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ABREVIATIONS

GOD glucose oxydase

FIA inection en flux continu (flow injection analyss)
PPO polyphénol oxydase

EDT 3,4-éhylénedioxythiophene

PEDT poly(éthylénedioxythiophéne)

PPY polypyrrole

PANI polyaniline

PSS poly(styréne sulfonate)

CoA co-enzyme A

ATP adénosine triphosphate

NAD" nicotinamide adénine dinucléotide (forme oxydée)
NADH nicotinamide adénine dinucléotide (fome réduite)
FAD flavine adénine dinucl éotide (forme oxydée)
FADH, flavine adénine dinucléotide (forme réduite)

PVP polyvinylpyrrolidone

PEG polyéthylene glycal

SDS dodécylsulfate de sodium

ABTS 2,2- azino-big(3éthylbenz- thiazoline- 6-sulfonic acid)
BQ benzoquinone

AA acide ascorbique

AU acide urique

PA paracétamol

TCNQ 7,7,8,8-téracyanoquinodiméthane

HcFK hexacyanoferrate (111) de potassum

DOPA 3,4-dihydroxyphényldanine

PYPEDT éectrode de platine recouverte d' un film de PEDT
PYPEDT/GOD dectrode de platine recouvete d'un film de PEDT

contenant la GOD



PY(PY)/PEDT/GO

PYPEDT/GOD/BQ

CV(PY)/PEDT/GOD/BQ

CV/(Pt)/PEDT/GOD/HCcFK

CV(Pt)/PEDT/GOD/TCNQ

CV/PEDT/PPO

électrode de platine platinée recouverte d'un film de
PEDT contenant laGOD

dlectrode de platine recouverte d'un film de PEDT
contenant la GOD et la benzoquinone

électrode de carbone vitreux platinée recouverte dun
film de PEDT contenant la GOD et la benzoquinone

électrode de carbone vitreux plainée recouverte d'un
film de PEDT contenant la GOD et I'hexacyanoferrae
(111) de potassum

électrode de carbone vitreux platinée recouverte d'un
flm de PEDT contenant la GOD & le
7,7,8,8 tétracyanoquinodiméthane

éectrode de carbone vitreux recouverte d'un film de
PEDT contenant la PPO



INTRODUCTION GENERALE



La détection et le dosage d'une espece chimique ou biochimique sont rédises a I'aide
dingruments d'andyse tels que les chromatographes et les spectrométres. Ces instruments
sont génerdement complexes, colteux, volumineux e souvent difficiles a mettre en cauvre.
De plus, les phases de préparation des échantillons et d exploitation des résultats augmentent
souvent ladurée totade de I’ andyse.

Le déveoppement, I'daboration et les applications de nouveaux biocapteurs,
paticulierement de type ampéromérique e enzymaique, ont fat I'objet d'une intense
activité de recherche au cours de ces dernieres années afin daméiorer leurs performances
notamment au niveau de leur spécificité. Les biocgpteurs sont congtruits a partir du couplage
d'un dément biologique sensble capable de reconnaissance moléculaire et d'un transducteur
permettant la converson du phénoméne biologique subséquent a cette reconnaissance en un
sgnad interprétable.  Cette caractéristique leur confére une Sdectivité de déection
particulierement ettrayante.

Il Sagit donc de la mise au point d outils andytiques smples, capables de donner une
information en temps rédl dans des domaines d’ application variés.

- Dans les domaines agrodimentaire et pharmaceutique, ils offrent la perspective de
dosages automatisés « en temps réel » pour le contréle de production.

- Dans le domaine de I'environnement, leur emploi permet un suivi plus efficace de la
qudité de I'atmosphere et des eaux.

- Dans le domaine médicd, ils devraient permettre de diminuer le coltt des andyses et
d envisager des mesures in vivo. Aingd, les capteurs enzymatiques représentent les premiers
biocapteurs éudiés, puis commercidisés, pour les besoins de I'andyse biomédicde: c'est le
cas de I'dectrode a glucose oxydase destinée au dosage du glucose dans le sang et dans
I urine chez les didbétiques.

Cependant les rédisations indudtrielles de tels outils andytiques restent limitées. Les
travaux de recherche actuds visent a amdiorer la dabilité des ééments biologiques
immobilisés et a rendre économique leur mise en ceuvre.

Dans cette optique, nous cherchons a améiorer les performances des biocapteurs
ampéromériques par le choix dun nouveau polymere conducteur: le poly(34-
éhylenedioxythiophene) (PEDT) pour sa remarquable tabilité, sa grade conductivité et
I’homogeneité des films obtenus. A différence d'autres dérives du polythiophéne, le PEDT
peut ére dectropolymerise a patir dune solution agueuse du monomere 34-

éhylenedioxythiophéne (EDT). Ce monomére présente l'avantage d'une utilisation sans



traitement préadable a la différence du pyrrole qui doit ére didtillé avant d ére polymérise.
C' est dans ce contexte que ce travail a é&té effectué et présenté dans ce rapport.

Aprés une présentation genérde des biocapteurs, suivie d'un rappd des lois
fondamentales régissant les processus enzymatiques, |I'éude bibliographique du chapitre | et
axée s les connassances actudles des films dectrogénérés comme  matrice
d immobilisation d’ enzymes.

Le chapitre Il et consacré a la description et a I'optimisaion d'une méthode
dimmobilisation dectrochimique denzymes dans une matrice de polymére conducteur, le
PEDT. La vdiddion de cette méhode a &é rédiste au moyen d'une enzyme modde: la
glucose oxydase (GOD). L’éude a permis de définir les conditions expé&imentdes du
fonctionnement globd du biocapteur en systeme batch.

Le chapitre 11l et consacré, dans sa premiere partie, a I'influence des interférents

électro-oxydables sur la réponse des biocapteurs a glucose éaborés dans le chapitre Il. La
détection du glucose s effectue par ampérométrie a un potentie d’environ 0,65 V par rgpport
a I'électrode de calomel. A ce potentidl, des espéces interférentes endogenes (ascorbate, urate)
ou exogenes (paracétamol) présentes dans des fluides biologiques peuvent donc perturber de
fagon non négligesble la réponse du biocapteur. La dratégie présentée pour limiter ces
phénomenes dinterférences édectrochimiques consste, d'une pat en la platinisation des
éectrodes pour augmenter la surface cataytique de décompostion de |’eau oxygénée (produit
de la réaction enzymatique), e dautre pat la co-immobilistion de médiateurs rédox a la
place de I'accepteur naturd d éectrons du systeme, I'oxygene, afin d'abaisser le potentid de
travaill. La deuxieme patie du chapitre décrit la mise au point d'un systéme danadyse par
injection en flux continu (HA : flow injection andyss) adgpté pour travailler avec de fables
volumes d'échantillon, aind que le dosage du glucose avec cette méhode in vitro en milieu
réd (s&rum humain).
Le chapitre 1V concerne la mise au point d'un biocapteur en vue de son application dans le
domaine de I'environnement qui condtitue un axe de recherche du laboratoire (dosage de
polluants). Nous avons éudié en particulier I'immobilisation de la polyphénol oxydase (PPO)
dans un film de polymere éectrogénéré de PEDT en vue de son gpplication au dosage de
composes phénoliques.

En conclusion, aprés avoir rappeé I'essentid des résultats, nous tenterons de définir
les développements a donner a cette éude, and que les amdiorations a apporter aux

bioélectrodes en vue de leur gpplication ala biodétection en milieu réd.
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.1 LESBIOCAPTEURS

1.1.1 Introduction

Le terme «biocapteurs» représente la fuson de deux des plus importantes
technologies de ce sécle: I'dectronique et les biotechnologies. Leur association permet des
dosages rapides, sensibles et specifiques.

Au cours des deniéres décennies, les biocapteurs ont connu un développement
conddérable en raison de leurs nombreuses gpplications potentielles, que ce soit dans le
domaine médica, agro-dimentaire ou celui du contrdle de I’ environnement.

Actudlement, les éudes Sorientent vers la recherche de nouvealx matériaux
permettant I'immobilisstion des biomolécules sans dtérer leur efficacité. || nexige pas de
domaine privilégié puisque les travaux séendent de I'utilisstion des membranes ou de
polymeres jusgu’ al’emploi de composés inorganiques divers.

Cependant, les contraintes de sabilité en conservation e en fonctionnement ne sont
pas toujours compatibles avec I'utilisation des enzymes et limitent encore le développement
des biocapteurs hors des |aboratoires.

1.1.2 Définition et caractérisation

On peut considérer, en générd, que le biocapteur et la combinaison d'un composant
biologique appelé BIORECEPTEUR e dun TRANSDUCTEUR qui représente en fat le
mode de déection, afin dassurer la tranformation du phénoméne biologique en sgnd
éectrique [1].

La figure 1.1 présente le principe de fonctionnement d'un biocapteur permettant
d obtenir, a patir de I'espéce a détecter dans un milieu échantillon, toute I'information utile a
son évauation. Cette donnée pourra ére traitée, enregistrée, stockée pour une utilisation
ultérieure.

Le biorécepteur conditue le premier maillon du biocapteur : il sart a identifier |I'espéce
a déecter gréce a son dte paticulierement Sdectif. Le biorécepteur assure and la
reconnaissance moléculaire, associée ou non a la transformation de I'espéce a mesurer. Cette
modificetion, treés localisée, de |'espece présente dans I'échantillon, se fait générdement par
I'intermédiaire d'une enzyme immobiliste qui trandforme ce subdtrat en un produit détectable



par le transducteur : C'est le cas des capteurs enzymatiques. Cependant parfois, pour des
rasons de dtahilité, I'enzyme doit é&re utiliste dans son environnement initid, & cest dors la
cdllule ou le microorganisme tout entier qui seraimmobilisée au niveau du biocapteur.

Le transducteur représente l'autre éément du biocapteur. 1l st a exploiter la
modification biochimique du subdrat par le biorécepteur pour la trandformer en sgnd
éectrique. Dans le sens généra, on peut dire que le transducteur assure la converson d'un
type d énergie dans un autre. Suivant le type de modification biochimique, on choisra le type
de transducteur approprié pour exploiter au mieux le travail assuré par le biorécepteur et
obtenir un sgnd sensble, facllement exploitable e avec un minimum de bruit de fond. Un
fable bruit de fond au niveau du transducteur assurera un seuil de déection plus bas et
amdiorerales performances du biocapteur [2].
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Figurel.l: Représentation schématique du principe de fonctionnement d'un biocapteur [1] .

1.1.3 Lescapteursenzymatiques

Un cepteur enzymatique peut étre consdéré comme la combinaison de tout type de
trangducteur avec une fine couche enzymatique destinée, en généd, a mesurer la
concentration d'un subgtrat. La réaction enzymatique assure la transformation du substrat en
produit de réaction détectable par |e transducteur [3].



La représentation schématique d'un capteur enzymatique et donnée par la figure 1.2. La
surface sengble du transducteur est mise en contact avec la couche enzymatique. On suppose
qu'il N'existe pas de transfert de masse a travers cette interface. La face externe de la couche
enzymatique et trempée dans une solution contenant le substrat a doser. Ce subdtrat va
migrer vers I'intérieur de cette couche e sera décomposé en produit de réaction des qu'il
entrera en contact avec I'enzyme immobilisée. Pour assurer une mise en équilibre rapide des
concentrations, la membrane enzymatique doit ére auss fine que possble et la solution bien
agitée pour assurer un gpport congtant en substrat. En résumé, les différentes étgpes mises en
jeu au cours du fonctionnement du capteur enzymatigue sont :

1- transport du subgtrat de la masse de la solution vers la couche enzymatique

2- diffuson du subdtrat dans cette couche, accompagnée de la transformation
enzymatique du substrat en produit de réaction

3- migration du produit vers le transducteur

4- converson de la concentration du produit a cette interface, par le transducteur, en

sgnd dectrique.

transducteur

A
enzyme _/ Couche
/t\s _____ > P \ enzymatique

solution

Figure |.2 : Représentation schématique de la diffusion du substrat S et du produit P dans

une couche enzymatique fixée sur un transducteur [1].



1.1.4 Lesbiocapteurséectrochimiques

Depuis Faraday (1791-1867), ont é&é éablies les relations qui régissent les réactions
éectrochimiques, cest-a-dire les réactions dans lesqueles interviennent des particules
chargées dectriquement, généraement des ions e des éectrons, dans un milieu dissociant
comme I'eau. Un capteur éectrochimique est donc, avant tout, un conducteur éectrique que
'on implante au san du milieu a &udier; il sSéablit dors un transfert de charges entre les
especes chargées présentes et le capteur ; la varidion réultante d énergie libre a I'interface
et détectée par le capteur, et transmise a la chaine de mesure sous la forme d'un signa
éectrique : courant ou tension [4].

Compte tenu de la diversité des types de capteurs dectrochimiques actuellement
utilisés, il et nécessare den éablir un classement sur la base de leur principe de
fonctionnement. Aing, les capteurs éectrochimiques peuvent ére répatis en trois groupes
orinci paux.

1.1.4.1 Les capteurs potentiométrigues

L'utilisation de ces capteurs repose sur la déermingtion de la différence de potentid qui
s éablit entre une éectrode de mesure associée a une éectrode de référence (électrode dont le
potentidd et congtant et reproductible quel que soit le milieu dans lequd €ele est plongée).
Cette différence de potentid et fonction de I'activité de I'ion (ou des ions) présent dans
I’éectrolyte ou le capteur est plongé. Les conditions opératoires sont dites «potentiométrie a
courant nul » S I'on N'impose pas de courant dans le circuit de mesure, ce qu et le cas le

plus fréquent ; dans e cas contraire, il S agit de « potentiométrie a courant iMpose ».

1.1.4.2 Les capteurs conductimétriques

Pour la mise en cauvre de ces capteurs, on impose une tenson ou un courant dternatif a deux
électrodes plongeant dans la cellule de mesure; I'emploi de courant dternatif permet de
limiter les erreurs dues a la polarisation qui résulte des réactions aux éectrodes. La mesure,
it de 'intensté du courant, la tendon &ant imposée, soit de la tenson, lorsque I'intengté

est imposée, permet de déterminer larésistance ou la conductance du milieu éudié.



1.1.4.3 Les capteurs ampérométriques

Le fonctionnement de ces capteurs fait gppe au passage d'un courant dans le circuit de
mesure; pour cea une difference de potentid est appliquée entre deux éectrodes,
générdement une dectrode méadlique et une éectrode de référence; la concentration de
I'espece é&udiée et proportionnele & I'intensté du courant qui circule entre les deux
électrodes. L'ampérométrie est une technique qui repose sur la déermination de I'intensité du
courant qui traverse une cdlule dectrochimique dans des conditions déerminées: I'intendté
de ce courant est fonction notamment de la concentration des corps éectroactifs et du
potentiedd imposé. Dans des conditions précises, il est possble, apres éaonnage, de
déterminer la concentration de certains corps présents a partir de la mesure de I'intensité.
Dans la plupart des cas, on effectue une oxydation ou une réduction d'une espece a une
éectrode indicatrice, la seconde éectrode éant en générd une éectrode de référence.

S on agpplique a I’d@ectrode indicatrice un potentiel E variable par rapport a I’ dectrode
de référence, et que I’on trace la courbe de polarisation i = f (E), lavdeur i du pdier limite de
diffuson est proportionnelle a la concentration du corps oxydé ou réduit a I'éectrode
indicatrice [9].

Depuis que Faraday, Gavani e autres ont démontré I'existence de processus
éectrochimiques dans des systémes biologiques, la recherche actudle a pour objectif d aider
a mieux comprendre les réactions les plus importantes de la régulation biologique, éant
donné que le trandert dectronique s rédise de pluseurs manieres dans le domaine

biologique [6].

1.1.4.4 | es capteurs enzymatiques ampé&rométrigues

Cette technique combine la spécificité de I'enzyme pour un substrat naturel avec les avantages
de la détection sdlective ampérométrique.

Dans le cas des capteurs enzymaiques ampéomeétriques, il est absolument nécessaire que
I’enzyme immobilisée consomme ou produise une espece éectroactive au cours de la réaction
enzymatique. L’intengté du courant enregistré est and directement dépendante de la
concentration d'un subdrat cible qui et consommé dans |'épaisseur de la couche

enzymatique. Une nécessté fondamentade pour le développement des éectrodes
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enzymdiques ampéromériques et un trandfert dectronique effectif entre le centre de réaction
catalytique et I’ dectrode [7, 8].

Les biocapteurs ampérométriques peuvert ére classes en trois catégories. La premiére
correspond aux biocapteurs dont I'espéce enzymatiquement générée et directement oxydée
ou réduite a I’dectrode. Pour les biocapteurs de la seconde catégorie, la détection s effectue a
travers I'oxydation ou la réduction dun médiateur rédox qui interagit avec |'espéce
enzymatiquement générée ou qui régénére la forme active du groupe prosthéique de
I’enzyme. Ce principe permet, par exemple, d' abaisser le potentid de détection du subgtrat.
Enfin, pour les biocapteurs appartenant & la troiséme catégorie, I'enzyme est directement
connectée a I'dectrode au moyen de composés conducteurs &fin de smplifier le trandfert
éectronique (Figure 1.3).

A

(e}

Figure 1.3: Schéma du principe de fonctionnement des trois types de biocapteurs
ampérométriques: (@) premiere génération, (b) deuxieme génération, (c) troisieme
génération. P représente le produit de la réaction électrochimique, S le substrat de la
réaction éectrochimique, E I’ enzyme et Med le médiateur rédox sous sa forme oxydée (ox) ou
réduite (red) [9].
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.2 LESENZYMES

1.2.1 Introduction

La rédisation des cgpteurs enzymatiques ampérométriques met en jeu des enzymes
immobilisées sur des dectrodes. Mdgré tous les travaux théoriques apparus, la moddisation
des réponses et trés ddicae. En effet, |'activité des enzymes dépend fortement des
conditions de température e pH. Dans le cas des enzymes immobilisées, viennent s gouter
des phénoménes de diffuson des substrats ou des produits a travers le support considéré.
L'éude bibliographique se limite donc au rappel des propriétés fondamentaes des enzymes et
de la cinétique enzymatique d une enzyme en solution.

[.2.2 Définition des enzymes

Les enzymes sont des catayseurs biologiques capables de rédiser la plupart des
réactions biochimiques avec une €fficacité extraordinaire. Les réactions chimiques dans les
systémes biologiques se font rarement en I'absence d enzymes. L’ activité de ces enzymes et
souvent régulée. D’autre part, une enzyme ne favorise pas seulement une réaction chimique
donnée, dle empéche auss |a présence de réactions secondaires génantes.

Au cours de ces dernieres années, le nombre d’'enzymes connues a consdérablement
augmenté et les applications sont multiples en chimie andytique, en pharmacologie, en
toxicologie, dans|’industrie agro-aimentaire et dans le secteur biomeédica [1].

|.2.3 Classification et nomenclature

On trouve encore, a I'heure actudle, la dénominaion ancienne de certaines enzymes
telle que trypsine ou pepsine. Cependant, dans la mesure ou I'on Sintéresse moins a la nature
gu alafonction de I’enzyme, on utilise plutét la nomenclature suivante :

L'Union Interndtionde de Biochimie recommande I'utilistion du suffixe «ase» couplé
parfois avec le substrat (uréase, phosphatase...), mais générdement avec le type de réaction
catalysée (hydrolase, oxydase, isomérase...).

Chague enzyme porte and un numéro dont le premier chiffre correspond & un certain
type de réaction catalysée :



1 - Oxydoréductases (qui catalysent des réactions d' oxydoréduction)

2 - Trandférases (qui catalysent le transfert de groupements fonctionnels)
3 - Hydrolases (qui cataysent des réactions d’ hydrolyse)

4 - Lyases (qui catdysent des réactions d’ addition sur une double liaison)
5 - Isomérases (qui catalysent des réactions d'isomérisation)

6 - Ligases ou synthétases (formation des liaisons avec clivage de I’ ATP)

Ains la glucose oxydase portant le N° 1.1.3.4 correspond a une oxydoréductase. On I'appelle
auss b-D-glucose oxygéne oxydoréductase.
Notre éude concerne les biocapteurs ampéromériques, e des oxydoréductases seront
immobilisées au niveau des biocapteurs.

Le nom de I'enzyme and que son numéo dans sa classfication ne sont pas toujours
ed extraite, I'enzyme possede une sequence daminoacides particuliere et des propriétés

différentes : la glucose oxydase utilisée dans cette &ude provient de I' Aspergillus niger.

.24 Structuredesenzymes

On a réuss jusgua mantenant a identifier pluseurs milliards d enzymes, un grand
nombre d' entre eles ont é&é crigtalisées. Ce sont toutes des proténes. Les unités structurales
de base sont donc des aminoacides. Ces aminoacides sont unis par des liaisons peptidiques

pour former des chaines polypeptidiques.

H3sN*-CHR;-CO-NH-CHR;-CO-NH-CHR3-CO-.......... -NH-CHR,-COO

Les groupements R possedent souvent des fonctions NH, ou COOH permettant leur
immobilisation par liaisons covaentes sur des supports insolubles.
La spécificité de I'enzyme et souvent dtribuée & sa gructure tridimensonndle tres éaborée

permettant la formation du Site actif responsable de la catayse enzymatique.
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.25 Catalyse enzymatique

La cadyse, qu elle soit chimique ou biologique, repose sur le méme principe: dle fait
appel a un compose appelé catayseur pour augmenter la vitesse de réaction sans perturber les
fonctions thermodynamiques. Aing la pogtion d équilibre d'une réaction n'est pas modifiée
et peut ére cdculée a patir des données thermodynamiques liées au réectif (appelé substrat
en terme biochimique) et au produit de réaction.

La cinétique de réaction, au contraire, dépend d autres données liées a I'expé&ience méme
telles que la compogtion, la température, la presson du méange réactionnd. Le catayseur,
d autre part, ne doit pas étre consommé au cours de la transformation: il peut, de ce fait, ére
s&paré du produit de réaction et réutilisé pluseursfois.

En rédité le catdyseur a pour forction d'abaisser I'énergie dactivation nécessaire a la
réaction afin d'augmenter le nombre de molécules susceptibles de donner lieu a la réaction
[10] (Figure 1.4).

Les enzymes sont des biomolécules trés importantes parce que leur pouvoir cataytique et bur
specificité sont souvent tres supérieurs a ceux des catadyseurs chimiques. L’activité des
enzymes redox comme catayseurs biologiques dépend, dans certains cas, de leur sructure
protéique. Une des caractéristiques particulieres de I'enzyme et son besoin fréquent de
cofacteur. Le cofacteur n'est pas une protéine: il peut &re un ion médlique (C&*, Co**,
Mg*...), ou une molécule organique complexe appelée auss coenzyme tels que le NAD,
FAD, CoA, ATP... Le cofacteur médlique peut auss s fixer sur une proténe appelée
gpoenzyme pour donner un complexe actif qui présente une interaction avec I'enzyme. La
glucose oxydase posede le cofacteur FAD lié a I'enzyme sous la forme oxydée (FAD) ou
réduite (FADH) [10].

Le fat que toutes les enzymes soient des protéines leur confere les propriétés
physicochimiques de ces macromolécules (solubilité, propriétés osmotiques e de diffusion,
échangesioniques, dénaturation thermique et |abilité avec les réactifs chimiques énergiques).

Parmi les protéines, on digtingue habitudlement les enzymes des protéines de structure
dépourvues d activité catalytique.
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Figure 1.4 : La catalyse est basée sur la réduction de I'énergie d'activation de réaction Exc

afin d'augmenter |e nombre de molécules ayant I'énergie nécessaire (3 Eacr) pour réagir.

Les enzymes sont des catadyseurs puisqu dles respectent drictement les lois de la
caayse:

a) I'enzyme ne figure pas quantitativement parmi les produits de la réaction, dle n'est
donc pas consommée par cdle-ci et chague molécule d enzyme peut théoriquement provoquer
latransformation d’ un nombre illimité de molécules de subdtrat.

b) dle ne modifie pas la nature de la réaction, ni son équilibre, ni son bilan
thermodynamique. La réaction doit donc dans tous les cas ére pafatement possble sans la
présence de l'enzyme et cdle-cd ne soudrat en rien la mdiere vivante aux lois
thermodynamiques observées dans le monde non vivant,

c) mas I'enzyme modifie la vitesse de la réaction en I'accélérant. Cette accdération est
considérable et peut ateindre cent milliards (10M) de fois la vitesse de la réaction spontanée.
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Le facteur d'accdération varie d'une enzyme a |'autre et conditue a la fois une caractérigtique
et une mesure de I’ efficacité de celle-d.

d) La réaction catdyste et oécifique L'éude du méabolisme montre que
pratiguement toutes les réections des cdlules vivantes sont controlées par une enzyme

particuliere spécifique qui en est le Siége.

[.2.6 Comparaison avec les catalyseurs chimiques

Points communs

- Les enzymes n'influencent pas I'énergie de réaction, elles ne cadysent donc que les
réactions possi bles thermodynamiquement.

- Elles ne déplacent pas le point d' équilibre: la nature des produits de la réaction n'est
pas changée, seule la vitesse de réaction est augmentée.

- Elles sont récupérables alafin delaréaction.

Différences

- Les enzymes sont plus actives que les catayseurs chimiques vis-a-vis des substances
naturelles. Elles augmentent générdement les vitesses de réactions au moins un million de
fois

- Elles sont plus sensbles a la dénaturation a cause de leur structure protéique
macromoléculaire.

- Elles peuvent posséder une trés grande spécificité.

- Elles peuvent donner lieu a des phénomenes de régulation.

1.2.7 Unitésd activité

L'IUPAC (Internationd Union of Pure and Applied Chemigtry) e I'lUB (Internationd
Union of Biochemistry) recommandent | adoption d' une unité internationde : U.I.

L’unité internationdeU |. e définie comme la quantité d enzyme qui transforme une
micromole (1 nM) de subgtrat par minute. L’unité d'activité doit ére donnée a partir de

mesures de vitese initide dfin de limiter les phénoménes de dénaturation, d'inhibition ou de
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révershilite, dus aux produits de la réaction. Les conditions de mesure (pH, température....)
doivent ére précistes bien que la tempé&ature de 25°C soit généralement adoptée.
Génédement, la déermination de I'activité se fat dans les conditions de saturation de
I’enzyme par son substrat.

L'unité dactivité spécifique et cdle rdative & une unité de masse ou une mole
denzyme. Elle peut ére exprimée, par exemple, en micromoles de subdtrat transformé par
minute par milligramme d' enzyme[11].

[.2.8 Fonctionnement et régulation des enzymesin vivo

Le fonctionnement des enzymes est intégré. Il tient compte des besoins des cdlules et
de l'organigme entier. Cetaines enzymes fonctionnent indépendamment des autres, par
exemple, la cadase déruit I'eau oxygénée des sa formation. C'est une enzyme de défense,
qui intervient pour éviter I'accumulation d'un produit toxique. Ce dernier n'est pas toujours
présent et n'est pas transformable en d'autres substances utiles. |l n'y a donc pas de systeme
de régulation du fonctionnement de lacatdase [12].

La plupart des enzymes, par contre, font partie des séquences de réactions qu'on
appelle voies méaboliques. Ce sont presque toutes des réections réversibles. Certains stades
sont cataysés dans un sens par une enzyme et dans le sens inverse par une autre. Ce sont des
étapes de controle qui permettent a la cellule de diriger le sens de I’'ensemble des réactions de
la voie méabolique. Les molécules formées au cours de réactions méaboliques sont appelées
méabolites. Le produit de chague réaction enzymatique sert de substrat pour |'enzyme
suivante. Certains métabolites peuvent ére tranformés en méme temps par deux ou trois
enzymes différentes: ils sont I'amorce de 2 ou 3 voies e condituent ce qu'on appelle un
carefour méaboliqgue. Une voie méabolique, aprés un certain nombre d éapes, peut
retourner & son point de départ : il sSagit dun cycde méabolique. Bien entendu un td cycle ne
peut ére aimenté que par fourniture de nouvelles molécules par ses voies d'acces: ce n'est
pas laméme molécule qui parcourt tout le cycle, sans quoi, ce dernier n'aurait guére d'intérét.

Bien souvent, les enzymes appatenant a une méme voie méabolique sont fixées les
unes aux autres, rédisant un complexe multi-enzymatique, de méme type que le syséme de
transport des dectrons dans la membrane mitochondriadle. Ces réactions fonctionnent de fagon
coordonnée, ce qui suppose I'exigence des régulations. Il y a des régulations internes a

chague voie méabolique, des régulations entre voies méaboliques dans une méme cdlule et
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des régulations dépendant de I'éat physiologique de I'organisme entier. Cependant, toutes les
enzymes d'une voie méaboligue nNont pas bexoin d'ére régulées, certaines suffisent. Les
réactions de contréle intéressent les enzymes clés de cette voie, cdles qui cataysent les
réactions non révershles. La régulation la plus importante concerne I'é&ape la plus lente d' une

voie métabolique, qui contrdle la vitesse de I’ ensemble de cette voie [12].

[.2.9 Immobilisation desenzymes

S I'on conddere I'enzyme sous |'aspect théorique, on peut dire que les enzymes au
niveau cdlulaire se trouvent a I'éat trés organisé, souvent immobilisées dans des assemblages
solides, membranes ou geds. Pour connditre vraiment le mécanisme d'action des enzymes in
Vivo, les expériences devraient étre conduites en phase hétérogene [13].

Immobiliser les enzymes dans une matrice synthétique ne revient certes pas a les
mettre dans leur environnement natured mais représente une bonne approche par regpport a
I" &ude des enzymes en solution, loin de toute condition physiologique [13].

L’'immobilisation des enzymes sur des supports synthétiques apporte auss une
dabilité mécanique & une maitrise plus aste des parametres cinétiques (hydrophobicité,
matrice chargée imitant la nature polyéectrolyte des membranes naturelles). D’autre part, dle
fadlite I'&ude de la révershilité vis-avis des inhibiteurs puisque I'on peut a tout moment
changer de milieu, le support sur lequel I"enzyme est immobilisée [14, 15].

Depuis longtemps, les procédés indugtriels font gopel aux microorganismes pour faire
des biotransformations et éaborer des produits d'intéré commercia. Cependant, la catdyse
par les cdlules microbiennes est peu efficace en raison de la perte du substrat due au besoin
de croissance des microorganismes et de la présence des réactions secondaires génantes. La
possibilité d extraire des enzymes et de les utiliser pour la converson du substrat procure des
avantages non négligeables quant au rendement et al’ uniformité du produit [16].

Pour compenser les problemes liés a I'indabilité et au colt d extraction des enzymes
en solution, on cheche a les immobiliser sur des supports insolubles afin de pouvoir les
réutiliser gpres I'opération, et de faciliter leur séparation du produit de réaction obtenu. Par
alleurs, les enzymes immobilisées se prétent mieux a leur incorporation dans les réacteurs ou
I’entrée de substrat a un bout permet de récupérer le produit transformé a I’autre bout en flux
continu.
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Le choix d'une technique dimmobilisation dépend de I'gpplication finde donnée a
'enzyme. La lidson covdente de I'enzyme a la matrice et générdement la technique
dimmobilisation la plus sable. La capacité de la matrice ou la technique de liaison, aind que
la gabilitt mécanique e chimique de la matrice, son colt, la difficulté de I'activation du
support sont auss importants dans le développement d'un systéme d enzyme immobilisée.

faut remarquer qu'il N’ existe pas la « melleure » technique [17].

1.2.9.1 Techniques d immohilisation

Les enzymes peuvent ére immobilistes soit par rétention physque, soit par liaison
chimique. On peut auss combiner les deux méhodes pour assurer une meilleure fixation de
I'enzyme.

La réention physique exploite la grande différence de talle entre I'enzyme & le
subgtrat, d'ou I'idée de créer une barriere semi-perméable pour retenir I'enzyme. Elle peut
ére un réseau, une cgpsule ou une membrane [18]. La liaison chimique entre I'enzyme et le
support se rédise soit par smple interaction ionique (adsorption), soit par crégtion d' une vraie
liason covdente (fixation covdente sur support activé et coréiculaion). L’immobilisation
chimique présente souvent I'avantage de dabiliser la protéine et de permettre une utilisation
prolongée [19].

L es principaes méthodes dimmobilisation sont :

1- L’'adsorption physique: ele se rédise sur des supports inertes (verres, cdlulose, charbon
actif). La fixation se fait par interaction des groupes fonctionnels de I’enzyme et du support
(llason hydrogéne, forces de Van der Wads, interaction ionique...). Cette adsorption exige
des conditions de pH et de force ionique trés précises. La moindre variation d'un de ces

paramétres provoque une désorption, inconvénient majeur de cette technique.

2- La fixation sur échangeur d'ions: les enzymes sont porteuses de charges. Elles peuvent
donc se lier avec des échangeurs d'ions par liaison éectrogatique. |l exigte différents types
d échangeurs:

- des échangeurs cationiques : Carboxyméthyl Cellulose

- des échangeurs anioniques : Diéthylaminoéthyl Cdlulose
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Cette fixation et réversble, les conditions opératoires, principdement pH et force

ionique, ne doivent pas varier sous peine de désorption.

3- L’indusion dans un gd: I'enzyme e emprisonnée a l'intérieur du réseau tridimensionnd
d'une marice. La maille de la matrice assure de maniére purement physique la rétention de
I’enzyme et permet la diffusion du subgrat.

4- La liason covdente avec le support: une liason et éablie entre un groupement
fonctionnd de I'enzyme e un groupement fonctionnd du support prédablement activé |l

existe des membranes commercidisées dga préactivées.

5- La réticulation et la co-réticulaion: le procédé consste a associer |I'enzyme et une proténe
de charge a laide d'un agent bi ou multifonctionnel. Le complexe formé possede une masse
moléculaire devée et et insoluble. Le plus souvent, la proténe de charge et I'dbumine du
s&rum bovin (BSA) et | agent réticulant e glutaraldéhyde ou sa forme polymérisée [20].

La forme polymérisée résulte d'une condensation addolique avec perte d'eau. Cet agent
bifonctionnel possede a ses extrémités deux groupements adéhyde capables de réagir avec les
fonctions amine des protéines. Le schéma réactionne de la figure 1.5 présente les deux types
de réactions. On opere en immergeant la surface sendble de I'dectrode ou un support
(membrane nylon ou Pdl, membrane hydrophobe) dans le méange réectif. On peut rédiser
auss la pulvérisgion de I'agent réticulant, ce qui permet d obtenir des membranes tres minces
[21].

Toutes les techniques d immobilisation d’ enzymes sont représentées dans lafigure 1.6.
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Figurel.5: Réactions d'aldolisation et de réticulation avec le glutaral déhyde. [ 20]

1.2.9.2 Proprié&és des enzymes immobilisées

L’immobilisation des enzymes conduit souvent a un changement de leurs propriétés
physiques, chimiques et cinétiques.

Propriétés physico-chimiques: une des propriétés importantes et caractéritiques de
I'immobilisstion et I'amédioration de la sabilité dans le temps et de la résstance vis-a-vis de
la dénaturation. La dabilité de I'enzyme immobiliste dépend beaucoup du
microenvironnement imposé par le support. Aind, les enzymes fixées par liason sulfonamide

sont moins stables que cdlles fixées par liaison azo.
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Figure 1.6: Représentation schématique des différentes méthodes d'immobilisation des

enzymes.

Propriétés cinétiques: I'immobilisstion des enzymes affecte beaucoup leurs

propriétés cingtiques. En effet, a la vitesse de réaction enzymatique proprement dite, il faut
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gouter I'effet du microenvironnement qui conditionne toute |'activité catdytique. Aing, les
phénoménes de diffuson limitent 'accés du subgrat au niveau du Ste enzymaique. Ceci a
pour consaquence une variaion de la vitesse maximde Vy et de la constante de Michaelis Ky
de I'enzyme ; cette derniére congtante pouvant avoir une vaeur 10 fois supérieure. De méme,
le pH de I’enzyme peut ére modifié, en particulier lorsgue la réaction enzymatique met en jeu

une libération ou une consommetion de protons.

1.2.10 Ciné&iqueenzymatique

Les vdeurs de la congante de Michadis Km et de la vitesse maximae Vm d'une
enzyme peuvent, demblée, fournir cetains renssignements sur son activité, bien quil falle
avant tout tenir compte du nombre de molécules d'une enzyme disponibles dans une cdlule
pour savoir quelle seral’ efficacité de son action.

La congtante de Michaelis permet de savoir quel est le degré d adaptation de I’ activité
de I'enzyme & la concentration habituelle de son substrat dans la cdlule. Pour la plupart des
enzymes, Km et gpproximaivement égade a la condante de dissociation du complexe
enzyme-subgtrat. Quand ele et devée, cda dgnifie que la fixation du subgrat sur |’ enzyme
et fable Quand ele es basse, cda veut dire que I'affinité du subgrat pour I'enzyme et
forte. Pour les concentrations en substrat inférieures ou égdes a Km, la vitesse de la réaction

dépend de la vitesse d' association entre enzyme et substrat.

1.2.10.1 Equation de Michadlis-Menten

Laréaction enzymatique peut étre représentée sous la forme asmplifiée suivante :

k+]_ k+2

E + S -%® ES %uU® E + P
K1

E: exzyme S subgtrat

P : produit ES : complexe enzyme-substrat

Lavitesse v de formation du produit est :



V:%:k+Z[ES]

dEs
=g =ka [ElS- (k,+k,)[ES

S [E]o représente la concentration initide en enzyme, on a:

[E]l, =[E] +[ES]

ABS {1, - TS (ko )ES]
D’ autre part,

dfs] _

- el e

Avec les conditions initides ([Slizo = So, [ES]i=o = 0), la résolution par ordinateur de

ces éguations permet de connaitre I'évolution de la concentration des différentes especes

participant alaréaction.

On peut voir sur la figure 1.7 que la concentration de ES se dabilise au bout d'un

23

temps tres court, ce qui permet de supposer I’éablissement ragpide d'un éat quas dtationnaire.

Cette hypothese est vaable seulement s [Ep] << [S].

Avec I approximation de I’ éat quas stationnaire de Briggs et Haldane, on a:

. E
[ ES] = constante, soit % =0

On en déduuit :



k+1[ E]O[S]

ES| =
B keg[S] +k. 1 +Kip

Lavitesse de réaction est dors donnée par I’ équation de Michadlis-Menten:

v=V, i (A)
" Ky +[9

avec .

VM = k+2[ E]O

— k—l + k+2

K
. k

+1
ou
Kwm et la congtante de Michadlis de I’ enzyme

Vv et lavitesse maximae de laréaction enzymatique

Deux cas limites se présentent :

k+2[ E]O

S [S]éKM b v=
Km

[S]
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La cingtique de reaction est d'ordre 1 par rapport a S. Le rapport k,,/K,, est fonction des

autres constantes de vitesse :
k. Kk
k+2/ KM = 2
k— 1 + k+2

Si[s]fK, P v=k,,[E],

Lacinétique de réaction est d’ ordre O par rgpport a S. On atteint la vitesse maximale V.
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La représentation graphique de I'équation (A) permet de décrire le comportement
cinétigue de la réaction enzymatique en fonction de la concentration en substrat spécifique

(figure 1.8).

\ concentration

[So]

Figurel.7 : Evolution de la concentration des especes réagissantes pour ki1 » K.1 » K.

- .-

[S]

£

Figure 1.8 : Représentation graphique d'une cinétiqgue michaédlienne. Evolution de la vitesse

de réaction enzymatique en fonction de la concentration en substrat.
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La déermination grgphique directe de Vy e Ky n'est pas toujours trés précise, et
d autres méthodes ont été proposées. Elles reposent sur une linéarisation de I’ équation (A) de
Michaedis-Menten. En prenant I'inverse de la vitesse on obtient :

Iv=KuNwm . U[] + WVn

Cette écriture de I'équation de Michadis-Menten est appelée représentation de
Lineweaver-Burk. La représentation graphique 1/V = f(U[S]) et une droite de pente Ku/Vm
(figure 1.9). Cette méthode sera utilisée dans le Chapitre |1 pour le calcul de Vi et K.

Une autre représentation a éé proposée par Eadie-Hosftee. En écrivant I’ équation (A)
sous laforme suivante

VKm+V[§=Vu[]
on obtient :

V/[S] = leKM —V/KM

La représentation graphique v/[S] = f(v) est une droite de pente —l/K y (figure 1.9)

A
Wv vI[S]
A A
4— VM/KM
Pente:KMNM
Pente= -]./KM
Y > >
t U[S] YR
- 1/Km

Figurel.9 : Représentation graphique de la linéarisation de I’ équation de Michaelis-Menten
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1.2.10.2 Facteursinfluencant la vitesse d’ une réaction enzymatique

a Effet dela température

La vitese des réactions chimiques augmente généraement avec la température en
rason de I'énergie cinétique fournie aux molécules pour augmenter le nombre de collisons
efficaces conduisant aux produits de réaction. Cependant, pour les enzymes dont la structure
tertiaire, trés ordonnée & complexe, est nécessaire a la fixation stéréospécifique du substrat,
I'dévation de la température peut détruire cette dructure conduisant a la perte dactivité
enzymdique.

L’activation par la température d’'une réection enzymatique S accompagne toujours du
phénoméne de dénaturation thermique irréversble. |l exisge une température optimde qui
permet d' obtenir une vitesse congtante pendant toute la durée de I'expéience. 1l en résulte
I’'exigence d'une température critique T, aw-dda de laguelle il se produit le phénomene de
dénaturation.

D'autre pat, la résgance de I'enzyme vis-avis de la dénaturation thermique dépend
d autres parametres tels que le pH ou la force ionique et de la présence de ligands. La fixation
du subdrat protege générdement I'enzyme. Les enzymes de faible masse moléculaire portant
une seule chaine polypeptidique & des liaisons disulfure sont plus sensbles a la dénaturaion
gue les enzymes a grande masse moléculaire. En générd, dles sont plus stables dans I’ extrait
brut en présence d autres protéines ou immobilisées al’ éat insoluble.

La dénaturation et souvent trés sensible des 50°C a 60°C. En générd, il et consaillé

detravailler environ 10°C en dessous du seuil de dénaturation.

b Effet du pH

La plupart des enzymes sont actives dans un domaine limité de pH. On peut attribuer
ce fat a la stahilité de la protéine enzymatique dans une certaine zone de pH. Le pH optima
et fonction du dte actif, de I'afinité de I'enzyme pour son subdtrat. L'effet du pH sur
I'activité enzymetique et lié souvent a I'éa d'ionisation, soit du subdtrat (dont une forme
seulement et cataysée), soit d'un certain nombre de groupements dissocigbles de I'enzyme
nécessaires pour maintenir la conformation du Ste actif & participant a I'éaboraion du
complexe ES. Les différents groupements dissociables pouvant ére pésents au niveau du Site
actif sont: a-COOH carboxyle ou a-NH; amine en bout de chane, NH imidazole de
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I’higtidine, NH guanidine de I'arginine, SH sulfydryl de la cystéine ¢ OH phéndlique de la
tyrosne. La vdeur des pK, de ces groupements dépend beaucoup de leur environnement
polaire ou non polaire.

Dans la pratique, le pH optima et chois auss en fonction des conditions de mesure
dont un compromis et nécessaire surtout lorsqu’une séquence des réactions enzymatiques est

mise en jeu.

c Effet delaforceionique

L’influence de la force ionique sur la vitesse d'une réaction enzymatique provient a la
fois de la nature des sds choids pour effectuer des solutions tampons et de la modification de
la force ionique due a leur présence. Pour différencier ces deux effets, on utilise au moins
deux tampons différents. Une méme enzyme peut avoir une activité plus grande en milieu
tampon citrate qu'en milieu tampon acéate au méme pH. La différence vient du fait que le
citrate chélate les ions méalliques présents qui pourraient inhiber I’ enzyme.

La présence des sds peut auss affecter la vitesse d une réaction enzymatique, soit par
déplacement de I'équilibre de formation du complexe activé, soit par leur combinaison avec
les réactants. Pour obtenir des résultats reproductibles, la force ionique du systeéme ne doit pas
varier de fagon appréciable.

.3 UTILISATION DES FILMS DE POLYMERES POUR L'IMMOBILISATION
D'ENZYMES

1.3.1 Introduction

L'utilisation des films éectropolymérisés agppliqués a I'immobilisation  d enzymes
Sest énormément développée dans les dernieres années et a fait |’ objet de nombreuses revues
[22-26]. La polymérisation dectrochimiqgue et un moyen sSmple e rgpide pour
I'immobilisation d’enzymes a la surface d'une dectrode. L’éectropolymérisation est conduite
a patir dune solution contenant les monoméres e I'enzyme et permet le dépdt d'un film
enzymatique mince a la surface de I'd@ectrode. La solution est de préférence aqueuse et a pH
neutre pour préserver le composant biologique incorporé dans le polymere au cours de son
immobilisation.
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L’ électropolymérisation peut ére controlée par le potentied gppliqué a I'éectrode, ce
qui permet de maitriser I'épaisseur e la quantité d'enzyme greffée sur la surface active de
I’électrode. Ces propriétés peuvent ére utilistes auss dans la condruction de micro-
électrodes enzymatiques.

Cette technique a éé utiliste pour la fabrication de structures multicouches ou I'on
peut incorporer, soit plus dune enzyme pemettant le dosage smultané de pludeurs
COMpOsES, it une enzyme dans une multicouche de copolymére,

L’'éude du poly(pyrrole) et ses composés dérivés utilisés pour immobiliser la glucose
oxydase (GOD) a fait I'objet du plus grand nombre de travaux en raison de la facilité de mise
en oanvre du polymere. La GOD et une enzyme trés solide et par conséquent fournit un
modéle d’ é&ude tres intéressant.

Dans le cadre de ce travall, nous nous sommes particulierement intéressés aux films de
poly(éthylénedioxythiophene) (PEDT) comme matrice polymére pour I’incorporation
d enzymes a la surface des éectrodes. || a &é sgnadé en 1992 comme un nouveau polymere

conducteur par Heywang et Jonas [27] qui ont comparé les potentidités du PEDT a cdles du
polypyrrole.

1.3.2 Immobilisation des enzymes dansdes films polymér es électr ogénér és

Les principaux avantages de la polymérisation d’enzymes dans des films conducteurs sont la
facilité de la procédure et le contrble de la digtribution spatide de I'enzyme immobilisée [22].
Cette méhode a éé utiliste pour la fabrication de digpostifs miniaturisés et microdectrodes
[28, §].

En générd, I'dectropolymérisation consste en I'application d’'un potentiel approprié a
une éectrode plongée dans une solution qui contient un monomére polyméissble e
I'enzyme. Le pyrrole et ses déivés sont souvent choiss a cause de la gtabilité des films de
polypyrrole a température ambiante et de leur préparation possble a partir de solutions
agueusss. La plupart de ces éudes ont éé fates en utilisant I’enzyme rédox glucose oxydase
(GOD) avec I'oxygene comme accepteur d éectrons. Le peroxyde d hydrogene généré dans
la réection et dé&erminé de fagcon ampéromérique en mesurant le courant induit par
I" oxydation éectrochimique dans I interface dectrode- polymére.

Il e important de remarquer que la cinétique enzymaique dans le film polymere et
probablement différente de celle des solutions homogenes. Pour comprendre ce processus, il
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faut tenir compte des effets de la diffuson du substrat et du produit, ains que de la énéique
enzymatique. Cette différencidion entre cinétique des enzymes en solution et immobilisées
pemet de comprendre les résultatls expeéimentaux. En  effet, il et probable que
I'immobilisation de I'enzyme réduise I'activité molare (turnover) de I'enzyme e augmente le
Kwm. 1l et important auss de considérer que la concentration de substrat dans le film peut étre
différente de sa concentration en solution. La figure 1.10 décrit le processus physico-chimique
de la converson de substrat en produit a I'intérieur du film polymere. Le transport de masse
du subgtrat et du produit dans les environs de I'interface polymere - solution, la partition des
especes dans I'interface polymére — solution, la diffuson des espéces dans le film & la
réaction éectrochimique produite a la surface de I’éectrode sont pris en compte. Les effets de
migration des especes chargées sont habituelement négligés.

ELECTRODE MEMBRANE SOLUTION

P-r\-P'—-—F

\/\”
/\\

BB § .S == §
,tf' Dy, D, K,
2e A

Figure 1.10 : Schéma de la cinétique générale d’ une enzyme immobilisée. S et P représentent
le substrat et le produit de la réaction. A/B et E/E’ représentent les couples rédox du
médiateur et de I'enzyme. ke et k, décrivent la cinétique enzymatique de la réaction
enzyme/substrat et enzyme/mediateur. Ky et Dy représentent les coefficients de partition et de
diffusion des especes dansle film[23].

Néanmoins, I'intéré& principd de [I'utilisstion d'un polymere conducteur est de
chercher, s possible, la connexion directe de I’ enzyme al’ électrode.
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Sil exige la posshilité d'un transfert éectronique direct entre le polymére conducteur
et I'enzyme, ce processus et générdement peu efficace. L'un des problemes rencontrés au
cours du tes de I'oxydation éectrochimique directe de I'enzyme par le polymére reste la
fixation de trés petites quantités de molécules de médiateurs, tdl que |’ oxygene, pouvant étre
fixées dans le polymére au cours de la polymérisation dectrochimique. Aingd, I'excluson de
'oxygene du film polymére et essatidle pour assurer  effectivement |’ oxydation
éectrochimique directe de I'enzyme par I'intermédiaire du polymere [23]. Cependant, sous
certaines conditions, la connexion déectrique directe de la glucose oxydase avec I'éectrode a
pu ére réaisée [29, 30]. La GOD est immobilisée par adsorption a I'intérieur des pores d'une
membrane ou le film sé&at formé précédemment. Les auteurs ont mis en évidence des
intéractions éectrostatiques entre I'enzyme et le polymere. Le biocapteur répond aors a des
gouts de glucose en présence et en absence d'oxygene. Les réaultats on €é obtenus a un
potentiel de travail de 0,35 V vs Ag/AgCl. Cette connexion permet aors la régénération de
I’'enzyme en absence doxygéene. En dautres termes, le film et capable de réoxyder a ce
potentiel de travail laforme réduite de laGOD (FADH).

En outre, différents travaux [22, 31] ont démontré, dans le cas ou la GOD et
immobiliste dans un film de poly(pyrrole), que le peroxyde dhydrogene produit par la
réection enzymatique et oxydé a la surface de I'dectrode de platine plutt que sur le
polymére conducteur. En effet, dans des conditions d'apport de subgtrat identiques, la
variation de la réponse du capteur en fonction de I'épaisseur du film passe par un maximum.
Dans un premier temps, l'augmentation de I'épaisseur entraine une augmentation de la
réponse ampéromérique en rason de la présence d'une quantité plus importante d enzyme
stuée pres de la surface de platine de I’ dectrode. Puis, pour des films plus épas, le peroxyde
d hydrogene produit a la surface diffuse plus lentement a travers le film jusqu'a I’ éectrode.
La réponse ampéromérique et en consdquence plus fable. Ces réaultats expérimentaux
montrent I'inefficacité du transfert direct d’'éectron entre I'enzyme et le polymere. En fait, la
réaction du polypyrrole avec H,O-, entraine la destruction de la conductivité du polymere [32].

La formation de H,O, dans le mécanisme pour la détection de I’ activité des enzymes
oxydases dans les film polyméres a dimportantes conséquences andytiques S on envisage
une utilisation du biocapteur dans des Stuations andytiques rédles (par exemple les fluides
biologiques). La déection du peroxyde d hydrogene, a un potentiel de 0,65 V ou plus, réduit
la Sectivité par la présence de composés pouvant modifier la réponse du capteur. La
réduction de I'influence de ces interférents représente donc un probleme maeur a résoudre
[23].
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En plus de la glucose oxydase, le polypyrrole a &€ employé pour I'immobilisation des
déshydrogénases:  dcohol  déshydrogénase, glucose  déshydrogénase et lactate
déshydrogénase. Ces enzymes ont besoin d'un cofacteur soluble pour fonctionner, la
nicotinamide adénine dinucléotide, qui peut exiser dans sa forme oxydé (NADY) ou dans sa
forme réduite (NADH). La connexion éectrique directe a |’ dectrode est difficile, la présence
dun médiateur piégé dans le film permet de faciliter la réoxydation du cofacteur. Comme
exemples de médiateur nous pouvons citer : le ferricyanure, le naphtoquinonesulfonate et le
chlorure de rhodium pentaméthylcyclopentadiényle.

En principe, il exige deux méhodes différentes pour I'incorporaion d'une enzyme
dans un film polymere. La premiere et la plus largement utiliste conssge a emprisonner
'enzyme a l'intérieur du réseau de polymére formé pendant |'éectropolymérisation. La
deuxiéme se rédise en deux éapes: la formation d'un polymeére fonctionndise a la surface de
I'dectrode suivie dune liason covdente pour greffer I'enzyme au polymére [33]
(Figurel.11).
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Figure 1.11: Schéma de représentation de la distribution d’une enzyme dans un film
électrogénéré. (A) représente la rétention de I’ enzyme pendant le processus de formation du
polymere (séquence en une étape). (B) représente I’ enzyme greffée par liaison covalente au

polymeére conducteur fonctionnalisé (séquence en deux étapes) [ 33].

[.3.3 Polymeres conducteurs

Pami les polymeres conducteurs utilisés pour I'immohbilisation des enzymes nous
pouvons citer le poly(pyrrole) e ses dérivées [31, 34-43], la poly(aniline) [44-49] e le
poly(thiophéne) [50, 51]. IIs ont une structure qui leur permet de passer de [ état oxydé a I’ état
réduit suite a I'application d’'un potentid dectrique [52]. Ils peuvent auss servir a la rétention
de I'enzyme. La figure 1.12 montre la structure chimique des polymeres conducteurs les plus
utilisés.

L’interaction entre les protéines, principdement chargées de fagon négative a pH
neutre et les charges podtives délocalisées tout au long de la chaine de polymere induit des
changements dans la capacitance du matériau. En conséguence, une bonne connaissance des

mécanismes de fonctionnement des polyméres conducteurs et nécessaire pour bien maitriser
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la cinétique des réactions des enzymes immobilisées sur ces supports et certains parametres,
tels que la senghilité, la sectivité e la limite de détection [52], aind que la nature précise du
transfert éectronique entre I dectrode et le Ste actif de I’enzyme [23].

pIsse

Polyaniline

Figurel.12 : Sructure chimique des polyméres conducteurs [52].
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Le polypyrrole et ses composes déivés ont é&é tres largement appliqués a
I'immobilisation d'enzymes. Le polypyrrole et un polymére conducteur éectronique obtenu
par éectro-oxydation a un potentid supérieur a 0,6 V/ECS du monomere pyrrole. Le schéma
du principe de cette éectropolymérisation et donné sur la figure 1.13. L’ oxydation d' un motif
pyrrole conduit a la formation d'un cetion qui, par réaction avec un autre radicd ou un
monomeére, donne le dimére correspondant apres la perte de deux protons. Des réactions
d oxydation et de couplage du méme type conduisent entre oligoméres a la formation d'un
polymere cationique insoluble a la surface de |’ éectrode correspondant a la forme oxydée du
polypyrrole. Celui-ci peut ére facilement réduit & un potentie de — 0,2 V/ECS pour donner la
forme neutre isolante.

L'utilisation du polypyrrole a é&é rapporté pour la premiere fois en 1986 dans
I’éaboration d’ un biocapteur a glucose [53].
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Figurel.13: Mécanisme de |’ @ectropolymérisation du pyrrole[23].

Le poly( 3,4-éhylenedioxythiophene ) (PEDT), composeé de la famille des polythiophénes, est
un polymeére conducteur relativement nouveau présentant des propriétés tres intéressantes.
Des éudes rédisées [54] démontrent qu'il posséde une lacune de conductivité faible, une
mobilité de charge & une dabilité éevées et de tres bonnes propriétés du film formé Le
monomere, le 34-éhylenedioxythiophéne (EDT) et un produit commercid, Baytron, qui a
éé récemment mis sur le marché par la Société Bayer AG. La figure 1.14 et la figure 1.15
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montrent respectivement la formation du polymére et le mécanisme de modificaion de la

structure du polymere.

Df_\ﬂ
g Pt

EDT PEDT

Figurel.14 : Schéma global de I’ éectropolymérisation du PEDT [55].
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Figure 1.15 : Mécanisme propose de la modification de la structure du PEDT au cours de la

polymérisation éectrochimique [56].

Le film homogene de PEDT <e fixe a la surface de I'éectrode au travers de la polymérisation
éectrochimique du monomere 3,4-éhylenedioxythiophéne (EDT) a des conditions modérées
de pH & de température. La formation du film se fait en milieu agqueux et éventudlement, on
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peut rgouter un polymére hydrophile soluble du type polyvinylpyrrolidone (PVP) ou
polyéthyléne glycol (PEG) dans I'eau, a la solution d éectropolymérisation pour augmenter
I"hydrophilie du polymére dépose. L’ oxydation—éduction dépend du potentied appliqué qui
contréle la formation des charges positives dans la structure du polymére. Pour le PEDT, il a
éé démontré que des polyanions comme les oligonucléotides peuvent étre retenus
efficacement dans le réseau du polymére en travallant sous faible force ionique [57]. Les
films obtenus sont bleus lorsqu'ils sont fins e noirs lorsgu'ils sont plus épas. ls adhérent aux
supports sur lesquelsils sont éectropolymérises.

S on compare le polyacéyléne avec le polypyrrole ou le polythiophéne, tous chargés
positivement, on peut supposer que la grande dabilité des deux derniers polymeres est due
aux effets de sabilisation par les charges postives de |'azote ou du soufre [27]. Toutefais, le
polyacétyléne reste parmi I’ un des meilleurs conducteurs € ectriques.

Les polymeres conducteurs éectroniques sont pour la plupart instables dans le temps.
Leur ingabilité themiquement activée s traduit par une diminution importante de leur
conductivité éectriqgue au cours du temps. L’utilisation d'additifs and que le choix judicieux
des anions dopants d'une part, de matériaux barriéres a I'oxygéne d'autre part, permet de
limiter en patie ces phénoménes. Le PEDT consarve 98 % de sa conductivité initide, le
polypyrrole (PPY) 75 %, et la polyaniline (PANI) 50 % gprés avoir suivi les mémes tests de
vieillissement a 70°C pendant 1300 heures [58].

Il exige des essais qui démontrent que PEDT est consdérablement plus stable que le
polypyrrole vis-avis de I'hydrolyse, la lumiére e la température [59]. La voltampérométrie
cycdique montre que les polyéhylénedioxythiophénes peuvent é&re éudiés dans un milieu
aqueux plus longtemps que les polypyrroles sous des conditions comparables de préparation.
L’ eau détruit le polypyrrole par atague nucléophilique [27].

La dtabilité dans le temps de la matrice active du polymére est un facteur clé pour
aboutir a la fabrication des biocapteurs a grande échelle. Yamato et coll. [50] ont évaué la
gabilitté du polypyrrole et poly(3,4-éthylenedioxythiophéne) en présence de poly(styréne
asulfonate). Leurs travaux expé&imentaux montrent que le PEDT - PSS conditue une
excellente matrice dans la conception des biocapteurs.

En généd, la faible solubilité des monoméres rend difficile I'éectropolymérisation
des polythiophénes en nilieu agueux. Sakmeche et coll. [60] et Lima et coll. [61] ont utilisé la
capacité de molécules tensoactives a augmenter la solubilité des monomeres thiophéne dans

I’ eaul.
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Pus récemment, Li et coll. [62] ont démontré, en utilisant 2-aminoghylferrocénylméthyléher
comme modde, que les composas aminés peuvent ére facilement fixés par liaison covdente a
un polymere polyakylthiophene prédablement modifié par un groupe 1,2 diol. Dans une
premiere éape, le polymere modifié et éectropolymérisé a la surface d'une éectrode de
plaine, et aores dans une deuxiéme éape, le composé aminé et greffé par activation avec le
bromure de cyanogene (Figure 1.16). La caractérisation éectrochimique et les éudes par
infrarouge a transformée de Fourier (IR-TF) du polymére modifié confirment les potentidités
de cette nouvele approche quant a I'immobilisstion de biomolécules et a I'@aboration de
biodlectrodes.

Polymere rédox actif

/

+ CNBr o
o [——— "'
OH OH OHO-C-NH
etape d'activation étape du couplage

@-Nﬂ,- & - cn,-0-cu,ca,ng,

Fe

Figure 1.16 : Fixation covalente d'un composé aminé a un dérivé polythiophéne. (R-NH>)

représente le 2-aminoéthylferrocenylméthyl éther [62].



[.3.4 Polymeresnon conducteurs

Du fat que la conductivité du polypyrrole et affectée par la présence du peroxyde

d'hydrogéne produit pendant la réaction enzymatique [32], les travaux de recherche
Sorientent auss vers I'utilisation de polyméres éectrogénérés non conducteurs [23]. Etant
donné que ces polyméres ne sont pas éectroactifs, ils sont utilisés seulement comme support
des biomolécules. Le caractére intéressant de ces composes est la perméabilité sdéctive qui
pourrait ére exploitée dans la réduction des interférenced63]. Par exemple, Mditesta et coll.
[64] ont utlise le poly(1,2-diaminobenzene) &fin  de réduire des interférences
éectrochimiques dans la détection spécifique du glucose.
Pourtant la bibliographie concernant I’ utilisation de ces composes n'est pas trés nombreuse.
Parmi les polymeres rencontrés, on peut citer les films de poly(phénal) [44, 65-70], de poly(o-
phénylenediamine) [64, 39, 71-78], de poly(indole) [79], de poly(pyrrole-2-carboxylic acide)
[80] et de poly(dyhydroxybenzophénone) [80]. Le mécanisme de polymérisation
dectrochimique du phénol est présenté sur lafigure.17.

L'épaisseur des films des polymeres non conducteurs est autocontrolée pendant
I éectropolymérisation et les films isolants obtenus ont une épaisseur tres fine (10 a 100 nm),
ce qui permet de réduire les contraintes diffusonnelles des subdtrats et/ou des produits de la
réaction catdytique a I'intérieur du biofilm. L’utilisstion de ces composés donne lieu a des
biocepteurs a réponse rapide et d'une senghilité tres devée a cause d'une quantité
relativement devée d enzyme immobilisée [81].

Comme le polypyrrole, les films du polyphénol peuvent s former a partir dune
solution aqueuse de pH neutre. Un exemple de cette approche et donné par Bartlett et coll.
[82] avec I’ utilisation de différents phénols pour I'immobilisation de la glucose oxydase.

Contrairement aux polymeres conducteurs, ceux-ci forment une couche isolante
d épaisseur plus uniforme. Par rgpport aux polymeres conducteurs dans le processus
d dectropolymérisation, il y a beaucoup moins de paramétres a maitriser (épaisseur du film,
reproductibilité).
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Figurel.17 : Mécanisme de polymérisation éectrochimique du phénol [23].
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[.4. CONCLUSIONS

L’exploitation des films polymeres comme support enzymatique pour la fabrication de
biocapteurs ampérométriques a ateint un développement considérable. Dans certains cas,
I'incorporation d'un film polymere éectropolymérisé permet au biocgpteur de surmonter des
problemes liés aux interférences et de réduire la taille des biocapteurs.

La fabrication de microdectrodes enzymatiques [83-85] présente un intéré pour de
futures applications, notamment médicales. En effet, outre la amplicité de fabrication et la
trés grande senshilité du mode de déection ampérométrique, les biocapteurs permettent de
ddivrer une information en temps réd. La capacité de détecter des changements rapides de
concentration des composés dans les fluides biologiques permet |'éaboration de systemes
miniaturisés qui sont, soit utilisés dans les unités de soins intendfs, soit fixés dans le corps du
patient, soit comme digpogtifs implantables pour le suivi en continu de la concentration in
vivo de certains méabolites. |l reste cependant a résoudre les problemes de biocompatibilité,
de réponse immunitaire, de dépbt de protéines sur |'dectrode qui nécessite des éaonnages
fréquents dans les cas des applicationsin vivo [86].

La tendance actudle dans le développement des biocapteurs soriente vers la
miniaturisation e I'intégration dans les dispostifs de mesure. Jusgu'a mantenant, des
biocapteurs enzymatiques ont &€ commerciaises pour la déection de composés différents et

des recherches sont en cours pour éargir les possibilités d’ application.



CHAPITRE Il : IMMOBILISATION DE LA GLUCOSE
OXYDASE DANSUN FILM DE PEDT



[I.1LESBIOCAPTEURSA GLUCOSE

Dans le cadre de ce traval, nous nous sommes intéressés principdement aux
biocapteurs a glucose. Le glucose et le compose le plus fréguemment dosé dans le domaine
médica, et plus paticuliérement chez les patients diabétiques [87]. L'idée de maintenir les
taux de glucose sanguin aux niveaux physiologiques normaux a conduit au développement
d'une s&rie de dispostifs pour le dosage du glucose in vivo ou in vitro dans les fluides
biologiques [88]. Leur principe et base sur la déection éectrochimique et les biorécepteurs
enzymatiques [89]. Récemment, d'autres méthodes ont &é proposées pour la déermination du
glucose, mais pour le contréle in vivo a long terme, les biocapteurs éectrochimiques suscitent
toujours|’intérét de la plupart des recherches.

I1.1.1 La glucose oxydase

Les enzymes rédox sont des molécules avec un ou plusieurs centres rédox. Leur masse
molaire varie environ entre 40000 Da (daltons) comme la galactose oxydase et 850000 Da
comme la choline hydrogénase. Leur diamétre moyen fluctue entre 55 et 150 A. La plupart
d'entre dles ont leur centre rédox locaisé en profondeur et recouvert d'une enveloppe de
glycoprotéines qui rend le dte actif inaccessble éectriquement. Cette conformation de
I’'enzyme pourrait empécher les réactions non spécifiques entre les diverses macromolécules
rédox dans les sysemes biologiques [90]. Une autre fonction de I'enveloppe glycoprotéique
serait de stabiliser lagtructure de I’ enzyme,

L’éaboration du biocapteur a glucose est baste sur I'immobilisation de la glucose
oxydase a la surface de I'dectrode. La glucose oxydase ( @D-glucose: oxygene 1-
oxydoréductase, EC 1.1.34) et une enzyme homodimérique (chagque subunité de cette
protéine contient une molécule de coenzyme flavine adénine dinudéotide) [91] qui catdyse
I'oxydation du &D-glucose en &D-gluconolactone (figure 11.1) en présence d oxygene
moléculaire dissous dans le milieu réactionnd :

&D-glucose + GOD(FAD) ‘ > & D-gluconolactone + GOD(FADH,)

GOD(FADH,) + O, —————» GOD(FAD) + H,0;
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Figurell.l: Formules chimiques du &-D-glucose et du -D-gluconolactone.

La glucose oxydase d Aspergillus niger et une protéine volumineuse (diamétre
environ 80 A) et possde un poids moléculare éevé (environ 160 kDa). L’enveloppe
protéinique de cette biomolécule est congtituée d'acides aminés lui conférant des propriétés de
zwitterion. Le pH correspondant au point isoéectrique de la GOD est de 4,35. Au pH de I'eau
didillée (pH 6-7) ele et anionique. Chague monomere de GOD a deux domaines différents:
I'un egt lié fortement a un motif de FAD e I'autre et utilise pour les liaisons avec le substrat
de & D-glucose[9]].

Le gte actif de la GOD est le cofacteur FAD ; cdui-ci et locaisé dans une cavité de
la protéine profonde de 3 A et ne peut pas ére séparé de I’enzyme dans des conditions non
dénaturantes. La partie dectroactive du FAD et le cycle isodloxazine qui, par oxydation du
glucose, capte 2 dectrons et 2 protons pour former FADH,, forme réduite du cofacteur (figure
11.2).

Etant donné sa locdisation au sein de la molécule, le cofacteur FAD est isolé
éectriquement par I’enveloppe protéinique. Un relais pour le transfert d’'éectrons et donc
nécessaire entre la GOD et |'éectrode afin de permettre la détection ampérométrique. Dans ce
contexte, I'accepteur d'éectrons le plus couramment utilise et I’oxygéne moléculare,
meédiateur physiologique de la GOD.
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Figure 11.2 : Formules chimiques du flavine adénine dinucléotide a I’ état oxydé (FAD) et a
I état réduit (FADH,).

Il existe des réaultats controversés au sujet du transfert d'éectrons des grandes
enzymes rédox comme la GOD. Différentes éudes montrent que I'activité enzymatique de
I'enzyme n'est pas directement corrélée au transfert éectronique observé. Cela suggere, soit
des changements importants de la sructure de I’enzyme pendant la fixation a I'éectrode, soit
une dedruction de I'activité enzymatique gpres le transfert d' éectrons [92]. Cependant, la
GOD ed tres fréguemment utiliste pour I'éude de I'immobilisation enzyméetique en raison de
sagrande stabilité et d’ une bonne activité catdytique.



47

11.1.2 Détection ampéromeétrique du glucose

La réaction d'oxydation du glucose cataysée par la GOD entraine les changements de
plusieurs paramétres qui peuvent ére éventuellement utilises pour le dosage du glucose [93]
(figure11.3). Aingd, le trandfert d’ éectrons du substrat al’ enzyme se traduit par :

* la converson du glucose en acide gluconique. Les changements locaux de pH peuvent ére
détectés par une électrode de pH.

* la réduction de I'oxygéne moléculaire en peroxyde dhydrogéne, ce qui occasonne une
diminution de la tenson patidle de O, et une augmentation de la concentration de HO-. La
réduction éectrochimique de I’oxygéne peut ére mesurée a - 0,65 V/ECS sur une éectrode
doxygene. Son principe repose sur la diffuson de I'oxygéne a travers une membrane
hydrophobe. Updike e Hicks (1967) ont é&é les premiers a construire une éectrode
enzymatique pour la détection du glucose en utilisant cette méhode. L’ oxydation
électrochimique du peroxyde d hydrogene peut auss ére mesurée a + 0,7 V/ECS sur une
éectrode de platine [93].

Dans le cadre de I'éaboration de biocapteurs a glucose, nous avons choid la détection
ampéromérique du peroxyde dhydrogéne en immobilisant la GOD a la surface dune
éectrode de platine.

L’oxydation du glucose catdysée par la GOD génere la formation de peroxyde d hydrogéene
qui peut ére oxyde dectrochimiquement a la surface d'une éectrode de platine. L’intensté
du courant induit par la réaction éectrochimique et directement liée a la concentration du
glucose dans la solution.

L’oxydation éectrochimique de H>O, et un processus globa nécesstant le transfert
de 2 éectrons. La détection optimale de HO, est obtenue a un potentiel de 0,6 a 0,7 V/IECS
[31].

0,7 VIECS
H.Op —» 2H" + 2¢e + O,
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Figurel1.3 : Oxydation du glucose catalysée par GOD. Identification des parametres a tester

dans le dosage du glucose [93].
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[1.2MATERIELSET METHODES

[1.2.1 Reéactifs pour I’ daboration du biocapteur

- La glucose oxydase (EC 1.1.3.4), type VII-S, d Aspergillus niger, 229 U.mg*, 179
Umg? et 246 Umg? (1 unité oxyde 1 umole de & D-glucose en D-gluconolactone et en HO»
par minute apH 5,1 et 35 °C) est fournie par Sigma et et utilisée sans traitement préalable.

L e D-(+)-glucose anhydre de qudité anaytique et fourni par SGMA.

Le peroxyde dhydrogene NORMAPUR pour la rédisation de solutions édons et
fourni par Prolabo.

Le monomere 3,4-éthylenedioxythiophéne est fourni par Bayer AG.

Le poly(éthyléne glycol) de MM = 15,000 et fourni par Aldrich.

Toutes les solutions de tampon phosphate sont préparées par méange dans I'eau
désionisée de dihydrogénophosphate de sodium (NaH2PO,4, H20), d’hydrogénophosphate de
sodium (NaHPO4, 2H,0) et de chlorure de potassum RECTAPUR fournis par Prolabo.

Pour chague expérience, toutes les solutions agueuses ont &é rédisées a partir d'une
eau ultra-pure purifiée et désionisée par le systéme Milli Q.

Les expériences sur la réponse des biocapteurs en absence d oxygene ont &€ menées
avec des solutions tampon et de glucose désoxygénées avec de I'argon de qudité NERTAL

fourni par Air Liquide.

11.2.2 Appareillage

L' appareillage pour les éudes éectrochimiques consiste en un ensemble VoltaLab™
21 (potentiostat/gavanostat PGP201 de Radiometer Copenhagen piloté par le logicid
VoltaMagter 1) et reié a un enregidreur thermique Sefram 8400. Toutes les expériences
dectrochimiques ont éé effectuées dans une celule thermogtatée (volume 10 ou 20 mL) et
avec un systéme atrois éectrodes.

L’ éectrode de référence est I'éectrode au calomel saturé (ECS) de chez Tacussel®. La
contre-électrode est formée d' un fil de platine.

Les éectrodes de travail sont des éectrodes de platine de 1,6 mm de diamétre fournies
par BAS®.
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La surface des éectrodes de travall a subi un traitement prédable qui consste en un polissage
a I'ade d'une solution d’aumine avec des particules de 0,05 um de diamétre et un feutre
approprié (kit de nettoyage PK-4 fourni par BAS®), suivi d'un nettoyage éectrochimique
dans une solution de HSO4 0,5 M entre — 1,5V et + 1,5V a une vitesse de bdayage de 2 V/s
pendant 50 cycles.

11.2.3 Méthodes

11.2.3.1 Elaboration des bioé ectrodes

Les biodlectrodes PYPEDT/GOD sont obtenues a partir d'une solution tampon
phosphate de potassium de pH 6,2 et de concentration 2.10° M avec la composition suivante::

3,4-éhylénedioxythiophéne (EDT) : 102 mal. L
poly(éthyléneglycol) (PEG) : 10 mol. L™

glucose oxydase (GOD) : 1000 U. mL !

La polymérisation du EDT et effectuée par baayage de potentid entre + 0,2 V e 15V vs
ECSa0,1 V/spendant 15 cycles.

11.2.3.2 Déermination de |’ activité de la GOD

La activitt de GOD contenue dans la couche active est déerminée par un procédé
spectrophotomérique. La biodectrode et immergée dans le méange réactionnel & soumise a
une vitesse de rotation déterminée. L’absorbance & 405 nm est mesurée toutes les deux
minutes pendant 60 minutes. La patie linéare de la courbe représentant I'évolution de
I'absorbance au cours du temps permet dors de cdculer I'activité des biofilms. Cette

esimation est menée sglon le protocole suivant :
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Réections D-Glucose + H,O + O, O gluconate + H,O,
GOD -HRP H20; + ABTS®req 0 2 HO + ABTS o«
Reéectifs A- Tampon phosphate 0,1 M pH 7.
B- Solution de ABTS® 2mM danslasolution A.
C- Solution de D-Glucose 1,1 M dans I’ eau désionisée.
D- Solution de peroxydase (HRP) & 2500 U.mL™! diluée 5 fois dans
une solution de sulfate d ammonium 3,2 M.
Médange Placer dans I'ordre dans une cuve: 25 mL de solution B, 05
réactionnel mL de solution C et 0,01 mL de solution D. Méanger.
Mesure Immerger la biodectrode et mélanger par agitation mécanique.

Enregistrer  I'augmentation de [I'absorbance conséeutive  a
I’oxydation de ABTS durant X minutes a une longueur d onde de 405

mm.

ABTS : 2,2-azino- hig3é&hylbenz-thiazaline- 6- sulfonic acid)

11.2.3.3 Mesures ampérométrigues

Avant chaque mesure dectrochimique, les dectrodes sont stabilisées dans un tampon
phosphate 0,01 M (10 mL ou 20 mL) a un potentid de 0,65 V/ECS jusgu’a I’ obtention d'un
courant résdue dationnaire. Des petits volumes de solution de glucose (5 & 300 pL) sont
enslite injectés dans la cdlule Les solutions de glucose sont préparées dans de I'eau
désionisée et conservées au réfrigérateur. Avant utilisation, dles sont stockées 24 heures a la

température ambiante de maniere a permettre I’ équilibre de mutarotation du glucose.

11.2.3.4 Influence de la concentration de GOD dans la solution d' é ectropolymérisation.

La réponse de |'éectrode a une concentration de glucose de 5 mM a éé enregistrée
pour différentes dectrodes fabriquées avec diverses concentrations de glucose oxydase dans
lasolution o éectropolymérisation : 50 21000 UI. mL ™.
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11.2.3.5 Influence du pH de la solution d’ @ ectropolymérisation

La réponse des hiodlectrodes a &€ mesurée a différents pH de la solution
d’ dectropolymérisation avec les conditions suivantes: solution tampon phosphate 20 mM pH

5 a8, concentration de la solution du glucose atester : 5 mM.

11.2.3.6 Influence de la température

La réponse de I'dectrode et enregistrée dans une solution d'andyse contenant du
tampon phosphate 0,01 M pH 7 e du glucose 5 mM. La vaeur du courant délivré par le
biocapteur est aors relevée aprés stabilisation pour chaque température.

11.2.3.7 Influence du pH et de la concentration de la solution tampon d’ anayse

La réponse de |'éectrode est enregistrée dans chague solution tamponnée a différents
pH de 5 a 8 en milieu tampon phosphate 0,01 M. La concentration de substrat est fixée a
5 mM. Les dectrodes ont éé testées auss en fonction de la force ionique (0,005 M; 0,01 M ;
0,05M ; 0,1 M) dela solution tampon phosphate.

11.2.3.8 Choix du potentiel

La réponse de I'dectrode est enregistrée dans une solution contenant du tampon
phosphate 0,01 M pH 7 et du glucose 5 mM. La valeur de la réponse en courant du biocapteur
est aors relevée apres stabilisation du courant pour chaque potentidl.



[1.3RESULTATSET DISCUSSION

[1.3.1 Optimisation des conditionsd’é@aboration du biocapteur

Comme les peformances dun biocgpteur sont intimement liées au mode
dimmobilisation de I'enzyme, nous avons éudié certans paaméres impliqués dans

I éaboration du biocapteur.

11.3.1.1 Caractérisation du biofilm et choix des conditions d’ éectropolymérisation

Lors de [I'égpe ddectropolymérisation, une quantité importante d enzyme
préadsorbée peut ére relarguée en solution. Ce phénomere et lié au milieu dectrolytique
aqueux utilisé pour la rétention de I'enzyme. L’exisence d'un coefficient de partage entre la
phase adsorbée e le milieu agueux et a I'origine du rdargage plus ou moins rapide de
I enzyme en solution.

Le film de PEDT peut ére formé par deux méthodes: soit par un baayage cydique du
potentie, soit par le dépbt a potentid congant. La mise au point de I'utilisation de ce
polymere a é¢é faite dans le cadre d' une collaboration entre notre Laboratoire et I'Indtitut de
Topologie et de Dynamique des Sysémes (ITODYS) de I'Université Paris VII-Denis Diderot
[94]. L'image de la figure 1.4 montre la surface sensble d'une éectrode de carbone vitreux
obtenue par microscopie éectronique a baayage (MEB) ou nous avons éectropolymérisé un
film de @ PEDT + PEG e b) PEDT + PEG-GOD. Nous avons utilisé un angle du microscope
de 80 °. Nous pouvons observer clarement le changement de la morphologie de la surface en

présence de |’ enzyme.



Figurell.4 : MEB des films obtenus par éectropolymérisation sur une électrode de carbone
vitreux a 1,1 V pendant 10 secondes de a) PEDT + PEG et b) PEDT + PEG-GOD avec un

angle de microscope de 80 ° [94].

Garreau et coll. [56, 95] ont éudié et caractérisé le 3,4-éhylénedioxythiophene EDT)
et le poly(34-éhylenedioxythiophene) (PEDT) par spectroscopie Raman. La figure 1.5
montre | es différentes bandes obtenues dans une gamme de fréquences de 600 & 1600 cm ~ 2.

Dans le EDT, on peut observer six bandes dominantes & 1487 cm® (C=C éongation
asymétrique), 1424 cm' (C=C dongation symétrique), 1185 cm' (CH, baancement),
891 cm?, 834 cm! (déormation symétrique du cycle) e 766 cmi' (déformaion du cydle).

Dansle PEDT, on observe un pic fort & 1423 cmi* (C=C éongation symétrique).
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Figure I1.5 : Caractérisation du monomére EDT et du polymére PEDT par spectroscopie

Raman dans une gamme de fréquences de 600 & 1600 cm™ [95].

Nous avons essayé la méhode du baayage cyclique du potentiel pour procéder a
I'immobilisstion de I'enzyme. Nous avons fat varier le potentiel de I'dectrode entre 0,2 et
15 V/ECS a une vitese de bdayage de 0,1 V/s. Cette technique a dga été utiliste par
Yamato et coll. [50] pour I'éectropolymérisation du PEDT en présence de poly(styréne
aulfonate) (PSS). Le voltampérogramme cyclique (figure 11.6) montre un pic anodique a 1,3 V
dans le premier cycle di a I'dectropolymérisstion du PEDT. Dans les cycles suivants, le
courant anodique diminue probablement a cause d' une suroxydation du polymere dépose.

Le nombre de cycles de I'édectropolymérisation détermine I'épaisseur de la couche de
polymere. Aprés avoir mesuré la réponse ampérométrique des différents biocapteurs préparés
avec 5, 10, 15, 20 et 30 cycles, nous avons obtenu une faible réponse pour les deux premiers
et pas de réponse ou une trés faible réponse pour les deux derniers. L’explication serait
gu'une couche tres épaisse de polymere géne le passage du subgtrat a travers le film polymere
pour entrer en contact avec |'enzyme piégée, ou bien que le produit de la réaction n'atteint pas
I'dectrode pour la méme raison. Firo e coll. [57] ont utilis® la méme technique pour le

greffage d'un oligomere dans un film de PEDT. lls ont véifié qu'at-dda de 20 cydes le film
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devient fragile et friable, ce qui pourrat libérer la proténe emprisonnée. Ils ont auss montre,
par microscopie éectronique a baayage (MEB), que I'épaisseur du film augmente de maniére
quas-linéaire avec le nombre de cycles appliqués. Pour 2 cycles, I'épaisseur du film est de
0,2 —0,3 um, et pour 20 cycles |’ épaisseur de lacouche est de 5,4 pum.
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Figure 11.6 : Electropolymérisation par balayage cycligue du EDT en présence de I’ enzyme
GOD et du poly(éthyleneglycol) (PEG) dans une solution tampon phosphate 0,02 M, pH 6,2.
Electrode de travail : disgue de platine de 1,6 mm de diamétre. Vitesse de balayage : 0,1 V/s.

La solubilité du monomere EDT dans un milieu aqueux est relaivement fable La
solution d’ dectropolymérisarion a é&é préparée & une concentration 102 M du EDT, ce qui
représente la limite de solubilité du monomeére. L'gout dans le milieu d éectropolymérisation
d'un polymere hydrophile de type poly(é&hylene glycol) (PEG) ou polyvinylpirrolidone (PVP)
de masse moléculaire comprise entre 200 et 50000 g. mol™! & une concentration de I’ ordre de
10° M permet une augmentation de Ihydrophilie du polymére déposé. Piro et coll. [57] ont
démontré que I'addition d'un polymére soluble dans I'eau du type PEG ou PVP améiore

I'incorporation des oligonucléotides dans un film de PEDT. La présence d'un polymére
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hydrophile peut entrainer la formation de microdomaines hydrophiles dans la matrice de
PEDT. La talle des microdomaines pourrait augmenter avec la masse molaire du polymére
soluble gouté. La formation de ces domaines pourrait étre essentielle pour le déplacement de
charges dans le polymére conducteur. Les films d@ectropolymérisss en I'absence des
polyméres solubles dans I'eau montrent une permégbilité tres faible aux solutions agueuses.
L'andyse de la surface du film par microscopie éectronigue a baayage montre les
différences de la morphologie de la surface en |'disence et en présence de PVP dans le milieu

d dectropolymérisation (figure 11.7).
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Figure 11.7 : Images obtenues par MEB des films électropolymérisés en (a) absence ou (b)
présence de PVP de masse molaire 40000 g. mol™ dans le milieu d' électropolymérisation.
Nombre de cycles: 20 ; [EDT] : 3. 102 M ; [oligonucléotide] : 1 pM [57].
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11.3.1.2 Evauation de la concentration d’ enzyme dans la solution d’ d ectropolymérisstion

L’éaboration de biodectrodes sensbles et reproductibles et un enjeu mgeur dans la
conception des biocapteurs. L’influence de la quantité d'enzyme déposée a é&é éudiée a
travers la concentration de GOD dans la solution d éectropolymérisation. Les résultats sont

montrés danslafigurell.8.
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Figure 11.8 : Réponse ampérométrique du biocapteur Pt/PEDT/GOD a différentes
concentrations d'enzyme contenues dans la solution d éectropolymérisation. Mesures
effectuées pour une concentration en glucose de 5 mM a 0,65 V/ECS et a 25°C dans une

solution tampon phosphate 0,01 M pH 7.

Le réaultat optimd, du point de vue de la détection, est obtenu pour un biocapteur
rédise a patir dune solution d éectropolymérisation contenant une concentration d enzyme
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entre 800 et 1000 U.l. mL™. Nous avons donc chois de travailler avec une solution de
concentration 1000 U.I. mL™* pour la suite des expériences.

Par I'utilisstion du test spectrophotométrique utiliseé pour la déermination de I'activité
d’'une solution de GOD, il es possble de mesurer I'activité de I'enzyme immobilisée. Pour
cela, I'édectrode est plongée dans le méange réactionndl. Les résultats de cette éude montrent
que I'activité de I'dectrode est de 39 mUIl. cm?. La fraction de molécules o enzymes
accessibles et jouant un réle comme catalyseur est de moins de 1%. Cette faible vaeur peut
ére le réaultat d'une dénauration au cours de I'dectropolymérisation. Magré la fable
activité de I'dectrode, nous verrons plus tard que la senghilité dectrochimique obtenue en

présence de glucose est gppréciable.

11.3.1.3 Influence du pH de la solution d' @ ectropolymérisation

Nous avons procédé a I’évauation de la réponse de I'éectrode a différentes vaeurs du
pH de la solution tampon phosphate 0,02 M utilisée pour |'éaboration du biocapteur
PYPEDT/GOD. La courbe de la figure 11.9 montre que I'activité de la glucose oxydase pour
une concentration du glucose de 5 mM est optimale pour un pH d éectropolymérisation de
6,0 environ. Par consgquent, pour avoir des résultats reproductibles, nous avons effectué
toutes les polymérisations éectrochimiques a partir d une solution tampon de pH 6,2. Ce pH
de la solution d' éectropolymérisation a dga éé utilisé par Yamato et coll. dans une éude c
comparaison de la stabilité entre le polypyrrole et le PEDT [50].



61

(o]
o

g o o ~N N 0
oo O o1 O U1 o O
1 1 1 1 1 1 1

Densité du courant (LA/cm?2)

a
o

5 55 6 6,5 7 7,5 8 8,5
pH de la solution d'électropolymérisation

»
&

Figure 11.9: Effet du pH de la solution d éectropolymérisation sur la réponse de la
bioélectrode Pt/PEDT/GOD. Mesures effectuées a 0,65 V/ECS et a 25°C pour une

concentration en glucose de 5 mM dans un tampon phosphate 0,01 M pH 7.

11.3.1.4 Influence de la présence de biomolécules sur I’ d ectroactivité du PEDT

Une fois la GOD retenue dans le film de PEDT, comme le montre la figure 11.10, le
voltampérogramme obtenu par baayage en potentid différe nettement de celui obtenu pour le
PEDT saul. Le phénoméne observé pourrait représenter une réduction de I’ éectroactivité du
PEDT par la diffuson des porteurs de charges. L’oxydation du polymére s accompagne de
I’incorporation de contre-ions présents dans la solution, ce qui maintient I’ éectroneutrdité du
film. La présence d'enzyme peut perturber cette incorporation et provoguer une déformation
des voltampérogrammes, comme nous observons dans lafigure 11.10.
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Figure 11.10: Voltampérométries cycliques d’une électrode Pt/PEDT et d'une éectrode
Pt/PEDT/GOD a 50 mV/s dans un tampon phosphate 0,01 M pH 7. Matériaux d éectrodes
élaborés par éectropolymérisation a balayage cyclique sur une électrode de platine (diam.
1.6 mm).

11.3.1.5 Comportement des bioé ectrodes en présence du substrat

Le comportement éectrochimique du biocapteur PYPEDT/GOD a éé mis en évidence
par le tracé des courbes de voltampérométrie cyclique en |'absence et en présence du glucose
(figure 11.11). En présence du glucose, la courbe montre une augmentation du courant
d oxydation, phénomene lié a la déection de I'eau oxygénée par le systéme rédox du
biocapteur. Le pic de réduction observé peut étre attribué a la ré-oxydation de la forme réduite
du cofacteur de I’enzyme (FADHS>) en présence d' oxygene (accepteur naturel d’ éectrons).



Glucose + GOD(FAD) + H,O [ Acide gluconique + GOD(FADH>)
GOD(FADH,) + O, O GOD(FAD) + H,O,
H,O, O 2H"+ O, + 2 € (sur I'éectrode de platine)

ouU

Courant (uA)

solution tampon

=== solution tampon + glucose 10 mM
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Figurel1.11 : Voltampérométries cycliques d' une électrode Pt/PEDT/GOD en présence et en
I"absence du glucose, a 50 mV/s dans un tampon phosphate 0,01 M pH 7. Matériaux

d éectrodes élaborés par éectropolymérisation a balayage cyclique sur une électrode de
platine (diam. 1.6 mm).

11.3.1.6 Réponse du biocapteur a une solution de peroxyde d’ hydrogéne

Le peroxyde d'hydrogéne est le produit de décompostion de I'oxydation du glucose.
Il doit ére détectable par I'éectrode de platine a un potentiel de 0,65 V/ECS. Afin de vérifier
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s le film PEDT/GOD permet sa diffuson jusgu'a I’ éectrode, nous avons procéde a un
de réponse du biocapteur en présence d’ une solution de H,O».

La figure 11.12 montre la réponse anodique de la biodectrode PYPEDT/GOD a
différentes concentrations de peroxyde dhydrogene. La réponse du biocepteur est linéaire
pour la détection des petites quantités de H,O, (UM). L’éectro-oxydation du peroxyde
d hydrogene a la surface d une éectrode de platine n"est possble que S les petites molécules
de H,O, traversent le biofilm qui recouvre I'éectrode. En effet, la diffuson de H,O, généré
lors de la réaction enzymatique vers la surface du platine est un facteur important pour la
senghilité de I'dectrode. Dans le cas d'une couche enzymatique épaisse, les molécules de
H.O, mettent plus de temps pour atteindre |’ éectrode de platine, ce qui augmente le temps de
réponse du biocapteur. Quand I'épaisseur du film diminue, ce phénomene prend moins

d importance et la part de H,O» oxydée ala surface de I’ lectrode devient plus dlevee.
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Figure 11.12 : Courbe d éalonnage du peroxyde d'hydrogene avec une bioélectrode

Pt/PEDT/GOD. Mesures effectuées a 0,65 V/ECS et 25°C en milieu tampon phosphate 0,01 M
pH 7.



11.3.2 Optimisation des conditions de mesur e en cellule dectrochimique

La glucose oxydase immobiliste dans le PEDT a sarvi a la conception d'un capteur
ampérométrique a glucose. Il et importante de définir des conditions optimaes de mesure
lors du fonctionnement du biocapteur de maniére a obtenir une réproductibilité et une stabilité

maximale des mesures.

11.3.2.1 Influence de la température

La vitesse d'une réaction enzymatique et dépendante de la température. Nous avons
fat vaier la tempéaure de la cdlule dans un domaine compris entre 15 e 50°C dfin
déudier I'influence de la tempéature sur I'activité de I'enzyme. L’intensité du courant
ddivré par la biodectrode a éé éudiée en présence d'une solution de glucose 5 mM.
L’influence de la température de la cdlule sur la réponse du biocapteur et montrée a la figure
[1.13. L’intensité du courant augmente quand la température croit de 15 a 30°C. Nous voyons
gue la réponse ampéromérique du biocapteur présente un maximum d'intengté entre 25 &
30°C. Au-dela de 40°C, la dénaturation thermique se produit de maniere irréversble. Il et
encore posshle dutiliser I'dectrode a 35 ou 37°C (température normde des fluides
biologiques dans le corps) magré une senshilité plus faible. Cependant, nous avons travaillé
dans un milieu thermogtaté a 25°C afin de prolonger ladurée de vie du biocapteur.

11.3.2.2 Influence du pH

L'activité enzymatique et auss dépendante des conditions environnementaes et
spécidement du pH. Le pH du milieu peut modifier le degré d'ionisation des acides aminés
latéraux de la protéine, qui peut dors ére anionique, cationique ou zwitterionique. Les
propriétés intrinsdques de I'enzyme au niveau de son pouvoir cataytique e de sa solubilité
pourront ére différentes sdon le domaine de pH utilise. L’activité cataytique de la GOD en
solution est maximae pour un pH de 5,6 et sa solubilité minimale et observée autour de son
point isod ectrique [96].

D'autre pat, I'oxydation éectrochimique de I'eau oxygénée présente un mécanisme
faisant intervenir les protons :



H,O, O O, + 2H" + 2¢€

Le potentid dandard, and que la surtenson d'oxydation du couple O»/H,O», sont donc
dépendants du pH de la solution d’ andyse.
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Figure 11.13 : Influence de la température sur la réponse ampérométrique du biocapteur en

présence de 5 mM de glucose a pH 7. Tampon phosphate 0,01 M. Potentiel de mesure 0,65
V/IECS

Afin dexaminer I'influence de ce paramétre sur la réponse en courant du biocapteur,
nous avons relevé les intendtés obtenues avec une concentration de glucose de 5 mM pour
des pH de la solution d analyse compris entre 5 et 8 (figure 11.14). Lors de cette expérience, le
pH du milieu a é&é gjusté par I utilisation du systéme H,PO4 /HPO,?".

La réponse en courant du biocapteur a glucose et maximae pour un pH égd a7.
Nous observons un déplacement du pH optimum vers des vaeurs plus acdines par rapport a
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la vdeur optimade de 56 en solution. Dans la suite de ce travall, toutes les mesures seront

réalisées en milieu tampon phosphate pH 7.
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Figurel1.14 : Influence du pH sur la réponse en courant d’ une bioélectrode Pt/PEDT/GOD,
a une concentration de glucose de 5 mM. Mesures effectuées a 0,65 V/ECS et 25°C en milieu
tampon phosphate 0,01 M.

11.3.2.3 Influence de la concentration de la solution tampon

Nous avons procédé a I'éude de I'dectrode a différentes concentrations du milieu
tampon phosphate. A la vdeur du pH de mesure, la GOD est globaement anionique et une
vaiaion de la force ionique du milieu peut induire des modifications de charge sur la
dructure de la biomolécule immobilisée,

Les réaltats exposes dans la figure 11115 montrent une meilleure réponse du
biocapteur pour une concentration du sl de 0,01 M. La diminution de la senghilité observée a

la concentration de 0,005 M peut provenir d'une moins bonne conductivité de I’ dectrolyte. A
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une concentration tres devée du s support, I'exisence d interactions éectrogtatiques entre le
polymére e I'enzyme peut réduire I'activité de I'enzyme. Ce phénomene a é&é décrit par
d autres auteurs [90]. Nous avons donc opté pour un tampon phosphate de concentration 0,01
M pH 7 pour la suite des travaux expérimentaux. Nous avons gouté une concentration de 100
mM de KCI pour reproduire la concentration en dectrolyte du milieu celulaire interne dans le
corps (tampon Dulbecco).
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Figure11.15 : Influence de la concentration de la solution tampon du milieu d'analyse sur la
réponse d’'une bioéectrode P/PEDT/GOD. Conditions opératoires: concentration du

glucose 2 mM, tampon phosphate pH 7, potentiel de mesure 0,65 V/ECS; température 25°C.

11.3.2.4 Influence de la concentration en oxygéene du milieu d anayse

L'étgpe limitante de la réaction enzymatique de I'oxydation du glucoe et la

régénération de la glucose oxydase par I’oxygene. Ce phénomeéne a été observé dans le cas
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d'une biodectrode baste sur I'immobilisation de la glucose oxydase dans un film de
poly(phénol) [65], and quavec une biodectrode baste sur I'immobilisation de la glucose
oxydase dans un film de poly(pyrrole) dérivé [22].

Le PEDT e un bon conducteur éectronique e nous I'avons chois dans le but
d examiner la posshilité d'un transfert direct d'dectrons entre le polymere et le ste actif de
I’enzyme. Pour vérifier la probable connexion éectrique de la GOD a I'éectrode a travers les
groupes thiophéne du PEDT, nous avons essayé la réponse du biocapteur dans un milieu sans
oxygene (Figure 11.16 A et B)

Avant de procéder a la rédisation des mesures, nous avons laise le systéme sous une
atmosphére d argon pendant 20 minutes (figure 11.16 A) et 60 minutes (figure 11.16 B).

Les réaultats montrent que la connexion éectrique de la protéine via le PEDT et

difficile, ce qui donne des réponses faibles et peu stables.
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Figure 11.16 : Courbe de réponse d'une bioélectrode Pt/PEDT/GOD sous atmosphére
d’ argon. Mesures effectuées a 0,65 V/ECS et a 25°C en milieu tampon phosphate 0,01 M
pH 7 désoxygéné et agité mécaniquement. Le systeme est mis sous atmosphere d’ argon
pendant 20 min. (A) et 60 min. (B) avant de commencer les expériences.
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11.3.2.5 Choix du potentiel de mesure

L’oxydation du glucose cadysée par la glucose oxydase conduit a la formation de
peroxyde d hydrogéne qui peut ére oxydé déectrochimiquement a la surface d'une éectrode
médligue. L’intendté du courant émis est directement proportionnelle a la concentration en
glucose présente en solution.

+0,7V
HOp —————p 2H +2€ +0,

Cest ce mode de déection ampérométrique que nous Uutiliserons dans la suite de ce
travail. Le potentiel de mesure aéé chois de facon a ére le moins anodique possible &fin de
diminuer la senghilité du biocapteur aux autres especes interférentes dectro-oxydables. La
réponse en courant du biocapteur pour une concentration en glucose de 5 mM a éé mesurée
pour des valeurs de potentidd comprises entre + 0,2 e + 0,9 V/ECS. Comme le montre la
Figure 11.17, le courant augmente avec le potentidd de 0,2 & 0,7 V/ECS, puis il diminue
[égerement jusqu’a 0,9 V/ECS. Nous nous placerons a 0,65 V/ECS &fin d obtenir une réponse
sensible et reproductible. 11 n'est pas souhaitable de travailler a des potentids trop devés du
fat d'une diminution probable de la sdectivité de la déection ampérométrique par éectro-
oxydation despéces interférentes présentes dans des fluides biologiques, tels que I'acide

urique ou |’ acide ascorbique.
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Figure 11.17 : Influence du potentiel de mesure sur la réponse en courant d un biocapteur
Pt/PEDT/GOD pour 2 mM de glucose. Mesures a 25°C en milieu tampon phosphate 0,01 M
pH 7.

11.3.2.6 Réponse et courbe d' éalonnage d’ une bioéectrode PYPEDT/GOD

Dans les conditions de mesures optimaes précédemment éablies, nous dlons
examiner plus en déail laréponse du biocapteur.
La figure 11.18 présente la réponse ampéomérique caractéristique d'un  biocapteur
PY/PEDT/GOD. Chague saut correspond a des gjouts successifs de glucose jusgu’a obtenir des
concentrations cumulées de substrat de 0,1 a 20 mM. Nous congtatons que les réponses
obtenues sont stables. S nous examinons plus précisment le temps de réponse de ce
biocapteur, nous constatons que pour obtenir 90 % de la réponse totde, cdui-ci est de
5 secondes environ. En fait, un temps de 15 secondes est nécessaire pour obtenir une réponse
stable a un gout de glucose en solution.
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Figure 11.18 : Réponse du biocapteur Pt/PEDT/GOD a des incréments successifs en glucose
de la solution d’analyse jusqu'a obtenir des concentrations finalesde 0,1; 0,2; 05; 1; 2;
5: 10 et 20 mM. Surface active: 0,02 cm?. Mesures effectuées & 0,65 V/ECS et 25°C en
milieu tampon phosphate 0,01 M pH 7.

La figure 11.19 représente la courbe d éaonnage du biocapteur PYPEDT/GOD. Cette
courbe présente une partie linéaire comprise entre 0,2 e¢ 8 mM de glucose pour lagudle la
réponse en courant est proportionnelle a la concentration du glucose. La senshilité qui
correspond & la pente de cette partie linéaire et de 152 mA.Mt.cm?. La sauration est
obtenue pour une concentration en glucose de 30 mM. La forme de la courbe de calibration
et samblable a cele d'une courbe décrivant une catdyse enzymetique de type Michadis-
Menten. Bartlett et Wihitaker [22] ont montré que cette limitation de la réponse du biocapteur
pour des fortes concentrations en glucose peut étre atribuée, soit a la saturation des dtes

actifs de laproténe, soit alaréaction limitée de I’ oxygéne moléculaire avec I’ enzyme.
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Figurell.19 : Courbe d' étalonnage d’ une bioélectrode Pt/PEDT/GOD. Mesures effectuées a
0,65 V/IECS et 25 °C en milieu tampon phosphate 0,01 M pH 7.

La modélisation de la réponse du biocapteur a éé rédisée a I'aide de la représentation
de Lineweaver-Burk (voir chapitre I). Elle permet d accéder aux paramétres Kn™" et Inax qui
ne sont pas gpecifiques de I'enzyme immobiliste mas plutdt de I'ensemble de la
biomembrane. La figure 11.20 présente la linéarisation de la courbe d' &donnage. La vaeur du
Km®® déterminée a partir de la figure 11.19 est de 7 mM. Cette vaeur est inférieure a cdle du
Km de l'enzyme en solution: 33 mM [96]. Cet abassement du K, sous |'effet de
I'immobilisation a dga éé observé par d'autres auteurs pour d autres systemes enzymatiques
[97].
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Figure 11.20 : Représentation selon Lineweaver-Burk de la courbe de calibration de la

figurell.19.

11.3.2.7 Reproductibilité de la réalisation du biocapteur

La reproductibilité du biocapteur pour les dosages de substrat a éé éudiée pour douze
éectrodes de méme type, mais préparées separément. Les capteurs ont éé réalises en s&rie, en
respectant soigneusement les mémes conditions d' immobilisation.

La figure 11.21 présente I'intendté de la réponse ampéomeétrique de 9 @ectrodes
P/PEDT/GOD atrois concentrations différentes de glucose : 0,05, 1 et 5 mM.
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Figure I11.21: Reproductibilité de la réponse du biocapteur Pt/PEDT/GOD obtenue avec 9
électrodes préparées séparément et pour trois concentrations différentes de glucose.

Conditions opératoires : 0,65 V/ECS, 25°C, tampon phosphate 0,01 M pH 7.

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 11.1. La méthode de préparation du
biocapteur présente une reproductibilité assez intéressante S nous consdérons que les
électrodes ont éé préparées a partir de différentes solutions d' éectropolymérisation et sur une
période de trois semaines. Les écarts entre les valeurs pourraient provenir d'une varidion du
dépbt de I'enzyme lors de I'éectropolymérisation. La reproductibilité de la réponse d'une
méme édectrode et caract&isée par une variation de 85 % obtenue sur 12 mesures

consécutives pour 5 mM de glucose.
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Tableau 11.1 : Résultats statistiques obtenus de I'éude de la reproductibilité de la
préparation de |’ éectrode Pt/PEDT/GOD. Pour I'intervalle de confiance, nous utilisons un

niveau de confiance de 95 %, ¢’ est-a-dire a = 0,05.

Concentration du glucose (mM)
0,05 1 5
INTERVALLE 24,1+53 408,1 + 98,7 2151+ 519
CONFIANCE [nA]
VARIATION [%] 22 24 24

[1.3.2.8 Durée de vie et stabilité des biodectrodes PYPEDT/GOD

Les biocapteurs sont daborés afin d' ére utilisss comme outils andytiques dans divers
domaines, tds que le biomédicd, le contrble de I'environnement, ou I’agrodimentaire. Donc,
la fréquence des mesures, ou la maniere dont sont utilisées ces sondes dépend de I’ application
envisagée. Aind, dles peuvent ére utilistes, soit en continu, soit dans le cadre de tedts
nombreux et rapprochés, ou encore pour un usage unique. Donc, dans ce contexte la durée de
vie e la dabilité des biodectrodes gpparaissent comme I'un des déments clés de leur
gpplication a grande échdle. Dans cette optiqgue, on compare le comportement des
biodl ectrodes sous deux conditions différentes:

1- En utilisation fréquente, on effectue une mesure de la réponse tous les jours.

2- En consarvation longue durée, on effectue la mesure de réponse une fois par mois.

a Stabilité des bioélectrodes en utilisation fréquente

La dabilité de I'dectrode en fonction du temps a &€ mesurée périodiquement. Nous
avons appliqué un usage intermédiaire entre le stockage de I'éectrode & basse température et
son utilisation en continu. Apres la préparation de |’ dectrode, nous I'avons utilisée pendant 4
heures par jour durant une péiode de 30 jours avec des concentrations différentes en glucose.

Entre ces manipulations et apres cette péiode, le capteur a é&é conservé dans le tampon
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phosphate a 4°C. La figure 11.22 présente I’ évolution de la réponse du capteur en fonction du

temps.

100 1 »

(0]
(@)
L

D
(@)
L

Réponse relative (%)
(o))
(@)

N
o
L

O T T T ! !
0 5 10 15 20 25 30

Temps (jours)

Figure 11.22 : Evolution de la réponse ampérométrique du biocapteur (réponse relative
rapportée a la réponse maximale) en fonction du temps d’ utilisation du biocapteur. Mesures
effectuées a 0,65 V/ECS et 25°C en milieu tampon phosphate 0,01 M pH 7

Au bout de 30 jours, nous avons observé une diminution de la réponse
ampérométrique et nous avons obtenu une réponse résiduelle de 40 % par rapport a la réponse
maximale du biocapteur. La diminution de I'activité peut sSexpliquer par la dénaturation de
I’enzyme proprement dite, par une dtération mécanique de la biomembrane ou par la
dénaturation de I'enzyme comme consequence du changement de milieu entre chague

expérience.
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b Sabilité des biod ectrodes lai ssées en conservation

Dans cette étude, nous avons éudié la stabilité de I'éectrode pendant le stockage a
une température de 4°C dans une solution tampon phosphate pH 7. La figure 11.23 présente
I évolution de la réponse en courant au cours du temps pour des bioéectrodes PYPEDT/GOD.

Le biocapteur élaboré pour cette expérience a éé testé vis-avis de sa réponse au
glucose (5 mM) immédiatement gprés daboration, puis toutes les quatre semaines. Le
biocapteur présente une tres lpnne réponse apres 4 mois de stockage. Nous avons obtenu une

réponse résiduelle de 76 % de laréponse maximale.

100 —

\l
(6]
1
4

Réponse relative (%)
N o1
ol o

O T T T T
0 1 2 3 4 5

Temps (mois)

Figure 11.23: Evolution de la réponse a 5 mM de glucose en fonction de la durée de stockage
pour le biocapteur Pt/PEDT/GOD stocke a 4°C. Mesures effectuées a 0,65 V/IECS et 25°C en
milieu tampon phosphate 0,01 M pH 7.
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1.4 CONCLUSION

Tout au long de ce chapitre, nous avons présenté |'optimisation d'une éectrode
enzymatique pour la détection du glucose.

L’éaboration du biocapteur et basée sur I'éectropolymérisation de films d' enzyme et
de 3,4-éhylénedioxythiophéne (EDT). Cette méthode présente une tres grande facilité de
mise en oavre e permet de concevoir des biocapteurs avec des réponses sensibles et rapides.
Nous avons andyse tous les parametres pouvant agir, dans la pratique, sur le comportement
de I'enzyme immobiliske: le pH, les concentrations du substrat, du tampon phosphete, la
température. Cette andyse nous a permis de déerminer les conditions opératoires optimales
d utilisstion de I'éectrode, notamment pour son intégration dans un syseme de mesure en
flux continu.

Ces travaux effectués sur les capteurs a glucose ont montré une trés bonne faisabilité
et auss une bonne reproductibilité des biodectrodes. Mdgré une fable quantité de I'enzyme
piégée la sensihilité est de 152 mA.Mt.cm?, la limite de déection de 40 pM, tandis que le
domaine de linéarité s éend entre 0,2 et 8 MM.

Nous avons andyse la posshilité d utiliser ce polymere conducteur pour effectuer la
connexion dectrique directe entre I'éectrode et le ste actif de la GOD de fagon a régénérer
I’enzyme en I’absence d oxygene. Dans ce contexte, on n'a pas pu s afranchir des problemes
de connexion dectrique. Cependant ce polymere conditue un outil peformant a utiliser
comme support pour I'immobilisation d’ enzymes.



CHAPITRE 11l : REDUCTION DESINTERFERENCESLORS
DE LA DETECTION DU GLUCOSE. APPLICATION DU
SYSTEME BIOCAPTEUR-FIA POUR LE DOSAGE DU

GLUCOSE EN MILIEU BIOLOGIQUE
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[1.1INTRODUCTION

L'une des applications potentielles des biocepteurs a glucose est le suivi des
concentrations en glucose dans le corps humain. Plus particuliérement, I'intéré principd et
lié a I'évolution du taux du glucose dans le sang pour le traitement des diabétiques.
Cependant, les fluides biologiques sont conditués d'un mélange de molécules dont certaines
peuvent induire un courant paraste lors de la déection ampéomérique du glucose. La
détection ampérométrique du peroxyde d hydrogene et trés sensble mais peu sdective du
fat du potentid trés devé nécessaire a son éectro-oxydation. On peut concevoir que certaines
mol écules présentes dans le sang puissent étre oxydees directement al’ éectrode.

L’intégration des biocapteurs dans les systémes automatises permet la conduite des
différentes éapes de dosage, sans intervention manuelle L'andyse par FIA présente
'avantage de travaller sur de fables volumes déchatillon, avec une vitesse limitée
seulement par le temps de réponse du biocapteur. Le systeme offre la possbilité de fare
successvement |'édonnage, le dosage et le lavage du capteur. Aing, la techniqgue HA et
couplée avec I’ dectrode & glucose oxydase pour le dosage du glucose dansle sang [1].

Dans la premiére patie de ce chapitre, nous dlons utiliser deux dratégies visant a
augmenter la  Sdectivite de la biod&ection. La premiére utilise les propriétés
éectrocataytiques de microparticules de platine déposées sur la surface de I'dectrode de
maniere a déecter plus efficacement le peroxyde dhydrogene. La deuxiéme exploite les
propriétés des médiateurs rédox co-immobilisss avec I'enzyme pour assurer la connexion
électrique des enzymes avec les électrodes.

L'intérét des travaux présentés dans la deuxieme patie du chapitre réside dans
I’exploitation des propriétés de I'éectrode a glucose oxydase mise au point, notamment de
son temps de réponse tres rapide, en vue de I'intégrer dans le systéme FIA d'une fagon
performante, smple et figble.
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[11.2 ETUDES DES ESPECESINTERFERENTES

[11.2.1 Interférences des espéces éectrochimiques

Par leur gpédificité intrinsdque a I'enzyme immobiliste, et leur senghilité les
biocapteurs PYPEDT/GOD condtituent des outils andytiques intéressants pour le dosage du
glucose.

La findité d'un biocapteur a glucose et de mesurer de facon trés Sdective la
concentration de ce substrat dans des fluides biologiques. L’utilisation de la glucose oxydase
permet de cadyser Sdectivement I'oxydation du glucose en gluconolactone et en eau
oxygénée. Or, au potentid d' oxydation de I'eau oxygénée (3 0,5 V/ECS sur éectrode de
platine et 3 0,8 V/ECS sur éectrode de carbone), certaines espéces présentes dans les fluides
biologiques sont susceptibles d' ére oxydeées. Cette éectroactivité se traduit par |’ gpparition
d'un courant parasite perturbant la mesure.

Les interférents éectrochimiques de la déection du glucose pour des capteurs bases sur
I'éectro-oxydation de I'eau oxygénée peuvent ére :

interférents endogénes : catécholamine, tyrosne, L-cydéne, glutathion,
thymol, acide urique, NADH, acide ascorbique, héparine.

Interférents exogénes : paracétamol, acide acétylsdicylique, catéchol, acide
ascorbique, héparine.
Lors des tests de sdectivité des biocapteurs a glucose, trois interférents modeles sont
générdement consdérés. Parmi eux, deux sont endogenes par nature, il Sagit de I'acide
urique et de I'acide ascorbique (ce dernier pouvant cependant ére absorbé lors d'un
traitement médicd) et le dernier et exogene : le 4-ac&aminophéne, plus connu sous le nom
de paracétamal. Il faut noter que les acides ascorbique et urique sont détectés sous leur forme
anionique : I'ascorbate et |'urate. La structure chimique de ces trois composés est représentée
dansletableau 111.1



Tableau 111.1: Structure chimique des composés interférents électrochimiques dans la

détection du glucose.
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Masse Molaire Formule
en g.mol'1
HO OH
Acide Ascorbique 176
HO —CH, — FH =
OH O
OH
Acide Urique 168 N I NH
/K S
HO N N o
|
H
Paracétamol 151 HO NH— C—CH;,
O

[11.2.2 Optimisation dela détection éectrochimique du peroxyde d’ hydrogene

La déection du peroxyde d hydrogene, produit de la réaction enzymetique, intervient
a un potentid relativement devé (>05 V) auqud I'acide ascorbique, I'acide urique € le
paracéamol sont égdement oxydés (autant sur platine que sur carbone). De maniére a
diminuer le courant paraste di aux interférents, une des solutions a envissger e la
diminution de la surtenson d éectro-oxydaion de I'eau oxygénée, soit par I'utilisation d'un
compose rédox chimiquement oxydable afin de sarvir de relas d'éectrons entre |'eau
oxygénée e la surface de I'dectrode, soit par I'utilisation de microparticules de métaux
nobles qui modifient la surface de I'dectrode permettant une augmentation de I'activité
cataytique vis-a-vis de I’ oxydation de |’ el oxygénée.

Wang e col. [98] montrent |la détection sdective du peroxyde dhydrogene a un
potentiel faible (0-0,2 V/ECS) due a I'activité cataytique de particules de ruthénium utilisées
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dans la fabrication d’ éectrodes imprimées destinées a la détection du glucose et éhanol. Li et
col. [99] e Zhang & col. [81] ont propose I'utilisation d éectrodes platinées pour
I'daboration d'un biocapteur sensble au glucose qui permet de diminuer I'influence des
interférents dectro-oxydables. Un travall récent de Day et coll. [100] montre les avantages de
la technique du dépbt smultané de microparticules de méaux nobles (ruthénium, rhodium et
platine) dans I'éaboration des biocapteurs ampérométriques a glucose. La réponse a I'eau
oxygéenée, a+ 0,1V, aété 200 fais plus devée que celle des interférents éventuels.

D’autres auteurs [99, 101-103;]] ont auss décrit une augmentation de la senghbilité a
bas potentiel des biocapteurs exploitant cette technique.

[11.2.3 Médiateursrédox pour la connexion électrique

Les biocapteurs ampérométriques qui utilisent une enzyme oxydase pour décomposer
un subdtrat a travers une réaction d oxydation sont nombreux. Normaement, c'est I’ oxygene,

I accepteur naturel d’ éectrons utilisé par les oxydases :

Glucose + GOD(FAD) + H,O O Acide gluconique + GOD(FADH,)
GOD(FADHy) + O, O GOD(FAD) + H,O-

Fnaement, le peroxyde d’ hydrogene est oxyde sur |’ éectrode de platine :

H.O, O 2H++02+2€‘_

Pour remplacer I'oxygéne, de nombreux travaux ont é&é menés sur des accepteurs d’ éectrons
non physologiques, appelés médiateurs rédox. Ils ont utilisg, pour I'éude éectrochimique,
des systémes rédox biologiques [104]. Ceux-ci peuvent ére immobilisés, soit sur la surface de
I’dectrode, soit dans la couche enzymatique par des méhodes de greffage courantes:
adsorption, liaison covadente, éectropolymérisation, etc... Pour amener le complexe enzyme
réduite-cofacteur vers une ré-oxydation, il est possble d'utiliser un accepteur d éectrons
assurant le transport d’ éectrons entre le Site catalytique et I @ectrode :

Glucose + GOD(FAD) + H,O [0 Acide gluconique + GOD(FADH>)
GOD(FADH,) + Mox [0 GOD(FAD) + Myeg + 2 H"



Findlement, sur I’ @ectrode :

Mred N I\/on

L’utilisation des médiateurs rédox dans la préparation de biocapteurs ampérométriques
permet de diminuer le potentidd de mesure. Cela peut réduire I'interférence des espéces
trouvées générdement dans les milieux biologiques. S la quantité de médiateur fixée dans la
couche enzymatique et suffisante pour obtenir un biocapteur capable de régénérer le
cofacteur et avec une senghilité acceptable, on évite le probleme des biocapteurs dépendant
de I'oxygéne dont les variations de concentration peuvent dtérer les caractéristiques de la
réponse.

Pour Sectionner le médiateur le plus agpproprié, on utilise des techniques
dectrochimiques comme la voltampérométrie cycdique qui fournit des informations
électrochimiques importantes sur le médiateur é&udié. En généd, il et préféable d utiliser
un médiateur avec un potentiedl d oxydation bas e une condante de vitesse devée pour
Sassurer plus tard que la réponse du biocapteur ne sera pas limitée par la cinétique de
I’éectrode [105]. En résumé, pour arriver a un bon fonctionnement du médiateur, celui-ci doit
respecter les contraintes suivantes :

* Couple rédox réversible

* Réaction rapide avec | enzyme réduite

* Stabilité des formes oxydée et réduite

* Non réactif avec I’ oxygene

* Faible potentiel de régénération de la forme oxydée du médiateur

* Non toxicité du composé pour des gpplicationsin vivo

De nombreux travaux ont é&é menés sur les médiateurs rédox. Les composés les plus
couramment utilisés sont le ferrocene et ses dérivés. Nakabayashi et coll. [70] ont incorporé le
ferrocene dans une péte de carbone pour la fabrication d'un biocapteur a glucose et ont réuss
a minimiser les courants paradites apportés par I'acide urique et |'acide ascorbique. Ce
médiateur rédox a par alleurs &é fonctionndisé de maniere a ére incorporé dans le Nafion
[106]. Vida et col. [107] ont utilisé un dérivé du ferrocéne piégé dans un film de polypyrrole
sur une dectrode de plaine plaiiné pour amdiorer la Sectivité e la sengbilité d'un



86

biocapteur a cholestérol. Les propriétés redox des colorants comme le bleu de Prusse ont auss
été utilisées pour lafabrication des biocapteurs a glucose [108].

D'autres meédiateurs comme le téracyanoquinodiméthane (TCNQ) [109, 110],
tétrathiafulvdene (TTF) [111], bleu de méhylene [112], 2,6-dichlorophénolindophénol [112],
p-benzoquinone [113] ont &é auss incorporés dans une péte de carbone pour améliorer la
s ectivité des biocapteurs.

Les quinones sont auss utilisées pour la connexion éectrique de la GOD a I'déectrode.
Becerik [114] a utilisé une benzoquinone piégée dans un film de polypyrrole.

Serra et col. [115] ont décrit un matériel composite (téflon/graphite/ferrocéne) pour la
déermination du L-lactate. Milagres et col. [116] ont utilis$® |'’hexacyanoferrate dans
I’@aboration d' un biocapteur pour la détection du sdicylate.
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I11.2.4 Matériels et méthodes

[11.24.1 Réactifs

La 1,4-benzoquinone, I'acide urique, I'acide L-ascorbique, le 4-acétamidophénol
(paracétamol) et I’ acide chloroplatiné (H2PtCls , 6H,0) sont fournis par SIGMA.

Le séum synthéique ACCUTROL™ normad e ACCUTROL™ abnorma sont
fournis par SSIGMA DIAGNOSTICS.

Les autres réectifs utilisess ont dga é&é décrits dans la patie expé&imentde du
chapitrell.

111.2.4.2 Méthodes

a Platinisation des éectrodes

Pour cette méthode nous avons utilisé une solution de HPtCls 2 mM dans une solution
de HCl 0,1 M. L’éectrodépostion de microparticules de Pt sur les dectrodes est effectuée a
un potentiedl de — 0,3 V/ECS pendant 10 minutes. Les dectrodes sont ensuite rincées dans

I’ eau désionisée.

b Préparation des bioé ectrodes Pt/PEDT/GOD/BQ

Les biodlectrodes PYPEDT/GOD/BQ sont obtenues de la méme facon que cdle
présentée dans la section 11.2.3.1. Nous avons gouté a la solution d éectropolymérisation
5mM de la benzoquinone (BQ). Les conditions d électropolymérisation ont d§a &é décrites
dans le méme paragraphe.



I11.2.5 Résultats et discussion

111.2.5.1 Réponse des hiodlectrodes PYPEDT/GOD aux interférents électro-oxydables

Dans un premier temps, I'é&ude de la réponse de trois interférents (ascorbate, urate et

paracétamol) sur une éectrode de platine nue a été effectuée (figure l11.1).
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Figurelll.1 : Courbe d'étalonnage du peroxyde d hydrogene (H»0,), de I’ acide ascorbique
(AA), de I'acide urique (AU) et du paracétamol (P) sur une électrode Pt nue. Mesures
effectuées a 0,65 V/ECS et 25°C en milieu tampon phosphate 0,01 M pH 7.

Les interférents consdérés sont éectroactifs au potentiel de détection du peroxyde

d hydrogene. Leur réponse est comparée a celle observée en présence de concentrations
égales de peroxyde d’ hydrogene.
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L’'éude de I'influence des interférents sur la réponse du biocapteur a glucose a éé

effectuée par le tracé de la courbe d'éadonnage d'une biodlectrode en présence (200uM
d urate et de paracétamol et 400 uM d ascorbate) et en I’ absence d'interférents.
Les figures 111.2, 111.3 et 111.4 montrent qu'en présence des composés éectro-oxydables, les
courants mesurés dans tout le domaine de concentration du glucose sont plus élevés qu'en
leur absence. Le pardldisme des courbes indique que ce phénoméne est indépendant de la
concentration du glucose et que le mécanisme d'interférence mis en jeu serait éectrochimique
plutt qu enzymetique. Cependant, Lowry e coll. [73] ont observé une diminution de la
réponse en présence d ascorbate dans le cas d'un biocapteur daboré par immobilisation de la
glucose oxydase dans une matrice de poly(phénylenediamine). lls ont attribué cette dtération
de la réponse du capteur a une consommation du peroxyde d hydrogéne engendrée par
I’oxydation de |'ascorbate par H;O,. Pdmisano et Zambonin [117] suggerent que la
dminution et I'instabilité de la réponse du biocapteur au glucose en présence d ascorbate sont
dues a une passivation de I’ éectrode causée par les produits d’ oxydation de I’ ascorbate.
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Figure 111.2 : Réponse du biocapteur P/PEDT/GOD au glucose en |'absence () et en
présence () de 200 uM de paracétamol. Mesures effectuées a 0,65 V/ECS et 25°C en milieu
tampon phosphate 0,01 M, pH 7.
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Figure 111.3: Réponse du biocapteur Pt/PEDT/GOD au glucose en I'absence () et en

présence ([0) de 400 uM d acide ascorbique. Mesures effectuées a 0,65 V/ECS et 25°C en
milieu tampon phosphate 0,01 M, pH 7.
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Figure I11.4 : Réponse du biocapteur Pt/PEDT/GOD au glucose en I'absence (0) et en
présence (1) de 200 uM d' acide urique. Mesures effectuées a 0,65 V/ECS et 25°C en milieu
tampon phosphate 0,01 M, pH 7.




91

Enfin, nous avons pris comme modde |'acide ascorbique pour tester la sdectivité du biofilm
et nous avons comparé la réponse du biocapteur au peroxyde d hydrogene et a I'acide
ascorbique pour une méme concentration finde (1 mM). Les réaultats obtenus ont éé
comparés avec ceux d une éectrode de platine nue (tableau 111.2). Nous avons observé qu'en
effet, la SHectivité des molécules denzyme n'est pas suffisante pour lever I'interférence de
certaines molécules dectro-actives qui sont détectées directement par le transducteur
ampérométrique. Les courants recuelllis sont, en comparaison, plus faibles en présence de la
couche enzymatique car cdle-ci freine l'acces de ces molécules vers I'dectrode. Le
phénoméne et plus marqué pour |'acide ascorbique qui et de talle plus encombrante que
H»0..

Tableau 111.2 : Comparaison des courants obtenus avec une électrode de platine nue et une
électrode de Pt modifiée. Mesures effectuées a 0,65 V/IECS et 25°C en milieu tampon

phosphate 0,01 M, pH 7 qui contient 1 mM de peroxyde d’ hydrogéne ou d’ acide ascorbique.

Electrode lH202 FYN lH202/1AA
LA LA
Pt 3,1 48 0,6
Pt/PEDT/GOD 2,6 14 1,8

111.2.5.2 Réponse des é ectrodes PYPEDT/GOD aux espéces interférentes

Afin dévduer I'influence des especes interférentes sur la réponse au glucose de nos
biocapteurs PYPEDT/GOD, I'éude de la réponse aux trois interférents modées cités ci-
dessus a éé effectuée. Les concentrations utilistes pour les différentes espéces sont les
livates: 5 mM de glucose, 400 uM d' ascorbate, 200 UM de paracétamol, 200 uM d’ urate.
Ces vdeurs respectent les proportions interférent/glucose que I’'on peut rencontrer dans des

échantillons de sang. Les résultats sont présentés sur lafigure 111.5.
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Nous observons que la réponse des trois interférents représente un pourcentage important de
la réponse au glucose (80 % pour I’ acide ascorbique, 50 % pour I’ acide urique et 39 % pour le

paracéamol), ce qui est considérable pour les dosages dans des milieux biologiques.
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Figure I11.5: Réponses relatives dans les conditions d’ utilisation possibles du biocapteur en
milieu biologique du glucose (5 mM), de I’ ascorbate (400 uM), du paracétamol (200 uM) et
de I'urate (200 uM) pour une éectrode P/PEDT/GOD. Mesures fectuées a 0,65 V/ECS et
25°C en milieu tampon phosphate 0,01 M pH 7.

Il e donc primordid de travaller & un potentiel conduisant a une réponse optimae
des bioflectrodes au glucose tout en minimisant les courants interférents. Pour cette
expérience, nous avons éudié la réponse en courant des biodlectrodes PYPEDT/GOD au
glucose et aux interférents a 0,4 V/ECS. La figure 111.6 montre que la réponse des interférents
diminue quand le potentiel passe de 0,65 a 0,4 V/ECS (75 % pour |I'acide ascorbique, 6 %
pour I'acide urique et 21 % pour le parac&amol). Cependant a 0,4 V/ECS, nous observons
une perte de réponse en courant au glucose de 20 % par rapport alaréponse a 0,65 V/ECS.
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Il Savere donc que le biocapteur aind rédise Net pas bien adapté aux mesures des
échantillons réds contenant les egpéces interférentes essayées. Une amdioration du
biocapteur est donc nécessaire afin d augmenter la sélectivité du dosage.
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Figure I11.6 : Réponses relatives au glucose a 0,65 V (5 mM), de I'ascorbate (400 uM), du

paracétamol (200 uM) et de I’urate (200 uM) pour une éectrode P/PEDT/GOD. Mesures
effectuées a 0,65 V/ECSet a 0,4 V/IECS; a 25°C en milieu tampon phosphate 0,01 M, pH 7.

111.2.5.3 Platinisation des électrodes

Dans cette optique, nous aons chois de mettre a profit les propriétés
éectrocatdytiques de microparticules de métaux nobles. Dans une premiére éape, hous avons
procédé a I'éectrodéposition du platine sur une éectrode de platine a partir d'une solution
contenant un sd médlique précurseur. Dans une deuxieme égpe, nous avons immobilisé
I’enzyme comme nous I’avons dga décrit dans le chapitre 2. Les biodectrodes aing éaborées
ont montré de meilleures caractéristiques anaytiques.
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Aprés avoir préparé les dectrodes, nous avons évaué les caractéristiques du
biocapteur afin de les comparer avec les biodlectrodes non plainées (PYPEDT/GOD). La
figure 111.7 présente les courbes d éaonnage des bioéectrodes platinées PY(PY)/PEDT/GOD a
065 e 03 V/ECS. Un résumé des caractéristiques andytiques et présenté dans le
tableau11.3.

500
—8—¢lectrode platinée / 0,65 V
—-¢lectrode platinée /0,3 V
400 T —A—¢lectrode non platinée / 0,65 V

Densité du courant (WA/cm?2)

0 5 10 15 20 25 30
Concentration du glucose (mM)

Figure I11.7: Courbe d étalonnage des bioélectrodes platinées Pt(Pt)/PEDT/GOD a ([)
0,65V/ECS et a (O) 0,3 VIECS et des bioélectrodes non platinées Pt/PEDT/GOD a ([0)
0,65V/ECS. Mesures effectuées a 25°C en milieu tampon phosphate 0,01 M, pH 7.
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Tableau 111.3: Caractéristiques des bioélectrodes Pt/PEDT/GOD et Pt(Pt)/PEDT/GOD.
Mesures effectuées a 25°C en milieu tampon phosphate 0,01 M, pH 7

Biodlectrode Potentie demesure | Sengbilité delapatie | Domaine de linéerité
V) linéare (mM)
(mA.M1.cm?)
Pt/PEDT/GOD 0,65 15,2 0,2-8
Pt(Pt)/PEDT/GOD | 0,65 442 0-8
Pt(Pt)/PEDT/GOD | 0,30 42,3 0-8

Par rgpport & une éectrode non platinée, la senshilité est plus devée pour les
biocepteurs daborés sur une surface plainée. L'dectrodépostion de platine a pour effet
d augmenter la senghbilité des biodlectrodes PYPEDT/GOD d environ 100 %. Ce phénomene
a dga éé observé par Bélanger et coll. [118]. lls ont montré que I'inclusion de platine dans un
biofilm polypyrroleGOD permet d augmenter la sensibilité des biocapteurs d environ 40 %.

Le fat de pouvoir détecter le peroxyde dhydrogéene a un potentiel beaucoup moins
élevé devrat permettre de diminuer les courants parastes dus aux interférents éectro-
oxydables.

Pour éudier ce phénoméne, nous nous sommes attachés a évduer la réponse des
interférents  électro-oxydables  (ascorbate, les hiodlectrodes
Pt(Pt)/PEDT/GOD. Les réaultats sont exposés dans la figure 111.8. Les taux d'interférence de

urate et paracétamol) sur

chacun des composes éectro-oxydables (ascorbate, urate, paracétamol) ont éé caculés par
rapport a la réponse au glucose. Les courants parasites générés par I'oxydation a 0,3 V des
interférents sont inférieurs a ceux observés sur I'dectrode non platinée (54 %, 42 % et 2 %
pour |’ ascorbate, | urate et le paracétamol respectivement).

En concluson, la plainisation de I'dectrode met en évidence I'effet catalytique de
paticules médliques, ce qui pemet dutiliser une surtenson d oxydeion plus fable du
peroxyde dhydrogéne sur éectrode de platine. De cette fagon, nous avons amédioré la
senghilité rdative de la détection du glucose. La réponse cumulée auxs trois interférents (aux
concentrations indiquées) représente 98% de la réponse du glucose (contre 169% dans le cas
d' une biodectrode PYPEDT/GOD). Cependant, la sdectivité des biocapteurs aing éaborés
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reste encore un probleme a résoudre pour leur gpplicabilité a la détection du glucose dans les
fluides biologiques.

Pour tester la réponse du biocapteur PY(PY)/PEDT/GOD dans un milieu réd, nous
avons utilise du sérum synthétique dga dose par la procédure N°  17-UV/18-UV
(enzymatique, hexokinese) par Sigma Diagnostics®. Le produit Accutrol™ et une
préparation lyophiliste, dosée contenant des enzymes dorigine humaine, des andytes dans
une base de s&rum humain. Pour rédiser cette expéience, nous avons utilisé une préparation
avec des concentrations de glucose comprises dans la gamme des valeurs normaes trouvées
dans le sérum & jeun (Accutrol™ normal) et une autre préparation avec des concentrations de

glucose devées par rapport & la gamme des valeurs normaes dans le sérum (Accutrol™
anormal). Les résultats sont présentés dans le tableau 111.4.
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Figure 111.8: Réponses relatives au glucose (5 mM), de I'ascorbate (400 pM), du
paracétamol (200 pM) et de I'urate (200 uM) pour une éectrode PtY/PEDT/GOD et
Pt(Pt)/PEDT/GOD. Mesures effectuées a 0,65 V/ECS et a 0,3 V/IECS; a 25°C en milieu
tampon phosphate 0,01 M, pH 7.
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Tableau I11.4 : Comparaison des résultats du dosage de glucose dans le sérum, obtenus avec
le biocapteur Pt/PEDT/GOD, le biocapteur Pt(Pt)/PEDT/GOD et la procédure Sgma.

Accutrol'™ norma Accutrol'™ anorma
(mM) (mM)

Pt/PEDT/GOD 73+0,2 36,4+0,9
0,65V

Pt(Pt)/PEDT/GOD 56+0,6 190+1,2
0,65V

Pt(Pt)/PEDT/GOD 44+05 140+ 04
0,3V

Sigma 53+11 18,9+ 2,2

(enzymatique, hexokinase)

Nous pouvons congtater que la stratégie de la platinisation contribue a se rapprocher de
la valeur obtenue avec une méhode couramment utilisée dans les laboratoires d' analyses. Les
résultats plus devés obtenues avec une électrode non platinée pourraient ére dus aux especes

interférentes présentes dans I’ échantillon (acide urique, parac&tamoal et sdicylate).

111.2.5.4 Elaboration d’ un biocapteur PYPEDT/GOD/BQ

Dans la continuité de I'éude des interférents, nous avons utilise la benzogquinone
comme médiateur rédox afin damdiorer la Sdectivité du biocgpteur. Le mécanisme
réactionnel proposé est le suivant :

Glucose + GOD(FAD) + H,O [0 Acide gluconique + GOD(FADHo)
GOD(FADH,) + Q O GOD(FAD) + H,Q

H)Q 0 Q+2H' +2¢

Q et H>Q sont les formes oxydeée et réduite de la benzoquinone.
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De maniére a mettre en évidence la connexion dectrique de I'enzyme a I'édectrode via
les molécules de benzoquinone, nous avons effectué une courbe d édonnage du glucose en
présence du mediateur rédox en solution et en milieu anagrobie (Figure 111.9). Cette
expérience montre la régénération effective de I'enzyme par le médiateur rédox en |'absence

d oxygene.
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Figure 111.9 : Courbe détalonnage établie en milieu anaérobie dune bioéectrode

Pt/PEDT/GOD. Concentration de la benzoquinone en solution = 5 10 M. Mesures effectuées

a0,2 VIECS; a 25°C en milieu tampon phosphate 0,01 M, pH 7, sous atmosphere d argon.

La réention du médiateur dans la matrice de polymere permettrait la ré-oxydation
dectrochimique du cofacteur de I’ enzyme et la détection ampérométrique du glucose.

Le comportement de la bioBectrode est mis en évidence par le tracé de courbes de
voltampérométrie cyclique en I'absence e en présence de glucose (figure 111.10). En présence
de glucose, la courbe montre une augmentation du courant du pic d oxydation du groupement

rédox associée a une diminution de I'intensité du pic de réduction. Ce phénoméne et
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caractérisique d une oxydation catdytique et peut ére reié a la réduction de la benzoquinone
par la glucose oxydase a I'éat réduit. Pourtant le pic d oxydation retrouvé a environ 0,2 V et
décaé par rapport au potentiel formel d’ oxydation placé 20,280 V [104].

Le potentid d'oxydation du syséme permet la détection du glucose a un potentidl moins

anodique et aind amdiorer la sAectivité dans des conditions rédles d' andyse.

Courant (MA)

-
=4

Potentiel (V)

Figure 111.10: Voltampérogrammes en absence (A) et en présence (B) de glucose (5 mM)
d’'une biodlectrode Pt/PEDT/GOD/BQ. Mesures effectuées a 10 mV/s et 25 °C en milieu
tampon phosphate 0,01 M pH 7.

La figure 111.11 présente la courbe d é&aonnage du biocapteur. La biodectrode montre
une augmentation rapide du signd de 0 & 5 mM e une sensihilité de 800 pA. Mt.cm?
correspondant a ce domaine. Le temps de réponse est de 10 secondes. Nous avons utilise ce
biocapteur pour tester les interférents éectro-oxydables. Les résultats sont présentés dans la
figure 111.12. L’daboration des biodectrodes en utilisant la benzoquinone comme médiateur

rédox, présente une senghilité fable mas permet de réduire assez consdérablement
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I'interférence du paracéamol. Cependant, le biocapteur n'offre aucun avantage en ce qui
concerne I'ascorbate et |'urate. La faible sectivité des hiodlectrodes peut s expliquer par une
fable réention de la benzoquinone dans la matrice polymére ou par une perte du médiateur
dans I'éape d' dectropolymérisation. 1l serait donc nécessaire de mettre en cauvre un nouveau

mode opératoire permettant de fixer de fagon plus efficace le médiateur rédox a la matrice
polymeére afin de diminuer les interférents éectro- oxydables.
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Figure 111.11: Courbe détalonnage d'une bioélectrode Pt/PEDT/GOD/BQ. Mesures
effectuées a 0,2 V/IECS; a 25°C en milieu tampon phosphate 0,01 M pH 7.
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Figure 111.12: Réponses relatives au glucose (5 mM), de I'ascorbate (400 pM), du
paracétamol (200 uM) et de I'urate (200 pM) pour une électrode PY/PEDT/GOD et
Pt/PEDT/GOD/BQ. Mesures effectuées a 0,65 V/ECS et a 0,2 V/ECS respectivement; a 25°C

en milieu tampon phosphate 0,01 M pH 7.
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[11.3 ANALYSE PAR INJECTION EN FLUX CONTINU (FIA)

[11.3.1 Principe

L'andyse par injection en flux continu (technique d'andyse maintenant largement
développée) et basée sur l'injection d'un échantillon liquide dans un flux porteur continu
conditué d'un réectif convenablement choid. L’échantillon injecté forme une zone qui, durant
son transfert vers un détecteur, se disperse e réagit avec les composants du flux porteur. La
forme et I'amplitude des pics détectés expriment la concentration de la substance injectée et
fournissent des informations cinétiques sur les réactions chimiques se produisant dans le flux
continu.

Le mode dinjection en flux continu le plus dmple & le plus souvent adopté est
présenté sur laFigure 111.13.

La FIA a é&é appliguée au dosage de nombreux composes en phase liquide.
Cependant, la rapidité de I'analyse peut ére limitée par le détecteur, comme dans notre cas
avec |'dectrode enzymatique. Les courbes de réponse nateignent pas le plateau
correspondant a I'éat dationnaire (comme dans le cas de la mesure en batch), mais se
présentent sous forme de pic de réponse correspondant a la concentration du substrat a
détecter.

La Figure 111.14 permet de comparer I'influence du temps de réponse de I'@8ectrode
enzymdique sur la hauteur et la forme du pic obtenu par le systéme FIA avec la réponse en
systéme en batch. En travaillant avec un capteur a réponse rapide, il est possible de raccourcir
le temps correspondant au cycle de mesure, tout en assurant un pic devé, ce qui andiore le

rapport sgna/bruit.

[11.3.2 Caractérigtiquesd’un systeme FIA

Sa caractérigique la plus intéressante et sa reproductibilité. Elle peut ére attribuée
aux propriétés suivantes du systeme :

- I'injection rgpide et ponctudle de I’ échantillon

- le pilotage exact et reproductible des pompes et des vannes (anayse en temps fixe)

- le contr6le de la dispersion de I’ échantillon entre I’injection et la détection.
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Ces facteurs contribuent a réduire sgnificativement le temps d'analyse et a supprimer
I'attente des éats dationnaires avant d effectuer les mesures. De plus, |'automatisation du
systeme FA présente les avantages suivants::

- réduction des colts de main-d’ oavre

- amdioration de |’ exactitude et de la précison

- possibilité d' utilisation dans des analyses a risgues pour I’homme

- réduction du temps d’ analyse, donc augmentation du nombre d’ échantillons dosés.



104

(a) ml.min
P S
v R |
e D7}~
D
(b)
(©
D W
T
2 A h
o
& I
O
U
! k |
I b,
temps de passage

Figure I11.13: (a) Configuration la plus simple d’un systéme FIA & un seul passage: C: flux
porteur ; P: pompe; S: vanne d'injection; R: réacteur; D: détecteur. (b) Zone de
dispersion de I’ échantillon dans le flux porteur. (c) Pic caractéristique enregistré sous flux
continu: |: point d’injection; T: temps mort ; h: hauteur du pic; t,: largeur du pic a la

base; A: airedu pic.
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Figurelll.14 : Réponses d’ électrodes enzymatiques en batch et en systeme FIA

[11.3.3 Utilisation des enzymesimmobiliséesen FIA

Par leur Aectivité e leur faible colt, les enzymes immobilistes représentent des
compléments attrayants aux avantages propres du systéme FIA. Elles offrent ang des
potentidités supérieures a cdles des enzymes travaillant en mode batch, utilisées auparavant.
Lorsque la technique enzymatique et combinée avec une méhode FIA, les détecteurs
dectrochimiques sont les plus fréguemment utilisss La combinason des enzymes
immobilisées avec une méhode FIA a é&é décrite a patir de 1982. Gréce a ses avantages
(Hectivité, amplicité, fidhilité et rapidité), la FIA en asociation avec les techniques
enzymatiques est devenue un excelent systeme andytique et le nombre de ses applications a
augmenté rapidement dans différents domaines: medecine [119, 120], dimentation [121],
environnement [122, 123], andyse de la biomasse, pharmacie, contréle de bioprocédés [124,
125].

Dans un syséme FIA, les dectrodes solides (platine ou carbone vitreux) sont
frequemment utilisdes pour la déection de substances éectroactives (eau oxygenée ou
NADH) générées par une réaction enzymatique dans un bioréacteur [126].
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111.3.4 Matériels et méthodes

[11.34.1 Réactifs

Le 7,7,88-té&racyanoquinodiméhane  (TCNQ) a é&é fourni par Sigma
L’ hexacyanoferrate (I11) de potassum Normapur'™ a é&é fourni par Prolabo. Les autres
réactifs utilisés ont d§a éé décrits dans la partie expérimentae de la section 111.2.

111.3.4.2 Apparellage

L'appareillage e I'équipement pour le dosage par syseéme  biocapteur-FIA
comprennent :
- vanne d' injection basse pression Rhéodyne®
- boudles d'injection Rhéodyne® de 50 pL
- pompe péristatique : Ismatec SA® REGLO digjtal — 4 canauix
- tuyaux Tygort® de 0,44 mm de diamétre
- cellule de détection UniCell - BAS® (voir paragraphe suivant)

111.3.4.3 Description de la cdlule de détection é ectrochimique UniCdll

UniCdl® et une cdlule ampéromérique miniaturiste destinée a ére couplée a un
systeme en flux continu. Elle a un volume gustable a quelques microlitres (4,7 a 6,9 ul) sdon
lejoint plat utilisée. Elle est congue pour travailler aun débit jusqua 100 pl. min'™,

Dans cette celule, I'dectrode de travail modifiée avec des enzymes rédox peut servir
au auivi en ligne de différents andytes, tes que le glucose, le glutamate ou le lactate, ou pour
le suivi des composes dectroactifs des échantillons.

La Figure 111.15 montre un schéma de la cdlule miniaturisée. Sur une face, se trouvent
les cannules d'entrée e de sortie de I'échantillon, I'd8ectrode auxiliare et I'éectrode de
référence. L’ éectrode de traval est fixée sur la face opposée. L’ éectrode de référence est un
disque d'argent médlique recouvert d'une couche de chlorure d argent. L’'éectrode auxiliaire
es un disque de 2 mm dacier inoxydable. L’éectrode de travall et un disque de platine de
3 mm de diamétre ou un disque de carbone vitreux de 2 mm de diamétre. Le systeme utilise

desjoints plats de 51 um d' épaisseur qui donnent un volume de cellule entre 4,7 et 6,9 L.
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Figurelll.15: Schéma de la mini-cellule ampérométrique.

111.3.4.4 Méthodes : conditions de mesure

Pour les mesures éectrochimiques en FIA, nous avons utilise le méme protocole que
ceui dga exposé pour les mesures en batch (voir section 11.2.3.3). Nous avons utilise une
boucle d'injection de 50 L et le débit du flux porteur est de 75 pL.min™.
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I111.3.5 Résultats et discussion

111.3.5.1 Mesures FIA avec détection directe par biocapteur

L’ensemble du systéme FIA utilisé est présenté sur la photographie de la figure 111.16
et schématise sur la figure 111.17. La ligne de base est obtenue en pompant une solution
tampon pH 7 a travers la microcdlule dectrochimique. Le débit d échantillon et maintenu
constant & 75 pL. min.t. Les échantillons sont injectés dans le flux porteur & I'aide de la
vanne d'injection. Afin de réduire le temps mort entre I'injection et la détection, la vanne et
inddlée a proximité de la cdlule La mesure du sgnd seffectue par enregistrement de la
variation du courant. Cette variation correspond a la hauteur du pic par rgpport a la ligne de
base. Lorsque le flux porteur de la solution tampon pure arive de nouveau vers la cdlule, le

courant retourne alaligne de base.,
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A gaﬁhe :Pompe d'injection
Au milieu :Microcellule électrochimique(accepte 100pl/min)
A droite :Vannes 6 voies d'injection

Figure111.16 : Installation du systéme FIA pour e dosage direct par électrode enzymatique

incorporée a la cellule éectrochimique.
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Figure 111.17 : Schéma général du systeme FIA pour le dosage direct par éectrode
enzymatique incorporée dans la cellule é ectrochimique.

111.3.5.2 Réponse du biocapteur PYPEDT/GOD en flux continu

Les pics et les courbes de cdibration pour différentes concentrations du glucose sont
présentés sur lesfigures111.18 et 111.19.

La Figure 111.18 présente la réponse ampéométrique du biocapteur PYPEDT/GOD
incorporé au systéme FIA. On procede a deux injections successives de glucose pour une
méme concentration indiquée sur le graphique. On condate d'aprés cette figure que les
réponses obtenues sont répétables. S 1'on examine le temps de réponse du biocapteur, on
condate qu'il est d'environ 2 minutes pour ateindre la vdeur maximae du pic. La Figure
[11.19 représente la courbe de cdibration du biocepteur. Cette courbe présente une partie
quasi-linéaire comprise entre 0,05 MM et 10 mM de glucose pour laquele la réponse en

courant et proportionnelle a la concentration en glucose. La limite de détection et de 5uM.
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La senshilité du biocapteur qui correspond & la partie linéaire et de 7,8 mAM™*.cm? .
L’ écart-type relatif est de 3,7%.
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Figure 111.18: Réponse du biocapteur Pt/PEDT/GOD pour différentes concentrations en
glucose de la solution d’ analyse. Surface active: 0,071 cm?. Mesures effectuées a 0,65 V/ECS
et 25°C en milieu tampon phosphate 0,01 M pH 7. Paramétres FIA : volume d'injection :
50 pL, débit : 75 pL.min'™.
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Figure 111.19 : Courbe d' étalonnage d’ une bioélectrode Pt/PEDT/GOD. Mesures effectuées
a 0,65 V/ECSet 25 °C en milieu tampon phosphate 0,01 M pH 7.

Le tableau I11.5 résume les caractéristiques de la détection en batch & en FIA du

biocapteur PYPEDT/GOD.

Tableau I11.5 : Comparaison des caractéristiques de détection du biocapteur Pt/PEDT/GOD.

Biocapteur Pt/PEDT/GOD

Limite de Domaine de Sengihilité Ecart type Tempsde
détection linéarité | (MAM™1cm?) relatif réponse
(mM) (mM) (%) (minutes)
Batch 0,040 0,2-8 15,2 8,5 0,2
FIA 0,005 0,05-10 7,8 3,7 2*

* Temps de réponse du systeme FIA (y compris le temps de transport de I’ échantillon

depuis lavanne d'injection jusgu’ au biocapteur).
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111.3.5.3 Etude en milieu réd

Comme pour la méthode en batch, nous avons vaidé le biocapteur PYPEDT/GOD en
systeme FIA en fasant des tests en milieux complexes. Pour ce faire, nous avons utilisé auss
comme échantillon les deux sérums synthétiques commercidisés par Sgma® et dga décrits
dans la premiere partie du chapitre 11l. Ces deux échantillons réds contiennent auss quelques
especes éectro-oxydables susceptibles d'interférer dans le dosage du glucose dans les fluides
biologiques. Ces interférences éectrochimiques et leurs concentrations respectives sont

résumées dans le tableau 111.6.

Tableau 111.6 : Liste des especes interférentes présentes dans les échantillons réels.

| nterférent M éhode Accutrol ™ normal Accutrol ™ anormal
Electro-oxydable
Moyenne | Gammede | Moyenne Gamme de
(mmol/L) | Concentrations | (mmol/L) | Concentrations
(mmol/L) (mmol/L)
Acetaminopheéne Abbott-AxSYM (FPIA) 0,113 0,086-0,139 1,019 0,814-1,225
Salicylate Abbott-AxSYM (FPIA) 0,7 0,5-0,8 1,2 1,0-14
Acideurique BioChem/ATAC (505 nm) 0,357 0,321-0,393 0,577 0,518-0,636

Les échantillons de s&rum sont directement injectés dans le flux porteur du systeme
biocepteur-FIA. La répétabilité des pics obtenus pour le sérum normd, sans dilution, et
présentée dans la Figure 111.20. Le tableau [11.7 montre la comparaison des résultats obtenus
par notre biocapteur/FIA avec ceux de différentes méthodes de dosages effectués chez Sigma
Diagnogtics et dans des laboratoires de référence utilisant les méthodes indiquées. Les vaeurs
obtenues dans la ganme normae sont légerement inférieures a celles déterminées par les
différentes méthodes signalées. Pour les dosages dans la gamme anormale, nous avons trouvé
des vadeurs qui ne sont pas en accord avec celles obtenues par les différentes méthodes
dandyse courantes. L’influence du volume déchantillon injecté se traduit par une
modification du sgnd du déecteur. En effet, la hauteur des pics augmente avec la quantité
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injectée dors que le coefficient de dilution diminue dans le méme temps; la hauteur du pic
tend vers une limite, appeée é&at daionnare. A ce niveau, la hauteur correspond au signd
gue donne I'échantillon non dilué & donc a un coefficient de dilution égad a I'unité. Par
conséquent, la dilution-disperson de I'échantillon dans le liquide vecteur donne un sgnd plus
fable 9 la concentration du condtituant de I’ échantillon au maximum du pic est inféieure a la
concentretion initide injectée.

Un autre probléme habitue associé a I'andyse des échantillons complexes et
I’encrassement de I'éectrode qui empéche son bon fonctionnement [73; 74]. Dans notre cas,
le contenu totd des protéines est d' environ 60 g/L pour le sérum synthéique norma et 80 g/L

pour le s&rum synthétique anorma. De substances tensioactives (lipides) sont auss présents
dans |’ échantillon.
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Figure I11.20 : Répétabilité des mesures du glucose dans un échantillon de sérum Accutrol™
normal par systéme biocapteur-FIA. Mesures effectuées a 0,65 V/ECS et 25°C en milieu
tampon phosphate 0,01 M pH 7. Paramétres FIA : volume d'injection: 50 uL, débit :
75 pL.min',
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Tableau 111.7 : Comparaison des résultats du dosage du glucose dans le sérum Accutrol ™,
obtenus avec le biocapteur Pt/PEDT/GOD couplé au systeme FIA et ceux obtenus par
différentes méthodes.

Accutrol™ normal Accutrol™ anormal
METHODE MOYENNE DOMAINE DE MOYENNE DOMAINE DE
(mmol/L) CONCENTRATIONS (mmol/L) CONCENTRATIONS
(mmol/L) (mmol/L)
Abbott Spectrum/VP 4,9 4,4-54 18,7 16,9-20,5
series (hexokinase)
Bayer-Opera/RA 5,0 45-55 18,6 16,8-20,4
series
(hexokinase/340 nm)
Beckman- 4.8 4,3-5,3 18,1 16,3-19,9
CX/LX/Synchron
series (hexokinase)
BioChemATAC 5,3 4,7-5,9 18,8 16,9-20,7
(hexokinase/340 nm)
Ortho-Vitros 4.8 4,3-5,3 18,5 16,7-20,3
(oxydase)
Pointe Scientific 50 45-55 18,3 16,5-20,1
(oxydase)
Roche-Cobas Mira 4,6 4,2-5,0 18,8 16,9-20,7
series
(hexokinase/340 nm)
Sgma (enzymdtic, 4,7 3,7-5,7 17,9 15,9-19,8
Trinder)
Pt/PEDT/GOD 41 3,9-4,3 8,4 7,9-8,9
Biocapteur/FIA
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.4 ELABORATION D’'UN BIOCAPTEUR CV(PT)/PEDT/GOD AVEC
L’INCORPORATION DES DIFFERENTS MEDIATEURS REDOX ET SON
UTILISATION DANSDES SYSTEMESFIA.

Dans cette partie du chapitre, nous avons combiné les deux dratégies utilisées dans la
premiere patie (platinisation des éectrodes et utilisation des médiateurs rédox) afin d' évauer
la réponse au glucose des biocapteurs fonctionnant sous les conditions de I'andyse en flux
continu.

Pour cela, nous avons platiné des éectrodes de carbone vitreux (CV), et ensuite nous
avons immobilisé I'enzyme et le médiateur rédox comme nous I'avons d§ja décrit auparavan.
Les biocapteurs aing éaborés ont éé incorpores dans le syseme FA.

Les figures 111.21, 111.22 et 111.23 présentent respectivement les courbes d éaonnage
du glucose des hiodectrodes qui utilisent comme médiateur rédox, la benzoquinone (BQ),
I’hexacyanoferrate  (I1l) de potassum (HcFK) e le 7,7,8,8-tétracyanoquinodiméhane
(TCNQ).

100 -
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40 -

Densité du courant (uA/cm?)

20 CV(Pt)/PEDT/GOD/BQ
E travail = 0,2 V

O T T T T
0 5 10 15 20
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Figure I11.21 : Courbe d éalonnage d’'une bioélectrode CV(Pt)/PEDT/GOD/BQ. Mesures
effectuées a 0,2 V/ECS et 25°C en milieu tampon phosphate 0,01 M pH 7.
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Figure111.22 : Courbe d’ étalonnage d’ une bioélectrode CV(Pt)/PEDT/GOD/HCcFK. Mesures
effectuées a 0,3 V/IECS et 25°C en milieu tampon phosphate 0,01 M pH 7.
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FigureI11.23 : Courbe d étalonnage d’ une bioélectrode CV(Pt)/PEDT/GOD/TCNQ. Mesures
effectuées a 0,3 V/IECS et 25°C en milieu tampon phosphate 0,01 M pH 7.



Lestrois bioéectrodes présentent une partie linéaire jusqu'a5 mM. Lefait d' éaborer

des biocapteurs qui dosent le glucose a un potentiel moins élevé permet d’ envisager une

amédioration de leur sdlectivité par rapport aux especes € ectro-oxydables présentes dans les

échantillons rédls. Cependant, nous observons une diminution de la sensibilité par rapport au
biocapteur PYPEDT/GOD incorporé dans le systéme FIA.
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Tableau 111.8: Comparaison des sensibilités des différents biocapteurs couplés au systéme

FIA.
Biocapteur Potentiel de mesure Sensibilité
(VIECS) (mAMt.cm?)
PY/PEDT/GOD 0,65 7,8
CV(Pt)/PEDT/GOD/BQ 0,2 6,9
CV(Pt)/PEDT/GOD/HCcFK 0,3 2,4
CV(Pt)/PEDT/GOD/TCNQ 0,3 2,3
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[11.5 CONCLUSION

L'dimination de I'interférence des composés dectro-oxydables, dans I'utilisation des
biocapteurs in vivo est un défi crucia pour le développement futur de ces sondes. Cependant
les réponses technologiques que I'on peut apporter a ce probleme permettent d’améiorer la
specificité des biocapteurs sans jamais Saffranchir totalement de la variation des courants
parasites causee par ces molécules. En générd, I'efficacité dépend du choix des différentes
techniques dont les principes de base ont &é évoqués précédemment. Ceci S accompagne
souvent d une diminution de la sengibilité des biodectrodes.

Dans ce chapitre, nous avons présenté I'utilisation d’'une technique d andyse associant
I’d8ectrode a glucose oxydase au systeme d'injection en flux continu (FIA). Afin de rédiser le
systeme biocapteur enzymatique-FIA, nous avons utilis® une cdlue de déection
électrochimique commercidiste. L'un des buts essentidds de notre expéimentation éait de
déerminer les performances de I'ensemble du systéme biocgpteur-FIA. Nous pouvons
conclure, gu'avec la configuration biocapteur incorporé dans la celule et associé au syseme
FIA, nous avons réuss a amdiorer la limite de déection gréce a I'augmentation du rgpport
sgnd/bruit, and que le domaine de linéarité du dosage du glucose.

La reproductibilité de la réponse d'une méme éectrode est caractérisée par une variation de
3,7% contre 8,5% obtenue pour les mesures en batch. Cependant, nous avons congtaté une
perte de sengbilité dépendant du médiateur utilisa.

Ce systéme peut contribuer a I'amédlioration du dosage automatis® du glucose car il
peut pafatement Sintégrer dans une chaine automatique de mesures. Outre le secteur
médicd, dautres secteurs d'activité indudridle peuvent auss bénéficier de I'utilisstion de
ces types de capteurs enzymeatiques associés ala technique FIA.



CHAPITRE IV : IMMOBILISATION DE LA POLYPHENOL
OXYDASE DANSUN FILM DE PEDT
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IV.1 INTRODUCTION

L'utilisation intensve, notamment dans le secteur agricole, de pedicides et
d herbicides pour le traitement des sols, conduit a la contamination des eaux de surface, des
lacs ou des ngppes phréatiques. La plupart de ces produits demeurent actifs durant plusieurs
années causant dors une pollution continue des eaux. Leur détection et donc trés importante
dans |e contrdle de I’ environnement.

Eau, ar e sol sont des ressources naturelles vitades ol nous puisons directement ou
indirectement  (via la chaine dimentare) nos nutriments. Cest pourquoi  ces trois
compartiments sont aujourd’ hui tres survelllés. A I'heure actuelle, des centaines de molécules
chimiques sont contrblées dans I'eau & dans I'air. Conformément a la réglementation, la
détection et le dosage de ces molécules sont rédisss a l'ade dinstruments dandyse
conventionnels, tels que spectrométres et chromatographes. Ces appareils offrent des
méthodes de mesure fiables, souvent normdisées. Cependant, ils sont colteux, volumineux,
exigeants sur le plan technique et nécesdtent, en outre, une éape souvent longue de
préparation de I’ échantillon.

Par dlleurs, la demande en anadyse dépasse largement le cadre réglementaire. La
démarche sur le terrain vise la survellance pemanente sur dSte dfin d'derter le plus tét
possible en cas de danger. Cette prudence est de rigueur pour le risque santaire et pour la
protection des inddlations indudridles; dle nécesste des méhodes utilisables en continu, a
réponse rgpide et automatisables. En effet, toutes les sources de pollution néant pas
répertoriées, a fortiori réglementées, il faut donc envisager la possibilité de découvrir de
nouveaux dangers. C'est 1a que les méhodes biotechnologiques trouvent leur place e leur
intérét a coté des méhodes conventionneles. Elles possedent, en effet, les quaités requises
pour révéler rgpidement un danger pour le milieu naturd et I’homme.

Une grande vaiété de macromolécules biologiques ont éé utilistes comme dément
biologique dans I'éaboration de biocapteurs pour la détection de polluants, en raison de leur
afinité devée pour certains polluants [127]. Le tableau 1V.1 montre quelques exemples des
différentes classes de biorécepteurs utilisés dans I’ daboration de ces biocapteurs.
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Tableau [V.1: Exemples de différents biorécepteurs utilises dans I'éaboration des

biocapteurs pour |e dosage des polluants [127].

BIORECEPTEURS EXEMPLES POLLUANTS
DOSES
RECEPTEURS Acide & aminobutyrique Cyclodienes
(GABA) Pyréthroides
Bicyclophosphate
Arylhydrocarbonés Dioxines
ANTICORPS 1gG Biphénylepolychlorés
Dioxines
Pentachlorophénol
Benzo(a)pyrene
Benzéne, toluene, xylene
CELLULES cyanobactéries Herbicides
ENTIERES Pseudomonas Naphtalene
Acétylcholinestérase Organophosphorés
ENZYMES Luciférase Hg "
Peroxydase Cyanure
Benzotriazole

La miniaturisation et un aspect atrayant pour le contrble de I’ environnement S I'on
tient compte du colt trés devé de I'analyse au laboratoire. Le développement de biocapteurs
portables pourrait auss diminuer le temps de transport des échantillons vers le |aboratoire et
les précautions a prendre pendant ce transport.

Dans ce chapitre, nous décrirons un biocagpteur ampérométrique base  sur
I'immobilisation d'une enzyme, la polyphénol oxydase (PPO), égdement appelée tyrosinase,
a la surface d'une éectrode de carbone vitreux (CV). L’immobilisation de la PPO est rédisée
par piégeage dans des films de PEDT. Cette méhode permet la mise au point d' un capteur
dont les performances en termes de senghilité et de limite de détection sont intéressantes. Ce

biocapteur assure la détection directe du phénol et d' autres substrats d'intérét médicdl.



123

Dans cette partie, enfin, nous nous sommes intéressés a |'évaudaion des potentidités
de fonctionnement de ce hiocapteur e a la posshilité d'dargir, dans le futur, son champ
d gpplication a la détection de polluants, tels que les cyanures, les herbicides et les pesticides,
en utilisant la détection indirecte sdon un processus d'inhibition de la bioéectrode.
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V.2 PRINCIPE DU BIOCAPTEUR A POLYPHENOL OXYDASE

IV.2.1 Lapolyphénol oxydase

La polyphénol oxydase (PPO) (monophénol mono-oxygénase EC 1.14.18.1),
égdement appelée tyrosinase, et une méalo-protéine formée de 4 Sous-unités MONOMEres,
chacune de masse molaire avoisinant 32000 gmol®. La séquence d'acides aminés de cette
enzyme est connue. Issue de différentes souches (végétde, animde), la PPO assure, entre
autres, la biosynthese des pigments (méanine) de la peau des vertébrés. En effet, ele permet
I’hydroxylation de la tyrosne en 34-dihydroxyphényldanine (DOPA). La PPO participe
auss a la biosynthése des composés polyphénoliques, dotés pour certains d'une activité
antibiotique chez les plantes et les micro-organismes.

Cette enzyme catalyse en milieu aérobie deux types de réaction:

Iortho-hydroxylation (activitt de crésolase) du monophénol en ortho-
diphénol :

O

/' Neonvovom P2 & Non o no

L’oxydation (ectivité de catécholase) de I'ortho-diphénol en ortho-

quinone :
(JH 0
5 _ PPO

L’ oxygéne moléculaire est réduit en eau par un mécanisme d' échange de quatre éectrons
[128].
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Le groupe prosthétique de la PPO est un site compose de deux atomes de cuivre dont
les variations de coordinance laissent gpparditre trois formes limites sous lesqudles la PPO
réagit différemment :

-forme“oxy” [Cu(ll) O2% Cu(ll)]
-forme“met” [Cu(Il) OH Cu(ll)]
-forme “déoxy” [Cu(l) Cu(l)]

Ces trois formes interviennent dans tous les mécanismes moléculaires rdatifs aux
activités de crésolase et de catécholase de la PPO. Toutes les interactions enzyme/substrat ont
lieu sur ces dtes actifs. Le mécanisme d'action de la PPO edt, donc, relaivement complexe a
andyser [129]. 1l est générdement admis que cette enzyme possede au moins deux Stes
digincts de fixation. L'un présente une afinité pour les composés aromatiques: c'est le Ste
de I'enzyme sur leque viennent se fixer par exemple le catéchol ou ses dérives. L'autre Ste
présente de |'afinité pour les composes complexant les centres méaliques: c'est le Ste sur
leque s fixe I'oxygéne moléculare. Cette complexité et néanmoins intéressante car
I’ activité de la PPO est susceptible d' étre affectée par une large variéé d' inhibiteurs.

Dans le mécanisme correspondant a I’ activité de crésolase de la PPO, le monophénol
ed lié en pogtion axide a I'un des aomes de cuivre de la forme “oxy” de I'enzyme. Il doit
dors subir un réarangement sérique que l'oriente en podtion ortho pour I'éape
d hydroxylation. Ce mécanisme génére un orthodiphénolate coordiné qui est ensuite oxydé en
quinone lassant un dte “déoxy” digponible pour I'oxygéne moléculare. Récemment,
Rodriguez-Lopez et col. [130] ont confirmé que la forme “oxy” de I'enzyme e la seule
capable de catdyser la transformation de monophénol en diphénal.

Dans le mécanisme correspondant a I’ activité de catécholase de la PPO, I’ oxydation de
deux molécules de catéchol en ortho-quinone et couplée a la réduction de deux molécules
d oxygene moléculaire en eau. Le cyde cataytique commence par la liason d'une molécule
de catéchol a la forme “met” de I'enzyme e la formation de une molécule de quinone. La
deuxiéme molécule de catéchol ext liée a la forme “oxy” de I'enzyme ce qui donne lieu & la
formation de une autre molécule d ortho-quinone et a la régénération de la forme “met” de
I’enzyme qui recommence le cycle cadytique [131]. Contrairement au mécanisme antérieur,
un réarrangement stérique du subdrat ne Savere pas necessare pour ce Smple transfert

éectronique.
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Le point isoéectrique de la PPO est de 4,7. A pH 6-7 dle est anionique. L’activité
enzymatique d'une solution de PPO peut ére mesurée par spectrophotométrie. En effet, en
présence de lI'enzyme, le catéchol en solution tamponnée (pH 6,5 est transformé en
orthoquinone qui absorbe la lumiére a 380 nm. Cette absorbance augmente tout d abord
linéairement en fonction du temps, puis tend a se sabiliser. La pente de la partie linéaire de la
courbe obtenue al’ éat stable est proportionnelle al’ activité enzymatique de cette solution.

IV.2.2 Principe du biocapteur

Les biocapteurs ampéromériques basés sur I'immobilisation de la PPO permettent la
détection des déivés monophénoliques et orthodiphénoliques (figure 1V.1). Leur champ
d gpplications potentielles concerne  essentidllement le domaine biomédicd (dosage de
neuromédiateurs, catécholaming) e cdui de [I'environnement (détection de polluants
phénoliques et pedticides). Ces gpplications nécessitent des capteurs capables de détecter des
concentrations nanomolaires de la molécule cible, ce qui conditue encore actudlement le
premier objectif a atteindre.
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FigurelV.1: Formules chimiques de quelques substrats utilisés par la PPO.

Le principe de déection du biocapteur et montré a la figure IV.2. L’orthoquinone,
produite par la réaction enzymatique, et un compose dectroactif qui peut ére réduit
éectrochimiquement en orthodiphénol. Le fonctionnement du biocapteur et base sur la
mesure du courant de réduction, au potentid de -0,2V/ECS, de I orthoguinone
enzymdtiquement générée. La réponse ampérométrique de I'dectrode est directement liée a la
concentration en subsirat dans la solution.

Il et important de noter que ce mode de détection ampérométrique aboutit a la
régénération de catéchol a la surface de I'éectrode. Substrat de I'enzyme, ce composé peut
soit diffuser vers la solution, soit entrer dans un nouveau cycle catdytique avec la PPO. Dans
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ce dernier cas, le processus se traduit par une amplification de la réponse de la bioéectrode
[132]. De méme que la GOD, la PPO nécessite un milieu aérobie ; dans la suite de ce chapitre,
les résultats ont €é obtenus en utilisant comme éectrolyte des solutions de tampon phosphate

saturéesen air.

- 0,2V/ ECS

electrode de
carbone vitreux

polymere

solution

Figure V.2 : Représentation schématique du fonctionnement du biocapteur a phénal.

Le chapitre précédent a montré les potentidités de nouvelles bioéectrodes
enzymdiques basés sur I'utilisation de films de PEDT pour la rédisaion de biocapteurs
ampéromériques. Ce chapitre et axé sur I'immobilisation de la PPO dans des films de
PEDT. L'éude décrit la caractérisation et I'optimisation du biocapteur pour la déection
directe du phénol, du catéchal, de |’ épinéphrine, de laL-DOPA et de la dopamine.



IV.3 MATERIELSET METHODES

IV.3.1 Réactifs pour lafabrication du biocapteur

La polyphénol oxydase (EC 1.14.18.1), de champignon,possede une activité de 6680
Ul.mg! (1 unité induit une augmentation de 0,001 d absorbance & 280 nm de 3 mL de
solution de L-tyrosine par minute apH 6,5 et 25°C).

Le catéchal, I’ éinéphrine, ladopamine et le L-DOPA utilisés sont des produits SIGMA.
Le phénoal utilisé est un produit fourni par Carlo Erba.

Le monomere 3,4-éthylenedioxythiophéne est fourni par Bayer AG.

Le poly(éthyléne glycol) de MM = 15.000 et fourni par Aldrich.

Toutes les solutions de tampon phosphate sont préparées par méange dans |'eau, de
dihydrogénophosphate de sodium (NaH,PO4, 2H,0), d hydrogénophosphate de sodium
(NaHPQ4, 2H,0) et de chlorure de potassum RECTAPUR fournis par Prolabo.

Pour chague expérience, toutes les solutions agueuses ont été rédisées a partir d'une

eau Ultrapure, purifiée par le systéme Milli Q°.

IV.3.2 Appareillage

L’ appareillage pour les éudes éectrochimiques consste en un ensemble VoltaLab™
21 d§adécrit dansle chapitre 1.

L’ éectrode de référence est I'dectrode au caome standard (ECS) de chez Tacussel®.
La contre-dectrode est formée d' un fil de platine.

Les dectrodes de travail sont des éectrodes de carbone vitreux de 3 mm de diametre
fournies par BAS®.

La surface des éectrodes de travail a subi un traitement prédable qui condste en un
polissage a I'ade de solutions de diamant de différents diametres de particules ( 1, 3 et 15
pm) dans un feutre approprié (kit de nettoyage PK-4 fourni par BAS®).

Les tests enzymatiques ont éé rédisés avec un spectrophotométre UV/VIS Cary 50
(Vaian) en utilisant des cuves a usage unique fournies par Polylabo pour diminer toutes

sources de contamination entre chague mesure.
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1V.3.3 Méthodes

1VV.3.3.1 Elaboration des biodlectrodes

Les biodectrodes CV/PEDT/PPO ont été éaborées sdon le procédé suivant : 1 mg de
PPO est dissous dans 200 pL d'une solution agueuse contenant 102 M de 34-
éhylenedioxythiophéne (EDT), correspondant a la limite de la solubilité du monomére.Cing
microlitres (5 pL) de ce mdange sont déposés sur la surface d'une éectrode de carbone
vitreux (diametre 3 mm). L’électrode est sechée a I'ar pour obtenir un film de monomere et
d enzyme adsorbés (Schéma figure 1V.3). La polymérisation du EDT est effectuée a potentiel
congant (+ 1,2 V/ECS) pendant 2 minutes, dans une solution tampon phosphate de potassum
0,02 M, pH 6,2 avec PEG 103 M.

Electrode de
travail

Electrode Electrode de
auxiliaire référence

EDT + PPO
+1200mV

N\
é’ Séchage
' - - qin

Solution tampon 0,02 M, pH 6,2
+ PEG

Figure V.3 : Méthode de préparation du dépbt de monomeére et de I’ enzyme.

1VV.3.3.2 Dé&ermination del’ activité dela PPO

Cette technique de mesure dactivite a pemis dedimer la quantité denzyme
rlarguée par |'éectrode dans la solution d' éectropolyméristion lors de la polymérisation du
PEDT. Vingt microlitres (20 pL) de solution d éectropolymérisation contenant I’enzyme sont



131

goutés a 1 mL de solution aqueuse de catéchol (0,1 M) et 1,980 mL de tampon phosphate 0,1
M, pH 6,5. Tout de suite apres I'addition de la solution de PPO, la réaction d oxydation du
catéchol et suivie par I'enregistrement de I'augmentation de I'absorbance a 380 nm en
fonction du temps. La courbe obtenue présente une partie linéaire au départ de la réaction.
L’ activité enzymatique est évaluée a partir de la pente mesurée.

L’activité du biofilm et mesurée par le méme procédé spectrophotométrique. La bioélectrode
et immergée dans la méme solution de catéchol e tampon phosphate, e soumise a une
vitesse de rotation déterminée. L’absorbance a 380 nm et mesurée toutes les deux minutes
pendant 30 minutes. La partie linéaire de la courbe représentant I'évolution de I'absorbance

au cours du temps permet aors de caculer I’ activité du biofilm.

1V.3.3.3 Mesures ampéroméiriques en fonction des différents parameétres

Avant chaque mesure éectrochimique, les éectrodes sont stabilisées dans un tampon
phosphate 0,1 M pH 6,5 (10 mL ou 20 mL) a un potentiel de - 0,2 V/ECS jusqu’a I’ obtention
d'un courant résdud dationnaire. Des petits volumes de solution des subgtrats (5 a 300 pL)
sont ensuite injectés dans la cdlule. Les solutions des substrats sont préparées dans de |’ eau
désionisée, et conservées au réfrigérateur.

La réponse de I'dectrode en fonction de la tempé&ature et enregistrée dans une
solution d’analyse contenant du tampon phosphate 0,1 M, pH 6,5 et du catéchol 5 uM. La
vaeur de la réponse en densité du courant du biocapteur est dors relevée gpres stabilisation
du courant pour chague température.

La réponse de I'dectrode en fonction du pH et enregistrée dans chaque solution
tamponnée a différents pH (10 mL de tampon phosphate 0,1 M, pH 5 a 8). La concentration
de subgtrat est de 5 M.

La réponse de I'dectrode pour un potentied donné est enregistrée dans une solution
d anadyse contenant tampon phosphate 0,1 M pH 6,5 et du catéchol 5 uM. La vdeur de la
réponse en densité du courant du biocapteur est dors relevée gprés stabilisation du courant
pour chague potentiel.
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IV.4 RESULTATSET DISCUSSION

1V.4.1 Immobilisation dela PPO dansun film de PEDT

L’immobilisation de la PPO au s8in de la matrice de PEDT a é&é rédisée sur une
électrode de carbone vitreux : une quantité contrflée de chacun des édéments conditutifs du
biomatériau et déposee a la surface de I'éectrode, puis laissée secher a I’air afin d’ obtenir un
film adhérent a la surface de I'dectrode (figure 1V.3). Pour obtenir une réponse détectable,
donc une production devée d orthoquinone, on a déerminé la quantité d enzyme nécessaire
dans une éude préaable. En conséquence, la solution de dépbt est composée de 1 mg de PPO
dissous dans 200 pL d'une solution de EDT 102 mol L. Le volume de dépét a é&é choisi en
fonction des vadeurs optimaes déerminées lors d'une éude préliminaire, soit 5 pL. La
réponse du biocapteur Nest pas affectée par le pH de la solution d éectropolymérisation,
donc la solution sera identique a celle définie précédemment dans le cas de la GOD, soit la
solution tampon phosphate 0,02 M, pH 6,2.

Par alleurs, nous n'avons pas trouvé de différences sgnificatives dans la réponse du
biocgpteur quand un deuxieme gout de monomere et fat dans la  solution
d électropolymérisation. Par conséquent, la solution d' éectropolymérisation est composée de
PEG 10° M en milieu tampon phosphate 0,02 M, pH 6,2. L’éectropolymérisation & potentiel
congtant (+ 1,2 V/ECS) permet la synthése d' un film polymere stable de PEDT.

La figure IV.4 illugre I'influence de la quantité d’'enzyme initidement déposée, sur la
senghilité du biocapteur, lamasse de EDT étant constante et égale a 75 nmoles.
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Figure IV.4: Influence de la quantité initiale d' enzyme mélangée a 75 nmoles de EDT et
déposeée a la surface de I’ électrode de carbone vitreux (diamétre 3 mm) sur la réponse du
biocapteur a polyphénol oxydase (substrat : 5 uM catéchol, pH 6,5, 25°C, activité spécifique
dela PPO: 6680 Ul.mg*, dosée par Sigma).

L’électrode préparée avec 25 ug denzyme présente la mellleure réponse. Pour des
fables quantitées de PPO déposées, la senghilité du biocaptewr décroit de moitieé. La
diminution de la sengbilité de I’é@ectrode préparée avec 50 ug pourrat ére due a une perte de
biomatériau en raison d'une concentration trop éevée d'enzyme qui réduit son adhérence a la
surface de |'éectrode. Cependant, le pourcentage d enzyme active piégée dans la matrice de
PEDT reste tres bas (moins de 1 % des unités déposss).



134

IV.4.2 Optimisation du temps d’ éectropolymérisation

Pour optimiser le temps d éectropolymérisation, nous |'avons fait varier dans un
domaine compris entre 5 secondes et 8 minutes &in d éudier son influence sur la réponse du
biocapteur en présence d'une solution de catéchol 5 pUM. Les résultats sont montrés a la
figurelV.5.
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Figure IV.5 Influence du temps d éectropolymérisation sur la réponse d’ une bioélectrode
CV/PEDT/PPO. Conditions opératoires : concentration du catéchol 5 pM, tampon phosphate
0,1 M, pH 6,5, potentiel de mesure— 0,2 V/ECS, température 25°C.

Nous voyons que la réponse ampérométrique relative du est éevé pour des temps
d éectropolymérisation courts (5 e 10 secondes). Ensuite, nous observons une diminution de
la réponse d'environ 15%. Au-ddla de 60 secondes, ele reste constante. Pour un temps

d dectropolymérisation trées court, nous avons obtenu une meilleure réponse qu  peut
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sSexpliquer par la formation d'une couche de polymere trés fine favorisant la diffuson du
subgtrat. Cependant, nous avons observé macroscopiquement des problemes d adhérence du
film a la surface de I'édlectrode, ce qui peut entrainer une perte denzyme retenue e une
diminution importante de la senshilité du biocapteur dans le temps. Nous avons donc fixé un
temps d éectropolymérisation de 120 secondes pour nous assurer que la stabilité du polymeére
et adéquate pour retenir I’ enzyme, et une bonne adhérence du polymere al’ éectrode.

IV.4.3 Choix du potentiel detravail

L’orthoquinone produite par la réection enzymatique et un composé qui peut ére
réduit éectrochimiquement en orthodiphénol correspondant. C'est ce mode de détection
ampérométrique que nous Uutiliserons dans la suite de ce traval. La réponse en courant du
biocapteur pour une concentration en catéchol de 5 pM a éé mesurée pour des vaeurs de
potentiel comprises entre - 0,3 et + 0,3 V/ECS. Comme le montre la Figure IV.6, le courant de
réduction maxima se trouve a - 0,2 V/ECS. Pour la suite des expériences, nous nous
placeronsa- 0,2 V/ECS.
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Figure 1V.6: Influence du potentiel de mesure sur la réponse en courant d’'un biocapteur
CV/PEDT/PPO. Conditions opératoires: concentration du catéchol 5 uM, tampon phosphate
0,1 M pH 6,5, température 25°C. Systéme sous agitation mécanique.

IV.4.4 Performances du biocapteur dans des conditions optimisées pour la détection de
différents substrats

L'éude précédente a permis de définir une compostion du film enzymdique e
d éablir les conditions d éectropolymérisation. Les éudes ultérieures ont é&é rédisées avec
des films élaborés par e dépbt de 25 g de PPO et 75 nmoles de EDT.

Les figures IV.7, IV.8, IV.9 & IV.10 montrent les courbes de cdibration obtenues
pour quatre subgrats différents de I'enzyme : catéchol, dopamine, épinéphrine et L-DOPA.
Les réponses ampérométriques ont éé enregistrées en solution tamponnée 0,1 M, pH 65 a
25°C et en gppliquant un potentiel de— 0,2 V/ECS.
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Figure 1V.7 : Courbe d’ éalonnage du catéchol obtenue avec une électrode CV/PEDT/PPO.
Conditions opératoires: solution tampon phosphate 0,1 M, pH 6,5, température 25°C.

Potentiel de mesure: —0,2 V/ECS. Systéme sous agitation mecanique.
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Figure 1V.8: Courbe détalonnage de la dopamine obtenue avec une éectrode
CV/IPEDT/PPO. Conditions opératoires: solution tampon phosphate 0,1 M, pH 6,5,

température 25°C. Potentiel de mesure : — 0,2 V/ECS. Systéme sous agitation mécanique.
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Figure IV.9: Courbe d étalonnage de I’ épinéphrine électrode CV/PEDT/PPO. Conditions
opératoires: solution tampon phosphate 0,1 M, pH 6,5, température 25°C. Potentiel de

mesure : —0,2 V/ECS. Systéme sous agitation mécanique.
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Figure 1V.10: Courbe d'éalonnage de la L-DOPA obtenue avec une éectrode
CV/IPEDT/PPO. Conditions opératoires: solution tampon phosphate 0,1 M, pH 6,5,
température 25°C. Potentiel de mesure : —0,2 V/ECS. Systéme sous agitation mécanique.

La senghilité de la nouvele éectrode varie dans une gamme asez large en fonction
du substrat utilise et correspond au domaine de linéarité de la courbe d é&donnage. Le
catéchol présente I'affinité la plus édevée pour I'enzyme. Tous les composes utilisés sont des
dérivés du catéchol. Les vadeurs de la limite de détection ont é&é obtenues pour un rapport
signa/bruit égde a 3/1. Le tableau V.2 présente les caractéristiques de la détection des quatre
subgtrats utilisés.
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Tableau 1V.2 : Caractéristiques de la détection du catéchol, de la dopamine, de |’ épinéphrine
et de la L-DOPA. Valeurs obtenues avec une éectrode (CV, diametre 3 mm) CV/PEDT/PPO
de composition: 25 pug de PPO et 75 nmoles de EDT. Conditions opératoires: solution
tampon phosphate 0,1 M, pH 6,5, température 25°C. Potentiel de mesure: — 0,2 V/IECS.

Systeme sous agitation mécanique.

Subgtrat Sensibilité Domainelinéaire Limite de détection
(MAMt.cm?) (UM) (UM)
Catéchol 1999 1-25 0,05
Dopamine 133 1-200 0,1
Epinéphrine 56 1-200 0,5
L-DOPA 104 1-10 0,5

V.45 Etudedelareproductibilité del’dectrode CV/PEDT/PPO

Nous avons rédise une éude afin de conndtre la reproductibilité de la méthode de
préparation de la biodectrode CV/PEDT/PPO. Pour cda, le substrat de la PPO utilise est le
catéchol qui possede une grande affinité pour le site actif de I'enzyme et permet d obtenir des
senshilités importantes du biocepteur. Le tableau 1V.3 présente I'intensté de la réponse
ampérométrique de 8 éectrodes CV/PEDT/PPO a 5 uM de catéchol préparées selon un mode
opératoire identique et avec le méme lot denzyme Ces réaultats sont différents de ceux

rapportés avant et résultent de I’emploi d un lot d’ enzyme moins active fourni par Sgma
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Tableau V.3 : Etude de la reproductibilité de la préparation de I’ éectrode CV/PEDT/PPO.
Valeurs obtenues avec une éectrode (CV, diametre 3 mm) CV/PEDT/PPO de composition :
25 ug de PPO et 75 nmoles de EDT. Conditions opératoires: solution tampon phosphate
0,1 M, pH 6,5, température 25°C. Potentiel de mesure: — 0,2 V/ECS. Systeme sous agitation

mécanique.

Réponse
N° d’éectrode ampérométrique
abuM de
catéchol (LA/cm?)
1 6,62
2 4,00
3 6,20
4 6,60
5 554
6 8,34
7 4,92
8 4,95
Moyenne 5,90
Intervalle de confiance 0,90
a 95%

La méhode de préparation du biocapteur présente une reproductibilité intéressante. On
congtate que les 8 éectrodes préparées présentent une variation de 15 % de la vaeur moyenne
de leur senghilité. Les écats entre les vaeurs de senshilité pourraient provenir d'une
variaion de la concentration en monomere dans la ®lution de dépbt en raison de sa solubilité
limite. La répétabilité de la réponse d'une méme dectrode est caractérisée par une déviation

standard relative de 8% obtenue sur 5 mesures consecutives pour 5UM de catéchol.
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IV.4.6 Influence delatempératuresur laréponse du biocapteur

Il exige une zone de température pour laqudle I'activité enzymatique et maximae,
En effet, une augmentation de la température contribue a accroitre la vitesse d'une réaction
enzymatique jusgu'a une vdeur limite ardda de laguelle la vitesse de la réaction chute
rapidement en raison de la dénaturation irréversble de I'enzyme. La réponse en courant du
biocapteur CV/PEDT/PPO en présence de 5 UM de catéchol a été éudiée dans une gamme de
température dlant de 15 a40°C (figure 1V.11).
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Figure IV.11: Influence de la température sur la réponse en densité du courant d une
électrode CV/PEDT/PPO. Conditions opératoires : solution tampon phosphate 0,1 M, pH 6,5,
Potentiel de mesure: — 0,2 V/ECS

La figure 1V.11 montre que I'intensté du courant augmente quand la température

passe de 15 a 25°C, puis diminue pour des températures supérieures en raison de la
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dénaturation thermique de la polyphénol oxydase. Nous avons chois de travaller en milieu
thermogtaté a 25°C.

IV.4.7 Influencedu pH sur laréponse du biocapteur

L’activité enzymatique éant dépendante du pH du milieu réectionnd, I'influence de
ce parametre sur la réponse ampérométrique du biocapteur a éé examinée. L'éude a éé
réalisée entre pH 5 a 8 pour une concentration en catéchol de 5 uM.

La figure 1V.12 montrant les variations de la densté du courant en fonction du pH,
présente une forme caractéristique en cloche. La réponse ampérométrique du biocapteur et
optimale pour un pH de 6,5. Dans toute I'éude concernant I'immobilisation de la polyphénal
oxydase dans la matrice de PEDT, nous avons chois une vaeur de pH de 6,5 pour le milieu
d andyse.
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Figure 1V.12: Influence du pH sur la réponse ampérométriqgue dune éectrode
CV/PEDT/PPO. Conditions opératoires: solution tampon phosphate 0,1 M. Potentiel de

mesure : —0,2 V/ECS. Température 25°C. Systeme sous agitation mécanique.
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1V.4.8 Stabilité en fonctionnement del’ dectrode CV/PEDT/PPO

Pour déterminer les conditions optimaes de la consarvation de I'activité enzymatique
des biodlectrodes, nous avons procédé & une conservation dans du tampon phosphate (0,1 M,
pH 6,5) a4°C afin de maintenir une hydratation optimale du biomatériau.

Les réponses ampérométriques des biocapteurs ont é&é mesurées périodiquement (une
fois par jour) par gouts d'une méme concentration en catéchol (5 UM) dans la solution
danadyse. L’évolution de la réponse relative de la biodectrode en fonction du temps de
conservation est représentée dans la figure 1V.13. Des pertes dactivité de 60 % sont

enregistrées apres 10 jours lorsque la biod ectrode est conservée a4°C.
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Figure IV.13: Evolution de la réponse relative d’ une éectrode CV/PEDT/PPO en fonction
du temps de conservation a 4°C dans du tampon phosphate 0,1 M, pH 6,5. La réponse du
biocapteur est déterminée par des ajouts de catéchol en milieu tampon phosphate 0,1 M,
pH 6,5 thermostaté a 25°C.
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IV.4.9 Dosagedirect du phénol

Le phénol et ses dérivés condtituent une classe importante de polluants rencontrés dans
I'eau. lls proviennent essentidlement des rgets des industries du bois, du charbon ou du
pérole, mais égaement des activités domestiques puisque certains d'entre eux sont utilisés
comme désinfectants. Le phénol est auss un composé trés toxique et possede une action
dedtructrice sur les cdlules de I'épiderme avec lagudle il entre en contect. Il tue la faune
aquatique a des concentrations de 1 ppm. Pour ces raisons, la légidation impose, pour les
ealX dedtinées a la consommation humane, que les phénols ne soient pas détectables
organoleptiquement gorés I'gout de chlore. En cas de détection, la concentration en phénal,
exprimée en indice phénol, doit &re inférieure ou égde 20,5 pg L, soit 5 nM.

L’'électrode CV/PEDT/PPO peut déterminer directement la concentration du phénal.
La figure IV.14 montre la réponse de I'dectrode pour plusieurs additions de phénol. La
sensibilité du biocapteur est de 608 mA.Mt.cm?, le domaine lingaire séend de 1 & 25 pM.
Lalimite de détection est de 0,05 UM et correspond a un rapport signd/bruit égale a 3/1.
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Figure 1V.14 . Courbe d’éalonnage du phénol obtenue avec une éectrode CV/PEDT/PPO.
Conditions opératoires: solution tampon phosphate 0,1 M, pH 6,5, température 25°C.

Potentiel de mesure: —0,2 V/ECS. Systéme sous agitation mécanique.

La réponse du biocapteur a polyphénol oxydase au phénol est limitée par la proportion
de la forme active (oxy) de I'enzyme. En conséquence, en solution, I'activité de crésolase ou
monophénolase est caractérisée par un temps ce latence dargie. Aingd, I'éape critique dans la
réponse du biocapteur & PPO est la réduction efficace de I'ortho-quinone parce que la
formation de quantités sgnificatives de la forme oxy de I'enzyme dépend de la présence, soit
du caéchol soit dun autre donneur d'éectrons convenable. Le catéchol et capable de
trandformer les formes intermédiaires de I'enzyme dans la forme active-phénol en présence
d oxygéne et donner lieu a une amplification de la production d ortho-quinone,

Quand le phénol est utilis® comme substrat, seulement une petite quantité de la forme
oxy de l'enzyme et active di a I'absence du diphénol « activateur » nécessaire pour
I’activation en cascade de la PPO. Dans les bioélectrodes, ou la réduction de I’ ortho-quinone
et lente ou irréversble chimiquement, la cascade nNarive pas a se compléer, les

performances andytiques du biocapteur diminuent. Cela peut ére une explication a la faible
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senshilité obtenu dans le cas de notre biocapteur. Une possible solution pour améiorer le
systéme et l'incorporation des médiateurs rédox. Les plus couramment utilisés sont: le

ferricyanure, le tétracyanoquinodiméthane (TCNQ) et le méthylphénazonium [133].

IV.5 CONCLUSION

Le travail expose dans ce chapitre a permis de montrer que le PEDT peut &re utilise
comme support pour |’ éectropolymérisation d autres enzymes que la GOD. Dans ce cas-la, la
polyphénol oxydase (PPO) a é&é immobiliste au sein dune marice de polymére

L’immobilisation de la PPO a abouti a I'@aboration d'un biocapteur ampérométrique
pour la détection de différents substrats ortho-diphénoliques d'intéré médicdl.

Le biocapteur permet auss le dosage des composés monophénoliques (phénol) dans
une gamme de concentrations qui Séend de 1 a 25 UM et avec une limite de détection
de 0,05 pM.

La polyphénol oxydase immobiliste peut ére utiliste comme biocatdyseur dans la
converson des composés phénoliques en catéchol et/ou quinone, éant donnée que I'enzyme
en solution est désactivé par les produits de la réaction [134]. Cette gpplication potentiel peut
favoriser la biotrandformation du phénol et/ou la dépollution des eaux contaminées. Par
dlleurs, la tyrodnase a é&é é&udié comme une dternaive a I'utilisation des enzymes

peroxydase pour le traitement des composés phénoliques et ses dérivés chlorés [135].



CONCLUSION GENERALE
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Le travall présenté dans ce rgpport concerne principdement | utilisation de nouveaux
biomatériaux d @ectrode, avec pour principd objectif, la mise en cauvre e I'optimisation d'un
biocapteur ampérométrique enzymatique pour la détection du glucose dans des milieux
biologiques. En effet, une part importante de ce travall a &é consacré a une application des
biocapteurs dans le domaine biomédicd. Par allleurs dans le domaine de I'environnement,
nous avons optimise un biocapteur pour la détection du phénol, polluant du milieu agueux.
L’optimisation de ces deux capteurs a éé évadué au moyen de la glucose oxydase et de la
polyphénol oxydase.

Nous avons montré que le poly(3,4-éhylénedioxythiophene) (PEDT) congitue un bon
support  pour  I'éectropolymérisation  d'enzymes.  Cependant, magré leurs excelentes
propriétés conductrices décrites dans la littérature scientifique, ce polymére conducteur n'est
pas capable de connecter le dte actif de I’'enzyme a I'édectrode et aing régénérer le cofacteur
enzymeatique de fagon satisfaisante.

Le piégeage de la glucose oxydase dans une matrice hote de poly(34-
éhylenedioxythiophéne) (PEDT) conduit a la mise en oawvre d'un biocapteur a glucose tres
performant, que ce soit en terme de senshilité et de domane de linéarité qu'en terme de
temps de réponse.

Dans ce traval, pour amdiorer la Sdectivité du biocgpteur a glucose vis-avis des
interférents nous avons testé deux dratégies. La premiere est basée sur la platinisation des
électrodes dans le but d'abaisser la surtenson d oxydation du péroxyde d hydrogene. Les
résultats obtenus sont prometteurs et nous encouragent a continuer des recherches dans cette
voie. La deuxieme méhode est fondée sur I utilisation de médiateurs dectrochimiques afin de
substituer efficacement I oxygéne, médiateur naturel de laréaction dela GOD.

Cette éude nous a permis auss de montrer |'applicabilité du systéme biocapteur-FIA.
Dans ce cadre, les perspectives les plus intéressantes concernent la possible intégration a des
systemes automati és.

Dans le domane de I'environnement, I'immobilisstion de la polyphénol oxydase
pemet  I'daboration dun  biocgpteur ampérométrique  sendble  aux  composeés
orthodiphénoliques et monophénoliques. Les performances andytiques de ce capteur sont
intéressantes tant en senghilité qu’ en seuil de détection.
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RESUME

Les biocapteurs ampéromériques decrits dans ce travall sont basés  sur
I'immobilisstion d'enzymes oxydo-réductases dans un polymere conducteur déposé a la
surface des éectrodes. Les performances des biocapteurs sont conditionnées par la méthode
dimmobilisation mise en cawvre and que par les caractérigtiques de la matrice qui en résulte.
Une technique de polymérisation éectrochimique a éé utiliste pour fixer I'enzyme dans un
dérivé du polythiophene, le poly(3,4-éhylenedioxythiophéne) (PEDT). Les potentidités de
cette technique ont é&é démontrées pour deux enzymes différentes: la glucose oxydase et la
polyphénol oxydase. L’optimisation des paramétres opérationnds a éé conduite d'abord en
syseme batch, puis éendue au systéme dandyse en flux continu (FIA). Ce systéme
biocepteur-FIA est trés adapté pour des mesures en continu du glucose dans les échantillons
biologiques. La Sdectivité de ce biocapteur en présence de composés interférents a éé
andliorée pa la plainisation de I'déectrode, qui rehausse la réponse au glucose, ou
I'utilisstion des médiateurs rédox. Un biocgpteur a polyphénol oxydase exploitant
I'amplification enzymatique mise en jeu a permis la détection des polluants phénoliques
jusqua’50 nM.

Mots clés: Biocapteurs ampéromériques, é€ectrode a enzyme, glucose oOxydase,
polyphénol oxydase, PEDT, médiateurs rédox, FIA, glucose, phénal.

ABSTRACT

The amperometric biosensors presented in this work are based on immobilization of oxido-
reductase enzymes in a conducting polymer deposted on eectrode surfaces. The biosensor
performance depends on the immobilisation method and the characteristics of the resulting
matrix. An dectrochemicad polymerisation technique was used to entrap the enzymes in poly
3,4-ethylenedioxythiophene (PEDT) a polythiophene derivative. Potentidities of  this
technique were demondrated with two enzymes. glucose oxidase and polyphenol oxidase.
Optimized conditions were obtained first with a biosensor operating in batch mode and then
in flow injection andyss (FHA). This latter is quite suitable for monitoring of glucose in
biologicd samples. Sdectivity of this biosensor in the presence of interferent species was
improved by enhancing the response to glucose with eectrode platinization or the use of
redox mediators. Enzymatic amplification involved in polyphenol oxidase sysem dlowed the
corresponding biosensor to detect phenolic pollutants down to 50 nM.

Key words: Amperometric biosensor, enzyme eectrode, glucose oxidase, polyphenol
oxidase, PEDT, redox mediator, FIA, glucose, phenal.






