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INTRODUCTION

Au cours de ces derniéres années, la biotechnologie a connu un essor

important en raison de la découverte d'un grand nombre d'enzymes. D'origine végétale,

animale, ou microbienne, ces enzymes répondent aux besoins de différentes
industries : agro-alimentaire, pharmaceutique, chimique ...

Les progrés récents de la microbiologie ont permis de mieux comprendre
les mécanismes qui régissent la synthése des enzymes par les organismes vivants.
Cette compréhension a débouché sur la production d'enzymes par fermentation, voie
industriellement plus avantageuse que les processus extractifs.

Initialement, les propriétés catalytiques des enzymes en solution ont
&té utilisées dans des procédés discontinus ol 1'enzyme n'était pas récupéreé.
Compte tenu de leur prix de revient &levé, il est apparu intéressant d immobiliser
ces enzymes sur des supports 1nso1ub1es, utilisables de fagon répétée, dans des
procédés continus donc plus econom1ques

La pérennité de 1'activité catalytique d'un enzyme immobilisé est 1iée
au maintien de 1'intégrité de sa conformation spatiale, en particulier au niveau
de son "site actif". Les procédés d'immobilisation doivent dés lors, faire appel
i des méthodes douces et contrdlées, 1es liaisons chimiques créées excluant les
acides aminés impliqués directement dans la structure du site actif.

De nombreuses études concernant la nature des supports et les méthodes
d'immobilisation [GUTCHO - 1974 ; WEETALL - 19751 ainsi que les propriétés des
biocatalyseurs obtenus [LAIDLER et BUNTING - 19731 ont suivi les premiers travaux
de KATCHALSKI dans ce domaine.

Le laboratoire dans lequel a été réalisé ce travail est spécialisé

4
dans 1'étude des capteurs enzymatiques, tant du point de vue théorique qu'expé-

rimental. J. BEAUX [BEAUX et TRAN-MINH - 1979 ; TRAN-MINH et BEAUX - 1979 ;
BEAUX - 19837 a mis en évidence les différents facteurs qui conditionnent la
réponse de capteurs enzymatiques utilisés pour le dosage de substrats ou
d'inhibiteurs.  GUYONNET [19781 a mis au point des &lectrodes & acétylcholines-
térase immobilisée: pour le dosage d'inhibiteurs tels que pesticides, insecticides

et métaux lourds. Ces différents travaux ont fait suite d ceux de C. TRAN-MINH



CTRAN-MINH et col. - 1972 a,b ; TRAN-MINH et BROUN - 1973 ; TRAN-MINH et BROUN -
1975 ; BROUN et TRAN-MINH - 19771.

Afin de répondre aux applications potentielles des enzymes immobilisés,
un effort décisif doit €tre porté sur les réacteurs biologiques. Deux des compo-
santes principales de cet effort sont :

- la régulation des réacteurs. Ceci suppose des capteurs fiables, peu
coliteux, permettant de suivre 1'évolution de 1a concentration des différentes
espéces présentes.

- 1'optimisation de 1'activité des enzymes immobilisés.

Le développement de 1'énergie d'origine nucléaire devrait déboucher
dans Tes prochaines années sur une utilisation croissante de 1'é@lectricité dans
Tes processus chimiques. I1 est par conséquent intéressant de connaitre les condi-
tions dans lesquelles un champ électrique peut interagir avec 1'activité cataly-
tique des enzymes immobilisés.

La premiére partie de ce travail concerne la réalisation et 1'étude
d'un capteur enzymatique qui utilise la variation d'enthalpie de la réaction
enzymatique comme grandeur mesurable.

Dans un second temps, nous avons étudié 1'influence d'un champ élec-
trique externe sur les propriétés catalytiques d'une membrane artificielle conte-
nant un enzyme immobilisé.

L'étude expérimentale de 1'influence d'une densité de courant imposée
sur le comportement cinétique de deux enzymes (1'uréase et 1'acétylcholinestérase)
a été complétée par une &tude théorique.qui prend en compte les phénoménes de
diffusion-réaction-électromigration des différentes espéces présentes au sein de
la membrane, ainsi que le caractére acide ou basique des produits de réaction.

Y

=

Enfin, la derniére partie de ce travail est consacrée 3 quelques
essais d'application pratique, susceptibles de présenter un intérét industriel.
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CHAPITRE 1

METHODOLOGIE D'ETUDE DES SYSTEMES ENZYMATIQUES

I - INTRODUCTION

Ce chapitre introduit 1'ensemble des paramétres, notations et équations
utilisés au cours de ce travail.

Dans un premier temps, nous présentons les lois de la cinétique enzyma-
tique en milieu homogéne, dans 1'hypothése d'un systéme mono-enzymatique michaelien.
Dans un deuxiéme temps, nous développons les lois de la cinétique enzymatique en
milieu hétérogéne, associées a : :

a) un terme d'électromigration des espéces ioniques sous 1'action d'un gradient
de potentiel &lectrique. La présence de produits de réaction acides ou basiques
impose la prise en compte de 1'influence du profil de pH intramembranaire sur les
paramétres cinétiques de la réaction enzymatique.

b) 1a variation d'enthalpie de la réaction chimique catalysée.

IT - CINETIQUE ENZYMATIQUE EN MILIEU HOMOGENE

Considérons le schéma réactionnel classique d'un enzyme en solution
en présence de son substrat :
k+1 ko _
S+E ﬁff= ES —= E+P; +P, ... +Pi
Dans 1'hypothése d'une cinétique michaelienne, la vitesse de réaction (v)
s'exprime par :

__dCs _ _ VmCs _ _ dCpi
VE-gg S trmes T Td (1)

.- Cs et Cpi expriment respectivement la concentration de substrat et du
produit Pi (en mole.dm ° ou M).

o - . . -3 -1 .
- Vm la vitesse maximale de la réaction enzymatique (en mole.dm °.s ) s

- Km 1a constante de Michaelis, c'est-d-dire Ta valeur de Cs pour

laquelle v = Vm/2.



Les variations de Vm et Km avec le pH, spécifiques de chaque enzyme,
sont attribuables au caractére polyélectrolytique des poly o aminoacides consti-
tutifs de la protéine [DIXON et WEBB - 1958].

Un nombre considérable d'études concernant les effets du pH sur les
cinétiques de réaction enzymatique a été réalisé [TIPTON et DIXON - 19791]. Les
expressions mathématiques qui décrivent les variations de Vm et Km avec le pH
sont en fait, une approche de la pH-dépendance effective de 1'enzyme. La formu-
lation de type diacide [GREGORY et KINDERLERER - 19801 prend en compte le carac-
tére acide et basique faible des fonctions chimiques intervenant dans la nature

du site actif de 1'enzyme. Cette formulation est la suivante :
pH

Vm = Vm.f (2)
pH o
Km = Km.f'/f (3)

ol Vm et Km correspondent respectivement & la vitesse et & la constante de Michaelis
au pH de fonctionnement optimum de 1'enzyme.

Les fonctions f et f' sont données par les relations suivantes :
f=1+K'a/Ce + CH/K'D (4)
f'= 1+ Ka/Cu + Cu/Kb (5)

ou CH représente la concentration en protons.

Ka, Kb, K'a et K'b sont des constantes spécifiques de chaque couple
enzyme/substrat.

Dans le cadre de ce travail, une &tude expérimentale des variations
des constantes cinétiques Vm et Km avec le pH pour 1'uréase et 1'acétylcholines-
térase a &té réalisée (annexe 1). Les fonctions mathématiques de pH-dépendance
ont été déterminées pour donner une représentation purement phénoménologique des
variations de Vm et Km avec le pH.
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Dans 1'hypothése oll les produits de réaction sont constitués par

une base faible P et un diacide faible QH,, les équilibres et réactions suivants
sont a considérer.

E
S —_— P + QH.
Ky
P+ H =—=pH" K, = Cp.Cr/CpE
Ko - 4
QH, == Qi +H K, = Com.Ca/CoH2
Ks (6)
QH™ —= 2" + H' Ks = Co.CH/CoH
K .
H0  —= H' + OH” Kq = Ca.Com

ot Cp, CpH, CoH, CoH: et Co représentent les concentrations des différentes espéces
produites par la réaction.

La réaction enzymatique a tendance & modifier le pH de l1a solution de
substrat. Deux cas sont @ considérer :

1°) En_absence de_régulation_du_pH

Le pH de la solution de substrat n'&tant pas régulé, il y a rétroaction
du pH sur la vitesse de réaction enzymatique [équations (2) et (3)1: Le pH de 1a
solution est fonction du degré d'avancement de la réaction et des valeurs de
Kl, Ko et K3.

La solution étant supposée homogére, i1 est possible, & tout moment
d'écrire 1'équation d'électroneutralité :

Ce+ CpH +CB=Con +Cor+2C+2Ca (7)

X . - + .
ol Ca et CB représentent les concentrations des ions A?~ et B correspondant a
la présence d'un sel de fond B:A entiérement dissocié.

En supposant que les espéces QH, et P n'apparaissent pas sous forme
gazeuse nous écrivons :

CoH, + Cou + CQ = C» (8)
Cp + Cpu = C; ‘ (9)

En combinant ces deux équations avec les équations (6) et (7) nous
obtenons :

2 + Ke/CzCH + 2 Ca/C2

Ca =
1/C2 + C1/C2(Cu + Ki)+2/(Cr+Kp+K,K3/CH + 1/(Ca+K3+Cu?/K2 )+ CB/C2CH

(10)



En supposant C, et C, connus, il est possible de déterminer, par

itération la valeur de Cg.

R e 0 O > D bt et s o i e W D . " D - = D - -

Le pH de la solution de substrat est maintenu constant, et la vitesse

de réaction ne dépend que de 1a concentration en substrat.

Dans le cas ol le pH est maintenu constant par adjonction d'une solution

d'acide ou de base (technique du pH-stat) i1 est nécessaire de disposer d'une

relation qui relie la vitesse d'adjonction de titrant & la vitesse de consommation

de substrat.

Le pH de la solution &tant constant, les produits de réaction P et QH,
‘se mettent en équilibre avec la solution de substrat, conformément aux équations

(6). Les vitesses de production des espéces PH', QH™ et Q2™ §'expriment & partir
des équations (6), (8).et (9) :

dCe/dt = dCi/dt. (1 + Ky/Ca)™" - | ' (11)
dCom/dt = dCp/dt. (1 + Ca/Ky + Ks/Ca)™* a (12)
dCo/dt = dCp/dt. (1 + Ca/Ks + CH?/KoKs) ™' (13)

Le pH initial de Ta solution (C; = C, = 0) est fixé par les espéces

A2 et B* de concentrations respectives Ca et Cs constantes :

avec

Ca

{-a+ @ +4xe)/?} 2 | (14)

A Cs -2 Ca

il

Le pH de Ta solution est maintenu constant, par conséquent :

dCu/dt = dCom /dt = 0 (15)

Dans 1'hypothése ol Te titrant est une solution aqueuse d'acide HX,

1'équation d'électroneutralité (7) devient :

dCer/dt = dCou/dt + 2 dCo/dt + dCx/dt (16)

ol Cx représente la concentration du contre-ion X~ de 1'acide HX.

L'expression de la vitesse d'adjonction de 1'acide HX par le pH-stat

obtenue & partir de 1'équation précédente :

dCx/dt = dCpm/dt - dCou/dt - 2 dCg/dt (17)
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permet, par 1'intermédiaire des équations (11), (12) et (13) d'obtenir la relation
suivante :

- dCs/dt = dCx/dt . B
-1
avec B={1/- L -1 -2/ , }
Ky Ca , Ks Cg . CH (18)
1 s 1+ KZ'+ = 1+ . + Y el

Dans le cas ol la réaction enzymatique produit globalement des ions H*
(terme B négatif) le titrant ajouté par le pH-stat pour maintenir le pH constant
est une solution aqueuse de base YOH. L'équation 18 devient :

- dCs/dt = - dCy/dt . B (18 bis)

Ces deux équations expriment la vitesse de consommation de substrat par
la réaction enzymatique en fonction de la vitesse d'adjonction de titrant par le
dispositif de pH-stat (HX Equation (18) ou YOH Equation (18 bis)) pour une concen-
tration Cu de protonsdans la solution.

III - CINETIQUE ENZYMATIQUE EN MILIEU HETEROGENE EN PRESENCE D'UN CHAMP ELECTRIQUE

L'enzyme est immobilisé dans une membrane artificielle plongeant de
part et d'autre dans une solution de substrat de volume suffisamment grand pour
que Ta concentration de substrat soit supposée constante et que Ta concentration
des produits de réaction soit nulle. La structure schématique du modéle membra-
naire utilisé est présentéesur Ta figure (1).

La membrane est assimilable & un milieu Tiquide non agité dans lequel
les particules migrent par diffusion sous 1'action d'un gradient de concentration
et/ou sous 1'action d'un gradient de potentiel électrique.

Dans 1'hypothése d'un modéle unidimensionnel (x) la densité de flux
Ji d'une espéce i peut étre exprimée par 1'équation de Nernst-Planck :

Ji=-0i &lrpicie (19)
ol - ui est la mobilité électrique de 1'espéce i (ui = 0 pour une molécule

non chargée)

- E est la valeur du champ électrique local
- Ci la concentration de 1'espéce i
- Di son coefficient de diffusion.
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anode cathode
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CoH) CoH(x) CoH (o)
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O @) '/
; : o
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FIGURE 1 - Représentation schématique du mod&le utilisé pour 1'étude de 1'influence
d'une densité de courant sur 1'activité catalytique d'une membrane
enzymatique. -
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-

Dans le cas ol 1'espéce i participe & une réaction chimique, 1'évolution
de sa concentration en tout point de la membrane est décrite par :

déi _ _ ddi
ol R représente la vitesse de production ou consommation de 1'espéce i . Dans
1'hypothése d'une réaction enzymatique de cinétique michaelienne :
pH
Vm C
R =t (21)
Km + Cs
avec R > 0 si 1'espéce i est le produit de réaction et R < 0 si 1'espéce i est
Je substrat. Dans le cas ol 1'espéce i est un produit de réaction acide ou basique
faible, R est multiplié par un terme y (0 <y < 1) pour tenir compte de 1‘'équi-
libre de dissociation de 1'espéce i au pH considéré conformement aux équations
(11), (12) et (13). o

L'équation de base pour toutes les espéces chimiques présentes est

par conséquent :

'pH
dci _ . d2Ci . dti _ . ~: dE _ Vm GCs :
% = Di 2 - ui E —axX pi Ci x: T (22)
:gm +Cs
terme _ téfme terme

de diffusion d'électromigration de réaction
Les résultats présentés dans ce travail sont obtenus & 1'état station-
naire ol T'on a :
dci _ |
dt 0 (23)
Le modéle proposé prend en compte 1'existence d'un champ &lectrique
intramembranaire non uniforme (dE/dx # 0 Vx € [0, e])-

Le courant &lectrique est transporté par toutes les espéces ioniques
présentes. La densité de courant (#) s'exprime par :

F=F I1ZiJi (24)
1

ol F est 1e faraday et Zi la charge de 1'espéce i.

En combinant les é&quations (24) et (19), le champ électrique s'exprime
par la relation suivante :
J/F + T Zi Di dCi/dx
_ i
S A IETS B . (25)
i
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L'ensemble de ces &quations permet d'accéder aux profils de concentra-
tion des différentes espéces au sein de la membrane, en présence d'une densité
de courant imposée.

La description mathématique du systéme suppose un certain nombre
d'hypothéses :

les phénoménes vectoriels sont décrits par un modéle unidimensionnel
1'enzyme est immobilisé dans un support membranaire électriquement

neutre ;
1'influence des couches Timites de diffusion sur les phénoménes

intramembranaires est négligeable ;

.
-

les réactions correspondant aux équilibres de dissociation des espéces

acides ou basiques faibles sont rapides devant les vitesses de réaction

enzymatique.

L'épaisseur de 1a membrane (e) est découpée en n intervalles, ce qui
détermine Te pas Ax. '

AX = e/n (26)

Chaque tranche membranaire d'épaisseur AX est assimilable & un milieu

homogéne isotrope ou les espéces sont en équilibre.

Par conséquent, les différentes équations traitant de la cinétique
enzymatique en milieu homogéne en absence de régulation du pH (Equation (2) &
(13)) sont utilisables pour décrire le comportement de ces sous—unités membra-

naires.

Les différentes dérivées partielles pour une fonction Y quelconque sont

approximées de la maniére suivante :

%% _ Y(x + Ax) éAi(x"- Ax) i (27)
d?Y _ Y(x - Ax) = 2 Y(x) + Y (x +4x) . (28)

dx? Ax?
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L'activité enzymatique de la membrane peut s'exprimer de différentes
maniéres :

a) par la vitesse de consommation de substrat. Deux possibilités sbnt
envisageables pour déterminer cette vitesse théorique.

1) Calcul du flux de substrat aux deux interfaces membrane/solution
par 1'intermédiaire de 1'équation (19) appliquée au substrat. Pour une surface
membranaire @#0, la vitesse théorique de consommation de substrat (vi en mo]e.s'l)
s'exprime par : .

Voea (Is (x=0)-ds (x=e) : (29)

2) Chaque sous-unité membranaire de surface o et d'épaisseur Ax
contribue & 1a consommation globale de substrat par la membrane. I1 est possible
de définir 1'activité énzymatique Tocale de la maniére suivante :

pH pH
A(x) = Vm (x).Cs(x)/Km (x) + Cs(x) (30)

La sommation sur 1'ensemble de la membrane permet d'accéder & la vitesse
théorique de consommation de substrat :

V= I A(X).ofAX | (31)
n : :

b) En vitesse d'apparition de produit

De 1a méme maniére que pour le substrat, 1'équation (19) appliquée aux
produits de réaction permet de déterminer les flux interfaciaux de produits :

b= -Dp %§E'+ WP E e x=e

0

(32)

X

c) En vitesse d'adjonction de titrant YOH ou HX dans le cas de produits
de réaction acides ou basiques et une régulation du pH de la solution par pH-stat.

Par 1'intermédiaire des flux interfaciaux de produits, il est possible
de calculer la vitesse d'adjonction de titrant (Equation 17) puis de la transcrire
en vitesse de consommation de substrat (Equationsl8).

L'opportunité de 1'utilisation de 1'ureou 1'autre de ces méthodes

sera discutée ultérieurement.
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4°) Methode générale de calcul

Le déroulement du programme est le suivant :

1)

Lecture des données numériques :

Cs(o), Ca(o), Ce(0), ui, Di, Vm, Km, e, n, Ky, Ko, Kz ... Ki ;
Ka, Kb, K'a, K'b.

2)

-

3)

4)

5)

6)

Calcul de pH(o) a partir de 1'équation (14)

pH pH
calcul de Vm et Km : équations (2), (3)
pH pH pH pH

Vm (x) =Vm Vx; Km (x) =Km Vx

Conditions initiales (IA = 1) de remplissage de la membrane :
IA

Cs (x) = Cs(o) pour x =oet x=e
IA
Cs (x) =o0 V x€Jo0,e [
IA
pH (x) = pH(o) V€L 0, e ]
TA IA v
Ca (x) =Ca(o) ;s CB (x) = CB(0o) Vx €& [o, el
IA
E (x)=on‘ (£=0)

Calcul du profil de substrat intramembranaire

IA+1
Cs (x) pour x€1 0, e [ & partir de 1'équation (22), le

terme de réaction étant :

pH IA+1  pH IA
R=-Vm (x) Cs (x)/Km (x) + Cs (x)

Calcul des profils de concentration des différents produits de
réaction a partir de 1'équation (22). Dans le cas d'un produit

acide ou basique faible le terme y(x) tient compte de la valeur
IA A

pH (x).

Calcul des profils de concentration des espéces A%~ et *
(Ca(x) et Ce(x))a partir de 1'équation (22) avec un terme de
production nul.
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IA+1
7) Calcul du profil de pH pH (x) pour x€1.0, e [ & partir de

1'équation (10) dans Taquelle les valeurs C; et C2 s'entendent
Ci(x) et C2(x) 3

oHIML  TA+L IA+1 .
calcul de Vm (x) et Km (x) & partir de pH(X) , de Vm et Km
(Equations (2) et (3)).

N

8) Dans le cas d'espéces acides ou basiques faibles, calcul des
nouveaux profils de concentration tenant compte des &quilibres
de dissociation (Equation (6)).

9) Test portant sur les profils de pH entre deux itérations :
IA+1 IA
pH (x) - pH(x)|<0,1 Vx&€Jlo,el
non - 10
oui - 12

-~

10) Calcul des profils de champ &lectrique & partir de 1'équation (25
IA+1 . .
E (x)

11) Calcul du profil de concentration du substrat (équation 22)
[A+1
tenant compte de E(x) (substrat ionique) et des valeurs

pHIAFL o TA+
- Vm (x) et Km (x) calculées en (7) puis retour en (4).

12) Calcul de la vitesse de consommation de substrat a partir des
équations (29), (30), (31), (17) et (18).

13) Ecriture des résultats.

14) Incrémentation de la densité de courant f=5+ a £puis retour
en (10)

En ce qui concerne les équations de diffusion réaction-&lectromigration,
nous n'avons pas procédé & 1'analyse mathématique de stabilité.
IA+1 IA
Nous avons vérifié que lorsque la condition |pH (x) - pH(x)|<0,1 Vx&lo,el
est remplie, les profils de'concentration des différentes espéces sont parvenus a
ul 8tat stable qui n'@volue plus entre deux itérations.
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Au cours de 1'analyse numérique, diverses difficultés sont apparues :

a) 1'examen des profils de concentration montre la présence de forts gradients
de concentration aux interfaces membrane/solution et par conséquent, la présence
de gradients de champ électrique et de pH &levés. La détermination des flux
interfaciaux des espéces ioniques par 1'équation (32) lorsque 1'on a :

lui Ci E[,_ > |- Di dCi/dx|, _
x=e Xx=e

est de ce fait malaisée et imprécise. En ce qui concerne un substrat ionique, la
vitesse de consommation de substrat déterminée & partir de 1'équation (29) est

8gale a@ celle déterminée & partir de 1'dquation (31) lorsque la valeur du champ
électrique aux bornes de la membrane est faible (Jus Cs E|< |- Ds %%?ﬂ ).

Pour des densités de courant plus élevées, les. résultats obtenus par
ces deux méthodes divergent,quelle que soit 1'approximation faite sur Te choix des
valeurs Cs(x) et E(x) aux interfaces (x = 0 et x = e). En conséquence, la vitesse
de consommation de substrat est déterminée par 1'équation (31) dans le cas d'un
substrat ionique et par 1'@quation (29) dans le cas d'un substrat non jonique.

b)) L'augmentation de la valeur de la densité de courant se traduit par des temps

de calcul &levés nécessaires d 1'obtention de la solution stable. Nous avons par
~ailleurs vérifié que la valeur d'incrémentation de # n'influengait pas les profils
obtenus pour une méme valeur de la densité de courant.

MATERIEL

Les calculs numériques ont été effectués au centre de calcul du Départe-
ment Informatique de 1'Ecole des Mines de Saint-Etienne sur ordinateur MINI 6 CII.
Le Tangage utilisé est une version &tendue du FORTRAN IV .

——— - - - - - - - e 8 w0 v O 8 - - -

Dans le cadre de 1'étude de 1'influence d'une densité de courant sur le
comportement cinétique d'une membrane contenant un enzyme immobilisé, deux systémes
ont été étudieés :

- le systéme urée/uréase qui fait intervenir un substrat non ionique.

- le systéme acétylcholine/acétylcholinestérase qui fait intervenir
un substrat ionique.
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FIGURE 2 - Représentation schématique des différentes méthodes d'obtention d'enzymes

immobilisés.
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Ces deux systémes ont fait 1'objet d'une &tude préalable pour déterminer
les variations des paramétres cindtiques Vm et Km des deux enzymes en solution
en fonction du pH (annexe 1).

a) Méthode d'inmmobilisation

Historiquement, 1'idée d'immobiliser des enzymes sur support insoluble
remonte & 1906[HENRI ~ 19067, mais c'est & partir de 1960 que cette technique
prend un essor déterminant.

Les différentes méthodes d'immobilisation sont présentées sur la figure 2.

Les membranes utilisées tout au long de nos travaux sont obtenues par
coréticulation d'enzyme avec une protéine de charge (1'albumine) par 1'intermé-
diaire d'un agent bi-fonctionnel (aldéhyde glutarique). La méthode d'immobilisation
ainsi que les réactifs utilisés sont présentés dans 1'annexe (2).

b) Systéme urée/uréase

L'uréase tiréede féve JACK (Canavalia Ensiforum) a &té le premier enzyme
isolé d& 1'état cristallisé par J.B. SUMMER en 1926. 11 catalyse spécifiquement la
décomposition de 1'urée selon la réaction :

NHz - CO - NH, + 2 Ho0 ——— 2 NHs + H5CO;

A

2 Nt HCO,” + HT

T‘Kg 4
€032~
A 25°C, les valeurs des constantes d‘équilibre sont :
Ky = Ca.Cvms/Crm,* = 5,64 107*° mole.dm™
Ko = CH.CﬁCOa-/CHéCO3 = 4,30 10”7 mole.dm °
Ks = Ca.Ccos? /CcOs™ = 5,61 107 'mole.dm °

La répartition de ces différents produits de réaction en fonction du pH,

calculée d partir des constantes Ki, K2 et K3 est présentée sur la figure (3).
pH o pH o

La figure (4) représente 1'évolution de Vm /Vm (Fig. 4a) et Km /Km
(Fig. 4b) en fonction du pH pour 1'uréase en solution. A partir de ces données
expérimentales, les fonctions mathématiques de pH-dépendance ont &té déterminées
pour donner une représentation purement phénoménologique des variations de
Vm et Km de T'uréase en.fonction du pH.
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FIGURE 3 - Répartition des différents produits d'hydrolyse enzymatique de 1'urée
en fonction du pH. Les courbes sont obtenues avec : C; = Cnm; + Cney T H
C, = CH2CO3 + CHCOa- + CCOaZ-; C; = 2C,.
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FIGURE 4 - Variation des parametres c1net1ques Vm et Km de 1'uréase en so1ut1on,
en fonction du pH : VB /Vm (Fig. 4a) et Kﬁ /Km (Fig. 4b) oi Vm et Km
sont les constantes cinétiques obtenues au pH de fonctionnement optimum
de 1'enzyme (7,0).
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pH o

Vm /Vm = 1,15/(1 + 10"%2/ca” '+ Cu /107°) = f (33)
PH o -4, 8 8,6 -6,5
Km /Km = l1/(1 + 107 °/ca "+ Ca /10 ')} . U/f (34)

Au sein de la membrane, les différentes espéces en présence sont :

1'urée : substrat de la réaction

H,CO0;, HCOs , C032~, NHs, NH, ¥ produits de Ta réaction enzymatique
4. -

H et OH

- A27 et B* composants du sel de fond.

Pour chaque tranche membranaire d'épaisseur Ax 1'équation (10) appliquée
au systéme urée/uréase n'est pas modifiée. Elle permet de déterminer Ta valeur
du pH intramenbranaire pH(x) & partir de Ci(x) et C2(x)

CNms (x) + Cvey F(X)

[}

avec : Ci(x)

Cz(X)
et d'accédder ainsi au profil de pH intramembranaire.

CH,COs(X) + CHCO; (x) + CCO327(X)

La correspondance entre la vitesse d'adjonction de titrant'par le pH-
stat et la vitesse de consommation de substrat se fait par les équations (18)
appliquées au systéme urée/uréase avec :
-1

B= {2/ "V cwo), kT % ca(o) . ca¥(o) (35)
1+ Céioi L+, +CH(ch) LY "%

ol Ca(0) est la concentration de protons dans la solution de substrat.

La fonction B = f(pH) est présentée sur la figure (5). I1 apparait
deux zones de pH correspondant & 1'ionisation des produits de réaction CATKINSON
et col. - 19771 :

- pH(o) < 9,2, la réaction enzymatique produit des ions OH , le titrant est une
solution d'acide HX. Le terme B est positif et la vitesse de consommation de
substrat s'écrit :

- dCs/dt = dCx/dt . B (35bis)

- pH(o) > 9,2, la réaction enzymatique produit des ions H+, le titrant est une
solution de base YOH. Le terme B est négatif et la vitesse de consommation de
substrat s'écrit :

- dCs/dt = -~ dCy/dt . B (35ter)
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3

Y

Variation, en fonction du pH, du coefficient B permettant de calculer
la vitesse de consommation de substrat & partir de la vitesse d'adjonc-
tion de titrant (technique du pH-stat) dans le cas du systéme urée/uréase.
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- pH(o) = 9,2, la réaction ne modifie pas le pH de la solution de substrat, le
milieu est auto-tamponné.

e) Systéme deétylcholine/acétylcholinestérase

L'acétylcholine est le neurotransmetteur responsable de la dépolarisation
de 1a membrane synaptique qui propage &lectriquement 1'influx nerveux. L'acétyl-
cholinestérase (AChE) a pour rdle d'hydrolyser 1'acétylcholine afin de repolariser
cette membrane aprés le stimulus. .

L'acdtylcholinestérase a été purifiée et cristallisée récemment a partir

de 1'organe électrique d'un poison : la gymnote.

La réaction d'hydrolyse de 1'acétylcholine en choline et acide acétique
est la suivante :

CH, “ACHE , CHs
| @ | @

CH; - ﬁ - CH, - CH, - v - CH; + HpQ=——>HO - CHy - CH, - w - CH3 + CH3COOH

0 CH3 ) CH3

acétylcholine choline
Ke |
avec CH; - COOH ————=>= CH; C00 + H*
R e -4, 76 -3

Ky = Cu.CcH; CcOO /CcH3COOH = 10 mole.dm

La répartition des espéces CH; COOH et CHs C00~ en” fonction du pH

est représentée sur la figure (6). La Figure (7) représente 1'évolution de
pH o A
Vm /Vm en fonction du pH pour 1'acétylcholinestérase en solution. La précision oH

des mesures réalisées ne nous a pas permis de déterminer Tes variations de Km
en fonction du pH. En conséquence le rapport kR /Km est supposé constant et égal a 1.

La fonction de pH-dépendance de Vm est :

pH & - ‘ -
Vm /Vm = 1/(1 + 107 "%/ca  + Ca’ 71077 '%) (36)

Les espéces présentes dans la membrane sont si 1'on suppose que le
contre-ion du substrat est A% :

- 1'acétylcholine substrat chargé positivement

- la choline produit chargé positivement

- le couple acide acétique/acétate produits de la réaction

- H" et OH° | s
a2~ et BY composantsdu sel de fond. A2 est le contre-ion commun a B,

d la choline et & 1'acétylcholine.
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FIGURE 6 - Répartition des espdces CHs CO0™ et CH; COOH en fonction du pH. Les
courbes sont obtenues avec : C; = Ccuscoom + CCH3COO .
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FIGURE 7 - Variation du paramétre c1net1que Vm_de 1! acétylcholinestérase en

solution, en fonction du pH : Vm /Vm ou Vm représente la vitesse
de la réaction enzymatique au pH de fonctionnement optimum de 1'enzyme.
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Pour chaque sous unité membranaire, d'épaisseur Ax, 1'équation (10)
appliquée au systéme acétylcholine/AChE permet de calculer la valeur du pH :

Ce (Cs + Ccho + CB + CH) (37)

Ci = S+ Re/ta + T G/ +CH

avec C; = CcH; COOH + CCH3; COO~
et CCho la concentration en choline.

L'hydrolyse de 1'acétylcholine par 1'enzyme immobilisé se traduit dans
la solution de substrat par 1'adjonction d'une solution de titrant Y+, OH™ par
le pH-stat. La correspondance entre la vitesse de consommation de substrat et

1a vitesse d'adjonction de titrant dCY/dt se fait par 1'intermédiaire de 1'équation :

- dCs/dt = dCY¥/dt . B (38)
avec B = (1 + Ca/Ky)

La fonction B = f(pH) est présentée sur la figure (8).

Les &tudes théoriques et expérimentales de systémes enzymatiques immobi-
lisés, relevées dans la littérature, sont souvent réalisées en prenant comme hypo-
thése simplificatrice un pH intramembranaire constant, conséquence de 1a présence
d'un tampon pH en concentration élevée. Dans le cas de systémes enzymatiques a
produits de réaction acides ou basiques cette hypothése doit &tre précisée.

A titre d'exemple, Ta présence de tampon phosphate au sein d'une membrane
enzymatique contenant de 1'uréase immobilisée suppose la présence de 1'equilibre

suivant :

Hy PO === HPO.2" + H'

La réaction enzymatique produisant globalement des espéces basiques,
Te pH intramembranaire tend & évoluer vers 9,2. Cet effet est en partie compensé
par un phénoméne antagoniste de diffusion-réaction du tampon au sein de la membrane,
qui tend & ramener le pH intramembranaire vers le pH de la solution.

memhrahe sglution

H2P 04.4_____» H2P04"

RN

2 H POZ'«-—-—-»H PO['
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Variation, en fonction du pH, du coefficient B permettant de calculer
Ta vitesse de consommatian de substrat i partir de 1a vitesse d'adjonc-
tion de titrant (technique du pH-stat) dans le cas du systéme acétylcho-
Tine/AChE.
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I1 existe par conséquent des profils de concentration intramembranaire
pour les espéces H,P0,” et HP0,2  modifiant le rapport Ha PO, /HPO, 2™ dahé Ta
membrane. Pour des membranes enzymatiques trés actives, cet effet se traduit par
une évolution de ce rapport qui fait que 1'on ne se trouve plus en présence de
1'effet tampon dans la membrane. Cette propriété est utilisée dans certains
cas pour la réalisation de capteurs enzymatiques (enzyme greffé sur €lectrode
de mesure du pH). L'établissement d'un gradient de pH important entre le milieu
réactionnel (membrane) et le milieu environnant (solution) & cause des contraintes
diffusionnelles sur les espéces réagissantes, modifie profondément le comportement

cinétique de 1'ensemble.

- Le modéle mathématique réalisé permet de décrire le comportement ciné-
tique des systémes urée/uréase et acétylcholine/acétylcholinestérase en absence de
tampon pH et pour une densité de courant nulle. Ces deux systémes &tant caractérisés
par des produits de réaction acides ou basiques, 1'influence du pH intramembranaire
sur ce comportement est prépondérante.

- Bien que 1'é&criture adimensionnelle, largement répandue dans la littée-
rature, soit plus favorable pour le traitement numérique, nous nous sommes atta-
chés dans ce travail & utiliser les grandeurs physiques directement appréhendables
(concentrations, vitesses de réactions, etc ...).

- Dans tous les cas, le profil de concentration des espéces H" et OH™ a
gté déterminé & partir de 1'équation d'électroneutralité. En conséquence, 1'équa-
tion de diffusion/réaction/électromigration (22) n'a pas été appliquée aux espéces
H* et OH™, dont les profils de concentration intramembranaire ne sont pris que
comme la conséquence des profils. de concentration des autres espéces ioniques pré-
sentes.

IV - CINETIQUE ENZYMATIQUE EN MILIEU HETEROGENE ASSOCIEE A LA VARIATION D'ENTHALPIE

DE LA REACTION ENZYMATIQUE

A toute réaction enzymatique est rattachée une variation d'enthalpie
(AH) négative si la réaction est exothermique, positive si la réaction est
endothermique.
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L'idée de base, antérieurement proposée par COONEY et col [1974] puis
utilisée au laboratoire par TRAN-MINH et col. [19761, est de greffer une membrane
enzymatique sur 1'@lément sensible d'une thermistance de maniére & corréler les
paramétres de la réaction enzymatique & Ta réponse du capteur enthalpimétrique
ainsi obtenu.

La mise au point du capteur a été réalisée dans le cadre de ce travail
CTRAN-MINH et VALLIN - 1978] et appliquée aux systémes urée/uréase, glucose/glucose
oxydase, H20,/catalase.

L'utilisation de ce capteur pour 1'étude des inhibiteurs de réaction
enzymatique ainsi que 1'étude théorique de tels systémes ont été réalisées au
laboratoire par J. BEAUX [19831. Nous en présenterons les principaux résultats et
conclusions. '

L'hypothése de base dans 1'étude du transfert de chaleur dans une
membrane enzymatique est d'assimiler la variation d'enthalpie du systéme
a un produit de réaction :

k+1 k2

E+S s > F S —->-F + P + AH

k=1

En absence de densité de courant imposée, et en négligeant 1'influence
du potentiel de diffusion résultant de la différence de mobilité des espéces ioni-
ques dans la membrane, les variations de concentration du substrat et des produits
au sein de la membrane sont régies par le systéme d'équations suivant :

dCs d?Cs ., Vm Cs _
F - Ds " + gete = 0 pour le substrat (39)

dCp_ p, 4%Cp _ Vm Cs

0 pour le produit (40)

Afin de limiter 1'influence des variations du pH-intramembranaire sur
les paramétres Vm et Km, les manipulations sont réalisées en présence d'un
tampon phosphate 0,1M.
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La variation d'enthalpie de la réaction enzymatique entraine une
variation de température (T) régie par 1'équation :

dl _AH Vm Cs | (41)
dt ~ p¢ KmtCs

[BOUGNOL - 19761

ol € est 1a capacité thermique de 1a membrane et p sa masse volumique. Le gradient
de température au sein de la membrane induit un transfert de chaleur :

SdT _ A d?T
T 4 (42)

ol X est la conductivité thermique spécifique.

A 1'état stationnaire, le systéme est par conséquent régi par les
équations (39,40) associées & 1'équation :

dT _ . A d®T  AH VmCs
'd't"O'p% dxz+p<€m§ (43)

Ce systéme d'équations est complété par les hypothéses suivantes,
conformément au schéma ci-dessous :

Cs (o)
thermistance membrane solution
. T(o] -
T >
0 e X
VXx >e Cs(x) = Cs(o)
Cp(x) = 0 . (44)
T(x) = T(o)
pour x = 0 (35) = B = ¢y = 0 © o (45)

L'étude mathématique réalisée par J. BEAUX considére une membrane
d'épaisseur 2e (-e < x < e) plongeant de part et d'autre dans une solution de
substrat (Cs(o) ; T(o) ; pH(0)). Les profils obtenus, symétriques par rapport
au plan x = o, admettent en ce point une tangente de pente nulle vérifiant ainsi
les conditions de 1'@quation (45).
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A 1'&tat stationnaire, 1a combinaison des équations (39) et (40) permet
d‘écrire (en supposant Ds = Dp) :

d%Cs , d2%Cp _ 4 (46)
dx? dx?
d'oli
- \ - (47)
Cs(x) +Cp(x) = Cs(o)==Cp(x) = Cs(o) - Cs(x)
Vx €Lo, el
La combinaison des équations (39) et (43) donne :
d2T . Ds aH d?Cs _ 0 (48)
dx? A dx?
soit :
T(x) - T(o) = - 58 (¢s(0) - Cs(x)) (49)

A

A 1'état stationnaire, la connaissance du profil de concentration du
substrat est suffisante pour déterminer les profils de concentration de produit
et de température.

Les é&quations (47) et (49) appliquées a& 1'interface membrane/thermistance
(x = 0) donnent :

T(x=0) - T(0) = - 2288 ¢p (x = 0) (50)

Dans le cas d'une réaction exothermique,

AH < 0 = T(x=0) > T(o)

Dans le cas d'une réaction endothermique,

AH > 0 = T(x=0) < T(o)

Dans le cas d'une réaction exothermique 1'équation (50) devient :

Log (AT) = Log Cp (x=0) + Log (:%éﬂ) (51)
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D'autre part, lors de 1'approximation d'une cinétique du premier ordre,
nous avons & 1'interface capteur/membrane :

Log Cp (x=0) = Log Cs(o0) + K (52)
avec K = Cte = Log [1 - hioe ée)]
et 3 = (Vm/D.Km)1/?
Soit, & partir des deux é&quations précédentes :

Log (AT) = Log Cs(o) + K + Log (-QQE- (53)

fl

Log Cs(o) + constante

La Figure (9) représente la variation de AT en fonction de Cs(o). La
courbe obtenue admet, dans un diagramme bi-logarithmique, une partie linéaire de
pente égale & 1. Elle tend vers un palier lorsque la concentration en substrat
augmente (approximation d'une cinétique d'ordre zéro).

En tracant AT en fonction de Cs(o) dans un diagramme bi-Togarithmique,
pour différentes valeurs de 1'activité enzymatique (terme Vm dans 1'Equation (39))
des courbes ayant toutes une partie linéaire de méme pente sont obtenues. Les
parties Tinéaires de ces courbes sont paralléles et admettent une position Timite
(appelée droite limite) lorsque la membrane devient trés active. Cette droite
limite a pour équation :

Log(AT) = Log Cs(o) + Log (-2 (54)
Deux cas extrémes sont a distinguer :

a) membrane peu active : la courbe de réponse est située en dessous de 1a droite
Timite. A 1'interface capteur/membrane, nous avons :

Cs(x=0) > 0 et Cp(x=0) < Cs(o)
b) membrane trés active : la courbe de réponse est la droite Timite, et nous avons

Cs(x=0) = 0 et Cp(x=0) = Cs(o)

Si les conditions décrites par 1'équation (45) au niveau du substrat
et du produit sont généralement admises, i1 n'en n'est pas de méme au niveau
de la condition :

dT
(Hf)x=o =0
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FIGURE 9 - Etude mathématique de Ta variation de température & 1'interface
thermistance/membrane enzymatique, en fonction de la concentration
en substrat, dans le cas d'une réaction exothermique.

.
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En effet, i1 existe au niveau de 1'interface capteur/membrane un flux
thermique susceptible de modifier le gradient de température.

La modélisation ne prend en compte que la variation d'enthalpie de la
réaction enzymatique. I1 faudrait faire intervenir la variation d'enthalpie de
(dé)protonation du mélange tampon. Pour les systémes tamponsTris et phosphate,
les variations d'enthalpies de protonation sont respectivement égales a - 11,36
Kcal.mole™' et - 1,13 Keal.mole .

A titre d'exemple, la variation d'enthalpie de protonation du tampon

=~

Tris a permis 1'étude de systéme enzymatique & variation d'enthalpie faible
(acétylcholine/acétylcholinestérase ; AH = + 280 ca].mo]e-l) [BEEZER et STUBBS -
1973 ; JOHANSSON et col. - 19761.
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CHAPITRE 11

UTILISATION DE LA VARIATION D'ENTHALPIE
DES REACTIONS ENZYMATIQUES POUR LA REALISATION
DE CAPTEURS ENTHALPIMETRIQUES

I - INTRODUCTION

L'un des problémes importants de 1'industrie est la mise au point de
méthodes de contrdle non destructif & 1'aide de capteurs fiables, précis, sélec-
pement des techniques d'immobilisation en font un outil de choix pour la réalisa-
tion de tels capteurs.

Un nombre considérable d'&tudes concernant la réalisation d'@lectrodes
enzymatiques sont parues ces derniéres années [GUILBAULT - 1975 ; CARR et BOWERS,
198071. Dans ce type de capteur, une membrane artificielle contenant un enzyme
immobilisé est greffée sur 1'&lément sensible d'une électrode spécifique :

- &lectrode spécifique p0,, pCO, [HICKS et UPDIKE - 1966 ; UPDIKE et
HICKS - 1967 a, b ; TRAN-MINH et BROUN - 1975] ;

- électrode spécifique aux cations (H+, NH, ', etc ...) [GUILBAULT et col.-
1969 ; GUILBAULT et MONTALVO - 1970 a-b ; GUILBAULT et HRABANKOVA - 1970 ;
TRAN-MINH et BROUN - 19751.

L'électrode est sensible soit au co-substrat (eg. 02) soit d& 1'un des
produits de la réaction enzymatique. Bien que ce type de capteur offre un certain
nombre d'avantages, i1 dépend essentiellement de 1'électrode de base, dont la
détection est souvent limitée & une seule espéce chimique quel que soit le
systéme enzymatique utilisé. La spécificité de 1'électrode de base implique le
choix d'une réaction enzymatique faisant intervenir 1'espéce chimique détectable

par 1'électrode.

Sur le modéle des capteurs enzymatiques utilisant une électrode spécifique,

~

nous nous sommes attachés 4 mettre au point un capteur utilisant la variation
d'enthalpie de la réaction enzymatique, cette grandeur offrant l'intérét d'étre

commune 4 toutes les réactions enzymatiques.
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L'utilisation de 1a microcalorimétrie pour déterminer les différents
paramétres de réactions utilisant des systémes enzymatiques immobilisés ou en
solution nécessite un appareillage lourd et colteux [MONK et WAD§5 - 1569 ;
BEEZER - 1973 ; BEEZER et STUBBS - 1973 ; BEEZER et col. - 1974 ; PENNINGTON -
1975 ; YOURTEE et col. - 1975 ; REHAK et col. - 1976 ; JOHANSSON et col. - 19761.

Un procédé utilisant des thermistances a &té développé notamment par
MOSBACH et son équipe pour le dosage de substrats ou d'inhibiteurs. Ce systéme
schématisé sur la figure (10) peut utiliser une thermistance de référence et
fournir ainsi une mesure différentielle de la température. Ce dispositif a été
appliqué aux domaines suivants :

- analyse clinique : dosage de cholestérol, de 1'acide urique et du
lactose [MATTIASSON et col., 1977 al de 1'urée [DANIELSSON et col., 1976] du
glucose [DANIELSSON et col., 19771 pour ne citer que les principaux.

- détection de polluants basée sur leurs propriétés d'inhibiteurs de
réactions enzymatiques [MATTIASSON et col., 1978 ; MATTIASSON et col., 1977 b1.

- contrdle de processus industriel : suivi de la production de glucose
lors de 1'hydrolyse du lactose par la lactase [DANIELSSON et col. - 19797 et
dosage du cellobiose lors de 1'hydrolyse enzymatique de la cellulose [DANIELSSON
et col. - 19811.

L'enrobage de 1'élément sensible d'une thermistance par une membrane
enzymatique a &té proposé par COONEY en 1974 [COONEY et coll. - 19741 puis repris
ultérieurement par d'autres auteurs [WEAVER et col. - 1976 ; FULTON et col. - 19801].

Le principe de fonctionnement du capteur ainsi obtenu est identique a celui des
capteurs associant une électrode spécifique et une membrane enzymatique.

Le faible colt de revient des thermistances ainsi que la possibilité
de les miniaturiser (utilisation in vivo) en font un outil de choix pour 1a
réalisation de capteurs enzymatiques.
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FIGURE 10- Représentation schématique du dispositif expérimental associant une
thermistance et une microcolonne contenant 1'enzyme immobilisa.
[MOSBACH et col. - 19791.
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FIGURE 11- Schéma de principe du capteur réalisé dans le cadre de cette &tude,
associant une thermistance et une membrane enzymatique.
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FIGURE 12- Schéma de principe du dispositif expérimental utilisé pour 1'étude
du capteur associant une thermistance et une membrane enzymatique.
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II - REALISATION D'UN CAPTEUR ENTHALPIMETRIQUE UTILISANT UNE THERMISTANCE
ASSOCIEE A UNE MEMBRANE ENZYMATIQUE

L'importance de la varfdtion de température (AT) (Equation 54) dépend,
pour une membrane trés active, de plusieurs variables :

- la somme des variations d'enthalpie de toutes les réactions qui se

" déroulent dans la membrane enzymatique.
- la concentration en substrat Cs(o).

- le coefficient de diffusion du substrat et la conductivité thermique
spécifique de Ta membrane.

Lors de la mesure une thermistance est traversée par un courant élec-
trique auquel est associéeune puissance dissipée (effet Joule) susceptible de
modifier sa température et par conséquent sa résistance. A chaque type de ther-
mistance est attribuée une constante de dissipation (puissance dissipée augmentant
sa température de 1°C en mw.°C'1). Lorsque cet effet n'est pas négligeable, une
thermistance est sensible aux variations de vitesse d'écoulement du fluide qui
1'entoure.

Les calories (AH<0) ou frigories (AH>0) produites au niveau de la
membrane enzymatique diffusent, & 1'état stationnaire, vers la solution de
substrat qui les &limine d'autant plus rapidement que la vitesse de circulation
du fluide est importante. Dans le but de minimiser cette perte de calories
(ou frigories),tout en permettant un apport suffisant de substrat & la réaction
enzymatique, 1'élément sensible de la thermistance est entouré d'un manchon
de verre percé de quatre orifices (9 = 1 mm) (figure (11)).

Le dispositif expérimental utilisé permet une mesure différentielle
de la température d'une thermistance de mesure par rapport & une thermistance
de référence,atténuant ainsi le bruit de fond attribuable aux fluctuations de
température de la solution de substrat. L'élément sensible de chaque thermis-
tance est enrobé d'un film protéTque obtenu par coréticulation d'albumine et
d'enzyme (mesure) ou d‘albumine seule (référence). Ces deux thermistances sont
religes a un pont de Wheastone. Le zéro &lectrique est obtenu dans une solution
ne contenant pas de substrat. La représentation schématique de 1'ensemble est
présentée sur la figure (12).
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| Les thermistances utilisées (Fenwal Electronics Ref. GB32P4) ont
les caractéristiques suivantes :

- résistance a 25°C Ro = 2000Q

- constante de dissipation DC = 1,7mW.°C”}

- pourcentage de variation de résistance par °C & 25°C o = - 3,9

Elles sont connectées & un pont de mesure de haute précision (Tempéra-
tur - Messgerat de KNAUER). !

Toutes les mesures sont réalisées dans des solutions de substrat
contenant un tampon pH (tampon phosphate "Pi" 0,IM). Les solutions sont thermo-
régulées (Thermostat Lauda avec régulation PID, + 0,01°C & 70°C).

Dans les conditions de l'expérience, une variation différentielle de

température de 0,02°C correspond & un signal de 100 mV.

La catalase catalyse la réaction de décomposition de 1%eau oxygénée
selon Te schéma suivant :

H,0, catalase > H,0 + 1/2 0,
AH = - 23,44 Kcal.mole *

Cette réaction, trés exothermique se préte par conséquent trés bien a
1'utilisation d'une méthode enthalpimétrique [BOUGNOL - 1976 ; MATTIASSON - 1977 ;
MATTIASSON et BORREBAECK- 19781.

La membrane déposée sur la thermistance est obtenue par coréticulation
d'albumine et d'enzyme (SIGMA* (Bovine Liver) - 1500 Unités/mg) d'aprés le mode
opératoire décrit dans 1'annexe 2. La forte variation d'enthalpie de la réaction
de décomposition de H,0, ainsi que T'activité enzymatique &levée ont permis
d'utiliser, les thermistances sans capuchon de verre. Ceci favorise par ailleurs
1'@vacuation des bulles d'oxygéne qui se forment au niveau de la membrane.

La réponse du capteur en fonction de la concentration en eau oxygénée
est présentée sur la figure (13). La limite supérieure de détection (0,7M) pro-
vient de la présence de bulles d'oxygéne qui perturbent la stabilité du signal.

* ¢ cox e cve a e s otas
Les différentes caractéristiques des enzymes utilisés ainsi que les définitions
relatives aux activités sont données dans 1'annexe 2. '
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FIGURE 13- Réponse de la thermistance & catalase immobilisée en fonction de la
concentration en peroxyde d'hydrogéne. Conditions expérimentales :
tampon phosphate 0,IM ; pH = 7,0 ; 25,0°C. '
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La limite inférieure (107°M) correspond d la Timite de détection du capteur
due essentiellement au rapport signal/bruit.

Le schéma de la réaction est le suivant :

Ho0 + 02 + 8 - D = g]ucose———ggg--a—D-g]ucono-é - Tactone + H,0;

acide D - gluconique

Hy0, catalase _ .0+ 1/2 0,

Le bilan gioba] de cette réaction est :
GOD

B-D glucose + 1/2 0,
: catalase

>acide - D - gluconique AH < 0

L'enzyme utilisé, glucose oxydase (SIGMA, type IX) contient 2 % en poids
de catalase (800 unité&s/mg). L'oxygéne nécessaire d& la réaction enzymatique est
apporté au systéme par ajout d'une solution d'eau oxygénée. La membrane déposée
sur 1a thermistance contient approximativement 60 unités de GOD et 2000 unités de
catalase.

La réponse du capteur en fonction de la concentration en glucose pour
différentes concentrations en H,0, est portée sur la figure 14. En absence de
glucose, 1'introduction d'eau oxygénée dans la solution de tampon phosphate se
traduit par une faible réponse du capteur attribuable & Ta variation d'enthalpie
de la réaction de décomposition de H>0, (5 mV pour [H.0:] = 6.10°3M).

Les courbes obtenues pour une concentration de H,0, variant entre 107°M
et 4.107°M font apparaitre un plateau ot la réponse de la thermistance est indé-
pendante de la concentration en glucose. La vitesse d'oxydation du glucose est dans
ce cas limitée par la vitesse de production d'oxygéne elle-méme proportionnelle
d la concentration de H,0,. Lorsque cette derniére augmente, la Timite supérieure
de détection du glucose augmente. Pour [H;0,] = 6.107°M, Te palier n'apparait pas
dans la gamme de concentration de glucose étudiée. La limite inférieure de dosage
du glucose est alors de 107°M, la Timite supérieure de 1'ordre de 1.5 107 M.

Les électrodes enzymatiques & détection potentiométrique ou: ampérométrique
utilisées pour le dosage du glucose font apparaitre une limite inférieure de
détection variant de 107°M & 107°M suivant les auteurs et un temps de réponse
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FIGURE 14~ Réponse de la thermistance & glucose-oxydase immobilisée en fonction
de Ta concentration en glucose pour différentes valeurs de la concen-
tration en H;0,. ‘

Conditions expérimentales : tampon phosphate 0,1M ; pH = 5,50 ; 25,0°C.
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de T'ordre de la minute [CARR et BOWERS - 1980]. En ce qui concerne les systémes

utilisant des thermistances, les seuils de détection obtenus varient entre 107°M
et 107*M [COONEY et col. 1974 ; DANIELSSON et col. 19791

3°) Dosage_de_1'urée

Le dosage de 1'urée dans des &chantillons de plasma est 1'une des analyses
les plus fréquemment réalisées en analyse clinique de routine. De nombreuses &tudes-
ont 8té consacrées & la détermination de 1'urée en milieu biologique (urine, sang,
plasma). La premiére électrode enzymatique & urée réalisée par GUILBAULT et MONTALVO
[1970a] utilisait de 1'uréase immobilisée dans un gel de polyacrylamide en contact
avec une électrode spécifique aux ions ammonium. La sélectivité de 1'@lectrode de

base a été améliorée en utilisant, par la suite, des électrodes a gaz type pNH,
CANFALT et col. 19731 ou pCO, [GUILBAULT et SHU 19721.

L'uréase catalyse 1a réaction de décomposition de 1'urée selon Te schéma
suivant :

uréase
NH, - CO - NH; + H,0 >2 NHs + CO0,

AH = - 13,17 Keal.mole™}

Les paramétres suivants ont été étudiés :

- quantité d'uréase (SIGMA, type IX)immobilisée sur la thermistance
(figures 16a-b)

- pH de la solution de substrat (figures 17 et 18)

- température (figures 19 et 20).

La figure 15 représente la réponse du capteur en fonction du temps,
lors de différents ajouts d'urée. La réponse du capteur & une variation de concen-
tration de substrat est trés rapide (3-5 secondes). Les fluctuations du signal
sont attribuables & 1'agitation de Ta solution. '

La figure 16a représente la réponse de Ta thermistance en fonction de la
concentration en urée avec deux quantités d'uréase immobilisée (10 et 20 unités

Sigma théoriques). La Timite inférieure de détection est de 2.107°M en sbbstrat.

Les courbes ont une partie Tinéaire entre 2.107°M et 4.107*M dont la pente dans le
cas de la membrane la plus active est égale a 0,22°C.mole” .
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FIGURE 15- Réponse de la thermistance & enzyme immobilisé en fonction du temps
pour différentes concentrations de substrat.
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FIGURE l6a-Réponse de la thermistance & uréase immobilisée en fonction de la
concentration en urée pour deux quantités d'enzyme immobilisé sur la
thermistance —#—20 Unités SIGMA ; —a—— 10 Unités SIGMA.
Conditions expérimentales : tampon phosphate 0,1M ; pH = 7,0 ; 25,0°C.
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FIGURE 16b - Représentation de 1la figure 16a dans un diagramme bi-logarithmique.
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FIGURE 17 - Réponse de la thermistance & uréase immobilisée en fonction de la
concentration en urée pour différentes valeurs du pH de la solution
de substrat.

Conditions expérimentales : tampon phosphate 0,1M ; 25,0°C.
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La représentation de ces parties linéaires dans un diagramme
bi-logarithmique (Fig. 16b) fait apparaitre deux droites paralléles comme le
laissait prévoir 1'analyse mathématique (chapitre I ; &quation 54).

La pente des droites obtenues égale & 0,9 est 1égérement inférieure a la valeur
théorique prévue (1).

La figure 17 est obtenue pour des valeurs de pH de la solution de substrat
comprises entre 5,52 et 8,42. Dans cette gamme de pH, 1'enzyme ne subit pas de
dénaturation irréversible sensible. Les courbes obtenues pour pH = 6,35 et pH = 5,52
ont une forme sigmoide attribuable 3 un effet autocatalytique par rétroaction du
pH sur la cinétique enzymatique. Le pH intramembranaire est par conséquent diffé-
rent du pH de la solution de substrat du fait des contraintes diffusionnelles. Ce
phénoméne apparait plus nettement sur la figure 18. Bien que la solution de substrat
contienne un tampon phosphate 0,1M, le caractére basique faible des produits de
réaction se traduit par une augmentation du pH intramembranaire (pH - 9,2). Deux
cas se présentent :

- le pH de Tla solution de substrat est inférieur au pH optimum de
1'uréase (= 7). La réaction enzymatique tend & déplacer le pH intramembranaire
vers le pH optimum (phase autocatalytique). '

- le pH de la solution de substrat est supérieur & 7. L'@volution du pH
intramembranaire tend & diminuer 1'activité enzymatique.

Cet effet est d'autant plus sensible que la concentration en substrat
est importante (fig. 18).

Ces différentes observations sont en accord avec les régles classiques
de la cinétique enzymatique en milieu hétérogéne. Les figures 19 et 20 montrent
1'influence de la température sur la réponse du capteur. Ces courbes traduisent
deux effets distincts :

- augmentation de 1'activité enzymatique avec la température conformément
aux variations des paramétres cinétiques [LAIDLER et PETERMAN - 19791

- diminution de 1'activité enzymatique par suite de la dénaturation
irréversible de 1'enzyme, les paramétres cinétiques de cette dénaturation obéissant
eux aussi a& la loi d*Arrhenius [LAIDLER et BUNTING - 1973]. Ces deux effets anta-
gonistes se traduisent par 1'apparition d‘une température de fonctionnement
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FIGURE 18 - Réponse de la thermistance & uréase immobilisée en fonction du pH de
la solution de substrat pour différentes valeurs de la concentration

en urée :
——7,5.10"2M ; —a— 5.10°°M 5 —%—2,5.107°M
Conditions expérimentales : tampon phosphate 0,1M ; 25,0°C.
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'FIGURE 19 - Réponse de la thermistance d uréase immobilisée en fonction de la
concentration en urée pour différentes valeurs de la température de la
solution de substrat.

Conditions expérimentales : tampon phosphate 0,1M ; pH = 6,8.
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FIGURE 20 - Réponse de la thermistance 3@ uréase immobilisée en fonction de la
température pour différentes valeurs de la concentration en substrat :
—a—7,5.100°M ; —e—5.10"°M ; —~— 2,5.1072M.

Conditions expérimentales : tampon phosphate 0,1M ; pH = 6,8.
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ol 1'activité enzymatique est optimale. Dans le cas de notre capteur, cette tempée-
rature se situe aux environs de 38°C.

Cette étude a mis en &vidence la possibilité d'utiliser la variation
d'enthalpie d'une réaction enzymatique & des fins analytiques en mettant en oeuvre
une technologie simple. Le capteur enzymatique réalisé consiste en une thermistance
sur laquelle est déposée une membrane contenant 1'enzyme immobilisé. Un capuchon de
verre permet d‘augmenter le niveau du signal obtenu en Timitant la vitesse de circu-
lation du fluide au niveau de la membrane enzymatique.

L'utilisation d'un montage différentiel permet d'augmenter la sensibilité
du capteur en améliorant le rapport signal/bruit.

Ce dispositif a permis de mesurer une variation de température de 1'ordre
de 5.107*°C. ‘

Les substrats suivants ‘ont &té dosés :
= Ha0, 107°M & 7.107'M

- glucose 107°M & 1,5.107°M

- urée  2.107°M &  107'M

L'un des principaux avantages de ce type de capteur par rapport aux
autres systémes de dosage est un temps de réponse inférieur d 5 secondes.

Le temps de réponse de 1a thermistance &tant de 2 secondes, il est
probable que c'est la diffusion du substrat au sein de la membrane qui est le
phénoméne Timitant et non la diffusion thermique qui est uﬁ processus rapide.
En contrepartie, cette propriété limite le niveau du signal obtenu &tant donné
que 1'on mesure 1‘'accumulation de chaleur.

De nombreux essais réalisés dans le but de diminuer la limite inférieure
de détection tout en conservant la simplicité de 1a méthode n'ont pas permis
d'obtenir d'améliorations notables. L'extension des résultats obtenus a d'autres
systémes enzymatiques d variation d'enthalpie plus faible nécessiterait 1'utilisation
d'une technologie plus complexe.

Néanmoins, le capteur réalisé offre 1'avantage d'avoir un faible prix
de revient (30 F) et d'étre utilisable pendant plusieurs semaines sans perte
apparente d'activita.
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III - ETUDE DES PHENOMENES D'INHIBITION A L'AIDE DU CAPTEUR ENZYMATIQUE

Un certain nombre de substances sont susceptibles de modifier 1'activité
enzymatique. Ces espéces chimiques sont appelées "effecteurs" et sont classées
en inhibiteurs ou activateurs selon qu'elles diminuent ou augmentent la vitesse
de réaction enzymatique en milieu homogéne. Ces effecteurs sont dits réversibles
ou irréversibles, selon que 1'enzyme retrouve ou non son activité initiale sponta-
nément en absence de 1'effecteur.

La faculté d'inhibition d'une substance chimique est souvent responsable
de sa toxicité vis-d-vis des systémes vivants (métaux lourds, insecticides et
pesticides). I1 est par conséquent utile de disposer de techniques permettant de
détecter ces toxiques aux concentrations usuellement rencontrées dans 1'environnement
Dans ce but, 1'utilisation de capteurs enzymatiques se révéle d'une excellente
efficacité [GUYONNET - 19787 .

Le capteur précédemment mis au point a été utilisé pour 1'étude des
phénoménes d'inhibition de systémes enzymatiques immobilisés et notamment dans le
cas du systéme urée/urdase [BEAUX - 1983]. Les inhibiteurs suivants ont fait 1'objet
d'une étude :

1'hydroxyurée
les ions fluorures F~

Tes ions mercuriques Hg2™¥

Le mode de préparation des thermistances ainsi que le dispositif expéri-
mental utilisé sont les mémes que précédemment.

Les inhibiteurs hydroxyurée et ions fluorures (inhibiteurs réversibles
immédiatement) [BEAUX - 1983] ne sont introduits dans la solution de substrat que
lorsque, pour une concentration de substrat donnée, la réponse du capteur est sta-
tionnaire.

Dans le cas des ions mercuriques (inhibiteurs non réversibles immédiatement
la thermistance est plongée dans une solution contenant 1'inhibiteur (concentration
CI) pendant un temps d'incubation t (= 10 mn). Aprés ringage, la réponse du capteur
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est étudiée en fonction de 1a concentration en substrat. La membrane est ensuite
PPNy . o o -1 N e e

régénérée par immersion dans une solution KCN 10 "M puis utilisée pour une nouvelle

étude.

Les figures 21, 22 et 23 représentent 1'influence de la concentration en
inhibiteur sur Ta réponse de la thermistance a uréase immobilisée. Dans tous les cas,
les parties linéaires des courbes sont paralléles & la courbe "témoin" obtenue en
absence d'inhibiteurs. '

Les concentrations d'inhibiteurs nécessaires a 1'obtention d'une inhibition
significative de la membrane enzymatique ne favorisent pas 1'utilisation de ce
capteur enthalpimétrique pour des applications analytiques dans 1'environnement.

De par son principe de fonctionnement, le capteur réalisé utilise une
concentration d'enzyme immobilisé aussi é&levée que possible. De ce fait, nous ne
nous trouvons p1Us dans les conditions optimales de détection de 1'inhibition
[BEAUX - 19831. |

IV - CONCLUSIONS

L'association d'une thermistance et d'une membrane enzymatique constitue
une solution quasi-universelle pour la réalisation de capteurs enzymatiques, toute
réaction chimique s'accompagnant d'une variation d‘enthalpie.

Cependant, avec le rapport signal/bruit observé au niveau de tels capteurs,

=

seules quelques substances peuvent donner lieu & un dosage significatif.

Un prix de revient faible ainsi que un temps de réponse inférieur a
5 secondes sont les principaux avantages du capteur enthalpimétrique.
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FIGURE 21 - Influence de la concentration en hydroxyurée sur la réponse de la
thermistance & uréase immobilisée :
—%—0 ; —e—5.100"M; —a—2.107°M.

Conditions expérimentales : tampon phosphate 0,25M ; pH = 7,0 ; 25,0°C.



- 59 -

ATmV
100f
_4
10~ M
2510"%m
10 |-
h s - ! ! i
10-3 510-3  10-2 510~2
[uréel M

FIGURE 22 - Influence de la concentration en fluoruie de sodium sur la réponse
de la thermistance 3 uréase immobilisée :
— 0; —e—107°M; —a—2,5.107°M.

Conditions expérimentales : tampon phosphate 0,25M ; pH = 7,0 ; 25,0°C.
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FIGURE 23 - Influence de la cdncentration en ions mercuriques sur la réponse
de Ta thermistance & uréase immobilisée :
——0; —a—3.107°M; —a— 107°M.
Conditions expérimentales : tampon phosphate 0,25M ; pH = 7,0 ; 25,0°C.

temps d'incubation 10'minutés,
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CHAPITRE II1

TRANSFERT DE MATIERE DANS UNE MEMBRANE ENZYMATIQUE :
INFLUENCE D'UN CHAMP ELECTRIQUE EXTERNE CONTINU

I - INTRODUCTION

L'influence d'un champ électrique sur les systémes enzymatiques peut étre
abordée de diverses maniéres, selon son origine et son intensité.

- Champ électrique interne au svstéme

- Lorsque 1'enzyme est immobilisé & la surface ou & 1'intérieur d'un
support chargé, les charges fixes créent localement un champ électrique susceptible
d'interférer avec les espéces ioniques (substrat, effecteurs, protons) participant
i la réaction enzymatique [GOLDSTEN - 1964 ; HORNBY et col. - 1968 ; SHULER et col. -
1972 ; HAMILTON et col. - 1973 ; KOBAYASHI et LAIDLER - 1974 ; CHAY - 1980 ;

KALTHOD et RUCKENSTEIN - 1982 a-blJ. :

- La différence de mobilité entre les diverses espéces ioniques qui parti-
cipent & une réaction enzymatique en milieu h&térogéne crée un potentiel de diffusion
susceptible de modifier la répartition de ces espéces [De SIMONE - 1977 ; PENNLINE
et col. - 1977 ; KALTHOD et RUCKENSTEIN - 1982 a-bl.

~ Champ électrique externe au systéme

L'application d'un champ &lectrique &levé peut modifier la conformation
des protéines [YOSHIOKA et col. - 19791 et donc, induire une perturbation de 1'acti-
vité catalytique des enzymes [FRINGELI et HOFER - 19801].

- Un certain nombre de travaux récents font &tat de la possibilité de
coupler une réaction &lectrochimique & un systéme enzymatique immobilisé&, par trans-
fert &lectronique direct ou indirect entre 1'é@lectrode et le site actif de 1'enzyme.
[VARFOLOMEEV et BEREZIN - 1978 ; OSIPOV et VARFOLOMEEV - 1980 ; BEREZIN et col.19801.

- Sous 1'effet d'un champ électrique, les espéces ioniques directement
ou indirectement impliquées dans la réaction enzymatique ne sont plus uniquement
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transportées par simple diffusion. Un certain nombre d'études ont &té réalisées

pour mettre en évidence la possibilité de modifier 1'activité catalytique d'enzymes

immobilisés & 1'aide d'un champ électrique externe [KUBO et col. - 1876 ; SELEGNY

et col. - 1977 ; KARUBE et col. - 1977 ; BOURDILLON et THOMAS - 1978 ; VALLIN et

TRAN-MINH - 1979]. Parallélement 3 ces études expérimentales, des analyses théoriques

ont été développées [SETO et HSIEH - 1976 ; SETO et HSIEH - 1978] et notamment par
VALLETON et col. -[1982 ; 1983, 19841 ainsi que SELEGNY et col. [1983].

Le développement probable des réacteurs utilisant des enzymes immobilisés,
dans les prochaines années, ainsi que 1'augmentation de 1'électricité d'origine
nucléaire ont contribué au choix de cette &tude. La connaissance des paramétres et
des mécanismes contribuant & la modification de 1'activité catalytique par applica-
tion d'une densité de courant constitue un apport & 1'utilisation potentielle de
ces bioréacteurs.

La démarche adoptée pour notre &tude a été de mettre en évidence, expéri-
mentalement, la possibilité de moduler 1'activité catalytique d'une membrane artifi-
cielle contenant un enzyme immobilisé, & 1'aide d'un champ é&lectrique.continu.

Deux enzymes ont &té utilisés & titre d'exemple :

- T'uréase qui fait intervenir un substrat ionique et des produits de
réaction acides et basiques faibles ;

- 1'acétylcholinestérase qui fait intervenir un substrat ionique et des
produits de réaction ioniques dont une espéce acide faible.

La modélisation de ces deux systémes enzymatiques a permis de mettre en
évidence 1'origine des modifications d'activité observées expérimentalement.

II - ETUDE DU SYSTEME UREE/UREASE

Les caractéristiques de ce systéme ont été décrites dans le chapitre I .

al) Matériel et méthode

Les deux dispositifs expérimentaux utilisés sont présentés sur la figure 24
Une cellule permettant d'appliquer un champ électrique perpendiculaire & Ta membrane
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FIGURE 24 - Représentation schématique du dispositif expérimental utilisé pour
1'étude de 1'influence d'une densité de courant sur 1'activité cata-

lytique d'une membrane enzymatique.

Fig. 24a - Un dispositif pH-stat régule le pH de la solution de
substrat circulant dans les deux compartiments A et B.

Fig. 24b - Deux dispositifs pH-stat régulent le pH des deux solutions
de substrat circulant de maniére indépendante dans les

compartiments A et B.
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enzymatique a été réalisée. Elle est divisée en quatre compartiments A, B, C et D
ayant chacun un volume de 5 cm®. La membrane enzymatique est obtenue par coréticula-
tion d'albumine et d'uréase d'aprés le mode opératoire décrit dans 1'annexe 2. La
résistance mécanique de cette membrane est améliorée grdce d une toile en nylon

noyée dans la masse de la membrane. L'épaisseur de la membrane ainsi obtenue est de

2 mm. E1le sépare les compartiments A et B dans lesquels circule 1a solution de
substrat. Deux membranes hydrophiles (Sartorius Membrane filter - R&f. SM 121-36)
séparent les compartiments D et A ainsi que B et C. Ce montage & quatre compartiments
permet d'éviter d'une part une dégradation électrochimique du substrat sur les élec-
trodes de platine et d'autre part 1'interférence des réactions de production/
consommation de protons aux électrodes avec la méthode de détermination de 1'activité
enzymatique (pH-stat). Les différentes solutions contiennent un sel de fond (K2S04)
en concentrations égales. Ce sel de fond est introduit pour "stabiliser" la conduc-
tivité électrique des solutions et éviter ainsi que les produits ioniques de réaction
et le titrant ne fassent trop varier la densité de courant en fonction du temps pour
une d.d.p. appliquée aux bornes de la cellule constante. La détermination des vites-
ses de consommation de substrat est obtenue par la technique du pH-stat, 3 partir

de la vitesse d'adjonction d'acide (H,S0, 107 'N).

La surface active des électrodes de platine et de la membrane enzymatique
est de 10 cm®. Les vitesses de circulation des différentes solutions sont é&gales
( 150 cm®.mn"') et aussi élevées que possible pour limiter 1'épaisseur des couches
limites de diffusion aux interfaces membrane/solution. La cellule est connectée
d une alimentation stabi]iséeA(Nobatron DCR 60~13 de SORENSEN). Toutes les solutions
sont thermorégulées (25,0 + 0,1°C) et ne contiennent pas de tampon pH. L'introduc-
tion de substrat se fait & 1'aide d'une microburette (GILMONT - 2,5 cm®) contenant
une solution d'urée molaire.

Les dispositifs expérimentaux permettent :

- de déterminer la vitesse de consommation d'urée correspondant a
1'ensemble de 1a membrane (Fig. 24a). La solution de substrat circule dans les
compartiments A et B ;

- de déterminer les vitesses de consommation de substrat correspondant
d chaque compartiment A et B (Fig. 24b). Les mesures sont réalisées de maniére
indépendante sur les deux solutions de substrat correspondant aux compartiments
A et B.
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Cette étude expérimentale a pour but de déterminer les valeurs des
paramétres suivants :

- concentration en sel de fond

- concentration en substrat

- pH de Ta solution de substrat
pour lesquels les modifications d'activité enzymatique observées par application
d'une densité de courant, sont optimales.

b) Résultats

o) Influence de la concentration en sel de fond K;S504

En présence d'une densité de courant imposée,le paramétre susceptible de
modifier 1'activité enzymatique de la membrane est la valeur du champ électrique
intramembranaire. Conformément & 1'équation (25) cette valeur est inversement propor-
tionnelle au terme : ¥ z. u. C..

i 1T

Les vitesses de réaction présentées sur les figures 256 4 29 sont rappor-

Y

tées & une membrane ayant une surface de 1 dm*.

La vitesse expérimentale de consommation de substrat (V:) est présentée
en fonction de 1'intensité (mA) sur la figure 25 et en fonction de la différence
de potentiel appliquée aux bornes de la cellule sur la figure 26, pour différentes
valeurs dela concentration en sel de fond. Le montage expérimental utilisé est présen
té sur 1a figure 24a. '

Pour une intensité nulle, la vitesse de consommation de substrat est peu
sensible aux variations de la force ionique de la solution.

Pour une intensité non nulle, la vitesse de réaction est d'autant plus
élevée que la concentration du sel de fond est faible.

La vitesse de réaction ne varie pas entre 0 et 2,2 volts (fig. 26), ce
qui correspond & 1'absence de courant dans le circuit.

Les études suivantes ont &té réalisées avec [K,S0.1 = 5,75 107*M. Pour
cette valeur, les espéces ioniques produites par la réaction enzymatique ainsi que
les ions introduits par le titrant (pH-stat) ne modifient pas de fagon notable la
conductivité de Ta solution de substrat pendant la durée d'une expérience. Par
ailleurs, 1'augmentation d'activité observée pour cette valeur de la concentration
en sel de fond reste importante (fig. 25).
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FIGURE 25 - Influence de la concentration en sel de fond (K SO04) sur la vitesse
de consommation de substrat (vg en micromo]efmn"l) en fonction de 1a

densité de courant (mA.dm 2).
——4,31.10"'M ; —a—5,75.10""M ; —eo—n 1,72.107M ;
—e—3,45.10"°M.

Conditions expérimentales : [urée] = 10™°M ; pH(o) = 5,02 ; 25,0°C.
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FIGURE 26 - Influence de la concentration en sel de fond (K2 SOs) sur la vitesse
de consommation de substrat (va en micromole.mn ') en fonction de la
différence de potentiel appliquée aux bornes de la cellule.

Légende et conditions expérimentales décrites Fig. 25.
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B) Influence de la concentration en substrat

La concentration en substrat détermine Ta vitesse de la réaction enzyma-
tique et par conséquent, la concentration des produits de réaction au sein de la
membrane. Le champ é&lectrique intramembranaire étant inversement proportionnel
a la concentration des espéces ioniques, nous avons étudié 1'influence de la concen-
tration en substrat sur la vitesse de réaction, en fonction de la densité de courant.
Les résultats sont présentés sur la figure 27a.

La figure 27b obtenue & partir de la figure 27a représente 1'augmentation
relative de la vitesse de réaction (#) en fonction de 1'intensité.

R = vitesse de réaction pour i # 0/vitesse de réaction pour i =0

Pour une intensité non nulle, cette augmentation est d'autant plus impor-
tante que la concentration en substrat est faible. Ce résultat confirme 1'influence
de Ta conductivité et donc du champ électrique intramembranaire sur les résultats
observés.

Lesmesures suivantes ont été obtenues avec les paramétres expérimentaux
suivants :

[K;S041 = 5,75.107*M et [uréel = 5.10" M

Y) Influence du pH de la solution de substrat pH(o)

La figure 28 montre 1'influence du pH de 1a solution de substrat sur les
résultats obtenus (montage expérimental décrit fig. 24a).

Pour une intensité nulle, la vitesse de réaction est pratiquement indépen-
dante de Ta valeur du pH de Ta solution de substrat. Celle-ci ne contenant pas de
tampon pH , Te pH intramembranaire résulte des contraintes diffusionnelles sur les
produits de réaction et ne dépend par conséquent que des paramétres cinétiques et
diffusionnels.

Les courbes obtenues ont une forme sigmoide. Le gain maximum d'activité
est observé d@ pH(o) = 6,0.

3) Etude cinétique comparée des compartiments anodique et cathodique

IT nous a semblé intéressant d'étudier la répartition de la vitesse
d'adjonction de titrant par le pH-stat, entre le compartiment anodique et Te
compartiment cathodique.
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FIGURE 27a - Influence de la concentration en substrat Cs(o) sur la vitesse

de consommation d'urée en fonction de la densité de courant.
V: (micromole.mn” ') en fonction de £ (mA.dm?)

—e—Cs(o) = 1,5.107°M ; —y—Cs(0) = 107°M ; ——Cs(0) =5.107"M

Conditions expérimentales : pH(0) = 5,02;{K,S0.1 = 5,75.107 "M ; 25,0°C.
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FIGURE 27b - Influence de la concentration en substrat Cs(o) sur la vitesse
de consommation d'urée en fonction de la densité de courant.

R (défini dans le texte) en fonction de .# (mA.dm?)

—e—C5(0) = 1,5.107M 3 —v— Cs(0) = L07°M 5 —=—Cs(0) = 5.107"M

Conditions expérimentales : pH(o) = 5,02 ;CK2S0.1 = 5,75.107*M ; 25,0°C.
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Intensité mA

FIGURE 28 - Vitesse de consommation de substrat va (mi cromo'le.m'in'l) -en fonction
de la densité de courant pour .différentes valeurs du pH de la solution
de substrat pH(o).

—o—pH(o) = 6,45 ; —e— PH(0O)

6,00 ; ——a— pH(0) = 5,40 ;
4,48.

—y—pH(0) = 4,70 j —a— pH(0)

Conditions expérimentales : Cs(o) = 5.107 M 5 [KeS041 = 5,75.107"M ;
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Le dispositif expérimental utilisé est décrit sur la figure 24b. Les
vitesses d'adjonction de titrant correspondant aux deux compartiments sont traduites
en vitesse de consommation de substrat (équation 35).

Les résultats obtenus pour deux séries de mesure correspondant d deux
valeurs imposées du pH de 1a solution de substrat sont présentés sur la figure 29.

Pour une intensité nulle, les conditions aux bornes de la membrane étant
symétriques, les vitesses de réaction correspondant aux deux compartiments sont
P - =1
égales (1,70.10"° mole.mn ).

Pour une intensité non nulle, les résultats obtenus font apparaitre une
asymétrie de la vitesse de réaction.

Les résultats de ]'analyse mathématique du.systéme montreront qu'il ne
faut pas identifier les réponses des deux pH-stats aux vitesses de consommation de
substrat. Seule la somme des deux vitesses d'adjonction de titrant (compartiment
anodique +-compartiment cathodique) peut étre transformée en vitesse de consommation
de substrat.

a) Hypothéses
La modification de Ta vitesse de consommation d'urée par application
d'une densité de courant peut avoir différentes origines :

- une variation des caractéristiques structurales de la membrane
uréase/albumine ; '

- une modification de 1'enzyme ;

- une modification du pgafi] derH au sein de la membrane qui induit
une modification des paramétres Vi et Kg de 1'uréase.

Dans 1a gamme de densité de courant utilisée (0 - 100 mA.dm 2) 1'un de
ces phénoménes aura un effet prépondérant.

Pour rendre compte des phé&noménes observés, un modé&le est &laboré. Celui-ci
utilise les équations de diffusion-réaction-électromigration décrites précédemment
(I-III-1-) avec rétroaction du pH sur les paramétres Vm et Km. En conséquence, nous
faisons 1'hypothése que les variations d'activité observées résultent effectivement
d'une modification du profil de pH intramembranaire par application d'un champ
électrique.
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Intensité mMA

FIGURE 29 - Vitesse de consommation de substrat va (micromo]e.min_l) correspondant
au compartiment anodique (————), au compartiment cathodique (==mmm=- o
ainsi qu'ad la somme de ces deux vitesses de réaction (—-——--)
pour deux valeurs du pH de la solution de substrat —e—pH(o) = 5,80 ;

—o— pH(o0) = 4,49.
Conditions expérimentales : Cs(o) = 5.107°M ;3 [KpS0.] = 5,75.107"M
25,0°C. ‘
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Constantes physiques utilisées dans la modélisation du systéme

urée/uréase :
Espéce chimique mobilité électrique coefficient de diffusion
dm?.v s dm?.s™*
Wt +3,65.107° 9,31.1077
NH,, +7,62.107° 1,96.1077
Bt +5,2 .107° 1,96.107
OH" - 2,06.107° 5,28.107
HCO5~ - 4,61.107° 1,20.1077
A" - 8,29.10 ° 1,06.1077
052" - 7,12.10°° 0,92.1077
urée S 1,2 .10_'7
NH — 1,2 .1077
H,CO3 — 1,2 .1077

TABLEAU 1
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Le tableau (1) donne les différentes constantes utilisées dans 1'analyse
mathématique.

Le modéle permet d'accéder au comportement de la membrane pour des valeurs
croissantes de 1a densité de courant (0 < £< 100 mA.dm 2).

Dans un premier temps, nous présentons les résultats théoriques obtenus
en absence de densité de courant imposée.Cette premiére partie de 1'étude mathéma-
tique décrit le comportement en milieu non tamponné de la membrane contenant

1'uréase immobilisée. Elle met en évidence 1'influence prépondérante des contraintes
diffusionnelles sur la cinétique enzymatique au sein de la membrane.

Dans un deuxiéme temps, nous examinons 1'influence d'une densité de
courant sur le comportement cinétique de la membrane enzymatique. Les profils de
pH intramembranaire ainsi que les profils de concentration des différentes espéces
chimiques présentes sont décrits pour différentes valeurs de la densité de courant.

b) Résultats

o) Densité de courant imposée nulle

Le modéle permet d'accéder aux profils de concentration intramembranaire
des différentes espéces impliquées dans la réaction enzymatique, ainsi qu'aux profils
de pH et de champ &lectrique.

La figure 30 représente & 1'état stationnaire :

- le profil de pH ainsi que les profils de concentration des produits de
réaction NHs, NH.' et HCO3™ (Fig. 30a) ;

- les profils de concentration de 1'anion du sel de fond A*” ainsi que
du substrat (Fig. 30b) ;

- le profil du gradient de potentiel de diffusion (Fig. 30c).

En absence de courant imposé (#= 0, egn. 25) la différence de mobilité
des différentes espéces ioniques se traduit par 1'apparition d'un potentiel de
diffusion [KALTHOD et RUCKENSTEIN - 1982 a,bl (Fig. 30c).

Ce potentiel de diffusion se traduit par une 1&gére modification des
profils de concentration des différentes espéces ioniques. Cet effet est mis en
évidence sur la figure 30b ol 1'on a représenté le profil de concentration de
1'espéce A%~.
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IGURE 30 - Présentation de différents profils intramembranaires accessibles
d partir du modéle, en absence de densité de courant imposée :

Fig. 30a - profil de pH et profil de concentration des produits de

réaction HCO;™ 3 NHs 5 NH.™.

Fig. 30b - profil de concentration du substrat et de 1'anion du sel de
fond A%~

Fig. 30c - profil du gradient de potentiel de diffusion

Données numériques introduites dans le modéle : .

Ca(o) = 107°M ; CB(0) = 1077M ; Cs(o) = 107°M ; Vm = 107" mole.dm
pH(o0) =5 : e = 2,5 mm.

3 -1
S 3
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Toutefois, ce champ &lectrique ne modifie pas notablement le comportement
cinétique de la membrane, et son influence peut par conséquent étre négligée.

Le caractére acide et basique faible des produits de réaction provoque
1'apparition d'un profil de pH (fig. 30a). En accord avec 1'équation (10) appliquée
au systéme urée/uréase, le pH intramembranaire tend vers une Timite supérieure
(pH -~ 9,2) lorsque la concentration en produits de réaction augmente.

Les conditions aux bornes de la membrane étant symétriques (pH(o) et Cs(o))
les profils de concentration sont symétriques par rapport au plan médian. (x = e/2)
de Ta membrane.

Les résultats expérimentaux présentés sur la figure 28 font apparaitre,
pour une densité de courant nulle 1‘'absence d'influence du pH de 1a solution de
substrat (pH (o)) sur la vitesse de consommation de substrat. Ce phénoméne, contraire
aux lois classiques de Ta cinétique enzymatique, peut étre expliqué grdce aux
résultats de 1'analyse mathématique.

al) Influence du pH de la solution de substrat pH(o)

La figure 3la représente 1'évolution du profil de pH intramembranaire
pour différentes valeurs du pH de 1la solution de substrat pH(o).

Lorsque le pH de la solution de substrat varie entre 7 et 5, les profils
de pH intramembranaire sont peu modifiés et ne dépendent que des contraintes
diffusionnelles sur les produits de réaction. Par conséquent, la vitesse de consom-
mation de substrat est relativement indépendante du pH aux bornes de la membrane,
pour 5 < pH, < 8 (Fig. 32a, paraéraphe suivant).

La figure 31b montre 1'évolution du pH au plan médian de la membrane
(pH e/2) en fonction du pH aux bornes de la membrane pour trois valeurs de Vm
Rappelons que le terme Vm représente, & une constante prés, la concentrat1on
- d'enzyme immobilisé dans 1a membrane. L'augmentation du terme anse traduit par
une augmentation de la concentration intramembranaire en produits de réaction et
par conséquent, par une diminution de 1'influence de pH(o) sur Te pH intramembra-
naire. Ce résultat est en accord avec les résultats expérimentaux de ATKINSON et
col. [19771 concernant 1'étude de particules d'uréase immobilisée dans un gel, en
absence de tampon pH.
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FIGURE 31 - Influence du pH aux bornes de la membrane (pH(o)) sur le pH intra-
membranaire en absence de densité de courant

Fig. 3la - profil de pH obtenu pour Vm = 107" mole.dm™*.s™'

Fig. 31b - pH au plan médian de la membrane (pH e/2) en fonction
de pH(e) pour trois valeurs de Vm (1) Vm = 107" 3
(2) Vm = 107 ; (3) vm = 10™° mole.dm™*.s™".

Données numériques introduites dans le modéle : Cs(o) = 107°M

e = 2,5 mm.
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pHio)= 9

pHol= 7
pHo)= 5§

pHo = 4
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\ C sio) = 24 10-1 M
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B \ Csio = 910‘3M
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Influence de la concentration en substrat aux bornes de 1a membrane

(Cs(0)) sur la vitesse théorique de consommation de substrat
(v% en micromo]e.mn_l) en absence de densité de courant imposée.

S
Fig. 32a - vt en fonction de Cs(o) pour différentes valeurs du pH

aux bornes de la membrane (pH(o0)).

Fig. 32b - v% en fonction de pH(o) pour deux valeurs de Cs(o) :

2,4.10"'M et 9.107 M.

Données numériques introduites dans le modéle :

e = 2,5 mm.

Vm = 10

~4

mo]e.dm-3

.S
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10 -

FIGURE 33 - Transformée de Lineweaver-Burk : 1/vi en fonction de 1/Cs(o) obtenue :
- & partir de la Fig. 32a (trait plein)
- dans 1'hypothése d'une cinétique michaelienne pour 1'enzyme en _
solution avec : Km = 1072M et Vm = 10™° ; 2.10™° et 107* mole.dm™>.s™"
(trait pointille).
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L'augmentation du terme de réaction dans 1'équation (22) par 1'intermé-
diaire de la concentration en substrat fait apparaitre le méme type d'effet.

o2) Influence de la concentration de substrat Cs(o)

L'évolution de la vitesse théorique de consommation de substrat (Vi en
micromo]e.mn'l) en fonction de 1a concentration de substrat aux bornes de la membrane
(Cs(o0)) pour différentes valeurs de pH(o) est présentée sur la figure 32a. Confor-
mément aux conclusions du paragraphe précédent (al) les courbes obtenues pour
8 < pH0 < 5 sont peu différentes. La figure 33 représente le faisceau de courbes
obtenues a partir de la figure 32a par la transformée de Lineweaver-Burk :

1/Vi = f(1/Cs(0)) (courbes en trait plein). Les droites (trait pointillé) sont
obtenues dans ‘1'hypothase d'une cinétique michaelienne classique (enzyme en solution)
et représentées d titre de comparaison. I1 apparait nettement que le comportement
cinétique de Ta membrane ne peut &tre décrit simplement & partir des hypothéses
michaeliennes du fait des contraintes diffusionnelles sur les espéces réagissantes
[ENGASSER et HORVATH - 1973 ; THOMAS - 1976 ; HAMILTON et col. - 1974]. Dans notre
cas (milieu non tamponné), les contraintes diffusionnelles sur les produits de
réaction induisent 1'établissement d'un profil de pH intramembranaire et par consé-
quent une variation des paramétres cinétiques Vm (x) et Km (x) au sein de la mem-
brane, le profil de pH étant lui-méme dépendant de la concentration en substrat
Cs(o) (Fig. 3la).

La figure 32b représente la vitesse théorique de consommation de substrat
(Vi en micromole.mn ') en fonction du pH de la solution de substrat. Elle donne
une image de la pH-dépendance de la membrane enzymatique en milieu non tamponné.

La vitesse théorique de consommation d'urée a été déterminée a partir
des flux interfaciaux de substrat (Equation29 avec u, = 0 ; chapitre I).
Pour une densité de courant imposéenulle, Tes différentes méthodes de calcul de
Vi donnent le méme résultat (chapitre I ; Equations 29 et 30).

L*influence de Ta concentration en substrat Cs(o) sur les profils de pH
intramembranaire est présentée sur la figure 34a. Lorsque la concentration en
substrat augmente, Te pH au sein de la membrane tend vers une limite supérieure
(9, 2).

A partir de la figure précédente, i1 est possible de tracer les variations
du pH au plan médian de la membrane (pH e/2) en fonction de Cs(o) (Figure 34b). La
courbe théorique obtenue est en accord avec les résultats expérimentaux de ATKINSON
et col. [19771.
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FIGURE 34 - Influence de la concentration en substrat aux bornes de la membrane
(Cs(o)) sur le pH intramembranaire,;en absence de densité de courant
imposée.

Fig. 34a - profil de pH pour différentes valeurs de Cs(a) .
(1)-2,43.107"M ; (2) 2,70.107°M ; (3) 9.10°°M ; (4) 3.10°°M ; (5) 10°°M
Fig. 34b - pH au plan médian de 1a membrane (pH e/2) en fonction de
Cs(o)

Données numériques introduites dans le modéle :

Ca(o) = 10™°M ;3 CB(0) = 107'M ; Vm = 10™°M ; pH(o) = 6.
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En pratique, le pH au plan médian de la membrane est accessible expéri-
mentalement en utilisant une électrode de verre enrobée d'uréase [TRAN-MINH et
BROUN - 1975]. Dans un tel montage, la membrane active a 1'une de ses faces en
contact avec la solution de substrat, 1'autre &tant au contact de 1'électrode.
Cette interface membrane &lectrode correspond au plan médian (x = e/2) dans la
description théorique de la membrane.

Une &lectrode de pH sur laquelle nous avons déposé une membrane obtenue
par co-réticulation d'uréase et d'albumine a été réalisée. La réponse de 1'électrode
en fonction de 1a concentration en substrat a &té étudiée en milieu non tamponné.
Les résultats sont présentés sur la figure 35.

A partir du mod&le, une courbe théorique a &té obtenue (trait fin) avec
les données numériques suivantes :

-e 0,25 mm
-1

Vm=5.10"° mole.dm .S

pH (o) = 6,0.

La correspondance entre les résultats expérimentaux et 1'analyse
mathématique du systéme est excellente.

B) Densité de courant imposé non nulle

Cette &tude est réalisée pour proposer une explication aux modifications
de la vitesse expérimentale de consommation de substrat résultant de T*application
d'une densité de courant (Figures 25 & 29).

Expérimentalement, la vitesse de consommation de substrat a été déterminée
a partir de la vitesse d'adjonction d'une solution d'acide HX par le dispositif
de pH-stat. En conséquence, nous avons déterminé a partir du modéle mathématique
1a vitesse théorique d'adjonction de titrant Vi (en micromo]e.mn-l) correspondant
i 1'hydrolyse, par la membrane enzymatique, de 1'urée.
Les flux interfaciaux des produits de réaction ont été déterminés
par 1'équation (32) conformément au schéma ci-aprés :
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FIGURE 35 - Variations théorique (—————) et expérimentale (0), en fonction de
1a concentration en substrat, du pH & 1'interface membrane/électrode
(pH e/2) obtenues en milieu non tamponné pour une &lectrode pH enrobée
d‘uréase immobilisée.
La courbe théorique (trait fin) est obtenue avec les données numériques
suivantes : Vm = 5.10™° mole.dm °.s™* ; e = 0,25 mm ; pH(0) = 6.
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interface anodique

solution membrane de surface &
——] flux interfacial de 1'espéce P : Jp
avec Jp <0

|
!
| —= Cp (1)
|
I

Cp (0) =0 — !

>l le Ax

== cp (1) +up * Cp (1)/2 * (E(0) + E(1))/2

avec Cp (1)/2 concentration de P & 1'interface

(E(o) + E(1))/2valeur du champ électrique d 1'interface

A titre d'exemple, la vitesse d'apparition de 1'espéce HCO; dans la
solution de substggﬁ est obtenue 3 partir de la somme des flux interfaciaux des
espaces HCOs , CO; et H,CO; corrigée par la fonction de répartition de 1'espéce
HCO; au pH de la solution de substrat considéré (fig. 3).

d HCO; /dt =o/{|Jmco;™| + IJCO:- | + |Jduzcos|} X 1 + CH( ) 4+ KEI 0))

Les grandeurs d €0;27/dt et d NH4+/dt sont obtenues selon le méme principe.
Ces trois valeurs introduites dans 1'équation (17) appliquée au systéme urée/uréase
permettent de calculer Vi pour chaque compartiment de la cellule.

v¥=d NH,T/dt - d HCO3 /dt - 2d C0;27/dt

La figure 36 représente la vitesse d'adjonction de titrant Vi (micromole.
mn'l) dans les compartiments anodique et cathodique, ainsi que la somme de ces
deux vitesses, en fonction de la densité de courant. Ces résultats théoriques sont
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FIGURE 36 - Vitesse theor1que d' adaonct1on de titrant HX par le dispositif
pH-stat (vt en micromole.mn” ) correspondant au compartiment anodique,
au compartiment cathodique, ainsi qu'd la somme de ces deux vitesses,
en fonction de la densité de courant.

Données numériques introduites dans le modéTe :
Ca(o) = 5,015.107°M 3 C(0) = 107°M ; Cs(0) = 5.107°M ;

Vm = 2.107% mole.dm™*.s™' ; pH(o) = 5,80 ; e = 2,5 mm.
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FIGURE 37 - Vitesse théorique de consommation de substrat (vt en micromole.mn 1)

correspondant au compartiment anodique, au compartiment cathodique
ainsi qu'd Ta somme de cas deux vitesses, en fonction de la densité
de courant.

Données numériques introduites dans le modéle : idem figure 36 -
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i rapprocher des résultats expérimentaux présentés sur la figure 29. Nous
constatons :

- que la vitesse d'adjonction de titrant augmente dans le compartiment
cathodique et diminue dans le compartiment anodique.

- que le saut d'activité observé expérimentalement pour £= 30 mA.dm >
(Fig. 29) est observé sur la courbe théorique (Fig. 36) pour
2

F=40 mA.dm .

- une allure générale des courbes sensiblement identique.

Les divergences entre le modéle et les résultats expérimentaux provien-
nent probablement de 1'utilisation de 1'é&quation (32) pour la détermination des
flux interfaciaux.

dc

| =P
PelPp *H G El x=0
X =8

En présence d'une densité de courant, le terme diffusionnel tend a
devenir négligeable devant le terme d'é&lectromigration. La présence de forts
gradients de concentration et de champ &lectrique aux interfaces (x = e et x = 0)
introduit une incertitude importante sur les valeurs de Ci et E utilisées.

Le modéle mathématique réalisé permet d'obtenir des résultats théoriques
(Fig. 36) dont la comparaison avec les résultats expérimentaux (Fig. 29) reste

globalement trés satisfaisante.

La vitesse d'ddjonctioh de titrant par le dispositif pH-stat (Vi) corres-
pond & 1'apparition dans la solution de substrat des produits de la réaction enzyma-
tique. La présence d'un champ électrique est susceptible de modifier la répartition
des flux des espéces ioniques HCO; , C03%7 et NHu+ entre le compartiment anodique
et le compartiment cathodique. I1 est par conséquent nécessaire de comparer 1a
vitesse théorique de consommation de substrat et la vitesse théorique d'adjonction
de titrant pour chaque compartiment.

La figure 37 représente les vitesses théoriques de consommation de substrat
Vi (en micromo]e.mn_l) correspondant au compartiment anodique, au compartiment
cathodique et Ta somme de ces deux vitesses correspondant au comportement global
" de la membrane. Ces vitesses de réaction sont déterminées & 1'aide de 1'équation (29)
et de 1'équation (31).
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La comparaison avec les résultats théoriques'présentés sur la figure 36
fait apparaitre une inversion de la polarité des phé&noménes observés. Lorsque la
vitesse de consommation de substrat augmente dans le compartiment anodique, (Fig. 37)
la vitesse d'adjonction de titrant par le pH-stat (Vi, Fig. 36) augmente dans le
compartiment cathodique.

Cette inversion est attribuable & 1'influence du champ &lectrique sur les
flux des espéces HCO; , C0s% et NH,

Considérons 1'interface anodique de la membrane.

solution membrane

B s s o HCOg
—~——> (032"
anode

B R - NH4+

Lorsque la valeur du champ électrique & 1'interface augmente

- le flux sortant des espéces HCO; et C0;*” tend & augmenter ;

- le flux sortant de 1'espéce NHL.+ tend & diminuer.

La vitesse d'adjonction de titrant étant déterminée a partir de 1'équation:

Vi = d NH.T/dt - d HCOsT/dt - 2d €0527/dt
il -apparait nettement que vi tend 3 diminuer dans le compartiment anodique et a
augmenter dans le compartiment cathodique.

Par ailleurs, le calcul de la vitesse de consommation expérimentale
de substrat (V:) & partir de la vitesse d'adjonction de titrant (Equation 35 et
Fig. 5 - chapitre I) suppose que la réaction enzymatique est stoechiométrique.

Urae COZtota'( + 2 NH3tota1

En présence d'un champ &lectrique, la stoechiométrie n'est plus respectée
si 1'on considére chaque compartiment individuellement, du fait de 1'électromigra-
tion des produits de réaction ioniques. La stoechiométrie n'est vérifiée que si
1'on considére 1'ensemble de Ta membrane, c'est-d-dire la somme des réponses des
deux pH=-stats.
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La modification de la vitesse de consommation de substrat par application
d'une densité de courant (Fig. 37) résulte d'une perturbation des différents profils
de concentration au sein de la membrane. En conséquence, nous avons représenté sur
la figure 38, les profils de pH (Fig. 38a) ainsi que Tes profils de concentration
du substrat (Fig. 38b) pour différentes valeurs de la densité de courant.

Les profils correspondants de champ €lectrique sont présentés sur la
figure 39.

Les profils de pH et de concentration de substrat symétriques pour#= 0
sont déformés lorsque la densité de courant imposéeaugmente.

- Pour 0 < F< 24 mA.dm %, le profil de pH et le profil de concentration
de substrat sont peu modifiés. Ceci correspond sur la figure 37 & une faible varia-
tion de la vitesse théorique de consommation de substrat.

- Pour £= 60 mA.dm_z le pH intramembranaire diminue et tend vers le pH
optimum de 1'uréase. L'augmentation correspondante de 1'activité enzymatique locale
se traduit par une modification du profil de concentration du substrat (Fig. 38b)
et par une augmentation de la vitesse théorique de consommation de substrat, (Fig.37)
notamment au niveau du compartiment anodique, du fait de 1'asymétrie du pH intra-
membranaire. |

- Pour.g= 78 mA.dm 2, le profil de pH est fortement modifié. Cet effet
ne s'accompagne pas d'une augmentation de la vitesse de consommation d'urée
(Fig. 37), celle-ci devenant limitée par la vitesse de diffusion du substrat aux
interfaces.

I1 apparait par conséquent, que 1'augmentation de la vitesse de réaction
par application d'une densité de courant a pour origine une modification du profil
de pH intramembranaire. Celle-ci résulte d'une perturbation sous 1'influence du
champ &lectrique intramembranaire, des profils de concentration des différentes
espéces participant directement ou indirectement a la réaction enzymatique. Par
conséquent, nous avons représenté sur les figures 40, 41 et 42, les profils de
concentration du sel de fond A2™ et B¥, de HCO;™, de NH; et de NH., © pour différentes

valeurs de la densité de courant.

Les modifications observées peuvent avoir plusieurs causes :

- un effet direct du champ &lectrique par 1'intermédiaire du terme
d'électromigration (&quation (22)) ;

=

- un effet indirect attribuable & une modification de 1'activité enzyma-
tique Tocale induite par la perturbation du profil de pH (terme de réaction dans
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FIGURE 38 - Influence de la densité de courant sur les profils de pH (Fig. 38a)
et de concentration de substrat (Fig. 38b‘) au sein de la membrane.
Données numériques introduites dans le modéle :
Ca(o) = 5,015.10°M 5 CB(0) = 107°M ; Cs(o) = 5.107*M
Um = 2.107% mole.dm™.s™' ; pH(o) = 5,80 ; e = 2,5 mm.
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FIGURE 39 - Profils de champ électrique intramembranaire pour différentes
valeurs de la densité de courant : 0 ; 24 ; 48 ; 60 et 78 mA.dm .
Données numériques introduites dans le modéle : .
Ca(o) = 5,015.107°M ; Ca(o) = 10 °M 5 Cs(o) = 5.107 M ;

Vm = 2.10°2 mole.dm ®.s ' ; pH(o) = 5,80 ; e = 2,5 mm.
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FIGURE 40 - Influence de la densité de courant sur les profils de concentration
du sel de fond.
Fig. 40a : profil de concentration de 1'espéce g*

Fig. 40b : profil de concentration de 1'espéce A%~
Données numériques introduites dans le modéle :
Ca(o) = 5,015.107°M ; Ca(o) = 107°M 5 Cs(0) = 5.107"M

Vm = 2.10"% mole.dm ®.s™* 5 pH(o) = 5,80 ; e = 2,5 mm.
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FIGURE 41 - Influence de la densité de courant sur les profils de concentration

de HCOs~
Données numériques introduites dans le modéle :
Ca(o) = 5,015.107°M ; C(o0) = 107°M 3 Cs(o) = 5.107"M 3

Vo = 2,107 mole.dm™>.s™" 5 pH(0) = 5,80 ; e = 2,5 mm.
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FIGURE 42 - Influence de la densité de courant sur les profils de concentration
de NH; (Fig. 42a) et de NH,™ (Fig. 42b).
Données numériques introduites dans le modéle :
Ca{0) = 5,015.107°M 3 Ca(o) = 107°M ; Cs(o) = 5.107 M ;

Vm = 2.10"2 mole.dm >.s™' ; pH(o) = 5,80 ; e = 2,5 mm.
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1'équation (22)) ;

- une modification des équilibres de dissociation des espéces acides
et basiques faibles résultant de la perturbation du profil de pH, (Figure 3).

En ce qui concerne les espéces AZ"et B* 1'application d'une densité de
courant imposée se traduit par 1'apparition d'un profii de concentration asymétrique.
La réaction enzymatique produisant des espéces ioniques, la conductivité intra-
membranaire est différente de la conductivité de la solution de substrat. Cet effet
se traduit par 1‘'apparition d'un profil de champ électrique dans la membrane
(figure 39).

Le modéle proposé fait apparaitre un bon accord entre résultats théoriques
et résultats expérimentaux. Dans la gamme de densité de courant tudiée, la modifi-
' cation de la vitesse de réaction est attribuable d une modification du pH intra-
membranairve, induite par une perturbation des profils de concentration des espéces

‘oniques présentes.

La méthode de détermination des vitesses expérimentales de réaction
(pH-stat) ne permet pas d'étudier individuellement les compartiments anodique et
cathodique de la membrane, du fait de 1'8lectromigration des produits de réaction.

L'étude d'un systéme enzymatique & substrat jonique devrait permettre de
compléter cette &tude. Nous avons &tudié 1'influence d'une densité de courant sur
le systéme acétylcholine/acétylcholinestérase.

II1I - ETUDE DU SYSTEME ACETYLCHOLINE/ACETYLCHOLINESTERASE

L'étude théorique de 1'influence de la densité de courant sur‘la vitesse
de consommation de substrat ainsi que sur les différents profils de concentration
a 6té étudiée en fonction des paramétres suivants :

concentration en substrat Cs(o)

concentration en sel de fond CA(o) ; CB(o)

pH de Tla solution de substrat pH(o)

o
concentration d'enzyme immobilisé dans la membrane (terme Vm).
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Ces différents résultats sont comparés aux résultats expérimentaux
obtenus.

Les caractéristiques de ce systéme enzymatique ont &té décrites dans
le chapitre I.

a) Hypothéses

Comme pour le systéme urée/uréase, et conformément aux conclusions
de 1'@tude précédente, nous faisons ]‘hypbthése que les modifications d'activite,
susceptibles d'intervenir dans la gamme de densité de courant étudiée, résultent
d'une perturbation des profils de concentration intramembranaire.

Les différentes constantes physiques utilisées lors de la mode11sat1on
sont présentées dans le tableau (2).

La différence essentielle de ce systéme par rapport au précédent est
le caractére tonique du substrat. Celui-ci participe par conséquent au passage

du courant au méme titre que le sel de fond ou les produits ioniques de la
réaction enzymatique.

Constantes bhysiques utilisées pour la modélisation du systéme
Acétylcholine/Acétylcholinestérase.

Espéce chimique mobilité é]ectrique.‘. ' coefficient de diffusion
pi (dm?.V7hsTh) | Di (dm?.s™})

Wt + 3,65.107° 9,31.107"
Acétylcholine +3,59.107° 0,92.107
choline +3,59.107 0,92.107
B* +5,20.10°° 1,96.1077
CHs €00 - 4,24.10"° 1,10.1077
OH” - 2,06.107° 5,28.1077
A%” - 8,29.10°° 1,06.10°
CHs COOH — 1,10.1077

TABLEAU 2
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b) Résultats

o) Influence de la concentration en substrat Cs(o) .

Les données numériques introduites dans 1e modéle sont :
mole.dm >-s ' 3 pH(o) = 7,0 5 e = 1,25,107% dm ; Ca(o) = 107'M ;

-4

(=]
Vm = 10
CBto) = 2.107*M.

Le substrat est introduit sous forme de sel (S7)2, A*"et le sel de fond
est supposé étre (B+)2, A",

L'évolution de la vitesse théorique de consommation de substrat (Vi enmicrc
mole.mn” ") en fonction de Ta densité de courant, pour différentes valeurs de la
concentration en substrat aux bornes de la membrane (Cs(o)) est présentée sur la
Figure 43. Cette vitesse a &té calculée ad partir de ]féquation (31). Pour une densité
de courant donnée, la valeur du champ électrique intramembranaire est d'autant plus
faible que la concentration en substrat est &levée, conformément & 1'augmentation du
terme ? Z; us Ci de 1'équation (25).

L'augmentation de la vitesse théorique de consommation de substrat avec

la densité de courant peut avoir deux causes :
pH
- une augmentation du terme Vm (x) par suite d'une modification du

profil de pH intramembranaire.

- une augmentation de la concentration locale de substrat (Cs(x))

induisant une augmentation du terme de réaction :
pH pH
Vm (x) C (x)/Km(x) + Cs(x)

L'évolution des profils de concentration de substrat pour des valeurs
croissantes de la densité de courant est présentée sur la figure 44, pour deux
valeurs de la concentration en substrat aux bornes de la membrane : Fig. 44a,
Cs(o) = 2.107*M,.#= 0,25 et 45 mA.dm ° ; Fig. 44b, Cs(o) = 107°M, #= 0, 60, 100 et
180 mA.dm 2. '

L'évolution correspondante des profils de pH intramembranaire est
présentée sur les figures 45a et b.

Sous 1'influence du champ électrique, la concentration intramembranaire
en substrat augmente (Fig. 44 a et b). Le passage du courant &lectrique se traduit
par une augmentation du flux entrant de substrat au niveau de 1'interface anodique
de 1a membrane.
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CS(O): 10’3 M

Cs(o)=5 10'4 M

Csi) =210"% M

Cslo)=10"%M
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FIGURE 43 - Vitesse théorique de consommation de substrat (Vi en micromo]e.mn'l)

en fonction de la densité de courant pour différentes valeurs de Ta
concentration en substrat Cs(o).

Données numériques introduites dans le modéle :

Vm = 107" mole.dm™®.s™* 5 Ca(o) = 107*M ; Ca(0) = 2.107*M ;

pH(0) =7,0; e = 1,25 mm. '



- 101 -

210

2107~ 180

Cs(M) L e , .

FIGURE 44 - Influence de la densité de courant sur les profils de concentration
du substrat pour deux valeurs de la concentration en substrat aux

bornes de 1a membrane (Cs(o)).

Fig. 44a - Cs(o) = 2.107*M ;%= 0,25 et 45 mA.dm >

Fig. 44b - Cs(o) = 107°M ; £ = 0,60, 100 et 180 mA.dm °
Données numériques introduites dans le modéle : idem Fig. 43.
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FIGURE- 45 - Influence de la densité de courant sur les profils de pH pour deux
valeurs de la concentration en substrat aux bornes de la membrane
(Cs(0))-
Fig. 45a : Cs(o) = 2.107"M ; F = 0,25 et 45 mA.dm °
Fig. 45b : Cs(o) = 10°°M ; £ =0, 100 et 180 mA.dm >
Données numériques introduites dans le modéle :
o - - - v “twm o,
Vm = 10™* mole.dm °.s™' ; Ca(o) = 107"M ; Cs(0) = 2.10 M ;
pH (0) =7,0; e = 1,25 mm.
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Un effet de conductivité analogue & celui décrit pour le sel de fond
lors de 1'&tude du systéme urée/uréase peut étre observé pour 1'acétylcholine.
I1 se traduit par la possibilité d'observer une concentration intramembranaire
de substrat supérieure 3 la concentration en substrat aux bornes de la membrane
(Fig. 44b).

Les profils de pH symétriques pour une densité de courant nulle résultent
du caractére acide du produit de réaction (acide acétique). La présence d'une
densitd de courant se traduit par une perturbation de ces profils (Fig. 45).

Sous 1'influence du champ électrique intramembranaire, les deux paramétres
daéterminant le terme de réaction dans 1'équation (22) Cs(x) et V% (x) sont modifiés.
Pour prendre en compte les variations simultanées de ces deux paramétres, nous
avons représenté sur la figure 46 les profils correspondant d'activité enzymatique

locales A définie précédemment (Chapitre I, Equation 30).
pH pH
A-(x)= Vm'(x) Cs¢x)/Km (x) + Cs(x)

Pour Cs(o) = 107°M ﬁig. 46b), le profil d'activité enzymatique locale
tend vers un profil Timite (Vm (x)) corresponqgnt i une cinétique d'ordre 0 par
rapport au substrat (Cs{x) > km(x)=>A(x)—=Vm (x)).

Pour Cs(o) = 2.107*M (Fig. 46a), la concentration de substrat au sein
de 1a membrane reste du méme ordre de grandeur que le Km. Le profil d'activité
enzymatique Tocale ne tend pas vers un profil limite dans la gamme de densité
de courant &tudiée.

Ces deux comportements différents apparaissent sur la figure 43. Pour
Cs(o) = 10"°M, la vitesse théorique de consommation de substrat tend vers un
plateau lorsque la densité de courant augmente, contrairement a ce qdi est observé
pour Cs(o) = 2.10° "M:

Nous avons représenté sur les figures suivantes les profils de concen-
tration des différentes espéces chimiques présentes ainsi que le profil de champ
électrique, dans le cas ou Cs(o) = 107°M, et pour des valeurs croissantes de la
densité de courant (0, 40, 100 et 180 mA.dm °).

- figure 47 : profil de concentration de A2”
figure 48 : profil de concentration de B"

figure 49 : profil de concentration des espéces CH3;C00™ (Fig. 49a) et CH3COOH
(Fig. 49b)
Figure 50 : profil de concentration de la choline

Figure 51 : profil de champ &lectrique.
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FIGURE 46 - Influence de la densité de courant sur le profil d'activité
enzymatique locale ( A en mole.dm™*.s ') pour deux valeurs de la
concentration en substrat aux bornes de la membrane (Cs(o)).
Fig. 46a : Cs(o) = 2.107"M ; # = 0,25 et 45 mA.dm
Fig. 46b : Cs(o) = 107°M ;£ = 0,60, 100 et 180 mA.dm >
Données. numériques introduites dans le modéle :

Vm = 107 mole.dm *.s™! ; Ca(o) = 107*M ; Ca(o) = 2.107"M ;
pH (o) #/,0; e = 1,25 mm.
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FIGURE 47 - Influence de la densité de courant sur le profii de concentration
de 1'espéce A%~

Données numériques introduites dans le modéle
Q

ym = 10°* mole.dm *.s™' ; Ca(o) = 107*M ; Ca(o) = 2.10™°M ;
pH (o) =7,0; e = 1,25 mm.

avec Cs(o) = 107°M.
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FIGURE 48 - Influence de la densité de courant sur le profil de concentration
de 1'espéce B*.
Données numériques introduites dans le modéle : .
Vo = 107* mole.dn™.s™! ; Ca(o) = 107*M ; Ca(o) = 2.107°M ;
pH (o) =7/,0; e = 1,25 mm.
avec Cs(o) = 107°M.
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FIGURE 49 - Influence de la densité de courant sur les profils de concentration
de CHs .CO0 (Fig. 49a) et de CH;COOH (Fig. 49b).
Données numériques introduites dans le modéle :

Vm = 107" mole.dmn *.s™* ; Ca(o) = 107*M ; Ca(a) = 2.107*M ;
pH (0) =7,0; e = 1,25 mm.

avec Cs(o) = 107°M.



FIGURE 50 - Influence de la densité de courant sur le profil de concentration
du produit de réaction : la choline.
Données numériques introduites dans le modéle : )
Vm = 107 mole.dn™.s™* ; Ca(o) = 107°M ; Ca(0) = 2.107*M ;
pH (o) =7,0; e = 1,25 mm.
avec Cs(o) = 107°M,
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FIGURE 51 - Profil de champ é&lectrique intramembranaire pour différentes valeurs
de la densité de courant : 0, 20, 60, 100 et 180 mA.dm ~.
Données numériques introduites dans le modéle : idem Fig.50Q .
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Comme pour le systéme urée/uréase, la modification des profils de
concentration résultant de la présence d'un champ électrique intramembranaire
sont attribuables a :

- un effet direct du champ électrique sur les espéces ioniques par
1'intermédiaire du terme d'électromigration (&quation 22) ;

y - une mod1f1cat1on de 1'activité enzymatique locale par 1'intermédiaire
de Vp (x) et de Cs(x) 3

- une modification de 1'équilibre de dissociation de 1'espéce acide faible
résultant de la perturbation du profil de pH (Fig. 6).

En absence de courant imposé, le gradient de potentiel de diffusion
(2a3 V.dm maxi) se traduit par une 1égére modi fication du profil de concentra-
tion des espéces A2~ et BY (Fig. 47 et 48 ; 4 = 0).

R) Influence de la concentration en sel de fond

Les phénoménes observés dépendent essentiellement du champ &lectrique
intramembranaire dont la valeur est inversement proportionnelle a la-concentration
en sel de fond. L'@volution de la vitesse de consommation de substrat en fonction
de 1a densité de courant pour différentes valeurs de la concentration en sel de fond
est présentée sur la figure 52.

Pour une densité de courant nulle, la vitesse de réaction est indépendante
de la force jonique du milieu, le gradient de potentiel de diffusion ne modifiant
que dans une trés faible mesure les différents profils de concentrat1on

L'augmentation de la vitesse de réaction avec la densité de courant
est d'autant plus rapide que la force ionique de la solution de substrat est
faible. Toutefois, le gain absolu d'activité est plus important pour des forces
joniques élevées, bien que nécessitant un courant plus fort.

L'examen des profils de concentration du substrat ainsi que des profils
de pH pour deux valeurs de la concentration en sel de fond ; CA(0) = CB(o) =0
(figure 53) - et Ca(o) = 5.10"'M, CB(0) = 10~ M ;(figure 54)fait apparaitre :

- une faible modification du profi1 de pH ;
- une augmentation globale de la concentration en substrat au sein de la
membrane lorsque la densité de courant croit.
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FIGURE 52 - Vitesse théorique de consommation de substrat (vt en micromo1e.mn'1)

en fonction de la densité de courant pour différentes valeurs de la
concentration en sel de fond :

(a), Ca(o) = Ca(o) = 0 3 (b) Ca(o) = 107*M, Ca(0) = 2.107 "M ;

(¢c) Ca(o) = 2,5.107"M, CB(0) = 5.107"M ; (d) Ca(o) = 5.107"M,

Cs(0) = 107°M.

Données ‘numériques introduites dans le modéle :

vm = 10~ mole.dm ®.s™' 5 Cs(o) = 5.107*M ; pH(o) =7,0; e = 1,25 mm.
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FIGURE 53 - Influence de la densité de courant sur les profils de concentration
de substrat (Fig. 53a), les profils de pH (Fig. 53b) et sur les

profils d'activité enzymatique locale (A en mole.dm >.s™') (Fig. 53c)
en absence de sel de fond ; Ca(o) = Ce(o) = 0.

Données numériques introduites dans le modéle : idem Fig. 52.
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FIGURE 54 - Influence de la densité de courant sur les profils de concentration
de substrat (Fig. 54a), les profils de pH (Fig. 54b) et sur les
profils d'activité enzymatique locale (A en mo1e.dm"3.s'1)n (Fig. 54c¢)
en présence de sel de fond ; Ca(o) = 5.107"M ; Cm(o) = 107 M.
Données numériques introduites dans le modéle : idem Fig. 52.
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Pour prendre en compte les variations simultanées des termes Cs(x) et
Vm (x), nous avons représenté sur les figures 53c et 54c Tes profils d'activité
enzymatique Tocale A(X).

La courbe obtenue pour une densité de courant égale & 180 mA.dm'2
(Ca(o) = 5.107"M ; CB(0) = 107°M) fait apparaitre un profil d'activité enzymatique
locale 1égérement supérieur & celui obtenu pour £= 45 mA.dm > (Ca(o) = Cs(0) = 0).
Ceci se traduit sur la figure 52 par une augmentation plus importante de la vitesse
de consommation de substrat en présence de sel de fond.

v) Influence de la concentration d'enzyme immobilisé

o]
Le terme Vm (Equation 22) représente, & une constante preés, la concentra-
tion d'enzyme immobilisé au sein de la membrane.

L'application d'une densité de courant se traduit par une augmentation
globale de la concentration en substrat ionique au sein de la membrane. Cet effet
se traduit d'autant plus par une augmentation de la vitesse de consommation de
substrat que la membrane est concentrée en sites actifs. La figure 55 illustre
ce phénoméne. La figure 56 représente les profils correspondant de concentration
de substrat pour deux va1eurs de la dens1te de courant (0 et 100 mA. dm 2) et pour
trois valeurs du terme W1 : Fig. 56a, Vm = 10"° ; Fig. 56b, Vm = 10 * et Fig. 56c,
vm = 1075 mole.dm’ s~

Pour une densité de courant nulle, 1'augmentation de la concentration
d'enzyme immobilisé se traduit par une augmentation de la vitesse de consommation
de substrat (Fig. 55). Néanmoins, pour une membrane trés active, la vitesse de
réaction devient 1imitée par la-vitesse de diffusion du substrat aux interfaces,
comme Te montre 1'avolution des profils de concentration de substrat Torsque le
terme V;1 augmente (.#= 0 ; Fig. 56).

En présence d'une densité de courant, Te flux entrant de substrat au
niveau de 1'interface anodique de la membrane augmente, la composante diffusionnel-
le de ce flux devenant rapidement négligeable devant le terme d'électromigration
(Equation 19) Torsque la densité de courant augmente. Cet apport de substrat par
électrotransport se traduit d'autant plus par une augmentation de la vitesse de
consommation de substrat (Fig. 55) que 1a membrane est concentrée en enzyme
(si Cs(x) < Kmn(x)) comme le montre 1'évolution des profils de concentrat1on de
substrat Torsque le terme Vm augmente (# = 100 mA.dm "2 ; Fig. 56).
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FIGURE 55 - Vitesse théorique de consommation de substrat (vt en micromole.mn™ ')

en fonction de 1a densité de courant, pour trois valeurs du terme V; :
107°, 107" et 107° mole.dm ®.s*.

Données numériques introduites dans le modéle :

Ca(o) = 2,5.107"M, CB(0) = 5.107*M ; pH(o) =7,0; Cs(o) = 5.10°'M ;
e = 1,25 mm.
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FIGURE 56 - Influence de la densité de courant sur les profils de concentration
de substrat, pour trois valeurs du terme Vm

Fig. 56a : Vm = 10~% mole.dm >.s™' 3 # =0 et 100 mA.dm
Fig. 56b : Vm = 107" mole.dm *.s™ ; # =0 et 100 mA.dm -
Fig. 56c : Vm = 107° mole.dn™®.s™t 3 # =0 et 100 mA.dm™°

Données numériques introduites dans le modéle : idem Fig. 55.
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d) Influence du pH de la solution de substrat pH(o)

Comme dans le cas du systéme urée/uréase, le pH intramembranaire dépend
essentiellement des contraintes diffusionnelles sur les produits de réaction.

La figure 57 représente la vitesse théorique de consommation de substrat
(Vi en micromo]e.min-l) en fonction de la densité de courant pour différentes valeun
du pH aux bornes de la membrane pH(o). ‘

Pour 5.0 < pH(o) < 9,0 les courbes obtenues sont voisines quelle que soit
la densité de courant.

Pour pH(o) = 4,0, 1a membrane est globalement moins active.

Les profils de pH correspondants pour deux valeurs de la densité de
courant (0 et 70 mA.dm~?) et pour trois valeurs de pH(o) (9,0 ; 5,0 et 4,0) sont
présentés sur la figure 58.

Pour pH(o) = 5,0 et pH(o) = 9,0, Tes profils de pH obtenus sont proches,
quelle que soit la va]éyr de Ta densité de courant (0 ou 70 mA.dm'z).

Pour pH(o) = 4,0, 1'acide acétique, produit de Ta réaction enzymatique,
ne modifie que dans une trés faible mesure le profil de pH intramembranaire
(pH(x) = pH(0) ;Vx).

Cette &tude a pour but de montrer la possibilité de moduler la vitesse
de consommation de substrat par application d'une densité de courant dans le cas
du systéme acétylcholine/acétylcholinestérase et de confirmer ainsi les résultats
de 1'@tude mathématique.

Nous avons &tudié les variations de la vitesse de consommation de
substrat en fonction de la densité de courant pour différentes valeurs des para-
métres réactionnels : Cs(o) et pH(o).

Auparavant, et afin de vérifier 1'exactitude du modé&le, nous
avons, comme pour 1'6tude du systéme urée/uréase, réalisé une &lectrode de pH

~

enrobée d'une membrane i acdtylcholinestérase immobilisé. Ce montage a permis
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FIGURE 57 - Vitesse théorique de consommation de substrat (vt en micromole.mn ')
en fonction de la densité de courant, pour d1fferentes valeurs du pH
aux bornes de la membrane : pH(o) = 9,0 ; 7,0 ; 5,0 et 4,0.
Données numer1ques 1ntrodu1tes dans le modéle :
Cs(o) = 5.107"'M 3 vm = 107 mole.dm™>.s™  ; e = 1,25 mm ; Ca(o) =10""'M
et Cs(0) = 2,1.10‘“M pour pH(o) = 9 ; Ca(o) = 107*M et CB(0) = 2.107"M
pour pH((o) =7 ; Ca(o) = 1,05.10'“M et Cs(0) = 2.107"M pour pH(o) = 5 ;
Ca(o) = 1,5.107'M et Ca(o) = 2.107"M pour pH(o) = 4
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FIGURE 58 - Influence de la densité de courant sur les profils de pH intramenbra-
naire pour trois valeurs du pH aux bornes de la membrane :
pH(0) = 9,0 ; ===eu- pH(0) = 5,0 ; - . pH(o0)
# =0 et 70 mA.dm °.
Données numériques introduites dans le moddle : idem Fig. 57.

= 4,0
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d'étudier la variation du pH au plan médian de la membrane (pH e/2) en fonction de la
concentration en substrat. La courbe expérimentale a &té comparée aux courbes
theéoriques obtenues & partir du modéle, pour une densité de courant nulie.

a) Matériel et méthodes

o) Electrode enzymatique

L'électrode enzymatique réalisée est composée d'une &lectrode de pH
(Metrohm, réf :6.0203.000)sur laquelle est déposée une membrane de 0,2 mm d'épais-
seur, obtenue par coréticulation d'albumine et d'acétylcholinestérase (SIGMA,
type VI-S 490unités/mg) conformément au mode opératoire décrit dans 1'annexe 2.
La réponse de 1'@lectrode enzymatique en fonction de 1a concentration en substrat
d'une solution non tamponnée de KpSOs (5,75.10'“M) a été étudiée.

B) Etude de 1'influence d'une densité de courant

. L'atude de 1'influence d'une densité de courant sur la vitesse de consom-
mation de substrat a &té réalisée grdce au dispositif expérimental précédemment
décrit lors de 1'étude du systéme urée/uréase (figure 24a).

La membrane enzymatique est réalisée en utilisant le mode opératoire
décrit dans 1'annexe 2. La surface effective de la membrane est de 10 cm?. Le débit
des différentes solutions est de 180 cm®.mn . La vitesse de consommation de substrat
est déterminée & partir de la vitesse d'adjonction d'une solution de soude par le
dispositif de pH-stat en utilisant 1'équation (38).

Comme dans le cas du systéme urée/uréase, des essais "a blanc" ont été
réalisés. Ces manipulations faites en absence de membrane enzymatique (toutes
choses égales par ailleurs) ont pour but de vérifier 1'absence de réponse des deux
pH-statsdans la gamme de densité de courant utilisée.

Nous avons étudié :

- 1a vitesse de consommation de substrat en fonction de la densité de
courant pour trois valeurs de la concentration en substrat aux bornes de la membrane:
Cs(0) = 5.107*M, 107°M et 2.107°M.

- 1a vitesse de consommation de substrat en fonction de Ta densité de
courant pour trois valeurs du pH aux bornes de la membrane : pH(o) = 8.4 ;
7,0 ; 5,1.
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FIGURE 59 - Variations expérimentale (---) et théorique (——) en fonction de la
concentration en substrat, du pH & 1'interface membrane/électrode,
obtenues en milieu non tamponné pour une &lectrode pH enrcbée
d'acétylcholinestérase immobilisée.

Les courbes théoriques ont &té obtenues & partir des donnédes numériques
suivantes : pH(o) = 7,0 ; e = 0,2 mm.
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b) Résultats

La figure 59 représente la réponse de 1'électrode enzymatique (pH e/2)
en fonction de la concentration en acétylcholine. La courbe expérimentale (——-—-)
se situe dans le réseau de courbes obtenues & partir du modé&le, en absence de
densité de courant, pour trois valeurs du terme V% . 107° ;-2.10'5 et 107" mole.
dm~>.s~ ' (courbes trait plein).

Ce résultat permet de constater le bon accord entre le modéle et les
résultats expérimentaux, pour une densité de courant imposé nulle.

La vitesse de consommation de substrat (VZ en micromole.mn” ') en fonction
de Ta densité de courant pour trois valeurs de la concentration en substrat est pré-
sentée sur la figure 60.

Ces résultats expérimentaux font apparaitre comme le laissait prévoir le
modéle une augmentation d'activité de la membrane enzymatique en présence d'un
courant imposé. La gamme de variation de la densité de courant pour Taquelle ces
phénoménes sont observés correspond aux valeurs prévues par le modéle (0-150 mA.dm'Z).
L'allure générale des courbes expérimentales obtenues refléte sensiblement les
courbes obtenues par le modéle (figure 43).

L'influence du pH de Ta solution de substrat sur les courbes obtenues
est présentée sur la figure 61. La comparaison avec les résultats théoriques
(figure 57) n'est pas trés bohne, bien qu'un certain nombre de points communs
apparaissent :

- aux faibles valeurs de la densité de courant ( £ < 10 mA.dm 2) la
vitesse de réaction n'augmente pas.

- pour des valeurs de la densité de courant plus &levées (> 20 mA.dm )
la vitesse de consommation de substrat augmente rapidement.

Comme le laissaient prévoir les résultats de 1'analyse mathématique du
systéme acétylcholine/acétylcholinestérase, 1'application d'une densité de courant
se traduit par une augmentation de la vitesse de consommation de substrat. Cet effet

peut &tre attribué 3 une augmentation de la concentration intramembranaire en
acdtylcholine résultant de 1'effet d'électrotransport du substrat ionique.
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FIGURE 60 - Vitesse expérimentale de consommation de substrat (v: en micromo]e.mn'l)
en fonction de la densité de courant pour trois valeurs de la concen-
tration en substrat Cs(0) : —g— , Cs(o0) = 5.107"M
—e— ,Cs(0) =107°M ; _—e—1, Cs(0) = 2.107°M.
Conditions expérimentales : pH(o) = 6,00 ; 25,0°C.
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FIGURE 61 - Vitesse expérimentale de consommation de substrat (ve en micromole.mn”

en fonction de la densité de courant, pour trois valeurs du pH de la
solution de substrat pH(o) : 5, 10 ; 7,00 et 8,40.
Conditions expérimentales : Cs(o) = 5.107*M ; K,S0, = 107'M ; 25,0°C.



- 124 -

La perturbation du profil de pH intramembranaire qui résulte de la modi-
fication des profils de concentration des diverses espéces ioniques n'est pas le
phénoméne prépondérant dans les modifications d'activité observées, contrairement
d ce qui est décrit dans le cas du systéme urée/uréase.

Pour une membrane fortement active, la vitesse de consommation de substrat
est en général limitée par les contraintes de diffusion internes et/ou externes
d 1a membrane enzymatique [ENGASSER et HORVATH - 1973 ; HORVATH et ENGASSER - 1974 ;
SUNDARAM - 1978 ; KASCHE et BUCHOLZ =~ 1979 ; ENGASSER et HISLAND - 1979 ; MARC et
ENGASSER - 19821. Dans le cas d'un substrat ionique, 1'application d'une densité de
courant se traduit par une augmentation de la concentration intramembranaire en
substrat et par conséquent, par une disparition de ces limites diffusionnelles.

IV - DISCUSSION ET CONCLUSIONS

Le modéle mathématique réalisé pour 1'étude de 1'influence d'une densité
de courant sur 1'activité catalytique d'une membrane enzymatique suppose que le
systéme formé par 1'association du support protéique et du catalyseur enzymatique
ne comporte pas de charges &lectriques fixes. Cette hypothése, commune & beaucoup
de modéles, doit étre discutée.

La membrane formée par coréticulation d'albumine et d'enzyme contient
approximativement 10 % de protéine et 90 % d'eau. Cette composition entraine deux
effets :

- La structure macromoléculaire des protéTnes leur confére un caractére
polyélectrolytique [SUN - 1969, 19701 susceptible d'induire un effet de tampon
pH au sein de 1a membrane.

- La présence de fonctions carboxyliques et de fonctions amines que ce
soit sur 1'albumine [SAIFER et PALO - 19697 ou sur 1'enzyme introduit des charges
électriques fixes susceptibles d'interférer avec les espéces ioniques qui partici-
pent & Ta réaction enzymatique [DAVID - 19731.

L'effet tampon vis-d-vis du pH, induit par la nature macromolé&culaire
du support, influence 1'établissement des profils de pH au sein de Ta membrane
en régime transitoire [CHAY - 1979, 19801 mais pas les profils obtenus d 1'état
stationnaire comme le prouvent les résultats expérimentaux présentés sur les
figures 35 et 59.
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Le caractére acide et basique faible des fonctions carboxylique et amine
permet de définir pour une protéine son point isoélectrique (pI). C'est la valeur
du pH pour laquelle la résultante des charges négatives (carboxylate) et positives
(ammonium) est globalement nulle. La protéine est chargée positivement pour pH < pI
et négativement pour pH > pI. L'albumine et 1'uréase ont un point iscélectrique de
5 et 5,4 respectivement. La réaction entre le glutaraldéhyde et diverses protéines
a été &tudiée plus particuliérement par HOOPWOOD [HOOPWOOD - 1969 ; 1970 a,b ;
HOOPWOOD et col. - 1970]. Cette réaction se traduit par une diminution du pI de la
protéine attribuable & la disparition de fonctions amines primaires lors de la forma-
tion de liaisons intra et intermoléculaires.

En conséquence, i1 est possible d'attribuer aux membranes utilisées dans
cette &tude un pl voisin de quatre.

Les charges fixes portées par la membrane excluent les ions de méme signe
et une différence de potentiel de DONNAN s'é@tablit & chaque interface membrane/
solution. Lorsque la force ionique du milieu augmente, la charge effective portée par
les macromolécules diminue conformément d 1'effet polyé&lectrolytique CVALLIN -

1980 a,bl.

Dans le cas du systéme urée/uréase, la réaction enzymatique se traduit
par une augmentation du pH intramembranaire (pH -+ 9,2) et la membrane est globalement
chargée négativement [DAVID - 19731.

Dans le cas du systéme acétylcholine/AChE, la réaction enzymatique diminue
le pH intramembranaire (pH 5 4). La membrane est globalement moins chargée que
dans le cas du systéme urée/uréase.

Ces charges fixes sont—elles susceptibles de modifier de fagon notable
les profils de concentration des espéces chargées dans la membrane et par conséquent,

de mettre en cause la validité des équations utilisées dans notre modéle ?

Pour discuter de 1'influence de ces charges fixes, i1 est nécessaire de
dissocier dans notre modéle, les résultats obtenus en absence et en présence d'un
courant imposé.

- Pour une densité de courant non nulle, la gamme d'intensité étudiée
se traduit par des valeurs de champ électrique intramembranaire relativement
élevées (10-100 V.dmfl) devant lesquelles les valeurs du champ &lectrique issues
du potentiel de diffusion et du potentiel &lectrostatique di aux charges fixes peuven:



- 126 -
étre négligées.

- Pour une densité de courant nulle, i1 faudrait pouvoir comparer les
influences relatives du potentiel de diffusion et du potentiel &lectrostatique dii
aux charges fixes [KALTHOD et RUCKENSTEIN - 1982 a,b]. Dans 1'hypothése ol Te
potentiel électrostatique ne serait pas négligeable par rapport au potentiel de
diffusion (pris en compte dans notre modéle), i1 faut avoir & 1'esprit que :

(1) 1e pH intramembranaire est gouverné essentiellement par les produits de réaction
enzymatique. '

(2) le gradient de potentiel de diffusion ne modifie que trés peu les profils de
concentration observés pour les deux systémes &tudiés.

Ces deux remarques montrent que la présence d'un potentiel &lectrostatique
comparable au potentiel de diffusion n'aurait que des effets minimes sur les profils
de concentration des différentes espéces qui participent & la réaction enzymatique,
et par conséquent, sur 1'activité enzymatique membranaire.

Une autre hypothése faite, est 1'absence de couches-limites .de diffusion
aux interfaces membrane/solution. Les effets de ces couches non agitées sur le
comportement cinétique de systémes enzymatiques immobilisés ont fait 1'objet de
nombreuses &tudes [HORVATH et ENGASSER - 1974 ; De SIMONE - 1977 ; PENNLINE et col. -
1977 ; SUNDARAM - 19781. Dans notre étude expérimentale, la vitesse de circulation
de la solution de substrat a été choisie aussi &levée que possible de maniére a
minimiser 1'importance de ces couches de diffusion. Nous supposons dans notre étude
théorique que la concentration de substrat aux bornes de la membrane est égale & la
concentration du substrat dans 1a solution.

Par ailleurs, les deux systémes étudiés sont susceptibles de donner lieu,
en absence de courant imposé et dans certaines conditions, & des phénoménes
d'hystérésis ainsi qu'a des oscillations chimiques temporelles [KERNEVEZ et col. -
1978 ; BARBOTIN et col. - 1979 ; SELEGNY et VINCENT - 1980 ; FRIBOULET et col. -
1981 ; VINCENT et SELEGNY - 1981]1. Aucun résultat expérimental ne permet de penser
que ces phénoménes interviennent en présence d'une densité de courant imposée,
tout au moins, dans les conditions expérimentales utilisées.

L'étude de 1'influence d'une densité de courant imposée sur le comportement
cinétique de systémes enzymatiques immobilisés a été réalisée. Deux enzymes ont été
étudiés :

- 1'uréase catalysant la décomposition de 1'urée (substrat non ionique)
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en produits de réaction acides et basiques faibles.

- 1'acétylcholinestérase catalysant la décomposition et 1'acétylcholine
(substrat ionique) en choline (produit ionique) et en acide acétique.

' Pour ces deux systémes, nous avons mis en &vidence expérimentalement,
la possibilité d'augmenter la vitesse de conversion du substrat a 1'aide d'un champ
électrique externe continu.

Pour comprendre 1'origine de cette modification d'activité, un modéle
a 6té réalisé prenant en compte les équations de diffusion-réaction, classiques en
cinétique hétérogéne, associées & un terme d'électromigration des espéces ioniques
au sein de la membrane. La nature acide ou basique faible des produits de réaction
induit une rétroaction du pH sur la cinétique enzymatique par 1'intermédiaire de
la pH dépendance des paramétres Vm et Km.

La modélisation de ces deux systémes permet d'analyser d'une part,
Teur comportement cinétique en absence de courant imposé et en milieu non tamponné

et d'autre part, les modifications obtenues par application d'une densité de courant. -

La nature différente des deux substrats utilisés implique deux mécanismes
fondamentalement différents de 1'augmentation de 1'activité enzymatique.

Dans le cas du systéme urée/uréase, le profil de champ &lectrique
intramembranaire résultant de 1'application d'une densité de courant se traduit
par une modification des profils de concentration des différentes espéces induisant
une modification du profil de pH. Par 1'intermédiaire de 1a pH dépendance des
paramétres cinétiques Vm et Km, cette modification du pH intramembranaire résulte
en une augmentation de 1'activité enzymatique.

Dans le cas du systéme acétylcholine/AChE, 1'&lectrotransport du substrat
ionique provoque une augmentation de sa concentration au sein de Ta membrane et
par conséquent une augmentation de 1'activité enzymatique lorsque la concentration
en substrat n'implique pas une cinétique d'ordre O. Ce phénoméne se superpose a
une variation des paramétres cinétiques Vm et Km par suite d'une modification du
profil de pH intramembranaire.
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IT est nécessaire de situer nos résultats théoriques et expérimentaux
par rapport a la Tittérature et plus particuliérement par rapport aux travaux
ol un champ électrique externe est utilisé pour moduler 1'activité catalytique
d'une membrane contenant un enzyme immobilisé.

KUBO et col. [1976] ont décrit 1'influence d'un champ électrique sur
1a lipase immobilisée dans une membrane constituée par 1'association collagéne-
cristaux liquides. Les modifications observées résultent du réarrangement des molé-
cules de cristaux liquides sous 1'influence d'un champ électrique et non de modifi-
cations intrinséques de 1'activité enzymatique.

VALLETON a réalisé, en 1980, une é&tude théorique de 1'influence d'une
densité de courant imposéesur différents systémes enzymatiques "idéaux" ol les
espéces joniques participant 4 la réaction enzymatique (substrat, produits, effec-
teurs) sont supposées entiérement dissociées. En conséquence, les espéces acides
ou basiques substrats ou produits de la réaction sont des acides ou des bases fortes.
Par ailleurs, 1'auteur a développé un modéle ol les équations de diffusion-réaction
électromigration sont appliquées aux espéces H" et OH™ contrairement & notre étude,
ot la concentration de ces espéces est calculée & partir de 1'équation d'électro-
neutralité. Ces deux hypothéses de travail induisent un certain nombre de différences
par rapport 4 nos résultats et notamment en ce qui concerne les modifications des

profils de pH intramembranaire.

BOURDILLON et THOMAS [1979] ont &tudié 1'influence d'un champ &lectrique
sur une membrane artificielle contenant de T'hexokinase immobilisée. La complexité
du systéme enzymatique &tudié (présence d'ATP et d'ions Mg®*) n'a pas permis &
ces auteurs d'interpréter les phénoménes observés. Néanmoins, d'aprés notre
étude, les variations d'activité observées pourraient correspondre a 1'apparition
d'une dissymétrie de comportement de la membrane (diminution de la vitesse de
consommation de substrat dans le compartiment anodique et augmentation simultanée

dans le compartiment cathodique) et non & une modification globale de 1'activité
enzymatique membranaire.
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- 131 -

CHAPITRE 1V

ETUDES PROSPECTIVES

I - INTRODUCTION

Nous avons voulu terminer cette étude par quelques essais d'application
pratique des résultats de notre travail. Dans cette optique, nous avons étudié en
collaboration avec la Société Rhdne-Poulenc, 1'influence d'une densité de courant
sur deux enzymes, la lactase et 1'aminoacylase [CLOUS - 1979 et NEYRET - 19807.

En dernier lieu, nous avons étudié 1'influence de la co-immobilisation de glucose
oxydase sur la vitesse d'hydrolyse du lactose par une lactase immobilisée.

II - INFLUENCE D'UNE DENSITE DE COURANT SUR LA LACTASE

Le lactosérum ou "petit lait" est un sous produit de Ta fabr%cation du
fromage obtenu lors de la coagulation du lait par la présure. C'est une solution
de sels minéraux.de lactose (45-50 g/litre) et de protéines.

Aprés récupération de ces protéines (ultrafiltration, résines échangeuses
d'ions) les jus Tactosés résiduels peuvent &tre récupérés et valorisés. Ceci permet
par ailleurs d'éviter les problémes de pollution 1iés au rejet d'effluents liquides
riches en matiéres organiques.

Le processus d'assimilation du lactose par 1'organisme passe par 1'hydro-
lyse de ce sucre en glucose et galactose sous 1'action d'un enzyme intestinal :
la lactase. La sécrétion de cet enzyme décroit rapidement avec 1'dge. On estime
qu'a 1'dge adulte, 20 % des individus de race blanche et 80 % des individus de
race noire ont une déficience en lactase.

I1 apparait par conséquent intéressant de développer de nouveaux procédés
permettant de transformer ces jus lactosés en hydrolysats concentrés, a& haute
valeur nutritive.
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La société RHONE-POULENC a développé un procédé d'hydrolyse du lactose
par une lactase (B-galactosidase - E.C. 3.2.1.23 d'Aspergillus Niger) immobilisée
par liaison covalente sur grains de silice activée au glutaraldéhyde. La "sphérolac-
tase" obtenue a les caractéristiques suivantes :

pH optimum de fonctionnement compris entre 3 et 4 ;

Domaine de stabilité compris entre pH = 4 et pH = 8

Température optimum d'utilisation 55°C

Activité : 65 unités par gramme. Une unité est la quantité de support
qui hydrolyse une micromole de lactose par minute, @ pH = 4,5 et &
55°C.

2°) Hydrolyse_du_lactose par_la_sphérolactase

Le schéma de principe du montage expérimental est présenté sur la figure
62. La solution de lactose (2.107°M ; 25,0°C 3 pH = 5, 6 ou 7 ; [K2S04] = 5,75.107'M 3
120 cm®) continuellement recyclée, traverse le compartiment central (Fig. 62) conte-
nant la sphérolactase (2 'g) contenue entre deux toiles de nylon trés fines. Le débit
de circulation est de 10 Titres/heure.. .

- Les compartiments Tatéraux (B et B' ; Fig. 62) contiennent une solution
aqueuse de K,S0, 5,75.10 ‘M.

Pour une différence de potentiel donnée variant entre 0 et 30V (constante
sur la durée d'une expérience et correspondant 3 une densité de courant comprise
entre 0 et 80 mA/dm?) la solution lactosée circule pendant un temps détermingé :

15, 30 ou 60 minutes. En cours d'éxpérience, des échantillons de cette solution (1lmL)
sont réguliérement prélevés et le glucose formé est dosé dans un dispositif annexe
par une méthode enzymatique (dosage de 1'acide gluconique formé par oxydation du
glucose par 1a glucose-oxydase).

Cette &tude ne fait apparaitre aucune influence du champ &lectrique sur
la vitesse de conversion du lactose en glucose et galactose. Ce résultat est en
accord avec les conclusions de 1'étude des systémes urée/uréase et acdtylcholine/AChE:

- le substrat et les produits de réaction ne sont pas des espéces ioniques
et par conséquent, la présence d'un champ &lectrique ne perturbe ni
le transfert de substrat, ni 1'évacuation des produits de réaction.

- Ta réaction enzymatique ne produit pas d‘esﬁéces acides ou basiques
faibles dont la répartition au niveau du site actif de 1'enzyme pourrait
étre influencée par la présencé d'un champ électrique et donc modifier
la cinétique réactionnelle.
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FIGURE 62 - Représentation schématique du dispositif expérimental utilisé pour
1'étude de 1'influence d'une densité de courant sur la cinétique
d'hydrolyse du lactose par la lactase immobilisée.
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FIGURE 63 - Représentation schématique du dispositif expérimental utilisé pour
1'étude de 1'influence d'une densité de courant sur la cinétique
d'hydrolyse du lactose par la lactase en solution.
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Il est toutefois intéressant de constater que le champ électrique n'agit
pas sur la protéine enzymatique (dans la gamme de différence de potentiel utilisée)

conformément aux conclusions de L'étude des deux systémes précédemment décrits.

Pour confirmer ce résultat, et & 1'initiative de RHONE-POULENC, des
manipulations ont été réalisées en phase homogéne, avec la lactase en solution.

Le schéma de principe du dispositif expérimental utilisé est présenté
sur la figure 63. Les manipu]ations'sont réalisées en batch. Le compartiment central
contient la solution de lactose (40 g.L™" 3 pH = 4,5 ; 25,0°C ; [K.S04] = 5,75.107"M;
20 cm®). 1,5 cm® d'une solution aqueuse de lactase sont introduits en début de
manipulation. Les compartiments latéraux contiennent une solution aqueuse de K;SO,
(5,75.10'“M). Des manipulations de durée constante (20 mn.) ont &té réalisées pour
des différences de potentiel appliquées constantes (0 ; 10 et 20V). En fin de mani-
pulation, la réaction est stoppée par une trempe du mélange réactionnel(3mn & 100°C).

Le glucose formé par hydrolyse du lactose est dosé par une méthode
enzymatique.

Toutes choses égales par ailleurs, aucune variation de la cinétique
d'hydrolyse du lactose, en fonction de la différence de potentiel appliquée aux
bornes de la cellule n'a &té observée. Des manipulations réalisées en faisant varier
Te pH du mélange réactionnel, Ta quantité d'enzyme en solution et la durée d'expé-
rience n'ont apporté aucune donnée supplémentaire.

4°) Réaction_d'immobilisation de la_lactase sur grains de silice activée au

Dans le but d'améliorer les performances de la "sphérolactase", nous
avons étudié précédemment 1'influence d'une densité de courant sur la réaction
d'hydrolyse du lactose par ce support enzymatique. Dans cette optique, une deuxiéme
démarche consiste & augmenter 1'activité de la sphérolactase au cours de son
élaboration, c'est-da-dire, au cours de la réaction d'immobilisation de la lactase

sur la silice activée au g]utaraTdéhyde.

L'immobilisation de 1'enzyme se fait par formation de 1iaisons covalentes
entre la lactase et le support porteur de fonctions aldéhyde.
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Le schéma de principe du montage expérimental utilisé est identique a
celui présenté sur la figure 62. Le support (2g) est placé entre deux toiles de
nylon et traversé par la solution de lactase a 4 % (120 cm® ; pH = 4,5 ; 25,0°C ;
125 cm®.mn” ') pendant une durée de trois heures.

Afin de contrdler le bilan global de la réaction, des mesures d'acti-
vité ont été réalisées sur :

Ta solution enzymatique initiale

Ta solution enzymatique aprés réaction
les solutions de rincage de la sphérolactase obtenue

la sphérolactase.

Des manipulations réalisées en faisant varier la différence de potentiel
appliquée aux bornes de 1a cellule (0 ; 20 et 30V) ne font apparaitre aucune varia-
tion notable de 1'activité de la sphérolactase obtenue.

III - INFLUENCE D'UNE DENSITE DE COURANT SUR LA REACTION D'IMMOBILISATION DE
L'AMINOACYLASE SUR SUPPORT ECHANGEUR D'IONS

La synthése d'acides aminés & des fins alimentaires ou industrielles

peut étre réalisée selon deux voies :
- par synthése chimique donnant un mélange racémique D-L

- par fermentation qui fournit 1'isomére L.

L'examen des besoins en acides aminés de diverses espéces animales fait
apparaitre une déficience soit en L-méthionine, soit en L-lysine, selon 1a prove-
nance des protéTnes alimentaires. Contrairement & la plupart des acides aminés, la
méthionine est obtenue par synthé&se chimique totale, conduisant au mélange racé-
mique. Bien que la méthionine soit 1'un des rares acides aminés dont les formes
chirales D et L soient assimilables par 1'homme, i1 est important de disposer de

méthodes permettant d'obtenir 1'un des isoméres optiques a partir du mélange racé-
mique.

Le procédé de fabrication de L-méthionine & partir du mélange racémique
a &té Te premier exemple d'application des enzymes immobilisés a 1'échelle indus-
trielle. I1 a &té développé par la firme TANABE SEIYAKU sous 1'impulsion des travaux
de CHIBATA et TOSA en 1969.
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Le principe de la réaction est présenté.sur le schéma suivant :

D.L - méthionine

acylation .
Acétyl D.L- méthionine —-
racémisation
A2
. (\030‘3\3
™
L-Méthionine Acétyl-D-méthionine

acide acétique

La Société RHONE-POULENC commercialise une silice poreuse (sphérosil)
qui se préte bien & la préparation de supports échangeurs d'ions. I1 est possible,
en particulier, d'immobiliser 1'aminoacylase sur ce type de support (sphé&roamino-
acylase) par 1'intermédiaire de groupes ammonium quaternaire (- N {CHs)s, C17)
portés par le sphérosil (sphérosil QMA).

L'influence d'un champ &lectrique sur la réaction d'immobilisation de
1'aminoacylase sur sphérosil QMA a &té étudiée & 1'aide du montage expérimental
présenté sur la figure 64. Le compartiment central contient 24g de support condi-
tionné sous forme - N (CH3)s, C1~. Les compartiments extérieurs contiennent
une solution aqueuse de K,SO. 5,75.107"M.

La solution enzymatique contenant 0,5 % en poids d'enzyme (40 cm® ;
Pi 107°M, pH = 7,0 ; 25,0°C) est introduite sans recyclage au niveau du compartiment
central.
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FIGURE 64 - Représentation schématique du dispositif expérimental utilisé pour
1'atude de 1'influence d'une densité de courant sur la réaction de

fixation de 1'amino-acylase sur support échangeur d'ions.
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différence de | nombre de quantité d'aminojactivité de la quantité
potentiel manipulationgacylase initiale|sphéroamino- d'aminoacylase
appliquée (unite) acylase récupérée
(Volt) (unité) (unité)
(a) (b) (c) (d)

0 5 450 53 200

10 2 420 58 180

20 2 400 60 190

30 2 435 77 210

40 2 440 84 230

50 2 435 105 210

60 2 490 120 290

(a) une unité est la quantité d'enzyme (ou de support) produisant une micromole
d'acide acétique & partir d'acétyl-DL-méthionine par minute & pH 7 et & 25°C.

(b) contenue dans les 40 cm® de solution enzymatique avant passage dans la cellule.
(c) contenue dans les 24g de support introduits dans la cellule.

(d) contenue dans les 40 cm® de solution enzymatique aprés passage dans la cellule
et dans les eaux de ringage.

TABLEAU 3

- . - - - -



- 139 -

En fin de manipulation, les activités des différentes solutions enzyma-
tiques (solutions initiale, finale et solution de ringage) ainsi que 1'activité
de la sphéroaminoacylase obtenue sont déterminées par la technique du pH-stat
& partir de la vitesse d'hydrolyse de 1'acétyl D-L-méthionine en L-méthionine
et acide acétique.

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 3.

L'activité de la sphéroaminoacylase obtenue augmente lorsque la différence

de potentiel appliquée aux bornes de la cellule augmente.

Cet effet peut avoir deux causes :

- la quantité d'enzyme immobilisé par gramme de support augmente
- pour une méme quantité d‘enzyme immobilisé par gramme de support, le
complexe enzyme-sphérosil est plus actif.

Si 1'on suppose qu'il n'y-a pas de dénaturation de 1'enzyme au cours de
Ta réaction d'immobilisation, et que la quantité totale d'enzyme se répartit sans
perte entre les différentes solutions. et le support, la deuxiéme hypothése semble
étre la plus probable.

En absence d'étude plus approfondie, i1 est difficile d'avancer une
explication de cet effet du champ &lectrique sur Ta réaction d'immobilisation.

IV - INFLUENCE DE LA CO-IMMOBILISATION DE GLUCOSE-OXYDASE SUR LA CINETIQUE
d'HYDROLYSE DU LACTOSE PAR UNE LACTASE IMMOBILISEE

Les courbes théoriques et expérimentales (fig. 3la et 34a) qui montrent
1'évolution du pH intramembranaire en fonction de la concentration en substrat,
en absence de densité de courant et en milieu non tamponné font apparaitre des
gradients de pH élevés entre la membrane et la solution.

IT nous a semblé intéressant d'utiliser cette propriété pour décaler le
pH au sein de la membrane vers le pH optimum de 1'enzyme immobilisé sans modifier
le pH de la solution de substrat, conformément au schéma ci-apres.
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Solution| Membrane Solution Solution| Membrane Solution
contenant E; contenant
E1+E2
pH(o) pH(o) pH(0) —— —— pH(0)

e = ————— pH optimum de
1'enzyme E;

Es
Sl - gl P1

E:

E2
S, > P, + HT

Nous avons appliqué ce raisonnement au systéme lactose/Tactase (E.) en
utilisant un second systéme enzymatique (Ez2) glucose/glucose oxydase ol 1'un des
produits de la premiére réaction enzymatique (le glucose) est le substrat de la
réaction enzymatique 2.

L'8tude du comportement cinétique de systémes multienzymatiques immobi-
* 1isés [ENGASSER et HISLAND - 19791 constitue, pour le génie enzymatique, Ta base
 du développement des réacteurs dits "de deuxiéme génération”. L'é@tude théorique
du-couple lactase-glucose oxydase immobilisé a notamment été étudié par D. THOMAS
[19711. '

% Le schéma réactionnel est le suivant :

: lactase
lactose —>= glucose + galactose
: pHOpt = 4,5
Km = 107.107°M

glucose

0, oxydase
pHOpt ==?,l
Km= 10 M

Acide D-gluconique + H202
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La glucose oxydase contient des traces de catalase (800 U/mg) qui catalyse
la décomposition de H,0,. Pour que 1'acide gluconique formé (pKa = 3,86 a 25°C)
4 partir du glucose provoque 1'établissement en milieu non_tamponné d'un profil de
pH, i1 faut qu'il existe au niveau de 1'enzyme des contraintes de diffusion sur

les produits de réaction.

Trois dérivés insolubles A, B et C pour lesquels le rapport glucose oxydase,
lactase varie, ont été réalisés. I1s sont obtenus par'enrobage de grains de silice
(P = 200u) & 1'aide d'un mélange enzyme-albumine réticulé par le glutaraldéhyde
selon le mode opératoire décrit ci-dessous.

N

g de support sont introduits dans 3 cm® d'une solution (I) contenant :

1 ml solution aqueuse d'albumine & 17,5 % ;

1 ml d'eau permutée ;

1 ml solution aqueuse de lactase & 200mg/cm® (4 unités/ul) (Ref. 8/78
fournie par RHONE-POULENC) ;

- x uL d'une solution aqueuse de glucose oxydase (SIGMA - type II)
contenant 4 unités par uL d'enzyme.

Pour le dérivé A x = 0 pl
Pour le dérivé B =10 uL
Pour le dérivé C x =20 uL

Au bout d'une heure, ces grains de support imbibés de Tla solution (I)-

sont séparés et plongés pendant 10 min. dans 40 cm® d'une solution agitée de
glutaraldéhyde & 12,5 % contenant du tampon phosphate 0,12M; pH 7,0.

Les supports obtenus (A, B, C) se caractérisent par un film protéique

enrobant le grain de silice (& = 250u).

Le schéma de principe du montage expérimental utilisé est présenté sur
la figure 65. La colonne contient 900 mg de support et est traversée par une
solution de lactose (40 g/L) non tamponnée circulant avec un débit de 120 cm®/heure.
Elle est assimilable & un microréacteur & 1it fixe et & flux ascendant.

Le pH de Ta solution est maintenu constant (pH = 7) par un dispositif
pH-stat qui permet &galement de déterminer la vitesse de production d'acide
gluconique. '
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FIGURE 65 - Représentation schématique du dispositif expérimental utilisé pour

1'étude de laccinétique d'hydrolyse enzymatique du lactose par la
lactase immobilisée.

Sphérolactase Dérivée Dérivé Dérive
A B c
glucose oxydase X100 . .
Lactase (a) 0 9 1% 2%
vitesse production ,s(b) _gb)
acide gluconique 0 0 1,1.10 3.10
mole/heure/gramme
i i b) (b) (b) (b)
vitesse production £ / ) -4 -y
glucose 0,97.107" 1,5.107° | 2,5.10 4,33.10
mole/heure/gramme
pH de 1a salution
de substrat aprés 7,0 7,0 6,35 6,10
le réacteur

(a) déterminé par le rapport du nombre d'unités de' glucose oxydase au nombre d'unités
de lactase dans la solution I.

(b) les vitesses de réaction sont déterminées d& 25°C, pour une solution de Tactase

(40g/1itre) en milieu non tamponné, pour un pH maintenu.constant (pH=-stat)
et égal & 7,0.

TABLEAU 4
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Des pré]évemenfs successifs (1-2 cm®) sont effectués. Le glucose contenu
dans ces échantillons est transformé en acide D-gluconique par la glucose oxydase
puis dosé par la technique du pH-stat par une solution de soude 107 M.

La figure 66 représente 1'@volution de la quantité de glucose formé
en fonction du temps, pour les trois dérivés insolubles A, B et C. Le tableau 4
résume les vitesses de production de glucose et d'acide gluconique obtenues pour
les différents types de support.

- La présence de glucose oxydase co-immobilisée se traduit par une augmen-
tation de la vitesse d'hydrolyse du lactose.

- 1a quantité d'acide gluconique formé reste faible devant la quantité
de glucose (B : 4,5% 3 C : 7 %).

L'augmentation d'activité des supports B et C par rapport au support A
est attribuable a deux effets :

-#Création d'un gradient de pH au sein de la particule de support par
suite de 1a’formation d'acide D-gluconique. Le pH optimum de la lactase se situant
vers 4,5 et le pH de Ta solution de substrat &tant proche de 7, ceci se traduit par
une augmentation de 1'activité de la lactase.

- Diminution du pH de Tla solution de substrat au cours de sa progression
au sein du 1it de support par suite de la production d'acide gluconique. Cette
variation du pH reste cependant faible (Tableau 4).

De maniére d mieux visualiser le gradient de pH au sein de la particule,
nous avons réalisé une électrode enzymatique obtenue par coréticulation d'albumine,
de Tactase (40 unités) et de glucose oxydase (0,8 unité ) suivant le mode opéra-
toire décrit dans 1'annexe 2. La réponse de 1'électrode en fonction du temps pour
différentes valeurs de la concentration en lactose est présentée sur la figure 67.

La présence de glucose oxydase se traduit par une diminution du pH
intramembranaire. Celui-ci tend vers 4,65 pour une concentration en lactose de
40 g/litre et pour un rapport glucose oxydase/lactase de 2 %. Ce rapport correspond
d la composition du dérivé C précédemment é&tudié.

La présence d'un gradient de pH important entre la solution de substrat
(pH(0) = 7) et la particule contenant le systéme enzymatique jmmobilisé (pH(e/2) =
4,65) se traduit par une augmentation de 1'activité enzymatique (Fig. 66) par
1'intermédiaire de la pH-dépendance du Vm de la lactase (pH optimum = 4,5).



- 144 -

glucose formé

male x 10
C
28 |
20 -
B
i85 L
A
10 p
5 L
O v L L ! ! |- ) ) .
0 100 200 300 400 500
Temps mn

FIGURE 66 - Quantité de glucose formé (mole) en fonction de temps pour trois
dérivés insolubles de la lactase pour Tesquels le rapport glucose-

oxydase/lactase varie : A, 0% 3 B, 1% ; C, 2 %.
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FIGURE 67 - Variation en fonction du temps, du pH & 1'interface membrane/é&lectrode

obtenue en milieu non tamponné pour différentes valeurs de la concen-
tration en lactose avec une é&lectrode pH enrobée d'une membrane conte-
nant de Ta Tactase immobilisée et 2 % de glucose oxydase.
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V - CONCLUSIONS

L'ensemble des &tudes expérimentales présentées dans ce chapitre a
caractére purement prospectif, permet de dégager un certain nombre de résultats.

L'immobilisation d'aminoacylase sur support échangeur d'ions (sphérosil
QMA) en présence d'un champ &lectrique externe continu, fait apparaitre une modi-
fication de 1'activité du support enzymatique obtenu. Des é&tudes complémentaires
devraient permettre de déterminer 1'origine et la nature de cette modification,
ainsi que ses limites.

L'étude du couple glucose oxydase/lactase immobilisé a permis de mettre
en évidence 1'augmentation de 1'activité de la lactase consécutive @ la co-immobilisa
tion de glucose oxydase. Lorsque, dans un procédé industriel, i1 est impossible ou
coliteux, d'ajuster par adjonction d'acide ou de base, le pH de la solution de
substrat au pH de fonctionnement optimum de 1'enzyme immobilisé, cette méthode peut
se révéler avantageuse. Notamment en industrie agro-alimentaire, la mise en pH trop
acide ou basique du milieu peut conduire & une dégradation des substances fragiles
pouvant nuire & la qualité du produit alimentaire.
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CONCLUSIONS

Dans le cadre des biotechnologies, nous avons &tudié un certain
nombre de points susceptibles de contribuer au développement du génie enzymatique.

L'utilisation d'enzymes immobilisés & des fins analytiques nous a
permis de réaliser un capteur enzymatique dont le principe, basé sur la variation
d'enthalpie de la rdaction catalysée, offre 1'intérét d'étre commun & Ta majorité
des réactions enzymatiques. Malgré un seuil de détection encore limité, i1 présente
1'avantage d'étre facilement mis en oeuvre, d'avoir un faible prix de revient,
ainsi qu'un temps de réponse trés faible et enfin, d'étre peu sensible aux inhi-
biteurs.

L'utilisation d'un champ électrique externe a permis d'augmenter
1'activité d'enzymes immobilisés dans une membrane artificielle. Les systémes
suivants ont été étudiés :

- le systéme urée/uréase qui fait intervenir un substrat non ionique
et des produits de réaction conduisant & la formation d'espéces chargees .

- le systéme acéty]cho]1ne/acéty1cho11nestérase qui fait intervenir
i la fois un substrat ionique et des produits de réaction ioniques (choline et
ion acétate).

Dans 1'étude du comportement cinétique du systéme urée/uréase, la
mise au point d'un modéle prenant en compte les phénoménes de diffusion-réaction-
&lectromigration des espéces ioniques au sein de 1a membrane a permis de comprendre
les modifications d'activité observées expérimentalement. Ce modéle, &tendu au
systéme acétylcholine/acétylcholinestérase confirme la possibilité de moduler la
vitesse de réaction par application d'un champ &lectrique.

Le couplage des propriétés &lectrophorétiques du courant &lectrique
avec la remarquable spécificité des enzymes immobilisés constitue un domaine
riche de possibilités. I1 semble en particulier possible de concevoir un réacteur
enzymatique assurant simultanément la synthése d'une espéce chimique et sa sépa-
ration du milieu réactionnel. Le champ &lectrique serait alors susceptible
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d'une part d'augmenter la cinétique de réaction et d'autre part de permettre la
séparation des espéces de signes opposés. Le choix de systémes enzymatiques satis-
faisants aux exigences d'un tel réacteur ainsi que 1'étude théorique et expéri-
mentale de son fonctionnement constituent une voie de recherche trés intéressante.

Dans la dernidre partie de ce travail, nous avons appliqué nos résultats
i des systémesenzymatiques présentant un intérét industriel. Dans la fabrication
de L-méthionine, nous avons mis en évidence ume augmentation de 1'activité de
1'aminoacylase, immobilisée en présence d'un champ électrique, sur support
échangeur d'ions.

Ces résultats laissent entrevoir d'intéressantes et multiples possibilités,
issues de 1'association du champ électrique et du comportement cinétique des
enzymes, en particulier en phase hé&térogeéne.



ANNEXES
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ANNEXE 1

ETUDE EXPERIMENTALE DE LA VARIATION DES PARAMETRES CINETIQUES Vm ET Km
EN FONCTION DU pH POUR L'UREASE ET L'ACETYLCHOLINESTERASE

Les deux enzymes utilisés pour 1'&tude de 1'influence d'une densité
de courant sur le comportement cinétique de 1'uréase et de 1'acétylcholinestérase
en milieu hétérogéne ont fait 1'objet d'une étude preéalable pour déterminer les
fonctions de pH-dépendance de Vm et Km introduites dans le modéle.

I - SYSTEME UREE/UREASE

Pour une valeur donnée du pH de la solution de substrat, la vitesse de
consommation d'urée (v) est &tudiée en fonction de Ta concentration en substrat (Cs).
Les vitesses de réaction sont déterminées par la technique du pH-stat en utilisant
les &quations 35.

pH pH

La détermination des valeurs de Vm et Km est réalisée par Ta méthode

de Lineveawer-Burk en tragant 1/v = f (1/Cs).

Une unité théorique d'uréase (SIGMA ; type IX ; 5,1 Unités Sigma/mg)
est dissoute dans 50 cm® d'une solution de K:SO4 (IO"ZM) thermorégulée & 25,0 = 0,1°C.

Le pH de cette solution enzymatique est ajusté a la valeur désirée
(5,00 < pH < 9,00) par adjonction d'une solution d'acide (H2SOs lO-lN) ou de base
(NaOH 1072N). La concentration de substrat désirée est obtenue par -adjonction d'une
solution d'urée molaire & 1'aide d'une microburette (Gilmont réf. 53200 A). Pour
chaque valeur de la concentration en substrat, la vitesse de réaction est déterminée
d 1'aide du pH-stat.

pH ° pH °

La figure 4 représentant 1'évolution de Vm /Vm et Km /Km a été donnée

précédemment (Chap. I ).

Q o
Les valeurs de Vm et Km sont

=1

Vm = 1,08.107" mole dm °.mn

km = 3,5. 107" mole dm”’
4 pH(o) = 7,0, pour 1 unité d'uréase a 25°C.
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Ces variations de Vm et Km sont analogues a celles observées dans la
1ittérature [MIDDLEMAN et BOLLMEIER - 19791.

IT - SYSTEME ACETYLCHOLINE/AChE

La démarche expérimentale est la méme que celle précédemment décrite
pour 1'étude du systéme urée/uréase. La détermination de Ta vitesse de réaction
se fait par 1'intermédiaire de 1'équation (38). Deux unités théoriques d'enzyme
sont utilisées (SIGMA, typeVI-S- 490 unités/mg ). La concentration de substrat
varie entre 5.10 °M et 3.107°M, Te titrant est une solution de soude 107'N.

L'une des caractéristiques du systéme étudié est de donner lieu & une
réaction.d'autohydrolyse [GUYONNET - 19787 particuliérement sensible pour des valeurs
de pH supérieures a_7,50 et se superposant & la réaction enzymatique. I1 a &té par
conséquent nécessaire de déterminer pour chaque valeur du pH la vitesse d'autohydro-
lyse du substrat en fonction de la concentration en substrat et en absence d'enzyme.

La préﬁision des mesures ne nous a pas permis de déterminer précisément
les valeurs de Km . En conséquence, nous n'avons pas obtenu de courbe donnant la
variation de Kr?] /Km en fonction du pH.

pH °
La figure (7) représentant 1'@volution de Vm /Vm en fonction du pH a

&té donnée précédemment (chap. I ).

La valeur de VYm est :

Vm = 2,24.10"° mole.dm >.mn”'

ur

pH(o) = 8,25 pour deux unités théoriques d'enzyme a 25°C.

La valeur de Km introduite dans le modéle est :

kn = 107" mole.dm °
PH o
avec Km /Km = 1 pour 4 < pH < 9.
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ANNEXE 2.

CARACTERISTIQUES ET DEFINITIONS RELATIVES AUX ENZYMES UTILISES DANS CE TRAVAIL
MODE OPERATOIRE POUR LA REALISATION DES MEMBRANES ENZYMATIQUES

Catalase E.C. 1.11.1.4

Une unité de catalase décompose 1,0u mole de H.0, par minute, & pH 7,0
et 4 25°C, la concentration de H.0, variant de 10,3 & 9,2u mole/cm® de solution.

Glucose oxydase E.C. 1.1.3.4

Une unité de glucose oxydase oxyde 1,0u mole de 8-D-glucose en acide
D-gluconique et H,0, par minute, & pH 5,1 et & 35°C.

UrnBase E.C. 3.5.1.5.

Une unité Sigma:d'urdase libére 1 mg d'azote ammoniacal- en 5 minutes,
a4 pH 7,0 et & 30°C et correspond & 11,4 Unités Internationales.

AcBtyleholinestérase E.C. 3.1.1.7

Une unité hydrolyse 1,0u mole d'acétylcholine en choline et acétate par
minute, & pH 8,0 et & 37°C.

1°) Réalisation des_thermistances utilisant_un_enzyme immobilisé

L'enzyme est dissous dans 200uL d'une solution aqueuse d'albumine humaine
i 17,5 %. 40uL d'une solution aqueuse de g]utara]déhyde i 12,5 % (Pi, 0,05M ; pH = 7)
sont ajoutés et la solution est agitée manuellement pendant quelques secondes.
Une goutte de cette solution (= 20 mg) est déposée sur 1'élément sensible de la
thermistance. L'ensemble est laissé 15 mn & température ambiante pour que la
réaction de coréticulation s'effectue. Le capuchon de verre est placé et le capteur
ainsi obtenu est conservé i température ambiante dans une solution de tampon
phosphate 0,IM ; pH = 7.
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La quantité adéquate d'enzyme (Uréase, = 2500 I.U. ; Acétylcholinestérase,
= 4000 I.U.) est dissoute dans 2 mL d'une solution d'albumine humaine a 17,5 %.
0,4 mL d'une solution aqueuse de glutaraldéhyde a 12,5 % (Pi ; 0,05M ; pH = 7) sont
ajoutés et Ta solution est agitée pendant quelques secondes. Une partie de cette
solution est déposée sur une toile nylon (45 x 65 x 0,2 mm) placée sur une plaque
de verre et 1'ensemble est laissé 15 minutes 3 température ambiante pour permettre
la coréticulation. L'épaisseur de la membrane ainsi obtenue est de 1 mm. Elle est
plongée dans une solution de tampon phosphate pH 7,0 ; 0,IM avant son insertion dans
la cellule.

La réalisation de la solution a]bumine—enzyme~g1utara]déhyde est Ta méme
que celle. décrite précédemment. L'@lectrode de verre (Metrohm. REf. 6.0203.000)
est plongée dans cette solution puis retirée rapidement. Un film protéTque enrobe
1'81ément sensible de 1'électrode. Celle-ci est manuellement mise en rotation
autour de son axe jusqu'd la prise en masse du film de maniére a assurer une homo-
généité de 1'épaisseur de 1a membrane. L'électrode est ensuite conservée dans une
solution de tampon phosphate pH 7,0 ; 0,IM.
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RESUME

Un certain nombre de facteurs limite aujourd'hui le développement de
procédés industriels utilisant la catalyse enzymatique en phase hétérogéne. Leur
8tude a permis la compréhension des systémes mettant en jeu le transfert de chaleur
et de matiére en présence d'un champ électrique imposé.

Ce travail trouve des applications pratiques et industrielles notamment :
- la réalisation d'un capteur enzymatique qui utilise la variation d'enthalpie
de la réaction enzymatique comme grandeur mesurable.

- 1'optimisation de 1'activité catalytique d'une membrane artificielle contenant
un enzyme immobilisé, par application d'un gradient de potentiel électrique
externe.

MOTS-CLES :

Enzyme immobilisé - Cinétique hétérogéne - Modélisation biologique -
Champ électrique - Activité enzymatique - Cinétique enzymatique -
Capteur enthalpimétrique - Transfert de chaleur - Transfert de matiére.




