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Résumé 

Les oxydases terminales sont les derniers complexes de la chaine respiratoire et catalysent la 

réduction de l’oxygène en eau. La plupart des oxydases terminales sont membres de la famille 

des oxydases hème-cuivre. Elles sont ainsi nommées car elles ont en commun un centre actif 

binucléaire composé d’un hème et d’un centre cuivre CuB. Les donneurs d’électrons de ces 

protéines peuvent être soit des cytochromes c soit des quinols. Toutes ces protéines sont 

connues pour coupler la réaction de réduction de l’oxygène au pompage de protons à travers 

la membrane. Il en résulte un gradient de protons transmembranaire utilisé par l’ATP synthase 

pour phosphoryler l’ADP en ATP. Les oxydases hème-cuivre se divisent en 3 types A, B et C 

en fonction, entre autre, de la structure primaire des acides aminés. Ces différences de 

structures primaires engendrent notamment des différences concernant leur nombre de 

chemins de protons et leur affinité pour l’oxygène et c’est pourquoi il est intéressant d’étudier 

leurs différences. Ces protéines présentent également des différences dépendant de 

l’organisme duquel elles sont issues ; en effet, les oxydases terminales sont présentes dans 

tous les organismes aérobies, qu’ils soient mésophiles ou extrêmophiles. Les organismes 

mésophiles sont des organismes vivant dans des conditions modérées, c’est-à-dire à des 

températures inférieures à 40 °C et dans des conditions de pH proche de neutre alors que les 

organismes thermophiles sont capables de vivre dans des conditions extrêmes, par exemple, 

dans des sources acides à haute température (comme c’est le cas pour Thermus thermophilus). 

Ce sujet de thèse est basé sur l’utilisation de nanoparticules d’or dans le but d’immobiliser des 

protéines membranaires, plus particulièrement des oxydases terminales, à la surface d’une 

électrode. Les nanoparticules d’or sont connues comme étant particulièrement adaptées pour 

des études bioélectrochimiques car elles permettent d’obtenir un grand ratio surface/volume et 

sont particulièrement biocompatibles. L’immobilisation de protéines membranaires sur une 

électrode pourrait permettre d’utiliser cette classe importante de protéines dans des biopiles 

ou des biocapteurs. C’est pourquoi nous nous sommes intéressés, dans un premier temps, au 

développement d’une méthode permettant d’immobiliser des protéines membranaires, en 

particulier des oxydases terminales, à la surface d’une électrode. 

Aussi, l’intérêt de cette méthode réside dans l’utilisation de techniques électrochimiques pour 

la compréhension de mécanismes catalytiques propres à ces enzymes. Cet aspect est 

développé dans cette thèse afin d’étudier le comportement électrochimique d’oxydases 

terminales issues de différents organismes, qui sont capables d’effectuer la réduction de 

l’oxygène en eau, dans différentes conditions de pH et d’oxygénation. 
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Par conséquent, cette thèse se divise en cinq parties. La première partie est consacrée au 

développement de la méthode ayant permis l’immobilisation d’oxydases terminales et 

l’influence de la taille des nanoparticules sera discutée. Elle permettra ainsi de poser les bases 

pour la compréhension des autres systèmes étudiés grâce à l’identification des points clefs de 

la fonctionnalisation comme la taille des nanoparticules, le choix du modifiant, et la méthode 

de préparation de l’échantillon. Les oxydases terminales sont des enzymes possédant 

plusieurs centres redox, c’est-à-dire qu’une des difficultés rencontrées est la caractérisation du 

cofacteur impliqué dans le transfert d’électron entre l’électrode et la protéine. Cette partie 

aura donc également pour but de trouver des moyens de caractériser cet échange d’électron 

par l’étude de l’inhibition, de la dépendance pH et de mutants. La caractérisation de surface 

par spectroscopie infrarouge par réflexion totale atténuée exaltée de surface sera également 

discutée. 

 

La deuxième partie est dédiée à l’étude de l’inhibition de la cytochrome aa3 oxydase par le 

zinc. En effet, il a été montré dans plusieurs publications que les ions divalents tel que Zn
2+

 

possédait la faculté de se coordiner aux sites d’entrées des chemins de protons de la 

cytochrome aa3 oxydase. La chélation de ces ions divalents semble donc être un moyen 

d’inhiber le pompage de protons ainsi que la réaction de réduction de l’oxygène. Par 

l’intermédiaire de l’étude de la protéine sauvage en présence et en absence de zinc et de 

plusieurs mutants cruciaux pour le pompage de protons par voltampérométrie cyclique, nous 

avons pu montrer que le zinc ne semblait pas seulement se chélater aux sites d’entrée des 

protons, mais qu’il pourrait également bloquer le chemin de sortie des protons. 

La troisième partie de la thèse est consacrée à une étude comparative de deux isoformes de la 

cytochrome cbb3 oxydase de Pseudomonas stutzeri. Ce travail a été fait en collaboration avec 

le laboratoire du Pr. Dr. Hartmut Michel (Department of Molecular Membrane Biology, Max 

Planck Institute of Biophysics, Frankfurt/Main, Allemagne). Il a en effet été constaté que cet 
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organisme était en mesure d’exprimer deux isoformes nommés cbb3-1 et cbb3-2. Ces deux 

isoformes de la même protéine diffèrent d’un point de vue structural par la présence ou non 

d’une sous-unité CcoQ. Le but de cette étude a donc été de comprendre pourquoi cet 

organisme a la nécessité d’exprimer deux isoformes différents et quel était le rôle de la sous-

unité supplémentaire dans le cas de la cbb3-2. Par spectroscopie UV-Visible différentielle 

couplée à l’électrochimie, nous avons pu déterminer les potentiels à l’équilibre des différents 

cofacteurs redox présents dans cette protéine. Des méthodes électrochimiques ont permis de 

déterminer les potentiels de réduction de l’oxygène. Par ces deux méthodes, nous n’avons pas 

observé de différences significatives. Dans une deuxième approche, il était possible 

d’observer les changements, au niveau moléculaire, entre la forme oxydée et la forme réduite 

grâce à la spectroscopie infrarouge différentielle couplée à l’électrochimie. Dans ce cas, des 

différences ont été observées dans la région spectrale caractéristique des acides aspartiques et 

des acides glutamiques ; des études approfondies sur des mutants seront nécessaires afin de 

déterminer ces acides aminés. Nous nous sommes également intéressés aux donneurs 

d’électrons potentiels de la cytochrome cbb3 oxydase. Des études ont été menées au sein du 

laboratoire du Pr. Dr. Hartmut Michel et trois donneurs potentiels ont été identifiés : les 

cytochromes c4, c5 et c551.  Ils ont constaté que le cytochrome c5 réduisait moins efficacement 

la cytochrome cbb3 oxydase que les cytochromes c4 et c551. Afin de pouvoir expliquer cette 

observation, nous avons effectué des dosages potentiométriques par spectroscopie UV-Visible 

ainsi que des mesures par électrochimie directe. Nous avons constaté que le cytochrome c5 

possédait des potentiels d’oxydoréduction supérieurs aux cytochromes c4 et c551 et nous avons 

déduit que le cytochrome c5, du fait de son potentiel élevé, n’était pas en mesure de transférer 

les électrons à la cytochrome cbb3 oxydase de manière aussi efficace que les cytochromes c4 

et c551. 

Le quatrième chapitre de la thèse consiste en une étude comparative entre des oxydases 

terminales des différentes familles (A, B et C) et de différentes origines par électrochimie et 

spectroscopie infrarouge. Il a en effet été constaté que les hèmes au sein de la cytochrome ba3 

oxydase de Thermus thermophilus possédait une dépendance pH particulière par rapport à la 

plupart des oxydases. De plus, l’organisme Thermus thermophilus est un organisme 

extrêmophile, c’est-à-dire qu’il a la capacité de vivre dans des sources acides à haute 

température. Sur la base de ces différences, nous avons choisi de comparer cette oxydase (de 

type B) avec une oxydase de type A et une oxydase de type C. Le premier but de cette étude 

était de constater si la dépendance pH particulière de la cytochrome ba3 oxydase affectait la 

réduction de l’oxygène. La voltampérométrie stationnaire nous a permis d’établir un lien entre 
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la dépendance pH particulière et la réduction de l’oxygène. En effet, nous avons pu constater 

que la cytochrome ba3 oxydase était plus active à pH acide et qu’elle était capable de réduire 

l’oxygène avec une surtension plus faible que les autres oxydases de l’étude. Le deuxième but 

de cette étude était de vérifier si ces enzymes étaient également adaptées au milieu dans lequel 

ces organismes évoluent. Pour cela, nous avons étudié ces enzymes à différentes températures 

par voltampérométrie stationnaire et par spectroscopie infrarouge. Chacune de ces études a 

permis de montrer, que la cytochrome ba3 oxydase (issue d’un organisme thermophile), était 

plus stable que les autres oxydases aux températures élevées. A partir de cette étude, nous 

avons conclut que les oxydases terminales étaient en mesure de s’adapter à différents milieux. 

La dernière partie est dédiée à l’étude de la cytochrome ba3 oxydase par spectroscopie 

infrarouge différentielle couplée à l’électrochimie. Comme mentionné précédemment, cette 

protéine possède une dépendance pH particulière ; nous nous sommes donc intéressés aux 

changements au sein de la protéine au niveau moléculaire observés en fonction du pH. La 

spectroscopie infrarouge différentielle nous permet de discuter les changements 

conformationnels, la redistribution des charges à proximité des cofacteurs et les contributions 

des acides aminés impliqués dans la réaction d’oxydoréduction. De plus, grâce à la possibilité 

de séparer les contributions des différents hèmes, il est possible de discuter individuellement 

des influences du pH sur chacun des cofacteurs et des acides aminés. 
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1.1. Motivation de la thèse 

Les organismes bactériens sont en mesure d’adapter leur chaine respiratoire en fonction des 

conditions de leur habitat naturel. C’est pourquoi des organismes vivants, comme Thermus 

thermophilus, qui vit dans des sources acides à 80°C, sont présents dans des milieux de vie 

extrêmes. La diversité des environnements disponibles est donc responsable de la diversité de 

protéines exprimées par les organismes aérobiques (Figure 1.1). Au cours de cette thèse, nous 

nous sommes particulièrement intéressés au dernier accepteur d’électrons de la chaine 

respiratoire : les oxydases terminales. Ces enzymes réduisent l’oxygène en eau et pompent 

des protons à travers la membrane contre le gradient de concentration. Leur adaptation à 

différents environnements implique notamment des différences de stabilité à haute 

température ainsi qu’une affinité accrue pour leur substrat naturel : l’oxygène.  

 

Figure 1.1: Diversité des environnements conduisant à la diversité des oxydases terminales. 

Cette thèse s’articule autour de l’étude de différentes propriétés des oxydases terminales 

pouvant influencer le transfert d’électrons et de protons grâce à des techniques 

électrochimiques. Cette étude nécessite le développement d’une méthode permettant 

d’immobiliser des enzymes à la surface d’une électrode pour des analyses par électrochimie 

directe et devrait permettre l’observation des propriétés intrinsèques des enzymes (vitesse de 

transfert d’électron de l’étape cinétiquement limitante, constantes d’inhibition…). 
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1.2. La production d’énergie dans les cellules : la phosphorylation oxydative 

La phosphorylation oxydative permet d’exploiter les molécules de NADH et de FADH2 

produites au cours de la glycolyse et du cycle de Krebs pour la synthèse de l’ATP afin 

d’améliorer le rendement d’énergie chimique par molécule de glucose. La phosphorylation 

oxydative consiste en une cascade de réactions d’oxydoréduction commençant par 

l’oxydation d’une espèce de bas potentiel d’oxydoréduction, le NADH, et finissant par la 

réduction d’une espèce à haut potentiel d’oxydoréduction, l’oxygène
(1)

. Cette suite de 

réactions d’oxydoréduction est effectuée par des complexes protéiques transmembranaires 

dont l’ensemble forme la chaine respiratoire (Figure 1.2)
(2)

. Ces édifices protéiques sont situés 

dans la membrane interne des bactéries ou dans la membrane interne des mitochondries pour 

les cellules eucaryotes. L’énergie libre dégagée par les réactions d’oxydoréduction 

successives est utilisée pour le pompage des protons dans l’espace intermembranaire (contre 

le gradient de concentration) créant une force protomotrice utilisée par l’ATP synthase pour la 

production d’ATP
(2)

. Le bilan global pour la production d’énergie chimique passe, en 

présence d’une chaine respiratoire, à 36 molécules d’ATP produites par molécule de glucose 

dégradée. Ce chiffre est valable pour la chaine respiratoire mitochondriale mais peut 

légèrement varier pour les chaines respiratoires bactériennes. 

 

Figure 1.2 : Exemple de modèle de la chaine respiratoire aérobie contenant les quatre complexes transmembranaires et 
l’ATP synthase. Les différentes structures correspondent aux PDB 4HEA(3), 1NEK(4), 1ZRT(5), 3HB3(6) et 2XOK(7). 
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Dans les cellules eucaryotes, la majorité de l’énergie d’une cellule est produite par les 

mitochondries qui sont des générateurs d’énergie chimique. Ceci représente un problème 

majeur d’un point de vue expérimental puisqu’il n’est pas possible d’introduire des gènes 

mutants dans l’ADN des mitochondries. Il est donc impossible d’étudier leur fonctionnement 

grâce à des mutations dirigées. Afin de pallier à cette difficulté, l’attention de plusieurs 

groupes de recherche s’est portée sur l’étude de chaines respiratoires bactériennes
(1)

. En effet, 

les cellules procaryotes ne possèdent pas d’organites et tout leur ADN est contenu dans le 

cytosol rendant plus facile l’introduction de gènes mutants. Contrairement à la chaine 

respiratoire mitochondriale qui présente très peu de diversité dans sa composition, les chaines 

respiratoires bactériennes présentent une grande variété de possibilités dans leur composition 

leur permettant de s’adapter à des conditions différentes en fonction de leur habitat naturel 

(Figure1.3). C’est cette diversité de composition au niveau de la chaine respiratoire qui fait 

que les bactéries sont  présentes dans tous types d’environnement.  

 

Figure 1.3: Diversité de modulation pour la chaine respiratoire de P. denitrificans. Ce schéma est issu de la référence(8). 

 

1.3. Les différents complexes de la chaine respiratoire bactérienne 

 Complexe I : NADH ubiquinone oxydoréductase 

Le complexe I est le plus grand complexe de la chaine respiratoire (Figure 1.4). Il accepte 

deux électrons provenant du NADH et représente le point d’entrée des électrons dans la 

chaine respiratoire
(9, 10)

. Les électrons sont transmis à l’ubiquinone grâce à une suite de 

cofacteurs constituée d’une FMN (flavine mononucléotide), qui constitue le premier accepteur 

d’électrons, et de huit centres FeS, tous situés dans la partie soluble de la protéine 
(3, 11, 12)

. Un 

neuvième centre FeS est également présent dans la protéine mais il est séparé de plus de 20 Å 
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du reste de la chaine de transfert d’électrons et ne participe donc pas au relais d’électrons. La 

réduction de l’ubiquinone libère de l’énergie permettant la translocation de 4 protons à travers 

la membrane contre le gradient de concentration. La réaction globale effectuée par le 

complexe I peut être résumée comme suit : 

           
               

  

Où Hn représente les protons situés du côté cytoplasmique et Hp les protons du côté 

périplasmique. 

 

Figure 1.4 : Structure du complexe I de la chaine respiratoire de T. thermophilus et représentation du transfert 
d’électrons et de protons. Les cofacteurs redox sont tous situés dans la partie soluble alors que les chemins de protons 

sont localisés dans la partie membranaire. 

 

 Complexe II : succinate déshydrogénase ou succinate quinone réductase (SQR) 

La succinate déshydrogénase est un complexe qui intervient dans deux chemins métaboliques 

nécessaires à la production d’énergie dans les cellules : le cycle de l’acide citrique et la 

phosphorylation oxydative. Cette protéine transmembranaire couple l’oxydation du succinate 

en fumarate à la réduction de l’ubiquinone
(13-16)

. Chez E. coli, les électrons issus de 

l’oxydation du succinate sont transmis à la FAD qui est le premier accepteur d’électrons de la 

succinate déshydrogénase (Figure 1.5). Ces électrons sont alors transmis à une suite de relais 

FeS qui vont permettre de réduire l’ubiquinone. Il est à noté que la SQR d’E. coli possède 

H+ H+ H+ H+

e-

NADH NAD+

Q

QH2

FMN
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également un hème b qui semble jouer un rôle uniquement dans la stabilisation de la partie 

transmembranaire ; en effet, des études de protéines mutées ne possèdant pas l’hème b n’ont 

pas permis de mettre en avant une différence au niveau de la réaction de réduction de 

l’ubiquinone
(14)

.  

Une autre particularité de cette protéine réside dans le fait qu’elle est également en mesure de 

réaliser l’oxydation d’une quinone pour réduire le fumarate en succinate
(14)

 ; la fonction de la 

protéine étant défini par la disponibilité en donneur et en accepteur d’électrons. Certaines 

bactéries possèdent également la possibilité de varier la nature du complexe II à exprimer en 

fonction de la quantité d’oxygène présente dans le milieu. Dans des milieux riches en 

oxygène, la SQR sera préférentiellement exprimée pour participer à la respiration aérobie 

alors que dans des milieux pauvres en oxygène, la quinone fumarate réductase sera plutôt 

exprimée
(14)

. La quinone fumarate réductase est principalement exprimée avec des quinols de 

bas potentiel permettant au fumarate d’être l’accepteur d’électrons final d’une chaine 

respiratoire anaérobique
(16)

. 

Le complexe II est également le seul complexe de la chaine respiratoire qui ne pompe pas de 

protons à travers la membrane. 

 

Figure 1.5 : La chaine de transfert d’électrons de la succinate déshydrogénase d’E. coli. Les électrons issus de l’oxydation 
du succinate permettent de réduire l’ubiquinone sans translocation de protons à travers la membrane (PDB : 1NEK). 
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 Complexe III : complexe bc1 

Le complexe bc1 accepte les électrons provenant de l’ubiquinone pour effectuer la réduction 

du cytochrome c (Figure 1.6)
(17-19)

. Ce transfert d’électrons est couplé à la translocation de 

deux protons à travers la membrane par l’intermédiaire du cycle Q. Ce complexe contient 

deux hèmes de types b, l’un haut spin bH et l’autre bas spin bL, un cytochrome c1 et un centre 

Fe-S et deux sites de coordination de quinones, Q0 et Qi. 

Le cycle Q est basé sur une bifurcation d’électrons entre l’hème bL et le centre Fe-S du 

cytochrome bc1
(20)

. Ce cycle est divisé en deux parties. Au cours de la première partie du 

cycle, la quinone réduite se lie au site Q0. Les électrons provenant du quinol permettent de 

réduire successivement le centre FeS puis le cytochrome c1 ainsi que l’hème bL. Les deux 

protons issus de l’oxydation du quinol sont transloqués dans l’espace intermembranaire ou 

dans le périplasme. La quinone oxydée diffuse alors vers le site Qi où elle récupère l’électron 

cédé à l’hème bL. La deuxième partie du cycle est commune à la première partie du cycle Q 

jusqu’à la réduction de l’hème bL par la semiquinone. La différence entre les deux cycles se 

situe au niveau de la réduction de la quinone puisque l’électron transféré à travers les hèmes b 

est transmis à la semiquinone pour former la quinone réduite QH2 grâce à la translocation de 

deux protons provenant du cytoplasme. Le bilan du cycle Q peut finalement se résumer 

comme suit : 
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Figure 1.6 : Organisation des cofacteurs au sein du cytochrome bc1 de R. capsulatus et représentation schématique du 
cycle Q. 

 

 Complexe IV: cytochrome c oxydase ou quinol oxydase 

Le complexe IV est connu sous le nom de cytochrome c oxydase ou quinol oxydase en 

fonction du donneur d’électrons. L’oxydation du quinol ou du cytochrome c est couplé à la 

réduction de l’oxygène. Cette réaction d’oxydoréduction s’accompagne du pompage de n 

protons à travers la membrane (Figure 1.7)
(21-24)

. La valeur de n est dépendante de la nature de 

l’oxydase terminale.  Les électrons provenant du donneur d’électrons sont transmis au premier 

accepteur d’électrons qui peut être soit un hème, soit un centre cuivre. Les électrons sont 

ensuite transférés au site actif composé d’un hème haut-spin et d’un centre cuivre 

mononucléaire, communément appelé centre actif binucléaire, par l’intermédiaire d’un hème 

bas-spin (qui peut être de différent type en fonction de la nature de l’enzyme). Le bilan de la 

réaction enzymatique peut se résumer comme suit : 

                
     

                    
  

où HS correspond aux protons utilisés par la réaction d’oxydoréduction, Hn et HP 

correspondent aux protons se situant respectivement du côté cytoplasmique et périplasmique.  
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Figure 1.7 : Structure de la cytochrome aa3 de P. denitrificans (PDB : 3HB3(6)). Les électrons issus de l’oxydation du 
cytochrome c sont utilisés pour la réduction de l’oxygène. Cette réaction est couplée au pompage de protons à travers la 

membrane. 

 

 Complexe V : ATP synthase 

Le complexe V de la chaine respiratoire est l’ATP synthase. Sa fonction est de synthétiser 

l’ATP en exploitant le gradient de protons formé par les complexes I, III et IV. La partie 

membranaire, appelée F0 contient les chemins de protons alors que la partie soluble F1 

contient les parties catalytiques permettant de phosphoryler l’ADP
(25)

. La partie catalytique 

est composée des sous-unités α, β, δ, γ et ε dans une stoechiométrie 3 :3 :1 :1 :1. La 

phosphorylation de l’ADP s’effectue dans les parties β d’après un mécanisme en trois temps 

décrit P. Boyer
(26-29)

 : le premier correspond à la sous-unité catalytique en absence de substrat, 

le deuxième correspond à l’état où l’ADP est lié en présence de phosphate et le dernier stade 

correspond à la transformation de l’ADP en ATP. Il est intéressant de noter que la réaction de 

phosphorylation ne requiert pas d’énergie mais que les seules étapes nécessitant de l’énergie 

sont la coordination de l’ADP et la décoordination de l’ATP. 
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1.4. La superfamille des oxydases hème-cuivre 

1.4.1. Considérations évolutives 

Les oxydases terminales sont généralement séparées en trois familles A, B et C. Il existe 

plusieurs théories concernant l’évolution de cette superfamille d’enzymes
(30)

.  

La première hypothèse consiste à considérer que les NO réductases sont phylogénétiquement 

proches des oxydases de type C et que les oxydases de type A et B en sont plus éloignées
(31, 

32)
. D’un point de vue phylogénétique, cela revient à considérer un arbre sans racine ou les 

NO réductases et les oxydases de type C partagent un ancêtre commun et les oxydases de type 

A et B partagent un autre ancêtre commun. 

Une deuxième hypothèse consiste à penser que les O2 réductases dérivent toutes d’enzymes 

dénitrifiantes
(33)

. Il en résulte que la première duplication du gène de l’ancêtre commun a 

entrainé l’émergence des NO réductases. La duplication du gène codant pour les NO 

réductases a entrainé l’apparition des oxydases de type C. Finalement, le gène codant pour les 

oxydases de type C a été dupliqué et est à l’origine des oxydases de type A et B. Dans cette 

hypothèse, il est stipulé que la distinction entre organismes bactériens et archées est subvenue 

après l’apparition des O2 réductases ce qui veut dire que la respiration aérobie est observée 

plus tôt dans le cycle de l’évolution que les bactéries. Cependant, aucun consensus n’a été 

trouvé sur cette dernière observation puisque Pereira et al. proposent que les archées ont 

acquis la respiration aérobie par transfert génétique des bactéries Gram positives et que par 

conséquent, l’ancêtre commun aux bactéries et aux archées n’effectuait pas la respiration 

aérobie. 

De même, il faut également distinguer les oxydases terminales issues d’organismes 

mésophiles ou thermophiles
(34)

 (vivants à haute température). Cependant, l’évolution de ces 

organismes ne peut pas être corrélée à l’évolution directe des oxydases hème-cuivre. 

1.4.2. Les différentes familles d’oxydases terminales 

Les oxydases terminales peuvent également être classifiées suivant trois familles A, B et C 

dépendant du nombre de chemins de protons et de leur homologie de structure (Figure 1.8)
(35, 

36)
. Ces homologies de structures sont directement liées à leur évolution. Toutes les oxydases 

hème-cuivre réduisent l’oxygène en eau et pompent des protons à travers la membrane. Les 
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trois familles d’oxydases terminales discutées dans ce manuscrit possèdent aussi des points 

communs structuraux puisque la sous-unité I est toujours constituée d’un hème relais bas-spin 

permettant de transférer les électrons vers le centre actif binucléaire toujours composé d’un 

hème haut-spin et d’un centre cuivre mononucléaire CuB. De plus, toutes les oxydases hème-

cuivre possède au moins un chemin de protons homologue au chemin K observé chez les 

oxydases de type A. 

 

Figure 1.8 : La structure des différents types d’oxydases. La répartition des cofacteurs redox est présentée dans la partie 
supérieure et les résidus impliqués dans les chemins de protons sont illustrés sur la partie inférieure de la figure. Les PDB 
3HB3(6) pour l’aa3 de P. denitrificans, 1EHK(37) pour la ba3 de T. thermophilus et 3MK7(38) pour la cbb3 de P. stutzeri ont été 

utilisés. 

 

 Type A 

Les oxydases hème-cuivre de type A sont des oxydases présentent dans plusieurs domaines de 

la vie puisqu’on les trouve chez les eucaryotes et chez les procaryotes. C’est dans cette 

famille que se trouvent aussi les oxydases mitochondriales. D’un point de vue structural, elles 

possèdent deux sous-unités fonctionnelles. La sous-unité I est composée de 12 hélices 
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transmembranaires contenant le site actif binucléaire et un hème bas-spin et la sous-unité II 

est composée d’une partie soluble contenant le premier accepteur d’électrons, le CuA, et deux 

hélices transmembranaires permettant l’ancrage de la sous-unité dans la membrane
(6, 39)

. Elles 

sont principalement exprimées à concentration élevée en oxygène et possèdent une faible 

affinité pour l’oxygène
(40, 41)

 (KM de l’ordre du µM).  

Ces oxydases sont aussi caractérisées par la présence de deux chemins de protons D et K
(42-45)

. 

Le chemin D est ainsi nommé dû à la présence d’un acide aminé hautement conservé à 

l’entrée de ce chemin : Asp124 (dénombrement de P. denitrificans). D’autres acides aminés 

participant au transfert de protons au sein du chemin D sont également hautement conservés 

comme Asn199, Asn113, Asn131, Tyr35, Ser134 et Ser193. Le chemin K est appelé ainsi en 

raison de la Lys354 hautement conservée. Les autres résidus conservés dans le chemin K sont 

Ser291, Thr351 et Tyr280. Cette dernière tyrosine est directement liée à His276 qui est elle-

même reliée au centre CuB et participe directement au mécanisme catalytique de l’enzyme. 

Les oxydases de type A peuvent encore être divisées en deux types A1 et A2 en fonction de la 

structure de chemin de protons D. En effet, les oxydases de type A1 sont caractérisées par la 

présence d’un acide glutamique à la fin du chemin D alors que les oxydases de type A2 

possèdent deux résidus sérine-tyrosine capable d’effectuer le transfert de protons à la fin du 

chemin D
(35, 46)

. 

 Type B 

Les oxydases hème-cuivre de type B se retrouvent principalement chez les archéobactéries
(30)

. 

Les oxydases de type B possèdent une sous-unité I avec 13 hélices transmembranaires dont 

les hélices I à XII sont homologues à celles des oxydases de type A. La sous-unité II dispose 

d’une hélice transmembranaire permettant l’accrochage à la membrane et une partie soluble 

contenant le CuA, le premier accepteur d’électrons.  

Cette famille se distingue également des oxydases de type A par la présence d’un unique 

chemin de protons homologue au chemin K
(47)

. Chez T. thermophilus, qui est la seule 

structure cristallographique connue d’une oxydase de type B à ce jour
(37)

, ce chemin est 

composé de Asp517, Glu516, Ser261, Tyr248, Thr312, Tyr244, Ser309 et Tyr237
(48-50)

. De la 

même façon que pour les oxydases de type A, Tyr237 est liée à His233 qui coordine le centre 

CuB. Cette tyrosine semble également impliquée dans le cycle catalytique
(47, 51, 52)

. 
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Ces oxydases terminales possèdent une forte affinité pour l’oxygène et sont préférentiellement 

exprimées à faible concentration en oxygène
(41)

. 

 Type C 

Les oxydases hème-cuivre de type C sont essentiellement représentées dans les organismes 

bactériens.  Cette famille présente uniquement des cytochromes cbb3 oxydases. Ces protéines 

sont caractérisées par une sous-unité catalytique CcoN qui présente un hème b bas-spin et site 

catalytique composé d’un hème b haut-spin et d’un centre cuivre mononucléaire CuB. Deux 

autres sous-unités, CcoO et CcoP, contiennent respectivement un et deux hèmes c. La 

différence principale de cette famille de protéines comparées aux oxydases de types A et B 

concerne le premier accepteur d’électrons qui est dans ce cas un hème de type c
(38)

.  

Comme les oxydases de type B, elles ne présentent qu’un unique chemin de protons 

homologue au chemin K. Pour la cytochrome cbb3 oxydase de P. stutzeri, qui est la seule 

structure cristallographique connue d’une oxydase de type C
(38)

, ce chemin est composé de 

Ser240, Tyr 223, His243, Tyr317, Thr215 et Tyr251. Contrairement aux oxydases de type A 

et B, la tyrosine impliquée dans le cycle catalytique située à proximité du CuB est 

inexistante
(35, 46)

. 

Elles sont exprimées majoritairement à faibles tensions en oxygène et présentent une forte 

affinité pour l’oxygène
(53)

 (de l’ordre du nM). 

1.4.3. Cycle catalytique 

Le cycle catalytique des oxydases terminales est déterminé à partir de techniques 

spectroscopiques (essentiellement la spectroscopie Raman
(54)

 et UV-Visible) et d’expériences 

« flow-flash »
(55)

. Concrètement, la protéine est maintenue à l’état réduit grâce à la ligation de 

monoxyde de carbone (CO) sur l’hème du site actif. La protéine est ensuite mélangée à une 

solution tampon oxygénée et le site actif à l’état réduit est libéré par photodissociation du CO. 

L’oxygène peut alors se fixer sur le site catalytique et les différents intermédiaires peuvent 

être observés par différentes techniques spectroscopiques comme la spectroscopie UV-Visible 

ou la spectroscopie Raman. Cependant, les cycles catalytiques de ces enzymes restent 

largement débattus. 

Le cycle catalytique des oxydases de type C n’est pas présenté car il n’est pas connu à ce jour. 
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 Type A 

Le cycle catalytique observé pour les oxydases hème-cuivre de type A est très similaire 

quelque soit l’organisme dont l’enzyme est issue (Figure 1.9)
(56-60)

. Après photodissociation 

du CO, l’oxygène se lie à l’hème a3 conduisant à la formation de l’état A
2
 « adduit ». 

L’exposant 2 correspond au nombre d’électrons transférés au centre binucléaire à partir de 

l’état O
0
 oxydé. L’addition d’oxygène entraîne le transfert d’un électron de l’hème a vers le 

site actif et le transfert d’un proton de la Tyr280 vers le site actif. Cet état est nommé 

« peroxy » ou P
3
 même s’il s’agit en réalité d’un oxoferryl puisque l’oxygène est déjà 

dissocié. La formation de l’état F
3
 est liée au transfert d’un électron du CuA vers l’hème a 

entrainant la réduction d’environ 50% de l’hème a et de l’assimilation de deux protons 

provenant du côté N. Un des protons est utilisé pour la réaction de réduction de l’oxygène 

alors que l’autre est transloqué de l’autre côté de la membrane
(61, 62)

 (il correspond donc à un 

proton pompé). La dernière étape du cycle catalytique correspond au passage de l’état F
3
 vers 

l’état O
4
. Cet état est corrélé au transfert d’un électron issu de l’équilibre entre le CuA et 

l’hème a vers le site catalytique et de l’assimilation de deux protons provenant du côté N. 

Comme précédemment, un proton est délivré au site catalytique pour la réaction de réduction 

de l’oxygène et le deuxième est pompé à travers la membrane. La régénération de l’état R
2
 à 

partir de l’état O
4
 est obtenue après le transfert des deux derniers électrons et des deux 

derniers protons chimiques entrainant la réduction du site actif et le relargage des deux 

molécules d’eau résultantes, du pompage de deux protons à travers la membrane et du 

transfert de deux nouveaux électrons entrainant la réduction du CuA et de l’hème a. 

Concernant le rôle des chemins de protons, il est aujourd’hui bien établi que les deux premiers 

protons chimiques sont assimilés à travers le chemin K alors que les deux derniers protons 

chimiques et les protons pompés sont tous fournis par le chemin D
(63, 64)

. Il faut aussi noter 

que, dans le cas des oxydases hème-cuivre de type A, chaque transfert d’électron est relié au 

transfert d’un proton chimique et d’un proton pompé à travers la membrane. 
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Figure 1.9 : Un des cycles catalytiques possibles de la cytochrome aa3 oxydase à l’état réduit. Le site actif implique une 
tyrosine. Les cercles bleus pleins correspondent aux cofacteurs à l’état réduit, les cercles vides à ceux à l’état oxydé, les 

cercles ombragés à un état d’équilibre. L’étoile correspond à un site d’ancrage de protons. Les flèches rouges 
correspondent aux transitions impliquant un pompage de protons (la flèche épaisse correspond au pompage de deux 
protons). Les indications sur les flèches correspondent aux changements observés au niveau du site actif. L’exposant 

correspond au nombre d’électrons transférés au site actif à partir de l’état O.  

 

 Type B 

Le cycle catalytique proposé pour les oxydases de type B a été déduit à partir d’expériences 

« flow-flash » sur la cytochrome ba3 oxydase de T. thermophilus (Figure 1.10)
(50, 51, 65)

. 

Jusqu’à la formation de l’état P
3
, le mécanisme réactionnel est en tout point identique à celui 

observé pour les oxydases hème-cuivre de type A. Les différences majeures entre les deux 

cycles catalytiques interviennent au moment de l’implication du pompage de protons. En 

effet, la formation de l’état F
3
 est liée au transfert d’électron entre le CuA et l’hème b et à 

l’assimilation de deux protons  provenant du côté N. La première différence constatée par 

rapport aux oxydases de type A est que l’équilibre de la réaction de réduction de l’hème b 

favorise largement la réduction de ce dernier ; aussi, l’assimilation des deux protons engendre 

la liaison à un site d’ancrage de protons (SAH) dans un premier temps alors que le deuxième 

proton est utilisé pour la réduction de l’oxygène. La formation de l’état O
4
 est corrélée au 

transfert d’un électron de l’hème a vers le site actif, à l’assimilation d’un proton provenant du 
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côté N servant à la réduction de l’oxygène et de l’éjection du proton lié au site d’ancrage. La 

régénération de l’état R
2
 est obtenue de la même façon que pour les oxydases hème-cuivre de 

type A excepté qu’un seul proton est pompé à travers la membrane pour les oxydases de type 

B (2 pour les oxydases de type A). 

Il est ici important de remarquer une différence mécanistique importante entre les oxydases de 

type A et celles de type B. En effet, pour les oxydases de type A, chaque transfert de proton 

chimique est lié à la translocation d’un proton à travers la membrane alors que pour les 

oxydases de type B, la plus faible stoechiométrie du pompage de proton est liée à un pompage 

en deux étapes entrainant la liaison à un site d’ancrage dans un premier temps avant le 

relargage du côté P de la membrane. 

 

Figure 1.10 : Cycle catalytique de la cytochrome ba3 oxydase à l’état réduit. Le site actif prend en compte la présence de 
la tyrosine. Les cercles bleus pleins correspondent aux cofacteurs à l’état réduit, les cercles vides à ceux à l’état oxydé. 
Les flèches rouges correspondent aux transitions impliquant un pompage de protons. L’étoile rouge correspond au site 
d’ancrage des protons dans la forme protonée. Les indications sur les flèches correspondent aux changements observés 

au niveau du site actif. 
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1.4.4. Transfert d’électrons et coopérativité 

Une des grandes problématiques des oxydases terminales concerne le transfert d’électrons au 

sein de la protéine
(66)

. En effet, même si le chemin de transfert d’électron est bien défini et suit 

un chemin en 2 étapes CuA → Hème a → Hème a3-CuB
(67-70)

, des propriétés spectroscopiques 

particulières ont pu être observées lors de la titration électrochimique de la cytochrome aa3 

oxydase mitochondriale puisqu’elle résultait en une contribution de 50% de chaque 

cofacteur
(71, 72)

 au niveau de la bande ΔA(605-630 nm) alors que des contributions de l’ordre 

de 80% pour l’hème a et 20% pour l’hème a3 étaient attendues
(73-75)

. Cette différence a dans 

un premier temps été expliquée comme une conséquence d’un changement de coefficient 

d’extinction molaire de l’hème a lorsqu’un ligand était coordiné à l’hème a3 posant les 

prémices d’une interaction entre les hèmes
(76-78)

 (homocoopérativité). 

 

Figure 1.11: Représentation schématique du modèle de coopérativité proposé par Nicholls et Petersen en 1974. 

Le modèle d’homocoopérativité le plus communément discuté dans la littérature est un 

modèle proposé par Nicholls et Petersen en 1974
(79)

. Ce modèle a été proposé à partir de 

données expérimentales obtenues sur la cytochrome aa3 oxydase mitochondriale et prend en 

compte une interaction homotropique à deux centres entre l’hème a et l’hème a3. Elle est 

basée sur l’idée que l’état d’oxydation d’un hème influe sur le potentiel de demi-vague de 

l’autre hème. D’un point de vue expérimental, ce modèle a été démontré à partir 

d’expériences spectroscopiques (UV-Visible) permettant de relier le pourcentage de réduction 

des différents hèmes en présence de différentes concentrations en oxygène et en présence de 

cytochrome c réduit. Il a été observé qu’à faible concentration en oxygène, une plus grande 

proportion d’hèmes a3 était réduite par rapport à l’hème a. A haute concentration en oxygène, 

l’effet inverse était observé. Nicholls et Petersen ont donc proposé que l’état d’oxydation de 

l’hème a3 contrôle le potentiel de demi-vague de l’hème a et que la cytochrome aa3 oxydase 

est un système anticoopératif. Cela implique que la réduction de l’hème a rend la réduction de 
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l’hème a3 plus difficile
(79, 80)

. Le défaut de ce modèle est qu’il ne prend pas en compte les 

interactions avec le centre CuB faisant partie du site actif. 

Le modèle initial a donc été raffiné par Nicholls et Wrigglesworth en 1989 en utilisant un 

modèle d’interactions à trois centres incluant le CuB
(81)

. Ce modèle décrit une diminution du 

potentiel de l’hème a et du CuB au cours de la réduction de la protéine. L’évolution du 

potentiel de l’hème a3 est moins triviale puisqu’un potentiel très faible est décrit dans le cas 

de la protéine oxydée ; une augmentation du potentiel est observée lors de la réduction à un 

électron puis une diminution après ajout d’un deuxième électron. Cette description possède 

toujours un point faible puisqu’elle ne décrit pas la réoxydation de l’hème a3 observé par 

certains groupes lors de titrations réductives entre 200 et 450 mV. 

 

Figure 1.12 : Représentation schématique du modèle de coopérativité proposé par Verkhovsky en 1995. 

Un autre type de coopérativité impliqué dans les oxydases hème-cuivre est 

l’hétérocoopérativité. Contrairement aux interactions homotropiques qui font intervenir les 

interactions entre les différents cofacteurs, les interactions hétérotropiques correspondent aux 

interactions entre les électrons et les protons. Cette coopérativité est basée sur le principe 

d’électroneutralité proposé par Mitchell et Rich qui stipule que la charge d’un électron doit 

être compensée par la charge d’un proton
(82, 83)

. Dans les oxydases terminales, ce mécanisme 

est souvent discuté comme provenant du couplage entre la réaction de réduction de l’oxygène 

et le pompage de protons. En 1995, Verkhovsky et al. ont proposé un mécanisme 

thermodynamique utilisant l’hétérocoopérativité
(84)

. Ils ont montré que dans la forme oxydée 

de la protéine, les potentiels thermodynamiques relatifs des hèmes a et a3 dans la cytochrome 

aa3 oxydase de cœur de bœuf favorise la réduction de l’hème a mais que la réduction de 

l’hème a3 n’était pas limitée cinétiquement par le transfert d’électron entre l’hème a et l’hème 

a3. Basé sur ces résultats et sur les résultats obtenus par Mitchell et al.
(82)

 et Hallen et al.
(85)

 où 

il a été montré que la réduction du site actif s’accompagnait de l’assimilation d’un proton au 
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niveau du site actif, il a été suggéré que l’inversion des potentiels thermodynamiques entre 

l’hème a et l’hème a3 était opérée après le transfert d’un proton vers le site actif. Cette 

inversion de potentiel a pour conséquence de modifier les populations relatives des hèmes a et 

a3 en favorisant la réduction de l’hème a3. L’étape cinétiquement limitante de ce processus est 

le transfert de proton vers le site actif. 

D’autres études proposent également une hétérocoopérativité à l’origine du contrôle des 

potentiels thermodynamiques des centres CuA et hème a basée sur le changement de pKA de 

deux résidus acido-basiques non identifiés
(86-89)

.  

1.5. Le transfert d’électrons dans les protéines 

1.5.1. La théorie de Marcus 

La théorie de Marcus décrit la vitesse de transfert d’électron dans une paire donneur-accepteur 

en fonction de la distance entre le donneur et l’accepteur d’électrons, de l’énergie de 

réorganisation de la molécule au cours du transfert d’électrons λ et du changement d’énergie 

libre engendré par la réaction d’oxydoréduction ∆G
0 
: 

     
   

      
   

     
         

     
  

où h, kB et T représente respectivement  la constante de Planck, la constante de Boltzmann et 

la température
(90, 91)

.  

Cette équation compare deux termes : 

 Un premier terme de couplage électronique entre le donneur et l’accepteur où HAB 

correspond à la matrice de couplage électronique ; en d’autres termes, ce facteur 

représente la probabilité du transfert d’électrons entre le donneur et l’accepteur et est 

directement dépendant de la distance entre les deux entités. 

 Un deuxième terme qui représente la balance énergétique entre l’énergie de réorganisation 

des atomes et l’énergie motrice libéré par le transfert d’électron. 

Il est intéressant de constater que la vitesse de transfert d’électron est maximale lorsque        

λ+∆G
0
=0 c’est-à-dire lorsque λ=-∆G

0
. En clair, cela signifie que la vitesse maximale de 

transfert d’électron est atteinte lorsque l’énergie motrice libéré par le transfert d’électron 
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compense exactement l’énergie nécessaire à la réorganisation des atomes. Dans le cas où       

–ΔG
0
> , la vitesse de transfert d’électrons est diminuée puisqu’il est nécessaire de dissiper 

l’énergie excédentaire pour favoriser le transfert d’électrons (région inverse de Marcus). 

1.5.2. La théorie de la barrière uniforme 

Le modèle de la barrière uniforme a été introduit par Moser et al. en 1992
(92)

. Il démontre que 

la vitesse de transfert d’électrons entre un donneur et un accepteur d’électrons dans une 

protéine dépend uniquement de la distance entre les deux entités. Le squelette polypeptidique 

y est décrit comme une barrière isolante uniforme indépendante de la composition en acides 

aminés entre le donneur et l’accepteur. Cette théorie se base sur l’observation que la vitesse 

de transfert d’électrons intramoléculaire est bien plus importante que la vitesse de transfert 

d’électrons entre le substrat et la protéine (intermoléculaire). Moser et al. ont donc proposé 

que les protéines n’avaient pas besoin d’optimiser le chemin de transfert d’électron 

intramoléculaire et que la vitesse de transfert d’électrons était uniquement dépendante de la 

distance entre les cofacteurs d, de la force électromotrice ΔG
0
 et de l’énergie de 

réorganisation de la protéine  . La vitesse de transfert d’électrons à température ambiante a 

été définie comme suit(93) : 

                                   

Cependant, ce modèle ne prend pas en compte les variations de structures polypeptidiques 

permettant d’optimiser la vitesse de transfert d’électrons. C’est pourquoi Page et al.
(94)

 ont 

raffiné ce modèle en rajoutant un terme prenant en compte la densité atomique de l’édifice 

polypeptidique   : 

      
                                      

  est compris entre 0 et 1 en fonction de la structure atomique reliant les deux cofacteurs 

redox. 

La théorie de la barrière uniforme stipule également que la nature a favorisé les structures 

protéiques de façon à ce que la distance maximale des relais d’électrons soit de 14Ǻ
(94)

. Au-

delà de cette distance, la vitesse de transfert d’électron est moins élevée et la flexibilité du 

système ne permet pas de compenser un facteur de façon à favoriser un transfert d’électron 

optimal (supérieur à la vitesse de transformation d’un substrat). C’est pourquoi dans la plupart 
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des cas, lorsque deux sites catalytiques sont séparés de plus de 14Ǻ, le transfert d’électrons se 

fait par l’intermédiaire de relais. Même si certaines étapes de ce transfert d’électrons sont 

endergoniques, des taux de transfert d’électrons de l’ordre de 10
7
 s

-1
 ont pu être calculés dans 

certains cas. Page et al.
(94)

 ont donc étendu le modèle de barrière uniforme aux transferts 

d’électrons endergoniques : 

      
                                                

1.5.3. La théorie du chemin tunnel 

La théorie du chemin tunnel a été proposée par Beratan et al. en 1987
(95)

. Cette théorie a été 

proposée suite à des travaux de Gray et al.
(96)

 où un complexe de ruthénium a été coordiné à 

une histidine à différentes positions sur différentes métalloprotéines. Ces différentes 

coordinations ont permis d’accumuler des vitesses de transfert d’électrons en fonction de la 

distance entre le complexe de ruthénium et le cofacteur redox. Ces travaux montrent que 

certains taux de transfert d’électrons dans les protéines ne peuvent pas être simplement 

expliqués par la distance entre le donneur et l’accepteur d’électron. Contrairement à la théorie 

de la barrière uniforme
(92)

, celle-ci prend donc en compte les propriétés structurales du 

squelette polypeptidique entre le donneur et l’accepteur
(97)

. Ce modèle inclut les interactions 

de type covalentes, les liaisons hydrogènes et les interactions à travers l’espace comme les 

interactions de Van der Waals. Pour chaque type d’interaction, une constante de couplage 

électronique est attribuée qui correspond à un facteur décrivant la diminution de la vitesse de 

transfert d’électron en fonction de la distance et est exprimé en Ǻ
-1

. Celle-ci est plus faible 

pour les interactions covalentes que pour les interactions à travers l’espace. Le développement 

d’un algorithme à partir de modèle permet de déterminer le chemin de transfert d’électron 

permettant d’obtenir une vitesse de transfert optimale.  

Cette théorie conduit à des transferts d’électrons entre deux sites catalytiques séparés d’au 

maximum 25Ǻ
(98)

. 

1.5.4. La théorie du saut d’électron 

La théorie du saut d’électron montre que les transferts d’électrons à longue distance peuvent 

être établis par une suite de transferts d’électrons à courte distance par l’intermédiaire de 

porteurs de charges
(99-101)

. Cette théorie a été proposée par le groupe du Pr. Giese à partir de 
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travaux sur l’ADN
(102-106)

 et a par la suite pu être étendu aux protéines grâce à des travaux 

expérimentaux développés sur des systèmes modèles
(107)

. Ces travaux ont montré 

l’importance de la structure secondaire
(108)

, de la charge
(109)

 et de la nature des acides 

aminés
(110-113)

 sur le taux de transfert d’électrons entre en donneur et un accepteur. 

Contrairement aux deux théories précédentes, celle-ci ne possède pas une dépendance 

exponentielle par rapport à la distance puisque la vitesse du transfert d’électron est 

proportionnelle à la vitesse individuelle des sauts kn et au nombre de sauts n
(99)

 : 

       
   

η est un facteur compris entre 1 et 2 traduisant la faculté de déplacement d’un porteur de 

charge ; plus la directionalité du porteur de charge est faible, plus la valeur de η est élevée et 

ralentit le transfert d’électrons
(114)

. 

1.6. L’électrochimie des protéines 

Beaucoup de protéines sont capables d’effectuer des réactions d’oxydoréduction. Ces 

protéines sont généralement en mesure de fixer un substrat et de le transformer par une 

réaction d’oxydoréduction. C’est pourquoi l’électrochimie est devenue un outil de premier 

choix dans l’étude de systèmes biologiques redox. 

1.6.1. La difficulté de l’électrochimie des protéines 

Une protéine effectuant des réactions d’oxydoréduction est majoritairement constituée de trois 

éléments : 

 Le site catalytique où se passe la réaction d’oxydoréduction avec le substrat, 

 Les relais d’électrons qui participent au transfert d’électrons vers le site actif, 

 Le squelette polypeptidique qui constitue une barrière isolante. 

L’électrochimie des protéines en solution en généralement difficile en raison de leur faible de 

diffusion des protéines puisqu’il engendre une limitation par le transfert de masse
(115, 116)

. De 

plus, dans la plupart des cas, il faut faire face à la faible quantité d’échantillons disponibles.  

C’est pourquoi, il est intéressant des méthodes d’immobilisation permettant d’obtenir un 

transfert d’électron direct entre l’électrode et la protéine. 
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Cependant, une des difficultés à prendre en considération est la distance entre la surface de 

l’électrode et un cofacteur de la protéine (Figure 1.11). En effet, puisque les cofacteurs redox 

sont le plus souvent enfouis au cœur du squelette polypeptidique, il est difficile d’obtenir un 

transfert direct d’électrons entre la surface de l’électrode et la protéine
(115, 117, 118)

.  

 

Figure 1.13 : La difficulté de l’électrochimie des protéines provient de leur taille. Le squelette peptidique isolant 
représente la plus grande proportion de la structure. La protéine illustrée pour l’exemple est la cytochrome aa3 oxydase 

(PDB : 1QLE(119)). 

La structure des protéines permet également de n’immobiliser que de faibles concentrations 

d’entités électrochimiquement actives à la surface. En conséquence, seul des signaux de faible 

intensité sont généralement observables. 

Une autre difficulté de l’électrochimie des protéines provient du contrôle de l’orientation de la 

protéine puisqu’il s’agit d’un facteur primordial pour deux raisons. L’obtention d’une 

orientation correcte permet l’obtention d’un transfert d’électron direct entre l’enzyme et 

l’électrode. Il faut également veiller à obtenir une orientation homogène sur la surface 

modifiée puisque l’inhomogénéité des protéines à la surface peut provoquer un changement 

de l’allure des signaux les rendant difficile à interpréter
(115, 116, 118, 120-122)

. 

En résumé, l’étude électrochimique des oxydases hème-cuivre passe par le développement 

d’une méthode permettant d’immobiliser une grande quantité de protéines sur une petite 

surface, dans une orientation homogène permettant le transfert direct d’électrons. 

 

6
 n

m

8 nm



Introduction 
 

24 
 

1.6.2. Transfert d’électron direct ou transfert d’électron médié ? 

 Transfert d’électron direct 

Le transfert d’électron direct implique un transfert d’électron entre un cofacteur de la protéine 

et l’électrode (Figure 1.12)
(123, 124)

. Ce type de transfert est difficile à obtenir compte-tenu de 

la distance entre les cofacteurs électrochimiquement actifs et la surface de l’électrode. Pour 

que le transfert puisse avoir lieu, la distance maximum entre la surface de l’électrode et le 

cofacteur de la protéine ne doit pas dépasser une quinzaine d’angströms. Dans la conception 

de biopiles et de biocapteurs utilisant ce type de transfert, la protéine joue le rôle 

d’électrocatalyseur facilitant le transfert d’électron entre l’électrode et un substrat donné sans 

ajout de médiateurs c’est-à-dire que le processus global menant à la réduction d’un substrat 

est catalysé par l’immobilisation d’une protéine pouvant effectuer une réduction spécifique à 

sa surface. Ce processus peut également être envisagé dans le cas d’une oxydation de substrat. 

 Les protéines les plus adaptées à ce type de transfert sont soit des petites protéines dont le 

cofacteur redox est facilement accessible, soit des systèmes qui possèdent un cofacteur en 

périphérie du squelette polypeptidique. Ce critère n’étant pas satisfait dans la plupart des cas, 

ce type de transfert est le plus difficile à mettre en œuvre. 

 

Figure 1.14 : Le transfert d’électron direct a lieu entre l’électrode et la protéine. Le transfert d’électron médié passe par 
un relais d’électron. 
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 Transfert d’électron médié 

Le squelette polypeptidique représente une barrière cinétique au transfert d’électrons. C’est 

pourquoi l’établissement d’un lien entre le site actif d’une protéine et l’électrode passe par 

l’utilisation d’un médiateur (Figure 1.12). Les médiateurs sont généralement de petites 

molécules électrochimiquement actives permettant d’effectuer un transfert d’électrons 

réversible entre l’enzyme et la surface de l’électrode
(125)

. Ces molécules peuvent être ajoutées 

dans la solution (le transport d’électron est donc régi par les phénomènes de diffusion) ou être 

co-immobilisés à la surface de l’électrode
(126)

. 

Le médiateur idéal doit répondre à plusieurs caractéristiques puisqu’il doit être stable aux 

conditions de travail utilisées, ne pas réagir avec d’autres espèces que le cofacteur de la 

protéine, avoir un potentiel thermodynamique adapté et avoir une cinétique de transfert 

d’électrons rapide. 

1.6.3. Les méthodes d’immobilisation 

 

Figure 1.15 ; Différentes méthodes d’immobilisation de protéines sur une surface. (A)Adsorption physique 
(B)Attachement orienté à la surface (C)Piégeage dans une matrice de polymères conducteurs (D,E)Adsorption non 

orientée sur une monocouche auto-assemblée (F) Adsorption orientée sur une monocouche auto-assemblée. Inspirée de 
la référence (127). 
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1.6.3.1. Adsorption physique 

La méthode la plus simple d’immobilisation d’une protéine est l’adsorption physique. Cette 

adsorption est effectuée directement à la surface de l’électrode. La nature de l’interaction 

entre la surface et l’enzyme dépend de la nature de l’enzyme et de la surface ; les enzymes 

présentant de larges domaines hydrophobes vont être immobilisées grâce à des interactions 

hydrophobes alors que les protéines solubles, qui présentent majoritairement des domaines 

hydrophiles, seront majoritairement adsorbées via des interactions électrostatiques. Cette 

méthode possède l’avantage d’être très simple à mettre en œuvre. Cependant, beaucoup 

d’inconvénients sont à prendre en compte : 

 L’immobilisation d’enzymes sur une surface métallique peut induire la dénaturation 

en raison de la rupture de ponts disulfures nécessaire à la conservation de la structure 

de la protéine, 

 L’immobilisation par simple adsorption physique est peu stable, 

 L’orientation de la protéine n’est pas contrôlable et ne permet pas d’obtenir des 

résultats reproductibles. 

1.6.3.2. Attachement orienté à la surface d’un métal 

Cette méthode consiste à greffer une cystéine unique à la surface d’une protéine permettant la 

fomation d’une liaison covalente entre un métal et la fonction thiol de la cystéine. Du fait de 

la présence d’une seule cystéine à la surface, l’orientation de la protéine est aisément 

estimable
(128)

. 

1.6.3.3. Piégeage dans une matrice de polymères conducteurs 

Cette technique permet de piéger une grande quantité de protéines au sein d’une matrice 

conductrice. Cette technique possède l’avantage de limiter le phénomène de diffusion des 

enzymes et offre une grande stabilité
(129, 130)

. Ce type d’immobilisation possède néanmoins 

l’inconvénient de ne pas pouvoir contrôler l’orientation des protéines et dans les cas de 

réaction catalytique, la diffusion du substrat est ralentit dans la matrice de polymères. 
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1.6.3.4.  Adsorption sur une surface métallique modifiée par une monocouche auto-assemblée 

Dans ce type de modifications, deux catégories d’adsorption peuvent être distinguées en 

fonction de la structure de la protéine et de la modification
(131)

. 

 L’adsorption non orientée 

L’adsorption non orientée contient l’inclusion de protéines au sein d’une couche 

d’alcanethiols formant une structure de type membranaire
(132)

. Ce type d’adsorption est 

essentiellement utilisé pour des protéines possédant de larges domaines hydrophobes.  

L’adsorption non spécifique peut également impliquer des interactions électrostatiques entre 

les groupements chargés d’une protéine et la modification de surface adaptée à la charge 

présente à la surface du squelette polypeptidique. Ce type de fonctionnalisation entraine une 

adsorption non spécifique et est souvent utilisé pour des systèmes solubles de faible masse 

moléculaire
(133)

. 

 L’adsorption orientée 

L’adsorption orientée consiste en l’établissement d’une interaction entre la surface modifiée et 

la protéine. Cela implique que l’interaction entre la couche auto-assemblée et la protéine ne 

peut se faire qu’à un unique site de liaison.  

Une première possibilité consiste à utiliser l’Histidine-Tag introduit sur certaines protéines 

pour faciliter leur extraction et purification
(134-138)

. Pour ce faire, une surface métallique est 

modifiée avec de l’acide nitriloacétique (ANTA). L’ajout de Ni
2+

 permet ensuite de former un 

complexe Ni-NTA. Une protéine modifiée avec un motif de six histidines consécutives à la 

partie N- ou C- terminale peut alors s’adsorber par affinité au complexe de nickel. 

La deuxième possibilité d’obtenir une adsorption orientée a été mise au point par le groupe du 

Pr. Willner
(139-142)

. Elle a été développée sur la glucose déshydrogénase d’E. coli qui possède 

un cofacteur, la pyrroloquinoline quinone, localisé proche de la surface de la protéine. Le 

principe de cette méthode consiste à immobiliser de façon covalente le cofacteur de la 

protéine à la surface de l’électrode puis de reconstituer l’enzyme par dépôt de l’apoprotéine.  



Introduction 
 

28 
 

L’adsorption orientée possède l’avantage de pouvoir créer une monocouche de protéines 

adsorbée de façon stable avec une orientation bien déterminée. Cependant, cette méthode 

n’est exploitable qu’avec des protéines modifiées avec un His-Tag ou possédant un cofacteur 

à proximité de la surface de la protéine. 

1.6.4. L’utilisation des nanoparticules d’or 

L’utilisation des nanoparticules d’or est stimulée par la création de systèmes hybrides 

protéines-nanoparticules afin d’utiliser les propriétés électroniques des nanoparticules et de 

les combiner avec les propriétés catalytiques et la sélectivité des protéines redox
(140, 143, 144)

. 

Compte-tenu des difficultés engendrées par l’électrochimie des protéines, l’utilisation de 

nanoparticules d’or est une alternative (ou un complément) crédible aux méthodes 

d’immobilisation communément utilisées. En effet, les nanoparticules possèdent différentes 

avantages comme : 

 Une bonne biocompatibilité permettant d’augmenter la durée de vie des protéines 

immobilisées à leur surface, 

 Une grande surface spécifique favorisant l’adsorption d’une grande quantité de 

protéines à la surface, 

 Leur conductivité leur permettant de se comporter comme des nanoélectrodes, 

 Leur taille leur conférant un rôle de relais d’électron par la diminution de la distance 

vis-à-vis du centre actif. 

En raison des différents avantages conférés par l’utilisation des nanoparticules d’or, ces 

nanomatériaux sont souvent utilisés pour augmenter la sensibilité des mesures dans les 

biocapteurs.  

1.6.5. Les apports de la technique 

1.6.5.1. Les biocapteurs et les biopiles 

 Les biocapteurs 

Le principe du biocapteur est de mesurer la concentration d’un analyte dans un échantillon
(145, 

146)
. Ce dispositif doit répondre de façon continue et réversible sans interférences avec 

d’autres éléments présents dans l’échantillon à analyser. Les capteurs biochimiques sont 
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composés d’un transducteur recouvert d’une couche permettant la reconnaissance d’un 

analyte spécifique, typiquement une enzyme dans le cas d’un biocapteur. L’interaction entre 

l’enzyme et l’analyte à étudier produit un signal biochimique qui est traduit en signal 

chimique par le transducteur. Ce signal chimique peut ensuite être interprété pour obtenir la 

concentration en analyte recherchée. 

L’intérêt de l’utilisation des enzymes pour des capteurs provient de leur importante sélectivité 

prévenant les risques d’interférences provoqués par la reconnaissance d’autres analytes. 

Différents exemples de biocapteurs électrochimiques sont décrits dans la littérature. On peut 

notamment citer les capteurs à glucose
(147)

 ou à ADN
(148)

. 

 

Figure 1.16 : Principe du biocapteur. 

 

 Les biopiles à combustible 

Les biopiles peuvent être divisées en deux catégories : les biopiles enzymatiques et les 

biopiles microbiennes
(124, 149)

. Le principe de fonctionnement est le même que celui des piles à 

combustibles « classiques » puisqu’un carburant est oxydé à l’anode et les électrons issus  de 

cette réaction d’oxydation passe à travers un circuit externe pour atteindre la cathode où a lieu 

la réduction d’un oxydant. 

Les biopiles à combustible possèdent l’avantage de pouvoir fonctionner avec de nouveaux 

types de carburants dépendant de l’enzyme utilisée et de pouvoir être produites à faible coût 

puisqu’elle ne nécessite pas de métaux nobles ni de membrane de séparation. Elles possèdent 
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cependant aussi deux inconvénients majeurs : leur puissance maximale de l’ordre de la µW et 

leur durée de vie qui excède rarement quelques jours. 

Les enzymes couramment utilisées dans la conception des biopiles à combustibles sont la 

glucose oxydase
(150-157)

 ou la glucose déshydrogénase
(158)

 à l’anode et la laccase
(156, 159)

, la 

microperoxidase
(150, 151)

 ou la bilirubine oxydase
(152-155, 157, 158)

 à la cathode. 

 

Figure 1.17 : Principe d’une biopile à combustible basée sur l’oxydation du glucose à l’anode et la réduction de l’oxygène 
à la cathode. Les flèches rouges représentent le trajet des électrons et les cercles rouges et verts représentent les 

protéines effectuant respectivement l’oxydation du glucose et la réduction de l’oxygène. 

 

1.6.5.2. Les études mécanistiques 

Les études mécanistiques d’enzymes par électrochimie directe des protéines ont pris leur 

essor avec le développement de méthodes d’immobilisation permettant le transfert d’électrons 

direct entre l’électrode et l’enzyme. Les techniques voltampérométriques permettent, en plus 

d’une étude en fonction du temps et de la concentration, d’ajouter la variable du potentiel 

électrique
(118, 120, 121, 160)

. Il en résulte qu’il devient possible d’étudier l’activité de l’enzyme en 

fonction du potentiel appliqué. Un point crucial rendant possible l’étude mécanistique des 

protéines concerne l’observation des propriétés intrinsèques de l’enzyme. Ce dernier point 

implique que le courant et/ou le potentiel observé ne doit être dépendant ni du transfert 

d’électron interfacial (qui correspond au transfert d’électron entre l’électrode et la protéine), 

ni de la diffusion du substrat (dans le cas d’observation de mécanismes catalytiques par 

exemple). La première limitation est dépassée par le contrôle de l’orientation de la protéine 
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sur la surface modifiée. Celle-ci doit permettre un transfert d’électron rapide entre l’électrode 

et la protéine et passe donc par le contrôle de la distance entre la surface de l’électrode et un 

cofacteur redox de la protéine. La deuxième limitation est généralement surmontée par 

l’utilisation d’une électrode tournante.  

Dans le cas d’études mécanistiques, l’électrode est perçue comme un possible substrat de la 

protéine immobilisée et peut jouer le rôle d’accepteur ou de donneur d’électron. Deux types 

d’études sont envisageables concernant les études mécanistiques des protéines. Le premier 

type correspond aux études non-catalytiques alors que le deuxième type intègre les données 

catalytiques. 

 

Figure 1.18 : Représentation schématique des évènements observées dans un système non catalytique et dans un 
système catalytique (exemple d’une oxydase). 

Les études non catalytiques concernent des protéines redox catalysant ou non 

l’oxydoréduction d’un substrat. Dans ce dernier cas, les mesures sont effectuées en absence de 

substrat, en présence d’inhibiteur ou à une vitesse de balayage suffisamment élevée ne 

permettant pas à l’enzyme d’effectuer un cycle catalytique. Concernant l’étude des systèmes 

non catalytiques, les expériences voltampérométriques menées à faible vitesse de balayage 

conduisent généralement à l’obtention de pics réversibles. En théorie, si la vitesse de balayage 

choisie est suffisamment faible et que l’enzyme est immobilisée à la surface de l’électrode, la 

position des pics anodique et cathodique doit être identique et le potentiel formel du cofacteur 

sondé peut être déterminé par la moyenne de ces signaux. 

Cette méthode permet de caractériser l’orientation de la protéine possédant plusieurs centres 

redox puisqu’elle permet l’obtention d’une « signature » (le potentiel formel) du cofacteur 
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impliqué dans l’échange d’électron. Cette technique permet également de déterminer la 

cinétique de transfert d’électron interfacial par l’utilisation de la théorie de Laviron
(161)

. Plus 

spécifiquement, les études en absence de substrat offrent l’accès à l’établissement 

d’interactions coopératives ou anticoopératives entre les cofacteurs grâce à l’exploitation de 

l’intensité du courant et de la largeur de pics à mi-hauteur. 

Toutefois, ces études nécessitent une concentration surfacique en enzymes suffisante pour 

obtenir des signaux exploitables. 

Les études catalytiques concernent l’observation de la réaction d’oxydoréduction 

électrocatalytique d’un substrat par une enzyme. Contrairement aux études en absence de 

substrat où des signaux de faible intensité sont observés, ces études impliquent l’apparition 

d’un signal sigmoïdal (si la mesure est faite avec une électrode tournante) de forte intensité et 

ne nécessitent donc pas une grande concentration surfacique d’enzymes. Le signal observé 

dans le cas d’un signal de réduction électrocatalytique correspond à la transmission des 

électrons de l’électrode vers le substrat par l’intermédiaire du site actif de l’enzyme (l’inverse 

est observé dans le cas d’une oxydation). L’étape du cycle catalytique observée est celle 

correspondant à l’étape cinétiquement déterminante et peut provenir soit du transfert 

d’électron interfacial, soit d’une étape de transfert d’électron intramoléculaire ou peut être liée 

directement au site actif (la diffusion du substrat est également à prendre en compte si une 

électrode tournante n’est pas utilisée). Il est donc nécessaire que la vitesse de transfert 

d’électron interfacial soit plus rapide que l’étape cinétiquement déterminante de l’enzyme afin 

que les propriétés électrocatalytiques sondées soient le reflet des propriétés enzymatiques. 

Les études en présence de substrat permettent également d’accéder à des informations quant à 

certaines données thermodynamiques des enzymes comme la constante de Michaelis qui peut 

être obtenue en variant la concentration en substrat à vitesse de rotation d’électrode constante. 

De même, il est possible de mesurer des constantes d’inhibition (CI50 : concentration 

inhibitrice 50) en titrant l’enzyme à différentes concentrations en inhibiteur à concentration de 

substrat constante. 

Des méthodes permettant de coupler les techniques électrochimiques à des techniques 

spectroscopiques d’étude de surface telles que la spectroscopie UV/Visible
(162)

, Infrarouge
(135, 

163, 164)
 ou Raman

(163, 165)
 ont également été mises au point par certains groupes afin de 

caractériser les changements observés au cours du transfert d’électron. 
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1.7. Buts de la thèse 

Cette thèse vise à comprendre les facteurs qui régissent la réduction de l’oxygène au sein des 

oxydases hème-cuivre, notamment le transfert d’électrons et de protons. En effet, l’évolution 

de cette superfamille de protéines montre des différences notamment au niveau du nombre de 

chemins de protons et au niveau de l’affinité pour l’oxygène. Afin d’étudier ces systèmes, 

l’électrochimie directe sera exploitée. D’autre part, des méthodes spectroscopiques seront 

utilisées pour comprendre au niveau moléculaire les phénomènes observés. Ce travail se 

décompose donc en quatre parties : 

1. Le développement de la méthode 

L’étude du transfert d’électrons dans les oxydases terminales passe par le développement 

d’une méthode d’immobilisation permettant l’échange d’électrons entre l’électrode et la 

protéine mais aussi l’observation de la réaction de réduction de l’oxygène. La première partie 

sera dédiée au développement de la méthode avec l’immobilisation de la cytochrome bo3 

oxydase. Ce chapitre visera à concevoir une méthode permettant l’immobilisation de cette 

famille de protéines et à caractériser la surface modifiée par spectroscopie et par électrochimie 

grâce à la modification de différents facteurs. 

2. Etude comparative de plusieurs modes d’inhibition 

Les oxydases terminales sont des protéines qui couplent la réduction de l’oxygène au 

pompage de protons à travers la membrane. La méthode d’immobilisation développée peut 

alors être utilisée afin d’étudier l’influence du transfert de protons et d’électrons sur la 

réaction de réduction de l’oxygène. Pour ce faire, des études en présence de CN
-
 (bloquant la 

coordination de l’oxygène au site actif) et en présence de zinc seront comparées (bloquant le 

transfert de protons). De même, des études de protéines mutées seront utilisées à des fins 

comparatives. Ces différentes données nous permettront de proposer une discussion autour 

des sites de coordination du zinc.  

3. Comparaison de deux isoformes de la cytochrome cbb3 oxydase 

Les différentes techniques électrochimiques et spectroscopiques seront utilisées pour la 

comparaison de deux isoformes de la cytochrome cbb3 oxydase. Ces deux isoformes sont 

exprimées par P. stutzeri. L’idée principale de ce projet consiste à comprendre pourquoi P. 

stutzeri exprime deux isoformes de cette oxydase. Plusieurs hypothèses peuvent être 
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envisagées comme une adaptation à différentes concentrations en oxygène ou à haute 

température. Ces propositions seront discutées grâce à des caractérisations électrochimiques et 

spectroscopiques permettant de mettre en avant d’éventuelles différences structurales, des 

différences mécanistiques et de stabilité thermique. 

4. Comparaison des oxydases de trois types 

Une comparaison par électrochimie directe entre les oxydases terminales de trois types sera 

effectuée. Cette étude portera sur la cytochrome aa3 oxydase de P. denitrificans, la 

cytochrome ba3 oxydase de T. thermophilus et la cytochrome cbb3 oxydase de P. stutzeri. La 

comparaison a pour but de comparer les stabilités thermiques de chaque enzyme ainsi que leur 

dépendance pH. Les oxydases hème-cuivre de chaque type sont caractérisées par des 

propriétés différentes en fonction de l’environnement dans lequel évolue l’organisme et 

peuvent donc présenter des thermostabilités ou des affinités pour l’oxygène différentes. C’est 

pourquoi des enzymes de chaque famille provenant d’organismes évoluant dans différents 

milieux sont choisies. L’étude de la dépendance pH est, quant à elle, motivée par la différence 

relative des potentiels thermodynamiques de l’hème relais d’électron par rapport à l’hème du 

site actif. L’influence de cette différence sur la réaction de réduction de l’oxygène sera 

étudiée. Des études par spectroscopie infrarouge couplée à l’électrochimie sur la cytochrome 

ba3 oxydase seront également réalisées en raison des propriétés thermodynamiques 

particulières des hèmes de cette enzyme. Des différences, notamment au niveau de l’état de 

protonation de certains résidus à proximité des cofacteurs, peuvent être envisagées. 
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2.1. Electrochimie 

Toutes les méthodes utilisées au cours de cette thèse ont nécessité un montage à trois 

électrodes. Nos études ont été basées sur deux techniques : la voltampérométrie cyclique et la 

voltampérométrie stationnaire. Dans chacune d’elles, il est nécessaire de contrôler le potentiel 

appliqué et de mesurer le courant résultant. Ceci est difficile avec un système à deux 

électrodes car le fait d’imposer une tension et de mesurer un courant entre ces mêmes 

électrodes va engendrer une chute ohmique. Cette chute ohmique sera d’autant plus 

importante que le courant imposé sera important c’est-à-dire qu’il sera ainsi impossible  

d’appliquer un potentiel constant. L’introduction d’une troisième électrode, nommée contre-

électrode ou électrode auxiliaire, va permettre d’éviter que l’électrode de référence soit 

parcourue par la même intensité de courant que l’électrode de travail et pour permettre de 

diminuer le phénomène de chute ohmique. En résumé, le courant sera mesuré entre l’électrode 

de travail (ET) et l’électrode auxiliaire (CE) et le potentiel sera appliqué entre l’électrode de 

travail et l’électrode de référence (ER)
(1)

. 

 

Figure 2.1: Montage d'une cellule électrochimique à 3 électrodes connectée sur un potentiostat. CE correspond à la 
contre-électrode, ET à l’électrode de travail et ER à l’électrode de référence. 

 

2.1.1. Voltampérométrie cyclique 

La voltampérométrie cyclique est une technique électrochimique où la solution n’est pas 

agitée. Dans cette technique, le potentiel varie linéairement entre des bornes définies par 

l’utilisateur de manière triangulaire. Il en résulte une courbe i=f(E) appelé voltammogramme. 

Il est également possible de varier la vitesse de balayage en fonction de l’échelle de temps que 

A

V

Potentiostat

ETCE ER
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l’on veut observer c’est-à-dire que pour des systèmes lents, il sera possible de balayer à des 

vitesses très faibles (de l’ordre de quelques mV/S) alors qu’il sera possible de balayer à des 

vitesses très élevées pour des systèmes rapides (de l’ordre de plusieurs V/s). 

Un voltammogramme correspond à la somme de deux composantes : le courant capacitif et le 

courant faradique : 

          
   

  
  

   

  
 Equation 2.1 

 

Le courant capacitif ic correspond à une accumulation de charges à l’interface métal/solution 

alors que la composante faradique if est liée à la consommation d’espèces électroactives à la 

surface de l’électrode. Ce dernier va nous intéresser plus particulièrement puisque c’est à 

partir de celui-ci qu’il sera possible de déterminer des informations importantes aussi bien au 

niveau de la caractérisation de la surface qu’au niveau mécanistique. 

En ce qui concerne la caractérisation de la surface, il est par exemple à noter que la 

composante faradique est directement proportionnelle à la quantité d’espèces oxydées ou 

réduites à l’électrode ; or, en électrochimie directe de protéines, les enzymes électroactives 

sont généralement adsorbées à l’électrode si bien qu’en absence de substrat, il devient 

possible de relier la quantité d’espèces électroactives adsorbées à la surface avec l’aire du pic 

observé en voltampérométrie cyclique grâce à la relation suivante : 

   
  

   
 Equation 2.2 

 

où QF représente la charge obtenue par intégration du pic de réduction ou d’oxydation de 

l’enzyme étudiée en absence de substrat, n le nombre d’électrons échangés, F la constante de 

Faraday et A l’aire de l’électrode. 

Il est également possible de déterminer l’homogénéité de la surface après adsorption 

d’enzymes car une des principales difficultés de l’électrochimie des protéines réside dans le 

fait qu’il est très difficile de contrôler leur orientation à la surface de l’électrode. Cette 

information peut être déduite de la largeur de pic à mi-hauteur. En effet, pour une 

monocouche parfaite et une réaction nécessitant un transfert d’un électron, cette largeur de pic 

à mi-hauteur est de 90,6 mV.  
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 Equation 2.3 

 

D’après l’équation ci-dessus, on peut également prendre en compte que la largeur de pic à mi-

hauteur ∆Ep,1/2 sera sensible au nombre d’électrons transférés au cours de la réaction 

d’oxydoréduction
(2)

. Cette information possède un intérêt dans l’étude de protéines possédant 

plusieurs centres redox puisqu’elle peut permettre soit de déterminer le cofacteur auquel 

l’électron est transféré soit d’en tirer une information mécanistique quant à la coopérativité 

impliquée dans le transfert d’électron
(3)

. En effet, dans le cas de certains cofacteurs comme les 

flavines ou les quinones, une valeur de n comprise entre 1 et 2 est souvent observée ; cette 

valeur traduit la stabilité de l’intermédiaire à un électron puisque pour un intermédiaire à un 

électron instable, nous observerons préférentiellement une valeur de n proche de 2 

(l’intermédiaire instable va en fait impliquer une coopérativité rendant le transfert du 2
e
 

électron servant à stabiliser la structure plus facile) alors que pour un intermédiaire à un 

électron stable, une valeur de n proche de 1 sera observée (la stabilité de l’intermédiaire 

monoélectronique se traduisant par un transfert du 2
e
 électron plus difficile)

(3)
. 

A partir de la voltampérométrie cyclique, il est également possible de déterminer la constante 

de vitesse de transfert d’électron interfacial kET. Pour ce faire, nous utiliserons ici la théorie de 

Laviron
(4)

. Ce modèle offre une description mathématique des voltammogrammes en 

l’absence de diffusion dans le but de déduire le taux de transfert d’électron à la surface de 

l’électrode. La théorie de Laviron se base sur l’écart entre les pics anodiques et cathodiques 

∆Ep en fonction de la vitesse de balayage pour déterminer un facteur m. Ce facteur m a été 

obtenu grâce à l’expression du courant par une fonction sans dimension : 

 
   

 

 
  

         

    
  
  

      
  
  

       
Equation 2.4 

 

où i est l’intensité du courant, F est la constante de Faraday, R est la constante des gaz 

parfaits, T est la température, n le nombre d’électrons échangés, v la vitesse de balayage, A la 

surface de l’électrode, ΓT la somme des taux de couverture de la forme oxydée ΓO et de la 

forme réduite ΓR, η la surtension, α le coefficient de transfert et m : 

   
     

   
 Equation 2.5 
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Ce facteur m est directement relié à la cinétique de transfert d’électron entre l’électrode et le 

cofacteur oxydé ou réduit kET ; à travers cette expression, on constate qu’il tend vers 0 pour 

des systèmes totalement irréversibles (kET faible) et vers l’infini pour des pics réversibles (kET 

élevé). Sur un cyclovoltammogramme d’une espèce adsorbée, l’augmentation de kET et par 

conséquent du facteur m se traduira par une symétrie des pics d’oxydation et de réduction à 

fortes vitesses de balayage. 

Pour définir cette constante de vitesse interfaciale kET, il suffira ensuite de tracer le 

graphique : 

 
 

 
      Equation 2.6 

 

Les valeurs de 1/m sont compilées dans des tables et sont définies en fonction du nombre 

d’électrons transférés et du ∆Ep. 

1/m 0.5 0.75 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 

n∆Ep 

(mV) 

18.8 27 34.8 48.8 61.2 72.2 82.4 91.8 100.6 

 

1/m 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

n∆Ep 

(mV) 

116.2 130 142.4 153.8 164 173.4 182 190 197.6 

Tableau 2.1: Tables compilant les valeurs de 1/m en fonction de l’écart entre les pics anodiques et cathodiques ∆Ep et le 
nombre d’électrons transférés(4). 

 

La résultante du graphique est une droite de type y = ax dont la pente a correspondra à : 

   
  

     
 Equation 2.7 

 

A partir de cette pente, il sera possible de déduire directement la constante de transfert 

d’électrons interfaciale kET. Cette information permet d’estimer, d’un point de vue qualitatif, 

la distance entre le cofacteur impliqué dans l’échange d’électrons et la surface de l’électrode 

et permet d’obtenir une vision de l’orientation de la protéine sur la surface modifiée.  
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2.1.2.  Voltampérométrie stationnaire 

Contrairement à la voltampérométrie cyclique, la voltampérométrie stationnaire est une 

technique électrochimique où la solution est agitée grâce à la rotation de l’électrode. Il s’agit 

d’une technique couramment utilisée pour étudier les propriétés électrocatalytiques des 

enzymes. Ces mesures sont effectuées en présence de substrat. La vitesse de balayage est 

toujours choisie comme étant suffisamment lente pour que le système soit à l’équilibre en tout 

point c’est-à-dire que le courant catalytique mesuré doit être indépendant de la vitesse de 

balayage utilisée. Il s’agit alors de varier la vitesse de rotation de l’électrode afin de 

déterminer si la diffusion du substrat est une étape cinétiquement limitante. Si l’étape 

cinétiquement limitante correspond à la diffusion du substrat, le plateau de courant sera 

proportionnel à la racine carrée de la vitesse de rotation de l’électrode comme l’indique la 

théorie de Lévich
(5, 6)

: 

              
 
  

 
   

 
   Equation 2.8 

 

où n est au nombre d’électrons échangés au cours de la réaction catalytique, F la constante de 

Faraday, A la surface de l’électrode, D le coefficient de diffusion, ω la vitesse angulaire de 

rotation de l’électrode, ν la viscosité cinématique et C la concentration de l’espèce 

électroactive. 

Si on extrapôle à une vitesse de rotation ω infinie, l’étape cinétiquement limitante ne 

correspondra plus à la diffusion du substrat mais à la cinétique de la réaction enzymatique 

comme le montre l’équation de Koutecky-Levich
(7)

 : 

 
 

    
 

 

    
 

 

        
 
  

 
  

  
  

 
Equation 2.9 

 

où imax représente le courant maximum lorsque l’étape limitante est la cinétique. Il devient 

alors possible d’estimer la constante de vitesse catalytique kcat qui correspond au nombre de 

moles de produits formés par seconde puisque : 

 
 

    
 

    

         
 Equation 2.10 

 



Techniques de caractérisation 

 

50 
 

où KM correspond à la constante de Michaelis-Menten. Dans notre cas, la concentration en 

substrat étant bien supérieure au KM,  ce dernier facteur sera négligé.  

En traçant ilim
-1

 vs. ω
-1/2

, il devient possible d’accéder à la valeur du courant limite imax et par 

conséquent de déduire kcat. 

 

Figure 2.2: Schéma récapitulatif des mesures des différentes constantes cinétiques par électrochimie. 

En résumé, la voltampérométrie cyclique permet de déterminer la constante de transfert 

d’électron interfacial kET alors que la voltampérométrie stationnaire renseigne sur la constante 

de vitesse catalytique kcat (cette constante peut cependant également être déduite 

d’expériences de voltampérométrie cyclique
(8)

). Ces valeurs permettent donc d’apporter des 

informations quant à l’étape cinétiquement limitante au sein de l’enzyme (Figure 2.2). 

2.2. Spectroscopies 

Cette thèse se base principalement sur trois techniques spectroscopiques : 

 La spectroscopie UV-Visible, 

 La spectroscopie infrarouge, 

 La spectroscopie de résonance Raman. 

Les techniques spectroscopiques sont basées sur l’interaction entre le rayonnement 

électromagnétique et la matière (l’échantillon à analyser). Cette interaction peut engendrer 

différents phénomènes tels que l’absorption, l’émission ou la diffusion. Le spectre 

O2

H2O

e-

kET: mesure par 

voltampérométrie 

cyclique

Electrode

kcat: mesure par 

voltampérométrie 

stationnaire
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électromagnétique (Figure 2.3) correspond à la répartition des ondes électromagnétiques en 

fonction de leur longueur d’onde (ou en fonction de leur énergie). L’énergie du rayonnement 

électromagnétique peut s’exprimer de la manière suivante : 

      Equation 2.11 

 avec    
 

 
 Equation 2.12 

 

avec E l’énergie du rayonnement, h la constante de Planck 6.62*10
-34

 J.s, ν la fréquence et λ 

la longueur d’onde. 

L’interaction entre la matière et le rayonnement électromagnétique engendre différents 

évènements en fonction de l’énergie de ce rayonnement. Ces évènements sont directement 

reliés aux niveaux d’énergie. En effet, une molécule est reliée à des états discrets possédant 

des énergies bien définies E1, E2… La spectroscopie d’absorption consiste en l’absorption 

d’un quanta d’énergie correspondant à l’énergie nécessaire pour effectuer une transition d’un 

état d’énergie EJ vers un état d’énergie EJ+1.  

               Equation 2.13 

 

Le phénomène observé sera directement lié à l’énergie du rayonnement utilisé pour sonder 

l’échantillon. Par exemple, les changements de spin sont observés grâce à des rayonnements 

de faible énergie de type radiofréquence alors que des rayonnements de très haute énergie 

seront impliqués dans la changement de configuration du noyau. 

 

Figure 2.3 : Spectre électromagnétique représentant les différents domaines en fonction de leur fréquence et de leur 
longueur d’onde(9). 
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2.2.1.  Spectroscopie UV-Visible 

La spectroscopie UV-Visible correspond à l’interaction entre la matière et le rayonnement 

UV-Visible. Typiquement, à cette échelle énergétique, des transitions électroniques sont 

observées. L’absorption ou émission d’énergie est liée à la redistribution des électrons au sein 

de la molécule. En spectroscopie UV-Visible, on mesure l’absorbance A en fonction de la 

longueur d’onde λ et il en résulte un spectre d’absorption. L’absorbance est liée à la capacité 

d’un échantillon à absorber un rayonnement. Le spectromètre va mesurer le ratio de l’intensité 

faisceau transmis I par rapport à l’intensité du faisceau incident I0, cette valeur est appelée 

transmittance T. 

   
 

  
 Equation 2.14 

 

La valeur de transmittance est directement liée à l’absorbance par la formule : 

            
  
 

 Equation 2.15 

 

L’absorbance est reliée à la concentration de l’échantillon C et au coefficient d’extinction 

molaire ελ qui est spécifique à chaque molécule et à chaque longueur d’onde : 

        Equation 2.16 

avec l le trajet optique.  

2.2.1.1. Spectroscopie UV-Visible des protéines hémiques 

La spectroscopie UV-Visible est couramment utilisée pour l’étude des protéines de la chaine 

respiratoire et possède un intérêt particulier pour l’étude d’oxydases terminales puisque ces 

enzymes possèdent des hèmes. En effet, les hèmes sont des structures porphyriniques 

substituées contenant un atome de fer et possèdent par conséquent des signaux 

caractéristiques en spectroscopie UV-Visible (Figure 2.4). 



Techniques de caractérisation 

 

53 
 

 

Figure 2.4: Représentation des hèmes a, b et c. 

Le signal de forte intensité situé aux alentours de 400 nm correspond à une transition π→π
*
 

typique des cycles porphyriniques ; il est communément appelé bande de Soret.  

Une série de bandes de plus faible intensité est présente aux plus grandes longueurs d’ondes, 

les bandes Q. Ces bandes correspondent également à des transitions π→π
*
. On distingue 4 

bandes Q dans le cas de porphyrines bases libres et entre 1 et 4 pour les porphyrines 

métallées. Dans le cas des hèmes, deux bandes Q sont observées. Ces deux bandes sont 

appelées α et β (β étant observé à une longueur d’onde plus élevée qu’α). 

L’intérêt de ces bandes réside dans leur forte sensibilité à l’environnement puisqu’aussi bien 

leur intensité que leur longueur d’onde dans le spectre UV-Visible va dépendre de l’état 

d’oxydation du métal (en l’occurrence le fer dans le cas des hèmes), de la présence de ligands 

sur le cycle porphyrinique ou sur le métal et de la symétrie de la porphyrine
(10, 11)

. Ces 

caractéristiques permettent donc de distinguer les différents types d’hèmes sur un spectre UV-

Visible et donc d’étudier leurs contributions individuelles. 

2.2.1.2. La spectroscopie UV-Visible couplée à l’électrochimie 

Afin de déterminer les potentiels d’oxydoréduction de chaque cofacteur au sein des oxydases 

terminales, une cellule électrochimique en couche mince a été utilisée. 

a. La cellule électrochimique en couche mince 

Hème a Hème b Hème c
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La cellule électrochimique en couche mince permet de coupler différentes méthodes de 

spectroscopie optiques à l’électrochimie
(12)

. Cette cellule correspond à un montage à trois 

électrodes : l’électrode de travail est une grille d’or, la contre-électrode est une pièce de 

platine et l’électrode de référence est une électrode de chlorure d’argent (Ag/AgCl 3M KCl). 

Afin de pouvoir connecter la cellule électrochimique au potentiostat, l’électrode de travail et 

la contre électrode sont connectées à l’aide de fil de platine. Le corps en PVC possède quatre 

entrées : deux d’entres elles servent à visser les supports contenant les fils de platine à relier à 

l’électrode de travail et à la contre-électrode, un troisième sert à visser l’électrode de référence 

et la quatrième permet de compléter le compartiment de mesure avec une solution tampon 

(Figure 2.5). Le dispositif électrochimique est maintenu dans le corps en PVC entre deux 

fenêtres de CaF2 et deux joints en caoutchouc assurent l’étanchéité. Les fenêtres en CaF2 sont 

utilisées car elles sont transparentes en infrarouge moyen et en UV-Visible. Pendant les 

mesures, la cellule est maintenue dans un dispositif métallique permettant de la refroidir à une 

température fixe (entre 5°C et 12°C en fonction de la mesure). 

 

Figure 2.5: Schéma de la cellule électrochimique en couche mince
(12)

. 

La grille d’or utilisée comme électrode de travail est modifiée au préalable avec une solution 

d’acide mercaptopropionique (2 mM) et de cystéamine (2 mM). La modification de cette 

grille permet de créer un réseau de fonctions –COOH et –NH2 dans le but de prévenir 

l’adsorption de la protéine à sa surface pour ainsi éviter sa dénaturation. 

Corps en PVC

Fenêtre de CaF2 collée 

sur un support en 

plexiglas

Contre-électrode de 

platine

Grille d’or 

(électrode de travail)

Joint en caoutchouc

Connexion pour 

l’électrode de référence
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Figure 2.6: Représentation schématique de la grille d'or modifiée avec le mélange de cystéamine et d'acide 
mercaptopropionique. 

 

b. Les titrations potentiométriques 

Nous avons vu dans la section 2.2.1.1. que les propriétés spectrales des hèmes étaient 

différentes en fonction de leur état d’oxydation et qu’il était également possible de 

différencier les hèmes en fonction de leur nature. Ces propriétés peuvent être exploitées en 

couplant la spectroscopie UV-Visible à la cellule électrochimique en couche mince afin de 

déterminer les potentiels de demi-vague de chaque cofacteur présent dans l’enzyme. 

Cette méthode de titration s’effectue en prenant une mesure de référence soit dans l’état 

oxydé, soit dans l’état réduit (en fonction du sens de la titration redox que l’on souhaite 

effectuer). Des mesures sont ensuite effectuées à différents potentiels afin d’observer les 

changements d’absorbance relatifs aux changements d’états d’oxydation des cofacteurs au 

sein de la protéine. Il en résulte une série de spectres qui permet d’obtenir les potentiels 

d’équilibre de chaque cofacteur redox présents dans la protéine et ayant des bandes 

d’absorption distinguables sur un spectre UV-Visible. 

L’exploitation des résultats commence par l’alignement des spectres qui s’effectue en 

choisissant un point où aucun cofacteur ne contribue. Cet alignement est nécessaire puisque la 

mesure de référence est effectuée au début de la titration ; ces mesures durant généralement 

plusieurs heures, un décalage thermique peut être observé au cours du temps. 

La deuxième étape consiste en l’identification des bandes d’intérêts c’est-à-dire des bandes 

sensibles à l’état d’oxydation des cofacteurs. Ici, s’agissant de protéines hémiques, nous nous 

sommes particulièrement intéressés à l’exploitation des bandes de Soret ainsi que des bandes 

Q.  

Grille d’or
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La troisième étape a pour but de tracer les graphiques des ∆Abs des bandes d’intérêt en 

fonction du potentiel appliqué. Une fois ces graphiques obtenus (Figure 2.7), un traitement 

mathématique est effectué à l’aide du logiciel Origin. En effet, la courbe de titration obtenue 

suit la loi de Nernst : 

        
  

  
  

         

          
 Equation 2.17 

 

avec E
0
 le potentiel standard du couple étudié, ∏iai(Ox)

α
 le produit des activités à l’équilibre 

de toutes les espèces oxydantes intervenant dans la demi-réaction et ∏jaj(Red)
β 

le produit des 

activités à l’équilibre de toutes les espèces réductrices intervenant dans la demi-équation. 

En assimilant activité et concentration, il est possible de modifier cette équation en exprimant 

les concentrations à l’aide de la loi de Beer-Lambert: 

         
  

  
  

  

           
 Equation 2.18 

 

où Aox et Ared correspondent respectivement à l’absorbance de la forme oxydée et de la forme 

réduite et ∆A correspond à la différence d’absorbance observée sur le spectre (qui représente 

donc la quantité d’oxydant formé et de réducteur consommé dans le cas d’une titration 

oxydative par exemple). Cette équation est modifiée afin d’exprimer ∆A en fonction du 

potentiel appliquée : 

 
          

          

       
         

  
  

 

 

Equation 2.19 

 

où Eappl est le potentiel appliqué. 
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Figure 2.7: A gauche, un exemple de titration potentiométrique par spectroscopie UV-Visible. A droite, un exemple de 
graphique représentant ∆Abs en fonction du potentiel appliqué à 418 nm (bande de Soret). 

La courbe est modulable en fonction du nombre d’électrons transférés ; la valeur de n est 

modifiée afin d’obtenir le meilleur fit possible. Cette méthode est adaptée à l’étude de 

protéine possédant des cofacteurs discernables en spectroscopie UV-Visible où la méthode 

peut apporter une précision de l’ordre de ±15 mV. Cependant, dans le cas de protéines 

possédant plusieurs centres redox similaires, la précision des valeurs obtenues va dépendre du 

nombre de cofacteurs de même nature impliqués dans une transition puisqu’il sera difficile de 

séparer les contributions de deux cofacteurs ayant des potentiels de demi-vague proches. La 

précision de la mesure sera donc plus faible. 

De plus, les oxydases terminales étant des systèmes coopératifs, les transitions observées ne 

sont pas toujours attribuables à un cofacteur mais correspondent plutôt à la moyenne de 

plusieurs transitions impliquant plusieurs cofacteurs 
(9, 13-15)

.  

2.2.2. Spectroscopie infrarouge 

L’infrarouge correspond au domaine du spectre électromagnétique compris entre le Visible et 

les micro-ondes. Ce domaine est divisé en 3 régions : le proche infrarouge (125000 à 4000 

cm
-1

), l’infrarouge moyen (4000 cm
-1

 à 800 cm
-1

) et l’infrarouge lointain (800 cm
-1

 à 10 cm
-1

). 

La spectroscopie infrarouge correspond à l’étude de l’interaction entre la matière et le 

rayonnement infrarouge. Ici, on s’intéresse au changement d’état vibrationnel et rotationnel 

d’une molécule. Pour une molécule polyatomique non-linéaire, il existe 3N-6 modes normaux 

de vibrations mais qui ne sont pas nécessairement tous actifs en infrarouge. Un mode normal 

correspond à l’absorption d’un quanta d’énergie permettant la transition entre l’état 

fondamental et le premier état vibrationnel excité. Pour qu’une transition soit dite active en 
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infrarouge, il faut que le mouvement des atomes au sein de la molécule s’accompagne d’une 

variation du moment dipolaire électrique.  

Les modes normaux de vibration sont divisés en deux catégories suivant le changement 

observé. Les vibrations d’élongation correspondent à un changement de longueur de liaison 

alors que les vibrations de déformation correspondent à des changements d’angles de liaison. 

 

Figure 2.8: Modes normaux de vibrations. 

 

2.2.2.1. Appareillage 

Toutes les mesures effectuées au cours de cette thèse ont été réalisées sur un spectromètre 

infrarouge à transformée de Fourier Bruker Vertex 70 (Allemagne). 

Un spectromètre infrarouge à transformée de Fourier génère un interférogramme à partir d’un 

interféromètre de Michelson. Le principe de la spectroscopie infrarouge à transformée de 

Fourier repose donc sur l’interféromètre de Michelson qui est constitué de deux miroirs, l’un 

fixe et l’autre mobile, et d’une lame semi-réfléchissante appelée lame séparatrice. 
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Figure 2.9: Schéma du principe d'un spectromètre infrarouge à transformée de Fourier(16). 

La source émet un rayonnement infrarouge polychromatique séparé en deux par une lame 

séparatrice. Il en résulte que 50% du rayonnement est transmis au miroir fixe et 50% est 

réfléchi sur le miroir mobile. Ces 2 faisceaux sont alors réfléchis par les miroirs respectifs 

vers la lame séparatrice. C’est à ce moment qu’on observe une combinaison des faisceaux 

lumineux donnant lieu soit à des interférences constructives, soit à des interférences 

destructives en fonction de la différence de marche induite par le miroir mobile. C’est cette 

combinaison de faisceau qui sera transmise à l’échantillon avant d’arriver au détecteur. La 

différence de marche peut être déterminée par l’appareil à l’aide d’un laser hélium-néon 

permettant de connaitre la position du miroir mobile (Figure 2.9). En effet, l’utilisation d’une 

lumière monochromatique (caractérisée pour une longueur d’onde λ0) permet de relier la 

différence de marche à l’intensité de l’interférogramme : 

                         Equation 2.20 

 

avec I l’intensité de l’interférogramme, B l’intensité de la source, ῦ0 le nombre d’onde du 

laser et δ la différence de marche. 

La source étant quant à elle une source polychromatique continue, l’expression de l’intensité 

de l’interférogramme devient : 

δMiroir mobile

Laser He-Ne

Source 

infrarouge Miroir fixe
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               Equation 2.21 

 

Par cette équation, on peut constater que l’intensité maximale de l’interférogramme est 

obtenue pour une différence de marche nulle (c’est-à-dire lorsque la distance entre le miroir 

fixe et le miroir mobile est la même) ; il s’agit du point où toutes les ondes sont en phase. 

La problématique consiste donc à transformer cet interférogramme en un spectre infrarouge. Il 

faut pour cela appliquer une transformée de Fourier à l’interférogramme obtenu : 

                         
  

 

 Equation 2.22 

 

Si on considère que la vitesse de déplacement du miroir mobile est uniforme, la transformée 

de Fourier permet de passer de l’espace du temps à l’espace des nombres d’onde (et donc 

d’obtenir le spectre infrarouge final). 

La résolution du spectre est quant à elle définie par la différence de marche induite par le 

miroir mobile ; plus la différence de marche est grande, meilleure est la résolution spectrale : 

     
 

  
 Equation 2.23 

 

2.2.2.2. La spectroscopie infrarouge des protéines 

Les protéines sont des polymères d’acides aminés reliés entre eux par des liaisons 

peptidiques. Ces protéines peuvent également posséder des cofacteurs dans leur structure. La 

spectroscopie infrarouge possède l’avantage de sonder les différents constituants d’une 

protéine (Figure 2.10). En effet, cette technique permet notamment d’étudier des contributions 

du squelette polypeptidique
(17-19)

, d’acides aminés
(20, 21)

, des cofacteurs
(22, 23)

 et même des 

molécules d’eau qui peuvent composer certaines structures
(24, 25)

. 
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Figure 2.10: Représentation de la cytochrome aa3 oxydase(26) (PDB : 3HB3) et des différentes contributions observables 
en spectroscopie infrarouge. 

Ce principal avantage de la spectroscopie infrarouge est également son principal inconvénient  

puisque les contributions des différents constituants ont tendance à se superposer.  
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Figure 2.11: Spectre d'absorption infrarouge caractéristique d'une protéine en moyen infrarouge et contributions des 
vibrations des molécules d’eau. 

 Le spectre d’absorption en infrarouge moyen d’une protéine est complètement dominé par les 

contributions du squelette peptidique. Les bandes observées dans ces spectres proviennent 
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essentiellement de la multitude de liaisons peptidiques présentes dans les protéines. Ces 

liaisons correspondent à des fonctions amide. 

Nomenclature Fréquence / cm
-1

 Modes vibrationnels 

Amide A ≈ 3300  ν(N-H) 

Amide B ≈ 3100 ν(N-H) 

Amide I 1610-1695 ν(C=O), ν(C-N), δ(CCN), 

δ(N-H) 

Amide II 1480-1575 δ(N-H), ν(C-N), δ(C=O), 

ν(C-C), ν(C-N) 

Amide III 1220-1320 δ(N-H), ν(C-N), δ(C=O), 

ν(C-C) 

Tableau 2.2: Principales contributions du squelette polypeptidique en infrarouge moyen(14). 

 

a. Mesures en transmission 

 Spectroscopie d’absorption 

La spectroscopie d’absorption en transmission consiste à placer l’échantillon dans une cellule 

et à enregistrer le spectre en solution. Les spectres d’absorption des protéines permettent de 

déterminer la structure secondaire d’une protéine à partir de la bande Amide I. Cependant, il 

faut, pour ce faire, être en mesure de s’affranchir de la contribution de l’eau qui se situe vers 

1645 cm
-1

, au niveau de la bande Amide I. En pratique, pour limiter l’absorption de l’eau, les 

échantillons sont préparés dans une solution tampon deutérée et le trajet optique est choisi le 

plus faible possible. 

La détermination de la structure secondaire est basée sur la déconvolution de la bande Amide 

I. Cette méthode est largement utilisée dans la littérature puisque la bande Amide I est connue 

comme étant largement influencée par la structure secondaire d’une protéine
(17, 18)

. 

L’interprétation des données consiste, dans un premier temps, à normaliser la bande Amide I 

en vue de préparer sa déconvolution en corrigeant la ligne de base. La deuxième étape est de 

calculer la dérivée seconde de cette bande. La résultante de cette dérivée seconde consiste en 

une série de pics négatifs correspondant, pour chacun d’entre eux, à une structure secondaire 

spécifique. La position de ces pics négatifs est finalement indiquée dans un programme 
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permettant de calculer la déconvolution. La déconvolution est jugée satisfaisante lorsque le 

coefficient de corrélation R
2
 entre la courbe expérimentale et la courbe théorique est supérieur 

à 0.999. Le résultat final obtenu permet de déterminer la proportion de chaque structure 

secondaire dans la structure globale par intégration des contributions individuelles. 

Structure secondaire Positions H2O / cm
-1 

Positions D2O / cm
-1

 

Hélices α 1648 - 1657 1642 - 1660 

Feuillets β 1623-1641 / 1674 - 1695 1615 – 1638 / 1672 - 1694 

Coudes 1662 – 1686 1653 - 1691 

Pelote 1642 - 1657 1639 - 1654 

Tableau 2.3: Position de la bande Amide I en fonction de la structure secondaire(17, 18). 

 Spectroscopie différentielle induite par électrochimie 

Toutes les protéines étudiées au cours de cette thèse sont impliquées dans le transfert 

d’électrons. Il est donc possible de les étudier par spectroscopie infrarouge différentielle 

induite par électrochimie. La spectroscopie infrarouge différentielle induite par électrochimie 

consiste à étudier un échantillon sous la forme oxydée et sous la forme réduite. Cependant, 

l’étude d’une protéine par cette méthode ne peut pas se faire par simple comparaison des 

spectres d’absorption de chaque forme. En effet, comme cela a été mentionné dans la partie 

2.3.2.2., le spectre d’absorption est entièrement dominé par les contributions du squelette 

polypeptidique or celui-ci n’est pas électrochimiquement actif. Afin de pallier à cette 

difficulté, la forme oxydée peut être soustraite à la forme réduite pour obtenir un spectre 

différentiel oxydé-réduit. Le problème majeur de ce genre d’étude provient de la faible 

intensité du spectre différentiel puisque son intensité est environ 1000 fois inférieure à celle 

d’un spectre d’absorption. Pour s’assurer que les signaux observés sont bien réels, il faut 

cycler l’expérience plusieurs fois et moyenner les données afin d’augmenter  le rapport 

signal/bruit. 
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Figure 2.12: A gauche, les spectres d'absorption des formes oxydées et réduites d'une protéine. A droite, le spectre 
différentiel entre la forme oxydée et la forme réduite(12). 

L’attribution des signaux est effectuée à l’aide d’études déjà établies dans la littérature. Les 

signaux des hèmes peuvent être attribués à partir de systèmes modèles
(27, 28)

 mais également à 

partir d’études déjà établies sur les systèmes étudiés
(23, 29)

. D’autre part, les contributions des 

chaines latérales des acides aminés peuvent être déterminées à l’aide d’une table établie par 

Hellwig et al. décrivant les positions des bandes ainsi que les coefficients d’extinction des 

acides aminés individuels
(30)

. 

b. Mesures en réflexion 

 Spectroscopie d’absorption 

La spectroscopie d’absorption en réflexion constitue une alternative à son homologue en 

transmission. Ici, l’échantillon est déposé sur un cristal transparent en infrarouge. Celui-ci 

peut être de différentes natures : diamant, silicium, germanium… Le principe de cette mesure 

repose sur l’utilisation de deux milieux d’indice de réfraction très différent de façon à ce que 

le faisceau infrarouge puisse subir une réflexion totale. Cette réflexion se produit au-delà d’un 

certain angle critique. Cependant, même si la quasi-totalité du faisceau est réfléchie, une 

partie du faisceau est transmis dans le milieu d’indice de réfraction le plus faible: c’est l’onde 

évanescente. Cette onde évanescente pénètre dans le milieu d’indice de réfraction le plus 

faible (sur une profondeur de quelques micromètres dépendant de la longueur d’onde du 

rayonnement), c’est-à-dire le milieu où se situe l’échantillon en solution, où elle est 

partiellement absorbée.  
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Cette technique est particulièrement adaptée pour l’étude d’un film sur une surface. De plus, 

elle nécessite très peu d’échantillon. Elle souffre cependant aussi de quelques défauts puisque, 

même s’il est théoriquement possible de mesurer des échantillons en solution, cela s’avère 

souvent compliqué en raison de la contribution du solvant. Aussi, la mesure d’échantillons 

séchés sur une surface peut engendrer des changements de structures secondaires pouvant 

provenir soit du séchage, soit de l’interaction avec le cristal. 

 

Figure 2.13: Principe de la spectroscopie infrarouge en réflexion totale atténuée. 

 

 La spectroscopie infrarouge exaltée de surface 

L’exaltation de surface en spectroscopie infrarouge consiste à déposer des ilots métalliques à 

la surface d’un cristal afin d’obtenir un signal de 10 à 1000 fois plus intense comparé à un 

signal sans exaltation. Le mécanisme provoquant cette exaltation est encore très largement 

débattu mais il semblerait que deux mécanismes en soient à l’origine : un mécanisme 

électromagnétique et un mécanisme chimique
(31)

. 

Le mécanisme électromagnétique peut lui-même se diviser en 2 « sous-effets ». Le premier 

facteur d’exaltation est induit par le faisceau infrarouge qui polarise les particules métalliques 

grâce à l’excitation collective des électrons dans le métal (les plasmons de surface). 

L’induction de ce moment dipolaire engendre une augmentation du champ électrique à 

proximité des ilots métalliques. Cependant, ce phénomène ne peut pas expliquer à lui seul 

l’exaltation observée puisqu’il serait responsable, au maximum, d’une augmentation de signal 

de l’ordre de 10 fois.  Le deuxième facteur d’exaltation concerne l’adsorbat à la surface des 

ilots métalliques ; en effet, l’oscillation des molécules d’adsorbats va induire la formation 
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d’un autre dipôle au sein du métal. Cette perturbation se retrouve accentuée aux fréquences de 

vibration des molécules. De plus, les ilots métalliques sont présents en grande quantité à la 

surface du cristal et leur absorptivité molaire est supérieure à celle des molécules dans 

l’infrarouge moyen. La mesure infrarouge sera donc essentiellement dominée par les 

changements de moments dipolaires des ilots métalliques c’est-à-dire que le métal jouera le 

rôle d’amplificateur de signal. 

Le mécanisme chimique concerne les molécules chimisorbées à la surface d’ilots métalliques 

puisque celles-ci possèdent des exaltations supérieures comparées aux molécules 

physisorbées. Ce phénomène pourrait provenir de l’orientation des molécules puisque seules 

les molécules dont la variation de moment dipolaire est orientée perpendiculairement à la 

surface subissent l’exaltation maximum. De plus, l’interaction entre le métal et la molécule 

entraine une augmentation de la variation du moment dipolaire. 

 

Figure 2.14 : Schéma expliquant l’exaltation de surface observée par spectroscopie infrarouge. Cette figure est tirée de la 
référence (31). 

En résumé, les facteurs influant sur l’exaltation de surfaces sont indiqués dans l’équation 

suivante : 

       
  

  
   

 

   
  

  
 
 

          Equation 2.24 
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Avec A l’absorbance, Г le taux de couverture, dµ/dQ la variation de moment dipolaire, E le 

champ électrique à la surface et α l’angle entre le moment dipolaire et le champ électrique. Le 

facteur cos
2
 α fait donc office de règle de sélection de l’exaltation c’est-à-dire que lorsque 

α=0° l’exaltation est maximum alors que lorsque α=90° aucun signal n’est observé. 

2.2.3. Spectroscopie de résonance Raman 

2.2.3.1. L’effet Raman 

La spectroscopie Raman est basée sur l’effet Raman qui correspond au changement de 

fréquence de la lumière lorsqu’elle est diffusée par une molécule (diffusion inélastique). En 

effet, lorsqu’un échantillon est irradié par un faisceau lumineux incident, il peut diffuser la 

lumière soit à la même fréquence (diffusion Rayleigh), soit à une fréquence inférieure 

(diffusion Stokes), soit à une fréquence supérieure (diffusion Anti-Stokes). La diffusion 

Stokes permet, par conséquent, la création d’une excitation alors que la diffusion Anti-Stokes 

engendre une destruction d’excitation (Figure 2.15).  

 

Figure 2.15: Les trois types de transitions rencontrés dans la diffusion Raman. 

La spectroscopie Raman est une technique complémentaire à la spectroscopie infrarouge. 

Contrairement à la spectroscopie infrarouge où la mesure reflète un changement de moment 

dipolaire, la spectroscopie Raman rend compte d’un changement de polarisabilité. Cette 

technique possède également un intérêt majeur provenant de la faible diffusion de l’eau 

permettant ainsi d’envisager des mesures en solution. Elle possède malheureusement aussi un 
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inconvénient majeur puisque très peu de photons subissent une diffusion 

inélastique (1/100000000); ceci engendre donc des spectres Raman de faible intensité rendant 

difficile la mesure d’échantillons peu concentrés.  

2.2.3.2. L’effet de résonance 

Pour pallier à ce problème, la spectroscopie Raman de résonance constitue un atout majeur. 

La différence entre la spectroscopie Raman et la spectroscopie Raman de résonance réside 

dans l’excitation de l’échantillon : alors que la spectroscopie Raman est basée sur l’excitation 

d’un niveau d’énergie « virtuel », la spectroscopie de résonance Raman est basée sur 

l’excitation du premier niveau électronique (Figure 2.16). Cette excitation est à l’origine 

d’une amplification de signal, appelée effet de résonance. Cette méthode possède l’avantage 

de pouvoir exciter sélectivement une molécule au sein d’un édifice complexe et prend donc 

tout son sens pour l’étude de protéines possédant des chromophores.  De plus, les modes 

amplifiés dépendent de l’excitation effectuée puisque seuls les modes vibrationnels associés à 

la transition électronique vont être amplifiés
(32)

. Ceci permet donc l’étude sélective du 

chromophore et de son environnement qui correspond généralement au « cœur réactif » des 

molécules biologiques. 

 

Figure 2.16: Principe de la spectroscopie Raman et de la spectroscopie de résonance Raman. 
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2.2.3.3. Appareillage 

Un spectromètre Raman est composé d’une source laser dont la lumière aura pour rôle 

d’exciter l’échantillon à analyser. La lumière peut être amenée à l’échantillon soit par un 

chemin optique (à l’aide de miroirs) ou par l’intermédiaire d’une fibre optique. La lumière est 

recueillie par un séparateur (filtre) afin de séparer les contributions de la lumière excitatrice et 

de la lumière diffusée. La lumière diffusée sera alors diffractée par un réseau pour arriver à un 

détecteur de type caméra CCD (Figure 2.17). 

 

Figure 2.17 : Schéma du principe d’un spectromètre Raman dispersif. 

Finalement, le spectromètre Raman mesure la différence de fréquence entre la raie excitatrice 

et la raie de diffusion. Cette différence correspond au déplacement Raman. 

                Equation 2.25 

 

où Δν correspond au déplacement Raman, ν0 à la fréquence d’excitation et νdiffusé à la 

fréquence de la lumière diffusée. 

2.3.3.4. La spectroscopie de résonance Raman des protéines hémiques 

Cette technique a permis beaucoup d’avancées dans l’étude des systèmes biologiques. Elle a 

notamment été exploitée pour l’étude de molécules impliquées dans la photosynthèse
(33)

 ou de 

protéines possédant des centres de type cuivre
(34, 35)

. Une importante littérature est également 

Source 

laser Echantillon

Séparateur

ν0

ν0, ν0-Δν,

ν0+Δν

-Δν, +Δν

Détecteur

Réseau de 
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disponible pour l’étude de protéines hémiques comme l’hémoglobine
(36, 37)

 et la 

myoglobine
(38-40)

 ainsi que pour des protéines plus complexes comme le cytochrome c
(41-43)

 et 

les oxydases terminales
(44-47)

; en effet, les hèmes sont caractérisées par des bandes marqueurs 

de l’état de spin et de l’état d’oxydation (Tableau 2.4) qui font de la spectroscopie Raman une 

méthode de choix pour l’étude des intermédiaires des oxydases terminales.  

Mode Information Etat d’oxydation 

ou de spin 

Fréquence / cm
-1

 Coordination 

ν2 (Cb Cb) Spin Haut spin ≈1565  

Bas spin ≈1585  

ν3 (CaCm) Oxydation et 

spin 

Fe
2+

 haut spin 1472 5 

Fe
2+

 bas spin ≈1490 6 

Fe
3+

 haut spin ≈1480 6 

Fe
3+

 bas spin ≈1505 6 

ν4 (CaN) Oxydation Fe
3+

 ≈1370  

Fe
2+

 ≈1360  

ν10 (CaCm, C=C) Spin Haut spin ≈1610 6 

Haut spin ≈1630 5 

Bas spin ≈1640 6 

Tableau 2.4: Principales bandes marqueurs des hèmes en spectroscopie Raman. 

 

 

Figure 2.18 : Nomenclature des carbones du cycle porphyrinique. 

Concernant les bandes marqueurs de l’état d’oxydation, il a été déterminé des fréquences 

généralement plus basses lorsque l’hème est à l’état réduit. Il est proposé que cet effet est lié à 
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la rétrodonation des électrons π du métal vers le ligand qui peuple les orbitales π* de l’anneau 

porphyrinique. En conséquence, la réduction du centre métallique de la porphyrine est 

directement liée à l’augmentation de la taille du cycle porphyrinique en raison de 

l’augmentation de la taille des liaisons
(41)

. 

Pour les bandes marqueurs de l’état de spin, une fréquence plus faible est observée pour les 

hèmes haut spin. Des calculs théoriques ont démontrés que Fe
3+

 (bas spin et haut spin) et Fe
2+

 

(haut spin) sont des accepteurs d’électrons π alors que Fe
2+

 bas spin est un donneur 

d’électrons π. Une donation d’électrons π du cycle porphyrinique vers le métal devrait donc 

engendrer une diminution des fréquences des liaisons du cycle porphyrinique. Ces effets 

électroniques couplés à l’état d’oxydation du métal engendre donc une compétition entre le 

dépeuplement des orbitales π liées au l’état de spin et au peuplement des orbitales π* liés à la 

réduction du métal. D’après ces considérations électroniques, peu de changements de 

fréquences sont attendus. Les fortes variations observées peuvent en fait s’expliquer par des 

changements structuraux liés à un changement de la symétrie du macrocycle porphyrinique. 

Ces études ont servies de base pour l’attribution des bandes des spectres de résonance Raman 

effectuées au cours de la thèse. 
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3.1. Préparation des échantillons 

3.1.1. Cytochrome bo3 oxydase d’E. coli 

La cytochrome bo3 oxydase a été préparée par Sylvia K. Choi au sein de laboratoire du Pr. 

Robert B. Gennis 
(1)

(Center of Biophysics and Computational Biology, University of Illinois, 

Urbana Champaign, USA). Au cours de cette thèse, la cytochrome bo3 oxydase a été utilisée 

sous forme native et sous une forme native ne possédant pas le premier accepteur d’électron, 

la quinone. Pour les études électrochimiques et pour la caractérisation de surface par 

spectroscopie infrarouge, il a fallu diminuer la quantité de dodécyl maltoside  (DDM) de 

façon à adsorber la protéine sur un réseau tridimensionnel de nanoparticules d’or. Cette 

diminution de la quantité de détergent a été effectuée en échangeant le tampon initial de la 

protéine contenant du détergent par un tampon phosphate de potassium (KPi, 50 mM, pH 7). 

Cet échange a été fait à l’aide d’un dispositif de filtration Amicon Ultra possédant un seuil de 

passage de 50 kDa et un volume de 500 µL (Millipore, Billerica, MA 01821, USA) et d’une 

centrifuge 5804 R (Eppendorf, Le Pecq, France). L’échange de tampon a été effectué à une 

vitesse de 7000 tours/min pendant une durée de 20 min. La concentration finale de 

l’échantillon obtenue est d’environ 100 µM. 

3.1.2. Cytochrome aa3 oxydase de P. denitrificans 

La cytochrome aa3 oxydase a été préparée par Hao Xie au sein de laboratoire du Pr. Hartmut 

Michel 
(2)

(Department of Molecular Membrane Biology, Max Planck Institute of Biophysics, 

Frankfurt/Main, Allemagne). Cette protéine ayant été utilisée dans le but de faire des mesures 

électrochimiques, le procédé de préparation de l’échantillon est le même que celui utilisé 

précédemment. Les mesures électrochimiques effectuées ont porté sur la dépendance pH ainsi 

que sur l’inhibition par le zinc et par le cyanure. Concernant la dépendance pH, les 

échantillons ont été préparés dans un tampon KPi (50 mM) à pH 6.5, 7, 7.5, 8 et 8.5. Les 

échantillons utilisés pour les mesures d’inhibition ont été préparés dans un tampon 

tris(hydroxyméthyl) aminoéthane (Tris) à pH 7 parce que le phosphate coordine le zinc. 

3.1.3. Cytochrome ba3 oxydase de T. thermophilus 

La cytochrome ba3 oxydase a été préparée par le Dr. Mohamed R. Noor au sein de laboratoire 

du Pr. Tewfik Soulimane 
(3)

( Department of Chemical and Environmental Sciences and 
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Materials & Surface Science Institute (MSSI), University of Limerick, Limerick, Ireland). 

Cette protéine a été préparée pour étudier sa dépendance pH par spectroscopie infrarouge 

différentielle et par électrochimie directe. En ce qui concerne l’électrochimie directe, les 

échantillons ont été préparés de la même manière que la cytochrome aa3 oxydase de P. 

denitrificans afin de faire une étude comparative. Pour les études par spectroscopie infrarouge 

différentielle, il a été nécessaire d’utiliser un tampon avec du détergent et un sel de fond, 

puisque contrairement aux études par électrochimie directe, il s’agit d’une étude 

électrochimique en solution. Le sel de fond permet de rendre la solution conductrice alors que 

le détergent permet de solubiliser la protéine et de conserver son intégrité au cours de la 

mesure. Dans notre cas, nous avons utilisé un tampon KPi (50 mM), NaCl (100 mM), 0.02% 

DDM à pH 6, 6.5, 7, 7.5, 8 et 8.5. Afin de concentrer l’échantillon et de faire l’échange de 

tampon, 3 lavages à 7000 tours/min pendant 20 min ont été effectués avec le dispositif de 

filtration mentionné ci-dessus. La concentration finale des échantillons a été déterminée par 

spectroscopie UV-Visible. Pour ce faire, un spectre UV-Visible de l’échantillon a été établi à 

l’état réduit. L’état réduit est obtenu par adjonction d’une faible quantité de dithionite de 

sodium. Le calcul de la concentration se fait alors en mesurant la différence d’absorbance à 

560 nm et 590 nm avec ∆ε=26 mM
-1

.cm
-1(4)

. La concentration finale des échantillons obtenus 

est d’environ 0.8 mM. 

3.1.4. Les deux isoformes de la cytochrome cbb3 oxydase de P. stutzeri 

Les deux isoformes de la cytochrome cbb3 oxydase ont été préparées par Hao Xie au sein du 

laboratoire du Pr. Hartmut Michel 
(5)

(Department of Molecular Membrane Biology, Max 

Planck Institute of Biophysics, Frankfurt/Main, Allemagne). Ces deux isoformes ont été 

préparées dans le but de faire une étude comparative par électrochimie directe, dosage 

électrochimique par spectroscopie UV-Visible, spectroscopie infrarouge différentielle et 

spectroscopie de résonance Raman. Pour les mesures par électrochimie directe et par 

spectroscopie de résonance Raman, les échantillons ont été préparées de la même façon que 

mentionné précédemment dans un tampon KPi (50 mM, pH 7). Pour les mesures par 

spectroscopie infrarouge différentielle, les dosages électrochimiques par spectroscopie UV-

Visible et la mesure d’absorption par spectroscopie infrarouge, les protéines sont préparées de 

la même manière que spécifié précédemment. Dans ce cas, nous utilisons un tampon Tris (20 

mM), NaCl (100 mM), 0.02% DDM à pH 7.5. La concentration des échantillons obtenus est 

mesurée à l’aide du spectre oxydée de chaque isoforme en prenant un coefficient d’extinction 
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molaire de 5.85*10
5
 M

-1
.cm

-1 
à 411 nm

(5)
. La concentration finale ainsi établie est d’environ 

0.7 mM. 

3.1.5. Cytochromes c4, c5 et c551 de P. stutzeri 

Les cytochromes c4, c5 et c551 ont été préparés par Hao Xie au laboratoire du Pr. Hartmut 

Michel (Department of Molecular Membrane Biology, Max Planck Institute of Biophysics, 

Frankfurt/Main, Allemagne). Ces échantillons ont ensuite été conditionnés afin de faire des 

dosages électrochimiques par spectroscopie UV-Visible et pour l’électrochimie directe. 

S’agissant ici de protéines solubles, l’adjonction de détergent n’est ici pas nécessaire. Pour les 

dosages électrochimiques par spectroscopie UV-Visible, les échantillons ont été préparés à 

l’aide de 3 lavages successifs à 7000 tours/min pendant 20 min dans un tampon Tris (20 mM), 

NaCl (100 mM) à pH 7.5 avec un dispositif de filtration possèdant un seuil de passage de 10 

kDa. Pour les mesures en électrochimie directe, les échantillons ont été conditionnés en 

faisant un lavage à 7000 tours/min pendant 20 min avec un tampon KPi (50 mM, pH 7.5). 

3.2. Electrochimie 

3.2.1. Préparation de l’électrode 

3.2.1.1. Synthèse des nanoparticules d’or 

La synthèse des nanoparticules d’or est inspirée de la méthode proposée par Turkevich
(6)

 et 

adaptée par Frens
(7)

. Une solution de citrate de sodium (>99%, 12.5 mL, 39 mM, Sigma-

Aldrich) est ajoutée a une solution d’acide tétrachloroaurique (>99%, 125 mL, 1 mM, Sigma-

Aldrich) préalablement portée à ébullition et sous agitation. Après apparition de la couleur 

rouge intense, la solution est maintenue à ébullition sous agitation pendant 15 min avant 

d’être refroidie à température ambiante. Excepté pour l’étude concernant l’influence de la 

taille des nanoparticules, les nanoparticules d’or utilisées ont un diamètre d’environ 15 nm. Le 

contrôle de la taille des nanoparticules a été effectué par spectroscopie UV-Visible en 

effectuant un ratio Amax/A450 où Amax correspond à la valeur de l’absorbance au maximum de 

la bande plasmonique et A450 correspond à l’absorbance à 450 nm. La valeur du quotient 

obtenu est alors comparé aux valeurs établies dans les tables de références par Haiss et al.
(8)

. 
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3.2.1.2. Fonctionnalisation de l’électrode 

Une électrode d’or polycristalline de 2 mm de diamètre est polie à l’aide d’une pâte diamantée 

de 1 µm et 0.5 µm avant d’être placée dans une cuve à ultrasons pendant 15 min. Cette 

électrode est ensuite activée en maintenant le potentiel à +2.21 V pendant 5 s, -0.14 V 

pendant 10 s puis en cyclant 100 fois entre -0.14 V et 1.71 V à une vitesse de 4 V.s
-1

 dans une 

solution d’acide sulfurique 0.1 M. Afin de vérifier la propreté de l’électrode, un dernier cycle 

est effectué entre ces mêmes bornes de potentiel mais à une vitesse de 0.1 V.s
-1

. Après 

nettoyage de l’électrode, 3 dépôts successifs de 3 µL de nanoparticules d’or stabilisées avec 

du citrate de sodium sont effectués avant d’être séchés à l’air. L’électrode modifiée est ensuite 

activée grâce à 20 cycles de voltampérométrie cyclique effectués entre -0.14 V et 1.71 V à 0.1 

V.s
-1

 dans une solution de H2SO4 0.1 M. La surface de l’électrode ainsi modifiée peut être 

estimée par intégration du pic de réduction de Au-O à environ 1 V en prenant 390 µC.cm
-2(9)

 

comme charge surfacique de référence pour une monocouche d’oxyde d’or. 
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Figure 3.1: Cyclovoltammogramme de l’activation des nanoparticules d’or de 15 nm effectuée dans une solution d’acide 
sulfurique 0.1 M. 

Après activation des nanoparticules, l’électrode est séchée puis immergée pendant 12 h dans 

une solution éthanolique 1:1 de mercaptohexanol et d’hexanethiol (1 mM) à 4°C. L’électrode 

nouvellement modifiée est ensuite rincée dans l’éthanol afin d’enlever les thiols non 

spécifiquement adsorbés sur la surface. Dans le but de vérifier qu’aucun signal ne provienne 

de la modification de la surface, un voltammogramme de référence est mesuré entre les 

bornes d’études dans le tampon dans lequel la protéine a été préparée. La surface de 
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l’électrode est ensuite séchée afin de pouvoir déposer 3 µL de protéine. Pour permettre 

l’adsorption de la protéine, l’électrode est laissée à 4°C pendant 12 h. Avant la mesure avec 

l’échantillon, l’électrode est rincée dans la solution tampon ayant servi à la préparation de la 

protéine avant la mesure afin de supprimer les protéines adsorbées non spécifiquement sur la 

surface modifiée. Toutes les mesures présentées dans ce manuscrit ont été effectués avec un 

montage classique à 3 électrodes connecté à un potentiostat Princeton Applied Research 

VERSASTAT 4. L’électrode auxiliaire utilisée est un fil de platine et l’électrode de référence 

est une électrode Ag/AgCl 3M KCl. Les potentiels mentionnés dans ce manuscrit seront 

donnés par rapport à une électrode standard à hydrogène (ESH). Les mesures 

électrocatalytiques ont été faites à une vitesse de 0.02 V.s
-1

. 

 

Figure 3.2: Les différentes étapes de la fonctionnalisation d'électrode pour les mesures électrochimiques. 

 

3.3. Spectroscopies 

3.3.1. Spectroscopie UV-Visible 

3.3.1.1. Mesures d’absorption 

Des mesures d’absorption ont été effectuées afin de déterminer la concentration des 

échantillons et pour déterminer la taille des nanoparticules
(8)

. Pour la détermination de la 

concentration des protéines, 1 µL de solution  de protéine est ajouté à 600 µL de la solution 

tampon dans laquelle a été préparé l’échantillon. La mesure de référence est effectuée sur la 

solution tampon seule. La procédure permettant d’obtenir la valeur de la concentration en 

protéines est détaillée dans la section 3.1.. 

Synthèse des nanoparticules d’or 

fonctionnalisées avec du citrate de sodium

Dépôt de nanoparticules d’or sur l’électrode

Modification des nanoparticules d’or avec 

un mélange de thiols

Dépôt de la protéine
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Pour déterminer la taille des nanoparticules, une quantité suffisante (environ 5 µL) de la 

solution mère de nanoparticules (c’est-à-dire avant concentration) est ajoutée à 600 µL d’eau 

pour observer convenablement la bande plasmonique provenant des nanoparticules. La 

mesure de référence est effectuée sur de l’eau. La méthode de détermination de la taille des 

nanoparticules est détaillée dans la section 3.3.1.1.. 

Toutes les mesures d’absorption ont été effectuées avec un spectromètre UV-Visible 

VARIAN Cary 300 et des cellules en quartz ayant un trajet optique de 1 cm. 

3.3.1.2. Titrations potentiométriques 

Les titrations potentiométriques sont effectuées à l’aide de la cellule électrochimie en couche 

mince décrite dans la section 2.2.1.2. Afin de conditionner l’échantillon pour les expériences 

électrochimiques en solution, celui-ci est mélangé à un mélange de 18 médiateurs. Ces 

médiateurs couvrent une large gamme de potentiels qui permettent de faciliter le transfert 

d’électrons entre les différents cofacteurs de la protéine redox et l’électrode de travail. Une 

concentration de 25 µM est utilisée pour chaque médiateur afin de ne pas observer leur 

contribution dans le spectre UV-Visible. 

Médiateur Em (vs. ESH) / mV Solvant 

Iodure de (ferrocènyleméthyle)triméthylammonium +815 Ethanol 

Acide 1,1’-ferrocène dicarboxylique +644 Ethanol 

Hexacyanoferrate(II) de potassium trihydraté +420 Eau 

1,1’-diméthylferrocène +341 Ethanol 

Tetrachloro-1,4-benzoquinone +280 Acétone 

Quinhydrone +278 Ethanol 

N,N,N’,N’-tétraméthyl-p-phénylènediamine +270 Eau 

2,6-dichlorophénolindophénol de sodium +217 Ethanol 

Chlorure d’hexaamineruthénium(III) +200 Eau 

Acide anthraquinone sulfonique +185 Ethanol 

1,4-naphtoquinone hydratée +145 Ethanol 

Anthraquinone +100 Ethanol 

5-hydroxy-1,4-naphtoquinone +50 Ethanol 

Duroquinone +10 Ethanol 

Ménadione -12 Acétone 
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2-hydroxy-1,4-naphtoquinone -125 Ethanol 

Acide 9,10-anthraquinone-2,6-disulfonique -225 Ethanol 

Rouge neutre -307 Ethanol 

Dichlorure de méthylviologène hydraté -420 Eau 

Tableau 3.1: Liste des médiateurs utilisés pour la cellule électrochimique en couche mince. 

Pour la titration potentiométrique de la cytochrome cbb3 oxydase, les mesures ont été 

effectuées dans un intervalle de potentiel compris entre -0.09 V et +0.51 V. Le potentiel 

appliqué est contrôlé manuellement à l’aide d’un potentiostat spécifique. Dans le cas d’une 

titration oxydative (c’est-à-dire allant des potentiels les plus faibles vers les potentiels les plus 

élevées), la protéine est complètement réduite (-0.092V pendant environ 10 min) avant de 

prendre le spectre de référence. Des pas de 25 mV sont ensuite effectués et des temps 

d’équilibration compris entre 5 min et 60 min sont nécessaires. Pour définir le temps 

d’équilibration, des spectres successifs sont pris toutes les 5 min jusqu’à ce que le spectre 

UV-Visible ne présente plus de changements à un potentiel donné (prouvant ainsi que 

l’équilibre est atteint).  

Les conditions pour l’ensemble des titrations potentiométriques effectuées au cours de cette 

thèse sont données dans un tableau récapitulatif (Tableau 3.2). Toutes les titrations 

potentiométriques ont été réalisées sur un spectromètre VARIAN Cary 300 avec la cellule 

électrochimique en couche mince et des fenêtres de CaF2 de 4 mm. 

Enzyme Titration oxydative 

(vs. ESH) / V 

Titration réductrice 

(vs. ESH) / V 

pH 

Cytochrome cbb3-I -0.09→+0.51 / 7.5 

Cytochrome cbb3-II -0.09→+0.51 / 7.5 

Cytochrome c4 -0.19→+0.51 +0.51→-0.19 7.5 

Cytochrome c5 +0.01→+0.51 +0.51→+0.01 7.5 

Cytochrome c551 +0.01→+0.51 +0.51→+0.01 7.5 

Tableau 3.2: Tableau récapitulatif des conditions de travail utilisées pour les différentes titrations. 
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3.3.2. Spectroscopie infrarouge 

3.3.2.1. Mesures en transmission 

a. Spectroscopie d’absorption 

Cette méthode a été utilisée au cours de cette thèse afin de déterminer la structure secondaire 

de certaines oxydases terminales en fonction de la température. Pour cela, les échantillons ont 

été préparés dans un tampon deutéré (KPi 50 mM, 0.02% DDM, pD 7). Ces échantillons sont 

alors introduits dans une cellule de transmission connectée à un thermostat. Des spectres sont 

enregistrés à des intervalles de 10 °C entre 5°C et 75°C jusqu’à entière stabilité du spectre 

obtenu. La détermination de la structure secondaire est ensuite obtenue par déconvolution de 

la bande Amide I. Cette procédure est détaillée dans la section 2.2.2.2. 

Toutes les mesures d’absorption ont été effectuées sur un spectromètre BRUKER Vertex 70 

avec une cellule de transmission composée de deux fenêtres de CaF2, l’une plate, l’autre 

biseautée. Les spectres obtenus correspondent à une accumulation de 256 scans à une 

résolution de 4 cm
-1

. 

b. Spectroscopie infrarouge différentielle induite par électrochimie 

Au cours de cette thèse, la spectroscopie infrarouge différentielle a été utilisée pour l’étude de 

plusieurs oxydases terminales. La première étude a permis l’étude de deux isoformes de la 

cytochrome cbb3 oxydase de P. stutzeri alors que la seconde a consisté en l’étude de 

l’influence du pH sur la cytochrome ba3 oxydase de T. thermophilus. Les conditions 

expérimentales sont mentionnées dans le tableau 3.3. Les expériences ont été menées avec la 

cellule électrochimique en couche mince décrite dans la section 2.2.1.2. Les solutions tampon 

utilisées dans chaque cas sont mentionnées dans la section 3.1. 
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Protéine Température / 

°C 

pH Potentiel / V Temps 

d’équilibration / 

min 

cbb3-I 12 7.5  -0.19→+0.61 7 

cbb3-II 12 7.5 -0.19→+0.61 7 

ba3 5 6.5-7-7.5-8-8.5 -0.19→+0.61 5 

ba3, step hème b 5 6.5 -0.19→+0.28 10 

ba3, step hème a3 5 6.5 +0.28→+0.61 12 

ba3, step hème b 5 7 -0.19→+0.25 10 

ba3, step hème a3 5 7 +0.25→+0.61 12 

ba3, step hème b 5 7.5 -0.19→+0.23 10 

ba3, step hème a3 5 7.5 +0.23→+0.61 12 

ba3, step hème b 5 8.5 +0.22→+0.61 10 

ba3, step hème a3 5 8.5 -0.19→+0.22 12 

Tableau 3.3: Conditions expérimentales des différentes expériences de spectroscopie infrarouge différentielle induite par 
électrochimie effectuées au cours de la thèse. 

Toutes les mesures de spectroscopie infrarouge différentielle induite par électrochimie ont été 

réalisées à l’aide d’un spectromètre BRUKER Vertex 70 avec la cellule électrochimique en 

couche mince et de fenêtre de CaF2 de 4 mm. Les spectres obtenus correspondent à un 

moyennage d’au moins 10 spectres pris avec 256 scans à une résolution de 4 cm
-1

. 

3.2.2.2. Mesures en réflexion 

Les mesures en réflexion ont été effectuées sur un spectromètre BRUKER Vertex 70 modifié 

avec une cellule de réflexion ATR HARRICK équipé d’un cristal de diamant ou de silicium 

(pour les mesures nécessitant une exaltation de surface). Tous les spectres ont été mesurés à 

une résolution de 4 cm
-1

 et correspondent à une accumulation de 256 scans. 

a. Spectroscopie d’absorption 

La spectroscopie d’absorption a été utilisée pour mesurer les spectres d’absorption des 2 

isoformes de la cytochrome cbb3 oxydase. Pour ce faire, 3 µL de cytochrome cbb3 oxydase 

sont déposés sur un cristal de diamant avant d’y être séchés. La mesure de référence est prise 
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sur le cristal nu. La tampon dans lequel a été préparé l’échantillon est spécifié dans la section 

3.1.4.. 

b. Spectroscopie infrarouge en réflexion totale atténuée exaltée de surface 

Au cours de cette thèse, la spectroscopie infrarouge en réflexion totale atténuée exaltée de 

surface a été utilisée pour caractériser les surfaces modifiées pour les mesures 

électrochimiques. Pour ce faire, un cristal ATR en silicium a été modifié avec une couche d’or  

de 20 nm d’épaisseur à l’aide d’un métalliseur. 3 µL d’une solution de nanoparticules d’or 

sont ensuite déposés avant d’être séchés à l’air. 10 µl d’une solution éthanolique à 1 mM de 

mercaptohexanol et d’hexanethiol sont alors ajoutés sur la surface modifiée. Après 30 min, la 

surface est rincée afin d’enlever l’excédent de thiols non spécifiquement adsorbés. Pour finir, 

3 µL d’une solution à 100 µM de protéines préparés dans le même tampon que pour les 

mesures électrochimiques sont déposés sur la surface. Après adsorption de l’enzyme, l’excès 

non spécifiquement adsorbé est supprimé par lavages successifs avec une solution tampon.  

3.3.3. Spectroscopie de résonance Raman 

La spectroscopie de résonance Raman a été utilisée afin de comparer les deux isoformes de la 

cytochrome cbb3 oxydase. Pour ce faire, les échantillons ont été séchés sur une fenêtre en 

silicium. Les deux isoformes de la cytochrome cbb3 oxydase ont été préparées dans un 

tampon KPi 50 mM (pH7).  

Les mesures ont été faites sur un spectromètre Raman Renishaw Invia Raman Microscope à 

une résolution de 1 cm
-1

. Pour chaque isoforme, l’excitation a été effectuée à l’aide d’un laser 

Ar à 457 nm à une puissance de 970 µW afin d’obtenir des signaux exaltés pour les 

cofacteurs. Un temps d’exposition de 15 s a été utilisé. 
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4.1. Introduction 

Ce chapitre est dédié au développement de la méthode d’immobilisation de protéines 

membranaires à la surface d’électrodes modifiées avec des nanoparticules d’or. De 

précédentes études ont déjà été établies concernant l’immobilisation de protéines solubles sur 

des nanomatériaux, notamment sur des nanoparticules d’or
(1-4)

 ou des nanotubes de carbone
(5-

8)
. Cependant, l’immobilisation de protéines membranaires représente un vrai challenge 

puisque plusieurs difficultés sont à surmonter (voir section 1.6.1.). La stratégie la plus 

communément employée dans la littérature consiste en l’immobilisation de l’enzyme via un 

hexa-histidine Tag (His-Tag) qui est traditionnellement utilisé par les biologistes lors de 

l’étape de purification de la protéine. Cet His-Tag permet d’obtenir un parfait contrôle de 

l’orientation de la protéine à la surface de l’électrode ainsi que la reconstruction d’un 

environnement biomimétique par la reconstitution d’une membrane lipidique
(9-11)

. Il possède 

malheureusement l’inconvénient de ne pas être applicable à toutes les enzymes puisque celui-

ci doit être placé de façon à permettre le transfert d’électron. C’est pourquoi, au cours de cette 

thèse, nous avons choisi de développer une méthode ne nécessitant pas l’introduction d’un 

His-Tag dans la protéine et permettant ainsi de pallier cette difficulté. Elle se base sur 

l’exploitation de la large surface hydrophobe de cette classe de protéines
(12)

 grâce à 

l’utilisation d’un mélange d’hexanethiol et de mercaptohexanol. Cette méthode a été 

développée sur la cytochrome bo3 oxydase. Ce système a été choisi car il a déjà été 

immobilisé par Jeuken et al.
(13)

 et il nous a donc été possible de comparer nos résultats avec la 

littérature. Afin d’obtenir une meilleure compréhension de notre système, nous nous sommes 

également intéressés à l’influence de la taille des nanoparticules
(14-16)

 sur les signaux 

électrochimiques obtenus. 
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Figure 4.1 : Superposition de la structure cristallographique de la cytochrome bo3 oxydase(12) et de sa surface 
électrostatique (calculée dans le vide). La surface hydrophobe est représentée en gris. 

 

4.2. Etude de la cytochrome bo3 oxydase immobilisés sur des nanoparticules d’or de 15 

nm 

La figure 4.2 montre les cyclovoltammogrammes de la cytochrome bo3 oxydase en présence 

et en absence d’oxygène à pH 7. Les mesures en absence de protéine et en absence de 

nanoparticules sont également présentées. 
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Figure 4.2 : Cyclovoltammogrammes de la cytochrome bo3 oxydase immobilisée sur des nanoparticules d’or de 15 nm en 
présence (courbe bleue) et en absence d’oxygène (courbe rouge), de la cytochrome bo3 en présence d’oxygène et sans 

nanoparticules (courbe verte) et des nanoparticules d’or en absence de protéines (courbe noire). Toutes les mesures ont 
été effectuées dans un tampon phosphate (50 mM, pH 7) à v=0.02 V/s. 
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Le cyclovoltammogramme en absence d’oxygène présente un large signal cathodique et un 

très faible signal anodique à environ -0.13 V. En présence d’oxygène, le signal cathodique se 

transforme en une large vague cathodique à -0.22 V. Le signal anodique a, quant à lui, 

totalement disparu et traduit ainsi l’irréversibilité du transfert d’électrons. Ces deux 

observations semblent traduire l’apparition d’un signal électrocatalytique en présence 

d’oxygène.  La cytochrome bo3 oxydase étant en mesure de réduire l’oxygène en eau, le 

signal électrocatalytique observé en présence d’oxygène semble correspondre à ce 

phénomène. La protéine a également été immobilisée en absence de nanoparticules mais dans 

ce cas, aucun signal n’est observé.  

Les nanoparticules d’or étant connues pour réduire l’oxygène électrocatalytiquement
(17-20)

, 

une mesure de contrôle a été effectuée. Le signal observé à -0.22 V en présence de la protéine 

n’est cependant pas observé sur les nanoparticules seules et prouve, par conséquent, que la 

vague cathodique observée est bien due à la réduction électrocatalytique de l’oxygène par la 

cytochrome bo3 oxydase. 

La méthode d’immobilisation utilisée permet l’immobilisation d’oxydases terminales tout en 

conservant leur activité. Toutefois, une des problématiques majeures de l’électrochimie 

directe de protéines immobilisées sur une électrode est le contrôle de l’orientation. Notre 

méthode étant basée sur l’utilisation de la large surface hydrophobe présente sur les protéines 

membranaires, le contrôle de l’orientation est beaucoup plus aléatoire comparativement aux 

méthodes utilisant l’His-Tag. C’est pourquoi il est nécessaire de s’intéresser plus 

particulièrement à cette question par l’intermédiaire de différentes caractérisations. 

4.3. Estimation de l’orientation de la protéine sur la surface modifiée 

4.3.1. Etude de l’inhibition de la protéine par du cyanure 

Les oxydases hèmes-cuivre sont connues comme étant sensibles à au cyanure (CN
-
)

(21)
. Celui-

ci se fixe sur le centre actif bimétallique pour remplacer l’oxygène. Cette mesure a donc pour 

but de confirmer que la réduction de l’oxygène observé correspond à celle catalysée par la 

cytochrome bo3 oxydase, de déterminer si des signaux des hèmes peuvent être observés sous 

la large vague cathodique et d’estimer quel est l’hème observé le cas échéant puisque le 

cyanure ne peut se coordiner qu’à l’hème haut spin (hème o3). La figure 4.3 montre 
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l’évolution du courant catalytique en fonction de la concentration en CN
-
 observé par 

voltampérométrie cyclique.  
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Figure 4.3 : Cyclovoltammogrammes à différentes concentrations en CN- de la cytochrome bo3 oxydase immobilisée sur 
des nanoparticules d’or de 15 nm (A); influence de la concentration en cyanure sur le courant catalytique (B). 

Par mesure de clarté, seul le cycle allant des potentiels positifs aux potentiels négatifs est 

représenté. L’addition de CN
-
 dans la solution tampon a engendré une diminution continue du 

courant catalytique jusqu’à atteindre un plateau aux fortes concentrations en CN
-
. Cette 

diminution du courant catalytique est également accompagnée d’un décalage de la vague 

catalytique vers des potentiels plus faibles. Ces observations sont une preuve supplémentaire 

que la réduction électrocatalytique de l’oxygène observée provient bien de la protéine. Lors 

de l’inhibition complète, des faibles signaux sont toujours présents. Il est a noté que ceux-ci 

sont comparables aux signaux obtenus en absence d’oxygène et en absence de CN
-
 (Figure 

4.4).  



Développement de la méthode : immobilisation de la cytochrome bo3 oxydase 

 

92 
 

-0,4 -0,3 -0,2 -0,1 0,0 0,1 0,2

-6

-4

-2

0

2

4

C
o

u
ra

n
t 
/ 
µ

A

Potentiel / V vs. ESH

 Sans CN
-

 2000 µM CN
-

 

Figure 4.4 : Cyclovoltammogrammes de la cytochrome bo3 oxydase en présence (courbe rouge) et en absence de CN- 
(courbe noire). Les mesures ont été effectuées dans un tampon phosphate dégazé à l’argon (50 mM, pH 7) à v=0.02 V/s. 

Cette observation semble donc montrer que l’hème o3 n’est pas impliqué dans le signal obtenu 

puisque l’addition de CN
-
 aurait dû entrainer un décalage de son potentiel. 

A partir des mesures effectuées, il a également été possible de déterminer la concentration 

inhibitrice 50 (CI 50) qui correspond à la concentration en cyanure nécessaire pour inhiber 

50% de la protéine à la surface de l’électrode. Celle-ci a été obtenue à 15 µM. Cette CI 50 est 

supérieure aux 8 µM obtenus par Weiss et al.
(11)

 mais reste toutefois dans le même ordre de 

grandeur. Cette différence peut s’expliquer par la plus grande concentration surfacique de 

protéines obtenue sur les nanoparticules ou éventuellement par l’orientation de la protéine 

dans la modification de surface rendant l’accès du CN
-
 plus difficile. 

4.3.2. Etude de la dépendance pH 

La figure 4.5 montre les cyclovoltammogrammes de la cytochrome bo3 oxydase sur des 

nanoparticules d’or de 15 nm à différents pH en absence d’oxygène.  
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Figure 4.5 : Cyclovoltammogrammes de la cytochrome bo3 oxydase immobilisée sur des nanoparticules d’or de 15 nm à 
pH 6 (courbe noire), pH 7 (courbe rouge) et pH 8 (courbe bleue) à v=0.02 V/s. 

Dans les trois cas, un large signal cathodique et un très faible signal anodique sont observés. 

Un décalage du potentiel de 60 mV par unité de pH est observé entre pH 6 et pH 8. Ce 

décalage de potentiel peut typiquement être observé lors de la réaction d’oxydoréduction de la 

quinone Q/QH2 qui implique deux électrons et deux protons. Cependant, le potentiel redox 

observé ne correspond pas au potentiel redox de la quinone libre Q/QH2 qui est de l’ordre de 

100 mV à pH 7
(22)

. Cette différence peut s’expliquer par l’environnement électrostatique de la 

quinone puisque celle-ci, présente en tant que substrat dans la cytochrome bo3 oxydase, peut-

être dans un environnement possédant des résidus chargés mais également interagir avec 

d’autres cofacteurs présents dans la protéine la rendant ainsi plus difficile à réduire 

contrairement à la quinone libre. 

4.3.3. Etude de la cytochrome bo3 oxydase sans quinone 

La figure 4.7 montre les cyclovoltammogrammes de la cytochrome bo3 oxydase sans quinone 

immobilisée sur des nanoparticules d’or de 15 nm en présence et en absence d’oxygène à pH 

7.  
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Figure 4.6 : Cyclovoltammogrammes de la cytochrome bo3 oxydase sans quinone immobilisée sur des nanoparticules d’or 
de 15 nm en présence (courbe rouge) et en absence d’oxygène (courbe noire). Les mesures ont été effectuées dans un 

tampon phosphate (50 mM, pH 7) à v=0.02 V/s. 

Un faible signal cathodique est observé en absence d’oxygène. En présence d’oxygène, ce 

faible signal disparait et une très faible vague apparait. Cette faible vague semble traduire une 

très faible activité de la protéine pour la réduction de l’oxygène et confirme un transfert 

d’électron initial de l’électrode à la quinone. Ces résultats pourrait également traduire un 

transfert d’électrons vers un autre cofacteur que la quinone, par exemple l’hème b. Cependant, 

il est impossible de dire avec certitude qu’une partie de la protéine est orientée de façon à 

transférer les électrons directement à l’hème b car il se peut qu’une faible proportion de 

protéine contienne toujours de la quinone. 

4.3.4. Etude par spectroscopie infrarouge en réflexion totale atténuée exaltée de surface 

(ATR-SEIRAS) 

La modification de surface effectuée sur une électrode peut être suivi par spectroscopie 

infrarouge (Figure 4.7)
(23, 24)

.  
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Figure 4.7 : Suivi par spectroscopie infrarouge en réflexion totale atténuée exaltée de surface des différentes étapes de la 
modification de surface effectuée en électrochimie. L’insert correspond aux signaux ν(C-H) aux différentes étapes de la 

modifications observés entre entre 3000 et 2800 cm-1. 

Pour cela, un cristal de silicium modifié avec une couche d’or de 20 nm d’épaisseur est 

utilisé. Dans un premier temps, les nanoparticules sont déposées sur la surface et les signaux 

caractéristiques des citrates de sodium servant à stabiliser les nanoparticules sont visibles à 

1597 cm
-1

 et 1401 cm
-1(25)

. Ces nanoparticules sont ensuite modifiées avec le mélange 

d’hexanethiol et de mercaptohexanol. Cette modification engendre l’apparition de bandes 

négatives correspondant à la désorption des citrates et de bandes positives à 2930 cm
-1

 et 2858 

cm
-1

 prouvant l’adsorption du mélange de thiols. La dernière étape de la modification 

correspond au dépôt de la protéine et est caractérisée par l’apparition de deux bandes 

caractéristiques des protéines : la bande Amide I à 1657 cm
-1

 et la bande Amide II à 1546   

cm
-1

. La bande Amide I est caractéristique de la structure secondaire de la protéine et permet 

donc d’obtenir des informations quant à l’intégrité de la structure sur les nanoparticules 

modifiées
(26-28)

. Un signal à 1657 cm
-1

 est typiquement observé pour des protéines 

principalement constituées par des hélices α, ce qui est bien le cas pour la cytochrome bo3 

oxydase. 

Cette technique peut apporter des informations quant à l’orientation de la protéine sur la 

surface modifiée puisque de par la nature du phénomène d’exaltation (qui privilégie 

l’exaltation des changements de moments dipolaires perpendiculaires à la surface), il est 

possible d’estimer l’orientation de la protéine sur une surface modifiée en déterminant le 

rapport Amide I/Amide II
(29)

. Plus ce rapport est grand, plus la protéine est orientée 
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perpendiculairement à la surface. En effet, la bande Amide I est composée essentiellement de 

la vibration ν(C=O) dont les changements de moments dipolaires sont parallèles à l’axe des 

hélices alors que la bande Amide II contient principalement les vibrations δ(N-H) et ν(C-N) 

dont les changements de moments dipolaires sont perpendiculaires à l’axe des hélices. 

Sachant que l’exaltation des signaux est observée pour les modes perpendiculaires à la 

surface, le rapport Amide I/Amide II devrait être d’autant plus grand que la protéine est 

orientée perpendiculairement à la surface
(30)

. Typiquement, des valeurs supérieures à 1.5 sont 

observées pour une orientation des hélices perpendiculaires à la surface
(29)

. Dans notre cas, un 

rapport de 1.6 est obtenu montrant donc que la protéine semble être orientée de façon à ce que 

les hélices α soient perpendiculaires à la surface. 

 

Toutes les observations discutées dans la partie 4.3 semblent donc converger vers une 

immobilisation de la cytochrome bo3 oxydase permettant un transfert d’électrons entre la 

surface de l’électrode et la quinone. Une très faible proportion du signal immobilisation 

permettant un transfert d’électrons vers l’hème b est envisageable mais ne peut pas être 

attribué avec certitude. La présence du signal de l’hème b pourrait présenter deux 

explications : 

 La protéine est orientée de façon inhomogène à la surface avec une majeure partie de 

la protéine orientée de façon à permettre le transfert d’électrons vers la quinone et une 

partie minoritaire permettant un transfert vers l’hème b. 

 La protéine est orientée de façon homogène à la surface mais la quinone est située à 

une distance plus faible de la surface de l’électrode que l’hème b facilitant ainsi 

cinétiquement le transfert d’électrons par effet tunnel vers la quinone plutôt que vers 

l’hème b. 

4.4. Etude de l’influence de la taille des nanoparticules 

4.4.1. Détermination de la taille des nanoparticules d’or 

Afin de synthétiser des nanoparticules d’or de tailles différentes, la méthode de synthèse des 

nanoparticules d’or de 15 nm a été adaptée
(31, 32)

. Pour la synthèse des nanoparticules d’or de 

15 nm, 4 équivalents de citrates de sodium pour un équivalent d’acide tétrachloroaurique sont 
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utilisés. Pour obtenir des nanoparticules d’or de taille supérieure, le nombre d’équivalents de 

citrate de sodium est diminué. 

La taille des nanoparticules d’or  et leur dispersité est estimée par spectroscopie UV-

Visible
(33)

. La figure 4.8 présente les spectres UV-Visible des trois synthèses de 

nanoparticules d’or obtenus en faisant varier le nombre d’équivalents en citrate de sodium.  

 

Figure 4.8 : Spectres Visible de différentes synthèses de nanoparticules d’or avec 4 équivalents de citrates (courbe noire), 
1 équivalent de citrate (courbe rouge) et 0.8 équivalents de citrate (courbe bleue) et images TEM confirmant la taille et la 

monodispersité des particules. 

Dans chaque cas, une bande plasmonique est observée prouvant que des nanoparticules d’or 

ont bien été obtenues. La taille de ces nanoparticules est alors déterminée grâce à la méthode 

élaborée par Haiss et al.
(34)

. 

Nombre 

d’équivalents de 

citrates 

Amax/A450 Position de Amax 
Taille des 

nanoparticules / nm 

4 1.62 520 14-16 

1 1.87 537 30-35 

0.8 2.04 540 50-55 

Tableau 4.1 : Caractéristiques des spectres Visible des différentes synthèses de nanoparticules d’or et estimation de leur 
taille. 
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Il est ici bien constaté que plus le nombre d’équivalents en citrates de sodium augmente, plus 

la taille des nanoparticules diminue. Cette diminution de la taille plasmonique est bien 

corrélée avec un déplacement hypsochrome du maximum de la bande plasmonique (Amax). 

La dispersité peut, quant à elle, être estimée à partir de la largeur de la bande plasmonique
(33)

. 

Des nanoparticules d’or assez monodisperses sont obtenues dans chaque cas. Cependant,  il 

est constaté que la polydispersité augmente lorsque la taille des nanoparticules augmente. 

Les résultats obtenus par spectroscopie UV-Vis ont pu être confirmés par des analyses par 

microscopie électronique à transmission (mesures effectuées par les Dr. Marc Schmutz et 

Christian Blanck à la Plateforme de Microscopie Electronique de Cronenbourg).  

4.4.2. Augmentation de la surface de l’électrode 

Les nanoparticules d’or sont communément utilisées afin d’augmenter la surface électroactive 

d’une électrode. Cette caractéristique est particulièrement intéressante en ce qui concerne 

l’étude de protéines membranaires puisque celles-ci ne sont généralement disponibles qu’en 

faibles volumes et faibles concentrations. La figure 4.9 présente les cyclovoltammogrammes 

obtenus après 3 dépôts de nanoparticules d’or de 15 nm, 35 nm et 55 nm.  
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Figure 4.9 : Cyclovoltammogrammes obtenus après 3 dépôts de nanoparticules d’or de 15 nm (courbe noire), de 35 nm 
(courbe rouge) et de 55 nm (courbe bleue). Mesures effectuées dans H2SO4 0.1 M à v=0.1 V/s. 
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La taille de la surface électroactive peut être déduite à partir de l’intégration du pic de 

réduction situé aux alentours de 1 V. Les surfaces obtenues pour les nanoparticules de 15 nm, 

35 nm et 55 nm sont respectivement de 15 cm
2
, 8 cm

2
 et 2.5 cm

2
. On constate donc que la 

surface obtenue après dépôt est inversement proportionnelle à la taille des nanoparticules. 

4.4.3. Influence de la taille des nanoparticules sur la catalyse 

La figure 4.10 présente les cyclovoltammogrammes avant dépôt de la cytochrome bo3 

oxydase et après dépôt de la cytochrome bo3 oxydase en présence et en absence d’oxygène sur 

des nanoparticules d’or de différentes tailles.  

-0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4

-10

-5

0

5

10

15

-0
,2

2

-0
,2

8

15 nm

35 nm

C
o

u
ra

n
t 
/ 
µ

A

Potentiel / V vs. ESH

55 nm

-0
,3

3

 

Figure 4.10 : Cyclovoltammogrammes avant dépôt de la protéine (courbes noires) et après dépôt de la cytochrome bo3 
oxydase en absence (courbes rouges) et en présence d’oxygène (courbes bleues). Les mesures ont été effectuées dans un 

tampon phosphate (50 mM, pH 7) à v=0.02 V/s. 

Dans les trois cas, aucun signal n’est observé en absence de protéine. Après dépôt de la 

protéine, un large signal cathodique et un plus faible signal anodique sont présents dans 

chaque cas en absence d’oxygène. Les taux de couverture observés sont de l’ordre de 3-4 

pmol/cm
2
 dans chaque cas. En présence d’oxygène, le faible signal anodique disparait et le 

signal cathodique se transforme en une large vague typique d’une réduction 

électrocatalytique. Cependant, plus la taille des nanoparticules augmente, plus le potentiel de 

réduction de l’oxygène est décalé vers les potentiels plus faibles c’est-à-dire que lorsque la 

protéine est immobilisée sur des nanoparticules de diamètre élevé, la réduction de l’oxygène 

est obtenue avec une surtension plus élevée. On peut donc penser que les nanoparticules d’or 
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de faible diamètre permettent d’obtenir des taux de transfert d’électrons plus élevés. 

Toutefois, en prenant en compte que les taux de couverture sont du même ordre de grandeur 

dans chaque cas alors que la surface électroactive disponible induite par les nanoparticules est 

différente, il est possible de penser que la différence de potentiel observée peut provenir d’une 

différence de compacité.  

Une étude comparable a été proposée par Suzuki et al. en immobilisant le cytochrome c, la 

bilirubine oxydase et la fructose déshydrogénase sur des nanoparticules de 7 nm, 15 nm et 70 

nm
(14)

. Dans chaque cas, les plus fortes densités de courant ont été obtenues lorsque la taille 

des nanoparticules était supérieure à la taille des protéines. Ils ont donc démontré 

l’importance de la distance entre les protéines. La taille optimale des nanoparticules pour 

l’immobilisation du cytochrome c a été proposée à 15 nm alors qu’elle est de 70 nm pour la 

bilirubine oxydase et la fructose déshydrogénase. Ces résultats ne vont pas dans le sens des 

résultats présentés ici puisque la cytochrome bo3 possède une taille comparable à celle de la 

bilirubine oxydase. Par conséquent, de meilleurs résultats sur des nanoparticules de 55 nm 

étaient attendus. 

4.5. Conclusion 

Ce chapitre décrit la mise au point d’une méthode permettant l’immobilisation d’oxydases 

terminales tout en conservant leur activité catalytique. Une des principales questions 

concernant l’immobilisation d’enzymes sur des surfaces est de connaitre leur orientation. 

Nous avons essayé d’apporter une réponse à cette question à travers diverses expériences 

permettant de discriminer les cofacteurs un par un : quinone, hème b, hème o3. De plus, nous 

avons utilisé la spectroscopie infrarouge afin de pouvoir caractériser l’orientation et l’intégrité 

de la structure sur la surface modifiée. Ces différents éléments nous ont apporté des réponses 

nous permettant de penser que le transfert d’électron interfacial s’effectue essentiellement 

entre l’électrode et la quinone. 

L’étude de l’influence de la taille des nanoparticules d’or  a également permis de montrer que 

ce point était crucial dans l’observation du potentiel de réduction de l’oxygène puisque celui-

ci est décalé vers les potentiels plus faibles lorsque la taille des nanoparticules augmente. 

Ce chapitre pose donc les bases pour les études d’autres oxydases terminales qui seront 

discutées dans les chapitres à suivre. 
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5.1. Introduction 

Dans ce chapitre, une étude de l’inhibition de la cytochrome aa3 oxydase de P. denitrificans 

par le zinc (Zn
2+

) est envisagée.  

L’inhibition des fonctions de la cytochrome aa3 oxydase peut être obtenue par deux voies. La 

première méthode consiste à coordiner une autre molécule que l’oxygène au niveau du site 

actif de façon à bloquer la réduction catalytique de l’oxygène
(1)

 ; les molécules typiquement 

utilisées pour ce type d’inhibition sont le monoxyde de carbone (CO)
(2, 3)

, le cyanure (CN
-
)

(4, 

5)
, le sulfure d’hydrogène (H2S)

(6-8)
 ou le monoxyde d’azote (NO)

(9)
.  

La deuxième méthode consiste à bloquer les chemins de protons par des cations divalents 

comme le zinc ou le cadmium. Ce mode d’inhibition a été discuté dans la littérature pour 

d’autres systèmes impliquant un transfert d’électrons et de protons concertés, notamment au 

niveau de la chaine respiratoire, comme la NADH:ubiquinone reductase
(10, 11)

 ou le complexe 

bc1
(12, 13)

. L’inhibition par le zinc de la cytochrome aa3 oxydase, aussi bien bactérienne
(14-17)

 

que mitochondriale
(18-21)

, est aujourd’hui bien acceptée par la communauté même si les 

conditions de coordination et les sites de liaisons restent controversés. En effet, il est 

communément discuté que Zn
2+

 peut se lier aux sites d’entrée des chemins de protons par 

contre, la coordination du Zn
2+

 à la sortie des chemins de protons est plus mal acceptée. Ce 

travail est en plus rendu difficile par le fait que la structure du chemin de sortie des protons 

n’est pas connue à ce jour. D’autre part, les conditions de liaisons du Zn
2+

 semblent mal 

connues puisque la nécessité d’un potentiel de membrane reste matière à débat. 

Afin de répondre à ces questions, nous proposons l’utilisation de l’électrochimie directe des 

protéines. Pour ce faire, l’électrochimie de la cytochrome aa3 oxydase inhibée par le zinc sera 

comparée à celle inhibée par le cyanure. Une étude de certains mutants bloquant les chemins 

de protons sera présentée. La comparaison des différents effets nous permettra d’apporter des 

éléments de réponse à cette problématique. 
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Figure 5.1 : Structure cristallographique de la cytochrome aa3 oxydase(22) avec les chemins de protons D et K. Les trois 
sites possibles de coordination de zinc sont représentés par les cercles en pointillés noirs. 

 

5.2. Etude de l’inhibition de la cytochrome aa3 oxydase par le cyanure 

Le cyanure est un inhibiteur classique des oxydases hème-cuivre. Celui-ci peut se fixer sur le 

centre actif de la cytochrome aa3 oxydase de façon plus ou moins stable et plus ou moins 

rapide en fonction de l’état dans lequel se trouve la protéine
(5, 23)

. Le cyanure a été utilisé ici 

comme mesure de référence de l’inhibition de la cytochrome aa3 oxydase. La figure 5.2 

présente les cyclovoltammogrammes de la cytochrome aa3 oxydase en absence d’oxygène 

(courbe noire), en présence d’oxygène (courbe bleue) et en présence de CN
-
 (courbe rouge) à 

pH 7.  

Chemin D Chemin K

Sortie

K354

D124

Côté P

Côté N
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Figure 5.2 : Cyclovoltammogrammes de la cytochrome aa3 oxydase immobilisée sur des nanoparticules d’or de 15 nm en 
absence d’oxygène et de cyanure (courbe noire), en présence d’oxygène (courbe bleue) et en présence de cyanure 

(courbe rouge). Toutes les mesures ont été effectuées dans un tampon phosphate (50 mM, pH 7) à v=0.02 V/s. 

En absence d’oxygène, un signal cathodique et un très faible signal anodique sont observés à 

environ -0.18 V. En présence d’oxygène, le signal anodique disparaît alors que le signal 

cathodique se transforme en une large vague typique d’une réduction électrocatalytique de 

l’oxygène par la protéine. Après ajout de CN
-
, la large vague cathodique disparaît au profit 

d’un faible signal cathodique dans la même région que celui observé en absence d’oxygène 

comme cela a été observé dans le cas de la cytochrome bo3 oxydase.  

Dans un premier temps, nous pouvons constater que le signal en absence d’oxygène est très 

peu réversible. Ce signal peut traduire la présence d’une faible quantité d’oxygène dans la 

solution tampon n’ayant pas permis de sonder la protéine en conditions non catalytiques. 

Cette observation permet également d’expliquer le décalage en potentiel observé par rapport 

aux potentiels des cofacteurs déterminés dans de précédents travaux
(24, 25)

 puisque celui-ci a 

déjà été mentionné par Friedrich et al.
(26)

. En effet, les potentiels thermodynamiques des 

hèmes dans les oxydases terminales sont généralement déterminés en conditions non 

catalytiques par des titrations potentiométriques UV/Vis en absence de ligand. Ces mesures 

conduisent à des valeurs de potentiels formels résumés dans le tableau 5.1. Les mesures 

électrochimiques effectuées sur la cytochrome aa3 oxydase conduisent à des valeurs plus 

négatives. Ces différences ont été discutées dans un article de Friedrich et al. où la 

cytochrome aa3 oxydase est immobilisée via un His-Tag, il est stipulé que le décalage en 

potentiel observé provient du faible potentiel du couple Ni
2+

/Ni
+
 utilisé pour la 
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fonctionnalisation de l’électrode. Néanmoins, dans un article plus récent publié par le même 

groupe proposant une simulation pour ce même système
(27)

, il est suggéré que le décalage en 

potentiel observé provient de la transition entre un état non-activé et un état activé qui 

correspond à la protéine fonctionnant dans les conditions catalytiques. Cette transition est 

obtenue en effectuant une réduction de l’enzyme suivi de son oxygénation
(28-30)

. 

Organisme Technique Potentiel / V pH Référence 

P. denitrificans Electrochimie directe -0.18 7 Notre étude 

R. sphaeroides Electrochimie directe -0.20 8 
(26)

 

P. denitrificans Titration 

potentiométrique 

+0.19 (hème a3) / 

+0.43 (hème a) 

6.9 
(24)

 

Tableau 5.1 : Comparaison des valeurs de potentiels obtenus par titration potentiométrique et électrochimie directe de 
la cytochrome aa3 oxydase de différents organismes. 

En présence d’oxygène, la transformation du faible signal cathodique en une large vague 

cathodique prouve que l’enzyme immobilisée sur la surface conserve sa fonction puisque une 

réduction électrocatalytique de l’oxygène est observée. Ce signal ne peut pas être attribué aux 

nanoparticules d’or (explications dans la section 4.2). 

Après ajout de 2 mM de CN
-
, la large vague cathodique disparait alors qu’un faible signal 

apparait à environ -0.17 V. La disparition de la vague cathodique suggère que le cyanure est 

bien coordiné au centre actif puisque la réduction électrocatalytique n’a plus lieu. Si l’hème 

observé en absence d’oxygène devait correspondre au signal de l’hème a3, un décalage du 

potentiel thermodynamique vers des valeurs plus négatives serait attendu
(31)

. Le très faible 

décalage en potentiel observé ne peut cependant pas être considéré comme significatif et il est 

donc très peu probable que le signal du cofacteur observé corresponde à l’hème a3. 

5.3. Etude de l’inhibition de la cytochrome aa3 oxydase par divers mutants des chemins 

de protons 

Un autre moyen d’inhiber la cytochrome aa3 oxydase consiste à muter des acides aminés clefs 

dans le transfert de protons. Afin d'étudier l'effet de ces mutations sur la réduction de 

l'oxygène, trois mutants ont été étudiés
(32-34)

 : 

 K354M où la lysine 354 du chemin K est remplacée par une méthionine ; cette 

mutation inhibe entièrement l’enzyme, 
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 D124N où l’acide aspartique 124 du chemin D est remplacé par une asparagine qui 

conduit à une perte d’activité de 95% comparé à la forme native, 

 D124N/K354M qui correspond au double mutant inhibant les deux chemins de 

protons mais dont l’activité n’a pas été mesurée. 

La figure 5.3 présente les cyclovoltammogrammes en présence d’oxygène de la forme native 

(courbe verte) et des mutants K354M (courbe noire), D124N (courbe rouge) et 

D124N/K354M (courbe bleue) à pH 7. 
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Figure 5.3 : Cyclovoltammogrammes de la cytochrome aa3 oxydase sous forme native (courbe verte) et sous différentes 
formes mutées: K354M (courbe noire), D124N (courbe rouge) et D124N/K354M (courbe bleue)  immobilisées sur des 

nanoparticules d’or de 15 nm en présence d’oxygène. Toutes les mesures ont été effectuées dans un tampon phosphate 
(50 mM) à pH 7 et à v=0.02 V/s. 

En présence d’oxygène, la forme native présente une large vague cathodique à environ -0.19 

V typique d’une réduction électrocatalytique de l’oxygène. Les formes mutées mono-

substituées D124N et K354M présentent quant à elle un potentiel de réduction de l’oxygène 

d’environ -0.28 V et la forme bi-substituée D124N/K354M un potentiel de -0.31 V. 

L’observation d’un courant catalytique pour les formes mutées est surprenante puisque ces 

formes ont été décrites dans la littérature comme étant complètement inactives ou au moins 

partiellement inactives
(32)

. Cependant, certains travaux ont décrit la possibilité pour les 

protons d’entrer par le chemin de sortie
(16)

. Cette fonction peut permettre à l’enzyme de 

réduire l’oxygène avec une efficacité moindre même si les chemins D et K sont inhibés. Selon 

le principe d’électroneutralité qui stipule que la charge de chaque électron entrant dans la 
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partie membranaire doit être compensée par une charge positive
(35)

, cette diminution 

d’efficacité peut également expliquer le décalage en potentiel observé pour les formes mutées 

puisque si la vitesse de formation d’un intermédiaire est limitée par l’assimilation d’un 

proton, cela peut se traduire sur le cyclovoltammogramme par un décalage vers des potentiels 

plus négatifs. 

5.4. Etude de l’inhibition de la cytochrome aa3 oxydase par le zinc 

La figure 5.4 présente les cyclovoltammogrammes en présence d’oxygène de la cytochrome 

aa3 oxydase à différentes concentrations en Zn
2+

. Ces mesures ont été effectuées dans un 

tampon Tris afin d’éviter que le phosphate ne coordine le zinc.  
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Figure 5.4 : Cyclovoltammogrammes de la cytochrome aa3 oxydase immobilisée sur des nanoparticules d’or de 15 nm à 
différentes concentrations en Zn2+. Les mesures ont été effectuées dans un tampon Tris (50 mM) à pH 7 et v=0.02 V/s. 

En absence d’oxygène, un signal comparable à celui obtenu dans un tampon phosphate est 

observé. L’ajout de zinc entraine un décalage de la vague de réduction cathodique vers les 

potentiels plus faibles ainsi qu’une diminution de l’intensité du courant jusqu’à disparition de 

la vague catalytique. Après disparition de la vague cathodique, un faible signal de réduction 

résiduel reste cependant apparent à environ -0.11 V. 

Contrairement aux différents mutants où la réduction de l’oxygène était toujours observée, 

celle-ci est complètement inhibée à forte concentration en Zn
2+

. Cette différence suggère que 

le blocage des chemins de protons D et K ne suffit pas à lui seule à complètement inhiber les 
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fonctions de la protéine et que les protons peuvent bien être délivrés par la sortie. En 

comparant les résultats obtenus pour les différents mutants et celui de l’inhibition par le zinc, 

l’existence de sites de coordination à l’entrée des chemins de protons D et K mais également 

au niveau du chemin de sortie peuvent être envisagées. Le décalage du potentiel de réduction 

de l’oxygène observé en présence de Zn
2+

 semble corréler avec les observations effectuées 

pour les mutants. En effet, dans chaque cas, le transfert de protons est inhibé soit par 

mutation, soit par adjonction de Zn
2+

. Parallèlement, en comparaison à l’inhibition en 

présence de cyanure, ce décalage semble être en lien avec l’assimilation de protons par la 

protéine. L’observation de ce décalage peut être lié au fait que l’assimilation d’un proton 

représente l’étape limitante observée sur le cyclovoltammogramme. 

Ces observations semblent confortées par les résultats obtenus par Kirchberg et al. qui 

proposent que l’injection d’un électron au niveau du CuA coïncide avec un transfert de 

protons provenant des deux côtés de la membrane
(36)

. Le transfert du côté P a pour but de 

préparer le transfert du côté N grâce à des effets à longue distance. Cet effet a été observé en 

présence et en absence de membrane. Par conséquent, le zinc, de par sa nature compétitive 

avec les protons, peut bloquer la préparation du transfert du côté N en se coordinant au niveau 

du côté P mais peut également empêcher l’adressage de protons au site actif par 

l’intermédiaire du chemin de sortie. 

A partir des résultats obtenus à différentes concentrations en Zn
2+

, il est possible de 

déterminer la CI 50. La figure 5.5 présente le courant observé à -0.19 V en fonction de la 

concentration en zinc. Le courant maximal observé peut-être assimilé à l’activité de la 

protéine en fonction de la concentration en Zn
2+

. La valeur de la CI 50 obtenue est d’environ 

5 µM.  

La courbe de détermination de la CI 50 présentée est comparable à celle proposée par 

Kuznetsova et al. qui rapporte une inhibition par le Zn
2+

 similaire entre l’enzyme 

mitochondriale et bactérienne (mesures effectuées sur R. sphaeroides)
(20)

. Kuznetsova et al. 

suggèrent de diviser cette courbe en deux composantes: une composante lente (à des 

concentrations élevées en Zn
2+

, KI= 9 µM) et une composante rapide (à faible concentration 

en Zn
2+

, KI= 230µM) ; ils suggèrent par conséquent que le zinc possède deux sites de liaisons, 

un au niveau de l’entrée du chemin D et l’autre au chemin de sortie. Ils constatent également 

que la composante rapide est observée dans l’enzyme solubilisée (c’est-à-dire en absence de 

potentiel de membrane) contrairement à Mills et al. qui proposent qu’en absence d’un 
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potentiel de membrane, des concentrations en Zn
2+

 de l’ordre du mM sont nécessaires pour 

inhiber l’enzyme
(16)

. 
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Figure 5.5 : Influence de la concentration en Zn2+ sur le courant catalytique mesuré à -0.19 V. 

 

5.5. Conclusion 

Ce chapitre montre que l’électrochimie directe de protéine a pu être utilisée afin d’étudier 

l’inhibition de la cytochrome aa3 oxydase par le zinc. Dans un premier temps, l’effet de 

l’inhibition du transfert de proton nous a permis d’étudier son influence sur les 

cyclovoltammogrammes. Ensuite, grâce à une étude comparative de différents types 

d’inhibition, il a été possible d’émettre des hypothèses quant aux probables sites et conditions 

de coordination du zinc au sein de la protéine. Nous avons notamment pu mettre en évidence 

la nécessité de trois sites de coordination afin de complètement inhiber l’enzyme. 

Néanmoins, des études complémentaires peuvent être réalisées afin de confirmer ces 

hypothèses comme par exemple : 

 L’étude de mutants de résidus pouvant coordiner Zn
2+

 aux entrées des chemins D et K 

comme cela a été fait par Qin et al.
(15)

. En effet, ce groupe a suggéré que les acides 

aminés E101 et H96 était responsables de la coordination du zinc à l’entrée du chemin 

K chez R. sphaeroides. Ils ont aussi proposé qu’un résidu de la sous-unité III à 
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proximité de l’entrée du chemin D pouvait coordiner le zinc et inhiber le chemin D. 

Ces différents aspects pourraient donc permettre de compléter notre étude. 

 L’étude de mutants du chemin de sortie pourrait également apporter des indications. 

Cependant, les acides aminés impliqués ne sont pas précisément connus à ce jour et 

rend donc l’étude difficile. 

  

Figure 5.6 : Structure cristallographique de la cytochrome aa3 oxydase représentée avec les probables sites de 
coordination du zinc. 
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6.1. Introduction 

Ce chapitre est dédié à l’étude de la cytochrome cbb3 oxydase et sera divisé en deux parties. 

La première partie sera consacrée à la comparaison de deux isoformes de cette oxydase de 

type C présente chez P. stutzeri par des méthodes électrochimiques et spectroscopiques. Ce 

type d’oxydases n’est présent que chez les bactéries dont certains organismes pathogènes 

comme, par exemple, H. pylori. Elles sont exprimées à faible tension en oxygène et sont par 

conséquent caractérisées par leur haute affinité pour l’oxygène. 

Deux isoformes de la cytochrome cbb3 oxydase ont également été découvertes chez P. 

aeruginosa. Il a été montré que l’isoforme 1 était exprimée principalement en présence de 

fortes concentrations en oxygène alors que l’isoforme 2 était plus abondamment exprimée à 

faible concentration en oxygène. La différence majeure entre les deux isoformes résidait donc 

dans leur affinité pour l’oxygène
(1)

. 

D’un point de vue structural, les deux isoformes de la cytochrome cbb3 oxydase de P. stutzeri 

sont caractérisés par une forte homologie de séquence au niveau de leur sous-unités 

communes. Cependant, la cbb3-2 possède une sous-unité qui n’est pas présente dans la cbb3-

1 : la ccoQ. Le rôle de cette sous-unité n’est pas connue à ce jour mais des différences de 

stabilité thermique ont été observées par Xie et al.
(2)

. 

 

Figure 6.1: Comparaison des sous-unités des deux isoformes de la cytochrome cbb3 oxydase. Schéma préparé par Hao 
Xie. 

La deuxième partie concernera la caractérisation des donneurs d’électron de cette enzyme par 

des mesures potentiométriques. En effet, il est connu que les électrons sont transférés à la 

cytochrome cbb3 oxydase par l’intermédiaire d’un cytochrome c cependant plusieurs 

protéines de ce type ont été isolées chez P. stutzeri (données non publiées). Des mesures 

d’activité ont été effectuées par l’équipe du Pr. Dr. Hartmut Michel en présence des différents 

donneurs probables afin d’évaluer les candidats intéressants. Deux cytochromes ont permis 
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d’obtenir une activité de réduction de l’oxygène élevée, les cytochromes c4 et c551, alors que 

les mesures effectuées en présence de cytochrome c5 ont montré une activité beaucoup plus 

faible. Des mesures potentiométriques ont ensuite été effectuées au sein de notre laboratoire 

afin de corréler les résultats obtenus avec ceux du laboratoire du Pr. Dr. Hartmut Michel. 

 

Figure 6.2 : Structure cristallographique de la cytochrome cbb3 oxydase
(3)

 (PDB : 3MK7). Cette structure correspond à 
l’isoforme 1 où la sous-unité ccoQ est absente. Les cytochromes c4, c5 et c551 sont également représentés (PDB : 1ETP(4), 

1CC5(5) et 1CCH(6)). 

 

6.2. Comparaison des deux isoformes de la cytochrome cbb3 oxydase 

6.2.1. Etude par spectroscopie UV-Visible 

Avant toute titration potentiométrique, un spectre différentiel est effectué en prenant comme 

référence le plus faible potentiel appliqué moins le spectre du plus haut potentiel appliqué. Ce 

spectre correspond à la contribution des hèmes de la forme réduite moins la forme oxydée. Le 
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spectre inverse correspondant à la forme oxydée moins la forme réduite est également 

effectué. Cette vérification est faite dans deux buts : 

 Vérifier que tous les hèmes à titrer sont visibles sur le spectre différentiel UV-Visible 

et donc que les bornes sont choisies de manière suffisamment larges pour titrer tous 

les chromophores présents dans l’enzyme, 

 Vérifier la réversibilité de la réaction montrant que la protéine est stable au cours de la 

réaction d’oxydoréduction. 

La figure 6.3 montre les spectres de la forme oxydée moins la forme réduite et de la forme 

réduite moins la forme oxydée de l’isoforme 1 de la cytochrome cbb3 oxydase à pH 7.5. Ces 

deux spectres différentiels sont complètement symétriques et indiquent une réversibilité 

complète de la réaction d’oxydoréduction. La bande de Soret et les bandes Q, sensibles à 

l’état d’oxydoréduction sont bien présentes sur le spectre différentiel ; la bande β présente un 

pic à 550 nm et un épaulement à 560 nm caractéristique des hèmes c et b respectivement
(7-9)

. 

La présence de ces signaux confirme que tous les hèmes à titrer ont un potentiel redox 

compris dans la gamme de potentiel choisie. 
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Figure 6.3 : Spectres différentiels UV-Visible de la forme oxydée moins réduite et de la forme réduite moins oxydée de la 
cbb3-1. L’encart correspond aux bandes β utilisées pour différencier les hèmes et tracer les courbes de Nernst. Les 

mesures ont été effectuées entre -0.09 et 0.51 V à pH 7.5. 

Les potentiels redox de chaque chromophore ont pu être déterminés grâce à des titrations 

potentiométriques par spectroscopie UV-Visible. La figure 6.4 représente les spectres 

différentiels de l’isoforme 1 de la cytochrome cbb3 oxydase aux différents potentiels 
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appliqués pour effectuer la titration. La mesure de référence a été effectuée de façon à ce que 

tous les cofacteurs se trouvent à l’état réduit au début de la titration. Le spectre différentiel 

présente différents signaux caractéristiques des hèmes. Le premier correspond à la bande de 

Soret qui se situe à environ 400 nm et regroupe les signaux des différents hèmes présents dans 

la protéine ; compte-tenu de la superposition des signaux et du nombre d’hèmes présents, 

celui-ci ne sera pas utilisé dans l’interprétation des données. L’interprétation des données se 

fera par l’utilisation des bandes Q et plus particulièrement des bandes β. Cette bande possède 

l’avantage de pouvoir discriminer les hèmes de différents types puisqu’elle est située à 

environ 550 nm pour les hèmes c et à 560 nm pour les hèmes b
(9)

. 
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Figure 6.4 : Spectres différentiels successifs obtenus au cours de la titration potentiométrique par spectroscopie UV-
Visible de l’isoforme 1. La référence a été mesurée à -0.09 V. 

Pour chaque isoforme, les graphiques ∆Abs vs. Eapp ont été tracés à la longueur d’onde 

caractéristique de chaque cofacteur ; il en résulte une courbe sigmoïdale dont les potentiels 

sont déductibles grâce à une simulation de courbe faite à l’aide de l’équation de Nernst. La 

figure 6.5 montre les courbes expérimentales et simulées obtenues pour les différents 

cofacteurs des deux isoformes de la cytochrome cbb3 oxydase.  

Concernant les hèmes c, les courbes ont été simulées en utilisant une équation prenant en 

compte trois transferts d’un électron et non un transfert de trois électrons puisqu’il s’agit de 

transferts d’électrons vers des cofacteurs différents. Cependant, même si la courbe simulée 

propose trois valeurs de potentiels très différentes, ces valeurs sont moyennées et trois 

potentiels identiques sont attribués aux hèmes c. En effet, l’allure des courbes ne permet pas 
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de discriminer trois cofacteurs différents puisque trois hèmes c avec des potentiels très 

différents présenteraient des plateaux sur la courbe de titration ; ceci est probablement dû au 

fait que les potentiels des différents hèmes c sont trop proches pour être différenciés.  

Les courbes expérimentales des hèmes b ont été simulées avec une équation prenant en 

compte deux transferts d’un électron. L’allure des courbes permet cette fois-ci de distinguer 

deux transitions. Compte-tenu de la coopérativité souvent impliquée dans les oxydases 

terminales, il est difficile d’attribuer les transitions à un hème en particulier
(10-12)

. Cependant, 

d’après les études déjà publiées dans la littérature, le potentiel redox de l’hème b est supérieur 

au potentiel redox de l’hème b3
(13)

. Des mesures en présence de CN
-
 qui ne se lie qu’à l’hème 

b3 pourraient éventuellement permettre le découplage des hèmes et apporter des informations 

complémentaires quant aux interactions modifiant les potentiels redox des hèmes
(11)

.  
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Figure 6.5 : Courbes expérimentales et courbes de Nernst simulées pour les hèmes b et c des deux isoformes de la 
cytochrome cbb3 oxydase mesurées respectivement à 560 nm et 550 nm. 

Le tableau 6.1 regroupe les potentiels redox des différents hèmes présents dans les deux 

isoformes de la cytochrome cbb3 oxydase et les valeurs obtenues pour d’autres organismes ; 

les valeurs de potentiels des cofacteurs de la cytochrome aa3 oxydase sont précisées à titre de 

comparaison.  
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  E1/2 hèmes c / 

mV 
E1/2 hème b / 

mV 
E1/2 hème b3 / 

mV 

P. stutzeri 

Isoforme 1 (pH 

7.5) 
+170 ±50 +260 ±10 +140 ±20 

Isoforme 2 (pH 

7.5) 
+210 ±50 +270 ±20 +160 ±20 

Pitcher et al. (13) +185, +245 +310 +225 

B. japonicum (pH 7.14)
(9) 

+230, +300, 

+400 
+425 +275 

R. capsulatus
(14) +265, +320 +385  

R. sphaeroides
(15) 

+234, +320, 

+351 
+418 -59 

R. marinus
(16) -50, +195 +120 -50 

aa3 P. denitrificans (pH 6.9)
(17)  / +430 (Hème a) +190 (Hème a3) 

Tableau 6.1 : Tableau récapitulatif des potentiels redox des différents cofacteurs de la cytochrome cbb3 oxydase mesurés 
pour différents organismes. Les potentiels redox déterminés pour la cytochrome aa3 de P. denitrificans sont mentionnés 

à titre de comparaison. Les valeurs mentionnées dans le tableau ont été déterminées à pH 7 sauf mention contraire. 

Une différence de 40 mV est observée entre les hèmes c présents dans les deux isoformes 

mais les valeurs obtenues restent de l’ordre de grandeur de ceux déterminés par Pitcher et 

al.
(13)

. Néanmoins, la différence de 40 mV observée entre les 2 isoformes peut difficilement 

être considérée comme significative puisque les valeurs obtenus correspondent à une 

moyenne des potentiels redox des trois hèmes c. Ces valeurs sont également comparables 

avec les valeurs obtenues pour les premiers accepteurs d’électrons de cytochrome cbb3 

d’autres organismes
(9, 13-16)

. Cette constatation peut s’expliquer par la nature du donneur 

d’électron naturel qui est un cytochrome de type c dont le potentiel redox est généralement 

d’environ +200 mV
(7, 18-22)

.  

Les valeurs de potentiels redox déterminés pour les hèmes b et b3 sont également très proches 

pour les deux isoformes. Les potentiels ont été attribués d’après les données déjà existantes 

dans la littérature montrant que la transition à haut potentiel correspond majoritairement à 

l’oxydation de l’hème b alors que la transition à bas potentiel correspond à l’oxydation de 

l’hème b3. Une différence de 10 mV est observé pour l’hème b et de 20 mV pour l’hème b3. 

Ces faibles différences ne peuvent pas être considérées comme significatives. Les valeurs 

observées sont ici plus négatives que celles déterminées par Pitcher et al. pour le même 

organisme
(13)

 mais reste dans le même ordre de grandeur. De plus, une des grandes 

caractéristiques observée pour les oxydases de type C est la grande différence de potentiel 

entre les hèmes b et b3
(9, 13)

. Cette différence est également observée pour les deux isoformes 

de cytochrome cbb3 oxydase de P. stutzeri puisqu’elle est de 120 mV pour l’isoforme 1 et 110 

mV pour l’isoforme 2. De plus, la cytochrome cbb3 oxydase étant un système anticoopératif, 
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les différences de potentiels observées entre les hèmes b et b3 sont certainement sous-

estimées. Pereira et al. ont estimé un potentiel d’interaction entre les deux hèmes b à partir de 

titrations UV-Visible pour la cytochrome cbb3 de B. japonicum à l’aide d’un modèle décrivant 

des interactions à deux centres
(9)

. Ce potentiel d’interaction a été estimé à une valeur moyenne 

de -30 mV c’est-à-dire que la différence de potentiel entre l’hème b et b3 sera augmentée de 

30 mV. Cependant, il est précisé que des simulations incluant des potentiels d’interactions 

compris entre 0 et -60 mV étaient de qualité équivalente. Des résultats obtenus par simulation 

de courbes de Nernst individuelles peuvent donc être considérés comme fiables. Les valeurs 

de potentiels redox obtenus pour les hèmes b sont dans le même ordre de grandeur quelque 

soit l’organisme étudié même si celui de R. marinus  possède un potentiel étonnamment faible 

(+120 mV) comparé à celui d'autres cytochromes cbb3 oxydases. Concernant l’hème b3, aucun 

consensus ne semble avoir été trouvé puisque des valeurs allant de -59 mV à +275 mV ont été 

déterminées en fonction des organismes étudiés. La seule explication suggérée concernant les 

potentiels redox extrêmement faibles observés pour l’hème b3 consiste à prendre en compte 

l’évolution de la famille des oxydases hèmes-cuivre. En effet, les cytochromes cbb3 oxydases 

sont les membres les plus distants de la famille des oxydases hèmes-cuivre et possèdent une 

plus grande corrélation avec l’évolution des NO réductases
(23, 24)

. 

6.2.2. Etude par électrochimie directe 

6.2.2.1. En absence d’oxygène 

Les deux isoformes ont été comparées en absence d’oxygène par voltampérométrie cyclique. 

Pour ce faire, chaque protéine a été immobilisée sur des nanoparticules d’or de 15 nm selon 

un mode opératoire similaire à celui utilisé pour les protéines décrites dans les chapitres 

précédents. La figure 6.6 présente les cyclovoltammogrammes des deux isoformes de la 

cytochrome cbb3 oxydase obtenus en absence d’oxygène à pH 7.  
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Figure 6.6 : Cyclovoltammogrammes des deux isoformes de la cytochrome cbb3 oxydase immobilisées sur des 
nanoparticules d’or de 15 nm. L’isoforme 1 correspond à la courbe noire et l’isoforme 2 à la courbe rouge. Les mesures 

ont été effectuées dans un tampon phosphate (50 mM, pH 7) et à v=0.1 V/s. 

Dans les deux cas, de larges signaux réversibles sont observés permettant de déterminer des 

potentiels de demi-vague à +0.11 V, -0.11 V et -0.22 V pour l’isoforme 1 et +0.12 V, -0.11 V 

et -0.22 V pour l’isoforme 2. 

En absence d’oxygène, aucune différence notable n’est constatée entre les deux isoformes. La 

largeur des signaux suggère que soit la protéine est orientée de façon inhomogène ou encore 

que les signaux de plusieurs cofacteurs sont observables. 

Afin d’attribuer plus précisément les signaux obtenus, la sous-unité ccoP qui contient deux 

hèmes c a pu être isolée et immobilisée sur la même surface que la cytochrome cbb3 oxydase. 

Les signaux observés ont été comparés à ceux obtenus pour la protéine native contenant 

toutes les sous-unités. La figure 6.7 propose une comparaison entre la sous-unité ccoP et la 

cbb3-1. Le signal observé pour la sous-unité coïncide partiellement  avec le large signal 

réversible à -0.22 V obtenu pour la cbb3-1. 

La présence de ce signal pour la sous-unité suggère que la large vague observée à des 

potentiels négatifs correspond à la superposition de plusieurs signaux correspondant aux 

hèmes c.  
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Figure 6.7 : Cyclovoltammogrammes de la sous-unité ccoP (courbe noire) et de la cbb3-1 (courbe rouge) immobilisées sur 
des nanoparticules d’or de 15 nm. Les mesures ont été effectuées dans un tampon phosphate (50 mM, pH 7) à v=0.1 V/s. 

Dans le but de déterminer les potentiels de demi-vague de chaque cofacteur observé et 

d’obtenir une vision de l’homogénéité de l’orientation de la protéine à la surface, des 

déconvolutions de chaque signaux observés sur les cyclovoltammogrammes ont été 

effectuées. Pour l’isoforme 1 (Figure 6.8), le large signal à +0.11 V a pu être attribué à deux 

composantes et il apparait, par conséquent, que ce signal correspond aux deux hèmes b. 

Comme dans le cas de la titration potentiométrique, il est difficile d’attribuer un potentiel de 

demi-vague à chacun d’eux en raison de la coopérativité
(10-12)

. Pour l’isoforme 2 (Figure 6.9), 

la déconvolution n’a permis d’attribuer qu’un seul signal correspondant probablement à un 

hème b. Il n’est pas possible d’écarter le fait que la coopérativité de cette oxydase n’engendre 

l’apparition que d’un seul signal correspondant à l’hème b et b3 simultanément. Cependant, 

des mesures effectuées par spectroscopie de résonance Raman par Hrabakhova et al. sur la 

cytochrome aa3 oxydase de R. sphaeroides ont montré qu’il était difficile de réduire l’hème 

du site actif probablement en raison de la perturbation du réseau de coopérativité
(25)

. Une 

différence dans la structure du réseau de coopérativité peut donc être envisagée expliquant la 

présence de deux signaux électrochimiques dans le cas de l’isoforme 1 et d’un seul pour 

l’isoforme 2. 

Dans les deux cas, les signaux négatifs ont pu être déconvolués avec trois composantes 

laissant penser que ces signaux correspondent bien aux trois hèmes c comme cela a pu être 

déduit à partir du cyclovoltammogramme de la ccoP. Par ailleurs, les signaux de la ccoP ont 
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aussi été déconvolués et deux hèmes c ont pu être distingués. Les valeurs des potentiels de 

demi-vague, la séparation des potentiels de pics ΔEp à 0.1 V/s et la largeur de pic à mi-hauteur 

de chaque contribution calculée sont compilées dans le tableau 6.2. 

  
E1/2 / mV vs. 

ESH 
ΔEp / mV FWHM / mV 

Isoforme 1 

Hème c -270 5 105 

Hème c -210 15 95 

Hème c -125 15 115 

Hèmes b/b3 
110 

185 

50 

25 

100 

95 

Isoforme 2 

Hème c -260 5 105 

Hème c -200 20 95 

Hème c -120 10 110 

Hèmes b/b3 115 60 100 

CcoP 
Hème c -195 35 140 

Hème c -120 50 160 

Tableau 6.2 : Potentiels de demi-vague, séparation des potentiels de pic ΔEp et largeur de pic à mi-hauteur (FWHM) 
déterminés par déconvolution des différents signaux électrochimiques obtenus par voltampérométrie cyclique. 

La déconvolution des bandes des différentes protéines a également permis d’obtenir une idée 

de l’orientation de la protéine à la surface et de son homogénéité. En effet, la séparation des 

potentiels de pics permet d’estimer quels sont les cofacteurs situés à proximité de la surface 

de l’électrode et la largeur de pic à mi-hauteur permet de caractériser l’homogénéité de la 

surface
(26)

. D’après les ΔEp, il apparait que les hèmes de types c sont proches de la surface 

c’est-à-dire que le premier accepteur d’électron est proche de la surface de l’électrode. 

Cependant, une différence est constatée entre les deux isoformes puisque, pour l’isoforme 2, 

soit un hème de type b n’échange pas d’électrons parce que celui-ci se situe trop loin de la 

surface de l’électrode (à une distance supérieure à 14 Ǻ
(27-30)

), soit un réseau de coopérativité 

différent est impliqué. 

L’homogénéité de l’orientation de la cbb3-1 et de la cbb3-2 semble similaire puisque les 

largeurs de pics à mi-hauteur se situent dans le même ordre de grandeur. Des largeurs 

supérieures ont été observées pour la sous-unité ccoP montrant une plus grande 

inhomogénéité de l’orientation de l’enzyme à la surface. Cette constatation n’est cependant 

pas étonnante puisque la ccoP est une partie soluble de la cytochrome cbb3 oxydase ; or, elle a 

été ici immobilisée à l’aide d’une fonctionnalisation composée d’un mélange de molécules 

polaires et hydrophobes ne permettant pas d’obtenir une orientation homogène. Il est donc 
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possible de penser que l’orientation de la cytochrome cbb3 oxydase à la surface de l’électrode 

est majoritairement contrôlée par la large partie membranaire de ces protéines. 
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Figure 6.8 : Déconvolution à l’aide de fonctions gaussiennes des signaux électrochimiques obtenus pour la cbb3-1 en 
voltampérométrie cyclique en absence d’oxygène. Les signaux déconvolués des hèmes b sont représentés en bleu et 

ceux obtenus pour l’hème c sont représentés en rouge. 
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Figure 6.9 : Déconvolution à l’aide de fonctions gaussiennes des signaux électrochimiques obtenus pour la cbb3-2 en 
voltampérométrie cyclique en absence d’oxygène. Les signaux déconvolués des hèmes b sont représentés en bleu et 

ceux obtenus pour l’hème c sont représentés en rouge. 
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Figure 6.10 : Déconvolution à l’aide de fonctions gaussiennes des signaux électrochimiques obtenus pour la ccoP en 
voltampérométrie cyclique en absence d’oxygène. Les signaux déconvolués pour les hèmes c sont représentés en rouge. 

 

6.2.2.2. En présence d’oxygène 

Les deux isoformes de la cytochrome cbb3 oxydase ont également été comparées par 

voltampérométrie cyclique en présence d’oxygène. La figure 6.12 correspond aux 

cyclovoltammogrammes observés pour chaque isoforme de la cytochrome cbb3 oxydase 

immobilisés sur des nanoparticules d’or de 15 nm en présence d’oxygène à pH 7. Dans 

chaque cas, les signaux réversibles observés en absence d’oxygène se sont transformés en 

large vague cathodique typique d’une réduction électrocatalytique de l’oxygène. Le potentiel 

de réduction de l’oxygène se situe dans chaque cas à -0.12 V. 

En présence d’oxygène, aucune différence n’est observée entre les deux isoformes de la 

cytochrome cbb3 oxydase. Ce résultat corrèle avec ceux obtenus par Xie et al. (Figure 6.11) 

qui n’observent aucune différence concernant l’activité de réduction de l’oxygène mesurée en 

présence de N,N,N’,N’-tetramethyl-p-phenylènediamine (TMPD)
(2)

. Par conséquent, la sous-

unité ccoQ ne semble modifier ni l’affinité pour l’oxygène de la protéine ni son activité 

catalytique. 
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Figure 6.11 : Activité relative et activité de réduction de l’oxygène des deux isoformes de la cytochrome cbb3 oxydase en 
présence de TMPD. Graphique et mesures réalisés par Hao Xie (Max Planck Institute of Biophysics, Frankfurt/Main). 

Il est également à noter que le potentiel de réduction déterminé n’est pas relié au potentiel 

redox observé en absence d’oxygène ou par une titration potentiométrique. En effet, les 

oxydases terminales effectuent la réduction de l’oxygène d’après un « cycle catalytique ». Le 

potentiel catalytique observé sera donc en lien avec l’étape cinétiquement limitante de ce 

« cycle catalytique »
(31)

. 

-0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4

-8

-6

-4

-2

0

2

C
o

u
ra

n
t 
/ 
µ

A

Potentiel / V vs. ESH

 cbb
3
-1

 cbb
3
-2

 

Figure 6.12 : Cyclovoltammogrammes des deux isoformes de la cytochrome cbb3 oxydase immobilisées sur des 
nanoparticules d’or de 15 nm en présence d’oxygène. La cbb3-1 correspond à la courbe noire et la cbb3-2 correspond à la 

courbe rouge. Les mesures ont été effectuées dans un tampon phosphate (50 mM, pH 7) à v=0.02 V/s. 
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6.2.2.3. Stabilité thermique 

Les deux isoformes de la cytochrome cbb3 oxydase ont été étudiées par voltampérométrie 

stationnaire à différentes températures afin de comparer leur stabilité thermique. La figure 

6.13 présente les voltammogrammes des deux isoformes de la cytochrome cbb3 oxydase à 

différentes températures à pH 7 et en présence d’oxygène; ces mesures ont été effectuées à 

1000 t/s. Dans les deux cas, une large vague sigmoïdale typique d’une réduction 

électrocatalytique de l’oxygène est observée. Le point d’inflexion de cette vague sigmoïdale, 

qui correspond au potentiel catalytique
(31)

, est observé à -50 mV pour les deux isoformes. 

Pour la cbb3-1, l’activité catalytique augmente entre 25°C et 35°C puis est constante jusqu’à 

45°C ; une diminution du courant catalytique est observée après cette température. 

Concernant la cbb3-2, le courant catalytique reste constant dans un intervalle de température 

compris entre 25°C et 45°C et diminue à partir de 55°C.  
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Figure 6.13 : Influence de la température sur l’activité catalytique des deux isoformes de la cytochrome cbb3 oxydase 
mesuré par voltampérométrie cyclique. Les mesures ont été effectuées dans un tampon phosphate (50 mM, pH 7) à 

v=0.02 V/s. 

Xie et al. ont également comparé la thermostabilité des deux isoformes de la cytochrome cbb3 

oxydase par calorimétrie différentielle à balayage
(2)

. Pour chaque isoforme, deux températures 

de transition ont été observées. L’isoforme 1 a présenté une stabilité légèrement supérieure à 

l’isoforme 2 puisque des températures de transition de 51.2 et 75.0°C ont été observées pour 

la cbb3-1 alors qu’elles étaient de 41.4 et 65.1°C pour l’isoforme 2. Les valeurs déterminées 

dans notre cas sont proches de celles observées par Xie et al. concernant la première 

température de transition
(2)

. Cependant, nous n’observons pas de diminution d’activité 
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catalytique dès 41°C pour l’isoforme 2. Cette différence peut s’expliquer par la nature de la 

transition observée puisque la mesure électrochimique est directement reliée à l’activité 

catalytique de l’enzyme alors que la mesure par calorimétrie différentielle est liée aux 

changements structuraux de l’enzyme. Nos résultats montrent que la première température de 

transition observée par Xie et al. est liée à une dénaturation partielle de l’enzyme entrainant 

une diminution d’activité catalytique sans engendrer une perte totale de celle-ci. On peut donc 

penser que le site actif n’est pas impacté au cours de cette première température de transition. 

6.2.3. Etude par spectroscopie de résonance Raman 

Les deux isoformes de la cytochrome cbb3 oxydase ont été comparées par spectroscopie de 

résonance Raman. Cette technique permet d’identifier la coordination des hèmes et l’état de 

spin des cofacteurs. La figure 6.14 présente les spectres Raman des deux isoformes de la 

cytochrome cbb3 oxydase obtenus avec une excitation à 457 nm.  
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Figure 6.14 : Spectres Raman des deux isoformes de la cytochrome cbb3 oxydase obtenus avec une excitation à 457 nm. 
Les mesures ont été effectuées dans un tampon phosphate(50 mM) à pH 7. 

Dans les deux isoformes, les principales bandes marqueurs de l’état de spin et d’oxydation des 

hèmes ont pu être observées. L’allure des spectres obtenus est comparable à celle de Varotsis 

et al.
(32)

 et Pinakoulaki et al.
(33)

 pour la cytochrome cbb3 oxydase de R. sphaeroides et P. 

stutzeri avec une excitation à 413 nm. Les bandes ont ainsi pu être attribuées à partir des ces 

travaux. Les bandes obtenues à 1622 cm
-1

 et 1605 cm
-1

 peuvent être attribuées respectivement 

au mode ν10 des hèmes b et c à l’état réduit et à l’hème b3. L’état d’oxydation de l’hème b3 ne 
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peut pas être déduit à ce stade puisqu’aucun décalage de cette bande n’est observé en fonction 

de l’état d’oxydation
(32)

. Deux bandes sont également visibles à 1592 cm
-1

 et 1563 cm
-1

 et 

correspondent au mode ν2 qui est un marqueur de l’état de spin. Les positions de ces bandes 

montrent que les hèmes b et c sont bas spin et que l’hème b3 est haut spin. L’attribution aux 

hèmes a pu être déduite à partir de la littérature où des mesures en présence de ligands se 

coordinant spécifiquement à l’hème b3, comme le monoxyde de carbone ou le cyanure, ont 

permis d’en séparer certaines contributions marqueurs de l’état de spin comme les bandes ν2, 

ν3 et ν10. Deux bandes marqueurs de l’état d’oxydation sont également visibles : la bande ν3 à 

1493 cm
-1

 et 1468 cm
-1

 et la bande ν4 à 1362 cm
-1

. La position de ces deux modes montre que 

tous les hèmes contenus dans l’enzyme sont à l’état réduit. Cependant, cet effet peut être 

attribué à la photoréduction des hèmes engendrée par le laser
(34)

. D’autres modes 

caractéristiques des hèmes sont également distinguables et ont été attribués dans le tableau 

6.3. 

Déplacement Raman / cm
-1

 
Tentative d’attribution 

Isoforme 1/2 

1622 ν10 

1605 ν10 (hème b3) 

1592 ν2 

1563 ν2 (hème b3) 

1493 ν3 

1466 ν3 (hème b3) 

1390 ν29 

1362 ν4 

1310 δ(CH) 

1229 ? 

1173 ν30 

1130 ν44 

Tableau 6.3 : Attributions des différentes bandes observées en spectroscopie de résonance Raman pour les deux 
isoformes de la cytochrome cbb3 oxydase. L’excitation a été effectuée à 457 nm. 

On ne remarque pas de différence notoire entre les spectres des deux isoformes. Ces éléments 

confirment que l’environnement des cofacteurs est similaire dans les deux isoformes. Une 

attribution plus rigoureuse des bandes observées peut être effectuée par l’obtention des 

spectres à l’état oxydée ou en présence de ligands comme CO et CN
-
 qui pourrait permettre de 
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mieux distinguer l’hème b3. Une excitation sélective des hèmes b et des hèmes c parait 

difficile à envisager compte-tenu de la proximité des bandes observées en spectroscopie UV-

Visible
(2)

. 

6.2.4. Etude par spectroscopie infrarouge différentielle 

Afin de caractériser les changements observés au niveau moléculaire dans l’environnement 

des cofacteurs, du squelette polypeptique et les changements d’état de protonation au cours de 

la réaction d’oxydoréduction, une étude par spectroscopie infrarouge différentielle induite par 

électrochimie a été effectuée. La figure 6.15 représente les spectres de la forme oxydée moins 

la forme réduite des deux isoformes de la cytochrome cbb3 oxydase. 
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Figure 6.15 : Comparaison des deux isoformes de la cytochrome cbb3 oxydase par spectroscopie infrarouge différentielle. 
Les mesures ont été effectuées entre -0.09 et +0.51 V dans un tampon Tris à pH 7.5.  

Les signaux positifs correspondent aux changements ayant lieu au cours de l’oxydation et les 

signaux négatifs reflètent les changements se produisant au cours de la réaction de réduction. 

L’attribution des signaux a été effectuée à partir d’études déjà publiées pour d’autres oxydases 

terminales
(8, 17, 35, 36)

, de systèmes modèles possédant des hèmes b
(37)

 et c
(7)

 et  d’études par 

spectroscopie de résonance Raman effectuées sur la cytochrome cbb3 oxydase
(32, 33)

. L’allure 

générale des spectres observés pour les deux isoformes est typique pour les oxydases 

terminales. 
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 Squelette polypeptidique 

Les contributions majeures du squelette peptidique sont observées entre 1680 cm
-1

 et 1620 

cm
-1(38)

. Ces signaux correspondent à la bande Amide I et sont typiques d’une réorganisation 

du squelette peptidique. La réorganisation des feuillets β peut être observée entre 1690-1680 

cm
-1

 et entre 1645-1620 cm
-1 

; celle des hélices α est majoritairement observée entre 1670 et 

1650 cm
-1

. Des signaux correspondant à Amide II sont aussi attendus entre 1570 cm
-1

 et 1520 

cm
-1

 et sont caractéristiques du couplage des vibrations ν(C-N) et δ(N-H). 

 Cofacteurs 

Les vibrations typiques des hèmes sont observées entre 1620 cm
-1

 et 1500 cm
-1 (39)

. Les 

bandes ν37 sont visibles entre 1620 cm
-1

 et 1560 cm
-1

. Une étude par spectroscopie Raman sur 

la cytochrome cbb3 oxydase de P. stutzeri dans sa forme réduite a montré la présence de ce 

signal à 1605 cm
-1

 pour les hèmes bas spin
(33)

. Dans notre cas, ces bandes ont été observées à 

1615 cm
-1

 en oxydation et 1602 cm
-1

 en réduction. Une autre bande caractéristique des 

protéines hémiques est ν38 et se situe entre 1535 cm
-1

 et 1570 cm
-1

. Pour la cytochrome ba3 

oxydase de T. thermophilus, cette bande a pu être attribué pour l’hème b à 1554 cm
-1

 pour la 

forme réduite et à 1533 cm
-1

 dans la forme oxydée
(40)

. Cette bande est difficile à attribuer 

puisqu’il faut prendre en compte l’existence d’autres contributions dans cette zone spectrale. 

Cependant, des positions plausibles de cette bande se trouvent à 1562 cm
-1

 et 1540 cm
-1

 pour 

l’isoforme 1 et 1554 cm
-1

 et 1540 cm
-1

 pour l’isoforme 2. 

 Propionates des hèmes 

Les bandes correspondant aux propionates des hèmes dans leur forme protonée sont 

généralement présentes entre 1710 cm
-1

 et 1675 cm
-1

. Une étude de Behr et al.
(41)

 présentant 

un marquage spécifique des quatre propionates des hèmes au 
13

C dans la cytochrome aa3 

oxydase de P. denitrificans a montré une diminution de l’intensité d’une bande négative à 

1676 cm
-1

 dans le spectre réduit moins oxydé afin de prouver l’existence des signaux des 

propionates à cette position. Dans notre étude, une bande à 1690 cm
-1

 pour l’isoforme 1 et une 

à 1687 cm
-1

 pour l’isoforme 2 dans leur forme oxydée sont attribuées à la vibration ν(C=O) 

des propionates des hèmes. Les bandes des propionates des hèmes dans leur forme déprotonée 

sont observées entre 1570 cm
-1

 et 1530 cm
-1

 pour la vibration ν(COO
-
)

as
 et aux environs de 
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1400 cm
-1

 pour ν(COO
-
)

s
. Dans la cytochrome aa3 oxydase de P. denitrificans, ces signaux 

ont été visualisés respectivement à 1538 cm
-1

 et 1390 cm
-1(41)

. Sur les spectres différentiels 

des deux isoformes de la cytochrome cbb3 oxydase, des signaux à 1562 cm
-1

 et 1404 cm
-1

 et à 

1554 cm
-1

 et 1404 cm
-1

 sont présents respectivement pour la cbb3-1 et pour la cbb3-2. 

 Acides aminés individuels 

Les arginines présentent des modes vibrationnels ν(CN3H5)
as

 vers 1675 cm
-1

 et ν(CN3H5)
s
 

vers 1635 cm
-1(38)

. Dans notre étude, une arginine pourrait contribuer aux vibrations à 1680 

cm
-1

 et 1636 cm
-1

 en réduction pour l’isoforme 2. 

Les acides aspartiques et glutamiques possèdent également des modes de vibration visibles 

sur le spectre différentiel. La vibration ν(C=O) de l’état protoné est visible entre 1790 cm
-1

 et 

1710 cm
-1

 alors que l’état déprotoné est caractérisée par les vibrations ν(COO
-
)

as
 entre 1590 

cm
-1

 et 1530 cm
-1

 et ν(COO
-
)

s
 entre 1430 cm

-1
 et 1380 cm

-1(42)
. Pour la cytochrome cbb3 

oxydase oxydée, des acides aspartiques ou glutamiques protonés sont observés à 1741 cm
-1

 et 

1712 cm
-1

 pour la cbb3-1 et à 1744 cm
-1

 pour la cbb3-2. Les formes déprotonées peuvent être 

identifiées en réduction à 1562 cm
-1

, 1540 cm
-1

, 1425 cm
-1

 et 1404 cm
-1

 pour l’isoforme 1 et à 

1554 cm
-1

, 1540 cm
-1

, 1425 cm
-1

 et 1404 cm
-1

 pour l’isoforme 2 dans la cytochrome cbb3 

oxydase réduite. 

Les bandes des tyrosines peuvent également être visibles sur un spectre différentiel. Elles sont 

souvent observées dans leur forme protonée vers 1520 cm
-1

 et entre 1270 cm
-1

 et 1235 cm
-1

 

alors que les formes déprotonées sont observées vers 1500 cm
-1

 et 1270 cm
-1(42)

. L’isoforme 1 

possède un signal de Tyr-OH à 1237 cm
-1

 en réduction et de Tyr-O
-
 à 1502 cm

-1
 et 1262 cm

-1
 

en oxydation. Les signaux similaires sont observés pour l’isoforme 2 à 1238 cm
-1

 et à 1503 

cm
-1

 et 1260 cm
-1

. 

Fréquence isoforme 1 / 

cm
-1 

Fréquence isoforme 2 / 

cm
-1 

Tentative d’attribution 

+ - + - 

  1744  ν(C=O) Asp/Glu 

1741    ν(C=O) Asp/Glu 

1712    ν(C=O) Asp/Glu 

  1690  ν(C=O) propionates des hèmes 
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Amide I (feuillets β) 

1687    ν(C=O) propionates des hèmes 

Amide I (feuillets β) 

   1680 ν(CN3H5)
as

 Arg 

Amide I (coudes, feuillets β) 

 1668   Amide I (coudes, hélices α) 

   1664 Amide I (coudes, hélices α) 

1658    Amide I (hélices α) 

  1654  Amide I (hélices α) 

1645    Amide I (feuillets β) 

  1636  Amide I (feuillets β) 

ν(CN3H5)
s
 Arg 

1635    Amide I (feuillets β) 

 1625   Amide I (feuillets β) 

   1623 Amide I (feuillets β) 

1615    ν37 hèmes b/c 

  1614  ν37 hèmes b/c 

 1602  1602 ν37 hèmes b/c
 

 1562   ν38 hèmes b/c 

ν(COO
-
)

as
 Asp/Glu 

ν(COO
-
)

as
 propionates des hèmes 

Amide II 

   1554 ν38 hèmes b/c 

ν(COO
-
)

as
 Asp/Glu 

ν(COO
-
)

as
 propionates des hèmes 

Amide II 

 1540  1540 ν38 hèmes b/c 

ν(COO
-
)

as
 Asp/Glu 

ν(COO
-
)

as
 propionates des hèmes 

Amide II 

 1524  1524 Amide II 

  1503  Tyr-O
- 

1502    Tyr-O
-
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1480  1480  ν39 hèmes b/c 

 1425  1425 ν(COO
-
)

s
 Asp/Glu 

 1404  1404 ν(COO
-
)

s
 propionates des hèmes  

ν(COO
-
)

s
 Asp/Glu 

1262    Tyr-O
-
 

  1260  Tyr-O
-
 

   1238 Tyr-OH 

 1237   Tyr-OH 

Tableau 6.4: Récapitulatif des bandes observées sur les spectres différentiels induits par électrochimie des deux 
isoformes de la cytochrome cbb3 oxydase et tentatives d’attributions. 

En résumé, les vibrations ν(C=O) des acides aspartiques, glutamiques et des propionates des 

hèmes protonés sont observées à des nombres d’ondes plus élevées dans le cas de l’isoforme 

2. Cette différence implique que les résidus protonables engagés dans la réaction 

d’oxydoréduction sont situés dans des environnements plus hydrophobes pour la cbb3-2. Les 

acides glutamiques/aspartiques et les propionates des hèmes peuvent être impliquées dans des 

échanges de protons au cours de la réaction d’oxydoréduction afin de maintenir 

l’électroneutralité au cours de la réduction
(43)

. Les meilleurs candidats pour l’attribution de ces 

signaux sont donc les acides situés à proximité des hèmes comme Glu122 ou Glu323 qui sont 

situés dans un environnement hydrophobe et pourrait participer au maintien de 

l’électroneutralité dans l’environnement de l’hème b3
(3)

 mais d’autres candidats ne sont pas à 

exclure. Il a été montré que la mutation de l’équivalent de Glu122 chez V. cholerae et R. 

sphaeroides induisait une perte d’activité et la perte d’un Ca
2+

 pontant les propionates des 

hèmes b et b3
(44)

. Cet atome de calcium remplace l’arginine pontant les propionates sur les 

deux hèmes voisins dans les oxydases de type A et B (Figure 6.16). Il a donc été proposé que 

cet acide glutamique participait au maintien de l’intégrité structurale de l’enzyme et qu’il ne 

participait donc pas au pompage de protons
(44)

. Le pKa de cet acide aminé essentiel est donc 

probablement faible afin de le maintenir dans un état déprotoné permettant la coordination du 

Ca
2+

 et peut être écarté avec certitude dans l’attribution du signal observé. 
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Figure 6.16 : Représentation de la conservation des arginines pontantes dans les oxydases terminales de type A (PDB : 
1M56(45)) et B (PDB : 1EHK(46)) et comparaison avec les oxydases de type C (PDB : 3MK7(3)). Dans les oxydases de type C, 

l’arginine pontant les deux hèmes est remplacée par un atome de calcium. 

La deuxième différence notable entre les deux isoformes est la possible présence d’une 

arginine sur le spectre différentiel de la cbb3-2. La candidate la plus probable est Arg57 

pontant deux propionates de l’hème b par liaisons hydrogènes
(3)

. Cette arginine est largement 

conservée dans les oxydases terminales. Il faut cependant garder à l’esprit que la structure 

cristallographique de la cbb3-2 n’est pas connue à ce jour et que cette interprétation est basée 

sur la structure de la cbb3-1. Qian et al. ont proposé que cette arginine jouait un rôle important 

dans le transfert d’électrons entre le CuA et l’hème a dans la cytochrome aa3 oxydase de R. 

sphaeroides puisque sa mutation engendre une diminution de la différence de potentiel entre 

ces deux relais d’électrons et donc une diminution de la cinétique de transfert d’électrons
(47)

. 

La différence observée entre les deux isoformes permet d’envisager un rôle différent de cet 

acide aminé dans les deux isoformes. 

Les tentatives d’attributions ainsi que les différences observées entre les deux isoformes ont 

été établies à partir de deux protéines dans la forme native. Il reste évident que cette étude ne 

permet pas d’établir avec certitude la raison des différences observées et il est par conséquent 

nécessaire de compléter cette étude en comparant ces données avec celles de mutants des 

acides aminés discutés.  

6.2.5. Etude de la stabilité thermique par spectroscopie infrarouge  

Afin d’étudier les changements de structures secondaires induits par la température, les deux 

isoformes ont été comparées par spectroscopie infrarouge en transmission à différentes 

Type A Type B Type C

Arg481
Arg482

Arg449
Arg450

Arg57
Ca2+

Hème a Hème a3 Hème b Hème a3 Hème b Hème b3
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températures (Figure 6.17). Ces mesures ont été effectuées en solution tampon deutérée afin 

de s’affranchir de la contribution de l’eau sous la bande Amide I. 
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Figure 6.17 : Comparaison de la stabilité thermique des deux isoformes de la cytochrome cbb3 oxydase entre 15°C et 75°C 
par spectroscopie infrarouge en transmission. Les mesures en gras représentent les températures extrêmes (15°C en bleu 

et 75°C en rouge). 

La première différence notable entre les deux isoformes concerne la position Amide I à 1656 

cm
-1

 pour l’isoforme 1 et à 1654 cm
-1

 pour l’isoforme 2 (qui possède une sous-unité CcoQ 

supplémentaire) laissant présager une plus grande proportion d’hélices α pour la cbb3-I à 

15°C. Cette observation est vérifiée par la déconvolution de la bande Amide I
(48)

 à 15°C 

résultant en une différence de 10 % d’hélices α entre les deux isoformes (60 % pour la cbb3-1 

et 50 % pour la cbb3-2). Pour les deux isoformes, la bande Amide I est décalée vers les basses 

fréquences au cours de l’augmentation de température traduisant la diminution de la 

proportion d’hélices α. Ce changement de structure secondaire est également confirmé par la 

déconvolution de la bande Amide I puisque une perte de 10 % est constatée entre 15°C et 

75°C pour chaque isoforme. 

La mesure en solvant deutéré permet également d’obtenir des informations grâce à la bande 

Amide II
(49)

. En effet, l’échange H/D découple les vibrations ν(C-N) et δ(N-H) et il en résulte 

un décalage de la vibration ν(C-N) vers 1460 cm
-1

 et de δ(N-H) vers 1070-900 cm
-1

. Le 

dépliement de la structure tertiaire de la protéine (permettant l’échange H/D d’éléments 

structuraux non accessibles dans la structure de départ) peut par conséquent être sondé par la 

décroissance de la bande Amide II et l’augmentation de la bande Amide II’ résultant du 
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découplage des vibration ν(C-N) et δ(N-H). Pour chaque isoforme, la disparition de la bande 

Amide II couplée à une augmentation de la bande Amide II’ est observée traduisant 

l’ouverture de la structure. 

En comparaison aux données publiées par Xie et al.
(2)

 qui suggèrent une stabilité thermique de 

l’isoforme 1 supérieure de 10°C, il est dans notre cas difficile d’estimer des changements 

structuraux majeurs induisant la dénaturation puisque seul 10% d’hélices α sont perdus au 

cours de l’augmentation de température. De plus, la disparition de la bande Amide II est 

observée dans les deux cas.  

La corrélation des résultats obtenus par spectroscopie infrarouge avec les données obtenues 

par électrochimie directe montre que la diminution d’activité peut essentiellement être 

corrélée à des changements de structures tertiaires puisqu’aucune transition particulière ne 

peut être observée par spectroscopie infrarouge entre 45°C et 55°C. 

Isoforme 
Température / 

°C 
Hélices α / % Coudes / % 

Feuillets β + 

désorganisés / % 

cbb3-1 
15 60 5 35 

75 50 5 45 

cbb3-2 
15 50 15 35 

75 40 10 50 

Tableau 6.5 : Changements de structures secondaires observés au cours de l’augmentation de température. Les résultats 
ont été obtenus par déconvolution de la bande Amide I à la température correspondante(48). 

 

6.3. Caractérisation et identification des donneurs naturels d’électrons de la cytochrome 

cbb3 oxydase           

6.3.1. Titration potentiométrique par spectroscopie UV-Visible 

Les titrations potentiométriques des différents donneurs d’électrons naturels d’électrons ont 

été effectuées par spectroscopie UV-Visible afin de déterminer les potentiels 

d’oxydoréduction de chacun d’entre eux. La figure 6.18 présente le spectre différentiel du 

cytochrome c4 obtenu pour la forme oxydée moins la forme réduite et inversement à pH 7.5. 

Les spectres différentiels des deux autres donneurs d’électrons sont présentés en annexe et 

présentent des bandes similaires. Les spectres différentiels de chaque donneur sont 

comparables à ceux obtenus pour d’autres protéines contenant des hèmes c avec une bande β 
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caractéristique à environ 550 nm, une bande α vers 520 nm et une bande de Soret entre 400 et 

425 nm 
(7, 50, 51)

 (Tableau 6.6). Dans chaque cas, le spectre différentiel est parfaitement 

réversible et présente tous les signaux des hèmes à titrer. Compte-tenu de la présence d’un 

seul type d’hème dans chaque cas, le maximum de la bande de Soret est utilisé pour la 

détermination des potentiels d’oxydoréduction. 
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-0,08

-0,06

-0,04

-0,02

0,00

0,02

0,04

0,06

0,08

5
5

0


A

b
s

Longueur d'onde / nm

 Forme oxydée - forme réduite

 Forme réduite - forme oxydée

4
1

9

 

Figure 6.18 : Spectres différentiels UV-Visible de la forme oxydée moins réduite et de la forme réduite moins oxydée du 
cytochrome c4. Les mesures ont été effectuées entre -0.19 et 0.51 V dans un tampon Tris à pH 7.5. 

 

 Soret / nm α / nm β / nm 

Cytochrome c4 419 521 550 

Cytochrome c5 421 524 554 

Cytochrome c551 418 520 551 

Tableau 6.6 : Maxima des bandes de Soret, α et β pour chaque substrat en spectroscopie UV-Visible différentiel induit 
par électrochimie. 

La détermination des potentiels d’oxydoréduction a été effectuée selon le même principe que 

pour la cytochrome cbb3 oxydase c’est-à-dire en traçant les graphiques ΔAbs vs. Eapp puis en 

simulant les courbes obtenues à l’aide d’une équation de Nernst (Figure 6.19). Comme les 

cytochromes c5 et c551 ne possèdent qu’un seul hème, une équation proposant une transition à 

un électron a été utilisée. Pour le cytochrome c4 qui possède deux hèmes, une équation 

impliquant deux transitions à un électron a été appliquée pour la simulation. Les résultats 

obtenus sont compilés dans le tableau 6.7. 
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Figure 6.19 : Titrations potentiométriques des cytochromes c4, c5 et c551. Les titrations réductrices sont représentées en 
noir et les titrations oxydatives sont représentées en rouge. Toutes les mesures ont été effectuées dans un tampon Tris 

(50 mM) à pH 7.5. 

 

 Potentiel / mV vs. ESH 

Cytochrome c4 210 / 310 

Cytochrome c5 310 

Cytochrome c551 225 

Tableau 6.7 : Potentiels d’oxydoréduction obtenus par titration potentiométrique de chaque donneur d’électrons 
probables.  

Les potentiels d’oxydoréduction déterminés par spectroscopie UV-Visible montrent que le 

potentiel du cytochrome c5 est supérieur à ceux des cytochromes c4 et c551. Ces résultats sont 

en accord avec ceux obtenus par Hao Xie du laboratoire du Pr. Dr. Hartmut Michel à 

Frankfurt montrant que l’activité de réduction de l’oxygène est largement supérieure en 

présence des cytochromes c4 ou c551 qu’en présence du cytochrome c5. La raison de cette 

différence semble donc provenir du potentiel d’oxydoréduction du donneur d’électron puisque 

l’augmentation de ce potentiel engendre une diminution de la capacité de transfert d’électron 

aux hèmes c de l’enzyme qui présentent un potentiel voisin de +200 mV.  

Une étude du même type concernant la caractérisation du donneur d’électron naturel de la 

cytochrome cbb3 oxydase de V. cholerae a été proposée par Chang et al.
(21)

. Des mesures 

d’activité de la cytochrome cbb3 oxydase en présence de cytochrome c4 et c5 ont été 
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effectuées. Il a été montré que le cytochrome cbb3 oxydase présentait une activité de réduction 

de l’oxygène en présence de cytochrome c4 uniquement mais ils n’ont pas exclu que d’autres 

cytochromes de type c pouvaient jouer le rôle de substrat naturel. Notre étude semble montrer, 

qu’en plus du cytochrome c4, le cytochrome c551 peut potentiellement jouer le rôle de substrat 

naturel de la cytochrome cbb3 oxydase. 

 

Figure 6.20 : Activité enzymatique relative des deux isoformes de la cytochrome cbb3 oxydase en présence de 
cytochrome c4, c5 ou c551. Graphiques et mesures réalisés par Hao Xie. 

 

6.3.2. Détermination des potentiels d’oxydoréduction par électrochimie directe 

Afin de compléter les données obtenues par titrations potentiométriques, les trois substrats de 

la cytochrome cbb3 oxydase ont été caractérisés par électrochimie directe. La figure 6.21 

montre les cyclovoltammogrammes obtenus pour les cytochromes c4, c5 et c551 immobilisés 

sur des nanoparticules d’or de 15 nm à pH 7.5. Les cytochromes c5 et c551 présentent chacun 

un pic réversible typique d’une protéine monohémique alors que le cytochrome c4 présente 

deux pics réversibles caractéristiques d’une protéine dihémique. Ces caractéristiques montrent 

que dans chaque cas, l’immobilisation permet le transfert d’électrons entre les cofacteurs 

présents dans chaque substrat.  
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Figure 6.21 : Cyclovoltammogrammes des trois substrats potentiels de la cytochrome cbb3 oxydase. Les mesures ont été 
effectuées dans un tampon phosphate (50 mM) à pH 7.5. 

Les potentiels de demi-vague ont été déterminés pour chaque donneur d’électrons et sont 

compilés dans le tableau 6.8.  

 Potentiel / mV vs. ESH 

Cytochrome c4 210 / 310 

Cytochrome c5 275 

Cytochrome c551 250 

Tableau 6.8 : Potentiels de demi-vague obtenus par voltampérométrie de chaque donneur d’électrons probables.  

Comme observé par titration potentiométrique, les cytochromes c4 et c551 possèdent au moins 

un cofacteur avec un potentiel de demi-vague plus négatif que le cytochrome c5. Ceci 

explique les résultats observés lors des mesures d’activités effectués par Hao Xie. Il est 

également intéressant d’observer la corrélation entre la force électromotrice entre le donneur 

et l’accepteur d’électron et l’activité puisque l’activité enzymatique la plus élevée a été obtenu 

en présence de cytochrome c4 qui possède l’hème avec le potentiel le plus bas. Pour le 

cytochrome c5, dont le potentiel de demi-vague est le plus positif des trois donneurs, l'activité 

est drastiquement diminuée (Figure 6.20). Le potentiel d’oxydoréduction de l’hème c de 

chaque substrat semble avoir une influence cruciale dans la cinétique de réduction de 

l’oxygène par la cytochrome cbb3 oxydase. 
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Il est également à noter qu’une différence est observée dans les valeurs de potentiels 

d’oxydoréduction obtenus par titration potentiométrique et par voltampérométrie cyclique 

même si les valeurs restent proches puisque le plus grand changement est observé pour le 

cytochrome c5 (35 mV). Les trois protéines conservent donc leur intégrité structurale sur la 

surface modifiée et les dissimilitudes observées peuvent être attribuées à l’interaction entre la 

protéine et le support ou encore aux interactions protéines-protéines
(19, 52-54)

. 

6.4. Conclusion 

La comparaison des deux isoformes à travers différentes techniques de caractérisation 

complète les données publiées par Xie et al. et confirme que les deux isoformes de la 

cytochrome cbb3 oxydases sont très semblables concernant leur activité de réduction de 

l’oxygène et les propriétés de leurs cofacteurs redox. Cependant, la spectroscopie infrarouge 

différentielle couplée à  l’électrochimie montre des différences au niveau des résidus acides et 

de possibles acides aminés impliquant des différences mécanistiques. Afin de confirmer le 

rôle des acides aminés proposés, des études de protéines mutées seront nécessaires dans le 

futur. 

L’étude des cytochromes c4, c5 et c551 comme potentiels donneurs d’électrons à la cytochrome 

cbb3 oxydase a permis d’apporter une explication quant à la différence d’activité de réduction 

de l’oxygène observée en présence de chaque substrat. Le cytochrome c5, dont le potentiel 

d’oxydoréduction est plus élevé que celui des cytochromes c4 et c551, donne lieu à une activité 

plus faible de la cytochrome cbb3 oxydase. Cette différence peut être expliquée par la 

différence de force électromotrice engendrée par la différence de potentiel de chaque donneur 

d’électrons. 
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7.1. Introduction 

Ce chapitre est consacré à la comparaison d’oxydases terminales des différentes familles : la 

cytochrome aa3 oxydase de type A, la cytochrome ba3 oxydase de type B et la cytochrome 

cbb3 oxydase de type C.  

Ce travail de comparaison a pour but d’étudier l’influence des potentiels d’oxydoréduction 

des différents cofacteurs sur la réaction de réduction de l’oxygène à travers l’étude de 

l’influence du pH. En effet, ces trois oxydases terminales ne présentent ni la même 

dépendence vis-a-vis du pH ni le même ordre relatif des potentiels d’oxydoréduction. La 

cytochrome ba3 oxydase est atypique en ce sens puisque le potentiel de demi-vague de l’hème 

b, qui joue le rôle de relais d’électron vers le site actif, possède un potentiel d’oxydoréduction 

inférieur à celui de l’hème a3 du site actif
(1)

. Aucune oxydase terminale de type A ou de type 

C n’a présenté cette dépendance particulière à ce jour puisqu’il est généralement observé qu’à 

l’équilibre, le potentiel d’oxydoréduction du relais d’électron est supérieur à celui de l’hème 

présent dans le site actif
(2)

. Les seuls exemples connus d’oxydases terminales présentant cette 

dépendance particulière sont la cytochrome ba3 oxydase de T. thermophilus
(1, 3)

 et la 

cytochrome aa3 oxydase d’A. ambivalens
(4)

. 

 

Figure 7.1 : Dépendance pH des potentiels de demi-vague de la cytochrome aa3 oxydase de P. denitrificans(5), de la 
cytochrome ba3 oxydase de T. thermophilus(3) et de la cytochrome cbb3 oxydase de B. japonicum(6) obtenus par titrations 

potentiométriques.  

Certaines protéines présentent également des propriétés particulières dépendant des 

organismes dans lesquels elles ont été exprimées
(7)

. Contrairement aux oxydases terminales 

présentes dans les organismes mésophiles, comme P. denitrificans ou P. stutzeri, la 

cytochrome ba3 oxydase de T. thermophilus doit pouvoir s’adapter à des températures 

extrêmes. Cette adaptation implique la conservation de son intégrité structurale à haute 

température. Elle doit aussi s’adapter à la plus faible concentration en oxygène soluble 

aa3 P. denitrificans ba3 T. thermophilus cbb3 B. japonicum

Heme b

Heme a3
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présente à haute température. Ces propriétés seront développées et comparées entre les 

différentes oxydases dans ce chapitre à travers des méthodes électrochimiques et 

spectroscopiques. 

7.2. Caractérisation des surfaces modifiées 

7.2.1. Caractérisation par spectroscopie infrarouge en réflexion totale atténuée 

Toutes les étapes de la modification de surface ont été suivies par spectroscopie infrarouge en 

réflexion totale atténuée exaltée de surface. Les spectres correspondants sont représentés sur 

la figure 7.2..   

1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200

0
,0

1
 A

b
s

1
5

4
4

1
5

4
7

1
6

5
1

1
6

5
7

1
4

0
1

1
5

9
4

1
4

0
1

Wavenumber / cm
-1

 Nanoparticules d'or

 Mercaptohexanol + hexanethiol

 Cytochrome aa
3
 oxydase

 Cytochrome ba
3
 oxydase

1
5

9
4

 

Figure 7.2 : Suivi par spectroscopie infrarouge en réflexion totale atténuée exaltée de surface des différentes étapes de la 
modification de surface effectuées en électrochimie. 

Les spectres de la modification ont été décrits dans le chapitre IV où des résultats similaires 

sont observés. Après modification de la surface, 3 µL d’un échantillon de protéine (≈100 µM) 

ont été déposés avant d’être rincé afin de n’observer que la protéine adsorbée. Il en résulte 

l’apparition de bandes caractéristiques, notamment Amide I entre 1700 cm
-1

 et 1600 cm
-1

 et 

Amide II entre 1600 cm
-1

 et 1500 cm
-1(8, 9)

. La bande Amide I est observée à 1657 cm
-1

 pour la 

cytochrome aa3 oxydase et à 1651 cm
-1

 pour la cytochrome ba3 oxydase. La bande Amide II 

apparait, quant à elle, à 1547 cm
-1

 pour la cytochrome aa3 oxydase et à 1544 cm
-1

 pour la 

cytochrome ba3 oxydase.  
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La bande Amide I est connue pour être sensible à la structure secondaire des protéines
(10)

. 

Pour des structures principalement constituées d’hélices α comme les oxydases terminales, ce 

maximum est attendu entre 1648 cm
-1

 et 1657 cm
-1(9)

. Les valeurs observées prouvent donc 

que l’intégrité structurale des protéines est conservée sur la surface modifiée.  

Le calcul d’une déconvolution sur cette bande est difficile à envisager puisqu’il s’agit de 

résultats obtenus pour une molécule adsorbée avec une exaltation de surface. L'adsorption de 

la molécule entraine l'invalidité de la loi de Beer-Lambert. De plus, l'exaltation de modes 

spécifiques dépend de règles de sélection de surface(Figure 7.3)
(11)

 (ceux dont la variation du 

moment dipolaire électrique sont perpendiculaires à la surface, voir section 2.2.2.2.b) et 

engendre une image erronée de la structure secondaire calculée par déconvolution. Cette 

image provient de la surestimation ou de la sous-estimation des hélices α en fonction de 

l’orientation de la protéine à la surface.  

 

Figure 7.3 : Représentation de la liaison peptidique et de la  variation du moment dipolaire d’une hélice α. L’orientation 
de la protéine à la surface engendre une exaltation différente des hélices α à la surface ne permettant pas de déduire sa 

structure secondaire. 

Aussi, le ratio Amide I/Amide II renseigne sur l’orientation de la protéine sur la surface 

modifiée. En effet, l’exaltation spécifique des signaux en fonction de l’orientation de la 

protéine entraîne l’apparition d’un ratio Amide I/ Amide II élevé puisque la bande Amide I est 

composée essentiellement de la vibration ν(C=O) dont les changements de moments 

dipolaires sont parallèles à l’axe des hélices alors que la bande Amide II contient 

principalement les vibrations δ(N-H) et ν(C-N) dont les changements de moments dipolaires 

sont perpendiculaires à l’axe des hélices. Il se trouve par conséquent que lorsque Amide I est 

123°

µ
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exalté, Amide II ne l’est pas. C'est pourquoi le ratio Amide I/Amide II augmente. Todorovic 

et al. ont ainsi constaté un ratio Amide I/Amide II d’environ 1.5 pour la cytochrome cbb3 

oxydase orientée uniformément à l’aide d’un His-Tag (c’est-à-dire avec les hélices α 

perpendiculaires à la surface) alors que ce rapport était de 1 lorsque la protéine était orientée 

de manière non spécifique sur une surface d’or modifiée avec du détergent
(4)

. Les rapports 

Amide I/ Amide II mesurés dans notre cas (environ 3 pour la cytochrome aa3 oxydase, 2 pour 

la cytochrome ba3 oxydase) suggèrent que les protéines sont préférentiellement orientées de 

façon à ce que les hélices α se trouvent perpendiculaire à la surface. 

7.2.2. Mesure par électrochimie directe en absence d’oxygène 

Afin de déterminer quel est le cofacteur impliqué dans le transfert d’électrons, des mesures de 

voltampérométrie cyclique en absence d’oxygène ont été effectuées. La figure 7.4 présente les 

cyclovoltammogrammes obtenus pour les oxydases terminales de types A, B et C à pH 7 et 8.  

 

Figure 7.4 : Cyclovoltammogrammes des cytochromes aa3, ba3 et cbb3 oxydases en absence d’oxygène. Les mesures ont 
été effectuées dans un tampon phosphate à pH 7 (courbes rouges) et à pH 8 (courbes noires) à v=0.5 V/s. 

Pour les oxydases de type A et B, un seul signal est visible sur le cyclovoltammogramme en 

absence d’oxygène. Il est proche des potentiels thermodynamiques des hèmes observés pour 

la cytochrome ba3 oxydase mais décalé d’environ 400 mV par rapport au potentiel 

thermodynamique de l’hème a3 observé en solution pour la cytochrome aa3 oxydase, rendant 

difficile l’attribution du signal. Cette différence pourrait s’expliquer par le fait que le système 

n’est pas à l’équilibre au cours des mesures de voltampérométrie cyclique alors que dans les 

titrations potentiométriques en solution, les cofacteurs sont à l’équilibre. Ce phénomène a déjà 

été observé par Friedrich et al.
(12)

 qui ont proposé que la différence de potentiel observé 
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provient de la transition vers un état activé. Le décalage de potentiel observé pour la 

cytochrome aa3 oxydase est également observé pour la cytochrome cbb3 oxydase. Un 

phénomène lent semble donc accompagner le transfert d’électron dans ces deux protéines. La 

différence majeure observée dans les deux cas correspond à l’inversion des potentiels 

d’oxydoréduction relatifs entre le relais d’électron (l’hème a pour la cytochrome aa3 oxydase 

ou l’hème b pour la cytochrome ba3 et la cytochrome cbb3 oxydase) et l’hème du site actif. En 

effet, contrairement aux cytochromes aa3 et cbb3 oxydases, les potentiels relatifs des hèmes b 

et a3 sont inversés puisque dans ce cas, le potentiel de l’hème b est inférieur au potentiel de 

l’hème a3
(1, 3)

. Cette différence peut expliquer que la valeur du potentiel d’oxydoréduction 

trouvée dans ce cas est plus proche de celle trouvée en solution puisque l’équilibre entre 

l’hème b et l’hème a3 est atteint plus rapidement. 

Une autre explication possible concerne la différence d’interaction entre la protéine et la 

surface et entre les protéines entre elles
(13-19)

. Il a en effet été montré sur le cytochrome c que 

la densité surfacique de protéine pouvait induire une différence de potentiel de l’ordre de la 

centaine de mV
(15, 19)

. Cette différence a été attribuée à la différence de polarisabilité de 

l’environnement de la protéine due à l’exposition plus faible aux molécules d’eau pour de 

fortes densités surfaciques
(16)

. Dans notre cas, des taux de couverture de l’ordre 1 à 2 

pmol/cm
2
 ont été déterminés par intégration des pics d'oxydation ou de réduction sur les 

cyclovoltammogrammes mesurés en absence de substrat. Cependant, les distances entre les 

hèmes de deux cytochrome c oxydases sont supérieures à celles observées avec une forte 

densité surfacique de cytochrome c en raison du volume relatif de chaque protéine. De plus, 

cette différence de potentiel redox implique un changement d’environnement des cofacteurs. 

Dans notre cas, le site actif et les relais d’électrons sont situés au cœur du squelette peptidique 

et sont donc dans un environnement bien défini. La différence de potentiel observée par 

rapport aux potentiels d’oxydoréduction en solution peut donc difficilement être imputée aux 

changements de polarisabilité au niveau des cofacteurs. 
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  E1/2 aa3 / mV E1/2 ba3 / mV E1/2 cbb3 / mV 

Premier accepteur (CuA / hème c) / / +170 

Relais d’électrons (Hème a / b) +322 +213 +260 

Hème du site actif (Hème a3/ b3) +225 +285 +140 

Signal observé en 

voltampérométrie cyclique 
-190 +273 

-270, -210,        

-125, +110, 

+185 

Tableau 7.1 : Comparaison des potentiels d’oxydoréduction observés pour les différents cofacteurs des trois types 
d’oxydases par titration potentiométrique et par voltampérométrie cyclique. Toutes les valeurs ont été obtenues à pH 7 

sauf pour la cytochrome cbb3 oxydases dont les valeurs sont obtenues à pH 7.5 en solution. 

 

7.3. Etude comparative de la réaction de réduction de l’oxygène 

Dans le but d’étudier l’influence de la différence de potentiel entre le relais d’électron et le 

site actif sur la réaction de réduction de l'oxygène, des mesures par voltampérométrie 

stationnaire ont été effectuées. La figure 7.5 présente les résultats obtenus en 

voltampérométrie stationnaire pour les cytochromes aa3, ba3 et cbb3 oxydase en présence 

d’oxygène. 
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Figure 7.5 : Voltammogrammes des cytochromes aa3, ba3 et cbb3 oxydases de pH 6.5 à pH 8.5. La mesure à pH 6.5 est 
représentée en noir et la mesure à pH 8.5 est représentée en rouge. Les mesures ont été effectuées en présence 

d’oxygène dans un tampon phosphate 50 mM (v=0.02 V/s). 
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Dans les trois cas, les signaux cathodiques observés en absence d’oxygène se transforment en 

une large vague cathodique caractéristique d’une réduction électrocatalytique de l’oxygène. 

Cette observation signifie que les trois protéines conservent une activité catalytique après 

immobilisation sur des nanoparticules d’or même si les constantes de vitesses catalytiques 

sont faibles (de l’ordre de 1 à 10 s
-1

). Ces faibles constantes de vitesse catalytiques pourraient 

être dues à la lenteur du transfert d’électron interfacial qui est du même ordre de grandeur.  

Ces constantes de vitesses ont cependant conduit à des potentiels catalytiques du même ordre 

de grandeur que ceux obtenus par Friedrich et al.
(12)

 qui montrent un potentiel de réduction de 

l’oxygène de -200 mV à pH 8 et suggèrent des taux de transfert interfaciaux supérieurs à 4000 

s
-1

. Ces indications conduisent donc à penser qu’une étape cinétiquement plus lente est à 

envisager. Etant donné l'implication des protons dans le transfert des électrons, un transfert de 

protons lent ne peut pas être exclu. 

Dans chaque cas, il est possible de distinguer un plateau de courant avec une pente modérée 

(Figure 7.5). Le pente du courant de plateau est le reflet d’une distribution de vitesse de 

transfert d’électron interfacial dépendant des distances entre les cofacteurs et la surface de 

l’électrode. Ceci signifie que cette pente est une indication de la distribution de l’orientation 

des enzymes à la surface de l’électrode
(20)

. La pente modérée observée dans notre cas montre 

donc une distribution d’orientation à la surface relativement homogène dans chaque cas. 

Concernant les potentiels catalytiques, de larges différences sont observées entre les trois 

types d’oxydases. En prenant l’exemple des trois enzymes à pH 7, la cytochrome ba3 oxydase 

effectue la réduction de l’oxygène à un potentiel catalytique de +0.2 V alors que les 

cytochromes aa3 et cbb3 oxydases  l’effectuent respectivement à -0.12 V et -0.06 V. Des 

différences de potentiels de l’ordre des 200 à 300 mV sont observées entre le potentiel 

catalytique et le potentiel thermodynamique du site actif pour les cytochromes aa3 et cbb3 

oxydases alors qu’elle est seulement d’environ 80 mV pour la cytochrome ba3 oxydase. Ce 

phénomène a déjà été observé précédemment pour la cytochrome aa3 oxydase de R. 

sphaeroides par le groupe de Pr. Naumann qui expliquait dans un premier temps cette 

différence par la fonctionnalisation à l’His-Tag impliquant un résidu de nickel
(12)

 avant de 

proposer que les résultats provenaient de la transition entre un état non activé vers un état 

activé et d’un transfert d’électron séquentiel
(21, 22)

. Cet état activé est obtenu lorsque la 

protéine a effectué un cycle catalytique et se retrouve dans l’état oxydé en présence 

d’oxygène
(23)

. Il a d’ailleurs été montré qu’une fois l’état activé atteint, il est très difficile de 

retrouver l’état non-activé puisque la protéine devait alors être incubée en conditions 
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strictement anaérobiques pendant au moins 60 min
(21)

. Cet état n’a jamais été décrit pour la 

cytochrome cbb3 oxydase mais compte-tenu du décalage des potentiels thermodynamiques 

observés, il est possible d’envisager que le même type de transition peut être observé dans ce 

cas. Il est intéressant de constater que ce type de transition n’est pas observé pour la 

cytochrome ba3 oxydase puisqu’un décalage beaucoup plus faible est obtenu entre le potentiel 

catalytique de réduction de l’oxygène et le potentiel thermodynamique de l’hème a3 entre pH 

6.5 et pH 7.5. Ce changement majeur peut être la conséquence de la diminution de la 

différence de potentiels d’équilibre relatifs des hèmes. En effet, dans la cytochrome aa3 

oxydase, le potentiel de l’hème a change après le transfert du premier électron afin de 

permettre le transfert d’un second électron car les potentiels relatifs des deux hèmes ne 

permettent pas le transfert d’électron de l’hème a vers l’hème a3 
(2, 24)

. Contrairement à la 

cytochrome aa3 oxydase, le potentiel d’équilibre de l’hème a3 est plus positif que celui de 

l’hème b jusqu’à pH 8, ce qui favorise le transfert d’électron vers le site actif
(3)

. Une forte 

chute du potentiel catalytique (0.14 V entre pH 7 et pH 7.5) est cependant observée pour la 

cytochrome ba3 à partir du pH 7.5. Cette diminution du potentiel catalytique semble donc 

corréler avec l’inversion du potentiel d’équilibre des hèmes qui entraine soit une diminution 

de la force électromotrice, soit une inversion de celle-ci empêchant ainsi le transfert 

d’électron vers le site actif
(25)

. 

pH Ecat aa3 / V Ecat ba3 / V Ecat cbb3 / V 

6.5 -0.1 0.22 -0.06 

7 -0.12 0.2 -0.06 

7.5 -0.12 0.06 -0.08 

8 -0.12 0.02 -0.09 

8.5 -0.15 -0.02 -0.13 

Tableau 7.2 : Potentiel de réduction des trois types d’oxydases à différents pH mesurés par voltampérométrie 
stationnaire. 

Un autre fait marquant concerne la dépendance pH des potentiels catalytiques de chaque 

oxydase. En effet, les cytochromes aa3 et cbb3 oxydases présentent une différence de potentiel 

catalytique de respectivement 50 mV et 70 mV entre pH 6.5 et pH 8.5 mais toujours avec une 

forte surtension par rapport au potentiel thermodynamique du site actif. La cytochrome ba3 

oxydase présente, quant à elle, une dépendance pH beaucoup plus marquée puisqu’elle est de 

l’ordre de 240 mV entre pH 6.5 et pH 8.5. Ces observations peuvent être corrélées avec la 

diminution ou l’inversion des potentiels d’équilibre entre l’hème b et l’hème a3 aux 
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différentes valeurs de pH. Par conséquent, le transfert d’électron de l’hème b vers l’hème a3 

est plus difficile à pH élevé et entraîne une réduction électrocatalytique de l’oxygène plus 

difficile pour la cytochrome ba3 oxydase.  

Tous ces résultats suggèrent que le transfert d’électron entre le dernier donneur d’électron et 

le site actif joue un rôle crucial dans la vitesse de réduction de l’oxygène. Nos résultats vont 

dans le sens de ceux publiés par Todorovic et al. montrant que l’inversion des potentiels 

thermodynamiques ne nécessitait pas un réseau complexe de coopérativité puisque l’ordre 

relatif des potentiels permet le transfert d’électrons vers le site actif
(4)

. A titre de comparaison, 

Hrabakova et al.
(26)

 ont immobilisés la cytochrome aa3 oxydase de R. sphaeroides sur une 

électrode d’Ag à l’aide d’un His-Tag mais n’ont pas été en mesure de réduire l’hème du site 

actif ; ils ont par conséquent proposé que le réseau de coopérativité nécessaire au transfert de 

l’électron de l’hème a vers l’hème a3 était perturbé.  

Nos résultats sont également en accord avec ceux publiés par von Ballmoos et al. montrant 

une diminution de la vitesse de formation de l’état O lorsque le pH augmente
(27, 28)

. Toutes ces 

indications suggèrent que chaque organisme exprime des oxydases terminales différentes afin 

de s’adapter à l’environnement dans lequel il évolue. En effet, T. thermophilus est présent 

principalement dans des sources acides à de faibles concentrations en oxygène. Cette 

différence de potentiel catalytique peut être une conséquence de l’adaptation de T. 

thermophilus à des conditions extrêmes (températures élevées, pH acides). P. denitrificans et 

P. stutzeri sont, quant à elles, des bactéries essentiellement trouvées dans les eaux marines et 

les sols qui sont des environnements moins acides ; les enzymes exprimées par ces deux 

organismes ne nécessitent donc pas une telle adaptation. 

7.4. Etude comparative de la stabilité thermique 

7.4.1. Comparaison par voltampérométrie stationnaire 

Les stabilités thermiques de chaque oxydase terminales ont été comparées par 

voltampérométrie  stationnaire. La figure 7.6 montre les voltammogrammes à différentes 

températures des cytochromes aa3, ba3 et cbb3 oxydases à pH 7. Les mesures ont été 

effectuées entre 10°C et 70°C pour les cytochromes aa3 et ba3 oxydases et de 25°C à 55°C 

pour la cytochrome cbb3 oxydase avec une vitesse de rotation de l’électrode de 1000 

tours/min.  
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Figure 7.6 : Voltammogrammes des cytochromes aa3, ba3 et cbb3 oxydases à différentes températures. Les mesures ont 
été effectuées en présence d’oxygène dans un tampon phosphate 50 mM (v=0.02 V/s). 

Pour la cytochrome aa3 oxydase, une courant stable est observé entre 10 et 40°C avant une 

diminution brutale après cette température. En ce qui concerne la cytochrome cbb3 oxydase, 

une augmentation du courant est observée entre 25°C et 35°C  puis celui-ci est constant entre 

35°C et 45°C avant de diminuer au-delà de cette température. Finalement, la cytochrome ba3 

oxydase, qui est issue d’un organisme thermophile, présente une augmentation du courant 

entre 10°C et 45°C  puis une stabilité de celui-ci jusqu’à 75°C. 

Ces résultats prouvent que la protéine thermophile est plus stable et possède une activité 

supérieure à ces homologues mésophiles à haute température. Ceci montre que les oxydases 

terminales immobilisées conservent leur stabilité thermique même sur la surface modifiée et 

prouvent que leur intégrité structurale est conservée.  

7.4.2. Comparaison par spectroscopie infrarouge 

La stabilité thermique des oxydases terminales a également été comparée par spectroscopie 

infrarouge en transmission. Pour ce faire, des spectres infrarouge ont été mesurés entre 15°C 

et 75°C. Pour chaque température, un temps d’équilibration thermique de 10 min a été utilisé 

et des spectres ont été enregistrés jusqu’à entière stabilité de celui-ci. Les mesures ont été 

effectuées en solution tampon deutérée afin de s’affranchir de la contribution de l’eau sous la 

bande Amide I (l’influence de l’utilisation de D2O sur la bande Amide II est décrite dans la 

section 6.2.5.). La figure 7.7 présente les spectres infrarouges obtenus pour les cytochromes 

aa3, ba3 et cbb3 oxydase entre 15°C et 75°C  à pD 7. 
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Figure 7.7 : Evolution des bandes Amide I, Amide II et Amide II’ des cytochromes aa3, ba3 et cbb3 oxydases en fonction de 
la température. Les mesures ont été effectuées dans un tampon phosphate deutéré (0.02 % DDM, pD 7) de 15°C à 75°C. 

Dans chaque cas, à 15°C, le maximum de la bande Amide I est compris entre 1650 cm
-1

 et 

1655 cm
-1

. Cette position est typique de structures composées majoritairement d’hélices α. 

Cette constatation est appuyée par le calcul de la déconvolution de cette bande qui permet 

d’obtenir une image des proportions des différentes structures secondaires présentes dans la 

protéine puisque des taux d’hélices α estimés entre 55 et 60% sont observés à 15°C (Figure 

7.8 et Tableau 7.3).  
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Figure 7.8 : Déconvolution de la bande Amide I pour les cytochromes aa3, ba3 et cbb3 oxydases à 15°C et 75°C. 
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Oxydase 
Température / 

°C 
Hélices α / % 

Feuillets β + 

désorganisés / 

% 

Coudes / % 

aa3 
15 55 35 10 

75 25 70 5 

ba3 

15 55 35 10 

75 55 35 10 

cbb3 
15 60 35 5 

75 50 45 5 

Tableau 7.3 : Résultats de la déconvolution de la bande Amide I des trois types d’oxydases terminales à 15°C et 75°C. 

Pour la cytochrome aa3 oxydase, l’élévation de la température vers 65°C se traduit par 

l’apparition d’un épaulement vers 1620 cm
-1 

pouvant traduire un changement de structure 

secondaire. Cette observation est confirmée par la déconvolution de la bande Amide I à 75°C 

puisque l’apparition de l’épaulement est concomitante avec l’augmentation de la proportion 

de structures en feuillets β et désorganisées (de 35% à 70%) et la diminution de la proportion 

des hélices α (de 55% à 25%). De plus, la température de transition déterminée est en accord 

avec celle observée par calorimétrie et par spectroscopie infrarouge précédemment par Haltia 

et al.
(29)

 qui proposent une température de dénaturation de 67°C pour cette même protéine. 

La cytochrome cbb3
 
oxydase présente un épaulement à partir de 75°C. Cet épaulement peut 

également être interprété comme un changement de structure secondaire. Cependant, une 

proportion moindre de la structure semble être impliqué en comparaison avec les 

changements observés pour la cytochrome aa3 oxydase puisqu'une diminution de 10% 

d’hélices α et une augmentation de 10% des structures en feuillets β et désorganisées sont 

observées. 

La cytochrome ba3 oxydase de T. thermophilus ne présente pas de changement majeur lors de 

l’élévation de température. En effet, la déconvolution de la bande Amide I ne permet de 

déceler aucun changement de structure secondaire. Le seul changement observé correspond à 

une diminution d’intensité de la bande Amide I corrélée à une augmentation d’intensité de la 

bande Amide II’ caractéristique de changements au niveau de la structure tertiaire traduit par 

un échange H/D de résidus rendus accessibles à cause de l’élévation de température. Ces 

observations vont dans le sens de celles observées par Sujak et al. qui montrent que le 

domaine CuA de la cytochrome ba3 oxydase est stable à 100°C et à pH 4
(30)

. 
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En comparant les températures de transitions observées pour les trois oxydases terminales, il 

est possible de constater que les deux protéines issues d’organismes mésophiles présentent 

des températures de transition inférieures à la structure thermophile. Il est également possible 

de corréler les données obtenues par spectroscopie infrarouge avec celles déterminées par 

électrochimie utilisée pour mesurer l'activité relative en fonction de la température. Pour les 

organismes mésophiles, la température de diminution de l’activité relative des protéines était 

inférieure à la température de changement de structures secondaires. Ceci implique que la 

baisse d’activité observée n’est pas liée à des changements de structures secondaires mais 

plutôt à des changements de structures tertiaires entrainant une dénaturation partielle au 

niveau d’une partie fonctionnelle de la protéine. La dénaturation la plus probable peut 

provenir du chemin d’accès de l’oxygène. Il a été proposé que la présence de chemin d’accès 

à l’oxygène à proximité du centre actif entraine une rigidification de la structure à cet 

endroit
(28)

 et il représente donc très certainement un point clef dans la conservation de 

l’activité des oxydases à haute température. Ce point est crucial compte-tenu de l’importance 

de la conservation de l’environnement du site actif puisqu’il est relié non seulement au 

transfert d’électrons mais aussi au transfert de protons. Il a d’ailleurs été proposé que pour 

s’adapter à un environnement à faible concentration en oxygène, le chemin d’accès de 

l’oxygène de la cytochrome ba3 oxydase était particulièrement hydrophobe. L’hydrophobicité 

du chemin d’accès de l’oxygène contribue probablement à sa stabilité à haute température 

puisqu’il a été montré que les protéines stabilisées par des interactions hydrophobes 

dénaturent généralement à des températures plus élevées que celles stabilisées par des 

interactions électrostatiques
(31)

. 

7.5. Etude de la cytochrome ba3 oxydase par spectroscopie infrarouge différentielle 

Afin de déterminer au niveau moléculaire les raisons de l’inversion des potentiels relatifs des 

hèmes b et a3, une étude par spectroscopie infrarouge différentielle couplée à l’électrochimie 

à été menée. La figure 7.9 présente les spectres à l'état oxydé moins l'état réduit de la 

cytochrome ba3 oxydase à pH 6.5, 7, 7.5, 8 et 8.5. Les signaux observés à l’état oxydé 

traduisent donc les changements moléculaires observés au cours de l’oxydation alors que les 

signaux négatifs correspondent aux changements observés au cours de la réduction.  
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Figure 7.9 : Comparaison des spectres oxydés moins réduits (+0.51V/-0.19V) de la cytochrome ba3 oxydase à pH 6.5, 7, 
7.5, 8 et 8.5. Les mesures ont été effectuées dans un tampon phosphate (50 mM). 

L’allure générale des spectres est similaire à celle obtenue par Hellwig et al.
(1)

 et est typique 

pour les oxydases terminales
(32, 33)

. L’attribution des signaux a par conséquent été effectuée à 

partir de cette publication et complétée par des résultats obtenus par spectroscopie Raman par 

Gerscher et al.
(34)

. Les résultats sont compilés dans le tableau 7.4. 
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-1 

Fréquence - / cm
-1

 Tentative d’attribution 

1708  ν(C=O) Asp/Glu 
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1694  ν(C=O) propionates des hèmes 
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 1629 
ν(CN3H5)

s
 Arg 

Amide I (feuillets β) 

 1618 
ν(Cα=Cβ) vinyl des hèmes 

Amide I (feuillets β) 

 1597 ν37 hème b 

1590  Tyr-O
- 

 1586 ν37 hème a3 

 1556 

ν38 hème b 

ν(COO
-
)

as
 propionates des hèmes 

Amide II 

 1544 

ν38 hème a3 

ν(COO
-
)

as
 propionates des hèmes 

Amide II 

 1521 Tyr-OH 

1504  Tyr-O
- 

1433  ν(COO
-
)

s
 Asp/Glu 

 1419 ν(COO
-
)

s
 Asp/Glu 

 1395 ν(COO
-
)

s
 propionates des hèmes 

 1280 Tyr-O
- 

1266  
δ42 hème b/a3 

Tyr-OH 

Tableau 7.4 : Récapitulatif des bandes observées sur les spectres différentiels de la cytochrome ba3 oxydase et tentatives 
d’attributions. 

 Squelette polypeptidique 

Les signaux du squelette polypeptidique sont attendus entre 1680 cm
-1

 et 1620 cm
-1

 pour la 

région Amide I et entre 1570 cm
-1

 et 1520 cm
-1

 pour la région Amide II. Pour la cytochrome 

ba3 oxydase, la réorganisation des hélices α est observée à 1656 et 1644 cm
-1

 quelque soit le 

pH étudié ; celle des feuillets β est observée à 1629 et 1618 cm
-1

. Des contributions à 1679 et 

à 1664 cm
-1

 ne peuvent cependant pas être exclues
(1)

. 
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 Cofacteurs 

Les vibrations des hèmes sont généralement trouvées entre 1620 cm
-1

 et 1500 cm
-1

. Les 

bandes ν37 sont attendues entre 1560 et 1620 cm
-1

. Pour la cytochrome ba3 oxydase de T. 

thermophilus, une étude par spectroscopie Raman
(34)

 nous permet d’attribuer les modes ν37 à 

1597 cm
-1

 et 1586 cm
-1

 à l’hème b et à l’hème a3 respectivement. ν38 est une autre bande 

caractéristique des protéines hémiques. Elle a été attribuée à 1556 cm
-1

 pour l’hème b et à 

1544 cm
-1

 pour l’hème a3. Une dernière vibration spécifique de l’hème a3 peut être attribuée 

au groupe formyl à 1679 cm
-1

. Malgré la probable superposition de plusieurs contributions à 

cet endroit, la position de cette bande a été confirmée par spectroscopie de résonance Raman 

et peut par conséquent être attribuée avec certitude
(34)

. 

 Propionates des hèmes 

Les bandes correspondant aux propionates des hèmes sont généralement observées entre 1710 

cm
-1

 et 1675 cm
-1

. Plusieurs bandes sont présentes dans cette région et il est malheureusement 

difficile d’attribuer spécifiquement ces signaux. Une étude a été effectuée sur la cytochrome 

aa3 oxydase permettant d’attribuer spécifiquement les signaux des propionates des hèmes 

grâce au marquage isotopique de ces derniers
(35)

. Ce spectre a permis de montrer la 

diminution d’un signal à 1676 cm
-1

 apparaissant dans la forme oxydée. Il est donc possible de 

penser que le signal à 1679 cm
-1

 peut représenter le signal le plus probable sans toutefois 

pouvoir écarter les autres signaux observés dans cette zone. Les propionates des hèmes dans 

leur forme déprotonée sont généralement observés entre 1530 et 1570 cm
-1

 pour la vibration 

ν(COO
-
)

as
 et vers 1400 cm

-1
 pour la vibration ν(COO

-
)

s
. Dans le cas de la cytochrome ba3 

oxydase, des signaux peuvent être envisagés à 1556 cm
-1

 ou 1544 cm
-1

 pour les vibrations 

ν(COO
-
)

as
 et à 1395 cm

-1
 pour les vibrations ν(COO

-
)

s
. La position des vibrations ν(COO

-
)

as
 

ne peut cependant pas être déterminée
 
avec certitude compte-tenu de la forte superposition des 

bandes observées à cet endroit. Elle se base donc sur des résultats décrits dans la littérature. 

En effet, ces bandes ont été attribuées à 1570 cm
-1

 et 1538 cm
-1

 pour la cytochrome aa3 

oxydase de P. denitrificans
(35)

 et à 1562 cm
-1

 et 1530 cm
-1

 pour les propionates de la 

cytochrome caa3 oxydase de T. thermophilus
(32)

. 
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 Acides aminés individuels 

Les acides aspartiques et glutamiques possèdent généralement des modes normaux de 

vibration entre 1790 cm
-1

 et 1700 cm
-1

 dans leur forme protonée alors que les formes 

déprotonées sont observées entre 1590 cm
-1

 et 1530 cm
-1

 pour les vibrations ν(COO
-
)

as
 et 

entre 1430 cm
-1

 et 1380 cm
-1

 pour les vibrations ν(COO
-
)

s
. Dans le cas de la cytochrome ba3 

oxydase, plusieurs signaux pourraient impliquer la présence d’acides aspartiques ou 

glutamiques dans leur forme protonée entre 1688 cm
-1

 et 1708 cm
-1

. La différence de nombre 

d’ondes observée provient de la différence d’environnement dans lequel se trouve l’acide 

puisque plus le signal est observé à des nombres d’ondes élevés, plus l’acide est situé dans un 

environnement hydrophobe. Peu d’acides aspartiques ou glutamiques ont cependant été 

décrits dans la littérature comme participant à la fonction de cette protéine. Le seul résidu 

acide connu participant au transfert de protons dans la cytochrome ba3 oxydase est Glu15 qui 

constitue l’entrée du chemin de protons
(36)

. Des signaux pour les formes déprotonées sont 

également attribués mais l’étude effectuée en présence de D2O par Hellwig et al.
(1)

 n’a pas 

permis de confirmer ces signaux avec certitude. 

Les vibrations attribuées aux tyrosines peuvent également être observées dans le spectre 

différentiel. Elles sont généralement observées dans leur forme protonée vers 1520 cm
-1

 et 

entre 1270 cm
-1

 et 1235 cm
-1

 alors que les formes déprotonées sont présentes à 1500 cm
-1

 et 

1270 cm
-1

. Des signaux typiques des tyrosines protonées peuvent être observés à 1521 cm
-1

 et 

1266 cm
-1

 alors que des signaux des formes déprotonées sont observés à 1590 cm
-1

, 1504 cm
-1

 

et 1280 cm
-1

. La complexité des signaux observés dans ce cas peut provenir du grand nombre 

de tyrosines impliquées dans le mécanisme de la cytochrome ba3 oxydase. En effet, les 

tyrosines Tyr244 et Tyr 248 participent au transfert de protons  alors que la Tyr237 joue un 

rôle crucial dans cette protéine puisqu’elle fait partie du site actif
(37)

. Tyr 237 est largement 

conservée dans la plupart des oxydases terminales, notamment chez R. sphaeroides ou P. 

denitrificans où elle participe au transfert d’électron. 

Les arginines peuvent également être visualisées dans le spectre différentiel si elles sont 

impliquées dans la réaction d’oxydoréduction. Elles sont généralement observées vers 1675 

cm
-1

 pour la vibration ν(CN3H5)
as

 et vers 1635 cm
-1

 pour le mode ν(CN3H5)
s(38)

. Les signaux  

à 1679 cm
-1

 et 1629 cm
-1

 peuvent correspondre aux Arg 449 et Arg450 pontants 

respectivement les propionates de l’hème b et un propionate de l’hème b et de l’hème a3. 
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La comparaison des spectres aux différents pH ne permet pas d’observer des changements 

majeurs. Cependant, les signaux impliquant les propionates des hèmes présentent une 

intensité inhomogène. En effet, on s’attendrait à voir diminuer l’intensité du signal à  1679 

cm
-1

 vers les pH les plus élevés mais celui-ci augmente à pH 8.5. Cette augmentation semble 

donc montrer une reprotonation à pH élevé. Cette protonation est une piste plausible à 

l’inversion des potentiels observés par Sousa et al. au-delà de pH 8. Elle est en plus corrélée 

avec une augmentation des signaux des propionates déprotonés dans la forme réduite au-delà 

de pH 8 à 1556 cm
-1

,1544 cm
-1

 et 1395 cm
-1

. Ces différentes indications semblent montrer un 

rôle important des protons dans la régulation des potentiels thermodynamiques des hèmes b et 

a3. 

Afin de déterminer quels sont les propionates impliqués dans les réactions de 

protonation/déprotonation, les contributions individuelles des hèmes b et a3 ont été sondés. 

Des bornes en potentiel différentes permettant d’oxyder ou de réduire spécifiquement le 

cofacteur sondé ont été utilisés. Les valeurs utilisées ont été déterminés à partir des travaux 

publiés par Sousa et al. et sont mentionnées dans le tableau récapitulatif en section 3.3.2. Il 

faut cependant mentionner que les spectres obtenus ne contiennent pas uniquement les 

contributions de l’hème attendu. On observe plutôt les signaux des deux hèmes avec une part 

relative majeure de l’hème sondé en raison de la coopérativité qui implique une 

interdépendance des contributions des hèmes pendant la réaction d’oxydoréduction.  
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Figure 7.10 : Spectres différentiels de l’état oxydé moins l’état réduit de la cytochrome ba3 oxydase à pH 6.5, 7, 7.5 et 8.5 
avec une contribution majoritaire de l’hème b. 
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La figure 7.10 présente les spectres de l’état oxydé moins l’état réduit avec une contribution 

majoritaire de l’hème b. Dans un premier temps, on peut constater que le spectre observé à pH 

8.5 est très différent de celui observé aux pH inférieurs. La différence observée entre 1675 

cm
-1

 et 1620 cm
-1

 semble traduire un changement conformationnel différent à pH 8.5 que 

celui impliqué aux autres pH. Un autre changement intéressant pouvant être observé à pH 8.5 

correspond à l’augmentation du signal des propionates protonés à 1679 cm
-1

 corrélée à 

l’augmentation des signaux correspondant aux formes déprotonées à 1558 cm
-1

 et 1396 cm
-1

. 

Ces signaux montrent une potentielle implication de la protonation/déprotonation des 

propionates des hèmes b au cours de la réaction d’oxydoréduction.  
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Figure 7.11 : Spectres différentiels de l’état oxydé moins l’état réduit de la cytochrome ba3 oxydase à pH 6.5, 7, 7.5 et 8.5 
avec une contribution majoritaire de l’hème a3. 

La figure 7.11 présente les spectres de l’état oxydé moins l’état réduit avec une contribution 

majoritaire de l’hème a3. Ces spectres présentent une importante différence de contributions à 

1678 cm
-1

. Contrairement aux spectres montrant une contribution majoritaire de l’hème b où 

l’intensité du signal à 1678 cm
-1

 augmente avec le pH, l’effet inverse est observé pour les 

spectres présentant une contribution majoritaire de l’hème a3. Cette observation semble liée à 

des différences d’état de protonation des propionates de l’hème a3. Ici, les propionates 

semblent préférentiellement protonés aux faibles pH. De plus, à partir de pH 7.5, les bandes 

comprisent entre 1675 cm
-1

 et 1620 cm
-1

 semblent traduire un changement conformationnel 

de nature différente par rapport aux spectres obtenus à pH 6.5 et pH 7. 
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La différence d’état de protonation au niveau des propionates est une possible cause des 

potentiels relatifs observés pour les hèmes b et a3
(39)

. En effet, les contributions des hèmes b et 

a3 montrent une protonation préférentielle de l’hème b aux valeurs de pH élevées et de l’hème 

a3 aux valeurs de pH les plus faibles. Cette observation corrèle avec une diminution de la 

différence de potentiel entre l’hème relais et l’hème du site actif et avec les résultats obtenus 

par électrochimie directe puisqu’ils montrent également  pourquoi la réduction de l’oxygène 

est favorisée aux faibles pH. Il faut cependant analyser ces données avec précaution compte-

tenu de la faible qualité des spectres obtenus. 

 

7.6. Conclusion 

Cette étude a pour but de comparer des oxydases hème-cuivre de différentes familles avec des 

propriétés différentes. L’immobilisation des enzymes sur les électrodes modifiées a permis 

d’observer une stabilité thermique supérieure pour la cytochrome ba3 oxydase que pour les 

deux enzymes issues d’organismes mésophiles. L’importance de la différence relative de 

potentiels thermodynamiques de l’hème relais et de l’hème du site actif sur la réaction de 

réduction de l’oxygène a également été démontrée. Les propriétés thermodynamiques de 

chacune des enzymes étudiées semblent donc engendrer des mécanismes de transfert 

d’électrons et de protons différents. 

La cytochrome ba3 oxydase, qui possède un ordre relatif des potentiels thermodynamiques 

différents par rapport aux oxydases terminales « classiques », a été plus particulièrement 

examinée par spectroscopie infrarouge différentielle. Cette technique nous a permis de 

proposer une explication concernant les potentiels des hèmes. En effet, les potentiels 

thermodynamiques semblent reliés à un équilibre de protonation en faveur de l’hème a3 aux 

faibles pH et en faveur de l’hème b aux pH élevés. 
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Le but de cette thèse est d’apporter des informations concernant le transfert d’électrons et de 

protons au sein des oxydases terminales à partir de techniques électrochimiques et 

spectroscopiques. La visualisation du transfert d’électron est obtenue par des méthodes 

électrochimiques. La transfert de protons n’est pas directement observable et a été estimé 

grâce au blocage des chemins de protons par différentes méthodes. 

Cet objectif a nécessité la mise au point d’une méthode d’analyse permettant le transfert 

d’électron direct entre une électrode et la protéine. Ceci a été possible grâce à l’utilisation de 

nanoparticules d’or fonctionnalisées avec un mélange de mercaptohexanol et d’hexanethiol. 

Le système modèle utilisé a été la cytochrome bo3 oxydase pour laquelle nous avons pu 

observer un signal dont le potentiel correspond à celui de la quinone. De même, en présence 

d’oxygène, une large vague cathodique traduisant la réduction du substrat est visible. 

L’inhibition de la protéine en présence de cyanure a pu confirmer que le signal observé 

provenait bien de la protéine. Cette première étude a permis d’envisager l’utilisation de 

l’électrochimie directe des protéines pour de futures études mécanistiques. 

La deuxième partie de la thèse a été consacrée à la visualisation de l’effet de différents 

moyens d’inhibition sur la cytochrome aa3 oxydase de P. denitrificans. Des études sur des 

mutants des chemins d’entrée des protons, sur l’inhibition du transfert d’électron et de protons 

ont mis en avant les effets reliés au blocage des chemins de protons sur les 

cyclovoltammogrammes et ont permis de discuter les sites de coordination du Zn
2+

 en 

comparaison des résultats déjà publiés dans la littérature. Nous avons donc montré qu’il était 

nécessaire de bloquer les deux chemins d’entrée et le chemin de sortie des protons pour 

inhiber l’activité catalytique de la protéine. 

La troisième partie montre la comparaison de deux isoformes de la cytochrome cbb3 oxydase. 

Les différentes techniques physico-chimiques utilisées n’ont pas permis de déceler 

d’importantes différences en terme d’activité, ni de potentiels de demi-vague des cofacteurs. 

Cependant, la spectroscopie infrarouge a permis de mettre en avant des différences 

mécanistiques au niveau moléculaire notamment au niveau des acides aspartiques et 

glutamiques, des propionates des hèmes et des arginines. 

La dernière partie propose une étude comparative d’oxydases terminales de différents types. 

Cette étude est particulièrement motivée par la dépendance pH particulière des potentiels de 

demi-vague des hèmes de la cytochrome ba3 oxydase par rapport aux oxydases « classiques ». 

La différence de thermostabilité des différentes protéines a permis de sonder la conservation 
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de cette propriété après immobilisation sur l’électrode. Cette étude a également mis l’accent 

sur l’importance de la différence de potentiel entre l’hème relais et celui du site actif sur la 

réaction de réduction de l’oxygène. La spectroscopie infrarouge couplée à l’électrochimie 

semble montrer que les propionates des hèmes jouent un rôle dans les potentiels de demi-

vague de la cytochrome ba3 oxydase.  

Cette thèse a finalement permis d’explorer plusieurs voies permettant l’étude d’oxydases 

terminales par des techniques voltampérométriques. Une modification de surface simple et 

rapide à mettre en œuvre permet de visualiser le transfert d’électrons et la réaction de 

réduction de l’oxygène catalysée par les oxydases terminales. L’inhibition des différentes 

parties fonctionnelles et la comparaison d’oxydases aux propriétés variées offrent de 

nouvelles propositions d’explorations et d’interprétations puisqu’elles permettent 

l’observation directe de l’influence du transfert d’électron et  l’observation indirecte du rôle 

du transfert de protons sur la réaction de réduction de l’oxygène. Cependant, certains facteurs 

restent à optimiser comme, par exemple, la visualisation plus précise de l’orientation de la 

protéine sur la surface qui est un élément clef dans l’interprétation des phénomènes en 

électrochimie directe des protéines. 

Différentes possibilités d’exploration restent envisageables concernant l’interprétation des 

signaux obtenus. La plus intéressante et le plus prometteuse semble être le couplage des 

études spectroscopiques de caractérisation de surface avec les modifications décrites dans ce 

manuscrit. Le couplage à la spectroscopie UV-Visible permettra de sonder les cofacteurs 

impliqués dans le transfert d’électrons alors que les spectroscopies infrarouge et Raman  

apporteront une caractérisation au niveau moléculaire des surfaces modifiées et des 

phénomènes impliqués dans le pompage de protons et dans la réaction de réduction de 

l’oxygène.
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Figure 1 : Spectres différentiels de la sous-unité CcoP de la cytochrome cbb3-1. Le spectre noir correspond à la forme 
oxydée moins la forme réduite et le spectre rouge correspond à la forme réduite moins la forme oxydée. Les mesures ont 

été effectuées dans un tampon Tris à pH 7.5 entre -0.19V et +0.61 V. 
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Figure 2 : Spectres différentiels UV-Visible de la forme oxydée moins réduite et de la forme réduite moins oxydée du 
cytochrome c5. Les mesures ont été effectuées entre +0.01 et +0.51 V à pH 7.5. 
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Figure 3 : Spectres différentiels UV-Visible de la forme oxydée moins réduite et de la forme réduite moins oxydée du 
cytochrome c551. Les mesures ont été effectuées entre +0.01 et +0.51 V à pH 7.5. 
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Figure 4 : Influence de la vitesse de rotation de l’électrode sur l’intensité du courant de réduction de l’oxygène à pH 6.5, 7 
et 8. 
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Figure 5 : Spectres différentiels UV-Visible de la forme oxydée moins réduite (courbe noire), de la forme réduite moins 
oxydée (courbe rouge) et de +0.22 V – 0.61 V (courbe bleue) de la cytochrome ba3 oxydase. Les résultats montrent une 

proportion d’hème b réduits supérieur à l’hème a3. 
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Figure 6 : Spectres différentiels UV-Visible de la forme oxydée moins réduite (courbe noire), de la forme réduite moins 
oxydée (courbe rouge) et de +0.28 V – 0.61 V (courbe bleue) de la cytochrome ba3 oxydase. Les résultats montrent une 

proportion d’hème b réduits supérieur à l’hème a3. 
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Résumé 

Le domaine de la bioénergétique concerne l’étude des échanges et des transformations de l’énergie 
au sein des organismes vivants. Cette thèse propose une étude électrochimique et spectroscopique 
de protéines issues de la chaine respiratoire, les oxydases terminales, afin de comprendre l’influence 
de différentes propriétés de ces enzymes (potentiels des cofacteurs, dépendance pH…) sur leur 
mécanisme réactionnel. La première partie de ce travail décrit le développement d’une méthode 
d’immobilisation permettant de conserver l’intégrité et l’activité de ces enzymes. Cette technique a 
d’abord été utilisée pour étudier l’inhibition de la cytochrome aa3 oxydase de P. denitrificans et a 
permis de mettre en avant l’importance du transfert de protons sur la réaction de réduction de 
l’oxygène. Une deuxième étude propose de comparer deux isoformes de la cytochrome cbb3 
oxydase dont aucune différence n’a été observée à ce jour. La spectroscopie IRTF couplée à 
l’électrochimie montre l’implication de résidus acides différents au cours de la réaction 
d’oxydoréduction suggérant des différences mécanistiques. La dernière partie propose une étude 
comparative d’oxydases terminales de différents types et met en perspective l’influence des 
potentiels relatifs des hèmes sur la réaction de réduction de l’oxygène. 

Mots-clés : Bioénergétique, chaine respiratoire, électrochimie directe, spectroscopie IRTF, 
spectroscopie UV-Vis, modification de surfaces, nanoparticules, oxydases terminales, Complexe IV, 
cytochrome c oxydase, quinol oxydase. 

 

Résumé en anglais 

The field of bioenergetics concerns the study of exchange and transformation of energy in living 
organisms. This manuscript proposes an electrochemical and spectroscopic study of the fourth 
complex of the respiratory chain, the terminal oxidases. The aim of this study was to understand the 
influence of some properties of these enzymes (potential of the cofactors, pH dependency…) on the 
catalytic mechanism. The first part describes an immobilization procedure which retains the protein 
activity and structure. This procedure has been applied for the study the inhibition of the proton 
pathways of cytochrome aa3 oxidase from P. denitrificans and shows the importance of proton 
transfer on the oxygen reduction. In a second study, two isoforms of cytochrome cbb3 oxidase were 
compared. No differences were observed between them until now. Our electrochemically induced 
FTIR spectroscopy study suggests the implication of different acidic residues during the redox 
reaction implying differences in the mechanism of these enzymes. The last part deals with the 
comparison of terminal oxidases of different types and shows the influence of the relative order of the 
midpoint potentials of the hemes on the oxygen reduction. 

Keywords : Bioenergetics, respiratory chain, direct electrochemistry, FTIR spectroscopy, UV-Vis 
spectroscopy, surface functionalization, nanoparticles, terminal oxidases, Complex IV, cytochrome c 
oxidase, quinol oxidase. 

 


