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Résumé :

Les biocapteurs sont des moyens d’analyse en @ésior a la fois rapides, sélectifs et
peu codteux applicables a des domaines extrémemarnés (environnement, santé,
agroalimentaire,...). Dans ce type d’outil, un élénsmntsible de nature biologique (anticorps,
enzyme, microorganisme, ADN...) doté d’'un pouvoirrdeonnaissance pour un analyte ou
un groupe d’analytes est associé a un transdugieuvant étre de type électrochimique,
optique ou thermique.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés\alogpement de trois biocapteurs
utilisant des enzymes de la famille des oxydo-réahes (alcool oxydase, lactate oxydase et
formaldéhyde déshydrogénase) pour la détection ysad’intérét dans le domaine de
I'agroalimentaire ou de I'environnement (alcoobsthte et formaldéhyde). Les trois enzymes
ont été immobilisées sur des microélectrodes iigiéeds en or en vue d'une détection
conductimétrique. Nous avons cherché a mieux comdpee le fonctionnement des
biocapteurs et optimisé le procédé d’immobilisatides enzymes ainsi que différents
parametres de fabrication ou de mesure afin demisei les performances analytiques des
outils développés (sélectivité, limite de détectioaproductibilité, stabilité). Nous avons
egalement démontré les potentialités d’applicaties deux biocapteurs conductimétriques a
base de lactate oxydase et de formaldéhyde dégigmaee pour la détection du lactate dans
les produits laitiers et du formaldéhyde dans &sce

Mots-clés :Biocapteurs, conductimétrie, alcool oxydase lactate oxydase formaldéhyde
deshydrogénase.

Abstract :

Biosensors are rapid, selective and inexpensivecdsvihat combine a biological
recognition element, the so-called bioreceptor .(eepzymes, antibodies, DNA or
microorganisms) to a physical transducer (e.g. telehemical, optical, thermal or
piezoelectrical). They can be used to detect oneifgpanalyte or one family of analytes for
a wide range of applications (e.g. environmentgdfdeealth).

In this work, we developed biosensors based onetlmedoreductases (alcohol
oxidase, lactate oxidase and formaldehyde dehydesgg for primary alcohols, lactate and
formaldehyde analysis. The three enzymes were inmimedi on interdigitated gold
microelectrodes in view of conductometric detectioNe tried to achieve a better
understanding of biosensors processing and optinezeyme immobilization as well as
several fabrication or operational parameters toximize analytical performances
(selectivity, detection limit, reproducibility andtability). We also demonstrated the
applicability of both conductometric biosensorsdihen lactate oxidase and formaldehyde
dehydrogenase for the detection of lactate in daioglucts and formaldehyde in waters.

Keywords: Biosensors conductometry, alcohol oxidase lactate oxidase, formaldehyde
dehydrogenase
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INTRODUCTION GENERALE

L’industrialisation intensive ainsi que les utilieas agricoles et domestiques d'un
nombre croissant de produits chimiques ont conduita dissémination de nombreux
composeés dans I'environnement, a l'origine d’'undypioin importante des écosystemes. Ces
composés peuvent avoir de graves répercussionta ssanté des organismes vivants, en
particulier celle de I'Homme. Il existe donc a ke actuelle une forte demande pour des
meéthodes d’analyse rapides et peu colteuses pannédt suivi des polluants chimiques
présents dans I'environnement et I'évaluation desleffets toxiques. Ces outils permettraient
également de diminuer les codts d’analyse dansieathe de I'agroalimentaire et I'analyse
clinique. Les méthodes classiques disponibles ketoent dans ces différents domaines sont
en effet souvent longues a mettre en ceuvre et wsEse et nécessitent du personnel
hautement qualifié.

Parmi les dispositifs capables de répondre a detteande figurent les biocapteurs qui
associent un élément sensible de nature biolog{gu&corps, enzyme, microorganisme,
ADN...) doté d’'un pouvoir de reconnaissance pour malyde ou un groupe d’'analytes a un
transducteur pouvant étre de type électrochimigpégue ou thermique. Un grand nombre
de travaux ont été consacrés ces dernieres déseamidéveloppement de biocapteurs pour
des applications tres variées dans le domaine dmr&, I'environnement ou le contréle
gualité des produits agroalimentaires. Des progssentiels ont été réalisés en matiere de
miniaturisation des transducteurs (nanoélectraa@soguides d’onde, BioMEMS) permettant
d’envisager une réduction importante de la quardigntité biologique nécessaire a la
réalisation du biocapteur, mais également l'intbignadans des laboratoires sur puce. Des
progrés dans les domaines de la numérisation kt ttansmission des données ainsi que de
leur traitement permettent a présent la réalisatiermicroarrays pour la multidétection de
polluants. Cependant, trés peu de systemes ont jauceété commercialisés. En effet,
d’'importants efforts restent encore a réaliser galtention d’outils robustes et sensibles

utilisables en routine.

Dans ce contexte, le travail réalisé visait auxieomprendre et a optimiser le
fonctionnement de trois biocapteurs en vue de l@ctién conductimétrique d’analytes
d’intérét environnemental ou alimentaire. Ces tlmmscapteurs avaient pour point commun

d’utiliser comme biorécepteurs des enzymes denfdlleades oxydo-réductases immobilisées
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sur des microélectrodes interdigitées en or. Ceyneeg (alcool oxydase, AOX, lactate
oxydase, LOX, et formaldéhyde déshydrogénase, FDéBentent des structures quaternaires
multimériques dont la dissociation, sous I'effetl@@mobilisation sur le transducteur, peut
conduire a leur inactivation. L'AOX et la LOX somutes les deux des oxydases, mais
’AOX est déja connue pour ses problemes de stakeh solution. La LOX, quant a elle, est
rapportée comme catalysant spécifiquement l'oxpdatile I'énantiomére L-lactate (par
rapport au D-lactate) en solution. On peut imagqer 'immobilisation de ces deux enzymes
puisse avoir un effet sensible sur leur activitéeat sélectivité. La FDH enfin a été choisie
comme représentant de la catégorie des réductasedcessite la participation d’'un co-
facteur, contrairement aux deux oxydases. Dansuchdes cas, nous nous sommes attachés a
optimiser différents paramétres de fabrication ou rdesure afin de maximiser les
performances des biocapteurs en terme de séléctide limite de détection, de
reproductibilité et de stabilité. Nous avons pdleais étudié I'effet de lI'association des
oxydases a une deuxiéme enzyme, la péroxydaseifdd (dlRP), ainsi que I'ajout d’'une
membrane ionique, le Nafion, dans le cas de layditsgénase. Nous avons enfin évalué les
potentialités d’application des deux biocapteunsdemtimétriques a base de LOX et FDH a

'analyse d’échantillons reels.

Ce mémoire est'organisé en quatre chapitres. eeigr chapitre est consacré aux
biocapteurs (principe de fonctionnement, différentmstituants, modes de transduction,
techniques d’'immobilisation des biorécepteurs), amzymes (classification, structure et
mécanisme catalytique, cinétique) et aux interastemeyme/transducteur.

Les chapitres suivants regroupent I'ensemble éssltats de ce travail Le deuxiéme
chapitre concerne le développement du biocaptedOX pour la détection des alcools
primaires a chaines courtes, le troisieme dé@itdsultats obtenus pour le biocapteur a LOX
(détection du lactate) et le dernier présente Iétdal biocapteur a FDH visant la détection du
formaldéhyde.

Une synthese des résultats est enfin réaliséeldamclusion ou nous avons essayé
de dégager des tendances et tenter de relier legoctaments communs ou individuels des
enzymes vis-a-vis de la méthode d'immobilisation lpavapeur de GA ou de certains autres
parameétres avec les caractéristiques de ces enzymesonclusion se termine par les

perspectives de ce travail.



CHAPITRE |



Chapitre | : Etude bibliographique

|.1 Définition et fonctionnement des biocapteurs

«Biosensor» (en francgais «biocapteurs»)
A device that uses specific biochemical reactionsdiated by isolated enzymes, tissues,
immunosystems, organelles or whole cells to detdamical compounds usually by electrical,
thermal or optical signals.
Glossary for chemists of terms used in biotechno{tgPAC) Recommendations 1992, pag8 14

[.1.1 Histoire des biocapteurs

On peut dire que l'histoire des biocapteurs a d&bdéns les années 1950 grace au
développement par L.C Clark d’'une I'électrode pdtarg de mesurer I'oxygene dissous dans le sang
des patients ayant subi des interventions chirahggc Par la suite, Lyons et Cldrlont proposé de
coupler cette électrode a une enzyme en vue d’pplkcation dans le domaine de la chirurgie cardio-
vasculaire. Dans ce premier biocapteur, I'enzymacage oxydase (GOD), immobilisée sur
I'électrode a oxygene via une membrane de dialya@]ysait I'oxydation du glucose en consommant
'oxygéne. Dans les années qui ont suivi, de nomd®e etudes ont été réalisées afin de mieux
comprendre le fonctionnement de ce premier biocapieglucosé ou dans le but appliquer son
principe au développement d’'autres biocapteurs ratigjues. On peut ansi citer par exemple le
biocapteur potentiométrique proposé par GuilbauMentalvo en 1969 pour la détection de I'ufée
Mais ce n’est qu’en 1975 que le premier biocapéeglucose basé sur la détection ampérométrique
du peroxyde d'hydrogéne 48,) fut commercialisé par la société Yellow Springstiument (Ohio,
Amérique).

Depuis, I'engouement pour ce type d’outil n’a cedeécroitre, conduisant a des évolutions
considérables. Les enzymes ont été remplacéesegabattéries dans les biocapteurs proposés par
Divies’ dans la derniére moitié des années 70. L'incotimradu biocapteur & glucose
électrochimique dans le pancréas a pu étre réafiaséeClemenset af. A la méme période, un
biocapteur enzymatique utilisant la lactate déshyéinase (LDH), a été commercialisé par Roche
(Suisse) pour la détection du lactate. Il a étgrézurseur d’'une nouvelle génération de biocapteurs
employant un médiateur soluble, les sels de feammare, dont le réle est d’améliorer le transfed de
électrons issus de la réaction enzymatique ensrbilamatériaux et I'électrode. L'utilisation de ces

sels et de leurs dérivés a été ensuite étendueaguigurs utilisant des oxydoréductases, telledajue
-3-
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GOD’ en 1984. Des anticorps ont également été emplmydsla construction d'immuno-captetirs
De nouvelles techniques de détection permettastild en temps réel des réactions d’affinité, telle
gue la Résonance plasmonique de surface (SPR)¢téntdéveloppées dans les années 90. C’est
€galement a cette époque qu'ont été commercialipaeda société MediSense’s les premiéres
électrodes de carbone sérigraphiées.

Enfin, les progrés réalisés dans le domaine desapteur depuis le début du®?isiécle ont
été possibles grace a I'évolution des micro- etrég@®technologies, des sciences des matériaux, de
la biotechnologie ou de l'informatique. Les chenalse sont maintenant capables d’isoler et de
manipuler des structures, telles que I'’ADN ou késepteurs, de les associer avec des nanotubes de
carbones ou des nanoparticules d’or ou d’argerd.ttansducteurs sont par ailleurs de natures trés
variées et de tailles de plus en plus petites.pegBormances et la simplicité de fonctionnement des
biocapteurs ont été fortement améliorées. Les tqalsi de traitement du signal deviennent plus
rapides et précises. La possibilité de combiner lange gamme d’entités biologiques et de
transducteurs permet la résolution de problemelytamees trés variés dans le domaine de la santé,

de I'agroalimentaire ou encore de I'environnement.
[.1.2 Généralités sur les biocapteurs

[.1.2.1 Définition et fonctionnement général du bicapteur

Le biocapteur est un outil analytique permettagiace a l'alliance entre une entité
BIOLOGIQUE et un TRANSDUCTEUR, de déceler un phéaambiologique ou physiologique, le
convertir en une indication physique mesurablentfiable et simple a exploiter.

> D w <> Bioéléments Transducteurs
b\f\/\ = =§| - Micro-organismes - Thermique i
e b = :: - Enzvmes - Electrochimique i Amplificateur
\M \M = ! _ . ! —
bb S> 0 : W - ADN - Optique '
JWN “= W | D - Anticorps ...
<> w WA
o
Milieu réactionnel : Biocapteur : Systéme d'enregistrement

Fig.l.1 : Schéma du principe de fonctionnement diiatapteur

Comme illustre la figure 1.1, le premier mailloessentiel du systeme est constitué du

bioélément (ou biorécepteur) qui possede un poudeireconnaissance spécifique vis-a-vis des

-4 -
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espéces chimiques ou biologiques ciblées et qui pé&ntuellement les transformer.
L'immobilisation des bioéléments sur la surface gdaslu capteur s’effectue par voie chimique ou
physique. Les interactions spécifiques entre lesrébepteurs et les analytes induisent des
modifications physico-chimiques du milieu qui satsuite détectées et converties en réponse
physique par le systeme de transduction. Une uwtigénplification et de traitement du signal
adéquate est également nécessaire au bon fonatienhedu dispositif.

[.1.2.2 Qualités métrologiques du biocapteur

Un biocapteur, comme tout outil d’analyse, estargane de saisie d’informations. Les
performances des biocapteurs sont généralementé@gabxpérimentalement par leur sensibilité, leur
limite de détection (LD), leur gamme linéaire etndsnique, leur reproductibilité et/ou leur
sélectivité. Les autres parametres évalués inclieetgmps de réponse, la stabilité opérationndlle e
de stockage du capteur. Idéalement, la surfac&ettbn est régénérée pour que le transducteur soi
recyclable. Toutefois, dans certains cas, notammans le domaine de I'analyse clinique, 'usage

unique peut étre plus adapte.

[.1.3 Classification des biocapteurs

Les biocapteurs sont généralement classés endora¢ la nature des biorécepteurs et des

transducteurs qui les composent.

[.1.3.1 Classification selon la nature des biorécégurs

Le choix de I'élément de reconnaissance est pdrabdans la construction d’un biocapteur.

Il doit étre réalisé en fonction de différents @nis tels que sa stabilité, sa facilité d’utilisatou de
recyclage ainsi que sa spécificité et son affiniséa-vis de I'analyte a détecter.

Les biorécepteurs sont généralement classés en awagories selon la nature de leur
interaction vis-a-vis des analytes (affinité ouomtaissance biocatalytique). Dans le premier cas,
aucune réaction chimique n’a lieu, il n'y a pasade destruction de la molécule cible. Le processus
de reconnaissance implique la création d’interastiade type ligand/récepteur membranaire,
antigene/anticorps ou molécule cible/ADN. Dansdeosd cas, les composés cibles sont transformés
par le biais d’'une réaction catalysée par une erzysolée ou maintenue dans son environnement

naturel (cellules entiéres, tissus animaux/végétaux
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Récepteurs membranaires

Les organismes vivants recoivent les différentésrimations nécessaires a leur activité via des
stimulations ou des molécules de signalisation aegltulaires telles que les hormones, les
neurotransmetteurs ou les molécules odorantes.d&fittansmettre les bons signaux, la détection de
ces molécules doit étre spécifique. Cette tachasssirée par les multiples récepteurs membranaires
se situant au niveau de la membrane cytoplasmicpmestituant I'interface entre milieu extra et
intracellulaire.

Ces récepteurs sont des protéines membranairesladsiiucture est codée par un géne. lls
peuvent étre classés en 3 catégories selon lewtittion et leur mode d’action. Il existe des
récepteurs a canaux ioniques, actives par un ligéeslrécepteurs possédant une activé enzymatique
et des récepteurs liés aux protéines G. Les sigmdumolécules extracellulaires émises sont
interceptés au niveau de récepteurs membranairedfigpés qui peuvent jouer le rdle de
biorécepteurs lorsqu’ils sont associés aux diffisréypes de transducteurs. Les récepteurs les plus
utilisés dans la construction des biocapteurs Esnchimiorécepteuts les récepteurs hormondtix

ainsi que les récepteurs olfactif¢rig.1.2).

Molécule odorante Canal ionique

activé par I'AMPc
Adénylate K*
l'.\llklﬁl'

Récepteur couplé
@ une protéine G

ATP  AMPe

Transduction du signal ( Na*t

messagers secondaires E. Jaspard (2011)

Fig.l.2 : Structure schématique du récepteur memai® olfactif

Anticorps

Les anticorps (Ac) ou immunoglobines (lg) dont Iangipale fonction est d’identifier et de
neutraliser les corps étrangers tels que les hestéu les virus, sont des protéines en forme de Y
localisées essentiellement dans le sérum sangesnliquides musculaires ou les muqueuses des
vertébrés (Fig.l.3). L'indentification des corpsagigers par les anticorps s’effectue au niveaued’'un

partie particuliére de la cible étrangere. Cetimiéee est appelée antigene (Ag).
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Site de ‘ ® ® & =
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antigéne ‘ k Antigénes

Fig.l.3 : Schéma de principe de l'interaction Ac-Ag

La réaction Ac-Ag est extrémement spécifique. bame des antigenes doit correspondre
exactement au site de fixation puisque l'interactidc-Ag met en jeu des liaisons faibles non
covalentes telles que des liaisons hydrogenes suntieractions de nature électrostatique. C’est sur
ce principe que fonctionnent les biocapteurs aalsebd’Ac, plus communément appelés immuno-
capteur&™®

ADN

L’ADN (acide désoxyribonucléique) est une macroroolé biologique constituant les bases
génétiques et d'informations nécessaires au dépelopnt et au fonctionnement de toutes les
cellules vivantes. Dans les cellules eucaryot@d)N se trouve non seulement dans le noyau mais
egalement dans les mitochondries et les chlor@gdaBtans les cellules plus simples des procaryotes,
I’ADN est localisé dans le cytoplasme.

Les macromolécules d’ADN sont constituées d’'une touklice droite dont les deux brins
sont complémentaires. Chaque brin est un enchameseenucléotides constitués d’'un groupement
phosphate, d’'un sucre (le désoxyribose) et d’'urse lezotée assurant la diversité des molécules
d’ADN ainsi que la liaison entre les deux brind’tiélice (Fig.1.4).

Les biocapteurs & base d’ADN sont obtenus en imliisabt un ou deux brins d’acide
nucléique sur la surface des transductéul's Des biocapteurs utilisant de I’ADN simple brint @té
développés pour la détection de canderd de pathogénes bactériéhs' ou pour la mise en
évidence des détériorations des molécules d’ADN qmtains polluanté % L'utilisation des
molécules d’ADN double brin a également permis dféres progrés dans le domaine de la détection
rapide des toxines, des substances organiquesiogécies” %° ou encore dans lidentification de

nouveaux principes actifs anti-tumorafix’”.
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Squelette Sucre-phosphate

Légende :
Thymine (T)
a1 ndénine(4)
= Cytosine (C)

— Phosphate

.......... Liaison hydrogéne

Fig.l.4: Structure schématique et composition d®N

Tissus végétaux ou animaux

Certains tissus animaux ou végétaux ont égalemgntutlisés comme bioéléments de
reconnaissance pour ['élaboration de biocapteuss.rdnferment un grand nombre d’enzymes
catalysant des réactions tres variées. A titreafigde, des tissus veégétaux de fruits ou des feudie
concombre ont été immobilisés sur un transductawue de la détection de la dopamine et de la
cystéine en mettant respectivement a profit I'aigicatalytique de la polyphénolase et de la sulfit
oxydasé®. On peut également mentionner les biocapteussagianimaux, tels que les tissus de rein
porcin associés & une détection par chimiolumimesepour la détermination de I'acide lactfgumi
le foie de volaille utilisé pour le screening paPR5 des résidus de la nicarbazine, un additif
alimentairé®.

Ce type de bioélément, contrairement aux enzymesnécessite pas d'extraction ni de
purification, réduisant ainsi le colt du biocaptdRar ailleurs, il n’est pas nécessaire de régéigse
cofacteurs des enzymes mises en ceuvre. Toute&siglispositifs souffrent d’'un temps de réponse

plus long et d’'un manque de sensibilité et de sglex

Cellules entieres

Il s’agit généralement de cellules entiéres dedreed, de virus, de champignons, d’algues ou
de levures (Fig.l.5). Ces entités peuvent étre tivex ou étre maintenues vivantes apres
immobilisation sur le transducteur. Dans le prenuas, le mode de reconnaissance est basé sur
'adsorption des analytes, frequemment des ionslfigetes sur la membrane cellulaire pourvue de
sites de fixatio’. Les cellules vivantes, quant & elles, possédesitnaétabolismes variés qu’elles

mettent en ceuvre de maniére plus ou moins spéeifequprésence de sources de stimulation de
-8-
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natures biologiques ou chimiques. Ces cellules somsidérées comme « une usine » d’enzymes, de
coenzymes et de cofacteurs, dotées de la capacitpdadre a certaines molécules. Elles peuvent
étre massivement produites a faible colt par iltedlulaire, sont faciles a manipuler et sont plus

stables que les enzymes isofées

{.. y .,"{’ : ? W 1

Bt

Fig.1.5: Image microscopique de Pseudomonas putida

Elles constituent donc une alternative intéressami® enzymes pour élaboration de
biocapteurs. Leur manque de sélectivité liée arésgnce d’'un grand nombre d’enzymes peut étre
amelioré en ayant recours a l'ingénierie génétiguex la biologie moléculaire. En effet, il est
actuellement possible de procéder a des modifitati@nétiques de micro-organismes par fusion de
certains génes avec des promoteurs, créant desessp@itantes. Ces genes rapporteurs peuvent étre
des génes de sélection ou des géenes codant paaractére recherché ou permettant I'expression
d’'une enzyme d'intérét

L’incorporation de cellules vivantes dans la prégan des biocapteurs peut servir a la
détermination de molécules ou de familles de moéscphrticuliére¥ mais également étre utilisée
pour le suivi en temps réel du métabolisme celelgdconsommation d’oxygene, production de

dioxyde de carbone et sa perturbation en présenneédhantillon’®.

Enzymes

Historiguement, les enzymes ont été les premiéméaules de reconnaissance intégrées dans
des biocapteurs. Ces biomolécules possedent unopocatalytique tres spécifique qui permet
d’accélérer les vitesses de réaction d’un fact@dral16. On trouvera plus de détails concernant la
structure et le fonctionnement de ces bioréceptams le paragraphe 1.3.

L'utilisation des enzymes dans I'élaboration deschpteurs présentent de multiples avantages.
Ainsi il existe une grande diversité d’enzymes pettant la détection de nombreux substrats. Par

ailleurs, il est possible de modifier les propreétatalytiques ou la stabilité de ces biomolécphas
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ingénierie, conduisant a une amélioration signifiea des performances des biocapteurs
enzymatiques.

carbohydrate

Fig.l.6 : Schéma de la structure de la glucose asgdextraite d’'une moisissure de genre Penicillium

Malgré un codt important lié & la production, gplaification et au stockage, de nombreux
travaux ont été consacrés au développement dedbeaca enzymatiques en vue d’applications dans

le domaine de I'environneméht’analyse biomédicafé *°ou I'agroalimentair?.
1.1.3.2 Classification des biocapteurs par le modg#e détection

Transduction thermique

Ce type de transduction permet de quantifier laatian d’enthalpie accompagnant une
réaction biologique, notamment enzymatique. La tjtéarde chaleur produite ou absorbée est
proportionnelle a I'enthalpie molaire et au nomiiodgal de molécules réactives. La variation

d’enthalpie dépend de la température selon laioelauivante :

nAH
AT = ——
Cp (Eq.11)
Avec : n: nombre de moles de substrat ayant réaQiT : variation de températureAH : variation
d’enthalpie (Cp : capacité calorifique totale du syst&m&

Les dispositifs utilisés peuvent étre & base dentbeésistanc® ou de thermopif€. Les
mesures effectuées par ces outils ne sont généalgras interférées par la couleur ou la turbidigé
I'échantillon. lls fonctionnent bien avec des Sols a la fois organiques et aqueuses. Malgré une
bonne sensibilité, ces outils souffrent toutefoisndimportant inconvénient, sa non-spécificité.si e
impossible de distinguer directement entre les ghaents thermiques spécifiques liés a la réaction

analyte/bioélément et ceux non spécifiques. Destages différentiels sont utilisés pour compenser

-10 -
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les fluctuations parasites de température. Ce dgpkiocapteur est utilisé pour le suivi de l'aitéiv

enzymatique, en analyse clinique ou pour le coatedlvironnement& *>

Transduction piézoélectrique

Dans certains matériaux diélectriques anisotropégsreia (quartz, topaze, tourmaline ...) et
artificiels (céramiques, polymeres ...), il existeeurelation d’interdépendance entre les propriétés
électrigues et mécaniques que l'on appelle « plézt&ité ». 1l s’agit un processus réversible.
L’effet piézoélectrique direct se produit quand woatrainte mécanique est appliquée sur les faces
du matériau. Ceci entraine la déformation du drigté sS'accompagne d'une polarisation électrique
dont I'amplitude croit avec la contrainte appliquéeffet piézoélectrique inverse ou électrostoati
est la propriété d’un matériau a se déformer saatidn d’'un champ électrique. C’est cet effet qui
est exploité dans les capteurs piézoélectriquesque le champ électrique appliqué est alterratif,
observe une vibration du matériau et la généradiane onde acoustique. Si la vibration peut étre

entretenue, tout le circuit électronique se matsonance.

_, Surface sensible en or

)
\

~(5

Quartz

Fig.l.7: Cristal de quartz piézoélectrique

De nombreux cristaux présentent un effet piézogtpet, mais les propriétés électriques, mécaniques
et chimiques du quartz en font le cristal type pdes applications analytiques. Le mode de
transduction piézoélectrique le plus utilisé pas biocapteurs est la microbalance a quartz (3tMm)
> Elle comprend un quartz métallisé (généralemeardisque de 10 & 16 mm de diamétre avec une
épaisseur d’environ 0,15 mm) sur lequel les bigrtsag's sont immobilisés (Fig.l.7). Une tension
alternative est appliquée sur le quartz induisamésonance du quartz a une certaine fréquende. Cet
fréquence de résonance varie en présence d'espboagjues ou biologiques adsorbées sur le
guartz. La loi de Sauerbrey permet de calculeréirpde la variation de frequence de vibrati@n, |
masse déposée sur la surface (Eq.l.2). Cependstd, auation ne s’applique que pour des dépots

uniformes, rigides et minces.

-11 -
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Am
A (Eq.1.2)

Avec Af : écart de fréquence a la résonance (en Ifiz)fréquence fondamentale du cristal (en HAm :
variation de masse (en g)A : surface de I'électrode (en Om

Af = =23 x107° x ff

Cette technique permet actuellement de mesureredefdibles variations de masse, en temps réel,
avec une grande sensibilité et une grande spééifi€ille est peu colteuse et repose sur une
instrumentation Iégere. La sensibilité obtenueeesiron 100 fois supérieure a celle d’'une balance
électronique. La limite de détection étant de lferde 1 ng/c*®, ceci signifie que cette technique

permet de mesurer des changements de masse énqtsvalane monocouche d’atomes, la rendant
extrémement attractive dans de nombreux domaireggplication. Ainsi, ce type de capteur a été

utilisé dans le domaine de I'environnement poudégection de composés organiques volatils ou de
bactéries pathogénesdans le domaine de I'agroalimentéireu dans celui de la santé humaine pour

le diagnostic rapide de certaines maladies

Transduction optique

Ce mode de transduction est employé lorsque lanreidssance des molécules par I'entité
biologique immobilisée sur la surface active dwungdhucteur se traduit par des changements de
propriétés optiques (absorption/émission de lumi@nedification de la permittivité relative a
I'interface).

Ce type de transduction a été introduit pour &npeére fois en 1983 par Lubbers. Il s’agissait
alors de la détermination du pH, des concentratiensQ ou CQ par spectroscopie de
fluorescenc®. La détection était réalisée & l'aide d’une simfilre dont une extrémité était
recouverte d’'un colorant sensible au pH. Depuishaabreux développements ont été réalisés et un
grand nombre de capteurs optiques ont été propmaéd’analyse biomédicale, agro-alimentaire ou
environnementafé 3% 4932

Ces biocapteurs offrent 'avantage d’étre insdasilwux interférences électromagnétiques et
peuvent s'utiliser aisément pour la télédétectidouela détection multiplexée de nombreux analytes,
ce qui explique le fait qu’ils soient aussi répamdues trois grands types de transducteurs optiques
sont la fibre optique, l'interférométre Mach-Zehnd®lZl) et le résonateur plasmonique de surface
(SPR).

-12 -
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Fibre optique
Une fibre optique est un guide d’onde composé demgche mince diélectrique d’'indice de
réfraction plus élevé que celui de la gaine quitbere (Fig.l.8)~. La naissance des capteurs & fibre

optique résulte de la rencontre entre deux techiesdoda télécommunication et 'optoélectronitfue

coeur T

10 um : i
gaine T protection
125 um 230 um

Fig.1.8: Composition d’une fibre optique

Grace aux développements extraordinaires réaliegsdernieres années dans ces deux
domaines (amélioration des performances, diminudies colts, miniaturisation) cette technique de
transduction peut offrir de nouvelles possibiliéssi que de nombreux avantages :

= |a fibre optique présente le plus haut degré deatinsation d'un composant optique,

= elle s'affranchit des problemes liés aux déplacésnenécaniques des appareillages
traditionnels (ex : prisme pour la SPR...),

= elle permet enfin d'obtenir des mesures dans déxie peu accessibles ou hostiles et est
capable de transporter I'information sur la granaeesurée sur une longue distance.

Il faut également mentionner leur inertie chimiglezir compatibilité avec une large gamme
de modifications de surface, la disponibilit¢ dasets bon marché et des photodétectéurss
biocapteurs & fibre optique sont généralement &ass deux catégorrés

= Les capteurs intrinseques : dans ce cas, le bjotéoe est immobilisé sur une surface
dénudée de la fibre ou a sont extrémité. L'apgbeat’une source excitatrice et la présence
de l'analyte & doser vont modifier l'indice de e&ftion de la surface et donc faire varier
l'intensité lumineuse mesurée,

= Les capteurs extrinseques : la fibre optique minémt que dans le transport de la lumiere
excitatrice et émise. La distance entre le bioéféretla fibre doit dans ce cas étre optimisée

avec soin pour assurer une récupération adéquageradiation émisé.

Interférometre Mach-Zehnder (MZI)
Ce dispositif de mesure repose sur la comparaiggnirdensités lumineuses traversant deux

branches de guidage dont une seule est fonctimd@eativec les molécules de bio-reconnaissance. La

-13 -
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lumiére venant de la source est divisée et réudieega deux jonctions en forme de Y se placang just
avant et apreés ces deux branches (Fig.l.9). Lex di@gnaux lumineux de sortie se superposent
engendrant un phénomeéne d'interférence. Dans leticase modification est provoquée au niveau de

la surface sensible, un changement de l'intensitiaidceau lumineux de sortie est enregistré.

Branche de référence

Source de lumiére Detecteur

Branche sensible
Fig.1.9: Principe d'un interférométre Mach-Zehnder

La configuration particuliere de cet instrument rpet de réaliser des mesures
interférométriques différentielles, donc d’éliminkr probléeme des interactions non spécifiques
récurrent dans la plupart des biocapteurs. De pkitg technique est considérée comme tres sensible
et précise’. Elle a été appliquée pour la premiére fois en31p8ur I'élaboration d'un immuno-
capteur & base d’anticorps anti-gonadotropine ohiiie humain®, et a fait I'objet par la suite de
nombreuses étude¥ ™. Récemment, Melnilet al ® ont utilisé cette technique pour détecter
I'nybridation de I'ADN, apres fonctionnalisation ldesurface avec de la streptavidine.

Capteurs a résonance plasmonique de surface (SPR)

Cette technique analytique est basée sur le penginysique de la résonance plasmonique de
surface, c'est-a-dire sur des mesures d’'angleéfoEction de la lumiére. Une fine couche de métal,
riche en électrons, est déposée sur un suppodeseh verre fixé a la base d’'un prisme (Fig.l.10).
Les photons de I'onde évanescente entrent en néseraavec les nuages électroniques du métal (ou
plasmon). Le faisceau est réfléchi avec une inténqsus faible et un angle bien défini appelé angle

de résonanéd
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Source Détecteur
' g
e, -
%é'. Angle SPR @.'*6\
2] 4
4% \ &
Prizme
Verre
m é %Q Qé G] é Surface d'or
Flux
—_—

Fig.1.10 : Schémas de principe de la détection SPR

Les biocapteurs reposant sur cette technique pemmhede mesurer en temps réel, et sans
marquage spécifique, les caractéristiques d’intemacentre deux molécules. Pour cela, une des
molécules (sonde) est immobilisée sur la surfackioktapteur et I'autre molécule (cible) est injectée
(Fig.1.10). Les interactions moléculaires (formatiet/ou dissociation des complexes moléculaires)
entre le ligand immobilisé sur la surface et I'ssalen solution modifient I'indice de réfraction du
milieu et donc I'angle de résonance. La variation’degle de résonance est proportionnelle a la
guantité d’analyte (Fig.l.11). Cette technique petraiobtenir des informations sur la cinétique des
interactions, I'épaisseur et la masse de la cou@mmsée ainsi que sur sa surface, et donc sur le
nombre de molécules fixées.

Equilibre

'\ Dissociation
H

Réponse de SPR

A""ﬂ'«m‘m
20RpNS B 2p uojeaauaTay

Ligne de

hase Ligne de base

i
Tompon 1 Injection d'échantillon
:

Tamoon

Temps
Fig.l.11 : Réponse typique d’'un capteur SPR (sigvil’angle de résonance en fonction du temps)
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Au cours des 10 derniéres années, les biocapteticgies basés sur la détection par SPR ont

considérablement évolué et bénéficient maintenasmiddeniéres avancées réalisées dans le domaine

de la nanotechnolodie Le NanoSPR est un nouveau biocapteur SPR miisétyrermettant la

détection en temps réel des interactions biomad®asd sur des nanostructures telles que les

nanoparticules métalliqu¥s ®* Dans I'ensemble, les biocapteurs optiques présenine bonne

implantation dans le monde industriel. En effe§ ggstemes basés sur les mesures SPR sont devenus

des instruments privilégiés pour la mesure en ter@glsde toute interaction biomoléculair

éZ, 17,65

La tendance actuelle dans le domaine des biocaptgutiques est a la conception de systemes

miniaturisés, multiparamétriques et portaffie¥

Transduction électrochimique

Les biocapteurs électrochimiques peuvent étresétagn 4 catégories selon leur mode de

détection, & savoir 'ampérométrie, la potentiofmeéta conductimétrie et I'impédimétrie®®°

Ces techniques électrochimiques nécessitent hiibinent :

une électrode de référence généralement constituéefil d’argent métallique (Ag) revétue
d'une mince couche de chlorure d'argent (AgCl)teCékectrode doit étre maintenue a une
distance suffisante de la réaction biologique pmuvoir maintenir un potentiel de référence
connu et stable,

une électrode de travail généralement fabriquéaidel de métaux nobles tels que le platine,
I'or, ou de carbone graphique pour étre chimiquérsigle et conductrice,

et éventuellement, une électrode auxiliaire ou resélectrode en platine. Son réle principal
est de faire passer le courant a travers le sysédmen a travers I'électrode de référence, ce
qui aurait pour conséquence de modifier son pakridans le cas des capteurs jetables, la
stabilité a long terme de I'électrode de référenest pas nécessditet la contre-électrode

est supprimée de facon a réduire les colts de ptiodu

Potentiométrie

Le principe des biocapteurs potentiométriques remas la mesure du potentiel de charge a

une électrode de travail par rapport a une éleetmbel référence dont le potentiel reste constant

(Fig.1.12). La potentiométrie fournit donc des imf@tions sur l'activité des ions mis en jeu lors

d’une réaction électrochimique.
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La relation entre la concentration d’analyte gidéentiel est régie par I'équation de Nernst :

o RT

E = Eﬂx;’Red + —Fln[X]
n (Eq.l.3)

Avec E : différence de potentiel qui s'établit, a I'éiprd, a l'interface entre le capteur et la soluton

mesure E,: potentiel standard de I'ion considérR ; constante des gaz parfaits (R = 8,314 J/(K.mal))

température absolue (K)n: valence des iond: : constante de Faraday (F = 96485,309 C/mfX);:
concentration de I'analyte.

—

Electrode de travail

I

Electrode de référence

A" anion
C™: cation

Potentiométrie

E=EY. rea +Eln[X]
x /Re nF

Fig.l.12 : Schéma de principe de la potentiométrie

Les biocapteurs utilisant la potentiométrie comnulende détection sont trés nombréu¥”
L7215 sont réalisées a l'aide de différents typesletditrodes, & savoir les électrodes & membrane
sélective aux ions (ISE), les transistors a effet ohamp sélectifs aux ions (ISFET) ou plus
récemment, les capteurs potentiométriques adresspat lumiere (LAPS).

= L'électrode a membrane sélective aux ions (ISE)uest électrode indicatrice capable de
mesurer de maniere sélective l'activité d'une espartque particuliére. Elle comporte une
membrane permsélective, généralement constituée mhatériau conducteur ionique. Les
différentes stratégies employées pour produire éésctrodes sélectives dépendent
principalement de la nature et de la compositiomdtériau constituant la membrane. Il peut
s’agir d'une membrane mince en verre ou d'un matemolymérique sur laquelle les
bioéléments sont immobilisés afin de former un &pteur qui peut étre utilisé dans le
domaine de I'environnemént**ou de I'analyse biomédicdfe™

= C’est en 1970 que I'ISFET a été introduit pour tarpiére fois par Bergveld Il s’agit un
transistor a effet de champ recouvert une membsdlective aux ions. Depuis, de
nombreuses versions et configurations de cet ountilété développées. Les systemes a effet
de champ, fabriqués selon la technologie des senditeurs, sont d’excellents candidats

-17 -



Chapitre | : Etude bibliographique

pour la construction de biocapteurs de par leut haueau de pureté dans le design et leur
trés petite taill&, leur temps de réponse trés court, leur grandsitsibié et la possibilité de
les intégrer sur une pu@eLa plupart des applications des biocapteurs FEpbsent sur la
détection des changements de pH induits par leepsos de reconnaissance a l'aide d’'une
couche isolante sensible aux téls que SN4'""° Ainsi des travaux ont permis la détection
d’'un large choix d’analytes avec des ISFETs & baseécepteurs olfactifSou d’enzyme¥ |

ou encore celles d’agents biologiquement actif@idd de biocapteurs microbierd *" &
Certains ont également utilisé ces transducteuedfét de champ pour la détection de
I’ADN 881

Les LAPSs (light addressable potentiometric sefsswst d’autres types de transducteurs a
effet de champ. Leur principe repose sur l'actosatidu transducteur par une diode
électroluminescente (LED). L'illumination a l'aidBune source d’intensité modulée génére
un photocurrent qui dépend du potentiel appfigé Ce type de biocapteur est trés apprécié

dans le domaine biomédical, environneméntaket agroalimentaifé.

Ampéromeétrie et voltammeétrie

A l'inverse de la potentiométrie, 'ampérométriel@tvoltammétrie sont basées sur la mesure
du courant électrique produit lorsqu’un potengisi appliqué entre une électrode de référenceeet un
électrode de travail. Le courant mesuré est leltaisdu processus de réduction ou d’oxydation
électrochimique d'une espéce électroactive prodaite d’une réaction biochimique ayant lieu a
I'électrode de travail (Fig.l.13).

On parle d’ampérométrie lorsque le courant est nméesu un potentiel constant et de
voltammétrie lorsque la mesure est réalisée lausalVvariation controlée de potenffelLa réponse
en courant est alors un pic ou un plateau proporéba la concentration de I'analyte dans le milieu
(Eq.l.4). Les méthodes voltammeétriques les plus gesrcomprennent la voltammétrie a balayage
linéaire, la voltammeétrie cyclique, a impulsionféientielle, & onde carrée, la voltampérométriéaou
polarographi& "

L’avantage en travaillant a potentiel fixe est daecourant nécessaire pour appliquer le
potentiel au systéme reste négligeable. Ceci petmatinimiser le bruit de fond, et donc d’améliorer
la limite de détection. De plus, le fait de ne pasailler sur une gamme de potentiel mais sur une
valeur fixe permet d’augmenter la sélectivité dstéme, la valeur du potentiel étant généralement

celle qui caractérise I'esp&ce
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!

T | —— Electrode auxiliaire

Electrode deréférence

[——Electrode de travail

Red Ox+te

>

Ampérométrie

I=/(E)
I=_nFAKkX],

Fig.l.13 : Schéma de principe de la voltammétrie

I = —nFAk[X],, (Eq.1.4)

Avecn : valence d'ion F : constante de Faraday (F = 96485,309 C/mat)surface de I'électrode (G k :
coefficient de diffusion (cas1) ;[X] ¢ : concentration en analyte & électrode

L'ampérométrie est 'un des modes de transductiectréchimique les plus utilisés dans le
domaine des biocapteurs. Cette technique présentntage d'étre tres sensible, peu colteuse et
d’offrir une grande rapidité de réponse. Comparébancapteur potentiométrique, le biocapteur
ampeérometrique peut étre plus intéressant en raigosa haute sensibilité et sa large gamme
linéairé?. Cependant, toutes les biomolécules n'étant ppahtes de servir de partenaires d'oxydo-
réduction dans les réactions électrochimiques,ndédiateurs doivent souvent étre utilisés. Malgré
cet inconvénient, les dispositifs ampérométriqued généralement plus sensibles que les systemes
potentiométriqué¥. Différents médiateurs ont été proposés commer@déne, les quinones, les
colorants et les viologén&sCes médiateurs peuvent étre ajoutés en soluti@pemmobilisés avec

le biorécepteur sur la surface de I'électrode (Ei4).

Mpeq X Eoy 3
&=
—
_"1'.{ O E Red P “Mﬂ,\' o E Red P
(a)

a ' (b)
Fig.l.14: Schéma de principe d’'un biocapteur enzijguee ampérométrique en présence d’'un médiatewoértion (a) et co-
immobilisé avec I'enzyme sur I'électrode (b)

Mg+ EO.\' Ay
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La co-immobilization de I'enzyme et du médiateuntp@étre accomplie par immobilisation
successive du médiateur et de I'enzyme ou par inlisadtipn du mélange. L'avantage d’'une telle
approche est que ni I'enzyme ni le médiateur neetidiétre ajoutés dans le milieu de mesure, ce qui
facilite la réalisation des mesures.

Des biocapteurs ampérométriques ont été dévelqupéda détection d’'une large gamme de
molécules d'intérét en utilisant différents élénsede reconnaissance tels que les bactéries ou les

algues®** les enzyme¥&, I'’ADN ° ou les anticorps.

Impédancemétrie

La premiére publication de spectroscopie d'impéeatectrochimique remonte & 195 En
appliguant une petite variation de potentiel sindalef (J), il est possible de mesurer le courdt (
résultant (Fig.1.15). En faisant varier la fréqueermtexcitation {) du potentiel appliqué, on peut
calculer I'impédance complexe électrochimigdy), somme des composantes réelles et imaginaires
(Eq.1.5).

U(w)

——=7.(w)+ Z;(w) et w=2nf

I(w) (Eq.1.5)
Avec Z : impédance réelle Z;: impédance imaginairel) : potentiel sinusoidal | : courant sinusoidal
résultant f : fréquence d’excitation

Z(w) =

N/ & |
. LS m—
i | Electrode auxiliaire
>
] mel N |
Electrodede trgvail ko H"—____—ﬁ]ilectro dederéférence
>
Impédancemeétrie
1
Z* = R* +
(2fc)?

Fig.l.15 : Schéma de principe de I'impédancemétrie
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La spectroscopie d'impédance électrochimique estruéthode voltampérométrique qui se

distingue des méthodes précédemment décritesdeoxrraisons:

Le potentiel de I'électrode imposé n’est plus cmmtmais sinusoidal de faible amplitude
(quelgues mV).
L’analyse de la réponse du courantse fait en fonction de la fréquenice

La spectroscopie d'impédance électrochimique (E4S) une excellente technique pour

étudier les propriétés électriques a l'interfacegbde/électrolyfé.

Les différents processus pouvant y avoir lieu patngre distingués en fonction de la

fréquence appliquée. A hautes fréquences ont lgsi pitocessus rapides tels que les transferts

d’électrons tandis que les transferts de masse$a daiffusion s’observent a basses fréquences
(Fig.1.16).

ne Electrolyte
Metal
Interface
Transfert de charges Transfert de masse

Fig.1.16 : Différents processus électrochimiqudsrderface métal/électrolyte

Il existe deux modes classiques de représentatismésultats obtenus en impédimétrie :
La représentation de Bode (Fig.l.17) : le modu¢ et la phase& de I'impédance complexe

sont représentés en fonction du logarithme de2lguience angulaire

121

24 T E| T T
D% Jog (w) (Ha)
Fig.l.1Diagramme de Bode
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= La représentation de Nyquist (Fig.l.18) : il s’adg la courbe —4 (partie imaginaire de Z) en

fonction de Z (partie réelle) paramétrée en fréquence angulaje

6.0x10°

3.0x107

-Lim (0hm)

Hautes fréquences

—
; e’ Basses fréquences
0.0 / * >
T T T
4.0410° 8.0x10° 12010
L (0hm)

Fig.l.18 : Représentation de Nyquist

% Impédance électrochimique du systéme métal-solutiddadélisation
Une cellule électrochimique, étudiée par specbpscd’impédance, peut étre représentée par
un circuit électrique équivalent comprenant lesn@@ts simples suivants:

= les résistancefR qui sont indépendantes de la fréqguence et qui noelupsent aucun
déphasage. L'impédan@g d’'une résistance est égale a la résistan&:R R),

» les capacitée€ qui déphasent le signal. L'impédance correspomrdagt diminuant avec la
fréquenceZc = 1/jaC),

» Jles inductance& qui déphasent le signal. Dans ce cas, I'impédahcaugmente avec la
fréquence et correspona =jal.
Le calcul de I'impédance totaledépend de la nature du circuit. Lorsque les élésngmt en

série, 'impédance totale est égale a la somméesdances de chaque élément

1_21
Z L7

De nombreux diagrammes impédancemétriques peutrenin@délisés par un circuit électrique

Lorsqu’elles sont en paralléle :

équivalent comprenant uniquement des résistanadssatapacités. Le modele de Randles (Fig.1.19)

est le circuit le plus couramment utilisé pour décune cellule électrochimique. Il combine quatre
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éléments, la résistance de I'électrolyi®)( la capacité de double couch€yd), la résistance de
transfert de chargdR() et I'impédance de Warbuiyy.
= Rgestlarésistance série, elle correspond a lataégie de I'électrolyte entre I'électrode de
travail et I'électrode de référence et a la résistades contacts.
= Quand une électrode métallique est plongée dardaatrolyte dans lequel les charges sont
transportées par le mouvement des ions, une ineegectrique se forme rapidement. Un
potentiel est généré du fait de la distributionéh@égene des charges a cette interface. La
double couche de charges a l'interface (une costhée coté métal, la seconde de charge
égale et opposée coOté électrolyte) se comporte eoommcondensateur plat. Cette capacité
d'interface est appelée capacité de double co@RpeElle est généralement de I'ordre de 10-
20 pF/lem? 8, Le caractére non parfait de cette capacité ttdducaractére rugueux de la
surface de l'électrode. La capacité est dite nafiappa ou CPE (Constant Phase Element).
L'impédance de la capacité non parfaite de doubleleQq. est donnée par la relation 1.6
pour lagquelle 0,5 < n < 1 traduit la rugosité deu&aace
o)™
C o(E6)

= Cependant, quelques charges fuient a travers ldlelaxouche sous l'effet des réactions

Z'?n!r -

électrochimiques qui ont lieu. Une telle fuite deiges induit une résistance dite de transfert
de chargeR;. dont I'expression est dérivée de I'équation déeBMolmer. Pour de petites
amplitudes de signal appliquées, elle est donnée pa
RT
R; = oE7)

‘I‘l.Ffﬂ

Avec R : constante des gaz parfaits (J.t#l"); T : température (K) f : constante de Faraday (F =
96485,309 C/mol) n : nombre d'électrons impliqués dans la réactionanact de I'électrodeg : densité du
courant de transfert.

= Limpédance de WarburdgZ(y) ou impédance de diffusion traduit I'influence wansport de

matiere de I'espéce électroactive de I'électrolyges I'électrode

AE RT
Al Cgn?F2A(jwD)V? (Eq.1.8)

Z, =

Avec Z,,: impédance de Warbur@® : constante des gaz parfaits (J.rh&l") ; T : température (K) Cg:
concentration de I'espéce électrolysée au seinadsolution (mol.ci) ; F: constante de Faraday (F =
96485,309 C/mol) n : nombre d'électrons impliqués dans la réactionamtact de I'électrodeA, : la surface
active (cm) ; D : coefficient de diffusion de I'espéce (E81) ; @: fréquence angulaire {5
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Cdc

RtC ZW’

Fig.1.19 : Circuit électrique de Randles

La diffusion et le transfert de charge sont desgssus faradiques puisqu'ils obéissent a la loi
de Faraday tandis que le chargement de la capdeitéa double couche est un processus non
faradique.

A une fréequence de mesure supérieure a 10 Hzpdtlance de diffusionZ(y) peut étre
négligée et I'impédance totale du systeme estitodstprincipalement de la résistance de la solution
(Rs), la capacité de double coucli®), et la résistance de transfert de chaRyg).(

Dans cette configuration, les diagrammes de Nycpiisle Bode permettent de remonter aux
valeurs des différents composants du circuit. Coriamaontre le diagramme de Nyquist présenté sur
la figure 1.20, les valeurs d&s et R peuvent étre déduites de la courbe tandis qy@adtessite un
calcul.

» Rs(Q) correspond a I'abscisse du premier point du deamile.
» R (Q) correspond au diamétre du demi-cercle.
»  Cyc (F) se calcule a partir de la valeur de la frégeeau plus haut point du demi-cergle f

1
fo= (Rec Cac)” (Eq.1.9)

1.5x10% 1

1.0x10° = y

W

-Lim (0hm)

fy = (IR, "C,)"

5.0x10" l -

e

n.o < R-_-, I Rtr

T T T T T
8.0x10" 162107 2. 4x10°
Lre (0hm)

Fig.l.20 : Calcul des différents composants du dirde Randles a partir du diagramme de Nyquist
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Tandis que les valeurs précédentes proviennentadalyse du diagramme de Nyquist,

'impédance de Warburg (W) est calculée par :

1
W=,—_

V @i (Eq.1.10)

o; étant la fréquence au point d'intersection degrdimmes de phase et d'impédance comme [lillustre |
figure 1.17.

Cette analyse n’est valable que pour le modéleatellRs qui n’est applicable que pour une
électrode simple mais ne prend pas en comptedaepce d’un film adsorbé a la surface. Dans le cas
de modeéles plus sophistiqués, la modélisation nmeerges circuits électriques équivalents plus
complexes. La détermination de la valeur des coamesconstituant le circuit équivalent est réalisée
a l'aide de logiciels (ex : Zview 2). Il est impant de noter que les circuits électriques équitalen
dessinés pour une cellule électrochimique ne sast yniques, notamment pour des processus
complexes.

On observe actuellement de plus en plus de travpulliés sur les biocapteurs
impédimétrique&®. C’est une technique non invasive qui ne requiast d’instrumentation complexe
permettant des applications courantes en laboeatbiest possible d’employer cette technique non
seulement pour caractériser le comportement girtgziétés des difféerentes couches immobilisées a
la surface du biocapteur, mais également comme eyemde transduction pour la détection de

e’l§—12, 33, 47, 87 N

molécules cibl Il est également possible de le coupler a uneeatgichnique de

détection électrochimique afin d’obtenir des infiations sur les mécanismes mis effjeu

Conductimétrie

La conductimétrie est une technique de mesurerétdgimique alternative aux techniques
précédentes. Son principe repose sur la mesureadeonductivité électrique d’'une solution
électrolytique contenant des charges électriqueslesolsonstituées par I'ensemble des f8ns

Lorsqu’on applique une différence de potentig) éntre deux électrodes immergées dans une
solution conductrice, on observe le passage d'wmard () provenant du mouvement des ions
constituant I'électrolyte (Fig.l.21). La conductan@) qui représente cette capacité a laisser passer le
courant est l'inverse de la résistanB®. Elle peut s’exprimer en fonction dlest deU, grace a la loi
d’Ohm (Eq.1.112).

I
) (Eq.1.11)
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L ?Gém’ﬂ'atﬂll'(F J
A anion
C~: cation
o+ -

q e

= N

=7 | |A *
AA S
_l!"-(ﬁh Clm

ARA C—F-
Anode AZA CS:

N

Cathode

Conductométrie

_ch_l

L R

Fig.l.21: Schéma de principe de la conductimétrie

La conductivité ¢) est également une propriété intrinseque a la isaluinverse de la

résistivité, qui est reliée a la conductance adotmule suivante (Eq.l.12)

L
g=0GX—
5 (Eq.1.12)

Avec S : surfaces des électrodes?(mL : distance entre les électrodes (n® gt o étant exprimés en S et
S.m* respectivement.

La grandeur L/S est appelé constante de la cell@econductivité dépend de la nature des
ions présents dans la solution (leur charge etrteabilité) et de leurs concentrations. La tempéeatu
est également un facteur jouant sur la conducti@tite derniere augmente avec la température.

La mobilité des porteurs de charge est une notidiséd en physique pour caractériser les
milieux conducteurs du courant électrique. Ellerestey; et relie la vitesse moyenne d'un ion i du

milieu () au champ électriqué&) qu'il subit via la relation :

V= LE (EqQ.1.13)

Avec v, : vitesse moyenne d’un ion (cm/sy; : mobilité d’un ion (cm23V™Y) ; E : intensité du champ
électrique (V.crih)®
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La conductivité globale du milieu peut alors s’érper en fonction de la mobilité des ions
présents, de leur charge et de leur concentragiom $équation suivante (Eq.l.14) :

o= FZ|Z¢'|.!E:'C:'
f (Etgh)

Avec ¢ : conductivité (S.m) ; z : charge de I'ion x4 : mobilité de I'ion (cri.s’.V™") ; C: concentration de
l'ion (mol.ci®) ; F : constant Faraday (F = 96485,309 C/mol).

Dans le cas ou la solution est un mélange de pissimns mono ou polychargés, via
l'équation .15, la conductivité peut étre déteré@ra partir des conductivités molaires
ioniquesi; des ions qui composent cette solution (Tab. lid3iajue de leur concentrati@ et le

nombre de chargesportées par l'ion, indépendamment de leur signe.

(Eq.1.15)

Avec ¢ : conductivité (S.m) ; C : concentration de I'ion i (mol./) ; z : nombre de charges porté par l'ion i ;
J; : conductivité molaire de I'ion i (S mol™).

Afin de pouvoir comparer les conductivités de ddfétes solutions, on fait souvent appel a
une grandeur appelée conductivité molaire (ou paréminductivité équivalentel. Celle-ci est

définie comme étant la conductivité de la solutipportée a la concentration ionique totale :

C (Eq.1.16)

Avec ¢ : conductivité d’une solution (S:ih; C: concentration totale (mol:H; A : conductivité molaire
(S.nf.mol™).

Dans les cas des électrolytes forts, tels queelss Ies acides forts et les bases fortes, la aivite

molaire n'est que faiblement dépendante de la cdraten et exprimé suivant la relation suivante :

_ 40 e
A=A" — KNG Eq1.17)

Avec A : conductivité molaire (S.fmol™); A° : conductivité molaire & dilution infinie (ou camdivité
molaire limite) (S.Mmol"); C: concentration totale (mol:fh; K : coefficient de Kohlrausch qui dépend
principalement du type de I'électrolyte plutdt goa identité chimique spécifigite
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A° peut étre exprimée comme la somme des contribuiioiépendantes des cations et anions
constitutifs (loi de Kohlrausch) :

/'10 — ‘l9+ ;"'i + 19_/‘:..,: (Eq.l.18)

Avec A° : conductivité molaire a dilution infinie (ou camtivité molaire limite) (S.fmol™); V' et v :
coefficients stoechiométriques pour le cation etidia de I'électrolyte respectivement &t conductivité

molaire ionique (S.famol™).

lons i (S.nf.mol™) lons i (S.nf.mol™) lons A (S.T)f'.mor
H.POy~ 3,6 HPO, 4,6 By~ 4,3

Li* 3,866 1/2NG* 4,96 1 4,05

Na' 5,008 ClQ™ 5,2 HCQ" 4,45
HSO,~ 5,2 1/2Z7* 5,28 NHSO; 4,83

104~ 5,45 1/2Mg"* 5,3 HSQ 5,8

= 5,54 1/2MR* 5,35 1/3AF* 6,1
BrOs 5,57 1/2Cd" 5,36 clQ” 6,46
MnO, 6,13 1/2F€ 5,4 1/3F&° 6,8
Ag* 6,19 1/2HPG™ 5,7 1/3Cé* 6,98

HS 6,5 1/2C&" 5,947 1/3P@" 9,28
SCN 6,6 1/2CQ* 6,93 1/3[Fe(CNY* 10,09
Clos 6,73 NQ™ 7,18 1/4[Fe(CNJ* 11,04
NO;3 7,142 1/2SG~ 7.2

K* 7,348 HE 7,5

NH," 7,35 1/2S@ 8

Cl- 7,631 1/2805° 8,5

I 7,68

CN 7,8

Br- 7,81

OH™ 19,8

H 34,965

Tableau I.1 : Valeurs de la conductivité molaireigue §;) de certains ions a 25°C

La transduction conductimétrigue, comparée auxeautechniques, a été relativement peu
utilisée pour la mise au point de biocaptetiraviéme si la détection de la conductance en solution
n'est pas spécifique, les mesures conductimétrigpeesent étre extrémement sensibles grace aux

eléments biologiques fixés sur la surface des dwstsurs.
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Depuis quelques années, on assiste a un intéréssami pour les biocapteurs
conductimétriques étant donné le nombre d'avaniggés offrent?:
= pas de nécessité d'électrode de référence,
= utilisation de tensions alternatives de faible amgé, ce qui permet d'éviter les processus
faradiques d'électrode,
* insensibilité a la lumiere,
= possibilités de miniaturisation.

Le parametre mesuré est la conductance électrigua thembrane biologique immobilisée
sur le transducteur qui varie lorsque le proces®useconnaissance biologique mise en ceuvre au
niveau du capteur génére des espéces chargées.

Les biorécepteurs sont le plus souvent des enZyme&® Cependant depuis les années 2000,
d’autres entités biologiques commencent a étresééis. Ainsi, des biocapteurs conductimétriques a
base d'algues ont été proposés pour la détectiocoagosés toxiques (métaux lourds, pesticides)
dans l'eau. Un biocapteur a bactéries a été récammndéveloppé pour la détection du
trichloroéthyléne®. Les immunocapteurs ou les capteurs & ADN conahéttigues commencent
€galement a attirer I'attention des chercheurswende créer de nouvelles techniques de diagnostic
clinique simples et rapides. Phuosigal *? ont par exemple immobilisé de I'’ADN sur des éledéas
interdigitées pour la détection du virus de I'herpgndis que des anticorps ont permis la détection

d’E.coli®® ou la réalisation de tests immunologiques powépitite B*.
|.2 Les transducteurs électrochimiques
[.2.1 Généralités et nouvelles tendances

Les transducteurs électrochimiques different parndure du matériau qui constitue
I'électrode ou son substrat, la taille ou la géaimétle I'électrode, ou encore la technique de
fabrication utilisé&%°

Les électrodes de travail doivent étre a la foisdootrices et chimiqguement stables. Elles
sont donc généralement constituées de métal nohlangent ou platine) ou de carbone (graphite),
tandis que le substrat servant de support estldgpigpart des cas constitué de céramique, de verre
ou de silicium. Cependant, de nouveaux matériaménintroduits ces dernieres années, permettant
d’améliorer de maniére sensible les performancescdpteurs. Ainsi, le carbone diamant dopé au

bore est apparu comme un matériau d’électrode ragtréient prometteur. Il offre une fenétre de
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potentiel plus large que les matériaux classiques, grande stabilité, un faible courant de fond et
une grande inertie chimigtfe L'utilisation de nanomatériaux (nanoparticulesafigues, nanotubes
de carbone, graphéne,...), dont nous parlerons daparhgraphe 1.4.1.3., est également en plein
essor. De la méme facon, les matériaux souplegjtelde polyimide, le polyéthylene naphtalate ou
téréphtalate ou le polytétrafluoréthyléne, utilisepuis longtemps dans l'industrie électronique, on
fait leur apparition dans le domaine des captdiegar plasticité intrinseque, leur hydrophobie, feur
excellentes propriétés diélectriques et isolantesi @ue leur forte stabilité thermique en font des
substrats de choix pour la fabrication d’électrodes/ue d’applications tres variées. Une revue tres
récente a par exemple été consacrée a leur udhsaans I'industrie textif&.

Enfin, les progres technologiques énormes réatiséslernieres années dans le domaine des
techniques de microfabrication ont rendu possialeéhlisation de microélectrodes de tailles et de
géométries variées intégrables dans des systémpmtumisés pour la détection simultanée
multiparamétrique. Leur petite taille est un atpour le développement de systémes analytiques
portables. Ces microélectrodes, fabriquées partetdmiques lithographiques ou par sérigraphie,
offrent de nombreux avantages par rapport aux nésmodes de taille, conventionnelfe®*° En
effet, elles permettent de diminuer la quantité ndatériel biologique utilisé, conduisent a de
meilleures sensibilités et a des temps d’analyss faibles en raison d’une réduction des effets de
transport macro-cinétiques.

La technique de sérigraphie (« thick-film techngleg consiste a déposer directement sur le
support des couches d’encres conductrices selarsdimotifs géomeétriques. Cette méthode permet
de déposer I'encre sur des surfaces de plusiefi@vet une résolution latérale de 50 pm. Elle est
largement utilisée pour la fabrication a grandee#etde capteur jetables et a faible colt. Un grand
nombre d'électrodes seérigraphiées (« screen-prirgtgttrodes») sont a présent disponibles
commercialement et de nombreux laboratoires posséeder propre matériel de fabricatfGh'®*
Cependant, la technique de sérigraphie ne perngetdparéaliser des structures microniques ou
submicroniques. Il est dans ce cas nécessairérdaafipel a d’autres techniques.

Les techniques de microfabrication (« thin-filmHhaology ») sont issues de la technologie
des semi-conducteurs et peuvent étre combinées atdpes de micromachining pour I'élaboration
de structures mécaniques tridimensionn&llesa premiére étape consiste en un dépédt chimique
(CVD, « chemical vapor deposition ») ou physiqu¥ P « physical vapor deposition ») de métaux
ou de couches diélectriques (typiguement oxydeitoura de silicium) sur le substrat. Le procédé de
photolithographie consiste a déposer par spin{tgatiou spray-coating un polymére

photostructurable. Dans ce cas, la couche photifiderst ensuite exposée a des rayonnements UV
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au travers du masque dans lequel est reprodugtdiable du motif que I'on souhaite transférer sur le
substrat. Les résines positives vont étre dégradéess que les résines négatives vont réticules sou
irradiation, laissant des structures saillantesenwcreux apres développement. La structuration du
film mince peut ensuite étre réalisée par trangfesitif en utilisant la technique « lift-off » (0@t du
métal souhaité suivi de la dissolution de la résimesible) ou la lithographie douce (« micro-contac
printing »). Une autre approche consiste a effeaindransfert négatif (gravure séche ou hunifde)
Les microélectrodes reéalisées selon les technigiéesites préecédemment peuvent étre de
tailles et de géométries variées. Elles peuvert idgtégrées en réseaux sur une méme puce pour
permettre la détection de plusieurs analytes aita Parmi les différentes géométries possibles, le
microélectrodes interdigitées (IDMs) semblent lasspgbrometteuses car elles offrent de nombreux
avantages, parmi lesquels on peut mentionner ldefaihute ohmique du potentiel, une atteinte
rapide du signal a I'équilibre et 'augmentationrdpport de signal-sur-bruit (S/N). Aucune élec&rod

de référence n’est par ailleurs nécessHirg®

[.2.2 Les microélectrodes interdigitées

Comme on peut le voir sur la figure 1.22, les ID&st constituées de microbandes paralléles
alternativement interconnectées, formant une stracén peignes interpénétrés, un peigne servant
d’anode et le deuxiéeme de cathode. Les bandes @rdgrgiement quelques dizaines de microns
d’épaisseur et sont séparées par quelques micBmts.permet que l'espece générée sur l'une des
bandes soit re-consommée a la bande suivante .g38].ILefficacité de ce procédé de recyclage
dépend de la largeur de I'électrode et de la distentre les électrodes voisines, car lorsque quand
cette derniere augmente, la probabilité de diffusleria molécule dans la solution plutét qu’a une

électrode adjacente augmente également.

Fig.l.22 : Structure en bandes parallél_e_s_des ébelds interdigitées
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Fig.1.23 : lllustration du procédé de recyclage d=péces redox des électrodes interdigifées

Les microélectrodes interdigitées peuvent étre atends tres variées (planes, annulaires,
mailles 3D, serpentin) selon lapplication enviset§&'®> Leurs performances dépendent de
différents parametres tels que leur géométrie (nemlongueur, largeur et épaisseur des doigts,
distance inter-doigts) ou le matériau dont ellest sonstituée$*!%® Les dimensions typiques sont
de 1 a 20 um pour la largeur ; 2 & 10 mm pourrgueur, 0,1 a 0,2 um pour la hauteur et 1 &4 20 um
pour la distance inter-bandes. Le nombre de ban@epas d’influence significative sur le rapport
signal-sur-bruit (S/N), le bruit de fond (proportieel a la surface des électrodes seules) augmentant
de la méme maniére que le signal (proportionnal sukface totale). Par contre, S et S/N croissent
lorsqu’on diminue la largeur des doigts, la diftusides especes électroactives étant radiale. Les
performances des IDMs ont par ailleurs été évalpées différentes valeurs de I'espace interdigital.
De maniere générale, la proximité des électrodesnante la sensibilité et diminue le temps de
réponse car elle permet d’améliorer I'efficacité aele rédox. Dans les dispositifs ou I'espace est
inférieur a 800 nm, l'efficacité du cycle est d’emri 40. Enfin, la hauteur des microbandes influence
a la fois le signal et le rapport signal/bruit,dgnier passant par un maximum. Un grand nombre de
biocapteurs utilisant des microélectrodes intetéas ont été proposés dans littérature. Les élexstrod
sont généralement en &% dans certains cas en plafittd® les substrats les plus utilisés ces

derniéres années étant des polyméres flexf5i&%

[.2.3 Modele de circuit équivalent des électrodesterdigitées avec biomembrane

Comme nous le verrons plus en détail dans le deapuivant, les transducteurs
conductométriques utilisés dans notre travail somstitués de deux électrodes interdigitées, I'une
servant d’électrode de travail, sur laquelle eshohilisée le biorécepteur, et l'autre de référehee.
comportement des électrodes peut étre modéliske pancuit électrochimique équivalent présenté ci-

apres (Fig.l.24).
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Cdc Cdc

[— RS —

R R

Fig.l.24: Modéle de circuit équivalent au transdewt conductimétrique a deux électrodes interdigitélisé dans ce travail

te Z\V tc Z’w

Cependant, a des fréquences supérieures a 10 'kHgédance de diffusionyZ peut étre
négligée et l'impédance totale du systeme congpisteipalement en la résistance de la solution
d'électrolyteRs, la capacité de la double coudBig et la résistance de transfert de chdRge Etant
donné que notre systeme de mesure travaille a H20l& modele ci-dessous convient parfaitement a
notre systeme (Fig.l.25).

L'impédance totale du systeme peut étre décomppasée

=7 +Z, (Eq.1.19)

AvecZ, : composante résistive de I'impédan ; composante capacitive de I'impédance

Cdc Cdc

— R _

R R

Fig.l.25: Modéle de circuit simplifié équivalent(s impédance de Warburg) au transducteur condéttigue a deux électrodes
interdigitées utilisé dans ce travail

De plus, les travaux de S. Dzyadeiichur les transducteurs interdigités et les biocapte
conductomeétriques ont permis de montrer que dan®neaine des hautes frequences, la valeur de
limpédance n'est pas affectée par la résistanctadsfert de charg®,. Dans ce domaine de

fréquences, l'impédance en phase est égale ddtarés de la solution.

L'intensité du signal en phase est égale a :

. Uexcitatian . Uexcitatian .
I = 7 — R — Uexcitatian X G
phase sol (Eq.1.20)
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Or, dans notre systéme de mesure, les intensitésdg@ctement converties en une tension
(Uoup) au niveau de la détection synchrone (convertisseurant/tension) aux bornes de la résistance

de charge Rcuit :

Uﬂut
[=—""
R, ircuit (EAL)
Nous avons donc :
Uﬂut
= Uexcitatian X G
R iveuit (Eq.1.22)
Ce qui donne :
'—'Imtf — '—Ierffi'fﬁfi'ﬁ"i X6 X Eu‘.‘f‘i"u‘.“iﬁ'f (Eq.1.23)

A partir de cette relation, il est possible de déalla formule pour détermin& :

Uout

Uexcitation X Reircuit (Eq.1.24)

G =

|.3 Les enzymes

Historiquement, les enzymes ont été les premieéaules de reconnaissance intégrées dans
des biocapteurs et restent, de nos jours, I'élénbémibgique le plus utilisé et la base de la
construction de nombreux biocapteurs pour des emins tres variées du fait de leur pouvoir
catalytique spécifique. Il s’agit également dedréent de reconnaissance que nous avons utilisé pour
I'élaboration de nos biocapteurs. Ce paragraphedest dédié a la description des principales

caractéristiques des enzymes et a leur applicatiadomaine des capteurs.

[.3.1 Définition d'une enzyme

Ainsi que I'lUPAC le définit dans son glossairetdemes utilisés en chimie médicingfe une
enzyme est une macromolécule, qui fonctionne commbiocatalyseur en augmentant la vitesse de
certaines réactions biochimiques. La réaction hadgsée part d’'un ou plusieurs réactifs, appelé(s)
substrat(s) de I'enzyme, et le(s) transforme(ntprexuit(s) (Eq.1.25).
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Enzyme

Substrat

v

Produit (EqQ.1.25)
[.3.2 Histoire de I'enzymologie

Cette histoire commence en 1815 lorsque Louis Jo&gy-Lussac décrit pour la premiere
fois la fermentation alcoolique. Cependant, cetrngesen 1833 qu’Anselme Payen et Jean-Francois
Persoz extraient pour la premiére fois une enzymeamylase, a partir de malt. Un an plus tard,
Theodor Schwann décrit la pepsine et l'isole en 18B86cours de ces travaux sur les processus
digestifs. En 1838, le Baron Charles Cagniard dé&dua démontre que la fermentation est due a des
organismes vivants, ce qui sera confirmé et étddiénaniére plus approfondie par Louis Pasteur
dans les années 1850 — 1870. En 1878, Fredrich Milkéihn propose d’appeler cette matiere
biologique « enzyme », du grec en (dans) et zyreeaih). Mais ce n’est que 20 ans plus tard
gu’Emil Fischer démontre que les enzymes glycoly® peuvent distinguer des stéréoisomeres de
sucres et propose un mécanisme de type clef-sefRigd.26) pour expliquer cette spécificité.
L’enzyme agit comme une serrure dont la clé estssdstrat, du fait de leurs formes géométriques

w

complémentaires

®
N
H

Fig.l.26 : Le modéle clef-serrure du complexe ereysubstrat

Victor Henri a formulé la premiére théorie quariiita de la cinétigue enzymatique en 1902
mais il faut attendre jusqu’en 1913 pour qu’ellét smmplétée par Léonor Michealis et Maud
Menten, aboutissant entre autre a I'établissemetiédeation que I'on connait actuellement sous le
nom de Michealis-Menten. La nature protéinique el@gymes a pu étre confirmée avec les travaux
de James Summer sur la cristallisation de 'uréas&926 et de John Northrop et Moses Kunitz dans
les années 1930. Linus Pauling fut ensuite parsnptemiers a montrer que les enzymes agissent en
stabilisant les états de transition au cours dastighs, uncomportement a la base de leur mécanisme
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d'action. La structure de certaines enzymes a nguédiicidée grace a I'évolution des techniques de
caractérisation. Ainsi, la premiére séquence compiéune enzyme, la ribonucléase de beceuf, a
éte établie en 1963, suivie par la premiere sirectridimensionnelle du lysozyme en 1965. Cette
structure a haute résolution a marqué le début lhamp de la biologie structurale et la

compréhension des mécanismes d’action des enzytidehealle atomique.

[.3.3 Nomenclature et classification des enzymes

On connait actuellement environ 10000 enzymes guiépartissent en plusieurs groupes
selon leur mécanisme de catalyse. Chaque enzymsegmsun numéro EC, défini par une
commission internationale, associé a un nom recardééié au fonctionnement de cette enzyme.
Chaque code d'enzyme comprend les lettres majsseUE » suivies de quatre nombres séparés par
des points. Ces nombres représentent chacun upe étms la précision de la classification de
'enzyme (Tab. 1.2):

= |e premier correspond a la réaction catalysée'@azryme, ce qui définit sa classe,

»= |e second répond aux informations du substrat gégr@ent impliqué lors de la réaction,
notamment des groupements chimiques sur lequel yfeazva réagir, par exemple les
groupes EC 1.1 ou EC 1.3 composent des oxydoré&hsctzui réagissent respectivement sur
le groupement CH-OH et CH-CH de substrat,

= |e troisieme concerne le substrat spécifique inydjges groupements accepteurs, comme
'oxygéne (Q) comme accepteur pour les oxydoréductases owlgpgment méthyle (G
a transférer pour les transférases,

» |e quatrieme caractérise la nature du substrat.

En ce qui concerne le nom d’enzyme, en regle gémarauffit d’ajouter le suffixe « ase » au
nom de son substrat (par exemple, l'uréase estybe@ qui catalyse la réaction d’oxydation de
'urée) ou le type de réaction (par exemple, I'ApNlymérase intervient dans la formation de
I’ADN). A titre exemple, I'enzyme glucose oxydasei gatalyse I'oxydation du glucose ¢€;.0s)
en peroxyde d’hydrogene £8,) et en D-glucond-lactone (GH100s) possede le numéro EC
1.1.3.4, ce qui veut dire que :

* |'enzyme appartient au groupe des oxydoréductdsesl,

» il s’agit d'une oxydoréductase qui agit sur les grements donneurs CH-OH (EC 1.1),
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= |'enzyme est une oxydoréductase qui agit sur lesuggments donneurs CH-OH avec
'oxygene (Q) comme accepteur (EC 1.1.3),
» |e substrat de 'enzyme est le glucose (EC 1.1.3.4)

Classe d’enzyme Réaction correspondante %
EC1 Oxydoréductases Réaction d’oxydoréduction comportant 25 oy
(déshydrogénases oxydaseé’éChange de protons entre donneurs et

peroxydases, oxygénases| 2CCEPLeUrs

réductases ...)

EC 2 Transférases Réaction impliquant des transferts |de 30 o
groupements fonctionnels

EC 3 Hydrolases Réaction d’hydrolyse provoquant |la 24 o
coupure de liaisons esters, osidiques| ou
peptidiques.

EC 4 Lyases Réaction impliquant la fixation ou le 1309

départ d'un groupement chimique avec
création d'une double liaison sur |le

substrat

EC5 Isomérases Réaction provoquant une modification 3o
interne de la molécule, telle que |la
racémisation, I'épimérisation ou |a
conversion cis-trans

EC 6 Ligases ou synthétases | Réaction avec la formation de liaisons |C- 5 o

O, C-S, C-N ou C-C. Ce type de réaction

ne peut se produire que si elle est couplée
avec I'hydrolyse  d'un  nucléoside-
triphosphate.

Tableau 1.2 : Nomenclature et pourcentage des jpaex groupes d’enzymes répertoriés.

|.3.4 Structures et mécanismes
1.3.4.1 Structure généralé**

Les enzymes sont des protéines souvent globulamesenant entre 62 résidus d'acides
aminés (cas du monomére de 4-oxalocrotonate tauéseré) a plus de 2500 résidus (cas de la
synthase des acides gras anintalix Les enzymes se trouvent dans les étres vivanisues
séquences d’acides aminés sont généralement cpdétss molécules d’ADN. Il existe néanmoins

un petit nombre d’enzymes codées par 'ARN.
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On peut distinguer, comme pour toutes les protéigeatre niveaux d’organisation dans la

structure des enzymes:

La structure primaire correspond a la séquencada@minés qui les compose. Ceux-ci sont
au nombre de 22 (Tableau 1.3). Cette structure peda connaitre la composition chimique
de l'enzyme (nature et pourcentages des différexmisles aminés) ainsi que l'ordre
d’enchainement de ces unités. Elle ne donne auntorenation sur I'organisation spatiale de
la biomolécule,

La structure secondaire présente fé degré d’organisation spatiale (conformation) de la
chaine polypeptidique. Si la conformation de chgoaéine est unique, on retrouve souvent
deux motifs réguliers de repliement dans certapesies des protéines : le premier motif,
I'hélice a, est stabilisé par des liaisons hydrogenes iniaeires, et le second motif, appelé
feuillet B, est stabilisé par des liaisons hydrogenes forméege deux chaines
polypeptidiques,

La structure tertiaire présente l'organisation catel tridimensionnelle de la chaine
polypeptidique, permettant le rapprochement d'acideninés éloignés dans la structure
secondaire, a I'origine de la formation du ou desssactifs de I'enzyme (Fig.l.27),

Si I'enzyme est formée d'un complexe constitué desipurs chaines polypeptidiques

(appelées monomeres), la structure globale eggjrisipar le terme de structure quaternaire.

Fig.1.27 : Structure tertiaire de I'alcool déshydyénase extraite du foie de cheval

- 38 -



Chapitre | : Etude bibliographique

Acide aminé | Abréviation | Code Structure Acide aminé | Abréviation | Code Structure
. > OH . HNTT TN
Alanine Ala A HzN/g‘/ Asparagine Asn N 5

3 HaiN" Y’
H « SH =N
" L on - g
Cystéine Cys C HIN N Pyrrolysine Pyl o) 3
Vs | -
Acide e0 .
, Asp D H Proline Pro P <N\)YO
aspartique o OH Nl
(o]
(—Ib\ HaN
Acide s . 0
. Glu E W Glutamine GIn Q H,
glutamique oy e O HaN OH
o 5
HoN H
pY
Phénylalanine Phe F o Arginine Arg R
H,N H,
OH HoN
oH
0 HO.
Glycine Gly G HzN Sérine Ser S y Nj\fo
OH e
HO
Histidine His H o Thréonine Thr T I(O
HoN HoN
OH OH
N//‘\NH HSe
Isoleucine lle LH}( Sélénocystéine Sec U jﬁ‘/OH
z, OH H2N
HzN | 0o
(0]
Lysine Lys K Valine Val \% " N%CH
o 2!
Leucine Leu L E(fo Tryptophane Trp W e
HoN NP
OH OH
\S HO.
Méthionine Met M 5\(0 Tyrosine Tyr Y
HoN

H,N

Tableau I.3: Liste des acides aminés, leurs afiénis et leurs formules
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L’activité catalytique des enzymes est déterminae lpur structure tridimensionnelle. La
plupart des enzymes sont de dimension bien plusdgrgue celle des substrats avec lesquels elles
interagissent (Fig.1.28). Toutefois, une petitetipar de I'enzyme seulement (quelques acides
aminés), plus connue sous le nom de site actifdiesttement impliquée dans la catalyse. Cette
région fixe le substrat et effectue ensuite la tiéacde transformation. Les sites sont constitués
d’acides aminés mais également de composants cheémtels que des ions métalliques *{F®n?*,

Zn**, Mg®") ou des molécules organiques appelées cofactdimsing, vitamines B) qui sont

essentiels a I'activité catalytique.

Substrat = H

0o

Fig.1.28: Comparaison entre la taille du substrat, site actif et de 'enzyme

1.3.4.2 Site actif

Les sites actifs sont des cavités tridimensiorsetle caractére non polaire dans lesquelles
s’inserent les substrats. L’'eau est normalementuexdu site actif lorsque le substrat est li¢, sauf
elle constitue elle-méme un réactif.

Le site actif comporte au moins deux parties filonctelles, qui peuvent ou non étre voisines
sur la chaine polypeptidique :

» e site de reconnaissance du substrat est condtaoi&es aminés a l'origine de 'orientation
du substrat, et donc de la spécificité de I'enzyme,

= |e site catalytique est constitué des résidus qpuii directement impliqués dans la formation et
la rupture des liaisons chimiques. Ces résidus smmgent localisés au fond de la cavité, et
dans la majorité des cas, possedent des chaigealdstioniques ou réactives (ex. histidine,

lysine, cystéine, sérine, acide aspartique ou aglitamique).

Les substrats se lient aux enzymes par l'internwedimteractions faibles, les constantes

d’association correspondantes allant dé 40L0° mol.L™ et les enthalpies libres d'interaction étant
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situées entre -3 et -12 kcal/mol. Les interactieosit généralement de type Van der Waals,
électrostatiques ou impliquent la formation deslgis hydrogenes. Ces 3 types de liaisons non-
covalentes different dans leurs contraintes géeoqués, leur force et leur spécificité. Elles soat p

ailleurs toutes affectées, mais de maniére diftérgrar la présence d’eau.

Interactions électrostatiques
De maniere générale, la force d’'une interacti@ctébstatique entre deux corps chargés est

donnée par la loi de Coulomb:

919
12ke

r? Eq1.26)
avecr : distance de séparation entre les deux chargesconstant de Coulombg; et g, . charges des deux
corps (positives ou négatives)

F =

Un substrat chargé négativement peut former urisohaélectrostatique avec la chaine
latérale des résidus de lysine, d’arginine et titiise, ainsi qu’avec le groupement amine terminal
d’'une chaine polypeptidique si ce groupement estgéhpositivement a la valeur du pH du milieu.
Dans le cas ou le substrat est chargé positivenhgmi,t interagir avec les résidus d’acide aspadi

et d’acide glutamique, ainsi qu’avec un groupencanboxylate terminal.

Liaisons hydrogenes

En milieu biologique, des liaisons hydrogénes petige créer entre les atomes d’hydrogene
des fonctions —OH ou -NH et des atomes d’oxygend’@zpte. Les distances peuvent aller de 2,6 a
3,10 A et les énergies de liaison de 3 & 7 kcal/mbldes 20 acides aminés peuvent former des
liaisons hydrogenes par lintermédiaire de leursirds latérales. Une caractéristique importante
d’'une liaison hydrogéne est son aspect directioraiabi que la forme du site actif qui exclut les
molécules n'ayant pas une forme complémentaire c¢ecopfere la spécificité aux interactions

enzyme-substrat.

Interactions Van der Waals

L’interaction de Van der Waals est due a une fatteactive non-spécifique entre deux
atomes qui sont séparés par 3 & 4 A. L'énergiéatdoh pour une paire d’atomes est de I'ordre de 1
kcal/mol (interaction faible). Une interaction etice de type Van der Waals entre un substrat et une

enzyme ne peut avoir lieu que si leurs formes somtplémentaires du point de vue stérique.
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[.3.4.3 Mécanismes d’interaction

Une enzyme est un catalyseur biologique dont fectfon principale est d’augmenter la
vitesse de la réaction gqu’il catalyse (modificatidn bilan cinétique) sans en modifier le bilan
thermodynamique.

Elle peut le faire de différentes manieres, a savoi

» en abaissant I'énergie d'activation de la réa@moréant un environnement dans lequel I'état
de transition est stabilisé (Fig.l.29),

= en abaissant I'énergie de |'état de transition gsdfermer le substrat, en créant un
environnement dont la distribution de charge epbspe a celle de I'état de transition,

= en fournissant une voie alternative. Par exemple,peut interagir temporairement avec le
substrat pour former un complexe enzyme-substtatnrédiaire, ce qui serait impossible en
absence de I'enzyme,

»= en réduisant le changement d'entropie de la réadimenant 'ensemble des substrats dans

une orientation permettant a la réaction d’aveiu li

4 A..B

sans enzZyme

énergie d'activatiol
Sans enzyme
energie
d'activation
avec enzyme

Energie

réactants

A+B

Energie totale
liberee lors de
la reaction

produits

AB

Temps de réaction
Fig.1.29 : Comparaison du niveau d’énergie requisip@ réactions dont I'une est catalysée par une/erezet I'autre pas

Le tableau 1.4 présente quelques facteurs d’ac@pnient de vitesses réactionnelles en présence de

catalyse enzymatique.
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Facteur d’accroissement

Enzyme Réaction )
y de la vitesse

Coupure des liaisons au niveau de la liaison
Chymotrypsine | carboxylique de la tyrosine, du tryptophane, de la 10
phénylalanine ou de la leucine

Hydrolyse des peptidoglycanes constituant la paroi

L L 2.1
ysozyme bactérienne ¢
, Oxydation de l'urée : 4
1
Urease (NH,),CO + HO > CO;, + 2NHy o
Phosphatase aIcaIireHydrOIyse des esters mono-phosphates pour donner 107

un ion phosphate et un alcool

Tableau 1..4 : Quelques exemples de facteur d’assement de vitesse réactionnelle en présenceyierw

1.3.4.4 Spécificité

La complémentarité dans la structure, les chargsspropriétés hydrophile/hydrophobe de
'enzyme, spécialement son site actif et de sontsthsont a 'origine de la grande sélectivité de |
réaction enzymatique. Il est possible dans certeassd’atteindre des niveaux de sélectivité assez
impressionnants, notamment pour les enzymes imgagdans la reproduction et I'expression du
génome. Il en va ainsi de I'enzyme ADN polymérasé wmtervient non seulement dans
la réplication de I'’ADN au cours du cycle celluimais aussi dans des processus de réparatien et d
recombinaison de I'ADN. Cette enzyme catalyse d@bes réactions, puis veérifie que les produits
sont bien formés dans une deuxieme étape. Ce pux@sdeux étapes conduit a un taux d'erreur
moyen de moins de un sur 100 millions, témoignanthaute spécificité des polymérases de
mammiféres. On retrouve ce niveau de précision g@autres enzymes telles que I'ARN polymérase,
les aminoacyl-ARNt synthétases et les ribozymes.

Bien que le modéle « clef-serrure » de Fisher puiehdre compte de la spécificité de
I'enzyme, il ne parvient pas a justifier le faitegeertaines enzymes soient capables de catalyser un
réaction avec toute une gamme de substrats diferBainiel Koshland explique ce phénomene par
le fait que les enzymes sont des structures assgites, le site actif est donc constamment remodelé
lorsque le substrat interagit avec l'enzyme. Da@scas, le site actif de I'enzyme n’est plus
exactement complémentaire a son substrat danstabfoadamental mais dans son état actif. En
conséquence, les substrats ne se contentent pas tler a un site actif rigide. Ills modifient
légerement la conformation de I'enzyme. Ce phénanaish appelé «ajustement induit de Koshland »
(Fig.1.30).
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Substrat
Substrat

Substrat
Substrat Hos -

[ — 7 —

Site actif

Site actif

Site actif Site actif

() (b)

Fig.1.30 : Deux modes de fonctionnement du sité a¢h) : mode complémentaire : clé — serruretgt:(mode induit

1.3.4.5 Cofacteurs

L’activité catalytique des enzymes, hormis celles dydrolases, nécessite la participation
d'une autre partie non protéique et thermostabfmekte cofacteur. Le cofacteur peut étre
inorganique, par exemple un ion métallique ou urstelr fer-soufre, ou organique, généralement
dérivé d’'une vitamine (ex : flavine, heme).

Les cofacteurs organiques, que l'on appelle coeerzynpeuvent étre des groupements
prosthétiques qui sont fortement liés a 'enzyme participent a la réaction et sont régénérésfia la
de celle-ci.. Les co-enzymes peuvent étre égaletieentie maniéere transitoire a I'enzyme. lls sont
dans ce cas appelés co-enzymes libres et agiss@mies des substrats particuliers, ou co-substrats.

Les coenzymes peuvent jouer le réle d’activateurdetransporteurs.

Groupements prosthétigues — Coenzymes activateurs

Les groupements prosthétiques sont fixés a l'apmeazpar des liaisons fortes (liaisons
covalentes) et/ou des liaisons faibles (liaisonsgioes et hydrogéenes). lls sont spécifiques d’une
seule enzyme et ne s’en détachent pas au coura dEdtion. Leur séparation de I'enzyme peut
entrainer sa dénaturation.

L’exemple le plus connu est le coenzyme flavinéraiae dinucléotide (FAD) (Fig.1.31) dont

le mécanisme est présenté ci dessous:

Fixation du substrat pour la formation d’'un comglégrnaire

Enz-FAD + Substrat «——» EnzADH ,-Substrat (Eq.1.27)
= Reéaction de formation du produit

Enz-FADH,-Substrat «——» Enz-FADHKProduit (Eq.1.28)
= Libération du produit

Enz-FADH,-Produit «<—>» Enz-FADH + Produit (Eq.1.29)
= Reégénération de I'enzyme

Enz-FADH, + 0O, <«—— Enz-FAD + H,0, (Eq.1.30)
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ol
H,C N
:@ S NH
2
HiC N N/&o

CH,

H——OH
H——OH

H——OH

GHe

? NH,
0=p—0 '

9 1)
o=p-0 N
o) QO
OH OH

Fig.1.31: Structure chimique du coenzyme flavinérade dinucléotidé=AD)

CoE libre — Coenzyme transporteur

Contrairement aux groupements prosthétiques, @&szgmes se lient a 'enzyme de maniére
transitoire par I'intermédiaire de liaisons faibktssont donc facilement dissociables de I'enzylise.
sont souvent modifiés apres la réaction et doiitrdg ensuite régénérés par une 2eme enzyme.
Plusieurs enzymes peuvent utiliser le méme coenzyae exemple, environ 700 enzymes sont

connues pour utiliser le coenzyme nicotinamide adédinucléotideNAD™ (Fig.1.32).

7 CONH,

@
N~ <«—— Site de réduction 8 NADH

Groupement
OH OH €— phosphate attaché ici
pour former le NADH

Fig.1.32: Structure chimique du coenzyme NAD

Le principe de fonctionnement de ce coenzyme ast pbmplexe que celui de la FAD

puisqu’il met en ceuvre un plus grand nombre d’'é&ape

= Fixation de NAD a I'apoenzyme
Enz + NAD* «—>  Enz-NAD (Eq.1.31)
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= Fixation du substrat pour la formation complexaame

Enz-NAD® + Substrat,H, «——  Substrat,;4 Enz-NAD" (Eq.1.32)
= Echange d’électrons et de protons

Substrat,H,- Enz-NAD* <«———  Produit-Enz-NADH,H (Eq.1.33)
= Libération du produit

Produit-Enz-NADH,H® «—— >  Enz-NADH,H + Produit (Eq.1.34)
= Dissociation de I'enzyme

Enz-NADH,H* «———» Enz + NADH,H (Eq.1.35)
= Régénération du coenzyme

NADHH* «——» NAD' + 2H' (Eq.1.36)

[.3.5 Cinétique enzymatique

Par définition, I'activité d’'une enzyme est la quenhécessaire pour convertir une quantité
donnée de substrat en produit, en un temps dohrmgns des conditions de température et de pH
spécifiées (ex. pH 7.0 et 25°C), le substrat éemnexces par rapport a 'enzyme. Méme si dans le
systeme S.l., l'unité d’activité est le katal (syoteb: kat) correspondant a la quantité d’enzyme
conduisant a la consommation de 1 mol de substranpaute, I'unité la plus souvent utilisée (U) se
définit par rapport a la transformation de 1 pumokdbstrat par minute (1 U= 16,6 nkat). L’activité
spécifique d’'une enzyme est I'activité catalytiguae unité de masse (U/mg d’enzyme).

La cinétique des réactions enzymatiques obéit dems des cas au modéle proposé par
Michaelis-Menten dont il est possible de déduiseMaleurs de la constante de Michaelis & de la
vitesse maximale de réactioyV

La constante de Michaelis permet de savoir queleeslegré d’adaptation de l'activité de
'enzyme a la concentration habituelle de son sabstans la cellule. Pour la plupart des enzymes,
Kwm est proche de la constante de dissociation du lex@&gnzyme-substrat. Quand elle est élevée,
cela signifie que la fixation du substrat sur 'eme est faible. Quand elle est basse, cela veeat dir
gue l'affinité du substrat pour I'enzyme est foifaur les concentrations en substrats inférieunes o
égales a lg, la vitesse de la réaction dépend de la vitessssdtiation entre I'enzyme et le substrat.
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[.3.5.1 Modéle de Michaelis-Menten

Description
Dans le modele de Michaelis-Menten, la réactionyeratique peut étre représentée sous la forme

simplifiée suivante :

k+1 k+’)
E + S <—k’ ES— E + P (Eq.37)
-1

AvecE : enzyme S: substrat ES: compliexe enzyme-substra® ; produit

La vitesse de formation du produit est :

d[P]
?=——=Fk.»|ES
dt +2[ES] (E38)

d[ES]

T = k4 [E][S] — (k_1k.,)[ES] (Eq.1.39)

Si [E]o représente la concentration initiale en enzymey pn

[E]g = [E] + [ES] (Eq.1.40)
% = ky1{[Elo — [ES]}[S] — (k_1k,2)[ES] Eana
D’autre part,,
B k_4[E][S] — k_4[ES]

dt

Avec les conditions initiales[s]tzﬂ =5 et [ES]t=U =0
la résolution de ces équations permet de connigirelution de la concentration des différentes

especes participant a la réaction.
On peut voir sur la figure 1.33 que la concentratienES se stabilise au bout d'un temps tres

court, ce qui permet de supposer I'établissemegmtiead’un état quasi stationnaire.

Cette hypothése est valable seulement §i4E [Sq].
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b concentration

[So]

[Eo] -

[E] temps

Fig.1.33: Evolution de la concentration des espa@&egjissantes pour.k~k;~k.»

Avec I'approximation de I'état pré-stationnaire l@é@our que la concentration du complexe

enzyme-substrat soit constante) proposé par desrctoburs britanniques Briggs et Haldane en 1925,

ona:
d[ES]
[ES] = constante i dt 0
On en déduit :
5] = e [ELolS!
ki1[S] +k_y +k; (Eq.1.42)
Si on suppose que :
K, - k i+ ks
Vu = ki2[Elp o k1
La vitesse de réaction est alors donnée par I'equde Michaelis-Menten :
[S]
V=Vy_—Fx
Ky + [S] (Eq.1.43)
Deux cas limites peuvent étre envisages:
= Si[S] << Ky, I'expression devient
k,»[E]
9 =204
Ky o(E44)
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La cinétique de réaction est d’'ordre 1 par rappo8. Le rappork.,/Ky est fonction des

autres constantes de vitesse :

k2 _ kizkiq
Ky k_i1+ki Q(E45)
= Si [S]>Ku:
9 = ki»[E]p (Eq.1.46)

La cinétique de réaction est d’ordre 0 par rappdgt On atteint la vitesse maximalg.\La
représentation graphique de I'équation 1.43 perdetdécrire le comportement cinétique de la

réaction enzymatique en fonction de la concentraiosubstrat spécifique (Fig.1.34).

/V=VM = k.,[E],

,-"II‘(_V = Vy[S1/Ky

Vitesse, v

Vio/2

K [s]
Fig.1.34 : Représentation graphique d’'uneétique enzymatique michaélienne.
Evolutide la vitesse de la réaction enzymatique en fomci®la concentration en substrat.

Représentations linéaires de I'équation de MichaediMenten
La détermination graphique directe de, 8t Ky n’est pas toujours trés précise, et d’autres

méthodes ont été proposées. Elles reposent sutingsisation de I'équation (A) de Michaelis-

Menten. En prenant I'inverse de la vitesse on abtie
1 (HM 1 ) 1

o~ \v, “B1)*

Cette écriture de I'équation de I'équation de Mai®Menten est appelée représentation de

(Eq.1.48)

Lineweaver-Burk.
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La représentation graphique :

5= ()
9 (5] est une droite de penteyR/y (Fig.1.35)

Une autre représentation a été proposée par Eadifted. En écrivant I'équation 1.49 sous la

forme suivante :

Ky + I[S] = VyS] (Eqa)4
On obtient :
9 Vy I
S| Ky Ky (EqQ.1.50)
La représentation graphique :
1)
= =f9)
[5] est une droite de pente -3/KFig.1.35)
= / ; % KN
g ~
Ve Pente = K,./V,.
/ Pent 1
P ente =-1/K;,
Y
V4 (A) (B)
,.--';/4— hVATI \
1/18) T v
- YKy, Vi

Fig.1.35 : Représentation graphique de la linéatisa de I'’équation de Michaelis-Menten,
A : représentation de Lineweaver-Burk et B : repnéagon d’Eadie-Hosfte

Signification pratique des constantes cinétiques
» La constante catalytiqui., (ki2 = Vum/[E]o) est une constante de vitesse du premier ordre.
Elle représente la fréequence a laquelle I'enzynmoraplit I'acte catalytique (en anglais
"turnover") lorsque I'enzyme est saturée en sub$&he mesure donkefficacité catalytique.
= Constante de Michaélis, constante de dissociatianconstante de MichaélisyKest égale a
k.1/k; dans le cas ou.k>> ky, c'est-a-dire que leomplexe ES se dissocie en relarguant le
substrat libre a une vitesse nettement ghasde qu'il ne subit I'acte catalytique. Dansas ¢

Kwu estégale a la valeur de la constante de dissociaticcothplexe ES, elle traduiaffinité
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du substrat pour I'enzyme. Les expressions dedasg pour le modele didichaélis-Menten
et de Briggs-Haldane sont identiques. Nous remargjupe dans lenodele de Michaélis-
Menten I'hnypothese d'équilibre rapide entre lesméx libres dd'enzyme, du substrat et du
complexe est plus restrictive, elle est un casiqudiér du modélede Briggs-Haldane.
L'affinité du substrat pour I'enzyme est d'autansmrande que laaleur de la constante de
Michaélis est petite.
Lorsque la valeur de [$kst égale a la valeur deyKla valeur de la vitesse initiale est égale
a VWw/2, ceci quel que soit le modele.

= Constante de spécificitéUne enzyme peut avoir une trés grande affinitér pousubstrat
mais une constante catalytique faible et inversen#dimt de caractériser la spécificité globale
d’'une enzyme vis-a-vis d'un substrat, on utiliserdg@port suivant, appelé constante de
spécificité :
Ky (E6)

La limite supérieure de sy est la constante de vitesse d'association deyiten£ et du

substrat S : k Cette constante a pour limite la vitesse de ddfuses macromolécules dans le milieu
réactionnel qui est de l'ordre de®1a® s*m*

Le tableau 1.5 présente les valeurs de ces troistaotes pour quelques enzymes.

Enzyme Substrat k(sY Kw (M) rep(st.M™)
Acétylcholine estérase  Acétylcholine 1,410 9.10° 1,6.16
Catalase Peroxyde d’hydrogéne 48.10| 28,6.10 1,6.16
Pénicillinase Benzylpénicilline 2.30 5.10° 4.10
Uréase Urée 5,8.30 2.9.10° 2.10
Glucose oxidase Glucose 1.9810 | 50,3. 10 3,8.1d

Tableau 1.5 : Valeurs des constantes catalytiqueMithaélis et de spécificité de quelques enzysitesthrenda.com)

1.3.5.2 Effet coopératif — Equation de Hill

Certaines enzymes ne présentent pas un comportemeétiue de type michaelien. Dans ce
cas, la courbe vitesse initiale vs concentratiorsdrstrat est généralement une sigmoide, indiquant
une fixation coopérative du substrat sur le sité.&Ceci veut dire que la fixation d’'une molécule
substrat affecte la fixation de la suivante. Eitpla renforcer ou au contraire la géner. On parle

-51 -



Chapitre | : Etude bibliographique

alors de coopérativité positive ou négative. Ce muomement est souvent observé dans le cas
d‘enzymes multimériques possédant plusieurs sitagedaction.
L’équation de Hill est souvent utilisée pour rendmmpte du phénomene de coopérativité
(EQ.1.52) :
AL
(k3 + [S1™) (E62)

AvecV max : Vitesse maximale de réctigig] : concentration de substr&t; : constante de Hillp :
coefficient de Hill, représentant de degré de Igpéoativité de la fixation.

= Sin=1:les fixations successives de substradtisdépendantes. Il s’agit une fixation simple
et I'équation de Hill est semblable a celle de Miels-Menten
= Sin>1:ilya coopérativité positive

= Sin<1:ilyacoopérativité négative.

1.3.5.3 Facteurs influengant I'activité d’'une enzyne libre

Influence de la température

La vitesse des réactions chimigues augmente démérat avec la température en raison de
I'énergie cinétique fournie aux molécules qui augtede nombre de collisions efficaces conduisant
aux produits de réaction. Cependant, dans le eamedéaction enzymatique d’autres parametres vont
avoir une influence. Ainsi, la stabilité du com@esnzyme-substrat ou I'ionisation de certainsssite
varient avec la température. Par ailleurs, la sirectertiaire des enzymes, tres ordonnée et
complexe, est nécessaire a la fixation stéréosgeéeifdu substrat. Une élévation de la température
peut détruire cette structure conduisant a unemditin, voire a la perte de I'activité enzymatique
(dénaturation thermique irréversible).

Ainsi que le montre la figure 1.36, il existe umenpérature optimale qui permet d’obtenir
une vitesse constante pendant toute la durée xj@kience. Au-dela de la température critiqueilT
se produit le phénomeéne de dénaturation. Les ermg@daible masse moléculaire portant une seule
chaine polypeptidique et des liaisons disulfured ptus sensibles a la dénaturation que les enzymes
a grande masse moléculaire. La dénaturation egenbtres sensible dés 50°C a 60°C. En général,

il est conseillé de travailler au moins a 10°C essdas du seuil de dénaturation. La résistance de
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I'enzyme vis-a-vis de la dénaturation thermique dép&galement d’autres paramétres tels que le pH,
la force ionique ou la présence de ligands.

U
F =)
=
i
‘m
o
@
&
i
c
[+ 1]
b
3
0
o
Température
Fig.1.36: Effet de la température sur la vitessart réaction chimique (A), sur la dénaturation dueanzyme (B) et sur l'activité

globale d’'une enzym¥

Influence du pH

L’effet du pH sur l'activité enzymatique est sonvé&é a I'état d’ionisation du substrat (dont
une forme seulement est catalysée) ou d’'un cemtambre de groupements dissociables de I'enzyme
nécessaires pour maintenir la conformation duagité et qui participent a I'élaboration du compex
ES. Le pH peut donc avoir une influence sur lestaotes telles que k Ky et kio/Ky (Fig.1.37).

Les différents groupements dissociables pouvaatg@ésents au niveau du site actif sont les
groupements carboxyles ou amines situés en boctaiee, les groupements imidazoles des résidus
histidines, guanidines des arginines, sulfydryles clystéines et phénoliques des tyrosines. La valeur
des pKa de ces groupements dépend beaucoup dmigtosnnement polaire ou non polaire. Dans la
pratique, le pH optimal est choisi aussi en fomctles conditions de mesure dont un compromis est

nécessaire surtout lorsqu’une séquence de réaetm@ysatiques est mise en jeu.

E+S — ES —> E+ P

H~ H~

K.
K aman

EH + S — ESH

KaESH

Fig.1.37: Effet du pH sur les équilibres mis en @ans la réaction enzymaticdé
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Ces effets de pH et leur amplitude different d’@meyme a l'autre (Fig.1.38). La plupart des
enzymes sont actives dans un domaine limité deQmpeut attribuer ce fait a la stabilité de la

protéine enzymatique dans cette zone de pH. Leptirhal est fonction du site actif, de I'affinité de

'enzyme pour son substrat.

Monsamine oo yilase

amylaza

Acllla enmymabaus

4 5 L3
pH

Fig.1.38: Comparaison de I'effet du pH sur I'amylastela monoamine oxydase

Influence de la concentration en substrat
La figure 1.39 représente I'évolution de la viessnzymatique avec la concentration en

substrat pour une enzyme présentant un comportemehtélien. Pour une quantité fixe d’enzyme
et a faible concentration de substrat, la vitesskadéaction est proportionnelle a la concentna¢io
substrat. A des concentrations de substrat éleVgegdiesse de réaction est indépendante de la
concentration en substrat et tend vers une vatemstante (vitesse maximalg,) Pour effectuer des

mesures d’activité catalytique, il sera donc imaoride se placer en excés de substrat afin de pouvo

directement mesurery
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Vitesse

l_Y_J

Cinétique approximativement
d'ordre0

Cinétigue mixte

Cinétique approximativement
d'ordre 1

[Substrat]
Fig.1.39: Effet de la concentration en substrat kuvitesse de réaction pour une enzyme de compertemichaélien

Influence de la composition du milieu réactionnel

Ainsi que nous l'avons vu précédemment, le pH &éfele maniére significative les réactions
enzymatiques. Celles-ci sont donc généralemerisééal en milieu tamponné. Dans ce cas, la nature
du tampon ainsi que de sa concentration doiveatdtoisis avec soin. En effet, une méme enzyme
peut avoir une activité plus grande en milieu tampibrate qu’en milieu tampon acétate au méme
pH, la différence provenant du fait que le citrettélate les ions métalliques présents pouvanténhib
'enzyme. La présence des sels peut aussi afféetetesse d’'une réaction enzymatique, soit par
déplacement de I'équilibre de formation du complextivé, soit par leur combinaison avec les
réactifs. Pour obtenir des résultats reproductibiesorce ionique du systéme ne doit pas varier de

facon trop importante.

1.3.6 Quelques exemples d’enzymes

Comme nous l'avons déja mentionné, il existe diffiées classes d’enzymes selon le type de
réactions gu’elles catalysent. Les paragraphes sisiv@ecrivent les caractéristiques principales des
enzymes que nous avons utilisées dans ce travajliedppartiennent toutes a la catégorie des

oxydoréductases.

[.3.6.1 Formaldéhyde déshydrogénase
La formaldéhyde déshydrogénase (FDH) (EC 1.2£:15® comme son numéro EC

indique, estune oxydoréductase agissant surglesipements donneurs aldéhydes en utilisant
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NAD® ou NADF comme accepteur. Son substrat principal est lendttéhyde. La réaction

d’oxydation du formaldéhyde catalysée par le FDHasuivante :

FDH
HCHO + NAD + H,O = HCOO + NADH + 2H"  (Eq.1.53)

Cette enzyme est présente dans une grande vaeétécdo-organismes™ et participe a
I'elimination du formaldéhyde provenant de soureesironnementales ou endogenes. Lorsqu’elle
provient d’'une souche de micro-organisme telle ueouche bactérienneseudomonas putida
(PFDH, EC 1.2.1.465> ™7 le cofacteur NAD suffit au bon déroulement de la réaction. Parrepiit
a été montré que certaines FDHs nécessitent lipation de NAD et de glutathion pour pouvoir
assurer leur activité catalytique. C'est la casgample de la FDH issue du champigri@endida
boidinii**> 1 18

L'enzyme PFDH, dans sa forme active, est un hanaotére composés par quatre sous-unités
identiques, dont chacune comprends 398 résidusleaaminés et deux ions zinc (un iorf Zpour
la structure et un autre ion pour l'activité catiglye). La masse moléculaire de chaque sous ueité d
PFDH est d’environ 42 kDa. La sous-unité de la PHPBIg.1.40) contenant le site actif vis-a-vis du
formaldéhyde est constituée de deux domaines separéune fente contenant une poche profonde
qui permet de recevoir la partie nicotinamide déacteur NAD. L'un des domaines ce cette sous
unité est responsable de la fixation de cofactandis que l'autre partie contient les groupements
permettant la fixation du substrat. Cette derngstedonc a l'origine de la spécificité de I'enzyme.
Les tailles de ces deux domaines ne sont pas édaletomaine catalytique comprend 231 acides

aminés, tandis que le domaine de fixation du cefaate comporte que 167 acides aminés.

Znit

domaine catalytique

C-ter.

Cofacteur NAD*

A " domaine de fixation

QR \% de cofacteur

Fig.1.40: Structure de la sous- unité constitudahkyme PFDH

L'ion Zn** participant aux activités catalytiques de I'enzyesé en coordinence tétraédrique
avec trois acides aminés (cystéine, histidine, eaasgpartique) et une molécule d'eau qui va étre
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remplacée par lanolécule du substrat ou de I'inhibiteur. L’ion Zrintervient dans le mécanisme
catalytique comme un acide de Lewis dont la fomctst de renforcer la polarité de la liaison du
substrat et de la rendre plus facilement hydrolys&binotamment quand les aldéhydes aliphatiques
se présentent sous forme hydratés dans la solfitiones gem-diol). Le deuxieme atome de Zn est
lié a quatre résidus cystéines.

Le mécanisme principal de conversion du formaldétpatalysé par la pFDH proposé dans la
littérature est celui décrit par les réactions B3136. Il comporte essentiellement I'étape d’oxyala
d’'une molécule d'aldéhyde de facon irréversiblel@aomplexe Enz-NADpour former le complexe
carboxylate correspondant suivie de I'étape deodiaion du produit, de I'enzyme et du coenzyme.
Toutefois, Tanakat al. ont montré que ce mécanisme comporte éventuellediené autre voie

conduisant & la réduction du formaldéhyde en altblg.1.41).

RCHO RCOOH

Enz NAD™T Enz NAD* RCOOH
RCHO % \J
Enz — Enz
+ — Enz-NAD™ Enz-NADH e
NAD? f\ % NADH
RCHOH ey RCHO RCHO

Fig.l.41: Schéma d’un mécanisme possible pour#&tién de dismutation des aldéhydes catalyséegpRFDH!®

Cette voie consiste en la fixation d'une autre roolé d’aldéhyde au complexe Enz-NADH
suivie par sa réduction en Enz-NAD-alcool. Cettéevest possible a pH neutre ou la liaison de
l'aldéhyde au complexe Enz-NADH et sa réductiort ptus rapides que la dissociation du complexe
Enz-NADH, NADH étant fermement (mais pas de manigsealente) lié a PFDH et le taux de
dissociation de NADH étant considérablement raleéagH plus élevé (9,5), le taux de réduction de
l'aldéhyde diminue de facon conséquente tandidegtax de dissociation de NADH reste inchangé,
permettant la prédominance du processus d'oxydat®mri’aldéhyde. Ceci permet d’expliquer la
valeur de pH de fonctionnement optimale (pH 8.%enbe par Ogushi pour enzyme e mais
egalement que le domaine de stabilité de la pFDsitse entre 7 et 9.

En ce qui concerne la spécificité de la pFDH, lenfaldéhyde est le meilleur substrat pour
I'enzyme dans la série des aldéhydes, les valeukg,det Wy sont respectivement 0,09 mM et 5,92

1117 (Tableau 1.6). La valeur deyKaugmente et )\ diminue avec 'augmentation de

....

pmol.mirt.mg

aldéhyde ou les alcools comme le méthanol ou liha
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Substrat Ke (MM) | Vi (umol.min®.mg?)
Formaldéhyde 0,09 5,92
Acétaldéhyde 5,8 1,54

Propionaldéhyde a7 0,09

Isobutyraldéhyde 6,2 0,75
n-Propanol 50 0,28
Aryl alcohol 100 0,05

Tableau 1.6 : Paramétres cinétiques, (¥t Ky) de la formaldéhyde déshydrogénase pour divershaides et alcooly’

[11.3.6.2 Alcool oxydase
Contrairement aux bactéries chez lesquelles lalmésme du méthanol est catalysé par des

§19121 gy les champignof® % est

déshydrogénases, I'oxydation du meéthanol chez desré
catalysée par une enzyme dépendant de I'oxygeaieodl oxydase (AOX, EC 1.1.3.13). Il s’agit une
enzyme appartenant a la famille des oxydoréduci{@@sl), agissant sur les groupements donneurs
CH-OH qui utilise l'oxygéene © comme accepteur d’électrons et qui catalyse patement
I'oxydation des alcools a chaines courtes.

Cette enzyme est un homooctamére, composé de siés-udentiques donc la mass
moléculaire de chacune se trouve dans les 74-83 Kl se disposent selon une orientation quasi-
cubique et dont chacune contient une molécule db BAg.1.31), liée de fagcon non covalente a
l'enzymée?® 2% 124 Contrairement aux déshydrogénases KiBpendantes, le recyclage de
coenzyme n'est pas nécessaire.

L’alcool oxydase contenant la FAD comme coenzymilgse I'oxydation des alcools a
chaine courte (essentiellement méthanol et éthamoiduisant d’abord le complexe AOX-FAD en
présence du substrat pour former le produit aing kg forme hydrogénée AOX-FARHjui est
ensuite ré-oxydée par l'oxygéne moléculaire avemdtion de peroxyde d'hydrogéne selon la
réaction (Eq.1.54).

RCH,OH + 0, = RCHO + HO, (Eq.1.54)

L’affinité de I'enzyme pour les alcools diminue avBaugmentation de la longueur de la
chaine alkyle, sauf dans le cas de 'AOX issue HampignonPaecilomyces variofif* dont I

activité vis-a-vis du méthanol est légerement plaesée que celle vis-a-vis de I'éthanol. Une absenc
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d’activité a été observée pour des alcools de lamgde chaine alkyle plus longue que C5, les
alcools secondaires ou tertiaires et les alcoolmatique$™ (Tableau 1.7).

L’AOX est également connue pour sa réactivité vigsadu formaldéhyde. Puisque ce dernier
est quasi totalement hydraté en solution aqueadermaldéhyde peut étre considéré chimiquement
comme [|'équivalent chimique d'un alcool. L'alcookydase oxyde le formaldéhyde en acide
formique'® 121 1% Des travaux réalisés par Katd al''® ont montré que le site actif de I'enzyme
impliqué dans oxydation des alcools et du formaidéhest commun. Cette activité vis-a-vis des
aldéhydes est tres peu discutée dans la littératuedle est généralement considérée comme faible
comparée a celle vis-a-vis du méthanol ou de IfthaDans le cas de l'alcool oxydase non
commerciale isolée du champignBaecilomyces variottiRI017 *?* elle est de I'ordre de 28% de
celle observée pour le méthanol et I'éthanol, mggielle est d’environ 5% pour l'acétaldéhyde. En
ce qui concerne I'enzyme issue de la lewdemsenula polymorphd’affinité pour le formaldéhyde

est encore plus faible, 10% par rapport & celle fméthanol, et la valeur deykest de 2.6 mM?®,

Activité relative (%)
Substral Hansenula Pichia pastorid?® | Candida boidinit?t| Faecllomyces
polymorphd*® b variotii***
Méthanol 100 100 100 100
Ethanol 49,8 82 78 106
1- Propanol 44,2 43 32 33
1- Butanol 3,19 20 17 -

Tableau I.7: Activités relatives des alcool oxydasgtraites de différentes souches de levure eha@pignon pour divers alcools.
L'activité pourle méthanol est arbitrairement fix¢e.00% pour chaque souche

L’activité de 'AOX est généralement optimale ddasdomaine de pH entre 8 et 9 et les

enzymes sont stables sur une large plage de pl érgt 10'%* Toutefois, la présence du produit

issu de la réaction enzymatique, le peroxyde dbgéne, affecte considérablement l'activité ainsi

que la stabilité de 'AOX® 12412 Cette diminution d’activité, voire I'inactivatiode I'’AOX par

H,0,, est probablement due & l'oxydation des groupesressentiels —SEP. Une des méthodes la

plus simple permettant de surmonter cette diffc@st d'imiter la nature, en couplant par exemple
AOX a une autre enzyme pour faire disparaitrecoeposé. Dans les cellules de levure ou les
organites spécifiques, la catalase, une enzymetappat a la famille des peroxydases qui catabyse |

dégradation de ¥, en HO et Q, est produite en réponse au méthaiof>
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1.3.6.3 Lactate oxydase (LOX)

Il existe au moins deux types différents d’enzynges oxydent le L-lactate et utilisent
I'oxygene moléculaire (£ en tant qu'accepteur d'électrons. Elles appasei@ntoutes les deux a la
famille des flavoprotéines qui catalysent l'oxydatideso-hydroxy-acide¥’. Elles possédent la
structure soit d’un tétraméf& soit d’'un octaméré® dont les sous-unités identiques ont des masses
comprises entre 41008 et 47000 kD¥°. Chaque sous unité contient une molécule de coesmzy

flavine-mononucléotide (FMN) (Fig.l.42) qui joue tle important dans le mécanisme de catalyse.

O
JOBS.
N\W&O
OH
~OH

o
0=P.
Ho ©H

Fig.1.42 : Structure chimique de la flavine-monoldatide (FMN)

La réaction catalysée par le premier type d’enzyimes-2-Hydroxyde-acide oxydase; EC
1.1.3.15, transforme le groupement 2-hydroxy acideboxylique du lactate en 2-keto acide
carboxylique, conduisant a la production de pyrevet de peroxyde d’hydrogene (Eq.l.55). Ce
groupe comporte essentiellement la lactate oxydaseien numéro: EC 1.1.3.2) et la glycolate
oxyda®, (ancien numéro : EC 1.1.3.1). Elles se difféerenciprincipalement par leur origine ainsi
gue par leur spécificité. La premiére enzyme eswveot extraite a partir de souches de bactéries
telles quePediococcus spu Aerococcus viridarnsd®'*? et posséde une affinité stéréo-sélective pour
le L-lactate. La deuxieme est une enzyme habituelig trouvée dans les feuilles de plantes vertes
ou les cellules de mammiféréset elle catalyse I'oxydation de I'acide glycoliqaeec une vitesse

trois fois plus grande (& pH optimal) que celld’deide lactique®" 33
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(@) (O]
Fig.1.43 : Structure générale de la L-lactate oxgel@xtraite de A.viridans.
(a) Structure du tétramere
(b) Structure des monomeres vue de coté daneladif ou le cofacteur FMN est situé

Le deuxieme type d’enzyme, produit notamment par neycobactériesMlycobacterium

$341% catalyse I'oxydation et la décarboxylation dudse en acétate (GBOO) et en

smegmati
dioxyde de carbone (Cavec réduction d'@en HO (Eq.l.55). Du fait de ce mécanisme, I'enzyme
a été nommeé plus spécifiquement lactate 2-monoaagginumeéro : EC 1.12.12.4). Néanmoins,
guand ce catalyseur se trouve dans I'environnersehtilaire, notamment dans les conditions
anaérobies, les produits issus de la réaction nemos ceux mentionnés auparavant, et on retrouve

le pyruvate et peroxyde d’hydrogéne (Eq.1'88§°

H3CJ\ + O, —— i + CO, + H,O
ﬁ OH ? H3C)J\O_ 2 ?

OH (Eq.1.55)
o) o
R \HJ\OH + 0, — R W/LKOH + H0
O O (Eq.1.56)

La difference de mécanisme catalytique entre cas g@incipaux groupes d’enzymes
(Lactate 2-monooxygénase et S-2-Hydroxyde-acidelasg) a été le sujet de nombreux recherches.
Il semble que cette différence se base essentigfiesur le complexe intermédiaire entre 'enzyme et
le pyruvaté, notamment dans la stabilit¢ du complexe enzyndeitepyruvate, qui se dissocie
environ 7000 fois plus vite avec la lactate oxydas&vec le lactate 2-monooxygénase (Fig.l.44).
Dans le cas de la monooxygénase, la liaison dwpiewa I'enzyme réduite ainsi que sa libération du
complexe sont des processus tres lents. Le pyrwetake peroxyde d’hydrogene s’accumulent au
niveau du site actif entrainant la décarboxylatiorntitative du pyruvate par.6, et la libération
des produits finaux, (acétate, eau et En revanche, avec la lactate oxydase ou la S-2-
Hydroxyde-acide oxydase, le pyruvate est libéré phpidement de son complexe permettant son

oxydation relativement rapide aveg.O
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Lactate

Enz é Enz_ -Lactate «——=Enz 4-Pyruvate

%X o\

acetate Enz_-Pyruvate-H,O,
+ Enz_,
CO,+ H,0 @

@

v 0,
H202
Fig.l.44: Mécanismes rapportés pour l'oxydationygnatique du L-lactate
par la L-lactate oxydase (voie 1) et la L-lactatennoxygénase (voie'2}

1.3.6.4 Peroxydase de raifort (horseradish peroxidse HRP)

Les peroxydases, EC 1.11.1.7, sont des enzymespo#santes dans les plantes, les
champignons, les bactéries, mais aussi chez lesmifaras. Elles sont impliguées dans divers
processus biologiques qui comprennent a la fosyhhése de la paroi cellulaire, la dégradation, la
réponse au stress, la signalisation pendant Issstreydatif et I'élimination des xénobiotiqti&s

Ces enzymes catalysent les réactions d’oxydoramtudtiisant intervenir un peroxyde (par

exemple ROOR’ ou $D,) comme oxydant :

ROOR' + donneur électron (2¢ + 2H" = ROH + R'OH (Eq.l.57)

La réaction la plus simple est la dismutation dwpgde d’hydrogéene :

26p — 2D + O, (Eq.1.58)

Parmi les peroxydases, I'enzyme la plus connueeadkt extraite a partir de la racine d’'une
plante, le raifortArmoracia rusticanall s’agit une plante vivace cultivée dans lesagg tempérées
du monde, connue principalement pour les vertlisaioés de ses racinés

La peroxydase de raifort (HRP) appartient a lasdd$l de la superfamille des peroxydases
qui comprennent les peroxydases d'origine bactégiefongique et végétale. Dans la littérature, le
terme de « peroxydase de raifort » est générigueeftét, il existe dans la racine de cette plarite 3
enzymes présentant des séquences d'acides amfiiéésrdes mais catalysant la méme réaction
chimique. Elles peuvent étre classées selon leurt psoélectrique comme isoenzymes acides,
neutres ou basiqué&’. Parmi ces enzymes, l'isoenzyme neutre C (HRPsClaeplus abondant®’
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140 Elle comporte une séquence unique de polypeptide308 résidus d'acides aminés ainsi que deux
types de centre métalliques : 'heme, un cofacseucomposant d'un atome de fer contenu dans leeaoh
grand noyau hétérocyclique organique et deux atafeesalcium qui sont essentiels pour la structtilese
fonctions de I'enzyme (Fig.l.45). La perte de ceaxdatomes de calcium se traduit par la diminutien

I'activité et de la stabilité thermique de I'enzyiie

Fig.1.45 : Représentation en 3D de la structuristtaﬂir;e aux rayons X de l'isoenzyme C peroxydaseadort.
En rouge : le groupe héme ; en bleu : les deux atde calcium
Les réactions catalysées par la HRP se dérouledrgiément en trois étapes distinttes*
(Eq.1.59):

» La liaison de HO, (ou un autre hydroperoxyde, ROOR’) a I'neme, Fat&ad’état trivalent,
suivie par le clivage hétérolytique de la liaisoxygene-oxygéne de J@,. Une molécule
d'eau est libérée au cours de cette réaction axgtaton simultanée de I'héme pour former
un intermédiaire (composé I). Le composé | n'estypacomplexe classique enzyme-substrat,
mais plutét un intermédiaire réactif avec un étaxytation supérieur (5 comparativement a 3
pour lI'enzyme de repos),

= Le composé | est capable d'oxyder une gamme ddratghséducteurs par un mécanisme
impliquant deux étapes séquentielles a électroguenét étre reconverti en I'enzyme au repos.
Lors de la premiére réduction, on obtient un seedntermédiaire d’enzyme, le composé I,
qui conserve I'heme a I'état oxydation IV,

= Ce composeé Il est ensuite réduit en I'enzyme ngkygar une seconde molécule de substrat
réducteur (AH).

H,0 AH, AH AH, AH
Enz + H,0, —L) Composél Lz) Composéll LZ) Enz + H,0
(Eq.1.59)
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En absence de ce substratAElest HO, qui assure un double réle, comme oxydant dans la
formation du composé | et comme substrat donnélealtons (réduction) pour la peroxydase :

H,0 H,0, HO, H,0, HO,
Enz+ H,0, —D—) Composél LZ) Composell A-z) Enz + H,0
(Eq.1.60)

Cependant il est a noter que le mécanisme n’estopeément aussi simple que celui décrit par
'équation précédente (Eq.1.60). Des auteurs onthtrdoque I'étape finale au cours de laquelle le
composé Il est réduit est tres lente et une aspece intermédiaire (composeé 1) a pu étre ideatif
par spectroscopie. Une activité de type catalasdjbgue de I'oxygéne, a par ailleurs été observée.
Enfin, il semble que I'enzyme soit progressivemardctivée du fait de sa transformation en

verdohémoprotéine dépourvue d’activité catalytigtie

.4 Utilisation des enzymes dans le développemented

biocapteurs

Ainsi que nous l'avons brievement présenté dapstagraphe traitant de la classification des
biocapteurs, I'utilisation d’une fine membrane emayique peut étre le sieége de la conversion d'un
substrat en un produit détectable au niveau dusdrateur en contact direct avec cette couche
sensible. La sensibilité et la sélectivité du bpiear dépend de I'affinité du composant biologique
pour le substrat mais également des propriétésqaiighimiques du transducteur. Une inhibition de
'enzyme conduisant a une inactivation du proceséastionnel peut étre également mise a profit
pour la mise en évidence de la présence de sulstamdques dans un milieu complése **3

Dans la littérature, il est possible de trouver ttgs nombre d’exemples de biocapteurs
enzymatiques. On peut citer les biocapteurs a eshérol oxydase pour la détection du cholestérol,

les biocapteurs & glucose oxydase pour la détedtiorglucose, etc 3¢ 39 144

. L'utilisation
d’enzymes présente de multiples avantages. En éfé&git tout d’abord d’entités faciles a prochui
dont les propriétés catalytiques et la spécifipe@vent étre ameéliorées par ingénierie génétiqae. L
réponse du biocapteur peut par ailleurs étre aidelipar modulation de leur activité vis-a-vis des
analytes cibles. Néanmoins, il existe certainestditions a I'emploi des enzymes en tant que
biorécepteurs. En effet, des étapes préliminairegudécation et de conservation sont nécessaires,

engendrant ainsi des contraintes économiques coestsp. De plus, la stabilité dans le temps des
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enzymes, leur besoin en cofacteurs de méme quefrkegilité lorsqu’elles sont extraites de leur
milieu naturel, peuvent étre limitant&s14°

De nombreux progrés ont pu étre réalisés afin deédeer a ces inconvénients. Ainsi, des
modifications génétiques ont été réalisées au nivEs microorganismes sécréteurs de certaines
enzymes pour améliorer la sensibilité des essas que la stabilité et le temps de demi-vie de ces
enzymes. De méme, des interfaces électrochimiquessemédiateurs électrochimiques performants
ont été développ&S. A titre d’exemple, une acétylcholinestérase piedaprés modification
géneétique a partir derosophila melanogastes’est avérée beaucoup plus performante pour yaral
des insecticides que celle disponible dans le cervenet extraite &lectrophorus electricu$’.

L'utilisation de nanomatériaux a considérablemeamtcbué a I'amélioration des biocapteurs
enzymatiques en optimisant a la fois la surfaceatgact et I'activité catalytique. Par exemple, la
mesure du peroxyde d’hydrogéne produit lors deatalgse de I'acétylcholine par un biocapteur a
acétylcholinestérase-choline oxydase a été fortearagliorée par insertion de nanotubes de carbone
a lintérieur de I'électrod¥® assurant ainsi la détection d’une large gamme sdéticides
organophosphorés. D’autre part, des techniquesnabbilisation innovantes ont été développées
afin de remédier a l'instabilité des enzymes sdifis au niveau des biocapteurs. Afin de garantir |
meilleure sensibilité de détection, la fixationl@azyme doit avoir lieu au niveau de la zone axtiv
du capteur. Elle doit par ailleurs préserver I\atéi de I'enzyme tout en assurant une bonne ddfusi
de I'analyte vers le site actif. La silice prépapae voie sol-gel constitue un bon exemple de cetri
d'immobilisation qui permet d’améliorer la stakélithermique des enzymes et leur adaptation aux
conditions physiques et chimiques requises poutaio@s analyses environnementales. Une
procédure de co-immobilisation de I'uréase et dhuoticateur de pH fluorescent dans une matrice
sol-gel a permis, grace a linhibition de I'act&ienzymatique, de détecter Cu(ll) et Cd(ll) a des

concentrations respectives de 20 et 230'{fM
[.4.1 Immobilisation des enzymes

L’'un des points les plus critiques dans la conceptles biocapteurs est I'immobilisation du
biorécepteur sur le transducteur. Plusieurs cetdeesélection tels que le type de matériel bigiog);
le substrat a analyser ainsi que la configuratiorirdnsducteur doivent étre pris en compte pour le
choix de la technique d'immobilisation, I'objecitant de garantir I'accessibilité au substrat, une
réactivité maximale du biorécepteur et une stabdiiffisante permettant une réutilisation évenguell

du biocapteur. La technique d’immobilisation reteme doit pas perturber de maniére importante les
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performances de I'élément biologique et ainsi ne panduire a une diminution de l'activité ou
provoquer la dénaturation des enzymed| existe plusieurs techniques d'immobilisationeql’on

peut subdiviser en procédés physiques et en preaii@iques (Fig.l.46).

T
Techniques
d’immobilisation
/"_"h\ /"'-""h\
Processus physique Processus chimique

Adsorption Piégeage Liaison covalente Co-réticulation

N—" N— N—r

A T

_ il gl St gl 7 2 ol
i gl 1 =

R

Fig.1.46: Représentation schématique des difféentéthodes d'immobilisation de I'enzyme

Les avantages et inconvénients des différentesigaods d’'immobilisation sont résumeés dans

le tableau 1.8.
Méthode Avantages Inconvénients
- Fixation tres fragile
: - Facile a réaliser - Désorption facile lors d’'une
Adsorption , i 7 o
- Traitement peu dénaturant variation de pH, de force ionique ou
de température
. , i - Contraintes diffusionnelles
Piegeage - Traitement peu dénaturant

- Relargage possible de I'enzyme

- Faibles contraintes diffusionnelles

Liaisons covalentes - Liaisons fortes entre le bioélément €
la surface de transducteur

- Toxicité des molécules chimiques
utilisées

—

e L L - Toxicité des molécules chimiques
- Utilisation conjointe a la rétention Utilisées

Réticulation . -
physique pour éviter le relargage

- Contraintes diffusionnelles

Tableau 1.8: Avantages et inconvénients des diftésetechniques d'immobilisation
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1.4.1.1. Méthodes physiques d’immobilisation

Adsorption

L’adsorption physique est I'une des méthodes d'obifisation les plus simples et non
dénaturantes permettant de fixer des élémentsad@maissance au niveau d’'un transducteur. Cette
méthode se base sur I'établissement d'interactdmdaible énergie de type ionique, polaire ou
hydrophobe, ou encore de liaisons hydrogenes émtogorécepteur et un support non soluble, par
l'intermédiaire d’un matériau actif tel qu’une nésiéchangeuse d'ions anionique ou catiorfitjudu
charbon actif, de I'argile, de I'oxyde de I'alumimi, du verre poreux, des céramigiesu des
nanoparticule’s>*>*

Malgré sa simplicité de mise en ceuvre, cette tgciendemeure tres peu utilisée pour la
conception des biocapteurs, car les éléments inlieébipeuvent facilement se désorber sous
I'action d’une variation de pH, de température,cdacentration en substrat ou de force iont¢uie
152 La stabilité et la durée de vie des biocaptearg donc diminuées. De plus, afin d’assurer une
bonne adsorption, la surface d’électrode doit &hsolument propre, ce qui requiert une longue étape

de nettoyage préalabifé

Piégeage

Ces techniques consistent a piéger le biorécepl@os un matériau d’origine organique ou
inorganique. Les entités biologiques peuvent étéangées au matériau, puis déposées a la surface
du transducteur, immobilisées a l'intérieur d’'usgdu polymérique lors de sa synthese en surface du
capteur ou confinées derriere une membrane. Ldenthlla matrice ou de la membrane assurent de
maniere purement physique la rétention de ces mieigtout en permettant la circulation du substrat
et du produit de la réaction vers le site actif. d&dectivité est maintenue grace au contrble de la
porosité du matériau ainsi que de ses propriétesighes.

La nature de ces matériaux est trés variée. $itexdes gels ou des polymeres chimiques ou
biologiques insolubles tels que l'alginate, la aghénane, la silice, I'agarose, le chitosane, la
gélatine, le polyacrylamide, le polyéthyléne glydiicool polyvinylique, ..2% ¢ 57| a3 micro-
encapsulation dans des billes de verres por&lisé¥ ou le piégeage dans des membranes de
dialysé® ou de filtratiort>® a également été proposée.

L’inconvénient majeur de ce type de techniquedetslans I'établissement d’'une résistance
diffusionnelle supplémentaire qui peut se tradgiae une diminution de la vitesse de réponse du

biocapteul™. L’activité des biomolécules par ailleurs deviefortement dépendante de
-67 -



Chapitre | : Etude bibliographique

I'environnement local (pH, force ionique, etc.)’'atcés du substrat au site actif de I'enzyme peut
trouver également limité. Les propriétés de gondletrdes hydrogels peuvent s’avérer également
génantes dans certains cas et provoquer de déeoltatu biomatériau de la surface du transducteur

ou le relargage du biorécepteur.

Cas de I'immobilisation par le Nafion
Le Nafion® est un copolymere de tétrafluoroéthylenee perfluoro(4-methyl-3,6,-dioxaoct-
7-ene) acidesulfonique développé dans les années 1960 paciété&duPorit®. Il s’agit du premier

polymére synthétique de la catégorie des iononm(€iigd.47).

-(CF.CF.),-(CF.CF),,-

|
OCF,CFOCF,CF,SO;H
|
CF,
Fig.1.47: Structure chimique du Nafion

Les premiers développements réalisés dans le dendas ionomeres perfluorosulfonatés de
Nafion avaient comme objectif de réaliser des mambs permsélectives pour les cellules
électrochimiques utilisées a I'échelle industrieflans la production de NaOH, KOH et,CA
présent, le Nafion est essentiellement utilisé cernmembrane échangeuse de protons dans les piles
a combustible. Il combine la stabilité chimiquegrthique et oxydative des polymeres perfluorés tels
gue le polytétrafluoroéthylene (PTFE) aux propséties acides forts dues au groupement acide
sulfonique fluoré. Comme le Téflon, le Nafion estrémement résistant aux attaques chimiques ce
qui lui permet de ne pas libérer des fragments es produits de dégradation dans le milieu
environnant. Il résiste également a haute temp&.aans certaines applications, le Nafion pewt étr
utilisé a des températures allant jusqu'a 190°CN&aé&on est par ailleurs un excellent conducteur
d'ions, avec une tres forte sélectivité vis-a-vis aeions, et il est biocompatible.

On peut grossierement distinguer trois principauxaioes dans le Nafion:

- un domaine hydrophobe semi-cristallin continu titunés des chaines de polytetrafluorethyléne.

- un cluster hydrophile de groupements sulfonatdsues contre-ions (30-50 nm) qui gonfle
et change de taille ou de forme avec la teneuraen et forme ainsi un réseau continu permettant le
transport de l'eau et des ions.

- un domaine interfacial d’hydrophobie intermédsair

Cependant, malgré le grand nombre d'études réalisgie de modeles proposés, la

microstructure du Nafion, & l'origine de ses prém#s particuliéres, reste un sujet de controvéfse
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182" Le premier modéle morphologique de Nafion, ettaieement le plus utilisé, est celui de
Geirké®®. 1l suppose que les forces dipolaires créées gmmhires d'ions forment des agrégats
ioniques, nommeés les clusters ioniques. Cette fentee en compétition avec la force élastique des
chaines de polymére. Lors de la formation des elsssphériques, les chaines de polymeres sont
étirées et agissent comme un frein a l'agrégatisniates, limitant la taille des agrégats a quelques
angstroms (A°). Les clusters sont reliés par deswa qui permettent la circulation des protons, a
I'origine de la conductivité du Nafion et de sesmiétés de transport permsélectif. L'hydratation

provogue une augmentation du diametre des clustéasdiminution de leur nombre (Fig.1.48).

Le Nafion possede des propriétés intéressantesl’pomobilisation d'enzymes a la surface
d'une électrode. L'immobilisation peut se fairdrdes manieres différentes :

= Le polymere peut tout d’abord étre déposeé surfase de I'électrode avant que les enzymes
y soit fixées®. Le probléme de cette procédure est qu'elle sodinectement I'enzyme a
I'environnement chimique de la matrice et condéitégalement a une baisse de son activité,

= Le deuxieme type d'immobilisation consiste a pidge enzymes entre une membrane de
Nafion et I'électrode. Cette opération est généraig réalisée par un premier dép6ét d'une
solution d'enzyme ou par I'électro-polymérisationndpolymére conducteur en présence de
I'enzyme sur la surface sensible de I'électrodei gair I'ajout d’une solution de Nafion. Cette
procédure a été abondamment utit&&&’

= Le troisiéme type d'immobilisation consiste & piéEnzyme dans la membrane Nafigh
189 Cependant, piéger directement les enzymes arfacsude I'électrode par la membrane
Nafion préparée a partir de la solution commercsalgs forme acide a pour conséquence de
diminuer la durée de vie et l'activité de I'enzyr@ette difficulté peut étre surmontée par
dilution de la solution commerciale suivie de satradisation. Néanmoins, dans le cas ou la
réaction enzymatique produit des protons (cas déBydiogénases), on observe la
réacidification de la membrane de Nafion, ce quitgéminuer I'activité des enzymes. Moore
et af'’® ont proposé d'utiliser des ions tétraalkylammamsu contre contre-ions des

sulfonates.

Fig.1.48: Modéle du réseau de « cluster» pour laphologie du Nafion hydraté®
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1.4.1.2 Méthodes chimiques d’immobilisation

Liaison covalente

Cette technique consiste en la formation de li@stovalentes stables entre I'enzyme et le
support. Les groupements ne doivent pas étre redcespour |'activité catalytique ou étre situéptr
prés du site actif. Il peut s’agir de groupememténas, carboxyles ou sulfhydriles des biomolécules
et des transducteurs porteurs de groupements anéipegys ou tosylé¥” *° Une activation du
support portant soit des groupements amines seigaripements carboxyliques permet par exemple
la formation de liaisons amides, respectivemengcales fonctions carboxyliques ou amines de
I'enzyme™®. Néanmoins, I'exposition & des conditions chimijagressives affecte la viabilité et
I'activité cellulaire et peut entrainer la perteagrzymes intracellulaires. Cette technique est geoc

favorable a 'immobilisation de cellules entigi€s

Réticulation

La technique de co-réticulation repose sur lfiatdon entre 'enzyme, une protéine inerte,
appelée « protéine de charge », et un agent bifoma, le plus connu étant le glutaraldéhyde
pour créer un réseau renforcant la cohésion destabrane.

La réticulation des enzymes peut étre réaliséectdingent au niveau du transducteur ou au
niveau d’une membrane qui sera placée par la auitsiveau du transductetfr. Cette méthode est
facile a mettre en ceuvre et on observe une bomhditst des édifices ainsi obtenus. Cependant, la
constitution d’un réseau tridimensionnel peut lenita diffusion de 'analyte et diminuer la cinétey
enzymatique. De plus, la réaction chimique pew &tforigine d’'un changement de conformation de
I'enzyme, provoquant une perte d’activité de la romme co-réticulée’. Le choix de la technique
d'immobilisation dépend de la nature de I'enzymetrdnsducteur et de I'environnement dans lequel
le biocapteur fonctionne. Il dépend aussi des l#iadbimécaniques et chimiques de la matrice et de

son co(t. La meilleure technique, d’aprés Boweeiste pas’

Cas de la réticulation par le glutaraldéhyde

Le glutaraldéhyde est un membre de la familleadlééhydes. En fait, il s’agit un dialdéhyde
sous forme liquide huileux, incolore et tres odoratit est principalement disponible
commercialement sous forme acide en solution agudaspH compris entre 3,0 et 4,0. Comme
mentionné dans le paragraphe précédent, le gldémalie (GA) possede une place importante dans

le classement des agents de réticulation du faitsalefiabilité, son faible colt et sa facilité
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d'utilisation. Le GA est le réactif de choix daes kas nécessitant une immobilisation rapide et sar
de protéines.

Le glutaraldéhyde présente une chimie complexe dieuraqueux’™ Il a ainsi été montré
gue la solution aqueuse commerciale de GA (25 ou) &oconstituée d'un mélange de plusieurs
formes de ce réactif (Fig.1.49). Les différentesrfes de GA dépendent des conditions en solution. I
existe le GA libre (1), la forme linéaire monohyt&dll) et dihydrate (111), hémi-acétal cyclique/jl
et des oligoméres (V)... Dans les solutions acideseatres le GA existe comme monomere, en sa
forme d'aldéhyde libre, hydraté ou hémi-acétal. A dencentrations élevées, il polymérise pour

former des oligoméres hémi-acétals.
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Fig.l.49: Résumé des formes possibles du glutangide en solution aqueuse

Toutes ces formes de GA peuvent réagir avec legnegg, ceci de différentes maniéres, et
conduire a leur immobilisation. La figure 1.50 mantes produits du couplage des enzymes avec le

GA selon la forme et les conditions dans lesquéllies trouvé”™.
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Fig.1.50: Réactions des enzymes avec le glutargidéldans des conditions acides (a) et basiques(b)

La réticulation des enzymes avec le GA se déroéleglement dans une solution tampon
agueuse dans des conditions de pH, de force iorefjude température proches des conditions
physiologiques, permettant ainsi une bonne statbitis des composants biologiqliésCelle-ci est
obtenue soit par formation d'un réseau tridimensgbngrace a la création de liaisons
intermoléculaires entre molécules d’enzymes, saitipisons a un support insoluble, tel que le nylon
ou la silice fondue, soit par co-réticulation awides protéines inertes telles que la gélatine ou
albumine de sérum bovin (BSA). Ce dernier resagédnt de co-réticulation le plus utilisé pour
immobilisation des enzymes en vue de I'élaborattn biocapteurs. C’est une protéine riche en

lysine (59 molécules), acide aminé qui joue un idiportant dans l'insolubilisation du réseau 3D
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formé entre I'enzyme, le GA et la BSA. L'ajout d&B est d’autant plus important que la taille des
enzymes est petite.

Toutefois, il est primordial lors de I'étape d’'imbilisation de bien controler les paramétres
tels quele pH, la forcé”. Une trop faible concentration en glutaraldéhyaleofise la formation de
liaisons intramoléculaires, empéchant la constitutie la membrane et provoquant la précipitation
de I'enzyme. Par contre, une trop forte quantitét patrainer un changement de conformation de
'enzyme, en particulier, une déformation de ladtire du site actif. Cette distorsion peut limiter
l'accessibilité et I'adaptation du substrat, ceadi@cte le maintien de l'activité biologique.

Le glutaraldéhyde a été largement utilisé pour lelidpement de biocapteurs. Il est souvent
employé sous sa forme liquide mélangé directemest ks biomoléculés 271" Toutefois, il est
possible également d'utiliser ce réactif sous e vapeur saturéé '’ Dans une étude, et al.
ont comparé différents modes d’'immobilisation decétylcholinestérase pour le développement de
biocapteurs ampérométriqdés Ills ont pu montrer que les vapeurs de GA conikiisaa de
meilleurs résultats que la forme liquide. La mérarctusion a été obtenue par Chat@l. pour un
biocapteur utilisant la L-glutamate oxydase comr&mént de reconnaissanite Ces résultats
peuvent étre attribués au fait que les conditioxgeementales sont plus douces en présence de

vapeur (effet de dilution).
1.4.1.3 Ajout de nanomatériaux

Ces derniéres années, le domaine des nanotechesotogst développé de fagon considérable.
Ce domaine comporte I'étude, la manipulation, &ation et |'utilisation de matériaux, de dispositif
ou de maniere plus générale de systemes dontriendions sont inférieures a 100 nm. En ce qui
concerne les biocapteurs, la nanotechnologie jousdlende plus en plus important aussi bien au
niveau de leur miniaturisation que du développentenhouveaux systemes d’'immobilisation des
biorécepteurd’ ™% Les nanomatériaux tels que les nanoparticuleteswanofils métalliques, les
guantums dots ou les nanotubes de carbone présatdenpropriétés catalytiques, optiques ou
électroniques particulierement intéressantes. lisvgat étre préparés et manipulés relativement
facilement et présentent une réactivité généraler@lenée ainsi qu’une forte surface développée.
Les nanomatériaux sont actuellement employés damemdreux domaines tels que I'électronique,
la médecine, la pharmacie, la cosmétique, I'anagysgronnementale, la catalyse et la science des
matériaux, et d’une maniére intensive de nos jdars le domaine des biocaptétts®” Leur taille

est proche de celle de biomolécules comme les esgylas anticorps ou les acides nucléiques,
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rendant possible la synthése de nouveaux systéybesids pouvant combiner a la fois les propriétés
optiques ou électronigues uniques des nanomatéaiaerxles propriétés sélectives des biomolécules.
De nombreuses revues ont été consacrées ces deraigrees a l'utilisation des nanomatériaux dans
le domaine des biocapteurs électrochimidifésou aux applications des enzymes immobilisées
dans ou sur des nanomatéri&tix

Les nanomatériaux peuvent étre a base de cardamgdes de métal (zinc, fer, titane), de
meétaux (or, argent et fer), ou de sulfure ou séalénde cadmium (quantum dots). Ills peuvent étre
fonctionnalisés afin de permettre le greffage deméoepteurs, et de concentrer localement les
especes ciblées qui sont ensuite détectées. Qmpiwche permet d’'une part de minimiser le
probléme de diffusion, d’augmenter la surface ddamravec le milieu environnant et d’accroitre la
densité de greffage des biomolécules, et d’autré g maintenir la stabilité et I'activité de la
biomolécule. L'utilisation de nanomatériaux fonamalisés permet d’augmenter la sensibilité et la
stabilité des biocapteurs.

Le tableau 1.9 présente quelques exemples de fdimoa optiques ou électrochimiques

développés avec des nanoparticules.

Type de Récepteur Analyte Mode de détection Réf
nanoparticules
Au Oligonucléotides ADN Ampérométrie 194
Au Anti-IgG IgG humain SPR 195
FesO4 Glucose oxidase Glucose Voltammétrie cyclique et 196

ampéromeétrie

Ag Laccase Lutéolol o | 197
) Voltammeétrie a onde carree
(Flavonoide)

Pt Laccase Méthomyle | Voltammeétrie cyclique eta| 198

(pesticide) onde carrée

Tableau 1.9 : Exemples d’application des nanopaités a I'immobilisation de biomolécules

1.4.2 Influence de I'immobilisation sur les propriétés de I'enzyme

Comme indiqué dans le paragraphe 1.3.5.3., leopadnces catalytiques des enzymes libres
en solution sont influencées par la compositionmilieu (pH, nature et concentration du tampon) et
sa température. A ces parametres vont s’ajoutesd@ubstituer) ceux liés a I'étape d'immobilisation
sur le transducteur lorsque les enzymes sont éggdigour I'élaboration de biocapteurs. Le simple
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contact de la protéine avec la surface des tratsgiscou celle du matériau utilisé pour sa rétention
peut modifier son comportement vis-a-vis de sorirenmement, en jouant notamment sur I'équilibre
moléculaire entre I'état natif et déplié des prwéi L'ajout d’'une matrice d’immobilisation et/cau |
création de liaisons covalentes ou ioniques ergreyme et le support vont pouvoir accentuer ce
phénomeéne ou, au contraire, le limiter. Les chamggsobservés ainsi que leur importance vont
dépendre de la nature de I'enzyme, du matériau oeamt le transducteur ou la matrice

d'immobilisation et de I'interface protéine/matérsolutiort®”.

1.4.2.1 Nature de I'enzyme

Les enzymesont de nature amphiphile puisqu’elles sont canstis d’acides aminés dont les
chaines latérales peuvent étre polaires (Asp,Ay, Lys, His, Asn, GIn, Ser, Thr, Tyr) ou non (Ala
Gly, Val, Leu, lle, Pro, Phe, Met, Trp, Cys). Leddees aminés polaires peuvent par ailleurs étre
chargés positivement (Arg, Lys, Hys), négativem(@sip, Glu), ou rester neutres en fonction du pH
(Tableau 1.9). Les chaines latérales non poldigesacides aminés ont tendance a se rassembler vers
l'intérieur de la protéine en milieu agueux de neamia minimiser leur contact avec les molécules
d’eau. Au contraire, les chaines latérales hydieplse disposent plutét a la périphérie de la preté
ou elles peuvent former des liaisons hydrogenege@#ant, certaines chaines latérales présentant un
caractére polaire sont assez longues pour avolqug propriétés non polaires (ex : Tyr, Thr, Arg,
Lys). La répartition des acides aminés polaireg, palaires et mixtes va jouer un réle importantdan
le repliement de la protéine en solution mais égeald sur son dépliement possible au contact de
surfaces hydrophiles et hydrophobes. Des changsnsémicturels peuvent avoir lieu du fait de la
formation de liaisons hydrogenes entre la surfaardphile, les groupements polaires des acides
aminés de I'enzyme et des molécules d'eau, rés@tanne perte de la conformation de la protéine et
en particulier de son site actif. Les mémes phémeséeuvent étre également observés entre les
groupements hydrophobes de I'enzyme et une sutigdeophobe. Les interactions hydrophobes
provoquent une déshydratation de la surface deokgipe. Celle-ci peut alors s’étaler sur la sugfac
et perdre sa conformation originale, ce qui peutimedune perte d’activité. Ce type de probleme peut
étre résolu grace a la conjugaison de I'enzymeeapstite molécule ou un polymere, typiquement
des carbohydrates ou le polyéthyléne gi{ol

De maniere similaire, la présence de charges sutace de I'enzyme va étre a l'origine
d’interactions (attraction ou répulsion) avec desfaxes chargees, risquant de conduire a la

distorsion de I'enzyn&®. Une modification chimique (neutralisation) desugements chargés avant
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immobilisation a été proposée pour résoudre ce @nobl Il est a noter que le pH local au voisinage
de I'enzyme immobilisée peut étre différent de cdkila solution. Un certain nombre d'enzymes ont
montré des changements dans le pH optimal de tomaiment apres immobilisation sur des
supports.

Un autre parameétre important pouvant avoir unedgainfluence sur la sensibilité d’'une
enzyme vis-a-vis de son immobilisation est sa ri§idil existe en effet des protéines qualifiées de
« dures » et d'autres de « molles » selon la valleuteur compressibilité moléculaire adiabatique
(Bs). Les protéines dures telles que le lysozymeijblanucléase A ou la HRP, sont souvent moins
sujettes aux changements de conformation lorsuteal#gsorption sur des surfaces. Au contraire, les
protéines molles perdent assez facilement leurgtsiies secondaires et tertiaires et sont donc plus
sensibles aux interactions avec le matériau deacarfainsi qu’aux variations de pH ou de
température. La rigidité de ces enzymes peut étréliarée par greffage covalent sur un matériau
avant dép6t sur le transducteur ou directemenlassurface du transducteur, ou par réticulation, pa
lintermédiaire du GA par exemple. L'augmentationl@eoncentration en enzymes entraine souvent
une baisse d'activité du fait de 'encombrementigté résultant, de la baisse de I'accessibilité du
substrat au site actif, ou de la dénaturation elezlyme. L’effet contraire a néanmoins pu étre olgser
dans le cas de protéines « molles » dont la flewéldiminue a forte concentration.

Le méme type d’approche peut étre égalementégilgour stabiliser la structure quaternaire
de certaines enzymes multimériques dont l'inadtiveprovient généralement de la dissociation des
sous-unités qui les compos&ftBeaucoup d’enzymes telles que les déshydrogénasesidolases,
les oxydases ou les catalases entrent dans cédigoda. Une autre stratégie permettant de limiter
leur dissociation consiste & provoquer leur aggiggauis leur réticulatiof’, ou & les recouvrir de
polyméres ioniques tels que la polyéthyléneimingl{#3% Ce polymére polycationique est en effet
porteur de groupements amines ionisés capabletedigir avec les groupements anionigues de

surface de la protéine situés dans plusieurs soSsu
1.4.2.2 Nature du matériau composant le transductg ou la matrice d'immobilisation

Le caractere hydrophile/hydrophobe et la chargeuttace du/des matériaux utilisé(s) vont,
de la méme maniere que ceux de I'enzyme, avoilinfheence sur la distorsion de la protéine et sur
son orientation sur le support, donc potentiellenmile de son site catalytique. Ces paramétres
peuvent donc affecter son activité. En théorienieroenvironnement de I'enzyme peut étre modulé

et optimisé en changeant la polarité et/ou la @atg surface du matériau. Un espaceur peut
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également étre introduit entre l'enzyme et la safaafin de réduire les interactions
hydrophobes/hydrophiles ou ioniques défavorabkasine le site actif plus accessible et modifier la
mobilité de I'enzyme.

Dans le cas ou I'enzyme est piégée a l'intérieundhatériau, il a été montré que, de maniere
générale, la réduction de la porosité du matériméliare I'activité catalytique en diminuant la
mobilité de la protéine et en augmentant son conferd (effet de concentration locale). Par contre,
le transfert de masse a travers la matrice d'imhsaltion diminue I'accessibilité des enzymes
immobilisés aux substrats et peu affecter la ajuétide la réaction ainsi que le pH optimal et
I'affinité apparente vis-a-vis du substfat

Dans le cas ou les protéines sont fixées a degylad, on observe une augmentation de
I'efficacité catalytique avec la diminution de kilke des particules, ce qui peut étre attribuéna u

augmentation de la fréquence des collisions eatsailbstrat et 'enzyme.
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Chapitre Il : Optimisation d'un biocapteur enzymatue pour la détection conductimétrique des
alcools aliphatiques a chaine courte — Vers une heeire compréhension des parametres clefs

influant les performances du biocapteur

[1.1 Introduction

Le biocapteur faisant I'objet de ce premier chapitise a la détermination des alcools
aliphatiques a chaine courte. Des travaux antéri@menés au laboratoire (thése de M. Hnaien) avaient
déja montré la faisabilité de détection du méthamale I'éthanol par un biocapteur bi-enzymatique
conductimétrique utilisant l'alcool oxydase et latatase immobilisées dans un gel d'alcool
polyvinylique (PVA) réticulé. Cependant, tous les paramétres influencant lans&pdu biocapteur
n'avaient pas été optimisés. Par ailleurs, nous @ayenconstater a plusieurs reprises par la suite un
manque de reproductibilité des réponses du biogapiasi que des problemes de décrochage de la
membrane de PVA non observés lors de la premiadeétl nous a donc paru intéressant de repartir
de ce systeme existant afin de mieux comprendref@mtionnement et d’améliorer sa robustesse.
Nous avons choisi d’'immobiliser les enzymes pacuédtion a I'aide de vapeurs de glutaraldéhyde,
méthode d’immobilisation commune a tous les captdaveloppés dans cette thése, et de remplacer la
catalase par la peroxydase de raifort (HRP), enzptue robuste et plus active ayant la méme
fonctionnalité que la catalase dans le biocap#sgvoir éliminer le peroxyde d’hydrogene formé par
la réaction d’oxydation des alcools (chapitre ljfféents types de transducteurs ont par ailletés é

évalués.

11.1.1 Généralités sur le méthanol et I'éthanol

Les principales caractéristiques physico-chimiqie$éthanol et du méthanol figurent dans le
tableau I.1. Ce sont tous les deux, dans les tondi normales de température et de pression, des
liquides incolores, volatiles et trés inflammabldsodeur dégagée par ces deux substances,
lorsqu’elles sont pures, est plutdt agréable. f#lat étre percue dés 84 ppm pour I'éth&nélans les
milieux aqueux, la présence du groupement hydrocgpeble de former des liaisons hydrogénes avec
les molécules d’eau les rend plus visqueux et maitegtiles que les autres solvants organiques ayant
la méme masse moléculaire.

Les deux alcools sont des composés chimiquemehtestgpouvant notamment intervenir
comme réactifs dans des réactions d’oxydation, dshytlrogénation, de déshydratation et

d’estérification, le méthanol étant plus réactiédéthanol.
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Nom Méthanol Ethanol

Masse molaire 32,04 g.mot 46,07 g.mot

Point de fusion -97,8°C -114°C

Point d’ébullition 64,7°C 78-78,5°C

Densité 0,7915 0,789

Densité de vapeur (air = 1) 1,11 1,59

Température d’auto-inflammation 464°C 423-425°C

Solubilité miscible dans I'eau miscible dans I'eau et

dans les solvants polaires

ou apolaires

Précautions

Tableau.ll.1: Caractéristiques physico-chimiquesnaéthanol et de I'éthanol

Avec 50 milliards de tonnes produites chaque ariséerce : Journal de la France agricole),
I’éthanol est incontestablement I'alcool le plugisé dans le monde. Sa production par fermentation
est connue et réalisée depuis la civilisation bafighne (3000 ans avant JC). Ce processus anaérobie
catalysé par des enzymes, transforme en alcoaldee présent dans certains aliments tels que les
fruits (raisin notamment) ou certaines plantes|(Hg.

1,05 - CH3CH->OH + 2CO, (Eq.11.1)

Le méthanol, quant a lui, est produit & hauteub@eanillions de tonnes par an. Méthanol et
éthanol peuvent étre préparés par synthése chimdqliéchelle industrielle, I'éthanol est produitrpa
catalyse acide a partir de I'éthylene (Eq.ll.2)dianque le méthanol est obtenu par hydrogénation
sélective du monoxyde de carbone a haute pres2@h § 1000 bar) et température (300 a 450°C)
(Eq.11.3) :

CoH; + H,O - CH5;CH-,OH (Eq.11.2)
CO +2H, - CH3OH (Eq.11.3)

L’éthanol est omniprésent dans notre vie quotidienmen seulement dans les boissons
alcoolisées, mais également dans les produits d@preé et pharmaceutiques. L’alcool « a 90°» est
un agent bactéricide et désinfectant. Depuis qiesi@nnées, I'éthanol est également présent dans le
biocarburant, 'E85, dont la source d’éthanol esue de la culture de la canne a sucre, du blé et du
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mais. L'éthanol, comme le méthanol, sont utilisémme matiéres premiéres pour les syntheses de
composés organiques, essentiellement celle dedéacicétique, de l'acétate d’éthyle ou du
formaldéhyde, ou encore celles d’additifs pourd&asce tels que I'éthyltertiobutyleéther, ajouté pour
empécher |'évaporation et I'humidité, ou le métastibbutyléther, utilisé comme antidétonant.
(Fig.ll.1.a et bj.

I Botssens

B Donrées alimentaires
Ardmes ot essences

B lndustrie pharmaceutique

I tndustrie cosmérigue

. Industrie chimigue
Combustibles
Manchés particuliers

. Autres

Revendeurs

Source: RFA [ La Yie économique
Fig.ll.1.a: Consommation mondiale d’éthanol (%) p@gment de marché (2011)

Formaldehyde

o MTEBE/TAME
Acatic Acid 7
Acetic Anhydnda

Source :SRIConsulting {SRIC)
Fig.Il.1.b: Répartition des différentes utilisat&emondiales du méthanol (2009)

[1.1.2 Métabolisme et toxicité

11.1.2.1 Méthanol
Chez les mammiferes, le méthanol peut étre abspabéngestion, inhalation ou par voie

cutanée®. Il est ensuite rapidement diffusé vers les orgametamment le foie ou se pasgg
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'essentiel du processus de métabolisation (F&).llLe méthanol est tout d'abord converti en
formaldéhyde, cette réaction étant catalysée pdradl déshydrogénase (ADH), puis ce dernier est
transformé en formiate grace a la formaldéhyde ytésigénase (FDH). Le cofacteur NADes deux
déshydrogénases est régénéré via le métabolismeyrdwate. Le métabolisme se termine par la
formation de dioxyde de carbone sous la dépenddrcBacide foliqud, étape limitante car non
catalysée. Ceci explique I'accumulation dans l'oigane de méthanol non transformé et de formiate
(plus toxique que le méthanol) lorsqu’une quarititportante de cet alcool pénétre dans I'organtsme
Des acidoses sanguines sont alors généralememvéese

P ie LOLITe § Tiw)

XFIVIIIrTaT

Aldéhyde déshydrogénases (

e, NADH — —
Formate Pyruvate
Beide folinique
CO4+HO

Fig.11.2: Métabolisme du métharfol

Les symptdomes de lintoxication aigué au métharmicernent principalement le systeme
nerveux central et se traduisent par une somnolemeé par une phase d’excitation, un manque de
coordination des mouvements volontaires, la pamlyss troubles respiratoires, la cécité et méane |
mort dans les cas d’intoxication importante. Laaltitale estimée pour les adultes est d’environ 15
mL d’une solution de méthanol & 40%4_"intoxication au méthanol peut étre traitée pae dialyse ou
I'administration d’éthan8l Toutefois les séquelles oculaires sont trés fatre. L’exposition
chronique au méthanol a des concentrations de 2800appm peut entrainer des maux de téte
persistants et répétés. Des teneurs plus élevetze (200 a 1800 ppm) ont des conséquences graves

sur les organes optigues
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11.1.2.2 Ethanol

L’éthanol pénétre rapidement dans I'organisme pae wrale et par inhalation alors que
I'absorption par voie cutanée est tres faible (emvil%). Comme le méthanol, I'éthanol diffuse trés
rapidement et uniformément dans les organes,\arsa liborement le placenta des femmes enceintes.

Le meétabolisme de I'éthanol est proche de celudithanol, conduisant en 3 étapes a la
formation d’acétaldehyde, d’acétate et de dioxydearbone (Fig.ll.3). La premiére étape se déroule
en grande partie dans le foie et implique I'alod@shydrogénase I’ADH et son coenzyme NAR ce
stade, les systémes de catalase-peroxydase etodbrome P450 participent également. La deuxieme
étape, qui a lieu aussi majoritairement dans le @0%) et minoritairement dans le rein (10%), méne
a la formation d’acétate grace a I'enzyme aldéhjéshydrogénase (AIDH)qui posséde une activité
tres supérieure a celle de l'alcool déshydrogéndsmsi, I'accumulation d'acétaldéhyde n’est
généralement pas observable. La derniére étape éiabalisme se termine dans les tissus

périphériques par I'oxydation de I'acide acétigbérlé dans le sang en €€t en eau.

~
d H,0, H,0
}K CO, + H,0
Perozysomes /
/
' [ § ™

Alecool déshydrogénase

(Aldé hyde déshydrogénase

=2
Ethanol <~~~ Acétaldéhyde S Acktate E
|\ NaD»  NaDH A cow)| NaD NADH <
N e _ _
~ Mitochandria
CYPZ2E1
NADPH+H*+0;,  NADP*+H;0 scrmmmes |

Fig.l1.3: Métabolisme de I'éthanol

L’éthanol n’est pas considéré comme un produitgue pour les étres humains, contrairement
au méthanol. La toxicité aigué de I'éthanol esbl&ipar inhalation et ingestion, et négligeable par
contact avec la peau. Il provoque néanmoins qusleffets, principalement sur le systéeme nerveux,
avec une premiere phase d’excitation suivie d'usgression. Avec 0,2g/L d’éthanol dans le sang, le
temps de réaction et la coordination motrice diramuEn France, I'alcoolémie est considérée comme
la premiére cause d’accidents de la route, encpdieli chez les jeunes (40% en 2010). Le code de la
route mentionne qu’il est interdit de conduire giida taux d’alcool atteint 0,5 g/L dans le sangt so
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2,5 mg/L d’air expiré (Article R234-1). Les solut® contenant plus de 70% d’éthanol peuvent
provoquer des dommages gastriques séveres. L'dxpoai1400 ppm de vapeur d’éthanol pendant 30
minutes peut entrainer des maux de téte et un Egourdissement. Les effets causés par I'éthanol
sont relativement transitoires et disparaissenésafa fin de I'exposition. Dans les cas d’exposgio
répétées, une tolérance peut apparaitre. Cependaat,consommation réguliere d’éthanol par
ingestion provoque des séquelles d’ordre neuropgyeh(trouble de mémoire), digestifs (pancréatite),
cardio-vasculaires ou hématologiques.

De plus, depuis 2007, le Centre International dehBeche sur le CancéCIRC) a classé
I'éthanol dans le groupe 1 des agents cancéerogémesabsorption réguliere de liquides alcoolisés
accroit le risque de certains cancers, particutierg celui de I'appareil digestif, du foie, du seun
celui du cancer colorectal. Des effets néfasted’@thanol sur la fertilité masculine, les cycles

menstruels féminins et le développement du feetugégaidement été observés.

11.1.3 Biocapteurs enzymatiques pour la détection&k alcools

En raison de leur importance dans la société é&tuts effets toxiques, le méthanol et I'éthanol
constituent des analytes cibles d'intérét majeur. ggdand nombre de techniques analytiques sont
actuellement disponibles pour la détermination’éndnol et d’autres alcools aliphatiques a chaines
courtes comme le méthanol. Il s’agit essentiellem@mt méthodes chimiques (titrages d'oxydo-
réduction ou colorimétriques), de techniques spsctpiques (infra-rouge, UV-Visible, fluorescence)
ou chromatographiques (chromatographie en phaseugezou en phase liquidéf Les plus
performantes d’entre elles nécessitent des opdsatpialifiés et 'utilisation d’instruments colteux
pour certains difficilement utilisables sur le &mr’. Ces inconvénients peuvent étre surmontés grace a
I'utilisation de biocapteurs.

De nombreux biocapteurs a base de cellules esfléfeou d’enzymes ont été proposés pour
I'analyse des alcools. lls exploitent le pouvoitatgtique de différentes enzymes telles que I'alcoo
déshydrogénase (ADH¥ ™ 'alcool oxydase (AOXF ***°ou la méthanol déshydrogénase (MDH)
les deux premiéres étant les plus employées car daeactérisées et commerciales. La MDH qui
catalyse essentiellement la réaction d’oxydatiométhanol en formaldéhyd@, n’est pas disponible
commercialement mais peut étre extraite a partbaéries méthylotrophes strictes ou facultatives.

L’ADH, particulierement celle extraite de la levusaccharomyces cerevisi@eC 1.1.1.1) qui

est commerciale, a fait I'objet de nombreuses &ude caractérisation. Il s’agit d'une enzyme
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appartenant a la famille des oxydoréductases qtalysant préférentiellement les réactions
d’oxydation des alcools primaires aliphatiqués® en présence du cofacteur NADEq.I1.4). La
présence de ce cofacteur représente une contraajeire pour I'élaboration des biocapteurs a base
d’ADH. L’addition du cofacteur libore NAD en quantité suffisante pour bien assurer les fonst
catalytiques de I'enzyme entraine un surtbd De plus, le cofacteur doit pouvoir approcher
suffisamment prés de I'enzynie'® ce qui pourrait compliquer I'étape d'immobilisatide I'enzyme.

Il existe également des ADHSs (pyrroloquinoléinenguie)-dépendanté$ mais elles ne sont pas non
plus commercialisées et stables. Il serait donessaire de mettre en ceuvre les bactéries contenant

ces enzymes, ce qui alourdirait le systéeme.

ADH
RCH,OH + NAD" - RCHO + NADH + H" (Eq.11.4)

La derniere enzyme, I'AOX (EC 1.1.3.13), appartie@également a la famille des
oxydoréductases. Cependant, elle possede natuegiteau sein de sa structure son coenzyme, le FAD.

En présence de I'oxygéne dissous, cette enzymbysatéoxydation des alcools en aldehyde (Eq.11.5).

AOX
RCEHOH + O, > RCHO + H,0O, (Eq.11.5)

La stabilité de I'AOX est légérement plus faible goelle de 'ADH®' mais peut étre
améliorée grace au choix d’'un mode d'immobilisataxtapté® tel que I'emprisonnement dans une
membrane polymériqa&’’2%%?/ |a réticulation par le glutaraldéhyd&®?® I'addition de stabilisant
au sein de la biomembranéou I'utilisation de nouveaux nanomatéridi®?® Dans la mesure du
possible, I'utilisation d’'une grande quantité d'gme permet également de créer un réservoir suffisan
en cas d'inactivation partielf8. Enfin, une deuxiéme enzyme de la famille des)petases, comme la
HRP ou la catalase, peut étre ajoutée afin de nédies effets inhibiteurs du peroxyde d’hydrogene
produit par I'oxydation de l'alcool, et de régénémxygéne (Eq.1l.6) nécessaire a la réaction lyate
par 'AOX (Eq.ll.5).

HRP
8, 2> O +H,0O (Eq.11.6)
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[1.2 Matériels et méthodes

11.2.1 Réactifs

Toutes les solutions aqueuses ont été préparéss dev I'eau ultra-pure (résistivité > 18
MQ.cm) obtenue a partir d'un systeme de purificaimplicity (Millipore). LAOX (EC 1.1.3.13)
extraite dHansenula polymorphésolide, 1,65 U.mgsolide, 5 U.mg prot), de Candida boidinii
(solide, 1,16 U.mg, 10,27 U.m prot), ou dePichia pastori(solution de saccharose & 30% en milieu
tampon phosphate, 32 U.thgrot), la HRP (EC1.11.1.9, 188 U.thgolide), I'albumine de sérum
bovin (BSA), le glutaraldéhyde (GA) (grade I, 25%lution aqueuse), I'hydrate de flavine adénine
dinucléotide disodique (> 95%), KPO, (> 99%) KHPO, (98%), le formaldéhyde (37% en poids
dans HO, contient du méthanol en tant que stabilisani3%), le n-butanol (>98%), le n-propanol
(99,7%), le 2,2'-azino-bis (3-éthylbenzothiazolBsulfonique (ABTS, > 98%), la solution de
nanoparticules d’or (20 nm, contenant 0,01 % HAJEk le tetrachloroaurate (lll) dihydrate de
sodium (NaAuCJ.2H,0, solide > 99%) ont été achetés chez Sigma Aldtitdthanol (99,7%) et le
méthanol (99,8%) provenaient de Carlo Erba. Ledglyic(> 99%) et le peroxyde d'hydrogéneQhl
30%) provenaient respectivement d’Acros OrganicsleetFluka. Les solutions meres des alcools
(méthanol ou éthanol) ainsi que des substanceéetesors de I'étude des interférences ont été
préparées dans du tampon phosphate 5 mM pH 7 seca@es a 4°C jusqu'a leur utilisation. Les
mélanges AOX/BSA/glycérol ainsi que celui de BSAdgirol ont été conservés a -20°C entre deux

utilisations, tandis que le mélange HRP/BSA/glytéarété gardé a 4°C.

11.2.2 Détermination de I'activité des différentesalcool oxydases

La détermination de l'activité des AOXs a étéiséal en suivant les instructions du fournisseur
des enzymes (Sigma Aldrich). Toutes les solutigiteasaires (tampon phosphate, ABTS, méthanol et
solutions enzymatiques diluées) ont été fraichemegparées le jour des mesures. Celles-ci ont été
effectuées a une longueur d'onde de 405 nm essaniliun spectrophotométre UV-Visible modele UV
1605 de Schimazu et a une température de 25°C é&ixkaide d’'un bain thermostaté. Le zéro de
I'appareil a été réglé sur le tampon.

Le principe de la mesure se base sur une sucoadsideux réactions enzymatiques présentées

ci-apres, impliquant I'alcool oxydase et la peroxye de raifort.
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AOX

MeOH +£0 - HCHO + H,0, (Eq.11.7)
HRP

¥, + ABTS > 2H,0 + ABTS oxydé (Eq.11.8)

Un témoin sans alcool oxydase est réaliseé. Poumksures d’activité, un mélange de 2,8 ml
d’ABTS & 2 mM et 0,01 ml d’'une solution de HRP ®25ml* est incubé pendant 5 minutes dans un
bain thermostaté a 25°C. Lorsque le signal eslestane premiére lecture de I'absorbance a 405 nm
est effectuée. La deuxiéme est réalisée apres@udi¢ 0,01 ml de O, 0,003% (w/w) et de 0,1 ml
de tampon dans le cas des mesures du blanc et d'd@ le cas des mesures d'activité. Une
deuxiéme stabilisation est nécessaire avant I'ateut0,1 ml de MeOH 1% (v/v). L'ensemble est
immeédiatement mélangé et 'augmentation de I'absmda 405 nm est enregistrée pendant 6 minutes.

L’activité enzymatique est ensuite déterminéel@dormule suivante :

Unité ; B (A A g5/ Min Test — AA,p-.../min Blanc)(3,01)(d;)
/mL d'enzyme — (36,8)(0,1)

(Eq.11.9)
avec : 3,01: volume total de dosage (mk); dacteur de dilution; 36,8 : coefficient d'extiion
millimolaire d'ABTS a 405 nm ; 0,10 : volume d'enmy utilisée (ml)

11.2.3 Transducteurs
Trois types de transducteurs interdigités de sadaensibles et de géométries différentes ont
été comparés dans cette étude :
» des capteurs commercialisés par la société BVT A@obies (République Tcheque). Il s’agit
de deux paires d’électrodes en alliage Pt/Au sdpigees sur céramique (corindon) (Fig.11.4.a).
Les contacts situés a I'extrémité des électrodes e or et sont reliés a la zone sensible par
des lignes conductrices recouvertes d'une couch@rdtction diélectrique. Chaque paire
d'électrodes est muni de 5 doigts, la surface deolae sensible est d’environ 9 Mmnfa
longueur des doigts de 3 mm et la distance intagadiggde 400 pum,
= des électrodes interdigitées en or (épaisseur:nbd0fabriquées a I'Institut de Physique des
Semi-conducteurs Lashkaryov (IPSL, Kiev, Ukrainggr mlép6t sous vide sur substrat

céramique (5 x 30 mm). Une couche intermédiairelsteme de 50 nm d’épaisseur a été
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utilisée pour améliorer I'adhésion de la couche .dlaa largeur de chaque doigt ainsi que
I'espace interdigital sont de 20n et la longueur des doigts est d’environ 1 mm.¢Dlegaire
d'électrodes compte 40 doigts et sa surface sene#ild’environ 1 mA{Fig.l1.4.b).

= des microélectrodes fabriquées sur substrat agusiliau Centro Nacional de Microelectronica
(CNM, Barcelone) en utilisant un processus phdtofitaphique en quatre étapes. Les
électrodes sont recouvertes d’'une couche de nitleirglicium de 400 nm d’épaisseur sauf au
niveau de la zone sensible et des connexions. digssdlongueur : environ 0,15 mm, nombre :
60) sont reliés par des lignes de Pt conductricasdistance interdigitale et la largeur des
doigts est de 20 pm et la surface active est dtend, 372 mr (Fig.11.4.c). Contrairement aux
deux autres types de transducteurs, les deux @llestnécessaires aux mesures en mode

différentiel (référence et travail) sont totalementépendantes.

wos‘'e
wo g

N
™
3
3

(b)

Fig.Il.4 : Présentation des trois types de trangéucs interdigités utilisés dans ce travail.
(a) : BVTT, (b) : IPSL, (c) : CNM

11.2.4 Préparation des biocapteurs

Avant utilisation, les capteurs sont nettoyés aleteau ultra-pure puis de I'éthanol. Les lignes
d’or conductrices des transducteurs IPSL sont nemdeis manuellement avec du vernis acrylique
BlocJelt (ITW Spraytec, Asniéeres sur Seine, Frapoely les isoler. Apres cela, 0,3 pL d'une solution

de tampon phosphate 20 mM pH 7 contenant 5% (ne\BSIA, 10% (m/v) de glycérol et 15%
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(m/v) poudre d’'HRP sont déposés sur la paire di®ldes de travail, tandis que 0,3 pL d'un mélange
contenant 20% (m/v) de BSA et 10% (m/v) de glycéait déposés sur les électrodes de référence.
Dans le cas ou des nanoparticules d’or ont étésémi#, les premiéres couches des électrodes de
référence et de travail sont remplacées par 0,8l@ila solution commerciale de nanoparticules. Le
capteur est laissé sécher pendant 20 min a tempgratnbiante. Puis, une deuxieme couche est
déposée sur chaque électrode, suivant le méme plet@auf que la HRP est remplacée par 'AOX
dans la solution enzymatique (Fig.ll.5). Il estignaler que les pourcentages donnés pour les t&neur
en enzymes dans les solutions correspondent dodiesgmtages en masse de solide et non en masse de
protéine. Apres dépot des solutions d’enzymes éBSl&, le capteur est placé dans une atmosphere
saturée en vapeurs de gluraraldéhyde pendant 30 lmi.membranes sont ensuite séchées a
température ambiante pendant 1 h. Aprés prépard@srbiocapteurs sont gardés a sec a 4°C puis
reconditionnés dans du tampon phosphate 5 mM pérdamoins 30 min avant la premiere mesure.
lIs sont par ailleurs conservés a 4°C dans du tanghmsphate 20 mM pH 7 entre deux jours de

mesure.

H ‘I_--'- v, :1' 5 ' . 4
AQX 5%+ BSA % (m/v) - & ¥, B TSt BSA 10% (m/v)
HRP15% + BSAS % (m/v) ——= AT S SRR < BSA 20% (m/fv)

l| = ';uppﬂlrtbérﬂrrh_l i
N4

Electrodes d'or interdigitées
Fig.11.5 : Constitution du biocapteur bienzymatig®X/HRP

11.2.5 Mesures conductimétriques

Les capteurs sont placés dans un bécher remplindiede tampon phosphate 5 mM pH 7 sous
agitation magnétique. Une tension alternative (é#oge : 10 mV, fréquence : 100 kHz) générée par
un générateur d'onde a basse fréquence (amplific&R830 Lock-in de Stanford Research Systems)
est appliqué aux paires différentielles d'électsodela différence de conductanteG est mesurée
entre la paire d’électrodes de référence et calldravail (Fig.1l.6). Les valeurs d’amplitude et de
fréequence choisies permettent de limiter les pmcedaradiques, la charge de la double couche, la

polarisation des microélectrodes et d’obtenir Igpprtionnalité entre le potentiel de sortigdét AG.
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Une fois la stabilisation obtenue, des petits nma (5-120 ul) de solutions concentrées
contenant MeOH ou EtOH et les substances interi&sesunt ajoutés dans le récipient. La réponse du
biocapteur, correspondant a I'évolution & aprés addition des subtrats, est enregistrée etidan
de différents paramétres (méthode d'immobilisatiemps de réticulation, quantité d'enzyme ...). Les
mesures sont effectuées a 23+ 2 ° C.

Detection Synchron SR830

Signal Référence

Generateur Lock-in F Carte GPIB

Enregistreur

1KOhm
iR

Fig.11.6: Schéma du montage utilisé pour la mestoeductimétrique

[1.3. Résultats et discussion

11.3.1 Choix du transducteur

Dans le développement d’un biocapteur, le choixrdsducteur est tres important puisqu’il va
affecter sa sensibilité et va orienter le choixndode d’'immobilisation le plus approprié compte-tenu
du biorécepteur choisi. Dans ce travail, nous avéwadué les performances de trois transducteurs. Il
s’agit dans tous les cas de paires d’électrodes erterdigitées, individuelles ou assemblées gaxd
sur un méme substrat. Dans ce dernier cas, une yaiservir de référence et la deuxieme de travail.
Les transducteurs different par le substrat sundetior a été déposé, ainsi que par leur tailléeet
géomeétrie. Ainsi deux d’entre elles (de I'lPSL etBVTT) sont assemblées par deux sur un substrat
en céramique (Fig.ll.5 a et b), tandis que la itoie (du CNM) ne comporte qu’'une pgi£(84_
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d’électrodes sur un substrat en silicium (Fig.td)5La zone sensible des capteurs de BVTT est@mvir
10 fois plus grande que celles des capteurs d8L'I® mnf au lieu de 1 mA) et 30 fois plus que les
capteurs du CNM (0,372 nfin Les distances interdigitales des capteurs &Sllet du CNM sont par
ailleurs identiques (20 um), tandis que cette distaest 20 fois plus grande pour les capteurs de
BVTT.

[1.3.1.1 Evaluation de la réponse des capteurs nus

Nous avons tout d’abord comparé la sensibilitétaegs transducteurs en mesurant pour chacun
d’entre eux, et pour chacune des paires d’élecsrdderariation de conductance du milieu apréstajou
de concentrations croissantes en KCI dans un tarpposphate 5 mM pH 7 servant d’électrolyte de
fond. Une tension alternative de 10 mV d’amplitedele 100 kHz de fréquence a été appliqguée dans
tous les cas. Par contre, il a été nécessaireut&joine résistance de 100 kohms dans le circuit po
les mesures avec les électrodes du CNM, tandisnquiasistance de 1 kohm suffit pour celles de
I'IPSL et de BVTT (Fig.ll.6).

Ainsi que le montre la figure suivante (Fig.ll.T@s trois électrodes répondent linéairement
avec la concentration en KCI jusqu’'a 0,6 M, puisréponse tend vers un palier de saturation.
Cependant, la réponse obtenue avec le capteutRfl I'est nettement plus élevée que celle obtenue
avec les autres transducteurs. La valeur du briifothd est également la plus faible (0,59 uS
comparée a 0,92 uS pour le capteur du CNM et 1S1pqur celui de BVTT). Le capteur du CNM, qui
possede le méme espace interdigital et la mémedarme doigt que le capteur IPSL, présente une
sensibilité (pente de la droite de régression t@écdans le domaine 0-0,6 M) six fois plus failee,
adéquation avec la réduction de la longueur degtsi¢environ 0,15 au lieu de 1 mm). La valeur de
conductance mesurée a la saturation est par ailRptus faible, en accord avec la diminution de la
surface totale de la surface active (0,372 auded mm). Ces résultats sont cohérents avec la théorie
et les données de la littérature présentées dagis2l@. Les sensibilités et valeurs a la saturalésn
plus faibles, respectivement 8 et 6 fois plus &sbljue celles mesurées pour les capteurs de I'lPSL,
sont obtenues pour les transducteurs de BVTT gesguent le plus petit nombre de doigts et surtout |
plus grande distance interdigitales (0,4 mm).
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Fig.Il.7 : Comparaison des trois types de transeucs : (4) :CNM ; (&) : IPSL et @) : BVTT. Mesures en mode non différentiel dans
le tampon phosphate 5 mM pH. Potentiel appliquénM— Fréquence : 100 kHz.

[1.3.1.2. Tests en présence d’enzyme

Des tests en présence d’enzymes ont ensuite desésur les trois types de transducteurs.De
’AOX a été immobilisée par réticulation a I'aide gapeurs de glutaraldéhyde (30 min), comme décrit
dans la partie expérimentale. Aprés une nuit aasd€C et un reconditionnement dans du tampon
phosphate 5 mM pH 7 (tampon de mesure), nous avonstaté un détachement de la membrane
enzymatique, pourtant bien réticulée, de la surtE=etransducteurs du CNM (Fig.11.8). Par conie, |
membrane reste bien accrochée aux transductelitB8k ou de BVTT. Ce résultat peut étre attribué

a la différence de substrat, la céramique sembdaotiser 'adhérence des enzymes avant réticulation

Y -

Fig.ll.8 : Détachement des biomembranes conteremtieux enzymes AOX d’'H. polymorpha et HRP apodsditionnement dans le
tampon phosphate
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Compte-tenu de la grande surface sensible desradest de BVTT, nous avons essaye de
compenser leur faible sensibilité intrinseque egnaentant le volume de solution enzymatique déposé
sur le transducteur. Nous avons testé des voluméstd; 0,8 et 1,2 uL. L'intensité augmente avec le
volume déposé pour atteindre celle obtenue avecdpteurs de I'lPSL pour 1,2 pL. Le temps de
réticulation doit néanmoins étre augmenté en paeadl 'accroissement de volume afin d’assurer une
bonne étape de réticulation, ce qui a pour consiegude multiplier par trois le bruit de fond. Le
rapport signal sur bruit est donc plus faible ge&iicque nous avions obtenu pour les capteurs de
I'IPSL. Ces derniers ont finalement été retenus p@guite de notre étude.

11.3.2 Choix de la souche de provenance de l'alcookydase

Il existe trois enzymes commerciales de type alapgldase provenant de trois souches de
levures :Hansenula polymorpha, Candida bodigtiPichia pastoris Les valeurs de § données dans
la fiche fournie par Sigma Aldrich pour I'éthand®é méthanol, le n-propanol, le n-butanol et le
formaldéhyde figurent dans le tableau I.2. On tatesque les affinités de 'AOX issue @échia
pastoris vis-a-vis de I'éthanol et du méthanol sont trésches, alors que dans le cas de I'AOX

d’Hansenula polymorphde méthanol apparait comme un substrat d’affingttement plus forte que

I'éthanol.
. . Kwm
Enzymes Ku Errlnel\t/lh)anol KM(rit:/la)ml K n(—r[r)l:\c/IJ;)anol Ku r(]r:)'\j;aml formaldéhyde
(mM)
Pichia pastoris 1,4 1
Hansenula polymorphal 2,15 16,2 66 166 2,6
Candida boidinii 3 -

Tableau.ll.2: Comparaison des valeurs dg les trois alcool oxydases commercialisées pan&igldrich

11.3.2.1 Mesure de I'activité enzymatique des troignzymes libres

Les activités des lots d'enzymes utilisés dans eceftude ont été mesurées par
spectrophotométrie en suivant la procédure donaédepr fournisseur (Sigma-Aldrich). On constate
tout d’abord que les activités mesurées sont netteinférieures a celles déclarées, ce que l'on peu
attribuer a de mauvaises conditions de transpost elezymes. En effet, celles-ci doivent étre
conservées a -20°C et se trouvaient a températup@éante a leur arrivée au laboratoire. Les cyckes d
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congélation/décongélation peuvent étre néfastestivité des AOXs, qui sont bien connues pour leur
faible stabilité. L'ordre des activit&ichia pastoris Candida boidinii > Hansenula polymorplest
néanmoins respecte.

Souche Activité déclarée Activité mesurée

(U/mg protéine)* (U/mg protéine)*
Pichia pastoris 32 14
Hansenula polymorpha 5 1,0
Candida boidinii 10,27 3,3

* 1 unité (U) oxyde 1 umol de méthanol en formalgt##imin a pH 7,5 a 25°C
Tableau.ll.3: Comparaison entre I'activité enzymats déclarées et celle mesurées pour trois alwoglases commercialisées

11.3.2.2 Mesure des activités catalytiques et dedfmités pour le méthanol des enzymes
immobilisées sur la surface sensible du transducteu

Les différentes enzymes ont ensuite été mélangémsla BSA et le glycérol, comme indiqué
dans la partie expérimentale, et immobiliséesesitransducteurs par réticulation pendant 30 nmis da
des vapeurs de glutaraldéhyde. La réponse condktciiime des trois biocapteurs a été ensuite
mesurée pour une concentration de 1 mM de méth@oohme le montre la figure 11.9 , 'injection de
méthanol dans la cellule de mesure entraine uneentgtion rapide de la conductivité locale due a
l'oxydation enzymatique de l'alcool. Un plateau a&sgint lorsque la production d’ions a l'intériede
la biomembrane s’équilibre avec le milieu extéri€let équilibre est obtenu au bout d’1 min enviaon

cette concentration.

N 700 - (c)
-]
%]
E 600 4
—
2
Y 500 4 b)
=
1]
£ 400 4
=
T
=
S 300 1 ic) candida
% (b) Hanszenula
= 4
.0 200 {a) =—Pichia
i
® 100
2 ia)
D T T T T T T
0 a5 1 15 2 25 3

Temps (minutes)

Fig.Il.9 : Comparaison des réponses des biocaptearsluctimétriques préparés avec différentes aloggtlases.
[MeOH] = 1 mM dans du tampon phosphate 5 mM pH 7
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La variation de conductance mesurée au cours dese2ieres secondes de réponse évolue de
maniére linéaire avec le temps, permettant de lemlaune pente ¥ que nous supposons étre
proportionnelle & la vitesse initiale de la réatt@mzymatique ¥ donc a I'activité. Les valeurs desV
et de la variation de conductangeG mesurée a I'équilibre sont respectivement représsnpour
chacune des souches sur les figures 11.10 et 11.11.

1400

1200
1000 -
800 -
500
400 -
200
0 | I

C.boidiini H. polymorpha P. pastoris

YVitesse initiale (pS/min/mgenz)

Fig.11.10 : Comparaison des valeurs de la vitesstaile des biocapteurs conductimétriques prépangscadifférentes alcool oxydases.
[MeOH] = 1 mM dans du tampon phosphate 5 mM pH 7
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0 .
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Variation de conductance

Fig.Il.11 : Comparaison des valeurs de la variatiaa conductance mesurée a I'équilibre des biocagteanductimétriques préparés
avec différentes alcool oxydases. [MeOH] = 1 mMslen tampon phosphate 5 mM pH 7
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Ainsi que le montre la figure 11.10, la vitesseti@ie obtenue pour 'AOX deC. Boidiini
immobilisée sur le transducteur est légerement reeypré a celle mesurée pour I'AOX Hl’
polymorpha en assez bon accord avec les valeurs d’activiéSunée pour les enzymes libres
(Tab.11.3). Les valeurs dAG sont également trés proches. Par contre, 'AOMes#e la souchP.
pastori conduit a des réponses beaucoup plus faibles, gjgeiten terme de vitesse que de variation
de conductance. Ce résultat peut provenir du fae §AOX de Pichia est la seule a étre
commercialisée en solution (30% de sucrose tamp@amédu phosphate 100 mM, pH 8). Cette
solution doit étre directement mélangée au glycétral la BSA lors de la préparation de la membrane
enzymatique, procédé qui ne convient peut-étre dpéisnzyme et provoque son inactivation. Ces
résultats sont en accord avec ceux de Patelde Ranfaet nous avons donc décidé d’écarter I'’AOX
de P. pastoris.Pour des raisons de colt, 'AOX ¢k polymorphaa finalement été retenue pour la

suite du travail.

11.3.3. Stabilité des solutions enzymatiques

Nous avons ensuite évalué la stabilité de I'enzyemesolution dans du tampon 20 mM
phosphate pH 7 contenant 5% (m/v) de BSA et 10%)(mé glycérol (solution déposée sur les
capteurs) et comparé les résultats a ceux obtenabsence de glycérol et de BSA. Chaque solution a
été divisée en 10 aliquotes. Le premier a servi ésumer l'activité enzymatique initiale par
spectrophotométrie. Les suivants ont été utilisis pa mesurer aprés 7, 15, 20, 35 jours et 5 owis
conservation a 4°C ou -20°C. Les figures 11.12 &l.&#2 b mettent en évidence une perte rapide
d’activité catalytique lorsque I'enzyme est congena 4°C, ceci en présence ou non de BSA et de
glycérol. Par contre, aucune variation significatigde I'activité n’est observée apres 35 jours de

conservation a -20°C.

Solution d'enzyme Solution d'enzyme+BSA + glycérol
120 120

ee

100 100 -
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©
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Fig.I.12 : Comparaison de I'activité enzymatiquediix solutions d’AOX avec (a) et sans (b) préseroglycérol conservés soit a 4°c
soit & -20°C
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Une autre expérience a consisté a mesurer surut$ factivité enzymatique d’'une solution
contenant la BSA et le glycérol. Cette solutionnsmrvée a -20°C, subit dans ce cas des cycles de
congélation/décongélation lors de chaque mesure.s Nmauvons constater que, dans ce cas
(figure 11.13), I'enzyme perd environ 40% de sotiat® au bout de 5 cycles.

Il est donc préférable, pour conserver l'activitétalytiue de I'enzyme, de préparer des
solutions fraiches et en petite quantité, ou d'aiqu les solutions, afin d’éviter les cycles de

congélation/décongélation.

120
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% Activité enzymatique mesurée
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Fig.I1.13 : Evolution de I'activité catalytique dhe solution contenant 5% (m/v) d’AOX, 5% (m/v B&A et 10% (m/v) de glycérol

conservée a -20°C et subissant des cycles de cdingétEcongélation a chaque mesure

11.3.4 Influence de la composition de la membranernzymatique sur la réponse du

biocapteur

11.3.4.1 Ajout de nanoparticules d'or

Une étude réalisée par Zayasal. *° a mis en évidence qu'il était possible de réallser
croissance de nanoparticules d'or a la surface algues en verre par biocatalyse en présence de
glucose oxydase (GOD). L’oxydation du glucose paGDD est en effet a I'origine de la production
d’H.0,. L’ajout de tétrachloroaurate (lll) de sodium (N&2;) et de chlorure deétyletriméthyl
ammonium (agent tensioactif), en présence g,Hconduit & la précipitation d’Auce qui peut étre
mis a profit pour faire croitre des nanoparticuléposées au préalable a la surface des plaques. La

réaction mise en jeu, présentée ci-dessous (Hg).llptoduit des ions détectables par conductimétrie

-111 -



Chapitre Il : Optimisation d'un biocapteur enzymatue pour la détection conductimétrique des
alcools aliphatiques a chaine courte — Vers une heeire compréhension des parametres clefs

influant les performances du biocapteur

AuCl, + HO, > AW + 4CI + 3H + O,  (Eq.L.10)

Cette approche a donc pu étre mise a profit datme travail puisque I'oxydation du méthanol
en présence d’AOX conduit également a la productdenHO,. Des nanoparticules d’or ont été
déposées a la surface du transducteur comme diorg la partie expérimentale et différentes
concentrations de NaAuf£(100 a 1000 uM) ont été ajoutées dans I'électeatit mesure.

La comparaison des figures 11.14 et II.15 met emlévwe une amélioration du signal obtenu
pour 1 mM de MeOH d'un facteur 2 environ lorsqu’ajoute les nanoparticules en surface du
transducteur. Par contre, I'ajout de NaAu@é s’'avere efficace qu'a partir d’'une concentration
supérieure a 800 uM (Fig. 11.14). Aucun signal ptaétre enregistré aprés contact avec la solutibn a
mM de NaAuCl, et un dépobt d’'or a pu étre observé a la surfacd’@ectrode. Ce dépodt crée
vraisemblablement un court-circuit ou bloque le aohentre les ions et les bandes interdigitées.

La méthode évaluée étant relativement complexe giermettant pas d’améliorer de maniéere

trés importante le signal du biocapteur, nous adéaslé de I'abandonner.
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Fig.I.14 : Réponse du biocapteur en fonction dedacentration en , Augl. [MeOH]= 1 mM. Mesure dans du tampon phosphate 5
mM pH 7

11.3.4.2 Ajout de HRP
Dans cette partie, nous avons cette fois cherah@luer 'amélioration pouvant étre apportée
par I'ajout de HRP. Trois capteurs ont donc étparés en déposant en premiere couche 0,3 pL de la

solution enzymatique contenant 'AOXHI" polymorpha(5% (m/v) de solide), 5% (m/v) de
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BSA et 10% (m/v) de glycérol, puis en deuxieme ¢eu@,3 uL de la méme solution ou 'AOX a été
remplacée par la HRP (15% (m/v)). La variation nmme de conductance obtenue pour une
concentration de méthanol de 1 mM est comparé#deaaeegistrée dans les mémes conditions pour 3
biocapteurs contenant I'’AOX uniquement (figure 1).158lous voyonsgque I'ajout de HRP permet

quasiment de doubler le signal conductimétrique.

[MeoH] 1 mM

= I
= %] el [¥a]
I I I I

Variation de conductance [pS)

=
L
1

AOX seule HRFP 15% et AOX 5%

Fig.I.15 : Influence de I'ajout de HRP sur le sa@mu biocapteur conductimétrique. [MeOH] 1 mM. Mesdans du tampon phosphate
5mMpH7

Ainsi que nous l'avons vu dans la partie bibliqgrrigue, I'oxydation du méthanol catalysée par
’AOX produit du formaldéhyde (Eq.l.54). Cette réan ne permet pas, a elle seule, d’expliquer
'augmentation de la conductance du milieu apresctign de méthanol. Par contre, 'AOX posséde
une affinité vis-a-vis de ce dernier trés prochecdie vis-a-vis de l'alcool (Table.ll.2). Il esbdc
raisonnable de penser que le formaldéhyde forméd®en présence de I'enzyme, conduisant a la
production de protons et d’ions formiates dans #em mesure, a l'origine de la variation de

conductance observée (Eq.Il.11).

AOX
HCHO + 0, > HCOO +H"+ H,0 (Eq.11.11)

La HRP est quant a elle connue pour étre un extetkgtalyseur de I'oxydation de hombreux
substrats réducteurs en utilisardd comme agent oxydant. Dans notre cas, le substlatteur peut
étre HCHO, qui est alors oxydé en acide formiques(E12 et 11.13). Le signal obtenu en utilisaat |
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combinaison AOX/HRP est plus élevé quavec I'AOXulge indiquant une meilleure efficacité
d’'oxydation du formaldéhyde par la HRP que par XAOdéja mise a contribution pour la
transformation du méthanol en formaldéhyde.

HRP;og + HO, - HRPy + O, (Eq.1.12)
HRP,, + HCHO - HRP,y+ HCOO +H"  (Eq..13)

11.3.4.3 Quantité d’alcool oxydase

Nous avons vu dans le chapitre bibliographique cemntngévolue la vitesse d’'une réaction
enzymatique avec la concentration en substrat eneyme (81.3.5.3). Le comportement de I'enzyme,
lorsqu’elle est immobilisée sur une surface, pageadant étre tout-a-fait difféerent de celui qéell
présente lorsqu’elle est libre en solution et dépéa sa nature (protéine « dure » ou « mofié ba
quantité d’enzyme déposée sur le capteur est dongatametre important qu'il est indispensable
d’optimiser.

Dans ce travail, trois biocapteurs AOX/HRP ont@&parés en maintenant la quantité d’'HRP
constante (0,045 mg de solide) et en faisant vaake d’AOX (0,015 et 0,03 mg de solide) par dépot
de 0,3 pL de la solution d’AOX a 5 ou a 10% dedmmliou de 2 fois 0,3 pL de la solution d’AOX a
5% de solide.

Ainsi que le montre les figures 11.16 a et 1l.161& vitesse initiale ainsi que la variation de
conductance a I'équilibre obtenues pour ces trasdpteurs augmente de maniere linéaire avec la
concentration en méthanol dans le domaine étudeni). A une concentration donnée en substrat,
et quelle que soit la méthode de dépot, les valdeingtesse et de conductance sont multipliéesipar
facteur 2,5 environ lorsque la quantité d’AOX estiblée, montrant I'effet limitant de la concentoati
en enzyme dans le domaine de concentration enrauléstidie. La limite de détection obtenue par
mesure de la conductance passe par ailleurs detl¥68 70 uM. Ces résultats sont en accord avec
ceux obtenus sur d'autres biocapteur électrochiesiga base d’AO¥% ¢ 18 1932 33 Ajnsi  par
exemple, les réponses des biocapteurs de Batsdn® et Guzman-Vazquez de Prateroissent avec
la quantité d’AOX, de méme que les intensités olsnpour les biocapteurs de Pagtl al*®
augmentent d’un facteur 8 lorsque la quantité d/eve dans la membrane est multipliée par 10. Par

contre, Ramat al® atteignent une saturation du sigteatdis qu’Akinet al®

montrent qu’il existe une
valeur optimale au-dela de laquelle la réponseidcapteur diminue. Il semble, dans notre cas, gue |

concentration maximale d’AOX testée n’ait pas étfsante pour observer ces phénomenes.
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Fig.11.16 : Influence de la quantité d’AOX (H. patorpha) sur la réponse des biocapteurs. Immobitisa vapeurs de GA, 30 min.
Mesure dans le tampon phosphate 5 mM pH 7
(&) :enterme de vitesse initiale — (b) : en termevagation de conductance
Néanmoins, nous avons observé une forte diminakgola stabilité des biomembranes a la plus
forte teneur en AOX. Aprés un jour de conservatlans le tampon phosphate, méme lorsque le temps

de réticulation est augmenté a 45 min, les biomamds se décrochent partiellement, rendant les
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biocapteurs inutilisables. Il est probable quetteculation ne peut se faire de maniere homogéenapa

forte densité d’enzynfd Les expériences suivantes ont donc été réaliées0,015 mg d’AOX.

[1.3.4.4 Quantité de BSA

La BSA est une protéine inerte riche en résidumdgsqui entrent en jeu dans le processus de
réticulation. En opérant a un rapport BSA/enzymergmpé, il est possible de limiter les réactions
impliquant les résidus lysines de ’AOX, qui poutr@onduire & des changements de conformation de
'enzyme et donc a une perte d'activité. Les étupgsédentes avaient été réalisées a un rapport
massique de 1. Ainsi que le montre la figure Il.di@ubler la proportion de BSA par rapport a
'enzyme conduit a une diminution de la sensibild@ biocapteur, ce qui peut provenir d’'une
adsorption du substrat sur la BSA ou d’une tropefdensité du réseau formé, a I'origine de prob&me
de diffusion. De plus, les membranes sont moinkletaavec cette proportion et se décollent de la
surface du transducteur apres un jour de conservdie rapport 1:1 a donc été conservé par la.suite

Ce méme rapport avait également été préconisé areda-Caridadet al %.
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Fig.11.17 : Influence de la quantité de BSA surdponse du biocapteur bienzymatique AOX 10%, HB®B 1limmobilisation : vapeurs

de GA, 45 min. Mesure dans le tampon phosphate k¥l

11.3.4.5 Temps de réticulation
Différents parametres tels que la températureptecentration en GA et le temps d’exposition
peuvent affecter la réaction de réticulation et panséquent la stabilité et la perméabilité de la

biomembrane. Compte tenu des données de la littérat pour des raisons d’ordre pratique, la
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réaction a été réalisée a température ambiantdilesant des vapeurs de GA générées a partir d’'une
solution aqueuse commerciale a 25%. Seul le terapgattion a été modifié. Nous avons testé 30 et
45 min, deux biocapteurs étant fabriqués pour chaemmps.

On constate une légere amélioration de la répaoseluctimétrique lorsque le temps de
réticulation passe de 30 a 45 min (Fig.1.18). Bamtre, il n’y a pas d’influence majeure du temps
d’exposition aux vapeurs de GA sur la limite deed&bn du capteur (154 uM). Ceci s’explique par la
valeur du bruit de fond qui s’est averé plus élpeér 45 min d’exposition que pour 30 min. Il est
probable qu’'un temps d’exposition trop long, aijore de la formation d’un réseau plus dense, géne
la diffusion des ions et provoque une augmentafiwmruit de fond. Un temps de réticulation de 30

min a donc été choisi pour la suite des expériences

a0
B GA 45 min

#GA 30 min y=4,4936x- 0,4634
R?=0,9994

s
(%3]

]
o]
1

=
Ln
1

v=3,4795x%- 0,5388
R*=0,9925

=
[}
1

Variation de conductance [p5)

3 4 7
MeOH (mM)

Fig.I.18 : Influence du temps d’exposition au G/ k& réponse du biocapteur bienzymatique AOX 5®&PH5%, BSA 5% (m/v.
Mesure dans le tampon phosphate 5 mM pH 7

11.3.5 Influence de la composition de I'électrolytede mesure

11.3.5.1 Influence du pH du milieu

Le pH est un facteur pouvant avoir une influengela conformation de I'enzyme, et donc son
activité catalytique. Le pH optimal de fonctionnerhde I'enzyme peut étre néanmoins trés différent
de celui de 'enzyme immobilis&e®?

D’apres les documents fournis par la société Sigidach, les enzymes AOX H.
polymorphad et HRP libres disposent d’une activité maximal@H 8,5* et 6°, respectivement.

Toutefois, sur tous les capteurs utilisant soiguament I’AOX soit une combinaison de I’AO)1<17



Chapitre Il : Optimisation d'un biocapteur enzymatue pour la détection conductimétrique des
alcools aliphatiques a chaine courte — Vers une heeire compréhension des parametres clefs

influant les performances du biocapteur

avec la HRP, un décalage du pH optimal a été sydignement observé. Dans le cas des capteurs
incluant seulement '’AOX® 18 2628 |es valeurs de pH optimal sont comprises entte7,6. Lorsque

la HRP entre également dans la composition deoladinbrane, un pH optimal & ?5mais aussi & 7

37 a été rapporté. C'est cette derniére valeur qus avons également obtenue pour notre biocapteur
aprés avoir testé cing valeurs différentes de pld.I(FL9). Les mesures suivantes ont donc été

réalisées dans le tampon phosphate pH 7.

120

100 +

80 +

40

20 A

Réponse relative du biocapteur (%)
[a)]
[}

:I T T T T T
4 5 & 7 &8 9 10
pH
Fig.I1.19 : Influence du pH du milieu sur le forainement du biocapteur conductimétrique bienzymat®d0OX 5%, HRP 15% .
Immobilisation : vapeurs de GA, 30 min. [MeOH] 92nM. Mesure dans du tampon phosphate 5 mM.

11.3.5.2 Influence de la concentration en tampon

La concentration en tampon du milieu de mesureregarametre important qui peut influencer
la réponse du biocapteur en modifiant les promiétéctriques de l'interface électrode/électrollge,
concentration locale des ions et les mobilitésqoes.

Dans ce travail, nous avons évalué l'influencdadeoncentration en tampon phosphate sur le
signal du biocapteur bi-enzymatique AOX/HRP dangdmme 1-10 mM. Comme on peut le voir sur
la figure 11.20, les concentrations situées dansddéenaine 2-5 mM conduisent aux intensités
maximales. La meilleure reproductibilité étant pdleurs obtenue a une concentration en tampon de 5

mM, c’est cette concentration de mesure que noussastooisie pour la suite de notre travail.
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Fig.I1.20: Influence de la concentration du tampnm les réponses du biocapteur AOX/HRP
[MeOH] = 3,25 mM dans du tampon phosphate pH 7

Réponse relative du biocapteur®s

[1.3.6 Caractéristiques analytiques du biocapteur OX/HRP

Les caractéristiques analytiques du biocapteurldppé ont ensuite été déterminées dans les
conditions optimales définies précédemment.

La réponse du biocapteur bi-enzymatique AOX/HRR lesaire dans la gamme de
concentration de méthanol allant jusqu’a 10 mM ains1avec une sensibilité de 3 pS.fhMa limite
de détection obtenue comme étant la concentrataduisant a trois fois le rapport signal sur bruit
(S/N=3) est de l'ordre de 150 uM. Le domaine lindadbtenu est bien plus large que celui du
biocapteur AOX/catalase développé précédemmenalzardtoire. Il n'allait en effet que jusqu'a 75
HM. La stabilité de la membrane est par ailleurssaterablement améliorée. Par contre, la sengibilit
est presque 130 fois plus faible et la limite diecion 300 fois plus élevée. Ces résultats peudteat
liés a la modification du mode d’immobilisation au remplacement de la catalase par la HRP.

Les coefficients de variation obtenus a partirtdés mesures d’'une méme solution dans la
gamme de concentration étudiée, testée dans la noémmee, se situent entre 5 et 7 %. De méme, la
reproductibilité inter-capteur mesurée pour une entration en méthanol de 1 mM est de l'ordre de
4%.

La stabilité de stockage a long terme du biocagteenzymatique a également été étudiée sur
une période de 39 jours, en conservant le captaous thmpon phosphate 20 mM pH 7 a 4°C aprés

chaque journée de travail. Dans ces conditionsnedffectuant trois répliques a 3 mM de MeOH par
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jour de mesure, le biocapteur s’avere stable perldarg9 jours (Fig.ll.21). Ce résultat montre qae |
méthode d’immobilisation choisie est tout-a-faitpegpriée et permet de conserver l'activité de

I'enzyme sur une longue période.

120

133—5 E E} 5

&)

L8]
A

10 -

20

Réponse relative du biocapteur (
(23]
L]

:I T T T T T T T T
a 5 140 15 20 25 20 35 44 45
lours
Fig.ll.21: Stabilité de stockage du biocapteur lmgmatique AOX/HRP pendant 40 jours.
[HCHOQ] = 3,25 mM dans du tampon phosphate 5 mM7pH

Nous avons ensuite déterminé la réponse du biegapis-a-vis de différentes substances
potentiellement interférentes telles que d’autdesds primaires (éthanol, n-propanol et n-butanol)
Nous voyons sur la figure 1.22 que, comme attedduéponse du biocapteur diminue lorsque la
longueur de la chaine alkyle augmente. La répondaahapteur vis-a-vis de I'éthanol, du n-propanol
et du n-butanol (3 mM) représentent respectiven®®8, 70% et 60% de celle observée pour le
méthanol a la méme concentration. La méme tendaré&té également observée dans les travaux de
Barsanet al'®, Akin et al'® et Alferov et al?®’ réalisés sur des biocapteurs monoenzymatiques)3 AO
ou avec le capteur bi-enzymatique AOX/catalase Idppé dans notre laboratoirda diminution du
signal observée n’'est cependant pas aussi forteoue aurions pu espérer compte tenu de la valeur
des constantes d'affinité respectives de I'AOX &isis des différents alcools (Tab. 11.2).
L’immobilisation des enzymes est vraisemblablengefiorigine d’une perte de sélectivité. La valeur
de Ky apparente déterminée a partir des pentes init@ddeta réponse du biocapteur vis-a-vis du
méthanol est de 49,7 mM, nettement supérieurevaléar publiée de 2,15 mM. Toutefois, cette valeur
de Ky apparente est déterminée a partir de la répon$godapteur, elle dépend donc non seulement
de la cinétigue enzymatique mais également de ddlaiffusion du substrat et des produits de
réaction a travers la membrane.
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Fig.I.22: Influence de la concentration du tampnm les réponses du biocapteur AOX/HRP
[MeOH] = 3,25 mM dans du tampon phosphate pH 7
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I1.4. Conclusion

Cette premiére partie de notre travail a été codsa@ I'optimisation d'un biocapteur
conductimétrique utilisant TAOX comme biorécept@aur la détection des alcools a chaines courtes.
Parmi les trois AOXs commerciales évaluékkar(senula polymorphaCandida boidinii et Pichia
pastori), H. polymorphas’est avérée étre a la fois la plus performanta etoins colteuse. Trois types
de microélectrodes interdigitées se caractérisantdps dimensions, des géométries et des substrats
différents ont également été testés. Notre chaial fs'est porté sur des transducteurs fabriqués par
I'Institut de Physique des Semi-conducteurs Laglika(IPSL, Ukraine) dont la surface sensible est
d’environ 1 mm, et dont la largeur des doigts ainsi que I'espiaterdigital est de 20 pm. Ces
transducteurs permettent d’atteindre la meilleeresiilité tout en garantissant une bonne adhétgon
la biomembrane. Dans les conditions optimales aepcsition de la biomembrane (0,015 g d’AOX;
0,045g d’'HRP ; 0,015g de BSA et 30 min de réticatapar le GA) et du milieu de mesure (tampon
phosphate 5 mM pH 7), le capteur a double enzympenct linéairement de 0,4 & au moins 10 mM de
méthanol avec une limite de détection de 150 uMlgMaune nette amélioration de la gamme de
linéarité et de la robustesse par rapport au btecapAOX/catalase développé précédemment, la
sensibilité et la limite de détection du biocaptB@X/HRP vis-a-vis du méthanol sont moins bonnes.
Par ailleurs, la réponse du biocapteur vis-a-vid'@banol est trés proche de celle enregistréla, a
méme concentration, pour le méthanol, contraireraece que les valeurs de constantes d’affinité de

I'enzyme libre (K,) auraient pu laisser prévoir.
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Chapitre Ill: Développement d’un biocapteur conduptétrique sensible pour la détermination de la
concentration en lactate total, D et L-lactate dales produits laitiers

[11.1 Introduction

[11.1.1 Généralités sur le lactate

L’acide lactique est un acide carboxylique a traismes de carbone trés largement répandu
dans la nature. Il s’agit un liquide non volatileirgcolore qui peut étre chimiquement synthétisé ou
naturellement produit par les organismes eucarygitpsocaryotes a partir des hydrates de carbdse te
gue le glucose, le lactose ou le sucrose via leegsus de fermentation. C'est le chimiste suédois
Scheele qui, le premier, a découvert la présenckaalate dans le yaourt en 1780. Ce composé a
ensuite été produit par Charles E. Avery a Littetdlassachusetts, Etats-Unis en 1881

L’acide lactigue posséde deux stéréo-isomeresidial-lactique étant I'énantiomere le plus
abondant chez les mammiféres (Table.lll.1). Dassalanents et les boissons, la transformation des
glucides en acide lactique s’effectue principalempat les bactéries lactiques (LB) telles que
AerococcuslLactococcusLactobacillusou PediococcugFig.lll.1). La proportion des isoméres D et L
formés au cours de ce processus varie en foncéissauches bactériennes. Certaines d'entre edles (p
exemple les probiotiques) synthétisent principalgnuu L-lactate, tandis que d'autres forment un
mélange de D et L-lactate, avec une proportion jplgrtante en D-lactate’.

/ Glucose
Fructose-1,6-P Glucose-6-P
6-P-Gluconate

2Trose-3-P
Xyhilose-5-P

N,

Triose-3-P Acetyl-P

2Pyruvate l i

Pyruvate Ethanol
2Lactate Lactate
Homofermentation Heterofermentation

Fig.lll.1: Schéma simplifié des voies majeuresatméntation du glucose par les bactéries lactiques
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concentration en lactate total, D et L-lactate dales produits laitiers

Nom

Acide lactiqueou

Acide 2-hydroxypropanoique

Formule chimique

O

HsC H C\)L
’ \I)LOH T oH
OH ®
L-Lactique Ddtmue

Masse molaire 90,08 g.mof
Point de fusion D/L : 16,8°C

L:53°C

D:53°C
Masse volumique 1,25 g.cnt

Point d’ébullition

122°C a 14 mm Hg
82°C a 0,5 mm Hg

PKa 3,86 (20°C)
Solubilité Miscible avec I'eau, I'alcool, le glycérol, et lefural
Légérement soluble dans I'éther
Insoluble dans le chloroforme, I'éther de pétrige,
disulfure de carbone
Précautions

Tableau.lll.1 : Caractéristiques physico-chimiquesldcide lactique

L’acide L-lactique a de nombreuses applications striklles. Cet acide entre ainsi dans la

composition de divers produits pharmaceutiquessinétiques * Sa forme polymérique posséde par

ailleurs l'avantage d’étre thermoplastique et bgyddable, ce qui lui vaut d’étre utilisée dans le

domaine médical pour la fabrication de pansemehisurgicaux, les sutures ou les implants

orthopédiques Cependant, les applications les plus connues ecnent l'industrie alimentaire.

L’acide lactique (E270) est en effet employé comanglifiant ou comme agent de conservation ou

agent aromatisant dans une grande variété d’alsmduntfait de son godt acide plus doux que celui

d’autres acides alimentaires. Sa teneur est caggidéomme un parametre important affectant la

saveur ou étant en corrélation avec la fraicheunatebreux aliments et boissons tels que le vin, le

lait, les produits laitiers, les fruits ou les léges>. Selon la réglementation francaise, les yaourts

bY

produits a partir des bactéries lactiques thermephspécifiquesLactobacillus bulgaricuset
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Streptococcus thermophilugui doivent étre ensemencées simultanément gbgeer vivantes dans
le produit fini au moment de la vente aux consonemnat doivent contenir une teneur en acide
lactique supérieure a 0,7 g pour 100g de yaduas. laits fermentés comportent un peu moins d'acide
lactique libre que le yaourt (0,6% au lieu de 0,7&€)qui leur donne un gout plus doux. Dans lds lali
frais, la concentration en acide lactique se sintee 1,5 et 18 g/f. La directive 2001/112/CE fixe la
teneur maximale en acide lactique dans les nedtafeuits, de légumes et produits similaires a 5000
mg/l ou mg/kg selon le cadutilisation de cet additif pour acidifier lesaiits de raisin et les vins est
par ailleurs autorisée par I'Union Européenne depdei ler ao(t 2009, les teneurs maximales
admissibles étant de 1,8 g/L d’acide lactique desisno(ts et 3g/L d’acide lactique dans les%ins

Chez I'Homme, la concentration physiologique duafe dans le sang varie de 0,6 a 2 mM.
Cette concentration peut rapidement s'élever a020s81 pendant l'activité¢ physiqué ou dans
certaines conditions pathologiques, par exemplecasm de maladies cardiaques, d’insuffisance
respiratoire ou de diabéte. La formation d’isonm@ra des effets négatifs puisque dans le métabolisme
des mammiféres, notamment chez ’'Homme, cet iso&rbien plus difficile & métaboliser que le L-
lactate, et une teneur importante dans I'organisew entrainer de sérieux dysfonctionnenteiians
les conditions normales, le D-lactate ne représgatenviron 1 a 5% de la concentration totale en
lactate. Un niveau élevé de D-lactate dans le satfigrine provient généralement de perturbations de
la voie glyoxalase ou de la surproduction bactéeetans l'intestin.

Par conséquent, la surveillance de la teneur eh D-lactate dans les fluides biologiques et
dans les produits alimentaires est d'une grandeoriapce pour le diagnostic clinique et pour

I'évaluation de la qualité des aliments.

[11.1.2 Biocapteurs enzymatiques pour la déterminabn du lactate

Parmi les différentes méthodes d'analyse propopées la détermination du lactate, les
biocapteurs offrent de nombreux avantages teldajtapidité, la haute spécificité, le colt relathant
faible et la possibilité de miniaturisatioff. Les enzymes, telles quela L et/ou la D-lactate
déshydrogénase (L-LDH et/ou de D-LDH)™ la L-lactate oxydase deediococcus sLODP)*
1420 |a LODP combinée & la peroxydase de raifort (HRF)**0ou & la D-LDH et la HRE® ont été
proposées comme éléments de reconnaissance danischseurs électrochimiques pour les analyses
de lactate. La LODP et 'ampérométrie sont I'enzyghke mode de transduction les plus couramment
utilisés. Les deux enzymes, LDH et LODP, catalydemtydation du lactate en pyruvate (Eq.lll.1 a
l11.3) et la LODP, comme la L-LDH, ont été décritemmme des enzymes spécifiques au L-lactate. En

- 127 -



Chapitre Ill: Développement d’un biocapteur conduptétrique sensible pour la détermination de la
concentration en lactate total, D et L-lactate dales produits laitiers

outre, la LODP possede son propre coenzyme inf@iangne adénine dinucléotide, FAD) et utilise

'oxygene dissous comme accepteur d'électrons, stanek I'action de la LDH nécessite I'ajout du
coenzyme nicotinamide adénine dinucléotide (NADes biocapteurs ampérométriques utilisant la
LODP présentent I'inconvénient de devoir opéremapotentiel élevé pour réaliser la détection du
peroxyde d’hydrogéne issu de la réaction enzymatijDe plus, 'accumulation de,&, & l'intérieur

de la membrane enzymatique peut réduire I'actdetéa LODP. L'association de la LODP a la HRP a

donc été proposée, comme dans le cas de 'AOX, igsaudre ce probleme.

L-LDH
L-Lactate + NAD® -  Pyruvate + NADH + 2H (Eq.111.2)
D-LDH
D-Lactate + NAD® - Pyruvate + NADH + 2H (EQ.111.2)
LODP
D-Lactate + O, - Pyruvate + HO, (Eq.lII.3)

Il a été montré que la HRP est également en meRuo®mopérer avec d’autres oxydases telles
que la glucose oxydase, provoquant I'amplificadarsignal de biocaptedf.

En ce qui concerne limmobilisation des enzymeffgrdintes techniques ont été utilisées,
notamment l'adsorption directe ou la liaison de igr@ncovalente & I'électrod® la réticulation avec le
GA* * * |e piégeage dans des matrices sol-gel & basdlice ¥ *° ou dans des polyméres
électropolymérisé$® ; la rétention sous une membrane de confinerffeot I'inclusion directe dans
des électrodes & base de carbdn@®> Parmi ces techniques, la réticulation avec le@3Al'une des
meéthodes les plus simples et produit des biocaptitrés bonne stabilité.

Dans ce travail, nous proposons une meéthode ateggircombinant deux biocapteurs
conductimétriques pour la détermination du L-etOHactate. Les biocapteurs ont été préparés par
réticulation de la LODP seule ou de la LODP (couelk&erne) et la HRP (couche interne) sur la
surface de micro-électrodes interdigitées d'or éhsant les vapeurs de GA. Comme pour le
biocapteur précédent, différents parametres afied@ sensibilité du biocapteur bi-enzymatique
LODP/HRP (rapport de LODP/HRP, pH, et temps deékction de réticulation, ...) ont d'abord été
optimisés. Ensuite, une méthode a été proposéelpaurantification de la concentration en lactate

total, ainsi que des concentrations en D- et eactate dans des échantillons inconnus. Cette méthode
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a été ensuite appliquée a l'analyse d'échantiiengaourts et les résultats ont été comparés a ceux

obtenus avec des kits enzymatiques commerciaux.

111.2 Matériel et méthodes

[11.2.1 Réactifs et solutions

Comme précédemment, toutes les solutions aquens&té préparées avec de l'eau ultra-pure
(résistivité > 18 M2.cm) obtenue a partir d'un systeme de purificatitiliQ. La lactate oxydase
(LODP, CE 1.1.3.2, 20 U.nmigolide, extraite déediococcus.9p la peroxydase de raifort (HRP,
EC1.11.1.9, 188 U.mbsolide), albumine de sérum bovin (BSA) , le glatdéhyde (GA) (grade I,
25% de solution aqueuse), KO, (> 99%), KHPO, (98%), l'acide L(+)-lactique (90%), I'acide
D(+)-lactiqgue (97,74%), le D (+) glucose (réactifC8), I'acide L(+)-ascorbique (99%), le D(-)-
fructose (99%), le 2,2'-azino-bis (3-éthylbenzatblane-6-sulfonique (ABTS, > 98%) et le Nafion
(5% en masse dans un meélange d'alcools aliphatejueau contenant 15-20%®) ont été fournis
par Sigma-Aldrich. Le glycérol (> 99%) et le perdeyd'hydrogéne (3D., 30%) ont été achetés
respectivement chez Acros Organics et chez Flugs kits commerciaux de dosage de I'acide D-et L-
lactique sont produits par R-Biopharm, GmbH, Allgme. Les solutions meres d'acide D-et L-
lactique ainsi que des substances des tests tBiaiece ont été préparées dans du tampon phodphate
mM (pH 7) et conservées a 4°C jusqu'a leur utibsatLes mélanges LODP/BSA/glycérol ainsi que
BSA/glycérol ont été conservés a -20°C entre dediisations, tandis que le mélange
HRP/BSA/glycérol a été gardé a 4°C.

[11.2.2 Préparation des biocapteurs

Les transducteurs utilisés dans ce travail soux cke 'lPSL. La premiére paire d'électrodes,
sur laguelle est déposée une membrane enzymatimienant la LODP seule ou la LODP et la HRP,
constitue I'électrode de travail. La seconde, reedavpar une membrane de BSA non réactive, est
I'électrode de référence.

Les électrodes sont prétraitées comme décrit darhdpitre précédent. Ensuite, 0,3 ul d'une
solution de tampon phosphate 20 mM pH 7 conten#n(rb/v) de BSA, 10% (m/v) de glycérol et 5%
(m/v) HRP sont déposés sur la paire d'électroddsagtail, tandis que 0,3 pl d'un mélange contenant
10% (m/v) de BSA et 10% (m/v) de glycérol sont d&mosur les électrodes de référence. Le capteur
est laissé sécher pendant 20 min a températureantabPuis, une deuxieme couche est déposée sur
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chaque électrode, suivant le méme protocole, saafl@iHRP est remplacée par la LODP dans la
solution enzymatique (Fig.lll.2). Le glycérol permdéobtention d'une solution enzyme/BSA
homogéne et sert d’agent de cryoprotection lorssthekage des solutions & -20%€ La méme
procédure a été utilisée pour préparer des biogepte LODP sauf qu’une seule couche contenant la
LODP a été déposée sur la zone sensible de I'étketde travail. Aprés le dépbt des solutions
d’enzymes et de BSA, le capteur est placé dansatmesphere saturée de vapeur de GA. Le reste du

protocole est identique a celui utilisé pour I'élediton du biocapteur a AOX.

LOD 5% +BSA% m/v) — ¢ g W T
HRP 5% +BSA 5 % (m/v) —> g g

| \ Support ccramlqu I

N

Electrodes d'or interdigitées
Fig.lll.2: Constitution du biocapteur LODP / HRP.

< BSA10% (m/v)
< BSA 10% (m/v)

\m"‘" i V.'T." &

[11.2.3 Mesures conductimétriques

Toutes les mesures sont effectuées a températini@ate dans une solution tampon phosphate
5 mM pH 6 en utilisant le dispositif expérimentall'astrumentation décrite dans le chapitre lla L
différence de conductance entre I'électrode de iravale référence a été suivie et enregistréeujasq
ce qu’une valeur stable soit atteinte. Puis, déspgblumes (5 a 50 pl) d'une solution concentrée
d'acide L-ou D-lactique ont été ajoutés pour olbtkxsi concentrations finales appropriées.

[1.2.4. Mesure spectrophotométrique de la sélectité de la LODP vis-a-vis du L-

lactate

Cette méthode est basée sur la détection spectopéttque de bBD, produit lors de
I'oxydation du lactate par la LODP.,8, réagit avec I'ABTS en présence de HRP pour forlaer

forme oxydée de I'ABTS, un composé de couleur vabsorbant a 405 nm (Eq. 111.5).

HRP
H,0,+ ABTS - 2 H,0 + ABTS oxydé (Eq.1I1.5)
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Les expériences sont réalisées dans des cuvedystypene de 1 mL. 0.1 mL d’une solution de
1 mM d’ABTS préparée dans du tampon phosphate 20pHM.5, 0.02 mL d’une solution de HRP
(50 U/mL) et différents volumes (0; 5; 10; 15 et |2b) d’'une solution a 2 mM d’acide L- ou D-
lactique sont introduits dans les cuves et le velwst complété a 1 mL a I'aide de tampon phosphate
20 mM pH 6.5. Les cuves sont agitées manuellemebdalsorbance est mesurée a 405 nm jusqu’'a
stabilisation du signal (absorbance correspond#we:Ensuite, 4 uL d’'une solution de LODP (2000
U/mL) sont ajoutés et les cuves sont incubées a 3@ant 30 min (absorbance j3)ALes
différences d’absorbance {AAy) sont alors portées en fonction de la concentratianou D-lactate.

[11.2.5 Préparation et analyse des échantillons dgaourt

Les yaourts au lait de vache de la société Danaohété achetés dans un supermarché local et
dilués dans de tampon phosphate 5 mM pH 6 de neagi@btenir une solution & 300 g.LEnsuite,
chaque échantillon a été analysé en duplicat éisauti les deux biocapteurs conductimétriques LODP
et LODP/HRP (volume injecté: 30). Tous les échantillons ont été analysés ersatili également un
kit disponible dans le commerce pour la détermimatdu L-et du D-lactate dans les denrées

alimentaires en suivant les instructions du falmtica

111.3. Résultats et discussion

[11.3.1 Influence de la quantité de HRP et du pH sula détection du L-lactate

[11.3.1.1 Quantité de HRP

Dans une premiére série d'expériences, nous avodie €influence de la quantité de HRP sur
la réponse du biocapteur suite a I'injection dwatthte. Le pH de mesure a été fixé a 6. Compte tenu
des résultats obtenus dans le chapitre précédequdntité de LODP dans la solution membranaire a
été fixée a 5% (m/v), soit 0,015 mg de solide (@téithéorique: 0,3 U) tandis que la concentratien
HRP était de 5 ou 15% (m/v), correspondant a 0dilB,045 mg d'enzyme (activités théoriques: 3U
et 9 U).

Comme on peut le voir sur la figure 111.3, I'injgmbh de L-lactate dans la cellule de mesure
contenant le biocapteur a LODP seule provoque wggmantation rapide et significative de la
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conductance. Cette variation peut étre en parée & la différence entre la conductivité molaire
ioniqgue du lactate et du pyruvate. Cependant, wmee aexplication plus probable est que la
conformation de la LODP change lors de I'étape é@eulation et entraine un augmentation de la
stabilité du complexe enzyme-pyruvate, favorisanfautre mécanisme au cours duquel sont produits
des ions acétates et du £&vec comme intermédiaire le complexe LODP-pyruwsi®, (Fig.lll.4,

voie 1). La dissolution du COdans le tampon génére des ion§ & HCQ, a lorigine de
'augmentation significative de conductance observ'@omme nous I'avons déja mentionné dans la
partie bibliographique (81.3.6.3), ce deuxieme mésrae est classiquement rapporté pour les L-lactate
monooxygénases mais pas pour les L-lactate oxydaSems la voie 2, le complexe est peu stable ce
qui entraine la transformation rapide du lactat@gmivate et HO, grace a I'oxygéne dissous tandis
gue dans la premiére voie, la stabilité du compfexmé est plus élevée et la réaction d’oxydation e
présence de #,, agent oxydant fort, peut avoir lieu conduisafd production de CECOQO, CQO; et
H-O.

350
300 4
250
(b)

200 -+

150 + (c)

Variation de conductance {pS)

100 +

50 A

I:I n T T T T T T T
a 5 140 15 20 25 30 35
Temps (minutes)
Fig.l11.3: Influence de la quantité de HRP sur kgponse du biocapteur.
(a) LODP 5%, HRP 5% - (b) LODP 5% - (c) LODP 5%, PFiR5%
Injection d'une solution de 100 uM de L-lactate shtes réalisées dans 5 mM de tampon phosphate pH 6.
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Lactate

Enz A—“ Enz_-Lactate —=Enz ,-Pyruvate

T o, \

acetate Enz_-Pyruvate-H,0,
+ Enz ,
ICO,+ H,0 @

@

v 0,
H202

Fig.lll.4: Mécanismes d’oxydation enzymatique dwatthte
par la L-lactate oxydase (voie 1) et la L-lactatermoxygénase (voie?)

L'ajout de 5% (m/v) de HRP multiplie par 1,7 lgral a I'équilibre du biocapteur, mais
augmente également le temps nécessaire pour aétdiéquilibre (Fig. 111.3). Le bruit de fond eshe
méme temps divisé par 1,5, entrainant une amabarakette du rapport signal sur bruit, donc de la
limite de détection. Comme signalé précédemmemiRR est une peroxydase qui catalyse I'oxydation
de nombreux substrats réducteurs en utilisa@,ldomme agent oxydant. L'amélioration des signaux
par ajout de la HRP pourrait dans ce cas étrebaée a I'existence du mécanisme supplémentaire
suivant (Eq.lII.6 et 1l.7), le pyruvate agissawminme un substrat de la HRP; HRRt HRRkeq étant
les formes oxydées et réduites de la HRP, respentine

HRP,y + H,0, — HRP,, + O, (Eq.IIL.6)

HRP, + pyruvate - HRP,4 + acetate + H+ HCO5 (Eq.11.7)

L’ajout d'une quantité de HRP de 15% (m/v) provoqa contre une forte diminution du
signal (Fig.lll.3) alors que celui-ci avait été tipiié par 2, dans les mémes conditions, pour le
biocapteur a AOX (Fig.I.15). Le bruit de fond ddeitpar ailleurs lorsque la concentration en HRP
passe de 5 a 15%. Compte tenu de ces résultatsnéentration de 5% (m/v) de HRP a été retenue
dans la suite de ce travail.

[11.3.1.2 pH du milieu
Les variations de conductance a I'équilibre osuga été enregistrées pour une concentration
en L-lactate de 100 uM en faisant varier le pHeAtb et 8,5. Les résultats obtenus en absence et e
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présence de HRP ont été comparés. Ainsi que lerentanfigure 111.5 , la valeur de pH optimale pour

le fonctionnement du biocapteur est proche de Glbesence aussi bien qu'en présence de HRP. La
courbe en cloche obtenue avec la LODP seule estsinglaire a celle rapportée par Sullivenal

pour la lactate oxydase libre extraite Mycobacterium smegmat. Ce résultat est également
compatible avec les valeurs optimales déclarées poUrODP immobilisée en utilisant divers
procédés, y compris la réticulatién*> *" *® La zone optimale de pH est beaucoup plus étmite
présence qu'en l'absence de HRP, ce qui peutt&ibri@d & une plus grande sensibilité de la HRP vis
a-vis des variations de pH.

Compte tenu des résultats de ces deux séries dierpés, la coopération optimale pour les
deux enzymes LODP et HRP est obtenue pour un ragpamasse HRP/LODP de 1 (taux d'activité
théorique HRP/LODP de 10 U), en bon accord aveagport optimal trouvé par Monosit al.®. Sur
la base de ces résultats, les expériences ultésieunt été réalisées en tampon phosphate pH 6 et le
biocapteurs ont été préparés en utilisant desisoiienzymatiqgues contenant 5% de HRP et 5% de
LODP.

N
=]
L)

W

L

o
1

—a—LOD 5%, HRP 5%

L
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—a— LODseul
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L

]
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|

Variation de conductance [pS)
= B
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[ (=]
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Fig.lIl.5: Influence du pH sur la variation de comctance a I'équilibre du biocapteur a LODP seul® pu a LODP/HRP @)
Mesures effectuées a l'aide d'une solution 100 pM-thctate dans du tampon phosphate 5 mM

[11.3.2 Influence du temps de réticulation sur la Eponse du biocapteur bi-
enzymatique LODP/HRP

Dans cette étude, dix biocapteurs LODP/HRP ontpe&parés en utilisant des temps de
réticulation de 10 min (n = 2), 20 min (n = 3),1@ (n = 3) ou 40 min (n = 2).
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Comme on le voit sur la figure 111.6, la variatide conductance a I'équilibre aprés injection de
100 uM de L-lactate augmente avec le temps deutétion pour atteindre un maximum a 30 minutes.
Une baisse d’intensité du signal est observée kude cette valeur. Cependant, comme nous le
montrerons dans le paragraphe suivant, une medlistabilité dans le temps est atteinte pour 40 min
de réticulation. Afin d’obtenir le meilleur comprdsrentre la stabilité et la sensibilité du biocapte

nous avons décidé de choisir la valeur de 40 mim [zosuite des expériences.
400

350 A+

300 -+

250 4

200 A+

150 +

100 +

Variation de conductance (ps)

50

a T T T T

a 10 20 30 40 50
Temps de réticulation (minutes)

Fig.ll1.6: Influence du temps de réticulation stintensité du signal du biocapteurs bi-enzymati@P/HRP. Mesures effectuées a
l'aide d'une solution de 100 uM de L-lactate dangaimpon phosphate 5 mM

[11.3.3 Réponse du biocapteur LODP / HRP vis-a-vislu D-lactate

Ainsi gu’il a été mentionndlans l'introduction, la LODP appartient a la famitles enzymes
flavine mononucléotide-dépendantesoehydroxy-acide oxydantes. Cette flavoprotéine diévéae
capable de discriminer les configurations L/D datdte, le L-lactate étant considéré comme un
substrat actif alors que le D-lactate est inaéti> Cependant, aucun des biocapteurs développés pour
la détermination du lactate n’'a été testé en poEsdas deux substrats et ces biocapteurs sontitsujo
présentés comme des biocapteurs a L-lactate. laetBte peut pourtant étre dans certains cas frésen
a des concentrations élevées dans les liquidesgipies et les produits alimentaires.

Dans ce travail, nous avons d'abord contrélé dd'al’'un dosage enzymatique, que I'enzyme
utilisée était bien capable de catalyser sélectargnmi'oxydation du L-lactate lorsqu’elle est en
solution. Comme prévu (Fig.lll.7), la réponse dm¥yme vis-a-vis du D-lactate ne représente que 3%

de celle vis-a-vis du L-lactate au méme niveauadeentration.
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Fig.lll.7: Mesure de la sélectivité de catalyselalé ODP vis-a-vis du L ¢) et du D @) Lactate par spectrophotométrie.

Cependant, contrairement a notre attente, les jieges a LODP avec ou sans la présence de
HRP fournissent des réponses importantes quandidetBte est ajouté dans le milieu. Les signaux a
I'équilibre obtenus pour les deux stéréoisomered goasiment identiques pour le biocapteur sans
HRP, tandis que le signal est plus élevé pour lldiate que pour le L-lactate dans le cas du
biocapteur bi-enzymatique LODP/HRP (Fig.lIl.8). peemier résultat peut étre attribué a une perte de
sélectivité chirale de la LODP, ce qui confirmeypothése de changement de conformation de
'enzyme au cours de I'étape d'immobilisation déjaise dans le chapitre précédent. En outre, Kataki
et Zawawi>® ont récemment rapporté dans leur travail l'inversle la sélectivité chirale de la LODP
immobilisée dans du collagene. lls expliquent ciltét par les interactions électrostatiques €tre
LODP (pl = 4,6) et le collagéne (pl = 8,26). D’'wacbn trés similaire, la valeur de pl de la HRP étant
de 8,8%* la charge globale de la HRP est positive & pBldts qu'elle est négative pour la LODP au
méme pH. La sélectivité chirale de notre enzyme denc étre aussi inversée au contact de la HRP,
ce qui permet d’expliquer 'augmentation de la mg® du biocapteur LODP/HRP vis-a-vis du D-

lactate.

Ce résultat, au premier abord surprenant, estietrda intéressant car il peut étre exploité pour
la quantification de la concentration en lactataltainsi que de celle de D-et L-lactate en utilisane
combinaison des réponses des biocapteurs LODRes€@DP/HRP, comme nous le verrons dans le
8.3.6.
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[11.3.4 Caractéristiques analytiques des biocaptews LODP et LODP/HRP

[11.3.4.1 Gamme linéaire et limite de détection

Les figures 111.8a et II1.8b ont été construitepartir de l'analyse d'au moins douze solutions
standards (D-ou L-lactate) et trois mesures one#éEtuées a chaque niveau de concentration.

Ainsi que le montre la figure I11.8a, la réponseldecapteur & LODP est linéaire jusqu'a 100
UM de L-lactate. Le domaine linéaire double en gmées de HRP. La sensibilité du biocapteur est de
1,16+0.04uSpuM™ et 4.38+0.1uSuM™ en l'absence et en présence de HRP, respectiveceequi
confirme le réle positif joué par la HRP. La mailte limite de détection (0,05 uM) est donc obtenue
avec le capteur bi-enzymatique. C'est huit foisuxigue sans HRP, et de loin beaucoup mieux que les
valeurs rapportées dans la littérature pour lagtuges autres biocapteurs basés sur la LODP ou une
combinaison LODP/HRP (Table.lll.2). De la méme fada sensibilité du biocapteur vis-a-vis du D-
lactate est de 1,160+0,058uM™ et 5,58+0,20 etSuM™ en absence et en présence de HRP, avec
une limite de détection de 0,05 uM pour le biocapt€DDP/HRP.

[11.3.4.2 Reproductibilité intra-capteur a court terme
Les coefficients de variation obtenus a partirtrdés mesures de L-ou D-lactate effectuées a
chaque concentration avec les capteurs décritegeéument sont trés bons car ils se situent entre 1%

et 8% dans la gamme de concentration étudiée.

[11.3.4.3 Stabilité

Les stabilités de stockage a long terme des bienaptasés sur la LODP et la combinaison
LODP/HRP ont été également comparées. Un biocamteuchaque type a été fabriqgué dans les
conditions optimales déterminées précédemmentet detres capteurs LODP/HRP ont été préparés
de la méme maniére, sauf que le temps de réaatemles vapeurs de GA étaient de 20 min et 40 min,
respectivement. Tous les biocapteurs ont été mesar@lusieurs reprises sur une période de 5
semaines pour une solution 100 uM de L-lactated®mnce temps, les biocapteurs étaient conservés a
4°C dans le tampon phosphate 20 mM pH 7.

Comme on le voit sur la Fig.111.9, le biocapteurdnzymatique LODP/HRP exposé a la vapeur
de GA pendant 40 min est le plus stable sur t@upeétiode testée. Le biocapteur LODP/HRP présente

également une plus grande stabilité que le biecamonstruit uniguement a partir de LODP (données
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non présentées), ce qui confirme I'effet protectieula HRP a I'égard des effets nocifs d®kenvers

'enzyme.
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Fig.I11.8: Influence de la concentration en L-lata(a) et D-lactate (b) surla réponses des biocaysté ODP et LODP/HRP.
Les mesures ont été réalisées dans 5 mM de tantmaplpate pH 6.

-138 -



Chapitre Ill: Développement d’un biocapteur conduptétrique sensible pour la détermination de la
concentration en lactate total, D et L-lactate dales produits laitiers

120

£100 1

[ =

-

[T

E‘ 80 A

2

o

-

= 60 A

£

-

=

g an -

2

E —a— 20 minutes

-] 20 1 —— 30 minutes
—— 40 minutes

0 T T T
] 10 20 30 40

Temps (jours)
Fig.l11.9: Influence du temps de réticulation darstabilité au stockage du biocapteur LODP/ HRP .
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Biocapteurs conservés a 4°C dans 20 mM de tampaospplate pH 7 entre deux mesures.

[11.3.4.4 Sélectivité

Nous avons ensuite réalisé une étude d’interférenvec des composés susceptibles d'étre
présents dans des échantillons de yaourt (gludasimse et I'acide ascorbique) ou de jus de fruits
(fructose). L'étude a été réalisée en utilisartiteapteur LODP/HRP, pour une concentration de L-
lactate de 100 uM et pour des rapports molairesctate/interférent de 1:1 ou 1:0,1.

Comme le montre la Fig.lll.10, aucune des substaraluées, sauf l'acide ascorbique,
n'affecte de maniere significative le signal du lipieur. Une augmentation de 70% du signal a été
observée pour un rapport lactate/ascorbate de de &% pour un rapport de 10. Ce résultat peut
provenir d'une oxydation de ce composé pa®©4l soit chimique, soit enzymatique, en utilisant la
HRP comme catalyseur. Néanmoins, ceci ne peuttaffée justesse de détermination du L-lactate
dans le yaourt puisque la concentration d'aciderbgjue est environ 500 fois plus faible que cdke

I'acide L-lactique dans ce type d'échantiflon
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Acide lactigue Glucose = Acide Fructose = Acide Lactose = Acide Acide ascorbigue Acide Ascorbique
lactique lactique lactique = Acide lactique : Acide lactique =
1:8
Fig.Il1.10: Comparaison des réponses du biocapteDDIP/HRP obtenues pour le L-lactate en présenceediéelles substances
interférentes. [L-lactate] = 100 pM dans 5 mM den@on phosphate pH 6.
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[11.3.5 Effet de matrice

Afin de détecter I'existence d’un possible effetrdatrice, deux échantillons de yaourt (yaourt
nature et Activia) ont été dilués dans un tamponsphate comme décrit dans la section 111.2.6. De
petits volumes d’une solution mere d’acide D ouattique ont été ajoutés a un volume constant
d'échantillon afin d'obtenir des concentrationsalfis dans la plage de 20-160 pM. Ensuite, les
solutions ont été analysées en utilisant le biaaptLODP et le biocapteur bi-enzymatique
LODP/HRP. L'effet de matrice a été évalué en compiala pente de la courbe d’étalonnage dans la
matrice a celle de la courbe d'étalonnage darenm@dn phosphate. Toutes les courbes obtenues sont
linéaires mais les pentes sont de 16 a 33% plugg&ledans la matrice selon I'échantillon et le
biocapteur (données non présentées). Ce résuliaépe attribué a la présence dans les échantillons
de composés capables de stabiliser le complexe b®DRate, favorisant I'oxydation du pyruvate.

Il a donc été décidé d’'effectuer I'étalonnage damsatrice pour I'analyse des échantillons réels.
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dans les produits laitiers

en lactate total, D et L-lactate

Méthode de transduction _ Electr-odes o Gamme lineaire LD (uM) Echantillons Ref
Techniques d'immobilisation (uM)
LODP seul
Conductimétrique Interdidigitées en or Jusqu’a 100 0,4 Yaourts ce travail
Réticulation par la vapeur de GA
QCM Disque en or (non modifié/ modifé par DTSP)
Adsorption Jusqu’a 300 10 Vins, biéres 16
Liaison covalente Jusqu’a 200 40
Ampérométrie Pt sérigraphié/PPy
Réticulation avec GA en solution Jusqu’a 1000 ~2 Lait 14
Disque de Pt /Nafion
Réticulation avec GA/sandwich avec 2 -2000 0,8 Sang 4
polycarbonate
Carbone graphite/MWCNT 200 - 2000 0,8 Sérum humai 17
Incorporation dans de la silice sol-gel
Carbone graphite 3-300 1 Yaourts 19

Incorporation dans un composite

laponite/oligosesquioxane

Lait fermenté
Vin

141



Chapitre IlI: Développement d’'un biocapteur conduotétrique sensible pour la détermination de la camtration

dans les produits laitiers
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LOD/HRP
Conductimétrique Interdidigitées en or Jusqu’a 210 0,05 Yaourts ce travail
Réticulation par la vapeur de GA
Ampéromeétrie Sérigraphiée 10 -180 10 Yaourts 25
Graphite/Acétate de cellulose Lait
Fromage
Carbone graphite 25 -500 ~25 Lait 22
PEG/polyallyamine/OsPAA Yaourts
Carbone graphite/Teflon 5-100 1,4 Yaourts 23
Or/MWCNT 5-244 0,96 Saumures 3
En mode sandwich avec le chitosane Boissons
probiotiques
Lait
Vins
Chimioluminescence Membrane polyanions 50 - 4000 9,2 Yaourts 35

PPy: polypyrolle;DTSP: acide 3,3'-dithiodipropionique di{succinimidyl ester); PEG : Poly(ethylene glycadjigtidyl éther; OsPAA: polymere

électroactif a base d’osmium;:MWCNT: nanotubes abarae muti-feuillets

Tableau III.2 : Performances analytiques de queldpigcapteurs a base de LODP ou LODP/HRP pourlyaealu lactate dans les aliments
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[11.3.6 Détermination des concentrations en lactateotal, D-et L-lactate dans les

échantillons de yaourts

Les deux biocapteurs LODP et LODP/HRP ont ensuéeutlisés pour la détermination de la
concentration en lactate total, en D- et en L-lactians trois échantillons de yaourt.

Une dilution préalable des échantillons a été éffse dans le tampon phosphate 5 mM pH 6
afin de limiter les effets de matrice, se trouvarsdia gamme linéaire des biocapteurs, et tampadeer
maniére appropriée la solution au pH optimal deureesLes échantillons ont ensuite été dopés a
différentes concentrations de L- ou de D-lactatlegtpentes des droites d’ajouts dans la matrite on
été calculées pour les biocapteurs LODP et LODP/HRP

Toutes les mesures ont été effectuées le mémedeunaniere a ce que la stabilité inter-jour
n‘ait pas d'incidence sur les résultats. Tousdbartillons ont été analysés en utilisant les ptears
LODP et LODP/HRP. La concentration totale en lactast directement déduite des réponses du
biocapteur LODP, tandis que les concentrations egt Bn L-lactate sont calculées en combinant

toutes les réponses, comme propose ci-apres.

[11.3.6.1 Calcul de la concentration en lactate tal

La réponse des biocapteurs a LODP vis-a-vis du Buel-lactate étant identiques, il est
possible de construire une courbe d'étalonnageuaragpartir de toutes les données des ajouts dosés
enregistrées pour le D-et le L-lactate et de iagtil pour calculer la concentration totale de kectians

I'échantillon par la formule suivante:

GT,LGDF = GL.LI'.}DF + GD,LI'.]DF = .S{:[L_ ]ﬂ.CtﬂtE] + [D - ]ﬂCtﬂtE]] + 2B (Eq.111.8)

ou G, Lopp st la variation de conductance totale mesurééésimantillon, S et B sont la pente et l'intergatt

de la courbe d'étalonnage avec I'axe des abscisses
[11.3.6.2 Concentrations en D-et L-lactate

Si S Loop, S.LopPHRP, So.LopP €t Sp L oppHRP FEPrésentent les pentes des courbes d'ajouts en L-

et D-lactate obtenues en I'absence et en présend&g, on peut en déduire les rapports:
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R, = SL-LI‘.}DF'I.-’HRP . GL.LGDP..-’HRF
L= =
SL-LGDF‘ GL.LGDF‘ (Eq”lg)

R. — SD,LGDP,FHRP _ GD,LGDP;HRF

P SD,LGDP GD,LGDP (Eq.111.10)

ou G oppHre €t Gp L oppHre SONT les contributions respectives du L-et du @dee aux variations totales de la
conductanceGr Lopp et Gr Loppmre SONt celles mesurées sur I'échantillon en utiliss biocapteurs LODP et

LODP/HRP, respectivement.

Gr.LoprHrrESt €galement reliée@ | oppire €1 Gp, LoppHre Par I'€quation suivante:

lG'I',L[.'l[lll:"l."[-]l%'.l:" = IE;L,L[.'l[le:"l."HE'Ll:" + lG[ZI,L[.'![ZIl:"l."[-IE'.l:" = RLGL,LDDP,"HRP + RDGD,LDDP;’[—]RP (Eq'lll'll)
Ainsi, on peut déduire des Eq.111.8 et Eq.lIl.1d4s aleurs d&, | opp et Gp, Lopp par:
_ (GT,LDDPI."HRF‘ - RDGT,LDDF‘J
Griopr = (R, —R,)
L 7D (Eq.I11.12)
G _ (RLGT,LUDP — GT,LUDP;HRP)
DLODP — (R, —Rp)
L 7D (Eq.111.13)

Les concentrations en L-et D-lactate peuvent eagiie calculées a partir des courbes d'ajouts
du biocapteur a LODP.

[11.3.6.2 Résultats
Le tableau Il1l.3 montre que les concentrations m@&sudans les échantillons de yaourt en
utilisant la méthode proposée ci-dessus sont enaboard avec celles obtenues avec la méthode de

référence (kit commercial). Dans ces échantilltam$yrme de lactate prédominante est le L-lactate.
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Lactate total L-Lactate D-Lactate
Produit Cette Kit | Cette méthode Recouvrement Kit Cette Recouvrement
meéthode 9/100g % méthode %
9/100g 9/100g
Yaourt
nature 0,65 0,63 0,68 108 0,054| 0,045 83
Activa 0,43 0,45 0,41 91 0,035 0,04 114
Actimel 0,72 0,74 0,69 93 0,04 0,035 87,5

Tableau.lll.3 : Comparaison des teneurs en D-etdtdte déterminées dans des échantillons de yaeumgre méthode et une

méthode de référence (kit enzymatique commercial)

111.4. Conclusion

Dans cette partie du travail, nous avons dévelomgéméthode originale et sensible combinant
deux microbiocapteurs conductimétriques a basayleas (LODP et HRP) pour la détermination de
la concentration en lactate total, L-et D-lactaémsiles produits laitiers. La procédure expérinienta
ne nécessite que la dilution des échantillons ehgrrés peu de temps par rapport aux techniques
classiques. Une limite de détection trés basse,@ oM a été obtenue pour les deux isomeres. La
réponse du biocapteur LODP/HRP est linéaire jusau'anoins 210 uM pour les deux composés. Le
biocapteur a par ailleurs été appligué avec suadesquantification du lactate total, du L-et du D-
lactate dans des échantillons de yaourt, ce quiodém le grand potentiel de la méthode proposée

pour des applications pratiques dans l'analyse des aliments.
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Chapitre IV : Développement d’'un biocapteur pouahalyse du formaldéhyde en milieu aqueux

IV.1. Introduction

IV.1.1 Généralités sur le formaldéhyde

Avec 20 millions de tonnes produites chaque anra¥es de monde entier, le formaldéhyde
(méthanal), est I'un des produits chimiques comialésés les plus importants Aux températures
ordinaires, le formaldéhyde pur est un gaz incofmec une odeur piquante et suffocante. Cette odeur
est détectable par la plupart des individus & desentrations situées entre 0,05 et 1,3 mM¢m04 a 1
ppm)Z. Il est aussi trés inflammable et peut conduile farmation de mélanges explosifs avec Iair. Il
est trés soluble, méme a froid, dans I'eau et ts1solvants polaires tels que I'éthanol, I'acétene
I'éther et peut polymériser rapidement. Les priat@p caractéristiques physico-chimiques de ce

composeé sont résumees dans le tableau IV.1.

Nom Formaldéhyde
Température de fusion -92°C
Température d’ébullition(pression atmosphérique) -19°C

Densité 0,816 g/cm & -20°C
Solubilité dans I'eau 550 g/L
Densité de vapeur (air = 1) 1,04 - 1,06
Tension de vapeur 517 — 519 kPa a 25°C
Température d’auto-inflammation 424°C
Précautions

Tableau.lV.1: Caractéristiques physico-chimiquegaimaldéhyde

Le formaldéhyde n’est pas commercialisé sous fagameuse. Il est généralement vendu sous
forme de solutions aqueuses a des concentratiossiguas de 30 a 55%, mais il est également
disponible sous ses formes polymérisées, le triexaimere) ou le paraformaldéhyde (polymere). Les
solutions aqueuses commerciales renferment géngatede 0,5 a 15% de méthanol comme
inhibiteur de polymérisation. Le paraformaldéhye@epsésente sous forme de poudre ou de cristaux

blancs et peut étre dépolymérisé en formaldéhyds Beau chaude en présence de Base
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IV.1.2 Sources et toxicité du formaldéhyde

Le formaldéhyde est impliqué en tant que réactérmidiaire dans la synthése de produits
chimiques, dans la fabrication de matiéres plassiquede résines pour le bois, le papier et leddext
Les résines urée-formaldéhyde (>25% de I'ensembke rdsines a base de formaldéhyde) sont
principalement utilisées comme adhésifs dans ladation de panneaux de particules, de panneaux de
fibres et de contreplaqués. D’autres résines a tbafermaldéhyde telles que le polyacétal, lesssi
phénoligues et les résines mélamine-formaldéhyals, wilisées comme adhésifs dans la fabrication
de contreplaqués, de revétements de surface, damgedl & mouler et de résines thermodurcissables,
ainsi que pour d’autres applications comme la &ation d’accessoires de plomberie en plastijue
Les émanations provenant des résines pour meutdsspapiers peints ou des peintures sont une
source majeure de formaldéhyde a lintérieur desana (Fig. V.1). Ce composé est également
employé comme germicide, fongicide ou insecticidesdagriculture, ainsi que dans des produits de
conservation ou comme agent de stérilisation dandomaine médical ou la cosmétiqe. Le
formaldéhyde se retrouve aussi dans la fumée dwmettg. On estime qu’'une personne fumant 20
cigarettes par jour inhale 0,38 & 1 mg/j de ce aséh Le formaldéhyde est également une substance
endogéne issue du métabolisme cellulaire humaanihal °>. Chez 'Homme, la concentration en

formaldéhyde dans le sang est d'environ 2 mg.E

RN

Fig.IV.1: Utilisations domestiques de produits earant du formaldéhyde
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Malgré sa présence et sa nécessité pour le mé&atelie formaldéhyde reste une substance
toxique et dangereuse pour I'Homme. L’applicatiartacée d’'une solution a 1% est faiblement
irritante, tandis que les solutions concentrées comosives.

La principale voie d’exposition au formaldéhyde Eshalation. A de faibles concentrations
dans I'air, de I'ordre de 0,25 & 2 md/(8,2 & 1,6 ppmj, il peut causer des irritations des yeux, du nez
et de la gorge. L'irritation oculaire peut appamifivant que l'odeur ne soit percue. Dans les
environnements ot la concentration de formaldéhyeet atteindre 10 & 30 mgi/mles glandes
lacrymales sont fortement sollicitées et des semsatde brllure au niveau du nez et de la gorge
peuvent apparaitre, rendant la respiration difficne exposition aigué a des concentrations d& 30
60 mg/ni d’air entraine des effets plus néfastes tels qe@eiEmes pulmonairés

Par ingestion, le formaldéhyde est tres rapidensdrstorbé au niveau du tractus gastro-
intestinal et subit les mémes transformations méitpies que par inhalation. Des effets importants
sont généralement observés lors de l'ingestionalsmiution de formaldéhyde a 40 %, tels que des
irritations de la bouche, de la gorge et de I'estoaccompagnés de nausées et de vomissements.
Dans les cas extrémes, des convulsions et I'agteifiin état comateux peuvent étre également
observées. Plusieurs cas mortels ont égalemenagpértés dans la littératutel'ingestion de 10 a
100 mL de formaldéhyde étant considérée commeefatez I'Hommé.

Le formaldéhyde a été classé comme cancérigenel'ggeence américaine de protection de
I'environnement et l'organisation mondiale de &’ 1l est par ailleurs suspecté d'étre toxique pour
le développement humain et la reproducfion

I\VV.1.3 Biocapteurs pour la détection du formaldéhye

Les méthodes classiquement utilisées pour l'anatiseormaldéhyde sont principalement
spectrofluorimétrique3 et chromatographiqué&™® (Tableau IV.2).

Bien que certains biocapteurs a cellules entiérest &té rapportés pour la détection du
formaldéhyde'* *° les enzymes sont les biorécepteurs les plusreege utilisés. La formaldéhyde
déshydrogénase (FDHY?° et dans une moindre mesure l'alcool oxydase (AGX}, ont été
proposées comme éléments de reconnaissance powonistruction de biocapteurs pour la
détermination du formaldéhyde. L’alcool oxydase,A@insi que nous I'avons déja mentionné dans
le chapitre bibliographique, est une enzyme appartea la famille des oxydoréductases, qui catalyse
principalement l'oxydation d'alcools de faible neasnoléculaire, en particulier le méthanol, en

utilisant l'oxygene comme cofacteur. Cette clas&naymes posséde une activité catalytique
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relativement faible envers le formaldéhydeet conduit donc & des biocapteurs de sensibilitdee
sélectivité plus faibles que celles des disposititsase de FDH. En outre, ’AOX est moins stable qu
la FDH %, Cette derniére est également une enzyme de lfi€ates oxydoréductases, sous classe des
alcools déshydrogénases a zinc. La réaction d'tydaatalysée par la FDH utilise généralement le
cofacteur NAD comme accepteur d'électrons et conduit a la ptaxtud'acide formique et de NADH

selon la réaction 1.53 (chapitre bibliographique).

Techniques Gamme linéaire LD Echantillons Ref

Fluorescence 0,06 —10 nM 0,05 nM air 9

Extraction par espace de

ete + GC/MS 0,016 — 330 mM| 6,6 uM | Excipients pharmaceutiques 10

Micro-extraction en phase

liquide / HPLC 0,035 -27 uM | 0,16 pM| Champignons « shiitake » 13

Tableau.lV.2: Caractéristiques analytiques des difiées méthodes chromatographiques et spectrofhédriques pour la
détermination du formaldéhyde

Les biocapteurs électrochimiques proposés dariisdeature sont essentiellement basés sur une
détection ampérométrigue du NADH produit a la stefale I'électrode. Cette technique offre
l'avantage de permettre la régénération du cofadtéD’. Cependant, le potentiel optimal nécessaire
a I'oxydation électrochimique du NADH est élevé, laedre de 0,6 V a pH 7. A ce potentiel sont
susceptibles de se produire d’'autres réactionsfénémtes ainsi qu’un encrassement de I'électrode.
L'oxydation du NADH conduit par ailleurs a la fortien d’'une forme de NADenzymatiquement
inactive. L'utilisation de médiateurs rédox chiméguou de nanomatériaux tels que des nanotubes de

carbone s’avére donc nécessaire pour résoudreasgmes ® 7 2224

Différents types de FDH ont été par ailleurs ugi€omme biorécepteurs pour I'élaboration de
biocapteurs a formaldéhyde. La FDH recombinantea#é®t de la souchélansenula polymorpha
présente I'avantage d’étre plus stable que les F&fsmerciales issues de la bacté&seudomonas
putida ou de la levureCandida bodiini** 2> Néanmoins, la production d'enzymes recombinagses
colteuse, a la fois en temps et en argent. L’'oxydatatalysée par les enzymes extraitétad'senula
polymorphaou Candida bodiini nécessite par ailleurs la participation d'un demné coenzyme
externe, le glutathion (GSH).

La FDH commerciale GSH-indépendante issu@geudomonas putidgue nous noterons par
la suite pFDH, est donc lI'enzyme la plus courammaeilisée dans la fabrication des biocapteurs
dédiés a la détection du formaldéhyde. Il a ététréague le cofacteur externe NABe lie au site actif
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de la pFDH par le biais d’une liaison forte mais remvalente favorisant la réaction catalytigtie
L’'immobilisation de I'enzyme sur le transducteuritdionc étre optimisée avec soin, non seulement
pour maintenir la conformation initiale de la ptiaog& mais également pour favoriser I'approche du
cofacteur et sa fixation sur le site actif de I'yme. Une des fagons de procéder consiste a co-
immobiliser le cofacteur et I'enzyme sur le trangduc Difféerents matériaux, tels que le
diéthylaminoéthyl-dextran® ou le polyuréthane porteur de sites anionidiest été proposées pour
la co-immobilisation de la pFDH et de NADLe cofacteur peut étre introduit & forte concatimn **

% ou régénéré. Une autre stratégie, relativemeneasétmais qui évite I'étape de recyclage, congiste
ajouter NAD en solution & chaque mesdfe’ 2* 2 3 Dans ce cas, le cofacteur doit étre capable de
diffuser a partir de la solution jusqu’a I'enzymanobilisée sur le transducteur.

Dans ce travail, nous proposons un biocapteurwamdétrique miniaturisé et sensible pour le
dosage du formaldéhyde dans des échantillons aquewbiocapteur a été préparé par immobilisation
de la pFDH sur la surface des microélectrodesdigiées en or de I'lPSL par co-réticulation aves d
vapeurs de GA en présence de BSA. Cette couchemettiye a ensuite été recouverte d'une
membrane Nafion. Il s’agit, a notre connaissancepmier biocapteur dans lequel la pFDH est
réticulée sur le transducteur puis recouverte dimeenbrane Nafion et pour lequel la conductimétrie

est utilisée comme mode de détection.

I\V.2. Matériels et méthodes

IV.2.1 Réactifs

La pFDH (EC 1.2.1.46, 4 U.rgsolide extraite deseudomonas putijlal’hydrate dep-
nicotinamide adénine dinucléotidB-NAD, 98%, issu d’'une levure), le Nafion (5 % enss&dans un
mélange d'alcools aliphatiques et d'eau conter&20% HO), le formaldéhyde (réactif ACS, 37% en
poids dans bD et contenanr 10-15% de méthanol en tant qudistati), le paraformaldéhyde (solide,
95%), les pastilles de NaOH (>98%), le n-butand9(¥%), le n-pentanol (>99%), I'acétaldéhyde
(>99,5%), le propionaldéhyde (>97%), le butyrald#y>99%) et le poly(hydrochlorure d'allylamine)
(PAH) dans I'eau ont été fournis par Sigma-Aldridtiéthanol (99,7%) et le méthanol (99,8%)
provenaient de Carlo Erba. Les autres réactifs saumt déja décrits dans le chapitre Il

IV.2.2 Préparation des solutions

Toutes les solutions aqueuses ont été préparésgdd'eau ultrapure (résistivité >18N\ém).
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La solution commerciale de Nafion a été diluée a (#%) avec de I'eau ultra-pure, puis
neutralisée avec une solution de NaOH 1 M pourrobten pH final entre 7 et 9.

Une solution mére de formaldéhyde (2 M) a été pgpaar hydrolyse du paraformaldéhyde.
Pour cela, 0,3 g du polymére ont été suspendusdanisd’eau ultrapure contenant 30 pL de NaOH 1
M et le mélange a été maintenu pendant 4 h & 688qQuja ce que la solution devienne limpide. La
concentration en formaldéhyde a été controléeipanétrie apres réaction avec le sulfite. La siolit
gardée a 4°C pendant au plus une semaine, a B$éeaufpour la préparation des solutions étalons par
dilution dans le tampon phosphate 5 mM pH 7.

Toutes les autres solutions meres destinées alysa ont également été préparées dans du

tampon phosphate 5 mM (pH 7) et conservés a 4%qlijasitilisation.

IV.2.3 Construction du biocapteur

Les microélectrodes interdigitées utilisées sonleseproduites a I'IPSL et la mesure a été

réalisée en mode différentiel, comme décrit précédent.

IV.2.3.1 Sans nanoparticules d’or

Le protocole de modification des électrodes estilaira a celui décrit précédemment, la
biomembrane active contenant 5 % (m/v) de BSA, 18%) de glycérol, 15 % (m/v) de pFDH et 6,5
% (m/v) de cofacteur NAD, la membrane de référence étant quant a elldgitgresde 20% (m/v) de
BSA, 10% (m/v) de glycérol et 6,5% (m/v) de NAD

Apres dép6t de la solution enzymatique et de latwni de référence sur les zones sensibles du
transducteur, le capteur a été laissé sécher per8ftamminutes avant de realiser la procédure
d'immobilisation. Trois modes différents d'immobdtion ont été testés (Fig.IV.2). Dans le premier
(Fig.IV.2 b), 0,3 pL de la solution aqueuse de blafa 1% ont été déposeés sur les électrodes de
référence et de travail et laissé sécher 1 h admtyre ambiante. Dans le second cas (Fig.IV.kg),
deux paires d'électrodes ont été placées pendantirB@ans une atmosphere saturée de vapeurs de
GA. Apres exposition, les membranes ont été misEcher a température ambiante pendant 1 h pour
terminer la réaction de réticulation. Dans la daneiméthode (Fig.lV.2 c¢), la membrane enzymatique a
été recouverte par 0,3 pL de solution de Nafior¥/adpres co-réticulation et les capteurs ont été
séchés a température ambiante pendant 1 h.

Quelle que soit la méthode utilisée, les élecsodat été stockées a sec a 4° C apres

préparation, reconditionnées dans du tampon phtesphaM pH 7 pendant 30 min avant la premiére
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mesure et ensuite stockées a 4°C dans du tampaphdte 20 mM pH 7 a la fin de chaque série de

manipulations.

(b) (c)

Fig.IV.2 : Représentation schématique des troisesatimmobilisation sur les surfaces des électrodes
Immobilisation par (a) réticulation avec des vapede GA, (b) piégeage sous une membrane de Né&f)da,combinaison des deux
méthodes

IV.2.3.2 Avec nanoparticules d’or
Les nanoparticules d’or de diamétree23im (1% en masse dans une solution de citrate 3 mM

ont été synthétisées au Laboratoire Hubert Cutikmiversité Jean Monnet de Saint-Etienne. 100 pL
de cette solution ont été prélevés puis les natiopkas ont été récupérées par centrifugation penda
20 min a 10000 tr/min a I'aide d’'une centrifuge@s® K SIGMA de Fisher Bioblock Scientific. Elles
ont ensuite été redispersées dans 100 pL d'unemolaqueuse & 5 mg.nflde PAH sous agitation
mécanique pendant 15 min. Les nanoparticules duvertes de PAH (Fig.lV.3) ont finalement été
récupérées par centrifugation (10000 tr/min, 30)reinmélangées a 10 pL de la solution de pFDH a
15% (m/v) ou de la solution de référence prépasstsn la méthode décrite dans le paragraphe
précédent. Le reste du protocole est identiquella aalisé pour la fabrication des biocapteurs sans
nanoparticules, le troisieme mode d'immobilisat{oéticulation suivie de I'ajout de la membrane de

Nafion) ayant été choisi.

X {hﬁ; .:.+:"_—--_-_|- + W% :ﬁ- oo ?&
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Fig.IV.3 : Schéma de fixation de la pFDH sur lemoparticules

IV.2.4 Mesures électrochimiques

Les mesures conductimétriques ont été réalisées BlanL de tampon phosphate 5 mM pH 7

dans lequel ont été ajoutés 50 pL d’une soluti@naM de cofacteur NAD Une fois la stabilisation
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du signal obtenue, 5 a 120 pL de solutions conéesatde formaldéhyde ou de mélanges équimolaires
de formaldéhyde et de substance interférente (Blastoaldéhydes) ont été ajoutés. L'influence de
différents parametres (méthode d'immobilisatiomnpge de réticulation, quantité d'enzyme, de
cofacteur, épaisseur de la membrane Nafion ou obrat®n en formaldéhyde ...) sur la réponse du
biocapteur a été étudiée. Les vitesses initiales2detion ont également été calculées a partir3@es
premieres secondes de la réponse du biocapteurofpdinéaire). Les mesures ont été effectuées a
23+2 °C comme décrit dans le chapitre II.

Les mesures par spectroscopie d'impédance éleéatnapie ont également été effectuées dans
le tampon phosphate 5 mM pH 7 en utilisant I'analysVoltaLab 80 équipé d’'un potentiostat PGZ
402 et controlé par le logiciel Volta Master 4.0affbmeter Analytical, France). Pour les mesures
d’admittance, cet appareil sert a la fois a généreignal sinusoidal avec I'amplitude et la fréoee
désirées et a extraire les parties réelles et mairgis de I'admittance du systeme étudié. Les raesur
d’admittance ont été réalisées dans une gammeedednces allant de 100 mHz a 100 kHz et une

amplitude de 10 mV. Le balayage en frequence aé@ité plusieurs fois jusqu'a ce que deux courbes

consécutives soient superposées.

IV.2.5 Mesure des parametres cinétiques de la pFDphar la méthode du pH-stat

Le matériel utilisé est un systeme comprenant uargitte PHM82, un titrateur TTT80, une
autoburette ABU8O, une cellule de mesure avec tagitamécanique et un enregistreur REC80

Servograph (Radiometer Analytical, France).

V.3 Résultats et discussion

IV.3.1 Choix de la méthode d'immobilisation

Dans cette étude, quatre modes d'immobilisatida @¢&DH ont été évalués :

la membrane enzymatique est déposée sur le traesd@t recouverte de Nafion,

'enzyme est réticulée a l'aide de glutaraldéhyde,
» I'enzyme est réticulée puis recouverte de Nafion,
» I'enzyme est fixée sur des nanoparticules d’or dépse sur I'électrode, réticulée et recouverte de

Nafion.
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Chaque protocole a été répété sur deux capteles buit biocapteurs ont été testés a 10 mM
de formaldéhyde, le cofacteur étant dans tous ks @-immobilisé avec I'enzyme dans la

biomembrane. La concentration de pFDH était de (&t 0.045 mg d’enzyme déposée).

IV.3.1.1 Résultats en absence de nanoparticules d’o

Aucune variation de conductance n'a pu étre detelaésque la membrane enzymatique était
simplement déposée sur I'électrode et directemecduverte de Nafion (données non présentées).
Nous avons vérifié que ce résultat ne provenaitduaselargage de I'enzyme en solution suite au
décrochage de la membrane. Il est donc vraisengb@line forte baisse de I'activité catalytique de
'enzyme soit a l'origine de la perte de signal.fbete densité des groupements sulfonates présente
niveau du Nafion permet l'interaction du polymenee@ les régions de la protéine porteuses de
groupements cationiques. On peut donc supposgmeaddes résultats obtenus, que ces interactions de
type électrostatique entrainent une modificationlaleonformation de I'enzyme, en particulier au
niveau de son site catalytique, induisant une paEgeificative d'activité. De maniere tres simigir

Paulikova et al3® 3

ont rapporté [I'existence d'interactions électrogtees entre [l'alcool
déshydrogénase et des polysaccharides sulfatéguelshéparine, le sulfate de dextrane ou le seilfa
de pentosane. Ces interactions, a l'origine d’'urmairdition de l'activité enzymatique, ont lieu
principalement au niveau du site catalytique, ndasitres domaines de I'enzyme semblent également
pouvoir étre concern&s Ces mémes auteurs ont montré que cette assocjatiorait par ailleurs
permettre de limiter la dénaturation thermique’deZymé®. Ce changement de conformation, méme
s'il existe certainement aussi dans le cas deds#ene semble pas affecter trop sensiblementitgon s
catalytique puisqu’une étude réalisée en vue deldppement d’un biocapteur conductimétrique pour
la détection de I'urée a montré que parmi les tnoéthodes proposées pour immobiliser cette enzyme
(réticulation avec GA, piégeage dans un gel detigélat piégeage dans du Nafion), 'immobilisation
par le Nafion permettait de réaliser le meilleumgoomis entre sensibilité et stabilité du capteur

Ainsi que nous I'avons vu dans le chapitre biblaggrique, la pFDH est une déshydrogénase de
structure tétramérique. La réaction d’oxydationfdumaldéhyde conduit a la production de protons
qui s’accumulent au niveau de la membrane de Nadtoprovoquent une diminution locale du pH.
L’activité des déshydrogénases en milieu acides@svent limitée du fait de la dissociation des sous
unités®. La fixation de I'enzyme sur/dans un supporf® ou son aggrégatidh suivie de sa

réticulation permet généralement de stabiliserdédine par rigidification de sa structtfte

Ainsi que le montre la figure 1V.4, la réponse docapteur observée lorsque I'enzyme est

réticulée et recouverte ou non de Nafion, est ingmbe, confirmant I'effet bénéfique de I'étape de
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réticulation. La réponse est deux fois plus forepedsence qu’'en absence de Nafion. Par contre, le
signal ne met que 25 min pour se stabiliser enradesde Nafion alors qu’il est nécessaire d’attendre
deux fois plus de temps en présence de la membkankmite de détection n’est par ailleurs pas
améliorée puisque le bruit de fond est égalementbldo L'augmentation de la sensibilité du
biocapteur peut s’expliquer par la production detgms lors de la réaction enzymatique. Ces ions
présentent une forte conductivité et vont étrentgteau niveau de la membrane, provoquant une
augmentation significative de la conductance lgcatedonc du signal du biocapteur. Par contre, le
Nafion crée une barriere diffusionnelle supplémieatan l'origine de l'augmentation du temps
nécessaire pour atteindre I'équilibre entre les igénérés dans la biomembrane et ceux de
I'électrolyte. Des résultats similaires ont étéemlts par Soldatkiet al ** qui ont utilisé le méme
transducteur mais la glucose oxydase a la plat¢e pleDH.

Compte-tenu des résultats obtenus, le troisieme rdagenobilisation combinant réticulation

et utilisation de Nafion a donc été preféré afiobdéenir la meilleure sensibilité.

500
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400 - (b)
350 -
300 -

250 A+

200 A+

150 - Injection de
formaldéhyde
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Fig.IV.4.: Influence du mode d'immobilisation denzyme sur le signal du biocapteur. Réticulatiom®0 a I'aide de vapeurs de GA
sans (a) et avec un revétement de Nafion (b). y@He pFDH et 13 pg NARZo-immobilisés dans la biomembrane - [HCHO] = 10
mM dans du tampon phosphate 5 mM, pH 7, sans sipglémentaire de cofacteur en solution, T = 23£2°C

-50

IV.3.1.2 Résultats en présence de nanoparticulesad’

Nous avons essayé d’améliorer encore cette lin@tdédection en immobilisant 'enzyme, non
plus directement sur le transducteur, mais sumdesparticules d’or déposées ensuite sur I'électrode
les étapes suivantes de réticulation et d’ajoulNdfion n’étant pas modifiées. Malheureusement, le
signal conductimétrique a été divisé par un faceyar rapport a celui obtenu précédemment. Les

expériences suivantes ont donc été menées en aldenanoparticules d’or.
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IV.3.2 Optimisation des paramétres liés a I'enzymet a son co-facteur

Afin de maximiser les performances du biocaptetaytdes parametres affectant la réaction
enzymatique, tels que la quantité d’enzyme, la eoftration et le mode d'introduction du NADnNt

€également été optimisés.

IV.3.2.1 Quantité d’enzyme

L'influence de la quantité de pFDH sur la pentédhd de la réponse du biocapteur ainsi que
sur le signal a I'équilibre a été étudiée dansammgpe 0,015-0,045 mg en faisant varier de 0,1 &D,3
le volume de solution enzymatique a 15% (m/v) dBigFléposée sur I'électrode. La concentration de
pFDH a du étre limitée a 15% afin d’éviter sa ppéation. De la méme maniére, le volume maximal
des dépots a été de 0,3 L en raison des faibbesndions des parties sensibles des capteurs. Deux
capteurs ont été préparés pour chaque quantitgyd'en

Comme le montre la figure IV.5, la vitesse initiale réaction ainsi que la variation de
conductance a I'équilibre obtenue pour 10 mM denfddéhyde augmentent de maniére quasi linéaire
avec la quantité de pFDH. Le rapport signal/brsit @alement fortement amélioré puisqu’il est de
159 pour 0,015 mg d’enzyme et passe a 576 pouf@r@Bpuis atteint 1187 pour 0,045 mg. Il semble
gu'aucun probleme d'accessibilité ou de fonctioneetnde I'enzyme liée a un phénoméne
d’encombrement ne se produise, méme au niveau deextration le plus élevé. De méme,
contrairement a ce qui avait été observé avec I'A@bapitre II), l'utilisation d’'une forte quantité
d’enzyme n’a pas provoqué de décollement de la mameb ceci provenant vraisemblablement de la
présence d’'une couche couvrante de Nafion. Il a dié décidé d'opérer avec 0,045 mg d’enzyme

dans les expériences ultérieures.
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Fig.IV.5 : Influence de la quantité de pFDH surslignal du biocapteur et sur la pente initiale dedponse du biocapteur.
pFDH et NAD co-immobilisés dans la biomembrane - [HCHO] = 10 mahs du tampon phosphate 5 mM, pH 7, sans ajout
supplémentaire de cofacteur en solution,T = 23+2°C
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IV.3.2.2 Paramétres liés au co-facteur

Toutes les expériences précédentes ont été ré&abseeo-immobilisant de fortes quantités de
NAD* avec la pFDH, comme proposé dans les référefiaas’. Le cofacteur n'a été ni régénéré, ni
ajouté en solution. Cependant, dans ces conditimesdécroissance rapide du signal du biocapteur est
observé (Fig.IV.6 a). 50 % du signal est perdu sipeépremiere mesure, 80% apres la deuxieme, ce
que nous pouvons attribuer a un relargage de NADavers la membrane de Nafion. Par contre, la
figure IV.6 b montre que I'ajout de 20 uM de cotaata chague mesure permet de maintenir le signal
pratiguement constant apres 8 mesures effectuéesnsupériode de 12 jours. Aucun changement
significatif de l'intensité du signal n’a pu étresalvé par augmentation de la concentration de NAD
de 20 a 80 pM, que ce soit pour I'analyse de 5 noMi® 110 mM de formaldéhyde. La valeur de 20
UM de NAD" a donc été considérée comme optimale pour la deiteotre étude.

500 - —a— pas d'ajout de NAD dans solution
—@— avel 'ajout de NAD dans solution
4 500
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£ 400 -
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8 300 -
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Fig.IV.6 : Effet de I'ajout supplémentaire de 20 pdéNAD dans la solution de mesure sur la stabilité dunalglu biocapteur.
0,045 mg de pFDH et 13 pg NADo-immobilisés dans la biomembrane
[HCHQO] = 10 mM dans du tampon phosphate 5 mM, pH %#,23+2°C

IV.3.3 Optimisation des paramétres d'immobilisation

IV.3.3.1 Parameétres de réticulation de la membranenzymatique
Trois biocapteurs ont tout d’abord été préparédaggant varier le temps d'exposition aux

vapeurs de GA a 10, 15 et 30 min. L’évolution dadponse des biocapteurs a été suivie sur une
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période de 24 jours. Les mesures ont été réalg@@sune concentration de 10 mM de formaldéhyde
et 20 uM de NAD ont été ajoutés en solution & chaque mesure.

Comme on peut le voir sur la figure IV.7, le sigleaplus faible est obtenu pour le plus
petit temps de réticulation (10 min), ce qui pent @ttribué a un relargage de I'enzyme lié & umpte
de réticulation insuffisant. La réponse du biocapsgmente lorsque le temps de réticulation passe
15 min, mais l'instabilité du signal également. Bae cas, la structure du réseau polymérique est pl
dense, ce qui limite la libération de la pFDH, mlais enzymes immobilisées au sein de la matrice
restent encore suffisamment flexibles pour subg deangements conformationnels irréversibles au
cours des mesures successives, ce qui provoqumagte/ation progressive, et donc une diminution
du signal du biocapteur avec le temps. En augmeetastdre le temps d’exposition, donc le taux de
réticulation, 'enzyme devient moins flexible taenn demeurant active. Le signal initial et sa sitgbil
dans le temps sont maximaux. Nous avons donc gx#aétun temps de réticulation de 30 min pour

les expériences suivantes. Un temps de réactiomalpde 5 min avait été obtenu pour la réticulation
de I'acétylcholinesterase a 37°C*
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Fig.IV.7: Influence du temps de réticulation sustabilité du biocapteur et sur le signal (insert).
0,045 mg de pFDH et 13 pg NADBo-immobilisés dans la biomembrane et la membhiafen
[HCHQ] = 10 mM dans du tampon phosphate 5 mM, pH % 23+2°C

IV.3.3.2 Optimisation de I'épaisseur de la membran&lafion
Dans les expériences suivantes, quatre biocaptaurgté préparés par dépoét de la solution
enzymatique, en faisant varier cette fois le voluteesolution de Nafion 1% déposé apres réticulation
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(0,1;0,2;0,3et0,4 pL). Les differentes étaged’ élaboration des capteurs ont été caractéripae
spectroscopie d’'impédance électrochimique (Fig.I\e8&/.8b) et la réponse conductimétrique du
biocapteur a été mesurée pour une concentrati@nald en formaldéhyde.

Ainsi que le montre la figure 1V.8a, une augmewtatile I'admittance interfaciale est observée
aprées chaque étape de fabrication du biocapteugueel’'on peut expliquer par I'ajout d’especes
chargées (enzyme, NADet Nafion). Les variations de la partie réellelddmittance mesurée a 40
kHz augmentent également avec le volume de laisolde Nafion et décroissent au-dela de 0,3 pL
(Fig. IV.8b), indiquant que les propriétés condiges de la membrane sont maximales pour un dép6t

de 0,3 uL et qu'au-dela la résistance a la difiugiemporte sur la capacité de conductance dulbiofi
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Fig.lV.8 a : Influence des modifications d'électeaslr les diagrammes d'admittance de Nyquist. Petaypliqué: 10 mV, gamme de
fréquence balayée: 100 MHz - 100 kHz. Mesure epaearphosphate 5 mM, pH 7
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Fig.IV.8 b : Influence de I'épaisseur de la memierdfafion sur la partie réelle de I'admittance a #xkPotentiel appliqué: 10 mV.
Mesure en tampon phosphate 5 mM, pH 7
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Les mémes capteurs ont été ensuite mesurés pductonétrie afin d’évaluer l'influence de
I'épaisseur du film de Nafion sur leur temps deorége et sur la variation de conductance a I'éqeilib
En examinant la figure IV.9, on peut remarquer fueariation de conductance augmente avec le
volume déposé jusqu’a 0,3 pL. Ce résultat peupbtper par 'accumulation croissante de protons
produits par la réaction enzymatique au sein dedmbrane. Par contre, la diffusion des ions a teave
la membrane, et donc le temps de réponse, n'esbpgament affectée par I'épaisseur de la membrane

dans le domaine étudié.
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Fig.IV.9 : Effet de I'épaisseur de la membrane dlagur le signal du biocapteus®) et sur le temps de répona®) (
0,045 mg de pFDH et 13 pg NADo-immobilisés dans la biomembrane par GA pendaninutes
[HCHO] = 2 mM - 20 uM NAD ajouté dans la solution de tampon phosphate 5 piV7, T = 23+2°C

IV.3.4. Optimisation des paramétres de mesure

I\VV.3.4.1 Pouvoir tampon et force ionique

Dans cette étude, nous avons fait varier la fooogque de deux manieres, la premiere en
ajoutant des concentrations croissantes en Na@ {20 mM) au milieu de mesure constitué de
tampon phosphate 5 mM pH 7, la deuxiéme en augmieiat@oncentration du tampon phosphate de 2
a 100 mM, ce qui a pour conséquence d’augmentégrégat le pouvoir tampon du milieu.

Comme la montre la figure V.10, une forte dimioatde la réponse du biocapteur a été
observée pour des concentrations croissantes esusah tampon, que la membrane de Nafion soit
ajoutée ou non. La chute est cependant Iégéremeimsrmprononcée en présence qu’en absence de
Nafion (Fig.1V.10b). Ces résultats sont cohéremex a&eux obtenus dans d'autres études menées sur

des biocapteurs enzymatiques conductimétrigu®s* Ils peuvent étre attribués en partie a la baisse
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d’efficacité de transduction liée a 'augmentatid® conductance (polarisation des électrodes). Par
ailleurs, les ions phosphates, en s’associant aotoms générés a la surface de I'électrode, facilite
leur transport de la membrane vers la solution.chacentration locale en ions”Hliminue donc
lorsque la concentration en tampon augmente, ceadui a une décroissance du signal
conductimétrique. L’ajout de la membrane de Nafubrargée négativement crée une barriere a la
diffusion des ions phosphates et chlorures, réduisamécanisme de transport par les ions phosphate
et favorisant la diffusion des protons vers la sofupar échange avec les ions’Nadaugmentation de

la concentration en NaCl en présence de Nafioriteddanc en un flux de protons plus élevé et donc
en une baisse du signal conductimétrique, mais dia@snoindre mesure qu’en absence de Nafion.

Le signal le plus élevé est donc obtenu en préseiecéNafion et a la plus faible des
concentrations en ions phosphates testée (2 mMgnméins, la sensibilité aux faibles variations de
conductivité est plus forte, ce qui diminue la tépdité des mesures. Une concentration en tampon d
5 mM a donc été considérée comme optimale poumolte meilleur compromis entre sensibilité et
reproductibilité.
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Fig.IV.10 b: Influence sur la réponse du biocaptdarla concentration en tampon (a) ou de NaCl (bprsence @) et en absence4)
de membrane Nafion. 0,045 mg de pFDH et 13 pg™N#&Emmobilisés dans la biomembrane par GA vapeudant 30 minutes
[HCHO] = 2 mM - 20 uM NAD ajoutés dans le tampon phosphate 5 mM, pH 7, 32
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IV.3.4.2 pH

Afin de déterminer le pH optimal de mesure, nousnavconstruit trois biocapteurs et étudié
I'évolution de leur réponse a 5 mM de formaldéhgldas une gamme de pH allant de 5 a 9. Ainsi que
le montre la figure IV.11, le signal le plus intena été obtenu pour une valeur de pH de 7,1,
relativement proche du pH optimum de fonctionnenuientenzyme rapporté dans la littérature 17,8
ou 8,9%). La différence peut étre liée a une modificatitenla conformation de I'enzyme suite & son
immobilisation et/ou a une modification de la forerique accompagnant les variations de pH.

300

=

L

)
1

[

]

]
1

[

o]

L]
Il

50 A

Variation de conductance [p5S])
tn
()

El T T T
5 & 7 B £}
pH
Fig.IV.11 : influence du pH sur le signal du bioteyr conductimétrique
0,045 mg de pFDH et 13 ug NADo-immobilisés dans la biomembrane par des vageuA pendant 30 minutes
[HCHO] = 5mM - 20 uM de NAD ajoutés dans le tampon phosphate 5 mM,, t° 23°C+2°C

IV.3.5 Caractéristiques analytiques du biocapteur anductimétrique

Les caractéristiques analytiqgues du biocapteur wdirdétrique ont ensuite été évaluées dans
les conditions optimales définies précédemment #isantt 14 solutions étalons dans la gamme de
concentrations comprises entre 0,06 et 140 mM.sTépliques ont été effectuées a chaque niveau de
concentration.

Comme on le voit sur la figure IV.12, la réponsehiocapteur est linéaire jusqu'a 10 mM de
formaldéhyde et augmente ensuite progressivememtgiteindre un plateau a environ 150 mM. Le
coefficient de corrélation et la sensibilité soespectivement de 0,998 et 46.mM*. La limite de
détection, calculée comme étant la concentratiomuwsant a un signal égal a trois fois le rapport
signal sur bruit est de 18 pM, correspondant a aomeentration atmosphérique de 3 pgpbCette

valeur est bien inférieure a la limite de la peti@polfactive par les humains (0,5 a 0,83 ppm}iain
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gu’a la limite maximale d’exposition a court terf8 minutes) de 100 ppb pour la qualité de I'air
intérieur recommandée par I'Organisation Mondialéadganté. Cette valeur est par ailleurs inférieure
a celles rapportées dans la littérature pour lesapteurs potentiométriques ou conductimétriques
(Tableau 1V.3).
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Fig.IV.12: Droite d'étalonnage du biocapteur contio@trique mesurée dans les conditions optimales.
0,045 mg de pFDH et 13 pg NADo-immobilisés dans la biomembrane par des vapdeiGA pendant 30 minutes. Membrane Nafion
20 uM de NAD ajoutés dans le tampon phosphate 5 mM pH 7, BT

Y

La reproductibilité a court terme du biocapteur td évaluée a 3 concentrations dans le
domaine 1-10 mM. Le coefficient de variation caécal partir de cing mesures consécutives réalisées
le méme jour avec le méme capteur est inférieubadans le domaine de concentrations évalué (voir
Fig.IV.13 pour les valeurs obtenues a 5 mM de fddétayde).
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Fig.IV.13 : Reproductibilité a court-terme de lgpanse du biocapteur.
0,045 mg de pFDH et 13 ug NADBo-immobilisés dans la biomembrane
[HCHO] = 5 mM. 20 uM de NADajoutés dans le tampon phosphate 5 mM, pH 7, 32T
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Transduction

Enzyme Electrode Immobilisation Domaiinéaire (mM) LD (uM) Echantillons Ref
Réticulation GA + Eau du robinet )
pFDH Au IDE ) 0,05-10 18 N ce travail
Nafion Eau de riviére
FDH 10 -200 i
Conductimétrie P Au IDE Réticulation GA - Formidron, Des_coton forte 25
HansFDH 25-200 Formalin
AOX Au IDE Réticulation GA 0,05 — 500 5o | Formidron, Descotonforte,
Formalin
Piégeage dans un polymére 3 .
. o - F dron, D ton fort
HansFDH Graphite platiné rédox contenant Os + 0,027 - 20 ormidron e§co onforte 21
. formalin
Nafion
. Pié d de la sili
pFDH Carbone vitreux |egeag,e ans de 1a siieq 0,004 -1 1,2 - 22
mésoporeuse
L L Milieu de rel d
Ampérométri pFDH Carbone sérigraphié celllulleel; hirrneafijlr:g(zg'zreaitzec
mperometrie modifié avec . 0,0001 - 1,5 0.1 e e TS o] 28
MWCNTs 65 Prodrog
anticancéreux
pPFDH or Enzyme mélangée avec dy 0,03-0,3 0,5 Maquereau 32
Nafion
AOX Carbone §et|graph|e Réticulation avec du GA 0.06 - 0,46 60 Echant|llorjs_ comm_ermaux 48
platiné pour I'histologie
o Ag/AgCl sérigraphiée Elxatlon Fovalente a de\s
Potentiométrie AOX microsphéres de polymére 0,3-316 300 Crevettes 28

sensible & H

acrylique

Tableau IV.3 Comparaison des performances de quelques biocaptapportés dans la littérature pour la détectianfdrmaldéhyde
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Afin de tester la stabilité de stockage, un capteéré mesuré 2 a 3 fois par semaine pendant 24
jours et gardé a 4°C dans un tampon phosphate 20pMM entre deux mesures. Ainsi que nous
'avons déja vu précédemment, la réponse du biecagst restée stable pendant 12 jours (Fig.1V.6).
Nous voyons par contre (Fig.IV.7) que sa réponsecdiiépar la suite, 65% de la valeur initiale étant
retrouvée apres 24 jours de stockage.

IV.3.6 Application a des échantillons réels

Le biocapteur a ensuite été utilisé pour la détsation du formaldéhyde dans des échantillons
d'eau dopés. Au préalable, une étude dinterféreaceété effectuée, en visant deux types
d’interférents potentiels : les alcools aliphatigji#echaines courtes et les aldéhytdesméthanol est
utilisé comme stabilisateur dans la solution denfiidéhyde commercialisée par Sigma. D’aprés les

travaux d’Osugiet al*®

, il semble que la pFDH libre n’ait aucune activitgtalytique vis-a-vis du
méthanol. Cependant, la sélectivité de I'enzyme potnétre modifiée apres immobilisation, nous
avons testé sa réponse vis-a-vis du méthanol eifdgents autres alcools : I'éthanol (EtOH), le n-
butanol (BuOH) et le n-pentanol (PenOH). Par ailieliactivité de la pFDH libre vis-a-vis d’autres
aldéhydes tels que I'acétaldéhyde, le propionaldéley le butyraldéhyde a été étudiée.

Comme attendu, aucun signal n'a été observé psualtools utilisés comme seul substrat a
une concentration de 10 mM. De méme, le signalidcapteur obtenu pour une concentration de 10

mM en formaldéhyde n’est pas modifié par ajout deméme concentration molaire en alcool

(Fig.IV.14).
100 -
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0 . . . .

HCHO HCHO+ MeOH HCHO+EtOH HCHO+BuOH HCHO + PenOH

Fig.IV.14: Etude d'interférences avec différentsaalls primaires a chaine linéaire (méthanol a peotx
[HCHQ] = [Alcool] = 10 mM dans le tampon phosphaienM pH 7
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Par contre, les mesures réalisées en présencéfdesnts aldéhydes seuls, a une concentration
de 10 mM, révelent une perte de sélectivité dudpteur. Ainsi que le montre la Fig.IV.15, les
variations de conductance obtenues pour le projuéhgde et le butyraldéhyde sont du méme ordre
de grandeur que celle enregistrée pour le formgltkhandis qu’'en présence d'acétaldéhyde, cette

variation est 3 fois plus importante.
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Fig.IV.15: Comparaison des réponses du biocaptepiF@H vis-a-vis de différents aldéhydes.
[Aldéhyde] = 10 mM dans tampon phosphate 5 mM pH 7

Ces résultats ne sont pas en accord avec d'autréssé par exemple celles de Barekeaf?,
Kudo et al *° et Mitsubayasheét al*° dans lesquelles les réponses des biocapteurs ld gEeloppés
ne présentent aucun signal ou des signaux treg$aiaur I'acétaldéhyde. I'acétaldéhyde. Cependant,
les résultats rapportés dans la littérature viaetéterminer la concentration en aldéhyde sousefaien

vapeurs*® *°

ou en solution mais aprés diffusion dans le mileumesure de ces aldéhydes issus de
I'hydrolyse cellulaire de précurseufd La diffusion des aldéhydes dans le milieu réact, leur
interaction avec la pFDH et finalement la grandéursignal mesuré peuvent étre différentes. Il est
également difficile de comparer les résultats alepar des méthodes de détection différentes. En
I'occurrence, elles sont basées sur des mesureguctimétriques, ampérométriqd@s™ ou de

fluorescence du NAD.
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Afin de vérifier les caractéristiques de I'enzynidisée dans notre travail, nous avons procédé
a des expériences sur I'enzyme libre. L'activitdalpFDH peut étre suivie par la méthode du pH-stat
En effet, la réaction d’oxydation de I'aldéhydeélib des espéces acides qui peuvent étre titrées par
une base forte. L’addition de titrant permet dentaiir le pH du milieu réactionnel (non tamponné),
d’ou le terme de pH-stat.

Lorsqu’on laisse la réaction enzymatique se dérojulsqu’a épuisement du substrat, on
constate que I'oxydation du formaldéhyde, catalyssela pFDH, conduit a I'addition de 2 moles de
OH par mole de formaldéhyde. Ceci correspond biemnrielitralisation des 2 ions Hroduits par la

réaction enzymatique (Eg. 1.53 p. 56).

L’étude réalisée en présence de concentrationssensies d’'aldéhyde a permis de déterminer
les parametres cinétiques de la pFDH vis-a-visadméldéhyde et de I'acétaldéhyde (Tableau 1V.4).
Par contre, aucune activité n'a pu étre mise edeéne pour les aldéhydes a plus longue chaine, le
propionaldéhyde et le n-butyraldéhyde.

Parametres cinétiques Formaldéhyde  Acétaldéhyde  prwonaldéhyde | n-Butyraldéhyde

Km (MM) 0,1 3,5 ; _
Vu (umol.mint.mg?) 0,62 0,45 - -
Vi (nmol OH/min) 23,1 4,7 - -

Tableau.IV.4: Parametres cinétiquesy(¥t Ky) de la pFDH pour HCHO et C¥HO par mesures de pH-stat.
0,020 mg de pFDH et 4 mg de NA®ans 3 mL de solution de NaCl 20 mM, pH 7,5 adigrpar NaOH 4 mM
[HCHO] = 0,25-0,95 mM — [CHCHO] = 0,95- 8,6 mM — [CHCH,CHO] =[CH 3(CH,),CHO] = 0,95 et 2,9 mM

V; : vitesse initiale déterminée pour [aldéhyde] =M

La pFDH a une affinité 35 fois plus élevée pouiolenaldéhyde que pour I'acétaldéhyde alors
gue les valeurs des vitesses maximales sont veisiiasqu’ils sont présents a la concentration de
0,95 mM, la vitesse initiale d'oxydation du forméhyde est 5 fois plus forte que celle de
I'acétaldéhyde. Ces résultats sont en accord avmdrds travauX conduits avec I'enzyme libre qui
font état d’'un rapport de 2 en faveur du formaldtshpour une concentration de substrat de 50 mM,

cette concentration est plus favorable a 'oxydatie I'acétaldéhyde car bien supérieure gu K

Notre travail réalisé avec I'enzyme immobilisée memes résultats inverses de ceux obtenus
avec I'enzyme libre, la réponse avec I'acétaldéhdt@dmt alors 3 fois plus supérieure a celle obtenue
avec le formaldéhyde. Comme il a été démontré [lbues, ceci pourrait s’expliquer par une

modification de la spécificité de substrat du &tl'immobilisation de I'enzyme.
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Toutes les études réalisées avec la pFDH en solutihiquent que l'affinité et I'activité catalytiquie
I'enzyme diminuent avec la longueur de la chainbar@ée de I'aldéhyde (Tableau IV.5).

Parametres cinétigues Formaldéhyde | Acétaldéhyde| Propionaldéhyde | n-Butyraldéhyde Réf.
0,1 3,5 - - ce travail
0,067 16 45
0,090 5,8 47 - 46

Knm (mM)

0,35 51
0,25 52
0,37 53
0,62 0,45 - - ce travail

Vu (umol.mirit.mg"?) 10 45
5,92 1,54 0,09 - 46

Tableau.lV.5: Parametres cinétiques,(¥t Ky) de la pFDH pour les aldéhydes

Afin de déterminer le réle éventuel du Nafion, uachpteur a pFDH sans membrane Nafion a
été construit et testé avec les deux aldéhydes GIEHCHCHO), mais a plus faible concentration (4
mM). Comme le montre la figure IV.16, la méme termkaest observée, mais la réponse obtenue pour
'acétaldéhyde est cette fois 5 fois plus imporagtie celle mesurée pour le formaldéhyde. L’étape
d'immobilisation avec la vapeur de GA affecte docmnme dans le cas de 'AOX et de la LODP, les
propriétés catalytiques de la pFDH. Cependant,bsemve dans ce cas une inversion de sélectivité que
'ajout de la membrane de Nafion semble atténuarvaleur de I apparent calculée a partir des
vitesses initiales de réponse du biocapteur est9delM, nettement supérieure a celle mesurée ou

publiée, ce qui peut aller dans le sens d’'une pkaféinité de I'enzyme pour le formaldéhyde.
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Fig.IV.16: Réponses du biocapteur a pFDH sans mandNafion vis-a-vis du formaldéhyde et de I'acéthidle.
[Aldéhyde] = 4 mM dans tampon phosphate 5 mM pH 7

Afin de mettre en évidence d’éventuels effets d&ioe des tests de recouvrement ont ensuite
ete realisés sur deux échantillons d'eau (eau dineblet eau du Rhone) dopés a difféerentes
concentrations en formaldéhyde et passés sur dasuclhaes échangeuses d’ions Chromabond afin
d’échanger les ions majeurs avec déseHdes OH Ensuite, les solutions ont été analysées par le
capteur conductimétrique a base de pFDH en inje2@uptL dans la cellule de mesure et en calculant
les concentrations a partir de la courbe d'étalgandéterminées précédemment dans le tampon
phosphate. Trois mesures ont été réalisees powuehéchantillon. Nous n’avons pu détecter de
formaldéhyde dans I'’échantillon non dopé tandis djegcellents taux de recouvrement (95-110%) ont

été obtenus pour les échantillons dopés (Tabledd),ldémontrant 'absence d’effet de matrice.

Echantillon Ajouté (mM) | Trouvé (mM)| Recouvrement (%)
0,20 0,21 105
Eau du robinet 0,42 0,40 95
0,83 0,87 105
0,19 0,21 110
Eau du Rhéne 0.32 0.32 100
0,42 0,43 102
0,84 0,80 95

Tableau.lV.6: Analyse des échantillons d’eaux d@wex le formaldéhyde
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IVV.4. Conclusion

Dans cette partie, nous avons développé un noubemapteur a base de formaldéhyde
déshydrogénase pour la détection conductimétrigu®minaldéhyde en milieu agueux. Quatre modes
d'immobilisation ont été évalués, a savoir une ctdéition de I'enzyme par des vapeurs de
glutaraldéhyde, la rétention par une membrane d®iNaine combinaison de ces deux modes, et une
fixation de I'enzyme sur des nanoparticules d'ovigutde sa réticulation et de I'ajout de Nafion. Le
troisieme protocole s’est avéré étre le plus efficd.a membrane de Nafion s’est révélée étre capabl
de concentrer le cofacteur NADa proximité de la pFDH, induisant ainsi une augiaieon
significative de la concentration locale en protoret donc une amélioration du signal
conductimétrique. Dans les conditions optimalesntesure (tampon phosphate 5 mM, pH 7), le
biocapteur permet de détecter jusqu’a 18 uM de dtdéhyde, correspondant a une concentration
atmosphérique de 3 ppb. Le signal est linéaire jasfj0 mM et s’est avéré stable pendant 12 jours
lorsque le capteur a été stocké a 4°C dans du tarpposphate 20 mM. Toutefois, on retrouve,
comme pour les biocapteurs précédents, un probiéimerférence avec les aldéhydes, probablement
causé par le changement de conformation de I'enapnés immobilisation. Par contre, de trés bons
taux de recouvrement ont été obtenus sur des déibrastd’eau de robinet et d’eau de riviere ne

contenant pas d’aldéhyde et dopés a difféerentesecdrations en formaldéehyde.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés awelogpement de biocapteurs
électrochimiques a base d’enzymes de la familleakgsloréductases : I'alcool oxydase (AOX), la
lactate oxydase (LODP) et la formaldéhyde déshy@hrage (pFDH) pour la détermination, du
méthanol, de l'acide lactique et du formaldéhydespectivement. La méthode de détection était
commune aux trois capteurs (conductimétrie), de engae le type de transducteur (microélectrodes
interdigitées en or) et le mode d’immobilisatiors dszymes (co-réticulation a I'aide de vapeurs de
glutaraldéhyde). Nous avons également étudié lsbomison a une deuxieme enzyme, la peroxydase
de raifort (HRP), dans le cas des deux capteurgydases (AOX et LODP), et évalué lintérét
d’ajouter une membrane supplémentaire de Nafion ldacess du capteur a pFDH.

Nous avons montré dans cette étude I'importanceodtréle et de la maitrise des différentes
étapes de fabrication des biocapteurs, de la récepe I'enzyme a la mesure, en passant par la
préparation de la solution enzymatique, sa contienjale choix des conditions de réticulation, de
conservation du biocapteur et de mesure. Tous aemmgtres jouent un réle primordial sur les
performances des outils analytiques développéspaticulier sur leur temps de réponse, leur
sensibilité, leur reproductibilité, leur stabilié leur sélectivité.

Nous avons tout d’'abord constaté que des enzyrasssénsibles, comme 'AOX, pouvaient
voir leur activité enzymatique diminuer de manitress sensible avant méme leur immobilisation, du
fait de mauvaises conditions de transport ou d’'wauvais protocole de conservation des solutions
enzymatiques destinées a étre déposées sur leluca@sr. Ainsi, nous avons pu montrer que ces
solutions devaient étre divisées en plusieurs atepi de maniére a éviter les cycles de
congélation/décongélation a l'origine de l'inactiea progressive de I'enzyme. L'ajout de glycérol,
agent de cryo-protection, est par ailleurs indispbleset la meilleure conservation est obtenue a -
20°C. Les autres enzymes utilisées telles que IBR.@t la pFDH se sont avérées plus robustes et
peuvent subir plusieurs cycles de congélation/dédatign sans perte sensible d’activité.

La géométrie des microélectrodes interdigitéesmbgériau qui les constitue ainsi que le
substrat doivent étre également convenablemensishae maniere a garantir la meilleure efficacité de
détection. Dans ce travail, nous avons étudié &fopnances de trois transducteurs provenant du
CNM (Barcelone), de I'ISPL (Ukraine) et de la s®€iéBVTT (Républigue Tchéque), dont les
géométries different soit par la longueur et le hmmde bandes, soit par la distance interdigitale e
I'épaisseur des bandes, les surfaces sensibles régpectivement d’environ 0,4 Ml mnf et 9

mn?. L'or a été choisi comme matériau commun pourabération de la partie sensible des trois
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électrodes. Nous avons montré que les transductieut$PSL (distance interdigitale et largeur des
doigts : 20 um ; 40 doigts) conduisent aux meidswsensibilités, en absence comme en présence de la
membrane enzymatique. Les capteurs du CNM sontsrsa@nsibles. Par ailleurs, ils ne permettent pas
une bonne accroche de la membrane du fait de laiendée leur substrat (silicium), contrairement aux
deux autres capteurs réalisés sur substrat cérantigeaeapteurs de BVTT, de par leur forte distance
interbande, présentent une faible sensibilité aquélpas été possible de compenser par des voldenes
solution enzymatique plus élevés.

L’effet de la composition de la biomembrane susséasibilité des biocapteur a ensuite été
évalué pour chacun des trois biocapteurs. Nous atmrtsd’abord observé une augmentation des
signaux conductimétriques avec la quantité d’AOXdeyFDH déposée sur les électrodes. Une teneur
supérieure a 5% en AOX entraine cependant un démgecde la membrane enzymatique, méme
lorsque la quantité de BSA ou le temps de rétimdasont augmentés, alors qu’il est possible
d’augmenter la teneur en FDH jusqu’a 15%. Le tedipgposition optimal des enzymes a la vapeur
saturée de GA est de 'ordre de 20 a 40 minutassyaddeurs les plus élevées devant étre employées
dans le cas des capteurs bi-enzymatiques (AOX/HRPLODP/HRP) ou pour les plus fortes
concentrations d’enzymes. Des temps de réticulatamfaibles conduisent a la formation d’un réseau
polymérique insuffisamment dense et provoquentlargage de I'enzyme. Au contraire, des temps
trop longs sont a l'origine de changements de aomdition de la protéine et de son inactivation. Un
réseau trop dense limite par ailleurs la diffustbraaugmente le bruit de fond. L'ajout de la membrane
supplémentaire de Nafion, et ceci quelle que smit &paisseur, augmente le temps de réponse du
biocapteur a FDH d’environ 10 minutes. Le méme ph&me est observé lorsque la HRP est associée
a 'AOX ou a la LODP. Cependant, une nette augntemtalu signal est observée dans les deux cas,
ce résultat pouvant étre attribué soit a I'augnenade la concentration locale en ion$ (das du
biocapteur a pFDH), soit a I'intervention d’'une gééan enzymatique supplémentaire catalysée par la
HRP et produisant des ions (cas des biocapteury@ases). La proportion HRP/oxydase doit étre
optimisée afin de garantir la meilleure synergigestes deux enzymes. Nous avons ainsi par exemple
constaté qu’un rapport massique HRP/LODP de 1:Hwsait a la sensibilité la plus élevée pour la
détection des acides D- et L-lactiques. L'ajoutHi®P avec un rapport HRP/LODP de 3 :1 provoque
une forte diminution du signal alors que celuiti multiplié par 2, dans les mémes conditions, peur
biocapteur a AOX. L'ajout de nanoparticules d’orrmmis a pas permis d’améliorer les performances
des biocapteurs de maniére satisfaisante.

Nous avons enfin montré que les mesures conducitués doivent étre effectuées dans une
solution de tampon de faible concentration, typmgaet 2 a 5 mM. Opérer a des concentrations plus
faibles entraine une diminution sensible de la te#dpité des réponses conductimétriques. A

concentrations élevées, une perte importante dwlsast observée. Nous avons par ailleurs constaté
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gue le pH optimal de réponse ne coincide avec legithhal d’activité de I'enzyme libre. L’ajout de |
membrane Nafion, chargée négativement, ou de lleeziHRP décale la valeur du pH optimum

obtenue apres simple réticulation.

Les performances des biocapteurs ont ensuite édénddées dans les conditions optimales
ainsi définies. Nous avons pu démontrer les pathktds d'application des deux biocapteurs
conductimétriques a base de LODP et de pFDH podétiection du lactate dans les produits laitiers et
du formaldéhyde dans les eaux. Nous envisageont paite, une application de ce dernier capdeur
'analyse d’'échantillons gazeux, et de maniére g#ag I'intégration des microcapteurs dans des
cellules a flux ou dans des systémes microfluidscquaur des analyses en continu et/ou sur site.

Le tableau C1 compare certaines caractéristiquebideapteurs développés dans le cas ou une
simple réticulation de I'enzyme est effectuée amépbt sur le transducteur ainsi que dans les
conditions de fabrication et de mesure obtenuéssué de I'étude d’optimisation. Nous constatons
gue la sensibilité des biocapteurs augmente dandré AOX<pFDH<LODP, quel que soit le mode
d'immobilisation, en bonne corrélation avec l'ordtes valeurs de ¥ apparent Calculées a partir des
pentes initiales des réponses des biocapteuredialil2). Cet ordre est cependant différent de celui
des constantes rapportées dans la littérature [Esurenzymes libres (AOX< LODP<pFDH) et
'amélioration de sensibilité par ajout de HRP ouMkion varie en fonction de I'enzyme, le gain
étant de 2 environ pour 'AOX et la pFDH et de % @our la LODP. L’amélioration des limites de
détection suit celle de la sensibilité, sauf dansals du biocapteur a pFDH pour lequel le brufode
augmente du méme facteur que la sensibilité part aje la membrane de Nafion. La valeur des
constantes apparentess Kpparent €St par ailleurs plus élevée que celle des cotestade Michaelis-
Menten, sauf dans le cas de la LODP ou nous obtemoassaleur de If apparentde 0,17 mM, plus
faible mais tres proche de la valeur de 0,23 mMpodage dans la littérature pour I'enzyme libre
(tableau C2). Les vitesses initiales calculéesrtirpdes réponses des biocapteurs a AOX ou pFDH
suivent I'ordre des M mesurées sur les enzymes libreg f¥x> Vv pron), I'€cart étant cependant plus
important lorsque les enzymes sont immobiliséesiéSeltat peut s’expliquer par une limitation de la
diffusion du substrat ou des ions formés liee grdsence de la membrane de Nafion. Tous ces
résultats mettent donc en évidence de fortes ftions des réactions catalysées par 'AOX, la
LODP ou la pFDH suite a 'immobilisation de ces ynes sur les électrodes. Les pertes de sélectivité
observées pour chacun des biocapteurs (méthanolétitians le cas de 'AOX, D- et L-lactate pour la
LOX, formaldéhyde/autres aldéhydes pour la FDH) maitque I'étape de réticulation et/ou I'ajout
d’'une deuxiéme enzyme ou de la membrane de Nafdrad’'origine d’'une modification de la
conformation de la protéine, entrainant des chaeg&mau niveau du site actif. Ce changement va

jusqu’a inverser la sélectivité dans le cas for@ajdie/acétaldéhyde ou D-/L-lactate. Des interactions
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de type électrostatique entre la HRP, chargée otemnt positivement a pH neutre, ou le Nafion,

polymeére porteur de groupements sulfonates, drdesenzymes de charge globale positive (pl dans

le tableau C2), peuvent étre a l'origine de cesnph#@nes. La réticulation des enzymes peut

egalement provoquer une modification sensible dedenformation.

Ces hypotheses, ainsi que les mécanismes réellemisnen jeu (et leurs modifications

eventuelles), restent néanmoins a confirmer. lhiseen particulier intéressant de réaliser des

expériences supplémentaires afin de caractériseedpeces consommées ou produites et de mesurer

lactivité des enzymes

immobilisées a

l'aide d'ureutre méthode de détection (ex:

spectrophotométrie). Il serait également intéresdantaractériser les interactions enzymes/HRP et

enzymes/Nafion par des techniques spectroscopigtesde pouvoir les

relier a certaines

caractéristiques des enzymes (pl, pKa des acidesganmpliqués au niveau du site actif,...) afin de

mieux pouvoir prévoir leur comportement ainsi quauic d’autres enzymes que nous pourrions

envisager par la suite pour I'élaboration de nouxdsocapteurs.

Immobilisation Sensibilité Limite de Saturation (mM)
(US/mM) détection
(LM)
Simple AOX 5% 1,5 (méthanol) 350 n.d.
réticulation
LODP 5% 1160 (L-lactate) 0,15 100 uM (L-lactate)
1160 (D-lactate) 0,15 > 250 uM (D-lactate)
pFDH 15% 21 (formaldéyde) 18 n.d.
Conditions AOX 5%-HRP 3 150 >6 mM
optimales 15%, reéticulation
LODP 5%-HRP | 4575 (L-lactate) 0,06 > 250 uM
5% , réticulation 5580 (D-lactate) 0,05 > 250 uM
pFDH 15%, 47 (formaldéhyde) 18 Env 200 mM

réticulation+Nafion

Tableau C1: comparaison de quelques performancedideapteurs. N.d. : non déterminé
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Enzyme AOX LODP pFDH
H. polymorpha Pediococcus sp. P. putida
pl 5,87 4.6 6,19
Substrat Méthanol L-lactate | D-lactate Formaldéhyde
Kw enzyme libre (mM) 2,18 0,23 ] 0,09
0,1
KM apparencé (mM) 49,66 0,168 0,164 19
Vm enzyme libré 1 n.d. n.d. 0,6
(kmol.miri.mg?)
v, ¢ 1130 3180 3180 620
(pmol.min'l.mg'l) (1 mM MeOH) (0,1 mM L- (0,1 mM L- (10 mM formaldéhyde)
lactate) lactate)

Tableau C2 : Valeurs des parametraes différentes enzymes libres ou immobiliséeis|ffétion par des vapeurs de GA)
utilisées dans ce travail. Les valeurs sont obtemair les enzymes seules, c’est-a-dire sans dglg HRP, pour les oxydases mais
avec ajout de Nafion dans le cas de la pFBBigma Aldrich® Ref.15, chap Il ; cRef.46, chap.’Ce travail
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