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Les méthodes de greffage choisies sont:

- I'activation au chlorure de
cyanuryle pour NiO

- la silanisation par l'intermédiaire
d'un silane aminé pour SiO et SiO,

Les enzymes retenues pour le greffage
sont :

- l'uréase pour NiO et SiO

- la butyrylcholinestérase pour SiO,

Le métal choisi est le Palladium

L'immobilisation d'enzyme se fait
par dépot d'un gel enzymatique ou
greffage de l'enzyme sur la partie
sensible de I'électrode

Les enzymes retenues sont :
- 'uréase

- la butyrylcholinestérase

Modélisatiom de la répomse de
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INTRODUCTION






Les biocapteurs ou les réacteurs 4 enzymes immobilisées cherchent a
utiliser au mieux les propriétés catalytiques de ces molécules : leur catalyse est spécifique
d'un produit, ou au plus, d'une famille de produits, et ce dans des conditions de température
et de pression trés douces, comparer 2 celles qu'exigent les catalyseurs chimiques classiques.
Fixer ces molécules dans des structures rigides permet de réutiliser leur activité catalytique,
ce qui est irréalisable avec une enzyme libre.

Les biocapteurs et les réacteurs enzymatiques sont nés de l'association
d'enzymes fixées et de supports, qui sont des capteurs dans le premier cas (électrodes,
optrodes) et des garnissages inertes dans le second.

Les travaux que nous exposons ici portent sur 1'étude de la fixation de
deux enzymes, l'uréase et la butyrylcholinestérase, sur des supports en oxyde de
nickel, oxydes de silicium et oxyde de palladium. Pour ce dernier support,
l'objectif était la réalisation d'une électrode enzymatique miniaturisable.

Le travail effectué a été réparti en 5 chapitres.

Des "rappels bibliographiques"” permettront de situer le cadre et les objectifs
de l'étude ; ils seront ensuite suivis de l'exposé des "matériels et méthodes” utilisés, ces
derniéres étant essentiellement analytiques ; elles visent la détermination de l'efficacité des
différents modes d'immobilisation testés, ainsi que la mesure de l'activité enzymatique des
supports greffés.

Dans le Chapitre 3, nous aborderons les résultats obtenus pour le greffage
d'uréase et de butyrylcholinestérase sur des supports granulaires en oxyde de nickel et
oxydes de silicium.

Dans le Chapitre 4, nous présenterons 1'électrode Pd/PdO réalisée et ses
caractéristiques. Nous étudierons ensuite son comportement aprés dépdt d'un gel
enzymatique ainsi que son comportement aprés activation de sa surface et greffage
d'enzymes en monocouche ou en multicouches. Les résultats obtenus expérimentalement ont
été approfondis par un modeéle théorique qui sera exposé au Chapitre 5.






CHAPITRE 1

RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES






Le champ des capteurs €lectrochimiques s'est élargi, et tourné vers une plus grande
spécificité grice a I'adjonction de molécules biologiques: enzymes, microorganismes.... Entre
autres molécules intéressantes, la biochimie dispose d'une panoplie de catalyseurs, les
enzymes, dont on a cherché a utiliser le pouvoir catalytique trés élevé, dans des conditions tres
douces de température et de pression, et la grande spécificité. En immobilisant ces molécules
dans des structures rigides qui leur préservent leur pouvoir catalytique, et en les associant 2 des
capteurs existants, on a donné naissance a plusieurs générations de biocapteurs. Ce chapitre des
"Biotechnologies" s'est ouvert il y a environ 20 ans [1]. Une bonne synthése de DAVIS fait le
point de 'avancement de ces biocapteurs, et de leur impact industriel [2].

D'une fagon générale, tout biocapteur peut étre schématisé comme suit:

Signal chimique

Issu d'une réaction dans laquelle | .——p»| Transducteur |—p| Signal électrique.
intervient une biomolécule.

Figure 1: Schématisation d'un biocapteur

La réalisation d'un biocapteur fait appel a des disciplines aussi différentes que la
Biochimie, I'Electrochimie, la Chimie, ou la Physique des Solides, ce qui peut &tre schématisé
comme Suit:






Physique des Solides
Biochimie - Electrodes de verre

- Réactions enzymatiques - Electrodes métalliques (Pt..)
- Réactions antigéne-anticorps - Fibres optiques
- Utilisation de microorganismes. - Transistors

- Quartz.

i

BIOCAPTEURS

[

Physico-chimie

- Variations de concentrations en Ht ,OH, NH3 , O2 ) CO2

- Mesures Intensité - Potentiel

- Variation d'absorbance

Figure 2: Différentes étapes dans la conception d'un biocapteur

L'évolution qu'on constate dans la mise au point de ces biocapteurs est sous-tendue
par une recherche constante de performances nouvelles:

- Spécificité accrue vis-a-vis d'un produit ou d'une classe de produits.
- Limitation des interférences possibles.
- Souci constant de gagner en sensibilité et en temps de réponse.

Nous avons cherché a nous inscrire dans cette évolution: 1'axe classique de notre
laboratoire est la mise au point d'électrodes enzymatiques [3-5]; nous avons orienté notre étude
vers la conception de nouveaux biocapteurs, en élargissant d'une part le champ des
capteurs électrochimiques, d'autre part les méthodes d'immobilisation d'enzymes

sur ceux-ci.
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Les capteurs utilisés sont:

- des €lectrodes potentiométriques de pH [6-9], pNH3 [10-12].
- des électrodes ampérométriques [13-15].

- des électrodes a antimoine [16], ou en platine [17-18].

- des capteurs conductimétriques [19].

- plﬁs récemment, des fibres optiques [20-25], ou des cristaux
piezoélectriques [26].

La membrane enzymatique qui leur est associée étroitement, comme le montrent les
Figures 3 a et 3 b, est un film dans lequel l'enzyme a été incorporée préalablement,
physiquemént ou chimiquement, tout en gardant tout ou partie de son activité catalytique, celle-
ci pouvant étre réutilisée de nombreuses fois.

Les modes les plus couramment utilisés de fabrication de ces membranes
enzymatiques sont les suivants:

- la réticulation: méthode chimique consistant a créer des liaisons covalentes
avec un agent pontant: I'acide bis-diazobenzidine-2,2'-disulfonique et le glutaraldéhyde, sont
les agents les plus utilisés; leurs formules respectives sont les suivantes:

SO; ﬁO':, 0
= n | + = \\ //O
H H
Acide bis-diazobenzidine-2,2' Glutaraldéhyde.
-disulfonique.






Le mode d'action du glutaraldéhyde a été largement étudié [27]. Il est en général
admis qu'aux pH auxquels on travaille pour réaliser les immobilisations d'enzymes (au
voisinage de la neutralité), il se trouve sous une forme polymérisée comme le montre le schéma
réactionnel (1a):

- (n+1) H20
(1a) (n+2) CHO—(CHZ) BCHO > CHO-(CH2 )3-CH=[ IC—(CH2 )2-CH 1 I?F-(CH2 )2-CHO
CHO CHO
Glutaraldéhyde Polyglutaraldéhyde

F ion d lyelutaraldéhyd

Cette forme est propice & la formation de liaisons covalentes avec les fonctions
amines présentes dans les enzymes (schéma réactionnel (1b)).

(1b) CHO-(CH2 )3-CH=[ IC-(CH2) iCH] ﬁ':(f'(CHz )-CHO Enz-NH,
CHO CHO g
Polyglutaraldéhyde

CHO-(CH,)) ;CH=[ C-(CH ) ,CH] 5C-(CH,);CHO
CH=N-Enz CH=N-Enz

Chaine enzyme + polyglutaraldéhyde

éticulati Z - Idéh

11 se forme alors un gel, et ce de fagon irréversible. Ce gel est catalytiquement actif;
le temps pendant lequel l'activité enzymatique est conservée dépend de la nature méme de
I'enzyme, ainsi que de facteurs mécaniques (cassures éventuelles du gel ...).

- l'encapsulation: méthode physique consistant & emprisonner la molécule dans
un gel [28-33].

- l'¢lectropolymérisation: cette méthode consiste a créer, & partir d'une
solution de monomere, un polymere a la surface d'une électrode en platine, en se plagant au bon






potentiel [34-35]. Si la solution de monomere contient aussi I'enzyme, une partie de celle-ci est
prise au sein du film de polymere qui se forme 2 la surface de I'€lectrode.

Parmi les monomeres utilisés, on peut citer: 1'indole [36] et le pyrrole [37], qui
forment des polymeres conducteurs, et I'acrylamide [38].

Comment un biocapteur fonctionne-t-il ?

L'association du type de membrane décrit précédemment avec un capteur permet de
suivre, dans un milieu, en continu ou en discontinu, un produit dont la transformation au sein
de la membrane, catalysée par I'enzyme qui s'y trouve, libeére ou consomme une entité ( H+,
OH-, CO7, NH3, H203...), que le capteur est susceptible de doser.

La cinétique de la réaction enzymatique, schématisée comme suit:

S = Substrat de la réaction
= ES = Complexe intermédiaire
2 E + §$S —mES —-E + P ou: enzyme - substrat.

P = Produit de la réaction.

obéit a la loi de Michaelis-Menten [34]:

Ve = vitesse de la réaction enzymatique.
(3) i 81 otr: 5‘“: constante caractéristique de I'enzyme
Kn+ [S] = vitesse maximale de la réaction enzymatique
dépendant de la quantité d'enzyme utilisée.

<
I
<

L'évolution de la réaction au sein de la membrane enzymatique sera donc décrite par

I'équation suivante:

&) V=V + Vy V, = vitesse de diffusion au sein de la membrane,

V.= vitesse enzymatique, décrite ci-dessus.
ou: 4

régie par la seconde loi de Fick.






La spécificité et la sensibilité de ces méthodes enzymatiques sont souvent trés
grandes. On rencontre cependant deux lacunes importantes:

- Les films formés présentent des épaisseurs trop grandes, ce qui induit des
problemes de diffusion de substrat et de produit au sein de ces membranes [3][39].

- La résistance mécanique des films est faible. Il en résulte une perte d'activité
enzymatique de la membrane due essentiellement & sa détérioration physique. Ce probléme a été
pallié partiellement par la mise au point de membranes enzymatiques utilisant des supports en
nylon [5][40-43], ou autre polymere synthétique[44].

C'est avant tout pour limiter ces deux effets, et aussi pour atteindre des temps de
réponse plus courts, que l'on a été amené a greffer directement les enzymes sur des supports
solides.

A-I1-2

Pour diminuer le temps de réponse des biocapteurs, on a donc été amené 2 réduire
I'épaisseur de la couche enzymatique, et pour ce faire, immobiliser directement l'enzyme 2 la
surface de I'élément sensible du capteur, par liaison covalente.

Les supports susceptibles d'€tre utilisés sont le graphite [45-47], le carbone vitreux
[48-49], le couple métal/oxyde métallique [50-52].

Ces supports ne comportant pas de fonctions adéquates (OH, NHj...),susceptibles
de former des liaisons avec l'enzyme, on est amené, dans un premier temps, 2 créer ces
fonctions a leur surface: c'est la phase d'activation. Une fois ces fonctions obtenues, la
deuxieme phase, qui est I'immobilisation proprement dite de I'enzyme, peut &tre effectuée.

Les principaux agents d'activation rencontrés dans la littérature sont les suivants: le
chlorure de cyanuryle, le carbodiimide,et le y-aminopropyltriéthoxysilane ou y-APTS [53].
Leurs formules respectives apparaissent ci-dessous:
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Cl
R—=N=C=N-=R
c ou R et R’ sont des alkyles.
Cl
OEt
I
EtO —-S:— (CHz)gNHz
OEt
Y- Amino- -triétt il
ou ¥ APTS
Princi 'activati ilisé
D m rts traité

a) Le support est en carbone ou graphite

L'activation se fait ici par oxydation, chimique [54-55] ou €lectrochimique [56], du
support, qui aboutit a la formation de fonctions acides ou alcools a sa surface. Ces fonctions
permettent ensuite de greffer sur ce support, par liaisons covalentes, des agents pontants tels le
carbodiimide, ou le chlorure de cyanuryle, comme le montre I'équation (5a).

Oxydation - COOH
—— >
(5a) Chimique OH
ou électrochimique
Graphite Surface activée
ou Carbone
réation fonctions OH a1 rf rbon raphi

L'immobilisation de l'enzyme est alors possible, et se fait suivant le schéma
réactionnel (5b) quand on utilise le chlorure de cyanuryle, (5c) quand on utilise le carbodiimide.
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Cl Cl al
o oo d o5 S5
\ \
Cl Cl NH-Enz

< DG

v

Activation du support au chlorure Rét_icula}.tiOn de I'enzyme par
l'intermédiaire
de cyanuryle des fonctions amines:NI-E

< > >
Réticulation de 1'enzyme par

Activation du support au carbodiimide. l'intermédiaire
des fonctions amines:NH,

b) Le support est en oxyde métallique

L'oxyde métallique est préalablement hydraté, par chauffage dans de l'eau
bouillante. Deux modes d'activation sont utilisables ensuite:

- Activation par le chlorure de cyanuryle [50], en une seule étape, qui se fait de la
méme fagon que celle décrite ci-dessus pour le carbone, par le schéma réactionnel (5b).

- "Silanisation", en deux étapes [57]: création de fonctions amine, par action du
Y-aminopropyltriéthoxysilane (y-APTS), suivi de l'association avec le glutaraldéhyde.

Ces deux étapes peuvent étre résumées par les équations (6a) et (6b):
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> §-0-Si—(CH) NH,
| 23

OGH,

OGH,
(6a)§- OH + (CF0); Si(CH,), NH, §

Support YAPTS
+ C,H 5(OH)

\ctivation d I le métallique:

cette réaction est obtenue:
soit en milieu aqueux (acide ou basique)
soit en milieu organique.

OC,H 4 CHO (CH,) £HO IOC2H5
(6b) §~o—§ i-(CH ) NH, —> O-§i-(CH) N=CH- (CH,) £HO
|
OGHS OGH,
Support activé

S I In 2 I .I’ ! I !!/! !

L'oxyde métallique ainsi activé est ensuite susceptible de fixer I'enzyme, comme le
montre 1'équation (7):

OCH;
' Enz-NH,
@ O—? i—(CH2) 3 N =CH - (CHp,CHO >

Oq HS 0C2H5

|
§~O-—S i—(CHz)3 N = CH-(CHy 3CH= N-Enz
|
oG Hy
i 'enz v r raité

L'enzyme est notée sous la forme Enz-NH,
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Support Modes Enzyme Biocapteur
d'immobilisation immobilisée
Graphite Chlorure de cyanuryle Glucose Electrode ampérométrique
oxydase pour le dosage du glucose [45].
Pd / PO Co-réticulation ) L
albumine-glutaraldéhyde. Uréase Electrode potentiométrique
pour le dosage de l'urée [52].
Carbodiimide (s s Capteur potentiométrique pour
2B/ Sb2 03 Polyacrylamide Pénicillinase le dosage de la pénicilline[51].
Membrane BSA-
Glutaraldéhyde
Ti -IrO 2 Chlorure de cyanuryle Uréase Capteur potentiométrique pour
yanury'e. le dosage de 'urée [50].
. . 2
Graphite Carbodiimide Phosphatase alcaline. Dosage des ions Zn "
[46].
Carbone Carbodiimid Gl d Electrode ampérométrique pour
vitreux = © ucose oxydase le dosage du glucose [48-49].

T I;
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Comme on le voit dans la description des modes d'activation, l'enzyme est
pratiquement immobilisée en "monocouche” sur 1'élément sensible du capteur électrochimique.
Le gain en épaisseur est alors considérable par rapport aux méthodes citées précédemment, en
II-1; on en escompte un gain en sensibilité. Le risque encouru cependant est de détériorer
I'élément sensible du support, par modification de sa surface.

Le tableau I donne quelques exemples de biocapteurs réalisés sur ces principes.

A-I1I-3 Biocapteurs utilisant des semi-conducteurs

Nous situons ces biocapteurs & part, en raison de l'importance qu'ils prendront
vraisemblablement dans un avenir proche. En effet, des études sur les capteurs a semi-
conducteurs sont actuellement menées, avec pour objectif 1a mise au point d'électrodes de pH
basées sur ces matériaux [58-61], en remplacement des €lectrodes de verre classiques. Ces
capteurs présentent 'avantage de pouvoir étre miniaturisés par les techniques de fabrication des

semi-conducteurs: on pourra voir apparaitre des micro-capteurs biologiques & semi-conducteur.

Les deux méthodes précédemment décrites sont utilisées avec ce type de biocapteur;
nous citerons en particulier des études actuellement en cours sur le greffage direct d'enzyme sur
I'élément sensible des semi-conducteurs, qui visent la possibilité de dosages d'antigenes avec le
capteur: (métal)-(semi-conducteur-SiO2)-(anticorps de I'antigéne a doser)[62].

A-I1-4 Propriétés des enzymes immobilisées

L'emploi des enzymes immobilisées permet une catalyse hétérogene, avec pour
principal avantage de pouvoir réutiliser l'activité catalytique de 1'enzyme plusieurs fois. Cet
objectif est en général atteint par toutes les méthodes que nous avons citées; les auteurs sont
d'accord sur les faits suivants [63-69]:

- Le rendemen u umunobilisation est en général faible.

- 11 y a un léger déplacement dans les conditions optimales de travail de l'enzyme,
en particulier pH et température.

Les changements des propriétés enzymatiques sont dus a:

- des effets conformationnels: la conformation de l'enzyme, en particulier des

acides aminés du site actif, est susceptible d'étre modifiée par la réaction d'immobilisation.
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- des effets stériques: des changements stériques de la molécule peuvent
affecter les intéractions enzyme-substrat.

- des effets de partage: 1a nature chimique du support peut intervenir, par des
réactions €lectrostatiques ou hydrophobes avec les especes de faible poids moléculaire présentes
en solution. Le microenvironnement peut ainsi étre modifié.

- des effets de transfert de matiére: ceux-ci proviennent d'une résistance
diffusionnelle au transport du substrat, de la solution vers les sites catalytiques, et inversement
de la réaction vers la solution, pour le ou les produits générés.

Ces résistances diffusionnelles peuvent étre classées de deux maniéres:

- soit comme des effets de transfert de matiére interne quand l'enzyme est
localisée dans un milieu poreux.

- soit comme des effets de transfert de matiére externe qui peuvent avoir
lieu entre la solution et la surface externe de la matrice enzymatique.

I1 est évident que les modifications observées des propriétés enzymatiques apres
immobilisation sont la résultante des différents facteurs cités, l'effet de chaque facteur isolé
étant difficile a déterminer.

Deux orientations ont été données au travail présenté ici:
- La préparation de colonnes a catalyseur biochimique immobilisé.

- La conception de biocapteurs du type décrit au paragraphe II-2, c'est-a-dire
mettant en jeu un capteur €lectrochimique, sur lequel on greffe directement les molécules
biochimiques concernées.

L'étape commune aux deux orientations est I'étude de 1'immobilisation directe des
produits biologiques sur des supports inorganiques, ces support< va-'ant suivant l'utilisation
ultérieure escomptée.

B-1 CHOIX DES SUPPORTS

Les supports utilisés dans ce travail sont les oxydes de silicium SiO et SiOj,
l'oxyde de nickel NiO, lesquels oxydes sont sous forme de poudre, et le palladium recouvert
d'une couche d'oxyde de palladium PdO obtenue par oxydation thermique:



o
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- l'oxyde de silicium SiO a ét€ choisi afin d'élargir le champ des supports de
greffage des produits biologiques destinés au garnissage des colonnes ou des réacteurs

- I'étude du greffage d'enzymes sur la poudre de silice SiO; s'inscrit dans le cadre
d'une étude de faisabilité des capteurs a fibre optique. Ces fibres sont en général en silice

- les essais de greffage d'enzymes sur la poudre d'oxyde de nickel NiO sont
préliminaires a la réalisation d'un capteur enzymatique & base de Ni/NiO
- I'immobilisation d'enzymes sur le support palladium/oxyde de palladium est un

exemple de réalisation de capteur enzymatique.

On peut cependant noter ici que la technique d'étude du greffage d'enzyme dépend
de la surface mise en jeu. Les problémes posés ne sont pas les mémes suivant que le support est
un capteur (petite surface) ou une poudre (grande surface spécifique).

Dans le premier cas, on suit généralement le signal délivré par le biocapteur pour
conclure sur l'efficacité du greffage. Dans le second cas, la technique le plus souvent employée
est le pH-stat.

B-11 D YM

Le seul moyen de vérifier l'efficacité d'une méthode de greffage de I'enzyme sur un
support est de tester son activité résiduelle apres immobilisation.

Deux enzymes ont été choisies pour ces tests systématiques: l'uréase et la
butyrylcholinestérase. Ces deux enzymes sont du groupe des hydrolases.

B-II-1 L'uréase : E.C. 3.5.1.5

L'uréase est une hydrolase qui catalyse 1'hydrolyse de 1'urée. Au voisinage de la
neutralité, le schéma réactionnel peut étre schématisé comme suit (8):
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NH
8

2
S + - -
C=0 + 3H,0 > 2NH, + HCO; + OH
H/ uréase

NH,

Cette enzyme a été la premilre a étre isolée, pure, sous sa forme cristalline, en
1926, par SUMMER. Son poids moléculaire est de 480 000 Dalton.

Le schéma réactionnel montre que globalement, la réaction génére une base. Le
suivi de 'activité enzymatique de I'uréase, en particulier au pH-stat, est donc facile.

Cette enzyme est disponible sur le marché, et peu chére. Elle présente une assez
bonne résistance aux variations de température et de pH, ce qui élimine une part de risques
d'erreurs. Ces raisons ont influencé le choix de cette enzyme en tant qu'enzyme test de toutes
les expériences d'immobilisation futures.

B-II-2 La butyrylcholinestérase ;: E.C. 3.1,1.8

Nous avons utilis€ cette enzyme en particulier avec les électrodes de type
métal/oxyde métallique. Elle présente un intérét certain dans la recherche de toxiques du type
organophosphorés et carbamates, autant pour la pollution des eaux que de I'air [26] [70-71].

C'est une enzyme du systéme nerveux, qu'on trouve essentiellement dans le plasma
sanguin de plusieurs espéces animales, et dans une moindre mesure, dans le foie, le pancréas,
la muqueuse intestinale, et le systéme nerveux central. Son réle physiologique exact est un peu
moins bien connu que celui de 1'acétylcholinestérase [72]. Elle participe 4 la conduction de
I'influx nerveux en assurant I'hydrolyse d'un substrat, la butyrylcholinestérase, suivant le
schéma réactionnel (9).
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CH3 Cl' o) Cl- CH
N+ BuChE /7 + +/
©) CHS;N— (CH),0— G = (CH = GH»C" + H + HO- (CH2)2N\-CH3
CH, 2 P 0~ CH,
b (ihlorlull'le lqe Acide butyrique. Choline.
utyrylcholine.

Hydrol ju_chl e | lcholi la_butvrylcholinesté

Cette réaction étant génératrice d'acide butyrique, elle peut étre suivie a 1'aide d'une
électrode de pH.






CHAPITRE 2

MATERIELS ET METHODES
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Tout au long de ce travail, il s'est avéré necessaire:

- de déceler et caractériser les fonctions crées sur les surfaces des supports traités,
ce qui a été fait par la spectrométrie Infra-Rouge 4 Transformée de Fourier, ou IRTF.

- de caractériser 1'état du greffage de l'enzyme, et son niveau d'activité, d'ou
I'utilisation de méthodes pH-stat, et de spectrophotométrie.

Dans un souci de clarté, seules ces méthodes seront décrites ici. Les méthodes
d'activation et de greffage le seront dans les chapitres ultérieurs, et seront suivis des résultats et
conclusions les concernant.

A-I

La caractérisation des liaisons crées a la surface des poudres par 1'analyse des
spectres Infra-Rouge, obtenus classiquement par transmission, s'est avérée impossible, a cause
du trop faible rapport entre la quantité de molécules greffées, et le poids de la poudre elle-
méme. I1 a alors été nécessaire d'avoir recours A des spectres utilisant la spectrométrie Infra-
Rouge & Transformée de Fourier.

A-I-1 Description

L'appareil utilisé est un Nicollet , aimablement mis a disposition par le CN.R.S. de
Solaize. 1l est décrit sur la Figure 4.

L'originalité d'un spectrométre & Transformée de Fourier, par rapport aux
spectrometres Infra-Rouge classiques, est qu'il posseéde un interférometre de Michelson a la
place d'un monochromateur. C'est une lame séparatrice qui partage le faisceau issu de la source
(en filament de tungsténe) en deux autres faisceaux, 1'un dirigé vers un miroir fixe, l'autre vers
un miroir mobile. Celui-ci se déplace d'une distance x, et les deux faisceaux se recombinent,
apres la séparatrice, avec une différence de trajet optique x. Un aller-retour du miroir mobile
permet une analyse simultanée de toutes les longueurs d'onde du rayon Infra-Rouge incident.
Le détecteur regoit alors une énergie qui correspond a la figure d'interférences obtenue par
recombinaison des deux faisceaux (ou interférogramme), modulée par l'absorption de
I'échantillon.
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| == = Miroir fixe.
i\
Y/ _ i
Source L Q) ’
= ,/ S L
IR. D] :
Lame 4
séparatrice. i ol
\ Miroir mobile.
A Echantillon.

Détecteur I (x).

Figure 4: Schéma d'ensemble d'un spectrométre  Transformée de Fourier.



- 20 -

Le spectrometre 2 Transformée de Fourier est mono-faisceau: le détecteur mesure
l'intensité I recue apreés absorption par 1'échantillon, puis l'intensité IQ regue en 1'absence de
I'échantillon, et le rapport I/ est effectué. Le détecteur fonctionne sur le principe de
transformation de 1'énergie thermique Infra-Rouge en énergie électrique. Un spectre complet est
obtenu en quelques dixieémes de seconde, ce qui correspond au temps nécessaire pour un aller-
retour du miroir.

C'est la transformation mathématique de Fourier qui permet de passer de la figure
d'interférences, fonction de x, au spectre Infra-Rouge classique, fonction de la fréquence n,
d'ot1 le nom de la méthode. Un mini-ordinateur couplé au spectrometre est indispensable pour
effectuer les calculs.

Avantage de la méthode: l'interférométre ne comporte aucune fente comme
dans le systéme classique, donc 1'énergie qui atteint le détecteur est environ 100 fois plus élevée
que celle d'un appareil classique, d'ott sa trés grande sensibilité.

A-I-2 Préparation de 1'échantillon

Il est nécessaire de travailler sur un échantillon de poudre qui ne comporte aucune
trace des produits intermédiaires du traitement adsorbés en surface. L'échantillon est donc lavé
plusieurs fois a I'acétone ou au benzene avant d'étre placé sous vide pendant un a deux jours,
pour séchage complet.

Pour les poudres les plus hydrophiles, un flux d'azote est maintenu pendant
environ trente minutes au dessus de 1'échantillon, de fagon a évacuer toute trace de vapeurs
d'eau. Des spectres préliminaires sont effectués a intervalles réguliers, jusqu'a disparition
complete des pics des solvants ou de 1'eau adsorbée.

A-II pH-METRIE - TITRIMETRIE

Cet appareillage, plus couramment appelé pH-stat, est un ensemble de titrage
automatique, schématisé en Figure 5. Il est constitué de:

- un pH-métre Radiometer pH M64, qui fait partie d'une unité de régulation et de
contrdle, TTT60, reli€ a une burette automatique AB12, de capacité 1 ou 2,5 cm3.

- un enregistreur REC61, muni d'un tiroir enregistreur couplé au déplacement du
piston de la pompe, commandée par le TTT60.



Unité

de régulation et de contrdle

= 20l =

pH-metre

Enregistreur
Electrode combinée
Burette
Titrant automatique
<t— Capillaire assurant
l'injection du titrant.
Cellule de travail,

thermostattée et agitée en permanence.

Figure 5: Schéma d'ensemble d'un "pH-Stat".



= 22 =

L'enzyme, ou la poudre sur laquelle on a préalablement greffé l'enzyme, se trouve
dans une cellule thermostattée & 25°C, sauf précisions, qui est le si¢ge de la réaction. Un tube
capillaire, reli€ a la burette automatique, et plongeant dans la cellule, l'alimente en soude ou
acide doseurs; le pH est mesuré par l'intermédiaire d'une électrode combinée, de type
Radiometer GK-2401 C.

L'évolution de la réaction enzymatique, et ses diverses caractéristiques, peuvent étre
obtenues grice i la courbe délivrée par l'enregistreur: Volume de soude (ou acide) ajouté =
f(temps).

L'activité des deux enzymes testées dans cette étude: uréase et butyrylcholinestérase
a pu €ure suivie au pH-stat, puisque leur catalyse de l'urée et de la butyrylcholine,
respectivement, met en jeu une variation de pH (cf. Chapitre 1); rappelons ici les équations
réactionnelles, détaillées dans le Chapitre 1 (équations (8) et (9)) :

(NHp), CO + 3H,0

> 2 NH4t + HCO3 + OH-

uréase
' , Pl ' ”

CH3 Cl 0 Cl CH,
N+ BuC /7 + +/
CH N — -_O= C = - N-CH

3/N (CI{2)2 (o) ?| (C:;-I .) I:l;E (C3H7 P C\ + H + HO-— (CHz)z N\ 3
hlorur 1 in cide butvrigue. Choline
rol hlorur rylcholin ré BuCh

A-III SPECTRQPHOTOMETRIE UV-VISIBLE

Le suivi de certaines réactions présentant une absorbance dans 1'Ultra-Violet ou le
visible a été effectué a l'aide d'un spectrophotométre UV- Visible, de type Kontron-Uvikon
860. Les cuves associées a cet appareil sont des cuves en quartz, de type Hellman 100 QS, de
10 mm de trajet optique.
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D'autre part, une méthode spectrophotométrique a été utilisée pour le suivi de
l'activité enzymatique de la BuChE [73]. Celle-ci catalyse 1'hydrolyse de l'iodure de
butyrylthiocholine (BuSChI), selon le schéma réactionnel suivant :

CH3\ I 0 . " cm,
+ BuC, 7”7 +/
CH_N — -_ Q= C — == CH
3/N (CI-%)2 S (IZ‘ (C J—I .) —iE (C3H7 }= C\ + H + SH: (C,‘I-Tz)2 N 3

CH 0 2 0- New,

3
Sel de butyryl-thio-choline iodure. Acide butyrique. Thio-choline.
rol 'un_sel i li E

La thio-choline, produit d'hydrolyse de la réaction, réagit en présence de di-thio-
di-nitrobenzéne (DTNB) ou réactif d'Ellman selon le schéma réactionnel :

L CHy
2 SH ~(CHy), —N—CH + 0@ QN
Thio-choline, DTNB.
l
" cH
~ SH —(CH) ~ NwH + 2HS NO
T NH, 2
CH, co, H

Acide-5-thio-2-nitrobenzoique.
Réaction _d'Ellman.

L'acide 5-thio-2 nitrobenzoique formé au cours de cette réaction absorbe a 410
nm. Le suivi de l'absorbance a cette longueur d'onde permet d'atteindre la cinétique de la
réaction enzymatique, suivant la loi de Beer-Lambert:

Abs =K. [Acide nitro-benzoique] = K. [Thio-choline].
Une courbe d'étalonnage préliminaire a permis de déterminer K: K = 1,36. 104 (mole/1)-1.
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Cette méthode a été utilisée pour étudier 'activité enzymatique de silice sur
laquelle la BuChE ‘a été greffée. Elle présente l'avantage, par rapport aux méthodes pH-
métriques, de pouvoir travailler a des concentrations en tampon élevées, sans interférences de
celui-ci.

A-IV LES SOLUTIONS TAMPONNEES

Les tampons utilisés dans ce travail sont, sauf mention contraire, des tampons
phosphates 4 pH = 7,2. Leurs concentrations peuvent varier de 0,1 M 2 104 M, et cela suivant
I'usage qu'on en fait. Le tampon phosphate 0,1 M, qui a une force ionique élevée, sert
expressément au lavage des poudres 2 enzymes immobilisées pour éliminer les enzymes
retenues & la surface par adsorption physique. Quant au tampon phosphate 104 M, il ne sert
qu'a assurer une conductivité suffisante lors des expériences au pH-stat sans masquer la
réaction enzymatique.

A-V EAU ULTRA-PURE

Le lavage des poudres, ainsi que celui des électrodes réalisées,nécessite 1'utilisation
d'une eau filtrée. Le laboratoire dispose d'un appareil Millipore, produisant de 'eau ultra-pure.
Cette eau a ét€ utilisée systématiquement pour tous les ringages effectués.

B -ERODUITS

Produits Provenance
Enzymes Uréase Sigma

(de Jack beans, Type IX )
Butyrylcholinestérase Sigma

( du sérum de cheval, Type IV-S)

Substrats Urée Sigma

Chlorure de butyrylcholine Merck






Inhibiteur de la

BuChE

Agents pontants

Poudres

Métal

Solvants

Autres

Résines
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Iodure de butyrylthiocholine

Paraoxon

Y-aminopropyltriéthoxysilane
Chlorure de cyanuryle
Glutaraldéhyde

Oxyde de Nickel : NiO (11,2 m2/g)
Oxyde de Silicium : SiO (4,5 m2/g)
Silice : Si02 (0,9 m2/g)

Palladium (pureté 99,999%)

Acétone

Diméthylsulfoxide

Benzéne

Eau Ultrapure

di-Sodium hydrogénophosphate
Sodium dihydrogénophosphate

Soude
Acide chlorydrique
Acide Nitrique

Araldite (AY 103, HY 956)
Lecoset (7007)

Merck

Merck

Janssen

Merck

Sigma

Prolabo
Alfa-Ventron

Alfa-Ventron

Alfa-Ventron

Prolabo
Merck
Prolabo
Millipore
Prolabo
Prolabo

Prolabo
Prolabo
Prolabo

Ciba-Geigy
Ciba-Geigy






CHAPITRE 3

ETUDE DU GREFFAGE
D’ENZYMES SUR DES POUDRES

INORGANIQUES
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Le monoxyde de silicium SiO n'a pas été étudié pour le greffage de molécules

biologiques, contrairement 2 la silice SiO», pour laquelle les publications sont nombreuses [20],
[29], [74-76].

Utiliser le monoxyde de silicium nous a semblé offrir deux intéréts essentiels: il
présente une grande stabilité vis-a-vis du pH du milieu dans lequel il est amené 2 travailler, ainsi
qu'une bonne résistance mécanique. De plus, quand il est sous forme de poudre, il offre une
grande surface spécifique, et peut acquérir sur cette surface, aprés hydratation, des
groupements hydroxyles utilisables pour la premiére étape du greffage de produits biologiques.

Enfin, la récupération de la poudre, aprés traitement, est trés aisée, et se fait par simple
décantation-filtration.

Ces diverses caractéristiques font du monoxyde de silicium un composé dont on

peut envisager l'utilisation, aprés greffage, comme garnissage de colonnes ou de réacteurs
siéges de réactions:

- antigene-anticorps, auquel cas SiO est le support d'immobilisation
d'anticorps.

- enzymatiques, auquel cas SiO est le support d'immobilisation d'enzyme.

Le travail qui suit est une démonstration de faisabilité, qui a été effectuée pour les
réactions enzymatiques, et qui pourra étre étendue ultérieurement aux systémes antigéne-
anticorps. L'enzyme test utilisée est 1'uréase.

Le monoxyde de silicium utilisé est sous forme de poudre pour des raisons de
commodité de mesure de l'activité enzymatique, au pH-stat. Le greffage d'enzyme sur cette
poudre a €té adapté de la méthode de silanisation étudiée pour la silice [53][74-76] et pour
l'oxyde de nickel [57]. Son extention & SiO nous a semblée possible, ces composés ayant des
propri€t€s communes.
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A-IT PROCEDES DE GREFFAGE D'ENZYME SUR LA POUDRE DE S10Q
A-II-1 Rappel sur la méthode appelée silanisation

La silanisation consiste a faire intéragir le y-aminopropyltriéthoxysilane sur les
fonctions silanols de la poudre, comme le montre le schéma réactionnel (1).

OC2H5
i | |
(5) -$i—OH + (CF{0); Si(CHYzNH, —p ~3i —0-Si~(CH) - NH,
OGH
Fonction 5
Silanol Y APTS

Poudre activée.

Cette premicre étape permet d'obtenir en surface du monoxyde de silicium des
molécules, liées de fagon covalente et présentant des groupements -NH, terminaux. Ces
mémes groupements permettent, dans une étape ultérieure, 1'association avec un agent pontant,
le glutaraldéhyde comme le montre le schéma réactionnel (2a ).

Le greffage de I'enzyme qui s'ensuit utilise les groupements aldéhydes de cet
agent pontant, et -NHp de I'enzyme pour former des liaisons covalentes (schéma réactionnel

(2b)) [60].
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Figure 6 : Schématisation de 1a poudre de monoxyde de silicium SiO.
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OC2H 5 O

0
. I N\ 7/
-Si =0-Si—-(CH) -
: OSII ( 2)3 NH, + /C-(CI;)3—C\
OGH, H H
Poudre de Si(II)O silanisée Glutaraldéhyde.
) l(-Hzo)
. OCH;
IS' 7 CH v 0
- Si —O—Sll—( 2)3 - N—CH—(CH2)3—C\ =
OGH,

l Greffage d'enzyme par leurs fonctions -NH,

(- H0)
OC2H5
1 I '
(6b) - Sll -0-8 i—(CI—21 ) - N=CH-(CH, )3 — CH = N- Enzyme.
| 3
OG H;

P re _enzvmati men i

A-II-2 Généralités

La poudre d'oxyde de silicium Si (II) O est une poudre inorganique, de couleur
marron: celle utilisée pour nos expériences est de 99,9 % de pureté, et de surface spécifique de
4,5 m?/g, peu poreuse. Elle posséde des groupements OH en surface, appelés "silanol", qui
permettent de procéder a son activation chimique. La concentration en fonctions hydroxyles a
été déterminée par la méthode de dosage 2 I'oxyde de calcium (Annexe 1); elle est de 2,64 10-3
mole/gSiO . La Figure 6 représente schématiquement cette poudre.
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Nous avons cherché a optimiser les conditions de la silanisation, en adoptant trois
modes opératoires différents :

- traitement de la poudre dans du benzéne 2 I'ébullition, sous reflux.
- traitement de la poudre dans l'eau, 4 pH acide, et & ébullition.

- traitement de la poudre dans I'acétone, A température ambiante.

Avant toute silanisation, la poudre est débarrassée des contaminants organiques
éventuels par un lavage a l'acide nitrique 10 %, porté a ébullition, puis rincée 2 l'eau ultra-pure
jusqu'a obtention d'un pH neutre, avant d'étre séchée a I'étuve portée a 110°C, pendant une
nuit.

L'efficacité de chacun de ces procédés est vérifiée par les deux méthodes suivantes:

- en effectuant des spectres Infra-Rouge & Transformée de Fourier, sur les poudres
silanisées.

- en testant l'activité enzymatique de la poudre au pH-stat, apics greffage de
I'uréase.

A-II-3 édé SiQ-1 : Silanisation en pré ¢
[S31.[76]

5 g de poudre de Si(IT)O, lavée et séchée, sont dispersés dans 50 cm3 d'une
solution de y-aminopropyltriéthoxysilane a 10 % dans du benzeéne. Le tout est agité, et porté 2
¢bullition, sous reflux total, pendant un temps allant de 2 & 24 heures. La poudre est ensuite
récupérée par une simple filtration (utilisation de papier filtre Wattman), avant d'étre lavée
abondamment a l'acétone. Elle est ensuite séchée A 1'étuve a 110 °C pendant 4 heures.

5 g de poudre de Si(II)O, lavée et séchée, sont dispersés dans 50 cm3 d'eau
tamponnée au tampon acétate, 3 pH =4, et contenant du y-aminopropyltriéthoxysilane a 10 %.
L'ensemble est agité et porté€ a ébullition sous reflux pendant un temps allant de 2 & 24 heures.
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La poudre est ensuite filtrée (papier Wattman), lavée i 1'eau ultra-pure jusqu'a pH neutre, puis
séchée a I'étuve portée a 110 °C, pendant 24 heures.

A-II-5

2 g de la poudre de Si (II) O, lavée et séchée, sont mis en contact avec 20 cm3
d'acétone a 2 % de y-aminopopyltriéthoxysilane ; l'ensemble est laissé sous agitation
magnétique a température ambiante, pendant 20 mn. La poudre est ensuite récupérée par
filtration (papier Wattman), et immédiatement séchée 2 1'étuve, 2 50°C, pendant 4 heures.

A-I1-6 Traitement au glutaraldéhyde

Le greffage du glutaraldéhyde sur la poudre activée a été réalisé de la méme facon,
quel que soit le procédé de silanisation utilisé.

200 mg de poudre silanisce sont dispersés dans 10 cm3 de tampon phosphate 0,1M
a 12,5 % en polyglutaraldéhyde. L'ensemble est agité, A température ambiante, pendant 3

heures. La poudre, récupérée par filtration et lavée avec 50 cm3 de tampon phosphate 0,1 M,
est préte au greffage d'enzyme.

A-II-7 Greffage d'enzyme sur la poudre Si(IDO activée

Seule l'uréase a été testée avec le monoxyde de silicium. 10 mg d'uréase sont
dissous dans 10 cm3 de tampon phosphate 0,1 M; apres rajout dans cette solution de 200 mg de

poudre de Si(II)O préalablement activée, l'ensemble est placé au réfrigérateur a 4°C pendant 24
heures.

La poudre enzymatiquement active ainsi obtenue est ensuite lavée 2 plusieurs
reprises avec une solution de tampon phosphate 0,1 M, puis une fois avec le méme tampon 2
10-4 M, dans le but de ne garder en surface que les molécules d'uréase greffées de fagon
covalentes, et d'€liminer toutes celles qui seraient simplement adsorbées.
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Spectres IRTF de :

(a) la poudre SiO d'origine.

(b) la poudre SiO silanisée suivant le procédé SiO1 (solvant=benzéne, T=80°C).
(c) la poudre SiO silanisée suivant le procédé SiO-2 (solvant=eau, T=100°C).
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A-ITI SUIVI DE LA SILANISATION PAR LA SPECTROMETRIE INFRA-

Les deux premiers procédés décrits, notés SiO-1 et SiO-2, sont des procédés
calqués sur la littérature concernant la silanisation de la silice SiO2; sur ce type de poudre de
bons rendements de silanisation sont obtenus, soit en milieu aqueux, soit en phase organique.
Le transfert a la poudre Si(I)O aboutit & des résultats peu probants, comme on le voit sur les
spectres IRTF de la Figure 7. Ces spectres montrent que les pics d'absorption caractéristiques
des bandes C-H et N-H sont présents (respectivement 2900 et 3500 cm-1), mais avec une
intensité trés faible. D'autre part les spectres des poudres traitées suivant ces 2 procédés
montrent que ces pics ne semblent pas évoluer avec le temps de traitement de la poudre.

Le procédé SiO-3, qui correspond a une silanisation utilisant 1'acétone comme
solvant, meéne quant 2 lui a des résultats satisfaisants. La Figure 8 montre les spectres IRTF des
poudres traitées par ce dernier procédé. Les pics d'absorbance caractéristiques des fonctions -
CH et -NH, repectivement 2900 cm-1 et 3500 cm1 apparaissent sur ces spectres. Il n'a pas été
possible de faire une étude quantitative plus poussée, qui aurait permis de connaitre de fagon
précise la quantité exacte de sites fonctionnalisés par cette méthode.

On constate aussi que le séchage effectué en fin de traitement favorise le rendement
de la silanisation. Ceci confirme les résultats dont fait état Dunnill [57] qui insiste sur
l'influence du traitement thermique, c'est-a-dire de la température et du temps de séchage sur la
qualité de la silanisation de la poudre d'oxyde de nickel.

A-IV TEST DE L'ACTIVITE ENZYMATIQUE AU pH-STAT

L'étude IRTF sur les poudres Si(II)O silanisées a permis d'avoir un apergu de
I'efficacité de la premiére étape du traitement de greffage : la silanisation. Le test de 'activité
enzymatique permet de confirmer ces premiers résultats (on ne pourra greffer que peu d'enzyme
sur une poudre mal silanisée), et de vérifier l'efficacité de la seconde €tape qui est le traitement
au glutaraldéhyde.

a) Description_du_test

Le test pH-stat est réalisé dans une cellule thermostattée a 25 °C et d'un volume
maximal de 50 cm3 (voir le schéma du montage dans le Chapitre 2). On y ajoute la poudre
précédemment obtenue ainsi que 40 cm3 de tampon phosphate 10-4 M. Le tout est homogénéisé
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Figure 8 - Spectres IRTF de :
(a) la poudre SiO d'origine.
(b) la poudre SiO silanisée suivant SiO-3 ( solvant=acétone, T=25°C) puis
séchée a I'étuve 3 50°C
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par agitation magnétique. La solution titrante utilisée dans ce test est une solution d'acide
chlorhydrique. Afin d'obtenir des résultats exploitables, plusieurs essais ont ét€ nécessaires
pour déterminer la concentration en HCI satisfaisante et €viter ainsi des rajouts trop importants
de solution titrante (forte activité catalytique de la poudre ov/et faible concentration en HCI) ou
insignifiants (faible activité catalytique ou/et forte concentration en HCI). Les courbes
expérimentales qu'on exploitera ci-dessous sont les résultats de ces différents essais.

D'autre part, pour éviter d'avoir des temps de test pH-stat trop longs, surtout quand
la poudre est faiblement active, nous avons ajouté le substrat dans la cellule de fagon a avoir,
dans le milieu de travail, des concentrations en substrat croissantes: 103 M, 5.103 M, 102 M,
5.10-2M, 10-1 M. Pour ce faire, nous avons préparé une solution mere de substrat de 5 M et
cela avant chaque expérience.

Les courbes délivrées par l'enregistreur Volume (HCI) = f (temps) seront exploitées
ultérieurement par la méthode de Lineweaver - Burk, en tragant 1/V, = f (1/[S]), ol:

- V, est la vitesse apparente de la réaction exprimée en mole de substrat / mn.l.g de
SiO.

- [S] la concentration en substrat exprimée en mole / 1.

Le calcul de cette concentration, ainsi que celui de la vitesse apparente sont
explicités dans I'Annexe 2.

b) Quels renseignements peut-on tirer des courbes
1/Va= 1 ?

Dans le cas d'une réaction en milieu homogéne (i.e. enzymes en solution),
l'exploitation de ces courbes ne pose aucun probléme. En l'occurence, si la cinétique est
michaélienne, la courbe obtenue est une droite de pente Kp/Vy coupant 'axe des ordonnées en
1/Vm (Annexe 3), ol :

- K est la constante de Michaelis ,

- Vpq la vitesse de la réaction 2 saturation en substrat, qui est proportionnelle a la
concentration en enzyme. Sinon, on peut recourir a d'autres modeles de cinétique enzymatique
qui ont été largement détaillés dans la littérature [39].

Dans le cas d'une réaction en milieu hétérogéne (i.e. enzymes immobilisées sur une
poudre ou dans un gel), des précautions doivent &tre prises dans l'interprétation des résultats
car, au phénomene de la réaction enzymatique s'ajoute le phénomene de diffusion de la maticre
qui se manifeste & l'intérieur de la particule poreuse, ou d'un aggrégat de particules, et a
I'interface particule-solution. La conséquence en est la modification de l'allure de la courbe 1/V,
= f (1/[S]). Cependant, dans le cas ou la réaction enzymatique est michaélienne, l'extrapolation
de la courbe 2 1'axe des ordonnées permet d'atteindre la vitesse apparente maximale Vam de la

poudre et donc la quantité d'enzyme immobilisée [77-82].
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Figure 9: Tracés de Lineweaver-Burk obtenus lors du premier essai de l'activité de SiO

silanisé suivant le procédé SiO-1 (solvant=benzéne, T=80°C), pour différents
temps de silanisation.

® tii=3h, mtj=8h A t5=24h
Conditions de mesure de 'activité: 200 mg de poudre enzymatique dans 50 cm3
de solution de tampon phosphate 104 M a pH=7,2 et 2 T=25°C.
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A-IV-1 Test pH-stat de la poudre traitée par le procédé SiO-1.
ilisant le benze

Le test pH-stat de cette poudre met en évidence deux aspects :

- Le Vam obtenu 2 la premiére utilisation de la poudre activée est de 'ordre de
2.104 mole/L.mn.gsio (Figure 9), ce qui correspond a une activité enzymatique correcte.

- Apres lavage et réutilisation, ou séjour prolongé dans une solution de tampon
phosphate 0,1 M, l'activité enzymatique chute trés vite, et disparait ( Figure 12). Ceci indique
que malgré un lavage prolongé, une grande partie de I'activité catalytique obtenue au premier
test est due a 'enzyme adsorbée.

Ce comportement est donc la conséquence d'une silanisation peu efficace d'une
part, ce qui était aussi la conclusion des spectres IRTF; d'autre part, le contact prolong€ avec le
benzéne rend la poudre hydrophobe et géne les étapes ultérieures du traitement d'activation. On
constate, en effet, quand on effectue la phase du traitement au glutaraldéhyde (paragraphe B-II-
6), que la poudre a tendance a étre repoussée a la surface de 1'eau, ce qui nuit 2 'homogénéité
du mélange, et donc a l'efficacité du traitement avec cet agent pontant. Cette hydrophobie
favorise la formation d'aggrégats, et par conséquent modifie 'allure des courbes 1/V, =
£(1/[S]). Celles-ci ne sont pas des droites comme c'est le cas du traitement a l'acide SiO-2,

décrit ci-apres.

A-IV-2 Test pH-stat de la poudre traitée par le procédé SiQ-2, en
h 3 =4

On retrouve le méme comportement que celui décrit ci-dessus pour le procédé
SiO-1 : le Vam obtenu 2 la premigre utilisation est de 2.10-4 mole/l.mn.gsio (Figure 10); il tend
vers 0 au bout de quelques essais; il en est de méme que si la poudre séjourne dans une solution
de tampon phosphate a 0,1M (Figure 12).

Il n'y a pas d’hydrophobicité de la poudre comme dans le cas précédent, et le
traitement au polyglutaraldéhyde se fait dans de bonnes conditions. On ne peut mettre en cause
ici que le mauvais rendement de la silanisation, constaté par le spectre IRTF ; l'activité
enzymatique obtenue 2 la premiere mesure est le fait de molécules adsorbées, qui sont lentement
relarguées dans le milieu de travail.
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Figure 10: Tracés de Lineweaver-Burk obtenus lors du premier essai de l'activité de SiO
silanis€ suivant lc procédé SiO-2 (en phase aqueuse, T=100°C) pour
différents temps de silanisation:
OV tgii=2h O tij=24h
*A tgj=6h O ti1=48h
Conditions de mesure de l'activité: 200 mg de poudre enzymatique dans 50 cm?3
de solution de tampon phosphate 104 M a pH=7,2 et 2 T=25°C.
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Figuyre 11: Tracés de Lineweaver-Burk obtenus lors du premier essai de I'activité de SiO
silanisé suivant le procédé SiO-3 (solvant=acétone, T=25°C).
Les trois échantillons m v @ sont préparés dans les méres conditions.
Conditions de mesure de l'activité: 200 mg de poudre enzymatique dans 50 cm3

de solution de tampon phosphate 104 M a pH=7,2 et 4 T=25°C.
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Figure 12: Evolution de V,, en fonction du nombre d'essais :
B SiO silanisé suivant le procédé SiO-1 (solvant=benzéne, T=80°C)
A SiO silanisé suivant le procédé SiO-2 (solvant=eau, T=100°C)
® SiO silanisé suivant le procédé SiO-3 (solvant=acétone, T=25°C)
Conditions de mesure de l'activité: 200 mg de poudre enzymatique dans 50 cm3
de solution de tampon phosphate 104 M 4 pH=7,2 et 2 T=25°C.
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A-IV-3 Test pH-stat de la poudre traitée par le procédé Si0-3,
ilisant I'acét

L'activité catalytique de cette poudre est montrée sur la Figure 11. Les résultats de
I'étude IRTF laissaient prévoir que ce procédé serait le plus efficace. C'est en effet confirmé par
le test pH-stat : le Vay obtenu 2 la premigre utilisation est de 1,5.104 mole/l.mn.gs;o (Figure
12); ce Vam décroit pour les utilisations ultérieures, pour tendre vers une valeur limite qui est de
30 % inférieure environ. Cette baisse signifie qu'une partie de 1'enzyme est adsorbée, et non
greffée par liaison covalente. Une fois qu'il y a eu relargage de la partie adsorbée, 1'activité
enzymatique reste stable, ce qui est le signe d'un greffage efficace.

Une poudre obtenue par ce procédé, conservée au réfrigérateur a environ 4°C, dans
du tampon phosphate 0,1 M garde son activité enzymatique pendant 4 semaines environ.

A-V  CONCLUSION

Les deux solvants classiquement utlisés pour la silanisation de la poudre de silice, le -
benzéne et 1'eau, ne favorisent pas celle de la poudre d'oxyde de silicium Si(IT)O.

En revanche, un bon rendement de silanisation, vérifié par la spectrométrie IRTF,
et confirmé par le test pH-stat, est obtenu avec le traitement utilisant I'acétone comme solvant, et
ce dans des conditions douces (température ambiante), avec un temps de contact poudre - Y-
aminopropyltriéthoxysilane de 1'ordre de 20 mn. Ce dernier traitement présente en plus
l'avantage d'éviter le benzeéne, solvant plus dangereux que 'acétone.
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L'immobilisation de produits biologiques sur la silice a ét€ largement étudiée. Des
essais d'immobilisation par greffage direct sur ce support par l'intermédiaire de BrCN ont été
tentés par Weetall et coll. [74]. De méme, l'immobilisation par adsorption sur la silice poreuse
rendue hydrophobe par traitement chimique a été étudiée par Karimian et coll.[83]. Cependant,
I'immobilisation de ces produits biologiques passe généralement par la silanisation de la silice
avec un silane [53][76][84]. Le silane est en général aminé. Les fonctions ainsi créées 2 la
surface du support servent ultérieurement au greffage de produits biologiques, par
l'intermédiaire d'agents pontants tels le glutaraldéhyde [76], le trichlorure de bore [85], ou le
bis-dithioester [86].

Dans cette partie nous avons cherché & immobiliser de la butyrylcholinestérase sur
une poudre de silice, et & vérifier l'efficacité des méthodes de greffage sur ce support. L'objectif
visé était de faire un travail préliminaire a la réalisation d'un biocapteur a fibres optiques. Les
fibres optiques utilisées pour ces biocapteurs sont en silice, permettant de travailler dans la zone
UV-Visible [20]. De plus, elles présentent une atténuation du signal lumineux de l'ordre de 0,2
dB/km, suffisamment faible pour ne pas avoir d'impact sur la conception d'un biocapteur, dans
la mesure ol la longueur des fibres utilisées n'est pas grande.

Ce biocapteur est envisagé pour deux raisons:

- remplacer les électrodes de pH a BuChE, ce qui est envisageable car la réaction
catalysée par cette enzyme peut étre suivie de fagon colorimétrique ( Méthode d'Ellman [73]
décrite dans le Chapitre 2).

- cette méthode permet de travailler dans un milieu suffisamment tamponné pour
éviter les variations de pH importantes.

Les résultats obtenus avec la poudre de silice seront ensuite transposés aux fibres
optiques. Le détail des schémas réactionnels concernant la silanisation est donné dans le
paragraphe précédent, pour le monoxyde de silicium; nous décrirons donc directement les
modes opératoires utilisés ici.

B-II ROCEDES DE GREFFAGE D'ENZYME SUR LA SILICE
B-TI-1 Généralités
La poudre de silice utilisée présente une granulométrie de 60 mesh (210 microns),

une surface spécifique de 0,9 m 2/g, et le nombre de fonctions hydroxyles par unité de masse
est de 3,3.10-6 mole/gramme de SiO3 .






u 43 =

Avant tout traitement, la poudre est lavée avec une solution d'acide nitrique a 10 %,
portée a €bullition pendant une heure. Elle est ensuite filtrée et lavée 2 I'eau Millipore jusqu'a la
neutralité de 'eau de lavage, puis séchée a I'étuve 4 110 °C pendant 24 heures.

B-II-2 Modes Qpératoires

La littérature cite des procédés de silanisation effectués en milieu organique

[531,[57],[76], et en milieu aqueux[53]. Nous en avons testés deux, pour cerner les conditions
optimales du greffage.

a) Procédé SiOp -1 : Silanisation en phase aqueuse, & pH acide
[53]

5 g de poudre de silice sont dispersés dans 50 cm3 d'eau tamponnée au tampoh
acétate, a pH 4. L'agent d'activation, y-aminopropyltriéthoxysilane, est rajouté dans le milieu
jusqu'a 10 %. L'ensemble est agité, et porté 2 ébullition sous reflux pendant un temps que nous
avons fait varier de 2 h 4 48 h. La poudre est ensuite filtrée 2 1'aide de papier Wattman, et lavée

a I'eau ultra-pure plusieurs fois, jusqu'a pH neutre. Le séchage est effectué  I'étuve portée a
110°C pendant 24 heures.

b) Procédé Si0p -2 : Silanisation en présence d'acétone. [57]

Le traitement a porté sur 500 mg de poudre de SiOy qu'on disperse dans une
solution de y-aminopropyltriéthoxysilane, & 2 % dans l'acétone. Aprés un temps de contact de
30 mn sous une agitation intermittante et a la température ambiante, la poudre est filtrée, lavée
de nouveau a l'acétone, et séchée a 1'étuve portée a 50°C pendant 4 heures.

¢) Traitement au glutaraldéhyde [76

Ce traitement peut étre effectué au fur et 3 mesure des besoins, la poudre silanisée
pouvant €tre conservée sans détérioration des fonctions créées a sa surface.



Figure 13:  Spectres IRTF de la poudre de
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Les 500 mg de SiOy silanisée sont dispersés dans 1 cm3 de solution de
glutaraldéhyde a 5 % dans du tampon phosphate 10-2M. Apres agitation, l'ensemble est laissé
30 mn au réfrigérateur, puis filtré, et lavé avec le méme tampon.

r BuChE

Le greffage de la poudre se fait par simple mise en contact de la poudre obtenue
aprés le traitement précédent, avec une solution enzymatique. 500 mg de poudre sont dispersés
dans 2 cm3 de tampon phosphate 10-2 M, contenant 1 mg de BuChE.L'ensemble est laissé 6
heures 2 4°C, puis la poudre est filtrée et lavée au méme tampon phosphate. Dans le but de voir
l'influence du nombre de cycles de traitement glutaraldéhyde-BuChE sur l'activité catalytique de
la poudre, ce traitement a été répété plusieurs fois avec une méme poudre, et cela en observant
des conditions opératoires identiques. Le but escompté était d'augmenter l'activité catalytique de
cette poudre en augmentant le nombre de couches d'enzymes a sa surface.

Description d mesur tral

Comme on l'a précisé en Introduction de ce paragraphe B, c'est la méthode
spectrophotométrique d'Ellman, explicitée dans le paragraphe A-III du Chapitre 2 qui a servi a
mesurer l'activité cholinestérasique de la poudre greffée.

Les conditions de travail sont les suivantes :

La poudre 2 BuChE greffée est mise sous agitation en présence d'une solution de
tampon 10-2 M contenant le substrat BuSChI 2 10-4 M, et le chromogéne di-thio-dinitro-
benzéne & 2.10-4 M. La longueur d'onde caractéristique de la réaction enzymatique est 410 nm.
Des prélévements du liquide surnageant sont effectués toutes les 3 mn, et son absorbance a 410
nm mesurée. Cela permet de tracer I'évolution de 'absorbance, notée A, en fonction du temps,
et donc d'accéder a l'activité enzymatique de la poudre.

B-II-3 Interprétation des spectres IRTF

Les spectres IRTF obtenus sur les poudres ayant subi les deux traitements de

silanisation décrits précédemment sont présentés sur les Figures 13 et 14.
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Spectres IRTF de la poudre de silice d'origine (a) et de la poudre de silice
traitée suivant le procédé SiO2-2 (solvant=acétone, T=25°C) (b).
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Le procédé SiO2-1, qui est réalisé en phase aqueuse, semble le moins efficace
d'apres les spectres IRTF de la Figure 13.0n voit apparaitre vers 2900 cm-1 1a bande
d'absorption de la liaison C-H avec une faible intensité, et celle vers 3500 cm"!
correspondant 2 la liaison N-H. Cependant, il s'est révélé impossible de corréler 'évolution de
I'intensité de ces bandes d'absorption au temps de traitement.

Le spectre de la Figure 14 est celui de la poudre de silice traitée dans l'acétone, par
le procédé SiO2-2. On voit en revanche ici qu'un pic apparait a 2900 cm-l, correspondant
aux liaisons C-H, et la bande d'absorption vers 3500 cm-l, caractéristique des liaisons N-H,
avec une intensité plus forte que pour le traitement précédent. La silanisation obtenue dans
l'acétone est donc efficace ; il est d'autre part inutile de la prolonger au-dela de 30 mn, les
spectres effectués 2 des durées supérieures ne présentant pas d'évolution notable. Nous
attribuons la réussite de la silanisation non au temps de contact de la solution de y-APTS avec la
poudre, mais au traitement thermique qui la concluait.

On a pu mettre en évidence d'une autre fagon la présence de fonctions amines sur la
poudre obtenue par le procédé SiO2-2 : en la faisant réagir avec une solution de glutaraldéhyde
4 12,5 %, on obtient une coloration jaune due 2 la résonance des doubles liaisons du produit
résultant de la condensation des fonctions amines de y-APTS avec le glutaraldéhyde [27].

Les résultats du greffage de la BuChE qui suivent ne concernent que ce procédé
Si0»-2.

B-II1 TEST DE L'ACTIVITE ENZYMATIQUE AU SPECTROPHOTOMETRE

Le suivi de l'activité enzymatique de la poudre greffée est effectué par la méthode
spectrophotométrique d'Ellman. L'allure dynamique de la courbe obtenue : A = f(temps) ou
[Thiocholine] = f(temps) est illustrée par la Figure 15. Sur la Figure 16-a, on retrouve cette
allure pour une poudre ayant subi un seul cycle de traitement glutaraldéhyde-greffage de
BuChE, et sur la Figure 16-b pour une poudre ayant subi 2 cycles. La derniére montre une
activité plus faible que la précédente, contrairement a ce qui était attendu. Cette tendance est
confirmée par des expériences répétées, comme le montre la Figure 17, sur laquelle on ne fait
figurer que la cinétique d'hydrolyse de BuSChI 2 l'instant t=0, notée encore V(S)i02, par la
poudre de silice 2 BuChE greffée. Celle-ci montre que la poudre ayant subi un seul cycle de
greffage présente une activité catalytique plus forte que celle ayant subi 2 cycles. Cependant, on
observe, pour la premiére, une baisse importante de 1'activité catalytique dans le temps, qui est
probablement due au relargage de I'enzyme. Par contre, la deuxi¢éme maintient son activit€ dans

le temps.
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Figure 15: Cinétique d'hydrolyse du substrat BuSChI par la poudre de silice 2 BuChE

greffée suivant le procédé SiO»-2 (solvant=acétone, T=25°C).
Conditions opératoires : 500 mg de silice dans 5 cm3 de tampon phosphate
10-2M a pH=7,2 et contenant BuSChI & 104 M et DTNB a 2.104 M.
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Cinétique d'hydrolyse du substrat BuSChI par la poudre de silice 8 BuChE
greffée suivant le procédé SiO2-2 (solvant=acétone, T=25°C).
O 1¢r essai de l'activité enzymatique
VO 28 et 3¢ essais de l'activité enzymatique
Conditions opératoires : 500 mg de silice dans 5 cm3 de tampon phosphate
10-2M a pH=7,2 et contenant BuSChI 2 10-4 M et DTNB 2 2.10-4 M.



Figure 16 b :
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Cinétique d'hydrolyse du substrat BuSChI par la poudre de silice 8 BuChE
greffée suivant le procédé SiO;-2 (solvant=acétone, T=25°C), suivi d'un
cycle de traitement glutaraldéhyde-BuChE.

W 1°T essai de l'activité enzymatique

@ 2° essai de 'activité enzymatique

v 3¢ essai de l'activité enzymatique
Conditions opératoires : 500 mg de silice dans 5 cm3 de tampon phosphate
10-2M a pH=7,2 et contenant BuSChI & 104 M et DTNB 4 2.104 M.
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igure 17 : Cinétique d'hydrolyse Vsio2  l'instant t=0 du substrat BuSChI par la

poudre de silice 2 BuChE greffée suivant le procédé SiOz-2 (solvant=acétone,
T=25°C) A OO , suivi d'un cycle de traitement glutaraldéhyde-BuChE

A B @® ,ecnfonctiondu temps de conservation.
Entre deux essais, la poudre est conservée dans du tampon phosphate
10-2 M 4 pH=7,2 et 2 4°C. )
Conditions opératoires : 500 mg de silice dans 5 cm? de tampon phosphate
10-2M 2 pH=7,2 et contenant BuSChI 2 104 M et DTNB 2 2.104 M.
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Figure 18 : Cinétique d'hydrolyse du substrat BuSChI par la poudre de silice 2 BuChE

greffée suivant le procédé SiOa-2 (solvant=acétone , T=25°C).

O Activité enzymatique obtenue immédiatement apres le greffage de
BuChE.

O Activité enzymatique résiduaire apres 15 mn de contact avec une
solution tampon 10-2M contenant du paraoxon a 2.104 M.
Conditions opératoires : 500 mg de silice dans 5 cm3 de tampon phosphate
102M a pH=7,2 et contenant BuSChI & 104 M et DTNB i 2.104 M.
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Une explication peut justifier ce type de comportement: le deuxiéme traitement au
glutaraldéhyde, au lieu de créer des liaisons entre enzymes immobilisées et enzymes en
solution, servirait surtout a créer des liaisons entre les enzymes a la surface de la poudre,
contribuant ainsi a diminuer leur activité catalytique.

Nous verrons ultérieurement, dans le Chapitre 4 que, pour un fil de palladium, le
greffage en multicouche contribue au contraire 4 augmenter l'activité catalytique du support.

B-1IV TEST DE L'ACTIVITE ENZYMATIQUE APRES INHIBITION PAR LE
PARAOXON

Un inhibiteur de I'activité de la BuChE [87-89] : le paraoxon, qui est un insecticide,
a été mis en présence de la poudre silice 8 BuChE greffée, ceci dans le but de vérifier que les
propriétés classiquement observées de la BuChE subsistent aprés son greffage par le procédé
décrit. Pour une concentration en paraoxon de 5.104 M et un temps de contact poudre-
paraoxon de 15 mn, on constate une baisse effective de 1'activité enzymatique de la poudre, qui
est illustrée par la Figure 18. Des utilisations ultérieures de silice greffées pour la détection
d'inhibiteurs de la butytylcholinestérase peuvent donc étre envisagées.

B-V CONCLUSION

Cette étude de faisabilité est suffisamment concluante pour envisager de 1'étendre 2
la réalisation d'un biocapteur a fibre optique, & butyrylcholinestérase greffée, destiné A la
détection d'inhibiteurs de cette enzyme. Il restera & optimiser le choix de la fibre, et ses
dimensions, ainsi que la quantité¢ d'enzyme a greffer, de fagon a4 en obtenir un signal
exploitable, et un niveau de sensibilité trés bas.
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Comme nous l'avons mentionné dans le Chapitre 1, le greffage de I'enzyme sur le

support en oxyde de nickel NiO est préliminaire a la réalisation d'un capteur enzymatique a base
de Ni/NiO.

Les méthodes de greffage sur oxydes métalliques citées dans la bibliographie
cherchent a utiliser les fonctions hydroxyles -OH qui se trouvent a leur surface, pour créer des
liaisons covalentes avec l'enzyme par l'intermédiaire d'un agent pontant, Elles mettent en jeu
des réactifs tels le carbodiimide sur SbpO3 [51], le chlorure de cyanuryle sur IrO3 [50], et le
bromure de cyanogene sur TiOj [90].

En ce qui nous concerne, le réactif utilisé pour greffer l'enzyme sur le support NiO
est le chlorure de cyanuryle.

L'utilisation de 1'oxyde de nickel NiO comme support d'immobilisation d'enzyme
n'est pas toute récente. En effet, Weetal est le premier a l'utiliser comme support a
I'immobilisation de glucose oxydase [91]. Il est suivi plus tard par Munro et coll. [92], puis
Dunnil et coll. [57]. Ces auteurs ont choisi cet oxyde essentiellement pour les raisons suivantes:

- il présente une résistance substantielle a la corrosion.

- c'est un oxyde qui présente une surface spécifique assez importante,
bien que ses particules ne soient pas poreuses.

L'oxyde de nickel utilisé est en général obtenu par oxydation contrélée d'une
poudre de nickel. L'activation de ce support se fait ensuite par la méme méthode de silanisation
explicitée dans les paragraphes A et B de ce chapitre.
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Il est a remarquer d'autre part qu'aucune étude concernant l'adsorption d'enzymes
sur la poudre d'oxyde de nickel n'a été faite en amont des travaux cités, ce qui nous a semblé
€tre une lacune compte tenu du fait que cette adsorption peut étre importante, comme c'est le cas
pour l'alumine par exemple [93].

Suite aux constatations faites ci-dessus, nous avons cherché i étudier:
- d'une part 1'adsorption de 1'enzyme sur la poudre de NiO.

- d'autre part une méthode d'immobilisation sur l'oxyde de nickel, qui ne
n‘cessiterait qu'une seule étape. La méthode d'activation au chlorure de cyanuryle, cit’e dans le

Chapitre 1 pour l'activation des supports organiques en cellulose ou collagéne, a été retenue.
La méthodologie de travail est la suivante:

Divers procédés d'activation au chlorure de cyanuryle, appliqués dans la littérature 3
des supports que nous rappellerons au fur et & mesure, sont repris pour l'oxyde de nickel.
L'influence de parameétres tels le traitement préalable de la poudre & la soude, le

solvant de travail, la concentration en chlorure de cyanuryle, et le temps de
traitement a été étudiée.

La température est un parameétre qui a été optimisé par les auteurs des différents
procédés; nous avons conservé la température optimale citée dans chaque cas.

La poudre d'oxyde de nickel sur laquelle on a travaillé est fournie par Prolabo. Elle
est de couleur verditre, et de granulométrie inconnue. Sa surface, mesurée par la méthode BET
est de 11,9 m? /g, et sa densité : d= 6,67.

C-II PROCEDES UTILISES POUR L'ACTIVATION DE L'OXYDE DE
NICKEL

Quatre modes opératoires différents ont été testés pour activer cette poudre. Leur
point commun reste l'utilisation du chlorure de cyanuryle, dont nous pouvons rappeler ici
qu'elle est active sur des surfaces présentant des fonctions -OH. La surface de 'oxyde de nickel
est schématisée sur la Figure 19 a. Les solvants et les conditions de travail varient d'un procédé
a l'autre, procédés qui ont été adaptés d'apreés les utilisations bibliographiques que nous
rappellerons.

C-II-1 Rappel et complément _sur le mécanisme d'activation au
chlorure de cvanuryle
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Les carbones du chlorure de cyanuryle sont les cibles d'attaques nucléophiles, qui
se traduisent par une substitution des chlorures par des groupements chargés négativement.
Ainsi, il a été démontré [54][56]1[64][94] que les groupements -OH de la cellulose ou du
graphite oxydé pouvaient intéragir avec le chlorure de cyanuryle de la fagon suivante :

Cl Cl
+ =
(D OH 4+ <O — = 0 +H + Cl
Cl \Cl
& re 1 r m - r le chlorur

La cinétique de cette réaction est lente, & cause de la faible nucléophilie du
groupement -OH. Les auteurs l'ont accélérée [54] en transformant ce groupement en -O- Na*t
(schématisation Figure 19 b), obtenu par simple traitement 2 la soude du graphite pyrolytique,
comme le montrent les schémas réactionnels 4a-4b :

+ - N
(2a) §'OH + Na + OH E— %ONd+ ® g

Ionisation fonction H T
Cl
N Cl . )
(2b) §~O-Na++ Cl N -_— 0] + Na + Cl
\
N
1 Cl
Intéraction _entre | r ments -O N T le _chlorur
nuryl

Dans les procédés que nous décrivons ultérieurement, 1'étape de traitement a la
soude est souvent reprise, dans le but d'assurer les meilleurs conditions pour que la substitution
ait lieu. Pour ce faire, nous équilibrons la poudre de NiO, préalablement hydratée (cf.
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paragraphe C-II-2), avec une solution de soude 1 M. Cette poudre est ensuite filtrée sur papier
filtre Wattman, et séchée soit sous vide, soit A 'étuve. Nous la notons alors NiOp-NaOH.

C-II-2 Obtention de NiQ hvdraté

Quelques premiers essais d'adsorption d'enzyme sur la poudre non traitée nous ont
fourni des résultats décevants: la poudre, aprés un temps d'adsorption de 12 h, ne présentait
qu'une trés faible activité enzymatique, résultat que nous avons attribué  son hydrophobicité.

Nous avons alors été amenés 2 effectuer systématiquement une hydratation de la
poudre 2 activer: cette opération est en général obtenue [76] sur la silice par traitement a I'acide
nitrique concentré. L'oxyde de nickel quant 2 lui se dissout dans cet acide, avec formation de
nitrate de nickel ; pour I'hydrater, nous l'avons simplement placé sous agitation, dans de I'cau
portée A ébullition, pendant 20 mn. II est ensuite séché sous vide en présence de silica gel
pendant deux jours. La poudre obtenue est notée NiOp.

C-II-3 Activation NiO-1

Ce procédé a été adapté de celui décrit par [45], pour le traitement de graphite
destiné 2 l'immobilisation de glucose oxydase, en vue de l'obtention d'une €lectrode a glucose.

Le traitement porte sur 5g de NiOp-NaOH, qui sont dispersés dans 50 cm3 de
benzéne, contenant 1g de chlorure de cyanuryle; le tout est porté a ébullition, sous reflux,
pendant un temps t, dont l'influence sera étudiée au paragraphe C-1V-2-a.

La poudre est ensuite récupérée par filtration, puis lavée a I'acétone plusieurs fois,
avant d'étre séchée a I'étuve portée a S0°C, pendant une nuit.

C-II-4 Activation NiQ-2

La cellulose a été activée a I'aide d'un dérivé du chlorure de cyanuryle [95], pour
l'obtention d'un garnissage de colonne chromatographique 4 enzyme immobilisée. Ce protocole
est repris ici, pour la poudre d'oxyde de nickel.

On traite 1g de NiOy, successivement lavé avec une solution de diméthylsulfoxide
(DMSO) dans 'eau, dans un rapport volumique de 1 4 9, puis dans un rapport de 9 a 1. La
poudre est récupérée par centrifugation, puis laissée en contact avec 100 mg de chlorure de
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Figure 20:  Spectre IRTF de I'oxyde de nickel d'origine.
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cyanuryle, dans 10 cm3 d'un mélange DMSO / Hy0 2 9/1 (v/v), et de la soude a 0,1M. Le tout
est maintenu & 4°C pendant un temps de réaction de 1 heure environ. La poudre est récupérée
par filtration, lavée avec le mélange DMSO / H20 a 1/9, (v/v), puis lavée 4 l'eau ultra-pure.

C-II-5 Activation NiQ-3

Le dioxyde d'irridium IrO; a été activé par cette voie par Yacynych et coll. [50], qui
ont ensuite immobilis€ a sa surface de 'uréase, pour obtenir une électrode 2 urée. Yacynych et
coll. ont démontré que le dioxyde d'irridium pouvait fonctionner comme électrode de pH. Les
auteurs ont ensuite cherché a l'utiliser comme électrode a urée en greffant de 'uréase 2 sa
surface. Le chlorure de cyanuryle est utilisé comme agent pontant. Nous avons cherché a
transposer ce procédé a l'oxyde de nickel; le protocole est le suivant:

On disperse 1g de NiOp ou NiOp-NaOH dans 50 cm3 d'acétone, contenant une
masse donnée de chlorure de cyanuryle, 2 0°C. Le temps de contact, ainsi que la concentration
en chlorure de cyanuryle ont un effet sur le traitement, qui sera discuté ultérieurement, dans les
paragraphes C-IV-2-b, et C-IV-3.

Le traitement est conclu par plusieurs lavages 4 1'acétone, avant de laisser sécher la
poudre, sous vide, et en présence de Silica Gel.

C-1I-6 Activation NiQ-4

Nous avons mis au point ce procédé, aprés avoir fait une synthése des résultats
obtenus avec ceux que nous avions adaptés précédemment.

Le traitement porte sur 1,5 g de NiOp-NaOH, qui sont dispersés dans 10 cm3 de
DMSO, contenant 300 mg de chlorure de cyanuryle. Le tout est laissé sous agitation , 2 4°C,
pendant 3 heures. La poudre est ensuite lavée 4 l'eau ultra-pure.

C-IIT CARACTERISATION DE L'EFFICACITE DU GREFFAGE PAR IRTF

C-III-1 Rappels sur la_méthode

Les échantillons sont systématiquement lavés plusieurs fois a l'acétone pour
éliminer les contaminants éventuels, dont les produits intermédiaires du traitement, adsorbés en
surface. Ils sont ensuite placés sous vide pendant 1 2 2 jours pour étre complétement séchés.
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Un flux d'azote est mis en circulation au-dessus de 1'échantillon pendant 30 mn environ, pour
évacuer toute trace de vapeur d'eau, immédiatement avant de prendre les premiers spectres. On
en effectue quelques-uns pendant le séchage ; ils sont considérés comme définitifs quand toute
trace des pics des solvants a disparu.

C-III-2 Suivi d' édé d ff | étrie IRTF

Seuls les spectres IRTF obtenus avec le procédé NiO-3 seront explicités ici, par
souci de ne pas alourdir le texte. Trois échantillons ont été passés au spectrometre IRTF:

- Oxyde de nickel d'origine, sans aucun traitement; son spectre est celui de la Figure
20.

- Oxyde de nickel hydraté par un séjour dans l'eau a €bullition, puis trait€ a la soude
0,1 M, et séché; son spectre est celui de la Figure 21.

- Oxyde de nickel ayant subi le traitement au chlorure de cyanuryle suivant le
procédé NiO-3; son spectre est celui de la Figure 22.

C-III-3 Interprétation des spectres

Le spectre IRTF de l'oxyde de nickel d'origine, (Figure 20), présente un pic vers
3680 cm-l, qui est dii A des liaisons OH en surface de la poudre, ainsi qu'une "bosse” vers
3550 cmrl, qu'on attribue & des groupements OH intramoléculaires. On confirme ainsi la
présence de fonctions -OH en surface de la poudre, et donc la possibilité d'opérer sur celle-ci

un greffage du chlorure de cyanuryle.

Le traitement de I'oxyde de nickel par la soude concentrée avait pour but d'ioniser la
surface de la poudre, suivant le schéma réactionnel décrit en (4a). L'efficacité de ce traitement
est confirmée par le spectre IRTF obtenu (Figure 21), qui ne présente pas de pic a 3680 nm
comme précédemment , ce qui est une preuve que les H des fonctions -OH de surface ont été
remplacés par des ions Na*t. D'autre part, on retrouve la "bosse” 2 3550 cm-l, qui montre que
les liaisons OH intramoléculaires ne sont pas perturbées par le traitement a la soude.

L'interprétation du spectre de l'oxyde de nickel obtenu apres le traitement au
chlorure de cyanuryle (Figure 22), nous a obligés a envisager des réactions parasites. En effet,
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si on n'était qu'en présence de chlorure de cyanuryle 2 la surface de la poudre, on retrouverait
exclusivement les bandes d'absorption de celle-ci, lesquelles sont données sur la Figure 23. Or,
ce n'est pas le cas, puisqu'on retrouve une bande d'absorption vers 3000 cm-!, correspondant
la liaison C-H, mais aussi des bandes a 1780, 1600, 1450, 900, 875, et 850 cm-1.

Les sous-produits parasites dont nous observons la présence peuvent étre issus des
réactions secondaires issus d'une "énolisation" de l'acétone comme le montre le schéma

réactionnel (5).

9] o) o)

il NaOH N = !
(3) CH-C- CH; —mm—> CH;-C-CH, —=2 CH,-C= CH, ]

L'énolate obtenu, stabilisé par résonance, est responsable de la coloration jaune du
milieu qu'on observe; les réactions parasites qui peuvent résulter de la présence de cet énolate

sont décrites par les schémas réactionnels (6a) et (6b).

N Cl
.O Cl
(4a) CH,-C=CH, * N
Cl

Cl Cl

Clja
>
o)

|
CH,-C= CH,

1l - +
(4b) CH,-C- CH, N
Cl

Réaction rasites: étone énolisé hlorur

de cvanuryle
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Cette hypothése semble confirmée par le spectre IRTF, puisqu'on peut attribuer les
bandes d'absorption observées:

- aux déformations des liaisons C=CHj, pour 1780 cm-1,
- aux élongations des liaisons C=C pour 1600 cm-1.

- aux €longations des liaisons C=N, et C-N, ainsi qu'aux déformations des
liaisons C=CHp, pour 1450 cm-1.

- 4 I'élongation des liaisons C-O, pour 1075 cm-1.

- et aux liaisons C-Cl pour les deux derniers pics 2 850 et 875cm-1.

Conclusion:

On peut donc conclure que ce traitement permet certes de greffer le chlorure de
cyanuryle sur la surface de I'oxyde de nickel, mais aussi des sous-produits indésirables. A ce
stade de notre travail, nous ne pouvons dire par quel moyen ces sous-produits restent fixés en

surface malgré des lavages fréquents a I'acétone, et s'ils sont simplement adsorbés ou greffés
par des liaisons covalentes.

C-IV OBTENTION D'UNE POUDRE ENZYMATIQUEMENT ACTIVE

C-IV-1 Mode opératoire

Une fois I'étape "activation" réalisée, la poudre est séchée sous vide en présence
de Silica Gel pendant 2 jours. Elle est ensuite conservée dans un flacon hermétiquement clos
pour minimiser toute variation de masse due a I'adsorption de la vapeur d'eau de I'atmosphére.
L'immobilisation de I'enzyme sur la poudre peut &tre réalisée au fur et & mesure des besoins.
Elle est effectuée comme suit :

200 mg de poudre sont dispersés dans 10 cm3 de tampon 0,1 M contenu dans un
tube 2 essai de 15 cm3, et 10 mg d'uréase, correspondant & 700 UI, sont ensuite dissous dans
cette solution. Le tout est agité de fagon intermittente, a 1'aide d'un agitateur Vortex, et placé au
réfrigérateur (environ 4°C) pendant 24 heures. La poudre est ensuite récupérée par
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Figure 24 : Tracé de Lineweaver-Burk pour NiO a uréase adsorbée :

m l'oxyde de nickel non hydraté
O l'oxyde de nickel hydraté (NiOp).
Conditions de I'adsorption : 200 mg de poudre en contact avec 10 cm3 d'une

solution de tampon phosphate 0,1 M, pH=7,2, a 1 mg d'uréase/cm3, pendant
12 h, 2 4°C.

Conditions de mesure de I'activité: 200 mg de poudre enzymatique dans
50 cm? de solution de tampon phosphate 104 M a pH=7,2 et 4 T=25°C.
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centrifugation (v= 2000 tours/min & + 4°C). Plusieurs cycles de lavage au tampon phosphate
0,1 M, et de récupération par centrifugation sont nécessaires pour éliminer les enzymes retenues
a la surface de la poudre par simple adsorption physique. Pour ce faire, il est nécessaire de
suivre 1'évolution de la concentration en protéines des eaux de lavage par spectrophotométrie en
se calant a la longueur d'onde A = 280 nm, bande d'absorption des liaisons peptidiques des
protéines.

Une fois qu'on s'est assuré de la disparition totale des protéines dans les eaux de
lavage, la poudre est ensuite rincée 3 fois avec du tampon phosphate 104 M. Elle est alors
préte a I'emploi, et en particulier au test du pH-stat, qui permet de déterminer l'activité
enzymatique de la poudre ainsi traitée.

Le méme mode opératoire a été appliqué a une poudre NiO d'origine, puis a une
poudre NiOp, ceci dans le but de connaitre le taux d'adsorption d'enzymes sur la poudre non
traitée. Les résultats obtenus sont indispensables pour conclure sur l'intérét du traitement
d'activation.

C-1V-2 Test de l'activité enzymatique au pH - stat.

Le test pH-stat est effectué dans les mémes conditions que celles décrites au
paragraphe A-IV de ce chapitre, pour la poudre de monoxyde de silicium. De la méme fagon,
l'exploitation des tracés délivrés par l'enregistreur est effectuée par la méthode de Linewearer -
Burk, et permet d'obtenir le Va, de la poudre active.

C-V INFLUENCE DES DIFFERENTS PARAMETRES SUR L'EFFICACITE
DE L'ACTIVATION

C-v-1

Les tracés de Lineweaver-Burk obtenus pour I'oxyde de nickel & uréase adsorbée
sont résumés sur la Figure 24. Deux constatations s'imposent:

- La poudre NiOy, hydratée présente une activité enzymatique nettement supérieure a
celle de la poudre d'origine. L'étape d'hydratation favorise donc 1'adsorpion des protéines.
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Influence du pré-traitement a la soude sur les tracés de Lineweaver-Burk pour

NiO 2 uréase greffée suivant le procédé NiO - 1 (solvant = benzéne, T= 80°C).
Le temps d'activation t¢; est de 5 h.

® NiO a été préalablement traité 3 la soude (NiOp-NaOH).

O NiO n'a pas ét€ traité a la soude (NiOp).
Conditions de mesure de l'activité: 200 mg de poudre enzymatique dans 50 ml
de solution de tampon phosphate 104 M a pH=7,2 et 2 T=25°C.
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- L'adsorption de l'enzyme est réversible: un contact de la poudre & uréase adsorbée
avec une solution de tampon phosphate 0,1 M, et & 4°C cause la perte totale de toute activité
enzymatique au bout de 2 jours. Cela nous amene a aborder la poudre 2 uréase greffée.

C-V-2 Influence du prétraitement 3 1a soude

Les Figures 25 a, 25 b, et 25 ¢ montrent les tracés de Lineweaver-Burk obtenus
avec trois modes d'activation effectués avec et sans pré-traitement 2 la soude de la poudre
d'oxyde de nickel. Dans tous les cas, son effet semble déterminant: la poudre prétraitée présente
une activité enzymatique nettement plus élevée que celle qui ne l'est pas. On confirme d'une
part le résultat du spectre IRTF, (paragraphe C-III-2), qui montrait que l'action de la soude sur

la surface était effective, d'autre part I'importance d'ioniser la surface de la poudre pour garantir
une activation efficace ultérieurement.

Sur la Figure 26, nous avons superposé les tracés de Lineweaver-Burk obtenus
pour les méthodes d'activation NiO-1, NiO-3, NiO-4, qui ont été appliqués i la poudre NiO
pré-traitée a la soude. Le tableau I résume les valeurs des Vam qui sont déterminées  partir de
ces tracés. Il est a noter que l'étape d'immobilisation étant maintenue identique, cette variation
du Vam ne peut étre imputée qu'aux traitements d'activation subis par la poudre. On note une
variation considérable du V g,y suivant le procédé choisi.

On constate une évolution croissante de l'activité de la poudre dans le sens: NiO-1 >
NiO-3 > NiO-4, et dans le sens inverse des constantes diélectriques des solvants utilisés, c'est-
a-dire: € penzine=1 < € acétone = 29 < € pmso = 46. Cependant, il n'est pas possible de conclure
a l'influence de la constante diélectrique sur 1'évolution de 1'activité enzymatique de la poudre, 2
cause de la formation de produits due a des réactions paralléles, qui viennent s'adsorber 2 la
surface de cette poudre, et peuvent en modifier I'état . C'est le cas des réactions d'énolisation
qui ont lieu quand I'acétone est le solvant, comme on l'a déja montré 4 l'aide des spectres IRTF
(paragraphe C-III-2). C'est aussi le cas pour le mode d'activation NiO-2, ol le solvant utilisé
était un mélange eau-DMSOQO: le Vo de la poudre obtenue par ce procédé est inférieure 2 tous les
autres, y compris celui correspondant a 1'adsorption (Tableau I). On peut attribuer ce fait 2 la
réaction parasite décrite par le schéma réactionnel suivant:
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Figure 25 b: Influence du pré-traitement 2 la soude sur les trac€s de Lineweaver-Burk pour
NiO a uréase greffée suivant le procédé NiO-3 (solvant = acétone, T = 0°0).
Le temps d'activation tye est de 3 h.
® NiO a été préalablement traité 2 la soude (NiOp-NaOH).
O NiO n'a pas été traité a la soude (NiOp).
Conditions de mesure de l'activité: 200 mg de poudre enzymatique dans 50 cm3
de solution de tampon phosphate 104 M 2 pH=7,2 et 4 T=25°C.
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Figure 25 ¢ : Influence du pré-traitement A la soude sur les tracés de Lineweaver-Burk

pour NiO 2 uréase greffée suivant le procédé NiO-4 (solvant=DMS0, T = 4°C).
Le temps d'activation tyc est de 3 h.

® NiO est préalablement traité A la soude (NiOp-NaOH).
O NiO n'est pas traité i la soude (NiOp,).

Conditions de mesure de l'activité: 200 mg de poudre enzymatique dans 50 cm3
de solution de tampon phosphate 104 M a pH=7,2 et 2 T=25°C.
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Figure 26: Influence du mode d'activation sur les tracés de Lineweaver-Burk pour la
poudre de Ni1O a uréase greffée, préalablement traitée a la soude (NiOy, -
NaOH).

® Procédé NiO-1 (solvant = benzéne, T = 80°C) avec taer=5 h.

B Procédé NiO-3 (solvant = acétone, T = 0°C) avec taer = 3 h.

A Procédé NiO-4 (solvant = DMSO0, T =4°C) avec tae; =3 h..
Conditions de mesure de l'activité: 200 mg de poudre enzymatique dans 50 cm3
de solution de tampon phosphate 104 M a pH=7,2 et 2 T=25°C.
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Activation Adsorption Benzéne DMSO Acétone DMSO /
sur
Nl:Oh procédé NiO-1 procédé NiO-2 procédé NiO-3 H'2O
sans avec sans avec sans | avec
NaOH | NaOH | NaOH| NaOH | NaOH |NaOH
Vi 2.105  |[5.10*| 6.10%] 5.10%] 210°| 103 |s5.107 2.10°
(mole/l.mn.gN;O)
Fableau I ; Récapitulatif des valeurs de Vg, obtenues avec les
fiffé I i I'activati je | l i fe d ickel
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En effet, lors de la dissolution du chlorure de cyanuryle dans le mélange eau -
DMSO, contenant de la soude, on constate un dégagement de chaleur, dont il résulte une
formation d'acide cyanurique. Les groupements OH de cet acide remplacent les ions chlorures,
et sont moins susceptibles de donner lieu & une réaction de substitution nucléophile
ultérieurement, en présence des groupements O-Na+ de l'oxyde de nickel. Le chlorure de
cyanuryle n'est alors plus apte 4 jouer son role d'agent pontant. Cette expérience conduit 2
éliminer I'eau de tous les traitements d'activation utilisant le chlorure de cyanuryle.

Concluysions:

Les effets des différents solvants testés sur la méme poudre pour son activation
(eau-DMSO, DMSO , Benzéne , Acétone) mettent en évidence quelques aspects clés pour le
choix ultérieur d'un procédé d'activation :

- Le solvant ne doit pas intéragir avec 1'agent pontant (chlorure de cyanuryle ou
autre).

- L'ionisation préalable des fonctions terminales de la poudre 2 traiter est une étape
qui conditionne I'efficacité ultérieure de tout procédé.

Ces effets de solvants sur le méme support sont constatés ici pour la premiére fois.

Il reste que la transposition d'un procédé d'activation efficace sur un support donné
au traitement d'un support de nature différente est une opération délicate: les résultats du
traitement de la cellulose par un procédé utilisant le mélange eau-DMSO, décrit comme

satisfaisants dans la littérature, ne sont pas du tout retrouvés quand on passe i l'oxyde de
nickel.

Dans les expériences que nous décrivons ultérieurement, nous avons retenu le
benzene et 1'acétone comme solvants d'activation efficaces.

C-V-4 Influence du temps de traitement
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Figure 27 a: Influence du temps de traitement sur les tracés de Lineweaver-Burk pour la

poudre de NiO a uréase greffée, préalablement traitée i la soude (NiOp, -
NaOH), suivant le procédé NiO-1 (solvant = benzéne, T = 80°C).

O ftaee= 3h

A tar=6h30

O tact=29h

[ ] tac[ = 48 h
Conditions de mesure de 'activité: 200 mg de poudre enzymatique dans 50 cm?3
de solution de tampon phosphate 104 M 4 pH=7,2 et 2 T=25°C.
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Comme nous l'avons dit précédemment, les deux solvants retenus pour les
expérences ultérieures d'activation de I'oxyde de nickel sont le benzéne et I'acétone. L'influence
du temps de traitement a été étudiée dans les deux cas, de maniére & définir les conditions

optimales de greffage de I'enzyme sur la poudre.

a) Influence du temps de traitement sur le procédé NiO-1,

nzene’

Description de l'expérience :

Le procédé NiO-1 est repris comme il a ét€ décrit dans le paragraphe C.I1.3. Le
traitement porte sur 5 g de NiO, traités dans 50 cm3 de benzéne contenant 1 g de chlorure de
cyanuryle. La solution est portée a ébullition (85°C), et a reflux total. Des prélévements de
poudre sont effectués aux intervalles de temps suivants : 3 h, 6 h 30, 29 h, 48 h. Les quantités
prélevées sont toutes traitées de la méme fagon : filtration sur papier filtre Wattman, lavages a
l'acétone, séchage & 50°C pendant 4 heures. L'immobilisation de I'uréase sur chaque fraction
prélevée est menée de fagon identique : 200 mg de poudre sont mis en contact avec 10 cm3
d'une solution d'uréase 2 1 mg/cm3, dans du tampon phosphate O,1 M, toute une nuit, a 4°C.
Les poudres ainsi greffées sont ensuite lavées au tampon phosphate O,1 M jusqu'a disparition
du pic d'absorption des liaisons peptidiques a 280 nm.

Test pH-stat..

La mesure de I'activité enzymatique de chacune des fractions est effectuée au pH-
stat, avec l'urée comme substrat, et une solution d'acide chlorydrique O,2 M. Les courbes
obtenues, transformées en 1/V, = f (1/[Substrat]) sont rassemblées sur la Figure 27a.

Résulrats et interprétation :

Comme le montre la Figure 27a, toutes les courbes de Lineweaver-Burk tracées
pour les différentes fractions coupent I'axe des ordonnées (1/V,) au méme point . Le Van ne
varie donc quasiment pas d'une fraction a l'autre, et semble indépendant du temps d'activation
de la poudre d'oxyde de nickel. En d'autres termes, il est inutile de prolonger le temps de
traitement de cette poudre au-dela de 3 h.

Il est d'autre part intéressant de constater que l'allure des courbes tracées : 1/V, =
f(1/[Substrat]) n'est pas la méme suivant le temps de traitement, ce qui signifie que pour
chaque fraction de poudre, 1'évolution de la réaction d'hydrolyse de l'urée ne se fait pas de la
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Influence du temps de traitement sur les tracés de Lineweaver-Burk pour la
poudre de NiO 2 uréase greffée, préalablement traitée 2 la soude (NiOp, -
NaOH), suivant le procédé NiO-3 (solvant = acétone, T =0°C).

* tac[ = 1 h

a tac[ = 3 h

o tact = 5h

O ftact= 24h
Conditions de mesure de l'activité: 200 mg de poudre enzymatique dans 50 ¢m?3
de solution de tampon phosphate 104 M a pH=7,2 et 2 T=25°C.
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méme fagon. Le Vyn, étant constant, donc la caractéristique cinétique identique, c'est donc 2 une
diffusion différente du substrat dans la poudre qu'il faut attribuer le phénomene constaté. Seule
la formation d'aggrégats de particules peut alors l'expliquer. Un contact prolongé de la poudre
avec le benzeéne favorise I'adsorption de ce solvant & sa surface, adsorption qui doit favoriser
la formation d'aggrégats[77].

In n m raitemen r rocédé NiO-4

Descripti ‘expéri

On travaille directement sur des fractions de 200 mg de poudre de NiO, ce qui évite
les prélevements. Chaque fraction, préalablement traitée a la soude, est mise en présence de 30
mg de chlorure de cyanuryle, dans 10 cm3 d'acétone. Les tubes sont agités a I'aide d'un
agitateur Vortex pendant 10 s environ, puis laissés a 4°C. Les poudres des dif“érentes fractions
sont successivement récupérées, au bout de 1 h, 5 h,9 het 24 h, par centrifugation a 2000
tours/mn, et & 10°C. Apres plusieurs lavages au tampon phosphate 0,1 M, & chaque fois suivis
d'une centrifugation, l'immobilisation de 1'uréase est effectuée de la méme fagon pour chaque
fraction: on rajoute dans le tube i essais 10 cm3 de tampon phosphate 0,1 M contenant 10 mg
d'uréase; apres une agitation de 10 s environ au Vortex, la réaction d'immobilisation se déroule
pendant une nuit, a 4°C.

Test pH-stat:

La mesure de l'activité enzymatique de la poudre se fait au pH-stat, comme on l'a
décrit précédemment pour les fractions traitées au benzéne. Les courbes obtenues sur

'enregistreur sont transformées en courbes de Lineweaver-Burk, et sont résumées sur la Figure
27b.

Résultats et interprétation:

On observe une augmentation du Vam, quand on passe d'un traitement stoppé au
bout d'une heure, au traitement qui dure 5 heures. Pour les échantillons traités plus longtemps,
le Vam diminue, ce qui traduit une cinétique plus lente. On obtient donc un optimum de greffage
enzymatique avec le traitement qui dure 5 heures. Au-dela de ce temps, le traitement perd en
efficacité, ce qui doit résulter des réactions parasites précédemment décrites (paragraphe C-IV-
1-d ): la formation d'énolates a partir de 1'acétone contribue au blocage progressif des sites du
chlorure de cyanuryle, et bloque toute réaction ultérieure avec l'enzyme.
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Influence de la concentration en chlorure de cyanuryle sur les tracés de
Lineweaver-Burk pour la poudre de NiO 2 uréase greffée, préalablement
traitée 2 la soude, suivant le procédé NiO-3 (solvant = acétone, T = 0°C).
Le temps d'activation tacq est de 6 h.

O O mg/10 cm3 d'acétone

0 8 mg/10 cm3

A 30mg/10 cm3

v 75mg/10 cm3

® 150mg/10 cm3
Conditions de mesure de I'activité: 200 mg de poudre enzymatique dans
50 cm3 de solution de tampon phosphate 104 M 2 pH=7,2 et a T=25°C.
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Il est a noter cependant que, contrairement a ce qui était observé pour le benzéne,
I'allure des courbes de Lineweaver-Burk obtenue n'est pas modifiée par la durée du traitement.
Il semble donc que dans le cas ol on utilise 'acétone 2 la place du benzéne, la formation
d'aggrégats n'est pas favorisée.

C-V-5 Influence de Ia concentration en chlorure de cyanuryle
i , »

Ce parametre a été étudié uniquement dans le cas du procédé utilisant 'acétone
comme solvant. Cinq expériences comme celles décrites dans le paragraphe C-V-4-b, sont
reprises, le temps de traitement étant cette fois fixé 5 heures. Chaque tube 2 essais contient
200 mg d'oxyde de nickel, préalablement traité a la soude, puis séché; 10 cm3 d'acétone sont
rajoutés dans chacun des tubes 2 essais, contenant respectivement 0 mg, 8 mg, 30 mg, 75 mg et
150 mg de chlorure de cyanuryle. Au bout de 5 heures de temps de contact poudre-chlorure de
cyanuryle, l'oxyde de nickel est récupéré par centrifugation, et lavé plusieurs fois 2 1'acétone
puis a I'eau, chaque lavage étant suivi d'une centrifugation et d'une filtration. Le greffage de
I'enzyme qui se fait ensuite sur chaque fraction de poudre activée est effectué comme décrit
précédemment: par mise en contact de la poudre avec 10 cm3 de tampon phosphate 0,1 M
contenant 10 mg d'uréase. Le test pH-stat est effectué dans les mémes conditions que celles
décrites dans les paragraphes précédents. Les tracés de Lineweaver-Burk qui en sont tirés sont
rassemblés sur la Figure 28.

Résultats et interprétation:

Une premiére constatation concerne I'expérience pour laquelle la poudre a été mise
en contact avec l'acétone exempte de chlorure de cyanuryle: elle présente une activité
enzymatique nettement supérieure a celle qui était obtenue par simple adsorption, ce qui signifie
que les produits issus des réactions parall¢les participent aussi a 'immobilisation de l'enzyme,
par un mécanisme que nous n'avons pu expliciter jusqu'a présent.

Quand la concentration en chlorure de cyanuryle augmente, cette activité de départ
est accrue jusqu'a étre doublée (Figure 28), puis diminue. Une concentration aux alentours de
30 mg de chlorure de cyanuryle pour 10 cm3 d'acétone est celle qui permet le meilleur greffage
d'uréase. Le fait que l'activité enzymatique diminue quand la concentration en chlorure de
cyanuryle dépasse cette concentration est encore inexpliqué. On peut émettre 1'hypothése
qu'une modification de 1'état de surface de la poudre peut €tre a 'origine de cette évolution.
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0 temps (mois)

Conservation de l'activité enzymatique de la poudre enzymatique de la poudre
de NiO a uréase greffée, préalablement traitée a la soude, suivant le procédé
NiO-3 (solvant = acétone, T =0°C).

Le temps d'activation tyc estde 6 h. @ O

La concentration en chlorure de cyanuryle est de 3 mg/cm3.

Conditions de mesure de l'activité: 200 mg de poudre enzymatique dans

50 cm3 de solution de tampon phosphate 104 M a pH=7,2 et & T=25°C.
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nclusion:

Le greffage d'enzyme sur cellulose ou graphite résulte selon ses auteurs des
schémas réactionnels décrits dans le paragraphe C-II-1 ci dessus. Nous émettons des réserves
quant aux schémas réactionnels qui régissent le greffage d'enzyme sur la poudre d'oxyde de
nickel: des produits issus de réactions paralléles, et une modification de 1'état de surface
semblent participer au résultat final obtenu.

C-V-6 Conservation de l'activité enzymatique de la poudre

d'oxyde de nickel 3 uréase greffée
Mode opératoire;

L'activité d'un méme échantillon de poudre d'oxyde de nickel & uréase greffée a été
testée sur une durée de 2 mois. Le greffage est effectué suivant le mode opératoire optimum
issu des essais précédents:

- 200 mg de poudre de NiOp-NaOH sont dispersés dans 10 cm3 d'acétone
contenant 30 mg de chlorure de cyanuryle; 'ensemble est agité au Vortex puis placé 4 4° C
pendant 6 heures. La poudre récupérée comme on I'a décrit au paragraphe C-II-5 est ensuite
mise en contact avec 10 cm3 de tampon phosphate 0,1 M contenant 10 mg d'uréase , 4 4° C,
pendant 24 heures. La poudre ainsi traitée est centrifugée et lavée plusieurs fois au tampon

phosphate 0,1 M, jusqu'a disparition du pic d'absorbance 2 280 nm, puis conservée dans ce
méme tampon, a 4° C,

L'activité enzymatique de cette poudre est suivie au pH-stat 2 divers intervalles de

temps, puis la poudre est lavée et centrifugée pour étre de nouveau conservée dans du tampon
phosphate a 4° C.

L'activité du tampon de conservation de la poudre est aussi mesurée au pH-stat,
pour constater s'il y a relargage ou non de l'enzyme.

Résultats et interprétation;

L'activité enzymatique de la poudre au cours du temps est résumée par la Figure 29;
celle du liquide surnageant n'a pas été figurée car elle était toujours nulle, ce qui permet
d'affirmer qu'il n'y a pas relargage de l'uréase dans la solution. La baisse d'activité que
présente la poudre ne peut étre attribuée qu'a une évolution normale de 1'uréase, similaire 2 celle
qui est observée quand cette enzyme est en solution.
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C-VI CONCLUSION

Cette étude était congue au départ comme une étude préliminaire 2 la réalisation d'un
biocapteur & base d'une €lectrode en nickel / oxyde de nickel. Parallélement aux essais de
greffage exposés ici, des expériences étaient menées pour mettre au point une électrode a base
de Ni/NiO. Les caractéristiques qu'elle présentait se sont révélées décevantes, ce qui nous a
amenés 2 abandonner le projet initial, et a réaliser un biocapteur utilisant le palladium comme
métal; il est présenté dans le Chapitre 4.



. - E ‘ o
“
. _ . N
. i - R
n LA . . -] .
N & ! & - -
- 4 -
r . .
- o - &
- t
. - .
- . - - = a
.
' . H . B '
v
. .
R L
: - »
.
; A
"
1
i
. .
.
L -
-
E N
-
o
.
v
" .




CHAPITRE 4

REALISATION D°UNE ELECTRODE

PAIPdD A ENZYMES IMMOBILISEES
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NT D TI

Certains métaux, aprés avoir subi une oxydation adéquate, deviennent sensibles 2 la
variation du pH d'une solution €lectrolytique. Cette sensibilité peut étre directement reliée a la
mesure du potentiel €lectrique du métal par rapport A une référence, qui est en général une
€lectrode au calomel saturé. Un simple lavage du métal oxydé permet le retour 2 son potentiel
€lectrique de départ : la condition de réversibilité indispensable 2 son utilisation en tant
qu'électrode est donc assurée.

Des métaux tels l'irridium [50], 1'antimoine [51], le palladium [52][96-97], ou
I'étain [98], ont ét€ transformés avec succes en électrode de pH, aprés oxydation. Les auteurs
préconisent 'emploi de métaux plus nobles que I'antimoine. Cependant, des métaux trop
nobles ne forment pas d'oxydes assez stables, ce qui conduit A choisir des métaux
intermédiaires, nobles, mais pas trop.

La préparation de 1'électrode passe par une oxydation électrochimique ou une
oxydation thermique, la premitre se faisant en présence de sel fondu, la seconde en portant le
métal 2 une température €levée fixe: cette température dépend de la nature du métal, et doit en
particulier étre inférieure a la température au-dela de laquelle 'oxyde du métal devient instable.

On peut noter ici que ce type d'électrodes n'est pas utilisable sur toute la gamme des
potentiels d'oxydation qu'on peut trouver dans l'eau (les limites en sont fixées par le
diagramme de Pourbaix). Il est .onc indiqué de préciser le domaine de travail auquel il faut se
tenir pour chaque électrode réalisée.

D'autre part, certaines interférences sont a redouter, en particulier avec les
réducteurs, qui intéragissent avec la couche d'oxyde. Les auteurs citent en particulier l'acide
ascorbique, ou des couples rédox tel le ferricyanure/ferrocyanure [97].

Le métal qui réunit le maximum de qualités pour réaliser une électrode métal/oxyde
métallique est le palladium : il s'oxyde plus facilement que le platine, et 'oxyde obtenu présente
une bonne stabilité en milieu aqueux. C'est ce métal que nous avons choisi pour réaliser une
électrode enzymatique.
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Fil métallique

. Enveloppe
Soudure 2 § en PVC
pointe .

.
Résine N

Pd

' PdO
0.25 mm

Figure 30 a: Schématisation de I'électrode Pd/PdO réalisée.
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A-I PREPARATION DE L'ELECTRODE DE pH EN Pd/PdO

A-I-1 Oxydation du palladium

a) Préliminaires

Comme mentionné ci-dessus, l'oxydation du palladium peut étre effectuée par voie
électrochimique ou thermique. Pour des raisons de commodité (présence de four au
laboratoire), notre choix s'est porté sur cette derniére méthode.

L'oxydation du palladium peut étre réalisée entre 350°C et 800°C [96-97], la
température limite de stabilité de 1'oxyde de palladium étant de 938°C. Des expériences
d'oxydation effectuées simplement en présence d'air ont été menées a ces températures, la
réponse au pH obtenue s'est alors révélée inexploitable, preuve que la couche d'oxyde était
insuffisamment formée. Pour cette raison, on a été amené 2 utiliser de la soude ou de la potasse,
l'action de ces bases fortes & chaud favorisant la formation de la couche d'oxyde. La
température d'oxydation a été choisie & 800°C, le temps de réaction étant alors beaucoup plus
court qu'a des températures plus faibles.

b) Mode opératoire

On utilise un fil de palladium de diamétre ®=0,25 mm, et 99,999 % de pureté
(provenant de chez Alfa-Ventron). Pour réaliser une électrode, on prend 1,5 cm de ce fil, qu'on
commence par laver i 1'eau régale (IHNOs3/ 4HC1 ), puis a 'eau ultrapure. Une extrémité de ce
fil est ensuite immergée dans la soude a 50 % massique dans l'eau, sur une longueur d'environ
0,5 cm, puis séchée immédiatement sous un flux d'azote ('Air Liquide), pendant 30 mn.

On transfere ensuite le fil dans un four dont la température est fixée a 800°C + 20°C,
pendant environ 20 mn. Aprés avoir été retiré du four, le fil est laissé & l'air libre, pour
refroidir.
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PH metre Enregistreur
o) o)

Electrode de référence
—L L au calomel saturé

L1 Electrode Pd/PdO a enzyme

‘/ / immobilisée

Solution tamponnée
contenant le substrat

L

™

Cellule thermostattée

Figure 30 b : Schématisation de I'ensemble de mesure utilisant 'électrode Pd/PdO.



- 89 -

Afin de pouvoir suivre le potentiel de 1'électrode ainsi obtenue, on est amené 2 la
souder 2 un fil €lectrique. On est d'abord tenu d'éliminer la couche d'oxyde formée (non
conductrice) sur la partie non recouverte par la soude.

Pour ce faire, on peut :

- soit dissoudre la couche d'oxyde en immergeant le fil pendant 3 mn dans de I'eau
régale, sur une longueur de 0,5 cm.

- soit frotter la partie concernée a 'aide de papier Emery.

Ainsi traité, le fil est ensuite lavé a l'eau ultrapure, puis séché a 1'étuve portée a
110°C, pendant 30 mn.

Au niveau de la partie du fil dégarni, on fait une soudure 2 pointe, avec un fil
€lectrique, qui permettra de relier 1'électrode a I'appareil de mesure.

Pour donner une certaine résistance mécanique a 1'électrode, le fil ainsi obtenu (fil
€lectrique + fil Pd ) est introduit dans un tube en PVC, se terminant par un cone, comme le
montre la Figure 30 a. On coule ensuite de la résine électriquement isolante, en prenant garde
qu'elle ne couvre pas la couche d'oxyde.

La mesure du potentiel E de cette électrode s'effectue dans une cellule thermostattée
a 25°C et par rapport a une ¢"ectrode de référence qui est dans notre cas 1'électrode au calomel
saturé notée ECS (Figure 30 b).

A-II CARACTERISTIOUES DE L'ELECTRODE REALISEE

Un certain nombre d'électrodes a été réalisé suivant le protocole décrit ci-dessus.
Elles présentent toutes un comportement moyen semblable.

A-II-1 Pentes moyennes de l'électrode Pd/PdO
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Pente de l'electrode (mV/pH)

Electrode n° 1 -53.5
Electrode n° 2 -53
Electrode n° 3 -47
Electrode n° 4 -48
Moyenne de nos =~ -50
électrodes

Yaleurs obtenues
par Grubb [96,97]

de -54 a -57

Valeurs obtenues

. de -53 a -65
par Szuminsky [52]




La sensiblité de 1'électrode Pd/PdO aux variations de pH résulte d'intéractions
schématisées par 1'équation suivante:

Pd + H),0 S—> PO + 2H' + 2¢

Le potentiel de I'électrode répond a 'équation de Nernst :
! o 0
E=E2(23R.IFpH ,avec: E=(AG:o - AGpio )/F.
ol AG%zo et Ango sont les enfhalpies libres de formation de H,O et de PdO.

La pente théorique est donc de 59 mV par unité de pH. Les pentes réelles mesurées
sur 3 électrodes différentes sont résumées sur le tableau I, la moyenne obtenue étant de 50 mV.
Ce méme tableau donne une idée des valeurs obtenues par d'autres auteurs.

A-Il-2 Temps de réponse

La Figure 31 montre 1'allure de la réponse dynamique de l'électrode au pH. Le
temps d'obtention du pH est en moyenne situé entre 30 secondes et 1,5 mn.

A-II-3 Courbe d'étalonnage et dérive de 1'électrode Pd/PdO

Le tracé de la réponse de I'électrode aux différents pH est donné par la Figure 32. 11
a été effectué a partir de mesures prises dans des solutions de tampon phosphate, concentrées 2
0,1 M, et de pH allant de 4,5 a4 9,5. On constate une dérive de 1'électrode, qui dépend
légerement de la zone de pH & laquelle on travaille: a pH = 7,2, elle est de 5 mV sur une durée
de 20 heures, ce qui implique un réétalonnage fréquent de I'électrode en utilisation continue.
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Figure 31:

Réponse dynamique d'une électrode Pd/PdO aux variations de pH. La
solution de départ est une solution de Nag HPO4 0,1 M (ou NaH7PO4
0,1 M) a laquelle on rajoute progressivement une solution de

NaH2PO4 0,1 M (ou NapHPO4 0,1 M).
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Courbes d'étalonnage potentiel - pH d'un groupe d'électrodes Pd/PdO -
L'électrolyte est une solution de tampon phosphate O,1 M.

Les électrodes sont préparées suivant le protocole A-I-1, utilisant la
résine Lecoset 7007 @O@®), et la résine araldite (), suivant C-I-1 (¥) .
Température de travail = 25°C.,

La courbe théorique est donnée par ( - - - ). La température de travail
estde 25°C.
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A-II-4 Définition _du domaine de travail

Bien que la littérature [96] affirme que ce type d'électrode peut fonctionner dans des
milieux de pH allant de 2 2 9, nous constatons & 1'usage qu'elle présente la dérive la plus faible
au voisinage de la neutralité. Il nous semble donc préférable de limiter son utilisation 2 des
zones comprises entre 5 et 9 ; ce domaine de mesure est largement suffisant pour une utilisation
en tant qu'électrode enzymatique, puisqu'il englobe le pH optimum d'un grand nombre
d'enzymes.

A-II-5 Durée de vie de l'électrode Pd/PdO

Une électrode Pd/PdO peut fonctionner longtemps a condition d'étre conservée
dans des milieux exempts d'éléments réducteurs. Ainsi, en période de non fonctionnement,
nous l'avons conservée dans de 1'eau ultrapure. En cas de doute sur la pureté de 'eau de
conservation, on peut rajouter dans le milieu des complexants des cations métalliques, tels
l'acide éthylénediaminetétraacétique (EDTA).

Dans ces conditions, la durée de vie de 1'électrode est au moins égale 4 6 mois,
période pendant laquelle nous I'avons testée 2 intervalles de temps réguliers.

A-III PRECAUTIONS DE FABRICATION ET D'EMPLOI

Apres avoir effectué un certain nombre d'expériences, il s'est avéré que certains points,
dans la fabrication de 1'électrode, devaient €tre effectués avec un soin particulier, sous peine de
fausser les résultats ultérieurs.

Précaution n°l

Dans la premicre étape consistant a déposer une fine couche de solution NaOH a 50
% sur le métal, il faut éviter le contact prolongé avec l'air. En effet, lors de ce contact, le CO»
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de l'air peut se dissoudre dans la couche de soude, et I'acidifier avec formation de NayCOs3, ce
qui nuit 2 I'oxydation ultérieure de la surface du palladium.

Précaution n?2

Apres avoir effectué l'oxydation thermique du fil de palladium, il faut faire attention
a ne pas faire subir a la partie du fil recouverte par la couche d'oxyde toute torsion mécanique
ou frottement abrasif ; ceci conduit en effet A la formation de I;eﬁtes cassures (invisibles a l'oeil
nu) qui nuisent 2 l'uniformité de la couche d'oxyde, et par conséquent A une réponse correcte
aux variations de pH.

Précaution n3

L'isolation €électrique de la partie de 1'électrode non oxydée doit étre correctement
assurée : on utilise pour ce faire une résine isolante électriquement. Nous avons utilisé :

- I'Araldite
- La Lecoset 7007

L'Araldite, testée en premier lieu, a ét€ abandonnée aprés qu'on ait constaté qu'elle
avait une tenue médiocre dans l'eau. En effet, un séjour prolongé de cette résine dans l'eau
conduit a son gonflement, et donc a la détérioration de l'isolation désirée. L'électrode préparée
avec I'Araldite a donc une durée de vie trés courte : en moyenne un jour.

Ces constatations nous ont amenés a changer de résine, et a préférer la résine
Lecoset 7007, tres utilisée dans les études métallographiques. Le résultat est tout autre : cette
résine résiste A l'eau, et assure une trés bonne isolation €lectrique. La durée de vie d'une
€lectrode préparée avec cette résine, et en respectant les précautions citées précédemment se
trouve ainsi prolongée : elle est de 6 mois en moyenne.

A-IV INTERPRETATTION DES RESULTATS

Pourquoi les pentes obtenues en pratique sont-elles différentes de la
pente théorique donnée par l'équation de Nernst?
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Nous pouvons quant & nous émettre deux hypothéses, qui relevent de la fagon
d'opérer l'oxydation du fil de palladium:

1- La couche d'oxyde de palladium réalisée de la fagon que nous avons décrite n'a
pas la méme épaisseur sur toute la surface traitée. Il faudrait, pour garantir I'uniformité de la
couche, pouvoir imprimer un mouvement de rotation trés rapide au fil traité, et ce pendant toute
la durée de l'oxydation.

2- Le temps de séjour dans le four, et 1a quantité de soude sont deux parameétres qui
restent & optimiser; nous avons en effet remarqué qu'une oxydation trop poussée du palladium,
que ce soit a cause d'un séjour trop long dans le four, ou encore d'une couche trop importante
de soude, nuit au bon fonctionnement de 1'électrode future, et peut méme causer une absence
totale de réponse au pH.

Une explication plus théorique, touchant 2 la nature méme de la couche d'oxyde de
palladium obtenue par la méthode thermique décrite ci-dessus, est donnée par Grubb et King
[97]: ces auteurs ont analysé la couche d'oxyde formée en surface du palladium, aprés l'avoir
"gratté" et réduite en poudre. Les particules obtenues sont analysées par la méthode de Debye-
Sherrer: la structure normale de PdO est tétragonale, avec: ag = 3,04 A, etco=534 A. Les
auteurs retrouvent cette structure, complétée par d'autres lignes caractérisées par: ag = 9,05 A,
etco= 534 A. Cet oxyde de palladium constitué, différent de celui attendu théoriquement, peut
étre a l'origine d'un comportement de l'électrode vis-a-vis du pH sensiblement différent du
comportement théorique répondant a 1'équation de Nernst.

Quant aux différences observées entre les pentes que nous obtenons avec nos
électrodes et celles réalisées par les auteurs cités dans le tableau I, en dehors de variations dues
au mode opératoire et a la technique de chacun, nous pouvons rajouter comme €lément
d'explication la taille de I'électrode: le fil de palladium que nous utilisons est celui qui présente

les plus petites dimensions, 0,25 mm de diamétre, les autres étant de 0,75 mm.

Une fois préparée 1'électrode pH type Pd/PdO, et testée sa réponse au pH, on peut
passer a 1'étape suivante qui consiste a la transformer en électrode enzymatique. Pour ce faire,
deux méthodes ont été testées :



.\'
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- électrode enzymatique obtenue par dépot d'un gel sur le fil en Pd/PdO.

- électrode enzymatique obtenue par activation de la surface par le chlorure de
cyanuryle, avant fixation d'enzyme par liaison covalente.

Les deux enzymes testées choisies sont de la classe des hydrolases : uréase et
butyrylcholinestérase, ces deux enzymes catalysant des réactions oul intervient une variation de

B-I-l DI Al I' l I I I. » l Il n! l !
L'électrode

Le dépdt du gel est réalisé a partir des deux solutions suivantes :

Solution I : 5 mg d'uréase sont dissous dans 0,1 c¢m3 d'albumine humaine a 20 %
v/v.

Solution 2 : Une solution de glutaraldéhyde a 2,5 % dans de l'eau ultra-pure est
préparée a partir de glutaraldéhyde a 25 % dans l'eau.

La solution 1 est mélangée avec 0,1 cm3 de la solution 2. L'extrémité oxydée de
'électrode Pd/PdO est immergée dans la solution ainsi obtenue, puis retirée et laissée a l'air
libre pendant une vingtaine de minutes, avant d'étre lavée avec du tampon phosphate 0,1 M.
Une fine couche enzymatique a donc réticulé sur la surface de I'électrode.

Remarques : Pour arréter la réticulation, certains auteurs [52] proposent de laver
I'électrode avec une solution de glycine 0,1 M. Nous avons effectué ce lavage, et observé que
dans notre cas, il n'avait aucun effet notable sur la réponse ultérieure de 1'électrode a I'urée.
Nous pouvons donc en déduire qu'au bout de 20 mn, la réticulation peut étre considérée comme
terminée.
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E - ECS
(mV)

400 |

300 }

200 §

100 }

Figure 33: Courbes d'étalonnage potentiel - pH d'une méme électrode a différentes
étapes du traitement,
O aprés avoir séjourné 2 heures dans 1'eau Millipore
® apres un séjour de 2 jours dans 1'eau Millipore
O apres un dépot d'un gel de HSA - glutaraldéhyde
v apres €limination du gel par traitement a la soude 0,1 M, pendant 12
heures, et passage a la cuve a ultrasons pendant 10 mn.
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B-I-2 Réponse de I'électrode en présence d'urée

a) Préliminaire: Fonctionnement de l'électrode recouverte d'un gel

mine, non_enzymatiqu

Il était important de vérifier, dans un premier temps, que le dépdt d'un gel a la
surface de I'électrode ne perturbait pas son fonctionnement. Pour ce faire, le méme gel que celui
décrit dans le paragraphe précédent a été réalisé, avec une solution d'albumine humaine ne
contenant pas d'uréase. Une fois ce gel constitué en surface, 1'électrode est lavée au tampon
phosphate 0,1 M, puis testée dans différentes solutions de tampon phosphate 0,1 M, dont le pH
était échelonné de 4,5 4 9,4. La réponse de I'électrode & membrane non-enzymatique est alors
mesurée et comparée aux réponses obtenues avec 'électrode exempte de gel. Comme on le voit
sur la Figure 33, la pente de 1'électrode avec dépot de gel non enzymatique est voisine de celle
de I'¢lectrode de départ dans la zone de pH allant de 6 4 9. De plus, les temps de réponse ne
sont pas affectés de fagon notable par ce dépot de gel, et restent compris entre 30 s et 2 mn.
Nous pouvons donc conclure que le gel n'a pas détérioré la couche d'oxyde de 1'électrode.

Le test de 1'électrode a uréase est ensuite effectué a différentes concentrations d'urée
dans du tampon phosphate 0,01 M, ou, pour augmenter la sensibilité de la réponse, dans du
tampon 0,001 M, contenant du NaCl a 0,01 M. L'évolution du potentiel E, de I'électrode a
uréase ainsi obtenue rapporté au potentiel de 1'électrode de référence ECS est illustrée sur la
Figure 34. Elle est caractérisée par un régime transitoire, qui dure entre 3¢ 3¢, 1 mn, au bout
duquel I'état stationnaire est obtenu. La limite de sensibilité de 1'électrode a l'urée se situe 2
5.10-5 M.

mparai ay ‘électr nzymatique_de verr
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Figure 34 : Réponse dynamique d'une électrode Pd/PdO avec dépot de gel uréase-
HSA aux variations de la concentration en urée.

La solution est tamponnée 4 pH = 7,2, avec du tampon phosphate
10-3M ; la température de travail est de 25°C.



- 101 -

Avec les €lectrodes a uréase immobilisée sur une électrode en verre décrite dans le
Chapitre 1, la limite de sensibilité & l'urée était la méme que pour 1'électrode décrite ici [99-
100].

Par contre, le temps d'obtention de 1'état stationnaire, dans le cas d'une électrode de
verre, €tait de l'ordre de 2 & 5 mn. Les dimensions réduites de 1'électrode Pd/PdO, et la finesse
de la couche enzymatique qui est déposée dessus, limitant les temps de diffusion, sont &
l'origine de ces écarts dans les temps de réponse de 1'électrode.

B-I-3 Etalonnage de l'électrode enzymatique

La courbe d'étalonnage caractéristique d'une électrode a uréase a l'allure illustrée
par la Figure 35. Elle est tracée en portant en abcisse le logarithme de la concentration en urée,
et en ordonnée la différence entre le potentiel Eg de 1'électrode enzymatique obtenu en I'absence
de substrat, et celui obtenu a I'état stationnaire aprés addition de celui-ci, E,. Apres la limite de
sensibilité, la courbe obtenue est linéaire, puis atteint un palier, quand la vitesse maximale de la
catalyse est atteinte.

La Figure 35 montre cette courbe d'étalonnage, tracée dans trois conditions de
travail différentes:

- tampon phosphate 10-3 M

- tampon phosphate 10-3 M+ NaCl 10-2M
- tampon phosphate 10-2 M

On constate que :

- aux faibles concentr~tions en urée, une forte concentration en tampon phosphate
(10-2 M) a pour effet de diminuer la sensibilité de la réponse de 'électrode.

- par contre, aux concentrations plus élevées en urée (= 10-2M), la réponse de
1'électrode est exactement la méme dans les 2 tampons : 10-2 M et 10-3 M. Cet effet tampon est
classiquement décrit dans les utilisations des €électrodes enzymatiques.

Une force ionique élevée est en général considérée comme un facteur stabilisant de
la réponse d'une électrode enzymatique [101-102]. C'est pour cette raison qu'on a été amené a
effectuer le test de I'électrode & uréase en présence de tampon 10-3 M additionné de chlorure de
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Figure 335: Courbe d'étalonnage de 1'électrode Pd/PdO a uréase, pour des tampons
phosphates a différentes concentrations :

o 103M

® 102M

O 10-3Mavecdu NaCla 102M
La température de travail est de 25°C.
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sodium a 10-2 M. 11 en résulte, comme on le voit sur la Figure 35, une baisse notable de la
réponse de 1'électrode a F'urée. Cet effet est réversible. On retrouve ici un résultat déja cité [3] :
les ions chlorures sont des inhibiteurs réversibles de l'activité enzymatique de 1'uréase.

Conclusions:

- Dans toute utilisation ultérieure de cette €lectrode enzymatique, il faudra éviter la
présence de sels de fond, dont 1'effet inhibiteur sur l'uréase masque l'effet stabilisant attendu
d'une force ionique élevée.

- Le choix de la force tampon de travail dépend du domaine de dosage de l'urée :
aux faibles concentrations de celle-ci, il est préférable d'utiliser du tampon phosphate concentré
a 10-3 M; aux fortes concentrations d'urée, un tampon phosphate 4 10-2 M est plus indiqué.

- Dans de bonnes conditions de stockage (eau tamponnée 4 pH = 7,2 et 4°C), et de
fonctionnement, la durée de vie de cette électrode enzymatique tourne autour de 3 semaines au
moins. Nous n'avons pu réaliser d'essais au-dela.

B-I-4 Récupération de 1'électrode

Une fois que le gel a perdu toute activité enzymatique, ou quand on veut changer
d'enzyme de travail, il est possible de récupérer l'électrode pour une utilisation ultérieure. On a
vu, dans les précautions d'emploi (paragraphe A - III de ce chapitre) qu'un frottement abrasif
endommageait 1'électrode. Le meilleur traitement que nous ayons trouvé pour débarasser
'€lectrode de son gel est alors le suivant :

- laisser le gel "gonfler" dans une solution de soude 0,1 M pendant une nuit.

- passer ensuite 1'électrode a la cuve a ultra-sons, pendant 30 mn, toujours dans la
soude 0,1 M.

L'électrode ainsi débarrassée de son gel ne perd aucune de ses caractéristiques de
départ (Figure 33).
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B-II ELECTRODE Pd/PdO A BUTYRYLCHOLINESTERASE

B-II-1 Dépot d'un gel contenant la butyrylcholinestérase (BuChE)
| : ible de ['électrod

La transformation de 1'électrode Pd/PdO en électrode enzymatique a butyrylcholinestérase se
fait comme on I'a décrit précédemment pour l'uréase : sur la partie sensible d'une électrode
Pd/PdO qui répond de fagon satisfaisante au pH, on dépose une couche enzymatique contenant
la BuChE. Pour ce faire, on trempe 1'électrode Pd/PdO dans une solution enzymatique résultant
du mélange des deux solutions suivantes :

Solution 1 ': 5 mg de BuChE a 20 UI/ mg de protéine sont dissous 0,1 cm3
d'albumine humaine a 20 %, ce qui correspond a 100 UL

Solution 2 ': Cette solution de glutaraldéhyde est la méme que celle préparée pour
I'uréase (2,5 % dans de 1'eau ultra-pure).

Les deux solutions sont mélangées a volume égal (0,1 cm3 de chacune), et
I'extrémité sensible d'une électrode Pd/PdO est trempée dans ce mélange, avant d'étre retirée et
laissée a l'air libre pendant vingt minutes. Au bout de ce temps de réticulation, 1'électrode est
rincée avec du tampon phosphate 0,1 M, avant d'étre utilisée comme capteur a butyrylcholine.

Remargues : On peut constater ici que la BuChE utilisée est 2 20 UI / mg de
protéine, alors que l'uréase testée dans le paragraphe précédent était & 70 UI / mg de poudre ;
dans la mesure oii 1a masse d'enzymes utilisée pour effectuer le gel est la méme dans les deux
cas, il est tout 2 fait normal de s'attendre a une variation globale de potentiel moins importante
qu'avec l'uréase, aux mémes concentrations en substrat.

B-II-2 Réponse de_l'électrode en présence de butyrylcholine

Le dosage de la butyrylcholine est effectué en milieu tamponné a4 pH = 7,2 et
thermostatté A 25 °C. Des quantités croissantes de butyrylcholine sont rajoutées dans le milieu,
de fagon 2 obtenir des concentrations finales de : 10-5M, 5.104 M, 10-3 M, 5.10-3 M, 10-2 M.
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Figure 36: Réponse dynamique d'une €électrode Pd/PdO 2 butyrylcholinestérase.

Le substrat est le chlorure de butyrylcholine.

La solution est tamponnée avec du tampon phosphate 10-3 M A pPF=7.2
La température de travail est de 25°C.
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L'évolution du potentiel E.}, de 1'électrode & BuChE rapporté au potentiel de
I'électrode de référence ECS, obtenue a chaque concentration en butyrylcholine, est illustrée sur
la Figure 36. Comme pour l'uréase, on peut remarquer qu'elle est caractérisée par un régime
transitoire qui dure 1 & 4 mn, ce qui est rapide en comparaison avec les temps généralement
obtenus avec 1'électrode de pH en verre (en général 5 2 8 mn) [40][103-105]. L'intensité de la
réponse est fonction de la quantité d'enzyme immobilisée : on ne s'étonnera donc pas (comme
dit dans la remarque ci-dessus) d'une variation de potentiel plus faible que celle obtenue pour
l'urée aux mémes concentrations.

Une fois le régime transitoire terminé, 1'état stationnaire est caractérisé par une
légere dérive comme on le voit sur la Figure 36. Ce n'était pas la cas avec l'uréase, pour
laquelle on atteignait un palier tout  fait horizontal & une valeur fixe de potentiel.

La dérive constatée est certainement le résultat d'interférences qui ne pouvaient étre
attribuées qu'a la choline, ou a l'acide butyrique, les deux produits de la réaction, dont nous
pouvons rappeler les formules ci-dessous :

/9 + Cl- CH3
Vd

(GH, > c\ + H Ho—(CPg)z-&-CHg,
o- \
Acide butyrique, Choline,

B-II-3 Interprétations des interférences constatées par 1a choline

a) Préliminaires

Une expérience a été effectuée , mettant en présence de la choline avec 'électrode
Pd/PdO a BuChE. Cette électrode est immergée dans du tampon phosphate 2 10-3 M. Des
quantités connues de choline, sous forme de sel de chlorure, sont rajoutées dans le milieu, afin
d'obtenir les concentrations finales suivantes : 5.10-4M, 10-3M, 5.10-3M, 10-2M, et la lecture
du potentiel de I'électrode a courant nul effectuée.

On constate alors, une baisse de ce potentiel, comme le montre la Figure 37, baisse
qui est fonction de la concentration en choline, et qui est tres lente.

b) Interprétation
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Figure 37: Effet de ditférentes concentrations en choline sur le potentiel de
1'électrode Pd/PdO, mesuré dans une solution de tampon phosphate

10-2M, a pH =7,2.
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Nous savons que certains couples métal/oxyde métallique sont utilisés comme
catalyseurs dans les syntheéses de composés organiques par voie électrochimique [106-108].
Ils se comportent comme des médiateurs dans l'oxydation de ces composés si certaines
conditions sont réunies:

D'aprés Wendt [109], ces conditions sont les suivantes:
- L'électrode doit étre maintenue 2 un potentiel suffisamment élevé.

- La réoxydation du métal ou de 1'oxyde métallique de faible valence doit &tre un
processus rapide.

- La réduction de l'oxyde métallique par les composés organiques ne doit pas
s'accompagner d'une corrosion.

Nous pouvons citer les couples Cu/CuzO/CuO, Co/Co(OH)2/C0203,
Ni/Ni(OH)2/NiOOH, Pt/PtO2/PtO20. 1l est i noter que I'oxydation se fait soit en milieu
aqueux, soit en milieu organique. Dans le cas particulier des alcools, des exemples montrent
qu'elle peut se faire en milieu aqueux a pH basique. Les produits de cette oxydation peuvent
etre des aldéhydes, des cétones, ou des acides carboxyliques, suivant que l'alcool est primaire,
secondaire ou tertiaire, cela avec un pourcentage non négligeable de sous-produits.

L'interférence observée dans notre cas, électrode Pd/PdO 2 BuChE, peut étre
expliquée comme suit par ce type de réaction: la choline, produit de la réaction enzymatique,
possede une fonction alcool en bout de chaine; il est alors probable qu'au contact de l'oxyde de
palladium, elle subisse une oxydation, comme le font les alcools ordinaires (méthanol,
éthanol...), & la surface de catalyseurs électrochimiques métal/oxyde métallique. Il en résulte
une réduction de l'oxyde de palladium, qui se traduit par la baisse du potentiel libre de
I'électrode, comme le montre la Figure 37. Nous ne pouvons entrer ici dans le détail du
mécanisme d'oxydation qui est complexe, et nécessiterait des expériences supplémentaires
mettant en jeu la voltammeétrie ou 1'Infra Rouge 4 Transformée de Fourier.

Ce phénomene est lent par rapport a I'évolution du potentiel de 1'électrode due 2 la
variation de pH résultant de la production d'acide butyrique. Grice 2 cela, la détection de la
butyrylcholine utilisant une €électrode Pd/PdO a2 BuChE reste possible. Le temps de réponse
d'une telle €lectrode (3 & 5 mn) est cependant plus grand que celui de 1'électrode Pd/PdO i
uréase (1 2 3 mn), présentant les mémes caractéristiques (activité catalytique de la couche
enzymatique, pente de la courbe E = f(pH)).
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Figure 38: Courbes d'étalonnage de 1'électrode Pd/PdO a Butyrylcholinestérase,
pour des tampons a différentes concentrations :
o 103M
A 102M
0 10-1M
La température de travail est de 25°C.



- 110 -

Remarque: L'oxydation de la thiocholine , par voie électrochimique utilisant une
€lectrode en platine, est dans certains cas utilisée pour suivre l'activité enzymatique de la
butyrylcholinestérase [110].

B-II-4 Etalonnage de 1'électrode 3 BuChE, et influence de la_"force
tampon"

Comme pour l'uréase, on trace la courbe d'étalonnage caractéristique de chaque
électrode & BuChE réalisée, en portant en abcisses le logarithme de la concentration en
butyrylcholine, et en ordonnées le potentiel de 1'€lectrode enzymatique a 1'état stationnaire Ejp,
rapporté a son potentiel en 1'absence de substrat Egh.

L'allure de la courbe d'étalonnage obtenue (Figure 38) est tout a fait conforme aux
prévisions, malgré la légére dérive constatée, interprétée dans le paragraphe précédent. La limite
de sensibilité est de 10-4 M en butyrylcholine dans les conditions de travail imposées, et la

vitesse maximale de catalyse, caractérisée par l'obtention d'un palicr, est atteinte aux environs
de 5.10-2 M.

La Figure 38 illustre I'effet de la concentration en tampon phosphate, celle-ci ayant
été fixée a : 10-3 M, 10-2 M, 10-1 M.‘ On retrouve l'effet caractéristique attendu pour une
€lectrode enzymatique a faible catalyse enzymatique: plus la concentration en tampon est élevée,
plus la sensibilité de la réponse diminue, pour une méme concentration en substrat.

Les €lectrodes Pd/PdO mises au point comme on I'a décrit dans le paragraphe A de
ce chapitre, présentent, en tant qu'électrodes de pH, les avantages et inconvénients suivants:

- Du point de vue de leur taille et de leur forme, beaucoup de configurations peuvent
€tre adoptées, selon le besoin. 11 est évident que c'est la possibilité de miniaturiser ce type
d'électrodes qui retiendra le plus l'attention.

- Leur utilisation peut étre étendue: électrode rédox classique, €lectrode a Oy ou CO;
si on leur adjoint 1a membrane sélective et I'électrolyte adéquats.

- Leur mise au point pour le moment reste artisanale, ce qui explique le pourcentage
d'électrodes défectueuses de 1'ordre de 20 % que nous obtenons; ce pourcentage nous semble
pouvoir étre réduit par une fabrication en série plus systématique.






- 111 -

En tant qu'électrodes A membranes enzymatiques, elles ont été testées avec deux
enzymes différentes: l'uréase et la butyrylcholinestérase, et deux concentrations enzymatiques
différentes: élevée pour l'uréase, relativement faible pour la BuChE. Dans tous les cas de
figures, elles ont présenté un comportement tout a fait conforme 2 ce qu'on pouvait prévoir,
avec, par rapport a 1'électrode de verre classique, une rapidité d'obtention de la réponse
nettement améliorée, surtout pour l'uréase.

Il faut cependant faire attention a des interférences qui peuvent étre le fait
d'intéractions entre les substrats ou produits de la réaction enzymatique et 1'€lectrode elle-méme,
comme dans le cas de la choline précédemment explicité. Sans entrainer d'impossibilité
d'utilisation totale, ce type d'intéractions peut induire des comportements légérement différents
de 1'électrode. Une autre précaution 3 prendre consiste & s'assurer de l'utilisation de ce type
d'électrode dans des milieux exempts de couples rédox sensibles aux ions métalliques.

C-I-1 Mode opératoire

Le traitement d'activation au chlorure de cyanuryle, pour créer des sites actifs en
surface du palladium, passe par des phases ou l'utilisation d'acétone et de soude est nécessaire.
La mise au point de 1'électrode a été 1égerement modifiée en conséquence, la résine supportant
mal le procéd€ qui va suivre.

Le mode opératoire que nous avons adapté pour éliminer ce probleéme est le suivant:

- Le fil de palladium utilisé, de 0,25 mm de diametre et 99,999% de pureté, est
toujours le méme. La soudure 2 pointe, avec un fil électrique, est réalisée avant 1'étape
d'oxydation du palladium, et le fil obtenu introduit dans une pipette Pasteur en verre. Pour
éviter l'utilisation de la résine telle que nous l'avons décrite dans le Paragraphe C de ce chapitre,
on a été amené a fondre ensemble, l'extrémité de la pipette Pasteur et le fil de palladium, a la
flamme d'un bec Bunsen. Le tout est alors d'une seule pi¢ce et suffisamment rigide pour les
utilisations ultérieures en tant qu'électrode.
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- L'oxydation de I'extrémité du palladium est réalisée dans une seconde étape.
Apres un lavage préalable 2 l'eau régale, cette extrémité est trempée dans de la soude 2 50%
massique dans I'eau, puis séchée immédiatement apres sous un flux d'azote, pendant 30 mn.

- L'oxydation est réalisée a l'aide d'un four porté & 700°C; l'extrémité utile de
I'électrode est déposée dans une cavité pratiquée dans le four, ce qui permet d'imprimer 2
I'€lectrode un mouvement de rotation pendant la durée de I'oxydation, qui a été réduite 2 3 mn
simplement.

- Une fois retirée du four, le fil est laiss€ refroidir i 1'air libre.
C-I-2 Caractéristiques

Les caractéristiques de l'électrode ainsi traitée restent les mémes que celles obtenues
dans le paragraphe A-I-1 (Figure 32).

C-II ACTIVATION DE L'ELECTRODE ET GREFFAGE DE L'UREASE EN
MONOCOUCHE

C-II-1 Définition

Nous appellerons greffage en monocouche tout greffage d'enzyme qui se fera en
une seule étape, sur le support activé; il se forme alors i la surface de 1'électrode une couche
dont I'épaisseur maximale correspond 2 la taille d'une molécule d'enzyme.

Par opposition, le greffage d'enzyme en multicouches signifiera plusieurs greffages
successifs de l'enzyme, chacun ayant lieu aprés un traitement supplémentaire de 1'électrode au
glutaraldéhyde. La différence entre ces deux types de greffage est schématisée sur la Figure 39.

C-II-2 Activation de 1'électrode par traitement au chlorure de
c¢vanuryle

Apres avoir fabriqué 1'électrode Pd/PdO suivant le procédé décrit ci-dessus, et testé
son aptitude a répondre au pH, on immerge sa partie sensible dans une solution aqueuse de
soude 2 M, pendant 15 mn; elle est ensuite séchée sous un flux d'azote pendant 30 mn.
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Figure 40:  Courbes d'étalonnage de l'électrode Pd/PdO A uréase immobilisée

O dépdt d'un gel obtenu & partir d'un mélange de 0,1 cm3 d'albumine

humaine a 350 UI d'uréase, et 0,1 cm3 de glutaraldéhyde a 2,5 % dans
I'eau.

* interaction d'une solution a 210 UI d'uréase /cm?3 d'une solution

tampon phosphate, 102 M, pH = 7,2, avec I'électrode Pd/PdO activée
au chlorure de cyanuryle.
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L'action du chlorure de cyanuryle peut alors intervenir: l'extrémité de I'électrode est
trempée pendant une heure dans une solution de chlorure dé cyanuryle dans I'acétone, a raison

de 300 mg dans 10 cm3. L'arrét de la réaction est imposé par un lavage au tampon phosphate
0,1 M.

Remarque: Ce procédé est adapté de celui utilisé pour I'activation de la poudre
d'oxyde de nickel, décrit dans le Chapitre 3 sous le nom de "procédé NiO-3".

C-II-3 QGreffage de l'uréase en monocouche

Ce greffage peut intervenir soit immédiatement apres I'activation, soit plus tard, en
fonction des besoins.

Apres lavage au tampon phosphate, 1'électrode trempe dans une solution d'uréase 2
7 mg dans 1 cm3 de tampon phosphate 0,1 M, pendant toute une nuit,  4°C. Elle est ensuite
rincée abondamment avec du tampon phosphate 0,1 M, avant d'étre testée.

C-II-4 Test de l'activité enzymatique de ]'électrode

Cette activité est mesurée dans un milieu faiblement tamponné (10-3 M en
phosphate). Le potentiel est mesuré par rapport 2 une électrode au calomel saturé. Des quantités
croissantes d'urée sont rajoutées dans la solution, de fagon a obtenir les concentrations finales
suivantes: 10-4 M, 5.10-4 M, 10-3 M, 5.10-3 M, 10-2 M, 5.10-2 M, 10-1 M. La solution est
thermostattée en permanence, & 25°C; l'allure de la courbe d'étalonnage: ES- Ey=f([urée]),
est donnée sur la Figure 40.

C-II-5 Résultats et interprétation

Comme on le voit sur la Figure 40, la réponse de 1'électrode aux différentes
concentrations en urée est tres faible, surtout si on la compare a celle obtenue précédemment,
apres dépot d'un gel d'uréase.

Cette réponse est si faible qu'on 1'a attribuée dans un premier temps 2 une hydrolyse
"spontanée” de l'urée. Cette hypothese a été écartée aprés qu'on ait adjoint au systéme une
électrode de pH combinée, pour mesurer 'évolution du pH de la solution. Celui-ci est resté tout
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a fait constant et égal a 7,2, pendant toute la durée de 1'expérience. Le signal obtenu ne peut
donc étre attribué qu'a une réaction a la surface de 1'électrode, donc @ I'hydrolyse de ['urée
catalysée par l'uréase greffée.

Dans ce cas, pourquoi la réponse de l'électrode a-t-elle une si faible
amplitude?

Yacynych [50], qui a travaillé sur I'immobilisation de 1'uréase sur 1'électrode a Ti-
IrO3, par l'intermédiaire du chlorure de cyanuryle, constate aussi la faible amplitude de la
réponse a l'urée, et l'attribue & un blocage des sites actifs de 'oxyde métallique vis-a-vis des
ions H+, qui rendrait 1'électrode moins sensible & ces ions. Nous avons voulu vérifier cette
hypothése, qui, si elle était vraie, se traduirait par une incapacité de 1'électrode Pd/PdO traitée au
chlorure de cyanuryle, & répondre correctement au pH. Nous avons donc été amenés A utiliser
cette €lectrode pour mesurer le pH de différentes solutions tamponnées (0,1 M), et nous avons
obtenu un tracé E, - ECS = f(pH), linéaire, avec une pente de 50 mV dans la zone de pH allant
de 549, tout a fait conforme a ce qu'elle était avant le traitement au chlorure de cyanuryle. Le
temps de réponse reste de l'ordre de 1 mn. L'hypothése de Yacynych ne nous semble donc pas
expliquer la faible amplitude du signal obtenu.

Nous avons alors émis 1'hypotheése suivante, que nous avons cherché & vérifier
expérimentalement d'abord, puis par un modele théorique qui sera exposé au Chapitre 5 .

Hypothése: la catalyse assurée par l'enzyme est trés faible, 4 cause de la trés
petite quantité d'uréase greffée en monocouche sur les sites activés de l'électrode. La
production d'OH- résultant de cette catalyse est alors insuffisante pour faire varier le pH de
fagon notable.Un corollaire de cette hypothése est que la quantité d'OH- produite étant trés
faible, le tampon phosphate, méme a de faibles concentrations, peut masquer la variation de pH
induite par ces ions.

C-II1 GREFFAGE DE L'UREASE EN MULTICOUCHES

C-1II-1 Mode opératoire

Ce greffage en multicouches a été entrepris pour vérifier I'hypothese citée ci-dessus:
en augmentant la quantité d'enzyme a la surface de 1'électrode, on pouvait espérer augmenter
l'efficacité de la catalyse, et donc le niveau du signal. Pour ce faire, 1'électrode a uréase greffée
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5 4 s 2 1 .log([urée]/(M))

Courbes d'étalonnage de l'électrode Pd/PdO 2 uréase greffée :
% greffage monocouche obtenu par l'interaction d'une €lectrode
Pd/PdO activée au chlorure de cyanuryle et d'une solution d'uréase a

7 mg par cm?3 de tampon phosphate 0,1 M a pH =7,2, et 2 4°C pendant
12 heures.

A greffage d'uréase effectué comme précédemment, suivi de 10
cycles du traitement suivant :
. glutaraldéhyde a 2,5 % pendant 5 s.
. séchage 2 l'azote pendant 1 mn.
. solution enzymatique a 3 mg d'uréase/cm3 de tampon
phosphate 0,1 M a pH =7,2, pendant 5 s.

v greffage d'uréase obtenu comme pour * , suivi de trois cycles
du traitement suivant :
. glutaraldéhyde a 2,5 % pendant 35 s.
. séchage a l'azote pendant 1 mn.
. solution enzymatique A 16 mg d'uréase/cm3 de tampon
phosphate 0,1 M a pH = 7,2, pendant 5 s.
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par l'intermédiaire du chlorure de cyanuryle subit un certain nombre de cycles, chacun de ces
cycles pouvant €tre décomposé comme suit:

- L'électrode a uréase greffée en monocouche est immergée dans une solution de
glutaraldéhyde a 2,5%, pendant S secondes.

- Elle est ensuite séchée sous un flux d'azote pendant une minute.

- Le glutaraldéhyde ayant réagi sur la monocouche est alors susceptible de jouer son
r0le d'agent pontant avec d'autres molécules enzymatiques: I'électrode est donc trempée dans
une solution d'uréase dans du tampon phosphate 0,1M, pendant 5 secondes.

- Un nouveau séchage sous flux d'azote est effectué.

Nous présenterons ici les résultats obtenus avec deux électrodes, dont la
multicouche sera obtenue par des voies différentes: la solution enzymatique utilisée est 4 3
mg/cm3 pour l'une, et 16 mg/cm3 pour l'autre. La premiére subit 10 cycles identiques, la
seconde en subit 3. Les réponses de ces deux électrodes a I'urée sont résumées sur la Figure 41

C-II1I-2 Résultats et discussion

Les étapes de séchage a l'azote ont été rajoutées aprés plusieurs essais ou elles
n'intervenaient pas. Leur role consiste & concentrer la couche de liquide se trouvant 4 1a surface
de I'électrode, et favoriser ainsi la réaction de réticulation glutaraldéhyde-enzyme. Le temps de
réaction a été nettement réduit par ce procédé.

b) Réponses des électrodes a l'urée

La premicre constatation qui s'impose concerne l'efficacité d'un greffage en
multicouches : l'intensité de la réponse est nettement accrue par rapport a celles obtenues apres
un simple greffage en monocouche. Ceci confirme I'hypothése émise ci-dessus: lors d'un
greffage en monocouche, la quantité d'enzymes retenue en surface de 1'électrode est trop faible
pour assurer une catalyse efficace de l'urée, et délivrer une quantité d'OH- suffisante pour faire
varier le pH de facon notable.
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Figure 42 :

& <0
3

2 1 .log([uréel/(M))

Evolution en fonction du temps de la courbe d'étalonnage de I'électrode
Pd/PdO a uréase greffée en multicouche.

O 1 heure apres le greffage

A 24 heures apres le greffage

O 48 heures apres le greffage

v 3 jours apres le greffage

<© 10 jours apres le greffage.
La mesure est effectuée dans du tampon phosphate 10-3 M a pH=7.2
et aT=25°C.

Entre deux essais, 1'électrode est conservée dans du tampon 0,1 M a
pH=72eta T=4°C.
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En second lieu, on a pu constater qu'une électrode greffée en multicouches ne doit
pas étre utilisée immédiatement apres le greffage. Les fonctions aldéhydes libres, résultant des
actions successives du glutaraldéhyde sur la surface de 1'électrode, lui conférent une légére
dérive qui doit étre le fait d'une oxydation de ce produit au contact de la surface en PdO. Laisser
I'électrode au réfrigérateur toute une nuit apres le greffage, dans du tampon phosphate 0,1 M,
lui permet d'atteindre un état d'équilibre qui élimine la dérive constatée.

D'autre part, 1'électrode N°2, qui a été traitée avec les concentrations d'uréase les
plus €levées, sur trois cycles seulement, présente une réponse plus forte que l'électrode N°1,
qui a subi 10 cycles de greffage, avec une solution cinq fois moins concentrée en uréase. Il en
résulte que, pour une méme concentration en glutaraldéhyde, il est plus efficace d'augmenter la
concentration de la solution enzymatique de greffage, que d'augmenter le nombre de cycles de
traitement. Un modele théorique du comportement de 1'électrode greffée en monocouche et
multicouche est présenté dans le chapitre 5.

C-III-3 Vieillissement de 1'électrode Pd/PdQ 3 uréase greffée en
"mlllticﬂllghgs"

La Figure 42 rassemble les courbes d'étalonnage obtenues sur dix jours avec une
méme €lectrode 2 uréase, ayant subi trois cycles de greffage. La conservation aux périodes de
non-utilisation se fait dans du tampon phosphate 0,1 M, a 4°C (réfrigérateur).

On constate une perte d'activité dans le temps, plus sensible aux fortes
concentrations en urée qu'aux faibles. L'allure de la courbe d'étalonnage est cependant la
méme. Une utilisation sur de longues périodes reste tout a fait envisageable, mais signifie un
étalonnage systématique quotidien de I'électrode a enzyme greffée.

ONCLUSION

L'électrode Pd/PdO réalis€ée a l'avantage d'€tre miniaturisable, et de pouvoir
prendre des conformations s'adaptant aux besoins. Quand on dépose sur son extrémité sensible
un gel enzymatique, son comportement se rapproche de celui des électrodes enzymatiques
classiques. Il faut cependant €tre attentif aux interférences éventuelles, dont nous avons
présenté un exemple.

Le greffage d'enzyme en monocouche, aprés activation de la surface de 1'électrode
au chlorure de cyanuryle, ne confére a I'électrode qu'une tres faible activité enzymatique, qui
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est nettement augmentée quand on passe au greffage en multicouches. Le Chapitre 5 qui suit
explicite ce résultat par un modele théorique.






CHAPITRE S

MODELISATION DE LA REPONSE
D'UNE ELECTRODE

PAdIPAO A ENZYMES IMMOBILISEES
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INTRODUCTION

La modélisation du comportement d'une électrode enzymatique a déja été effectuée
[3]1{111]. Si nous l'avons reprise ici, c'était essentiellement pour expliquer les résultats
expérimentaux que nous avons obtenus avec l'électrode Pd/PdO A uréase immobilisée,
présentés dans le Chapitre 4; rappelons que nous avons été amenés A conclure qu'une électrode
greffée en monocouche avait une activité enzymatique trés faible, et inférieure a celle obtenue
avec un greffage en multicouche.

Dans le modele théorique que nous exposons ici, le paramétre que nous avons
étudi€ €tait I'épaisseur de la membrane enzymatique: nous avons cherché A démontrer que plus
cette €paisseur était faible (cas se rapprochant du greffage en monocouche), moins la réponse de
I'électrode aux variations de concentrations en substrat était importante. Nous avons ensuite
corrélé les courbes obtenues par le calcul avec celles obtenues expérimentalement.

L'uréase est I'enzyme de travail.

On suppose une électrode plane, sur laquelle est déposée une couche enzymatique
d'épaisseur e qu'on a schématisée sur la Figure 43. Les équations qui régissent 1'évolution de la
réaction enzymatique au sein de la membrane résultent d'une part du phénomeéne de diffusion,
d'autre part de la réaction enzymatique elle-méme, qui obéit a la loi de Michaelis-Menten.
Notons S(x) et P(x) les concentrations en substrat et en produit & une distance x de la surface de
I'électrode. Ces équations, appliquées au substrat S et au produit P sont les suivantes:

2
d* S(x) S(x)
Y T s Y
(1) o od 0<x<e
by D d’ P(x) Sx)
e P2 m K +Skx)
avec:

D = Coefficient de diffusion du substrat au sein de la membrane enzymatique
Dp = Coefficient de diffusion du produit au sein de la membrane enzymatique
Vm = vitesse maximale de la réaction enzymatique a saturation en substrat.
Km = Constante de Michaelis.



Interface Interface
Electrodc-memb<an‘e Membrane-solution.
. X )
Electrode Solution.
Membrane
—
0 e

Figure 43: Schématisation d'une membrane enzymatique

Interface Interface
Electrode-mem@n‘e Membrane-solution.
Electrode ‘ | ‘ | Solution.
0 i N

Figure 44 : Schématisation d'une membrane enzymatique discrétisée
(découpée en N tranches d'épaisseur e/N)
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Les conditions aux limites [111] du systéme d'équations (1) peuvent étre résumées

par le systtme d'équations (2), en supposant qu'd l'interface membrane-solution, la
concentration en substrat est Sg et celle du produit est nulle:

a-) D(ds) =0 ' D(dp) =0
@) SUdx g ’ Pdx oo

b-) S@=S , ; P(e) =0

Remarque simplificatrice: En sommant les équations (1) a-) et (1) b-), on

obtient I'égalité suivante:

2
d—xz(DSS(x)+DPP(x))=O

d
soit i (Dg S(x) + Dp P(x) ) = Constante

d
D'apres l'équation 2a-) : d_x( DgS(x) + Dp(x) ) =0, donc : DgS(x) + DpP(x) = constante
soit : DgS(x) + DpP(x) = DgS,,
d'ou I'équation (3):

Ds
3) Px)= oN Sy - S&)).

€quation qui permet d'obtenir, en tout point de la membrane enzymatique, la valeur de P(x)
connaissant celle de S(x).

D.S;

c2V

m

En posant A= et B=

K., S
S_O et A.=S—0

ainsi que x = x/e, I'équations (1) a-) est transformé en (4) avec comme conditions aux limites

(5):

A
4 A— - =0
2 A+B
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H
a-) | — =0
o) dy

x=0
b-) A) =1

La résolution du systéme (4), dont les conditions aux limites sont décrites par le
systeme (5), permet d'atteindre A, donc S et P. Cette résolution peut se faire par différentes
méthodes. On a opté dans un premier temps pour la méthode dite de "collocation orthogonale",
détaillée par VILLADSEN et coll [112], BIRBAUM et coll [113-1 16], ainsi que BOSCH et coll
[117-118]. Cette méthode a été appliquée avec succes par LIOU et coll. [119] pour modéliser
I'adsorption d'enzymes sur une poudre, et par BRADY et coll. [111], pour modéliser la
réponse d'une électrode enzymatique. Cette méthode n'a pas été retenue dans notre cas, car les
temps de calcul des solutions étaient trop importants par rapport i ceux obtenus avec la méthode
itérative proposée par KERNEVEZ [120], que nous explicitons ci-dessous.

La membrane enzymatique schématisée sur la Figure 43 est divisée en N tranches
d'épaisseur 1/N, comme le montre le schéma de la Figure 44. On note Aj les valeurs de A aux

points i /N. Décrit par ces nouvelles variables, le systéme (4) devient (6):

Mg 20 Ay A,

6) A > - =0 avec O<i<N

1

En combinant les équations (5) a-) et (4), on obtient:

2 (7L1 - ?»0) lo
@ A " = =0
Ay . 0
Pour o = 1, on a la valeur de A:
B An=1.

La résolution des équations (6) et (7) fait appel a une méthode itérative, qui revient
a résoudre les 2 équations (9) et (10):



.
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k+1 k+1 k+1 k
Mg - 2% Ay, A
® A 2 =
Ay B+2
2(7\,k+1 lkﬂ) Kk
1 ~ ™ 0
(10) A B = =
Ay B+X,

oi1 A{K est la valeur de A; obtenue 2 la ki®Me jtération.

On arréte l'itération lorsque I'inégalité suivante est vérifiée:

N 1/2
ptl  _p
DINCHEE W
0
<e
) 1/2
(1=N

LZO (A

ou € est une valeur fixée de fagon a avoir une précision maximale en un minimum d'itérations.

La résolution de ces équations a été faite a l'aide d'un Hewlett-Packard 86;
l'organigramme, ainsi que le programme de résolution sont en Annexe 4. Cette méthode a été
choisie car elle a I'avantage de converger rapidement vers la solution cherchée. Les solutions

que nous obtenons l'ont été avec N = 100; le résultat est atteint au bout de 10 itérations au
maximum, avec : A0 =0, pour i=0,...., N-1.

Remar implificatrices:

- On a choisi Dg = Dp =D pour la résolution des équations.

- On suppose que D reste constant dans tous les cas de figures, en particulier si
I'’épaisseur de la membrane varie.
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Une fois obtenu le profil de concentration du substrat et du produit au sein de la
membrane, et en appliquant 'équation de 1'électroneutralité au point x = 0 (interface électrode-
membrane ), on peut obtenir par le calcul la concentration en ions OH- générés par la réaction
enzymatique, et donc la réponse théorique de I'électrode.

L'équation de I'électroneutralité dans la membrane est la suivante:

(11) 2[HPOZ] + 2[C031 + [HCO;l + [OH1 = INHJ + [Nat + [HT

Cinq équilibres régissent les concentrations des différentes especes en présence
dans la membrane enzymatique [121-122]:

(1) CO, + H0 z=—> H,CO, K, = 1,66 107
(13) HyCO3 =—> HCO; + H' K=2510% ™
(14) HCO; &= COf + H' K, =56L10" M
- 2_ + 8
(15) H,yPOy4 = HPO, + H K 3=6,23.10 M
= -10
(16) NHF P NH, + H K, =5,64.10 M

17 HO0  =— oH + H K=10" M

Le bilan matiere, en tout point x de la membrane peut &tre exprimé par les équations
suivantes:
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(18) [HPOy] + [H,PO; ]

Il

Cr
(19 [NHJ] + [NHj = 2P(0).

20) [HCO]l +[H,COj + [COT1+[CO)) = PO

(21) [Ndf = 3/2c;

ou: ctestla concentration en tampon phosphate loin de la surface de

I'électrode et P(0) la concentration en produit de la réaction enzymatique 4

l'interface électrode-membrane.

Le gaz carbonique CO; intervenant dans les équations ci-dessus représente le gaz
dissous dans la solution.

M¢éthode de résolution: toutes les concentrations intervenant dans 1'équation de
I'électroneutralité (11) sont exprimées en fonction de la concentration en ions H*. On applique
ensuite la méthode de Newton-Raphson a 1'équation obtenue pour atteindre [H*]. La
convergence est obtenue dans notre cas au bout de 20 itérations au maximum.

Dans un premier temps, il s'agissait de connaitre le profil de concentration en
substrat a l'intérieur de la membrane, en fonction de 1'épaisseur de celle-ci.

Rappelons que nous avons posé:
A=DSg/e2.Vy , et B = Kn/So.
donce=(DSg/A.Vp )12
d'ot il résulte que e =ej (1/AB)1/2,  enposant: €1 = (DKm/Vm)1/2
e1 ayant la dimension d’'une longueur.

Les constantes Ky, Vm, et D étant fixes, le tracé de S/Kn, , en fonction de e/e;

revient a connaitre le profil de concentration du substrat au sein de la membrane enzymatique.
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Figure 45 a : Tracé du profil de concentration de S au sein de la membrane
enzymatique, en fonction de I'épaisseur de cette membrane.
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Figure 45 b : Tracé du profil de concentration de S au sein de la membrane
enzymatique, en fonction de I'épaisseur de cette membrane.
Casoll So=104M
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Ce tracé est donné sur les Figures 45 a et 45 b, pour deux valeurs de Sq différentes:
So =102 M, et S = 104 M, la valeur de K, étant de 104 M. On constate sur ces figures, que
plus I'épaisseur de la membrane enzymatique est grande, plus la concentration en substrat non
consommé qui atteint l'interface électrode-membrane est faible. En d'autres termes, une
quantité d'enzyme trés faible (liée a la petite épaisseur de la membrane)
n'assure que partiellement la transformation du substrat en produit. Cette
conclusion que le calcul nous permet d'apporter, confirme les résultas expérimentaux obtenus
avec l'électrode Pd/PdO, a uréase greffée: le signal obtenu avec cette électrode était tres faible,
méme pour les concentrations €élevées en substrat. Ceci s'explique donc par le fait qu'une tres

faible proportion de ce dernier est transformée avant d'atteindre l'interface électrode-membrane.

Connaissant la pente de 1'électrode Pd/PdO, le calcul de la concentration en ions H*
a l'interface électrode-membrane permet d'obtenir les courbes théoriques Eﬁ - Ey = f(log[SD).

Ce calcul a ét€ effectué de fagon a pouvoir &tre généralisé a d'autres couples que le couple
uréase-urée. En effet, le tracé E?l - Ey = f(log[S]) a été effectué en faisant varier les paramétres
A et B. Une identification paramétrique, a partir des courbes expérimentales obtenues avec
l'électrode Pd/PdO a uréase, a permis ensuite de superposer celles-ci avec les tracés théoriques.

Deux cas de figures sont envisagés:

- Le cas du greffage de I'uréase en monocouche ou en multicouche, ol n'intervient
aucune protéine de charge, avec e] = (DKp/Vm) /2.

- Le cas du gel enzymatique adjoint a 1'électrode, pour lequel la vitesse maximale est
inférieure a celle du cas précédent, puisque 1'enzyme est ici plus diluée; on notera cette vitesse
Vm,gel avec Vi gel < Vi, €t €1 = (DKm/Vm ge) 172.

L'identification paramétrique mene aux conclusions suivantes, issues de la Figure 4:

1-) Dans le cas du greffage:

En multicouche, (électrode N°2): AB=7, soite=e1/71/2
En multicouche, (électrode N°1): AB=49, soite=e1/7.
En monocouche: AB =100, soite=¢e;/ 10.

L'identification paramétrique nous permet donc de retrouver 1'épaisseur relative
d'une membrane enzymatique a partir des valeurs de potentiels expérimentales données par
I'électrode. On confirme le résultat esquissé dans la partie précédente: plus le nombre de
couches de greffage est élevé, meilleure est la sensibilité de 1'¢lectrode.
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Figure 46 : Courbes d'étalonnage de 1'électrode Pd/PdO & uréase greffée:
superposition des courbes expérimentales et des courbes calculées.

— — — courbes calculées.

— . — "courbe limite" ol 1a concentration en substrat est nulle &

l'interface €lectrode-membrane.

m gel enzymatique a uréase.

A greffage d'uréase en "monocouche".

v immobilisation d'uréase en 3 cycles, 1a solution d'uréase étant
concentrée & 16 mg par cm3 de solution de tampon phosphate 0,1 M.

@ immobilisation d'uréase en 10 cycles, la solution d'uréase
étant concentrée A 3 mg par cm3 de solution de tampon phosphate 0,1 M.
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2-) Dan /) G

Dans ce dernier cas, le calcul montre que la courbe expérimentale obtenue
correspond au cas limite o1 la concentration en substrat ést toujours nulle 2 I'interface électrode-
membrane, pour des concentrations inférieures 0,1 M en urée, ceci étant valable pour toute la
plage de concentrations étudiée. Le gel présente donc une épaisseur suffisante, et sa
concentration en enzyme est suffisamment élevée pour que le substrat soit entidrement
consommé avant d'atteindre l'interface électrode-membrane.

CONCLUSION

Le calcul nous ameéne a confirmer les résultats de l'expérience: 1'identification
paramétrique nous permet de conclure que, tous les autres paramétres étant maintenus
constants, la réponse de 1'électrode enzymatique Pd/PdO aux différentes concentrations est
directement li€e a 1'épaisseur de la membrane enzymatique. Ce résultat est en contradiction avec
celui obtenu par FLANAGAN et coll [51], avec I'électrode Sb/SbyO3, pour lequel la réponse
obtenue avec cette €lectrode A uréase greffée en monocouche était du méme ordre que celle
obtenue avec une €lectrode a gel enzymatique.
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L'adsorption d'enzymes sur les poudres d'oxyde de nickel, et oxydes de silicium
donne lieu a des activités enzymatiques de ces poudres assez faibles, tendant vers zéro au bout
de quelques utilisations, ce qui justifiait entierement les essais d'activation de ces supports.

Avec l'oxyde de nickel, l'activation a l'aide du chlorure de cyanuryle a été
optimisée, et le choix du solvant le plus efficace s'est porté sur le benzéne. Nous nous
sommes heurtés 2 des problemes d'interprétation des résultats obtenus, que nous avons
attribué a des réactions paralleles, dont la bibliographie ne fait pas état.

Le greffage d'uréase, et le maintien de l'activité enzymatique de la poudre se sont
rév€lés satisfaisants. On constate une baisse d'activité dans le temps qui est due 2 une
dénaturation de la molécule plus qu'a son relargage. Outre l'utilisation possible en tant que
garnissage des réacteurs, 1'étude du greffage d'enzymes sur la poudre d'oxyde de nickel avait
pour autre objectif la réalisation d'une €lectrode enzymatique. Cet objectif a été abandonné i
cause du mauvais fonctionnement du couple Ni/NiO en tant qu'électrode.

L'activation des poudres d'oxydes de silicium a été effectuée par silanisation.
Dans les deux cas, nous avons dégagé un mode de silanisation permettant un greffage
d'enzymes plus durable. En ce qui concerne la silice, ce travail sert d'étude de faisabilité pour
la réalisation d'un capteur 2 fibre optique, dont le matériau serait la silice.

En ce qui concemne I'électrode enzymatique a base de Pd/PdO réalisée, nous avons
abouti aux conclusions suivantes :

- Le comportement de 1'électrode “construite” suivant le protocole décrit dans le
Chapitre 4 a partir d'un fil de palladium est satisfaisant.

- Apres dép6t du gel a uréase ou butyrylcholinestérase sur son extrémité sensible,
son comportement en tant qu'électrode enzymatique est conforme a celui habituellement
obtenu avec des €lectrodes de verre, avec un léger gain en temps de réponse.

- Apres activation de l'extrémité sensible de 1'électrode a 1'aide du chlorure de
cyanuryle, le greffage d'uréase en monocouche aboutit & des variations trés faibles du
potentiel de I'électrode aux différentes concentrations en urée. Ces variations sont plus
importantes, et tendent vers la réponse obtenue a I'aide de gel quand on effectue le greffage en
multicouches.
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- Le modele théorique du Chapitre 5 nous a permis de confirmer que ce
comportement était prévisible. Nous avons en effet démontré que le gel enzymatique
correspond au cas limite ou le substrat est totalement consommé avant d'atteindre l'interface
membrane-€électrode. La réponse de 1'électrode greffée en monocouche ou en multicouche ne
peut qu'étre inférieure & celle obtenue par ce cas limite.
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ANNEXE 1

DOSAGE DES FONCTIONS SILANOLS
DES POUDRES D'OXYDES DE SILICIUM

Les groupements silanols qui se trouvent a la surface d'un support solide
peuvent étre déterminés d'apres le schéma réctionnel ci-dessous:

=Si-OH + Ca(OH); —= =Si_GCi0H + HPO

Le protocole est le suivant:

- On prépare une solution saturée en Ca(OH),, & 25°C. A partir de cette solution
filtrée, on prépare 12 autres solutions A des concentrations échelonnées de 0,6 a 1,0 g de
CaO par litre.

- La poudre 2 doser est placée dans des récipients en polyéthyléne, i raison de
1,5 g, sous atmosphere d'azote.

- Apres rajout de 50 ml de solution de Ca(OH);, chaque récipient est agité
vigoureusement pendant 5 minutes, puis la mesure de la conductivité de sa solution est
effectuée (notée 1y).

Connaissant la conductivité des solutions Ca(OH); et leur concentration co de
départ, la concentration c; restant a I'équilibre est obtenue par:

c1=(11/1lp).co

ou 1; etlp sont respectivement les conductivités des solutions Ca(OH),, de
concentrations cg et Cj.

Connaissant ¢, la quantité de CaO adsorbée 2 la surface de la poudre peut alors
etre déterminée. La concentration surfacique en fonction hydroxyles (OH) est égale 2 la
quantité¢ maximale de CaO adsorbée. Cette quantité peut étre obtenue en tragant la masse de
CaO adsorbée en fonction de c;.

Ce protocole est issu du brevet cité dans la référence bibliographique [76].



oy
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ANNERE 2

CALCUL DE LA VITESSE APPARENTE, ET DE LA
CONCENTRATION EN SUBSTRAT, POUR UNE POUDRE
GREFFEE, DONT L'ACTIVITE ENZYMATIQUE EST MESUREE
AU pH-STAT.

Supposons une poudre sur laquelle on a préalablement greffé de I'uréase; I'activité
enzymatique de la poudre peut étre mesurée au pH-stat, qu'on peut schématiser comme suit:

c Solution d'acide titrante.
_ 1
L Solution de travail contenant
la poudre a uréase greffée A tester, et le substrat.

La réaction de dégradation de l'urée par l'uréase est la suivante:

(NH,)) C=0 +3H,0-U%€p  5NHY + HCO, + OH’
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On notera comme suit les différentes variables qui interviennent dans le calcul de la vitesse
apparente, Vj, et celui de la concentration en substrat dans la solution a l'instant t, S(t):

F(t) = Débit de la solution titrante a l'instant t

ho = concentration en H* de la solution titrante

hm = concentration en H+ mesuré

h¢ = concentration en H* de consigne

np, = nombre de moles de H* dans la phase liquide
ng(t) = Nombre de moles de S dans la phase liquide
S(0) = Concentration en substrat 2 'instant 0

S(t) = Concentration en substrat a 'instant t
V(0) = Volume de la phase liquide 2 l'instant O

V(1) = Volume de la phase liquide a l'instant t

Vreact,1 = Vitesse de consommation de S due a la réaction enzymatique et 2 la diffusion vers la
phase solide

Vreact2 = Vitesse de consommation de H+ due 2 la réaction enzymatique et 2 la diffusion vers la
phase solide

Le nombre de moles de substrat a l'instant t en solution étant ng(t) = S (1).V(t), la
variation de la concentration en substrat S(t) fonction du temps devient:

dS(t) d (ns(t)) 1 d(ng(®) ng(t) dv()

dt dt V() Vi d V() 2 dt

"> =0 B>

Variation de S(t)

Variation de S(t) due a la variation

due a la consommation. de volume
D'ou I'équation (1):
dv
o B0 _ oy - 30 g, ot Fp= VO

dt reactl vy dt

La concentration en H* de la solution hp, étant maintenu constante et égale a h¢, on
peut en déduire 1'égalité suivante:
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dhm(® . 1 dnp® om0 dv(E

dt Vi o dt V*  dt

ﬂ——b‘h—b

0]
Y F(t) h Wt | el S
ttact2 + =gl V()

d'ou I'équation (2):

@ v, O  (h - hy=0
éact,2 + o (hy- hy)

Cette équation permet l'obtention de Vréact,2. Dans le cas ou la concentration en H*
est uniforme dans toute la solution (i.e. 1a diffusion de H+ est grande par rapport a sa vitesse de
consommation), la vitesse apparente Vj est alors égale a Vréact 2.

Dans I'hypothése de l'état stationnaire, Vréact,1 = Vréact,2, on peut déduire des
équations (1) et (2) que:

dS(t) F(t)
T"'v—(t) (S(t)"‘ho'hm):O

d'ol :
dS(t) _ F(t) dt = dv()
SO, T VO T | Vo
et:
S(0) +hy-h, V(o)
Log 5o+, 1 - 8 Y)
On obtient donc l'expression de 1/ S(t):
1 _ 1
S(t) —[ V() (Sg+hy-h,) ]
V() - (hO - hm)

Le tracé de Lineweaver-Burk est obtenu avec : 1/V4 = f(1/5(t)).
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ANNEXE 3
TRANSFORMATION DE LINEWEAVER-BURK

La cinétique d'une réaction enzymatique est régie par 1'équation de Michaelis:

1/V

Vi . [S]

Kn +[S]

L/V

>

1/[S]

La transformation de Lineweaver-Burk consiste 2 tracer 1/V en fonction de 1/[S].

1/V=1/N,(1+K /[S])

La droite obtenue permet de déterminer les constantes caractéristiques de la réaction:
L'intersection avec 1'axe des abcisses permet d'accéder 2 la valeur du K B

L'intersection avec 1'axe des ordonnées permet daccéder A la valeur du Vi

La pente de la droite est de K/ Vm
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ANNEXE 4
ORGANIGRAMME ET PROGRAMME DE MODELISATION

Introduction des données

A,B,N,Pente de 1'électrode

0
A =0 0<i<N

k+1

Calcul des ) a partir
K i

des ) . utilisant les équations
1

(9) et (10)

Non | A, _ 2.

Oui

Calcul des profils de S et

de P

+ .
Calcul de la concentration en H a l'interface

électrode-membrane utilisant les équations

(11) - (21)
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ENZVMATINUE

ORRAMIE DE CALCUL DE LA CONCENTRATION EN URE
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PROGRAMME DE CALCUL DE LA REPONSE DE L'ELECTRODE M UREASE

2@ REM mu:x varimtione de la concentratton en uree
3@ DISP "NOM DU FICHIER DE STOCK" @ INFUT NOMLS
40 CREATE NOMIS.,! @ ASSIGNE 2 TO NOMLS
@ DISP “CONTINUER (O/N)" @ INPUT CA%
60 IF CAs="N" THEN 43e
78 DISP "NOM DU FICHIER" @ INPUT NOM%
80 ASSIGNE § TO NOMS
9@ READ® 1 ; CAS, A CAS.B
10@ FOR I=1 TO 2 @ READM 1 ; CAS CHI® NEXT I
110 RERD# I ;. I, LDA
120 CT=.01 © K4=_ 0000200627 @ KGS-.2022QQ000564 & kZ-_@keeee4l
130 K3=5_.61E-11 © KE=1 . E-14 @ X@=1.E-14 @ A=_.@1@5»(1-LDA}/BE
140 DISP "Concentration de P a la surface =" A
150 WRIT 3eee
16@ DEF FNF1(X) = CTeK4/{X+K4)
178 DEF FNOF1(X) = ~(FNFI(X)eFNFL{X}/(CT2K4))
188 DEF FNFZ2(X) = Z2#AsX/(X+KD)
19@ DEF FNDFZ(X) = Z#A*¥KS/((X+K5)#(X4K5))
200 DEF FNF3(X) = A/(1+K3/X+X/K2)}
21@ DEF FNDF3(X) = ((=(XaX/K2)+KF)#(FNF3(XIeFNF3CX)))/(ArYeX)
22@ DEF ENF4(X) = A*K3I/(KI+X+X2X/K2)
23@ DEF FNDF4(X) = —(ENFA(X)2FNFA(X)Y2(2eX/KZ+1)Y/(A*KT))
24@ DEF FNFGS(X) = KE/X
258 DEF FNDEGS(X) = -(KE/(X#X))
26@ REM ---=---=----------=--==---=-----—---- B T
27@ X=X@ € X1=Xe & COMPT=@
280 IF COMPT=0@ THEN 302
29@ X1=X @ GOTO 310
300 X0=X! @ X1=X
310 COMPT=@
32@ 605UB 45@ @ G0OSUB 478
330 X=X-AF/Df
340 ERREUR=ABS (AF/DF)/X0O
350 IF ERREUR)_ 000221 THEN 38e
36@ DISP “pH = ",-LGT X2
37@ PRINTS 2 ; L/B,-LE6T (X} @ 65070 S@
38@ IF X<@ THEN COMPT=COMPT+! ELSE 418
390 IF COMPT(1@ THEN 48@¢ ELSE 428
AQQ X=X@+ S COMPT+(Xi1-X@) @ &070 3z@
418 DISP "X =" ,X & ECTC 288
42@ DISP "DIVERGENCE"
430 ASSIGNEt | TO ¢ @ ASSIGNE 2 TO +
4408 END
450 AF=FNEL(X)-FENFZUX)+FNF3(X)+22FNFAIX)Y+FNFS(X)-X- . 5¢(T
A46@ RETURN
470 DF=FNDF1(X)—FNDFZ(X)+FNDF3(X)+21FNDF4(X)+FNDF5(X)-l
480 RETURN
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RESUME

: :
\ !

La premicre partie de ce travail concerne le greffage d'enzymes sur I'oxyde de
nickel NiO et les oxydes de silicium SiO et Si0;. Le greffage sur I'oxyde de nickel est
obtenu apres activation au chlorure de cyanuryle. L'enzyme test'est l'uréase. Le greffage
sur les oxydes de silicium est effectué en 2 étapes. Les oxydes ont d'abord ét€ silanisés
puis l'uréase et la butyrylcholinestérase sont respectivement greffées sur ces oxydes
silanisés, par l'intermédiaire du glutaraldéhyde, SiO et SiOj. Les méthodes de
Lineweaver-Burk et Infra-Rouge a Transformée de Fourier sont utilisées pour
l'exploitation des expériences, et la détermination des conditions optimales de travail
(solvant, temps d'immobilisation,...). 5

La seconde partie concerne la mise au point d'un biocapteur, basé¢ sur une
électrode en palladium/oxyde de palladium. L'uréase et Ja butyrylcholinestérase ont été
immobilisées en surface par réticulation. Le greffage d'uréase en monocouche utilisant le
chlorure de cyanuryle est aussi effectué. les iésulta_ts obtenus ont été comparés 4 ceux
fournis par le greffage en multicouches. Les réponses de 1'électrode 2 uréase greffée en
monocouche et en multicouches ont été explicitées a 1'aide d'un modele théorique.

MOTS-CLES : Greffage enzymatique, Silanisation, Oxyde-dé nickel, Oxydes de

silicium, Palladium/Oxydes de palladium, Electrode, Uréase, ;'Butyrylcholinestérase.




