche laisse naturellement entrevoir d’autres
prolongements en rapport avec des développements scientifiques. Plusieurs pistes nous
paraissent intéressantes dans le domaine de développement de détecteur et de capteur a base

de biomatériaux. Nous citons :
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- L’étude de nouvelles conditions d'extraction et de synthése de biomolécules et de
biomatériaux.

- Le développement de nouvelles méthodes de dépbt sur les d'électrodes, afin
d’améliorer d'une part, les performances du capteur (baisser les limites de détection,
élargir la plage de linéarité, ...), et d'autre part, avoir la possibilité d'appliquer ces
nouvelles matrices avec des échantillons contaminés plus compliqués (biologique,
pharmaceutique, agroalimentaire, ....).

- La mise au point d'un dispositif de dosage des ETM, couplant une cellule de
minéralisation des composés organiques en synergie avec la cellule de détection
électrochimique des ions métalliques, pour résoudre le probléme de spéciation liés a la
présence de matieres organiques. Cette minéralisation peut étre réalisée par un procédé

d’oxydation avancée.
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