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Titre : Elaboration de nouvelles biopiles glucose/O 5
Cathodes enzymatiques a base des bilirubine oxydase s
issues de Bacillus pumilus et de Magnaporthe oryzae

Résumé :

Nous avons montré les performances et les limitations en électrochimie des deux
nouvelles BODs de Bacillus pumilus et de Magnaporthe oryzae. La BOD de M.
oryzae commence a réduire 'O, a un potentiel de + 0,50 V vs. Ag/AgCl et B. pumilus
a + 0,44 V vs. Ag/AgCl. La BOD de M. oryzae est peu sensible a la concentration de
phosphate de sodium dans I'hydrogel rédox mais est sensible au chlore, a l'urate et
aux fortes température. La BOD de B. pumilus a une activité élevée en présence de
chlore et & 50 °C mais est sensible a la concentration de phosphate dans I'hydrogel.
Cette sensibilité est compensée par une meilleure stabilité en présence d’urate, ainsi
elle ne perd que 9 % d’activité apres 3 heures dans le sérum de veau. La BOD de M.
oryzae immobilisée sans meédiateur est plus performante que B. pumilus. Son
utilisation dans des nouveaux carbones poreux contenant des nanoparticules d’or a
mis en évidence l'effet des conditions de séchage des enzymes et de la méthode de
synthese des nanoparticules. Les meilleures performances sont obtenues pour un
séchage a 25 °C sous vide et une synthése séquentielle des nanoparticules. Nous
avons combiné ces deux BODs dans une nouvelle cathode bi-enzymatique. Au ratio
optimal de 50 %v de chaque BOD, elle opére a + 0,50 V vs. Ag/AgCl avec un courant
de -0,86 + 0,01 mA.cm™dans les conditions physiologiques. Elle a une forte activité a
haute température et en présence de chlore et une stabilité intermédiaire en
présence d’'urate. Dans les mémes conditions nous avons réalisé une cathode bi-
enzymatique avec B. pumilus et la laccase de Podospora anserina. Elle est
également plus performante que les cathodes mono-enzymatiques correspondantes.

Mots clés : Bilirubine oxydases, Bacillus pumilus, Magnaporthe oryzae, urate,
matériaux carbonés poreux, nanoparticules d’or, cathode bi-enzymatique




Title : Development of new glucose/O ; biofuel cells
Enzymatic cathodes based on bilirubin oxidases from
Bacillus pumilus and Magnaporthe oryzae

Abstract :

Here we showed the performances and the limits in electrochemistry of the two new
BODs from Bacillus pumilus and Magnaporthe oryzae. The onset potential for the
oxygen reduction with the BOD from M. oryzae is + 0.50 V vs. Ag/AgCl and with B.
pumilus is + 0.44 V vs. Ag/AgCIl. The BOD from M. oryzae is not sensitive to the
concentration of sodium phosphate in redox hydrogel but is sensitive to chloride,
urate and high temperatures. The BOD from B. pumilus has a high activity in the
presence of chloride and at 50 °C, but is sensitive to the concentration of phosphate
in the hydrogel. This sensitivity is offset by an improved stability in the presence of
urate, so it loses only 9 % of activity after 3 hours in calf serum. The BOD from M.
oryzae immobilized without mediator outperforms B. pumilus. Its use in new porous
carbon materials containing gold nanoparticles showed the effect of enzymes drying
conditions of the synthesis method of the nanoparticles. The best performance is
obtained for a drying at 25 °C under vacuum and a sequential synthesis of
nanoparticles. We combined these two BODs in a new bi-enzymatic cathode. At the
optimal ratio of 50 %v of each BOD, it operates at + 0.50 V vs. Ag/AgClI with a current
density of -0.86 + 0.01 mA.cm™ under physiological conditions. It has a high activity
at high temperatures and in the presence of chloride and an intermediate stability in
the presence of urate. Under the same conditions we conceived a bi-enzymatic
cathode with B. pumilus and laccase Podospora anserina. It is also more efficient
than the single-enzymatic corresponding cathodes.

Keywords: Bilirubine oxidases, Bacillus pumilus, Magnaporthe oryzae, urate,
porous carbon materials, gold nanopatrticles, bi-enzymatic cathode
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Liste des abréviations

A

ABTS : 2,2'-azinodi-[acide 3-éthylbenzthiazoline-6-suifque]
Abub62 : Acide 62 bleu

AMP : Adénosine mono phosphate

ATP : Adénosine triphosphate

B

BOD : Bilirubine oxydase

C

CCG : Cryogel de carbone
CotA : Endospore coat protein A
CTAB : Bromure de tétra décyl triméthyl ammonium

CV : Cyclovoltammogramme

D

DMP : 2,6-diméthoxyphénol

E

EPPG: Electrode de graphite pyrolytique a bord plan

EPR: Spectroscopie de résonance paramagnétique élepteoni

F

FAD : Flavine adénine dinucléotide



G

GDH : Glucose déshydrogénase

GOx : Glucose Oxydase

H
HIPE :
HOPG : Electrode en graphite pyrolytique hautementraée

HRP : Peroxydase de raifort

ITO : Oxyde d'indium dopé a I'étain

K

kDa : kilo Daltons

M

M-BOD : Magnaporthe oryzae
MCO : Oxydase multi-cuivre

MWNT : Nanotube de carbone multi-paroi

N

NaCl : Chlorure de sodium

NADH/NAD * : Nicotinamide adénine dinucléotide
NADPH/NADP" : Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
NaP : Tampon phosphate de sodium

NMP : N-méthyl-2-pyrrolidone



O

OCP : Potentiel en circuit ouvert

P

PAA : Polyacrylamide

P-BOD : Bacillus pumilus

PBS: Tampon phosphate salin

PBSE: Acide (1-pyréne butanoique, ester succinate)
PDB : Base de données de protéines

PEGDGE : Poly éthylene glycol diglycidyl éther

PLA : Poly acide lactique

PVDF : Poly fluorure de vinylidene

PVI : Poly vinyl imidazol

PVP : Poly vinyl pyridine

PQQ : Pyrroloquinoléine quinone

R

RBBR : Rémazol R bleu brillant

S

SECM : Microscopie électrochimique a balayage
SDS: Sodium dodecyl sulfate

SGZ : Syringaldazine

SPGE: Electrode en graphite spectroscopique

SWNT : Nanotubes de carbone a paroi simple

T

TED : Transfert électronique direct



TEM : Transfert électronique médié

TEOS : Orthosilicate de tétraéthyle
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Introduction générale

Introduction générale

Au cours du 28™ siécle, la consommation énergétique mondiale anantg de facon
considérable et avec l'arrivée des pays émergdamtsmande en énergie va ne va cesser de
croitre. Toutefois, la prise de conscience denaté des ressources fossiles et des dommages
irréversibles causés a l'environnement a condudorsidérer des solutions alternatives
mettant en jeu des ressources renouvelables. Cesoss résident dans Iutilisation
d’'organismes vivants capables de convertir I'émerghimique issue de la biomasse en
énergie électrique. Ces organismes qui sont desdbézules telles que les micro-organismes
ou encore les enzymes sont utilisés dans la réalisde biopiles permettant de produire de

I'énergie [1-3].

La tendance actuelle est a la miniaturisation ggsaiils électroniques afin de faciliter
leur portabilité. Cela concerne aussi bien les eplsadestinés a un usage récréatif (lecteurs
mp3, téléphones etc.) que les dispositifs médicaydantables (stimulateurs cardiaques,
biocapteurs etc.). Idéalement, les dispositifs anfids pourraient étre alimentés par des
biopiles qui utiliseraient pour leur fonctionnemetds substances naturellement présentes
dans le corps humain (glucose, oxygene etc.). igslés offrent donc des solutions autant
en matiere de production d’énergie renouvelablenaioque pour I'alimentation d’appareils

miniatures et potentiellement implantables.

Dans cette optique les biopiles enzymatiques omicpiiérement attiré notre attention. Les
enzymes sont des biomolécules biocompatibles quisaur la plupart trés actives a 37 °C.
De plus elles sont capables de catalyser des oméactipécifiques ce qui offre de grandes
possibilités de miniaturisation [4]. Les biopilesizgmatiques sont donc idéales pour
lalimentation d’appareils médicaux implantablesnslale corps humain tels que les
biocapteurs [3]. Les capteurs a glucose notamnuaritdsun intérét particulier en raison de la

gravité et de I'étendue du diabete a travers ledaon

Afin d’éviter les conséquences dramatiques lieeetée affection (maladies cardiaques,
insuffisance rénale, dégénérescence nerveuseletcpatients diabétiques doivent mesurer
régulierement leur glycémie [5-6]. L'utilisation d@ocapteurs a glucose implantés pourrait
permettre de réaliser ce dosage régulier de masiarple et peu colteuse. Ces capteurs
seraient alimentés par des biopiles enzymatiquksant pour leur fonctionnement le glucose
et 'oxygene présents dans le sang. Dans de téliegiles le glucose est oxydé en

gluconolactone a I'anode puis les électrons issusatite réaction sont transférés a la cathode

1
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ou se produit la réduction de I'oxygene en eau. igegtions d’oxydation du glucose et de
réduction de I'oxygéne sont catalysées par desneeg\spécifiques. De nombreuses biopiles
glucose/Q ont été déja réalisées [7-14] cependant ellegnedimitées par la cathode en

termes de stabilité et d’activité [15-16].

Differentes méthodes peuvent étre utilisées poulianer les performances des
cathodes enzymatiques. On peut par exemple augmangearface spécifique de I'électrode
[17-23] ou encore optimiser les processus de teassélectroniques, mais le plus intéressant
reste encore d'arriver a identifier et produire deuvelles enzymes cathodiques plus
performantes [10, 24-25]. Les enzymes cathodigassplus couramment utilisées sont les
oxydases multi-cuivre dont il existe plusieurs solasses comme les bilirubine oxydases, les
laccases, les céruloplasmines, etc. La sous dessbilirubine oxydases (BODs) a montré de
meilleures performances dans les conditions phygiglies pour la réduction de b@n eau

[26].

Jusqu’a présent les deux bilirubine oxydases faragdssues delyrothecium verrucaria
et de Trachyderma tsunoda®nt été particulierement utilisées pour la rééhsa de
biocathodes enzymatiques. Cependant, l'attrait gesrdeux enzymes était principalement
du a leur disponibilité commerciale car elles mentr en définitive des limitations
importantes du point de vue de [lactivité et de dwabilité dans les conditions

physiologiques [27-28].

Au vu de ces contraintes des recherches ont ét@eneafin d’identifier des bilirubine
oxydases plus efficaces. Ces travaux ont condliitliéntification et a la production dans
notre laboratoire des BODs issuesMiggnaporthe oryzaf9-30] et deBacillus pumilug31-
32]. Nos travaux de thése se sont donc orientés Régude et I'optimisation des cathodes

enzymatiques utilisant ces deux nouvelles BODs.

Dans le premier chapitre nous présenterons le pbwes biopiles enzymatiques ainsi que
les différentes enzymes utilisées pour leur ré@disaEnsuite nous nous intéresserons plus en
détail aux bilirubine oxydases dont nous présengerdes propriétés structurales,

électrochimiques et quelques exemples de leurscagiphs.

Le deuxiéme chapitre sera consacré a une étudegplssée des deux nouvelles BODs

de Magnaporthe oryzaet deBacillus pumilus Nous présenterons les résultats des travaux
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précédents d’identification, de production et deactrisation biochimique réalisés au Centre
de Recherche Paul Pascal (CRPP). Puis, nous présesitune étude électrochimique
comparative de l'effet de différents parameétresleardeux enzymes tels que le chlore, la
température, etc. Par la suite nous présenterams @tedes distinctes réalisées avec chaque
enzyme : I'étude de l'effet de l'urate sBacillus pumiluset I'étude des performances de
cathodes a base de nouveaux matériaux carbonésxpovatenant des nanoparticules d'or
avecMagnaporthe oryzae

L'étude comparative des deux enzymes mettra enegga des caractéristiques
complémentaires. Ainsi dans le troisieme et derd@pitre nous présenterons la réalisation
d’'une nouvelle cathode bi-enzymatique a basBatgllus pumiluset deMagnaporthe oryzae
Nous présenterons d’abord le concept de la cathodazymatique puis les résultats des
analyses de tolérance vis-a-vis des différentsnpatr@s physiologiques : chlore, température,
urate. Ensuite nous présenterons une comparaisompeaiérmances des biopiles réalisées
avec les différents types de cathodes mono- ehdbyreatiques. Enfin nous présenterons les
résultats obtenus pour une cathode bi-enzymatigaisée avedBacillus pumiluset une

nouvelle laccase identifiée daRedospora anseringd3].
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Introduction

Les piles a combustible classiques utilisant I'loggne, les alcools (méthanol, éthanol) ou
encore des hydrocarbures comme le méthane onbrgéemps employées pour fournir de
I'énergie. Or, la production d’hydrogéne est foregrhconsommatrice d'énergie et polluante.
Quant aux piles utilisant des hydrocarbures oualesols elles rejettent des monoxydes de
carbone toxiques ou encore des gaz a effet de §rplus, les piles a combustible utilisent

comme catalyseurs des métaux nobles qui sont cress et polluants.

La bioénergie renouvelable est un des moyens pembat'atténuer la crise énergétique
actuelle tout en réduisant largement les effetsagté$ de la production d’énergie sur
'environnement. Aussi, des efforts considérablesit sconsacrés au développement de
systemes produisant de I'électricité a partir dsoerces renouvelables sans émission nette de
dioxyde de carbone. Les biopiles offrent cette tetbgie alternative en convertissant en
énergie électrique I'énergie issue de la biodégimdaes matieres organiques. Ces réactions
sont catalysées par des biomolécules qui peuventdés micro-organismes entiers (biopiles

microbiennes) ou des enzymes isolées (biopilesmeatigues).

Les enzymes possedent des avantages remarquableppart aux catalyseurs chimiques
des piles a combustible classiques. Elles sontffen leiocompatibles, ont une sélectivité
spécifique et une plus grande activité a des teatpers plus faibles. Ces caractéristiques font
des biopiles enzymatiques des dispositifs de cpoix I'alimentation d’appareils médicaux
implantables dans le corps humain comme les captegtucose. L'utilisation des enzymes
offre effectivement des possibilités de miniatuiea du fait de la spécificité des réactions
catalysées. Ainsi, le combustible et I'oxydant geu\étre introduits dans un compartiment

unique, alors que dans les piles classiques Hésssaire de les séparer par une membrane.

Cependant, la plupart des biopiles sont pour I'edunitées par la réduction de I'oxygene
a la cathode. L'optimisation des performances decdhode passe notamment par
l'identification et la production de nouvelles enms aux propriétés améliorées. Les
oxydases multi-cuivre sont les enzymes les plugatoment utilisées dans les cathodes
enzymatiques. Les bilirubine oxydases qui appargana cette famille ce sont montrées plus

performantes que les catalyseurs inorganiqguesldam®nditions physiologiques.

Dans ce premier chapitre nous rappellerons au gikealle concept d'une pile a
combustible avant de nous intéresser aux biopHas, nous mettrons un accent particulier

sur les biopiles enzymatiques et les différentesymies qui y sont couramment utilisées.
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Enfin nous présenterons les bilirubine oxydasesjrslepropriétés structurales et
électrochimiques avant de donner des exemplesuis &pplications au cours des derniéres

années.
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1. Les piles & combustible

Le concept de pile a combustible a été introduil®89 avec les travaux indépendants de
Grove et de Schoenbe[ii-3]. A linstar des batteries, les piles a contills sont des
dispositifs permettant de convertir de I'énergiendtpue en énergie électrique. Contrairement
aux batteries, I'énergie électrique est produité taie les réactifs chimiques sont fournis a
chaque électrode.

1.1. Principe d’'une pile a combustible

La réaction électrochimique globale fait interveioxydation a I'anode d’un combustible
réducteur par exemple I'hydrogene, le méthanol,Gttte réaction est couplée a la réduction

a la cathode d'un oxydant par exemple I'oxygBoe le terme de « pile a combustible ».

Ces réactions générent un flux d’électrons de Beneers la cathode a travers un circuit
électrigue externeia une résistance. Le flux d'électrons ainsi génsré@ampensé par un flux
d’ions positifs qui sont généralement des protamgles cations de métaux alcalins tels que
Li* ou Na [4]. Ce flux d’'ions positifs se fait a traverseumembrane perméable aux ions

séparant les deux compartiments (Figure 1.1.1).

Circuit externe

e- e-
N 2
e- Ye-
H e- ‘
(M A
O , \<x +) 3 2H*+ 2e+ ¥, 0,~H,0
+
H,—>2H" + 2¢e ¥
| H,0
Anode Cathode

Figure 1.1.1. Principe d’une pile & combustible, exemple de la dihydrogéne.
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1.2. Performances d’une pile & combustible

En général l'efficacité d’'une pile a combustiblég déterminée par trois paramétres : la
puissance extractible (P), la tension entre les ddectrodes (V) et le courant issu du flux
d’électrons (I). L'étude des demi-réactions auxcetmles se fait par voltammeétrie. Cette

technique permet de suivre I'évolution du courantanction du potentiel de I'électrode.

Les courbes de polarisation générées par voltamandtermettent d’analyser les
performances de chaque électrode (Figure 1.1.23.00arbes sont réalisées a faible vitesse de

balayage (< 10 mV} de facon & obtenir des courants a I'état quasbanaire.

A
+ Oxydation du glucose

= Potentiel en circuit

g ouvert (OCP)

3 O ———— o — — — = - >
Tension de la pile et Potentiel
courant générant la appliqué
puissance maximale

A
) Réduction de I'oxygéne
v

Figure 1.1.2. Courbes de polarisation d’'une anode (verte) etadtathode (bleue) et

caractéristiqgues déterminant le rendement d’'ureegpdombustible.

Ces courbes mettent en évidence plusieurs paramétmortants tels que les potentiels
d'oxydation et de réduction, les courants maximanmsique et cathodique, mais également
I'OCP théorique (violet) qui donne une mesure diefesion maximale associée a la pile. Sur
la base de ces données de demi-pile il est possidientifier I'électrode limitant la réaction

électrochimique et par conséquent le courant gédda

En mesurant simultanément le potentiel et le caysarduit par la pile, la puissance peut
étre directement calculée par I'équation I.1.1.a:

12
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P=VxlI (Equation I.1.1.a)
La tension V de la pile dépend de la différenc@alentiel entre I'anode (Ea) et la cathode
(Ec) mais également des pertes irréversibles dersion {)) :

V=Ea-Ecy (Equationl.1.1.b)

Trois types de pertes majeures contribuent a leerssion : les pertes d'activation, les

pertes ohmiques et les pertes liées au transpartadse, donc au gradient de concentration

(Figure 1.1.3) [5-6].

TenSIOﬂ theorlque (tV) TTTTTTTTTTTTTTTTTT ""'p'é'l;t'e"s"au'é'é"a"i:l')'( """""""""""""""""""""""""""""" r
Potentielen circuit ........_______y f€ACliONsparasites - ma
ouvert (OCP) Pertes

d’activation

Pertes
ohmiques

Puissance —

Potentiel

Pertes liées au
transportde mas

Courant —»

Figure 1.1.3. Variations typiques de la tension et de la puissatune pile a combustible

en fonction de la densité de courant.

Sur la figure 1.1.3 on observe gu’aux faibles cotsales pertes d'activation dominent.
Elles sont liees aux limitations cinétiques du ¢fart d’électrons a I'interface des électrodes.
Les pertes d'activation peuvent étre réduites ‘panélioration de la catalyse a I'électrode,
'augmentation de la surface d'électrode et I'opgation des conditions de fonctionnement

comme la température.

Les pertes ohmiques sont dues a la résistanceaasptrt de charges a travers les
différents composants de la pile, y compris lesstésces de contact. Elles comprennent a la
fois les résistances ioniques et électroniquesanets les collecteurs de courant, les
électrolytes, la membrane séparatrice et les éldes; ainsi que les interfaces entre ces

composants. Pour minimiser les pertes ohmiquesmésmbrane doit avoir une faible
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résistance, I'espacement entre les électrodesétteitoptimal et les composants doivent étre
bien en contact. On peut également augmenter lductinité de la solution en modifiant sa

composition.

Les pertes de concentration sont provoquées pasistance au transport de masse ce qui
conduit a des gradients de concentration, notammenrbisinage de la surface de I'électrode.
Ces pertes ont tendance a étre dominantes awitéeds courant élevées. Elles peuvent étre
réduites par une bonne homogénéisation des sautiermettant une meilleure diffusion des

réactifs a I'électrode.

Il existe également des pertes dues a des réagtemasites telles que I'adsorption des
espéeces en solution a la surface des électrodesespeces peuvent étre impliquées ou non

dans la réaction électrochimique.

Le courant de la pile est contrdlé par la taills éectrodes, la perméabilité aux ions et la
vitesse de transport a travers la membrane séjgatatt en particulier la vitesse de transfert

des électrons a la surface des électrodes respgctiv

Ces différents parametres influent sur la puissateda pile a combustible. De ce fait,
ameliorer l'efficacité de la pile revient a maxieisles valeurs de V et I. Les piles a
combustibles sont capables de fournir des dendiéépuissance importantes de plusieurs

dizaines a plusieurs centaines de mW&nce avec une stabilité élevée.

1.3. Limitations des piles a combustible

Malgré des densités de puissance élevées les pileombustible présentent des
inconvénients majeurs liés a la nature de leuays®urs et de certains de leurs combustibles.
Pour accélérer les cinétigues de réactions ces pitdisent en effet des catalyseurs
inorganiques contenant souvent des meétaux nobledesuerres rares. Ces catalyseurs tels
gue le platine sont rares, chers et polluants. IDe lgur fonctionnement est optimal a des

températures élevées comprises entre 50 °C et &Qirfithum [7-8].

En outre, la membrane semi-perméable conductricigjue séparant les compartiments
anodique et cathodique peut étre chere, se dégeadrrgmenter la résistance interne de la
pile. Enfin, du point de vue environnemental lembastibles utilisés, tel que I’hydrogéne, ne
sont pas toujours obtenus par des voix chimiquedo@iues et les températures de

fonctionnement élevées des piles induisent la prtialude gaz a effet de serre.
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1.4.Conclusion intermédiaire

hY

Les performances relevées pour les piles a confbeistmontrent qu’elles sont
indéniablement efficaces pour produire de grandantiig d’énergie. Cependant, leurs
principales limitations résident dans les colts mhesériaux tels que les catalyseurs et les
membranes, ainsi que dans la pollution directendirecte générée par leur utilisation.

Les biopiles présentées dans la deuxiéme parte ddapitre offrent une alternative aux
piles a combustible inorganiques classiques. Edlest en effet capables d'utiliser des
combustibles et des catalyseurs issus de sourdeeeltes qui sont abondants, peu chers,

moins polluants et permettent un fonctionnemensdkes conditions moins extrémes.

2. Les biopiles

Une pile & combustible biologique ou biopile estédsultat de la combinaison de deux
technologies : les piles a combustible et la blmetogie. Comme les piles a combustible
classiques, elles sont constituées d'une anod€uet ccathode séparées ou non par une
membrane sélective au passage des cations. Cenimit aux piles a combustible
inorganiques classiques qui reposent sur l'utiisatde combustibles fossiles et/ou de
catalyseurs métalliques rares, colteux et polludegsbiopiles utilisent des biocombustibles

abondants et variés et des catalyseurs biologiques.

Ces catalyseurs sont pour la plupart soit descrgoganismes entiers on parle alors de
« biopiles microbiennes », soit des protéines ewléc’est le cas des « biopiles
enzymatiques ». En général dans les cathodes dgsleBi I'oxygene est I'accepteur
d'électrons le plus approprié. Il a un en effeeptel élevé, il est largement disponible, peu

couteux et non toxique.

L'utilisation de biocatalyseurs offre des avantagggnificatifs en termes de codlt par
rapport aux catalyseurs traditionnels. De plusbiepiles sont capables de fonctionner a pH
neutre et a faible température (ambiante ou phygiglie). Ce qui est avantageux dans les
applications ou générer des températures élevéatifesle, ou lorsque des conditions de

réaction extrémes ne sont pas souhaitables [5, 7-9]
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On distingue trois types de biopiles :

v les biopiles utilisant un combustible primaire (§é&lement un déchet organique) et
générant de la matiére telle que I'hydrogéne, guensuite utilisée comme combustible
secondaire dans une pile a combustible conventilentie type H/O, par exemple;

v les biopiles produisant de I'électricité directem@martir d'un combustible organique tel
gue le glucose, en utilisant soit des enzymes surdero-organismes complets;

v les biopiles hybrides, combinant I'utilisation dgstémes photochimiques actifs et des
fragments biologiques, elles récoltent I'énergiéais® et la convertissent en énergie

électrique.

L'étude des biopiles a fait I'objet de nombreuseaues au cours des dernieres décennies [1,
4-17]. Dans le présent manuscrit nous nous irgéreas en particulier au deuxieme type de

biopiles.

Les biocatalyseurs utilisés dans ce type de biopdavent étre libres en solution ou
immobilisés a la surface des électrodes. lls paudtra associés a des médiateurs rédox, qui
sont en général des molécules artificielles dormegusu acceptrices d'électrons. Ces
meédiateurs peuvent étre utilisés par de nombreocakalyseurs a la place de leurs oxydants
ou réducteurs naturels. Les médiateurs rédox ontatge éventail de structures et de
propriétés, y compris une large gamme de poteméelex [6-9]. Ces médiateurs servent de
navettes d’électrons entre le biocatalyseur e¢d#bde. lls permettent d’accélérer la vitesse

de transfert des électrons et d’augmenter la pucgsde la pile.

Les biopiles sont donc des systemes capables dertiordirectement I'énergie chimique
en énergie électriguaa des réactions électrochimiques utilisant des vibieshimiques [5-6,
9]. Les biopiles peuvent étre utilisées essentiadiat pour:

v l'alimentation d'appareils implantables comme leacgmakers qui nécessitent une
puissance de 1 uW [18]: c’est le cas pour les mpdes implantées dans les tissus
humains ou animaux, ou les piles plus grandes mds dans les vaisseaux sanguins;

v' la production d’énergie a partir de la biomasserrfimsant des combustibles et des
oxydants ambiants principalement les végétaux, dasx usées et autres déchets
organiques;

v la production d’énergie grace a l'utilisation demdmustibles classiques : I'nydrogéne, le

méthanol, les alcools supérieurs...
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2.1. Les biopiles microbiennes

Les biopiles microbiennes utilisent comme biogatalirs des micro-organismes tels que
les levures ou les bactéries. Elles produisentétictricité tout en réalisant la biodégradation
des matiéres organiques ou des déchets. Les cahibsistomplexes tels que les glucides,
sont plus efficacement consommés dans les biopilembiennes, car elles mettent en jeu
une cascade de réactions enzymatiques permettgénénal I'oxydation compléte du substrat

en dioxyde de carbone et en eau [19-20].

Micro R
organisme A

Substrat
(combustible)

Membrane

Figure 1.2.1. Principe de fonctionnement d’une biopile microbienn

Le micro-organisme utilisé peut étre soit une es@pecifique isolée ou une culture mixte.
Il peut étre immobilisé directement sur les éleddo ou utilisé dans une suspension. Le
systéme peut aussi étre inoculé avec une cultuxeerdiune solution de nutriments dans des

conditions spécifiques lui permettant de formebigifilm sur I'électrode.

2.1.1. Intérét et applications des biopiles microbiennes

Le premier exemple de micro-organisme utilisé ppeémérer de I'électricité a été rapporté
en 1910 par Potter avee. coli sur des électrodes de platine [21]. Par la suitbeGoa
rapporté en 1931 un systéme de biopiles microbgmbectriquement connectées en série
[22].
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Dans les années 1960, le programme spatial ameérsdast intéressé a I'élaboration de
biopiles microbiennes afin d’éliminer les déchetscaurs de vols spatiaux prolongés et de
produire de I'énergi&écemment sont apparues des biopiles utilisanbideselles telles que
les mitochondries [23-26] ou encore des organismpbstotrophes utilisant I'énergie

lumineuse pour produire de I'électricité [27-31].

Outre la production d'électricité, les biopiles rolwennes ont une large gamme
d'applications [11, 13, 32]. Elles peuvent étréisgies pour la production d'’hydrogene a partir
de la biomasse sans émission de carbone dansybé@oe. Elles peuvent aussi étre utilisées

pour le traitement des eaux usées et égalemerit senvme biocapteurs.

Un intérét majeur des biopiles microbiennes eseffet la possibilité de fonctionner a
l'aide de divers combustibles tels que le dihydregées alcools (méthanol, éthanol, glycérol
etc.), les aldéhydes, les acides organiques (damt®ue, gluconique, etc.) et les glucides
(glucose, fructose, etc.). Les micro-organismes sapables de se régénérer, de croitre et de
s’adapter a leur environnement [5]. Les biopilegrobiennes sont également résistantes a
'empoisonnement lié aux substances présentes ldanamilieu environnemental [8]. Ces
propriétés font des biopiles microbiennes des sysserobustes, avec une durée de vie élevée.
Kim et al. par exemple ont rapporté en 2003 uneil@anicrobienne fonctionnant pendant 5

ans en utilisanes eaux usées d'une usine de transformation ddania3].

2.1.2. Les transferts d’électrons dans les biopiles micrabnnes

En raison de la nature vivante des organismesitgslds microbiennes ont une période
initiale transitoire de croissance bactérienne &daptation au mécanisme d'échange
d'électrons avec I'électrode, ce qui induit un terdp réponse long. L’enveloppe externe de la
majorité des especes microbiennes est une membcameposée de lipides, de
peptidoglycanes et de lipopolysaccharides non-cttedus qui entravent le transfert direct

d'électrons a I'anode.

L’amélioration des performances de ces biopilesuastiéfi majeur, elle peut étre réalisée
grace a l'utilisation de médiateurs rédox. Intrasiygpour la premiére fois par Benetto et al.
dans les années 1980 [34], les médiateurs rédosepeétre libres en solution ou immobilisés
sur I'électrode. lls doivent pouvoir étre transpsria travers les membranes cellulaires des

micro-organismes et étre non toxiques [8, 13].
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Néanmoins, certains microbes peuvent utiliser demposés naturels y compris des
métabolites microbiens comme médiateurs endogéessacides humiques, I'anthraquinone,
les oxanions du soufre et le thiosulfate ont tausdpacité de transférer des électrons de
l'intérieur de la membrane de la cellule vers kBnoCertains microbes sont également
capables de transférer des électrons directemkantade en formant un biofilm a la surface
de I'électrode et en assurant le transfert d'é@estmpar conduction directement a travers la
membrane. Ces microbes sont opérationnellementlestabt montrent une efficacité

coulombique élevée [13].

Les performances d'une biopile peuvent étre évalugar la mesure du rendement
coulombique. Il est défini comme le rapport de lantité de charge (en coulombs) transférée
du substrat a I'anode, sur la charge théorique medgi produite si la totalité du substrat est
oxydé [35]. Ce rendement dépend a la fois du nordemmicro-organismes, de I'efficacité de
leur métabolisme et de la surface des électroddsctamt les électrons. Les principales

causes de baisse de rendement coulombique sont :

v l'apparition de réactions « parasites » aux éldegme donnant pas lieu a la production de
courant;

v l'accumulation de la biomasse;

v' le mélange des réactifs anodiques et cathodiquegagiculier dans les systemes sans
membrane séparatrice [36].

2.1.3. Limitations des biopiles microbiennes

La puissance et le rendement coulombique sonttéffete facon significative par le type
de micro-organismes utilisé, la configuration de Htdopile et les conditions de
fonctionnement. Les défis actuels visent a amélim® performances et réduire les colts de

fabrication et d'exploitation des biopiles microbies.

La commercialisation des biopiles microbienneserest effet peu envisageable a ce jour,
en raison de leur codt élevé. Elles utilisent satveomme catalyseurs cathodiques des
meétaux nobles et des membranes séparatrices coralegra base de Nafion® [9, 37]. De
plus, en raison du faible taux de transport destréles a travers la membrane, les biopiles
microbiennes générent des densités de puissancas moiportantes que les piles a

combustible classiques (plusieurs milliers de mW&).m
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Le retrait de la membrane permettrait d’obtenir pieissances plus élevées. Cependant, les
piles devraient étre congues de maniere a avoihante sélectivité de réactions, afin d'éviter
les pertes de rendement coulombique en raisonrdesférts de substrats d’'une électrode a
lautre, notamment le transfert d'oxygene a l'ano@eielques exemples de biopiles
microbiennes sans membranes ont été rapportésasniteravaux de Jang et collaborateurs.
En 2004 cette équipe a développé une biopile peurditement continu des eaux usées,
fonctionnant pendant 4 semaines avec un courdnieste 2 mA [38]. Puis Liu et Logan ont
réalisé une biopile dans un agencement tubulame sembrane, en utilisant une cathode a
air avec du papier carbone [39]. Un autre disdoaittté développé par Rabaey et al. dans
lequel I'anode est dans une matrice en graphiteutmae et logée dans un tube, le tout

recouvert d’'une cathode de graphite tissée [40].

Néanmoins, des dispositifs sans membrane peuventobtenus plus aisément avec les
biopiles enzymatiques. Ces biopiles présentent onedlleure sélectivité et permettent

d’envisager la miniaturisation des systemes,

2.2.Les biopiles enzymatiques

Contrairement aux biopiles microbiennes dans ldfgpides organismes entiers servent de
biocatalyseurs, les biopiles enzymatiques utilisges enzymes isolées de leur organisme
d’'origine et parfois purifiées. Les enzymes utidisédans les biopiles appartiennent a la
famille des oxydoréductases. Elles sont capablesatidyser les réactions d'oxydation et de

réduction.

Les biopiles enzymatiques courantes fonctionnefiteg@ I'oxydation a I'anode d’alcools
(éthanol, méthanol...) ou de sucres (glucose, frectdset la réduction a la cathode
d’oxygéne ou de peroxydes [1, 4, 9-10, 17, 32, 3Ll-Avant de nous intéresser plus en détail
aux biopiles enzymatiques, il nous semble approplee revenir sur quelques notions

d’enzymologie.
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2.2.1.Les enzymes

Les enzymes sont des protéines catalysant lesagaathimiques se produisant chez les
étres vivants. Les enzymes sont synthétisées parelaules qui les utilisent. Ces catalyseurs
biologiques sont capables a faible concentratiasabitre la vitesse des réactions chimiques,

sans en modifier le résultat.

Une enzyme est spécifigue d'une réaction donnéke E&aitalyse toujours la méme
transformation se produisant sur les mémes corsighes initiaux appelés substrats pour
former un produit.Grace aux interactions géomeétriques et physiquex #&s substrats
(interactions hydrophobes, liaisons ioniques, diags hydrogene...), les enzymes peuvent

discriminer des formes chimiques trés prochesgedsles énantiomeres [44].

2.2.1.1. Caracteéristiques structurales des enzymes

v Les protéines

Les protéines sont des polymeres d’acides aminésntious la méme structure de base :
une fonction amine -NH;) et une fonction acide carboxyliqueCOOH) situées aux
extrémités d’'une chaine carbon&) Qui identifie les acides aminés. Les acides amsunt
classés selon les propriétés de cette chaine l&atéra quatre groupes : acide, basique,
hydrophile (polaire) et hydrophobe (apolaire).
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Hydrophiles acides Hydrophiles basiques
h ! ! ’ ;
HN*—C~COO  HyN'—C—COO || HyN* C-COO  HyN*— C-COO  HyN* ¢-coo
C‘:Hz C‘Hz (‘CHZ)A ((‘:Hz)s ‘CHZ
COO C‘H2 NH* NH C-
. |
Aspartate coo Lysine C=NH,* CH
(Asp /D) Glutamate (Lys/L) ,\‘le HC-N"
(Glu/E) Arginine Histidine
(Arg/ R) (His/ H)
Hydrophobes Hydrophiles non chargés
H H H coo H H H H
- %COO ~C-coo /‘c\/ HgN*~C-COO  HN*-C-COO HN"-C-COO  HN"-C-Coo
CH;, CH HN*  CH, C‘Hz %‘2 CH, H
Alanine . SH Z OH Glycine
(Ala/A) CH; CH, H,C— CH, . . Sérine (Gly/G)
Valine Proline Cystéine (Ser/ S)
(Val/ V) (Pro/ P) (Cys/C) OH
Tyrosine
(Tyr 1Y)
i i i ! i i i i
|
HoN*— choo HoN*— ‘Cfcoo H;N*— C-COO  HgN*— C‘fcoo HN*—C—COO H,N*— C‘fcoo HsNLCFCOO H3N* C‘ COO
(‘:H2 CH, CH, wc-(:H3 CH, H—‘C—OH 9"'2 C‘:HZ
?H C=CH C CH, C=0 CH, C‘Hz CH,
CH, CH, NH : (‘3H3 NH, Thréonine C‘:O ‘S
. - Asparagine (Thr/T) NH \
Leucine <\J Phénylalanine Isoleucine (Asn / N) 2 CH3
(Leu/L) Tryptophane (Phe / F) (lle /1) Glutamine Méthione
(Trp/ W) (GIn/Q) (Met / M)

Figure 1.2.2. Structures des vingt acides aminés naturels.

Au sein de la protéine ces acides aminés sonsrpéédes liaisons peptidique€Q@-NH)

et forment des polypeptides (Figure 1.2.3):

R R R O H R
N v
>N—|C N—(l:—c — \/N—(ll—c—N—lc—c\ + H,0
H @ :
H H OH H H OH
Extrémité Liaison Extrémité
N-Terminale peptidique C-Terminale

Figure 1.2.3. Formation de la liaison peptidique entre deux acateinés.
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Les chaines polypeptidiques se replient sur ellésies selon une conformation
tridimensionnelle déterminée par leur séquenceo@hes aminés. Puis elles s’agencent les

unes par rapport aux autres pour former la protéine

v' Apoenzyme et cofacteur

Les enzymes peuvent présenter plusieurs typestwstaug. Une enzyme peut étre
uniquement protéique on parle d’apoenzyme, ou #&ssoa une partie non protéique
indispensable a son activisppelée cofacteur. Ces cofacteurs interviennerd Ganéaction
chimique pour transporter un substrat, accepteproauit, ou participer a la structure de
'enzyme. Ces deux parties apoenzyme et cofacteusant inactives séparément, forment

ensemble I'holoenzyme qui est active (Figure 1.2.4)

I »~  Substrat

|
+ 4| -

Apoenzyme Cofacteur
(portion protéique inactive)  (non protéique) activateur

Holoenzyme active

Figure 1.2.4. Reconstitution de I'holoenzyme active a partir'dpdenzyme et du cofacteur.

Il existe deux types de cofacteurs : les ions rigtes minéraux (Cu, Zn...) et les
molécules organiques appelées coenzymes. Les acoeszgont en général des vitamines ou
des dérivés de vitamines, elles agissent commas relalectrons. On retrouve dans la
structure de la plupart des coenzymes le nucléatidgmosine mono phosphate (AMP), ce qui

est le cas pour I'ATP, le coenzyme A, la FAD et NAD

Les coenzymes peuvent étre fortement liés a I'apger par des liaisons de type
covalent, on parle de coenzymes activateurs oupgroents prosthétiques. Ces derniers sont
régénérés par I'enzyme en fin de réaction. D’autdacteurs liés par des liaisons de type
électrostatiques ou hydrogene sont labiles. Cesctairs se dissocient de leur apoenzyme et
diffusent en solution ou ils sont régénérés pauttBa enzymes, ils sont appelés cosubstrats
Ou coenzymes transporteurs [44].

23



Chapitre 1 : Les bilirubine oxydases dans les bespenzymatiques

Certaines enzymes peuvent posséder a la foisagregme et un cofacteur minéral [45].
Ces cofacteurs se situent dans une poche de laiziemee hydrophobe de la protéine, qui
constitue le site actif ou se fixe le substratiese déroule la réaction catalytique [46].

2.2.1.2Classification et nomenclature des enzymes

Les enzymes peuvent étre désignées par leurs ntahages fonctionnelle ou officielle
[44-45, 47]. La nomenclature fonctionnelle tieningaie de deux types de spécificités : le nom
du substrat et le nom de la réaction catalyséd'ggaryme suivi du suffixeasepar exemple

glucose oxydase, L-lactate-déshydrogénase, etc.

Lorsque I'enzyme catalyse un transfert entre deuibnstsats ils sont tous les deux désignés.
On indique d’abord le nom du substrat donneur decaaix puis celui du substrat accepteur
du radical libéré, suivi du nom du radical échardyétype de réaction et du suffixasepar

exemple : ATP-glucose-phosphotransférase, glutapyatezate aminotransférase.

En 1961 I'Union Internationale de Biochimie et dml&jie Moléculaire (IUBMB) a
codifié la désignation et la classification desyenes sous une nomenclature officielle, qui
précise et compléte la nomenclature fonctionndlteites les enzymes actuellement connues
sont répertoriées sous un numéro de classificatygstématique a 4 nombres séparés par des
points et précédés de « EC » soit EC X1.X2.X3.X4 :

v' X1 :le premier nombre pouvant varier de 1 a 6giésla classe de I'enzyme qui dépend

du type de réaction catalysée (Tableau 1.2.1) :

E.C.X1 | Classification Réaction catalysée

E.C.1 | Oxydoréductase Transfert d'électrons, d’hydrogene et fixation gane

E.C.2 Transférases Transfert d'atomes ou de groupesm#ato

E.C.3 Hydrolases Rupture de liaison, fixation de radichlusu OH issus de 1D
E.C4 Lyases Rupture de liaisons C-C, C-O, C-N

E.C5 Isomérases Isomérisation

E.C.6 Ligases Formation de liaison carbone- métalloidatéisant I'énergie de I'ATP

Tableau 1.2.1.Classification des enzymes en fonction du numeégoelL.
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v’ X2 : le deuxieme nombre désigne la sous-classeedeyime qui est définie selon le
mécanisme de la réaction. Dans le cas des oxydosshs on distingue les
déshydrogénases qui transférent les atomes d’hgdepgles monooxygénases qui
transfert 2 @, les dioxygénases qui transferent,€c ;

v' X3 : le troisieme nombre désigne la nature de |#oube servant d'accepteur dans le cas
d'un transfert ;

v’ X4 : le quatrieme nombre est un numéro d'ordre’alfyme dans le groupe et dans le

sous-groupe.

Par exemple la glucose oxydase identifice par lenéma EC.1.1.3.4 est une
oxydoréductase (1) agissant sur les groupes CH-@Hdbnneurs (1) et dont I'accepteur
d’électrons est I'oxygéne (3). La bilirubine oxydaslentifiée par le numéro EC.1.3.3.5 est
une oxydoréductase (1) agissant sur les groupe€BHies donneurs (3) avec I'oxygéne

comme accepteur d’électrons (3) [47].

2.2.1.3Cinétique enzymatique

Dans les cas les plus simples en présence d’uriraullS) une enzyme (E) va catalyser
une réaction chimique pour donner un produit (Ppa&ssant par la formation d’'un complexe

réversible enzyme-substrat (ES) (Equation 1.2.1) :

kcat

k1
E+$—*> ES— P+E (Equationl.2.1)
K1

La mesure de l'activité enzymatique est donnée gaarvitesse de réaction dans les
conditions initiales notée Vo. Cette vitesse essuné&e en faisant varier la concentration de
substrat [S] a concentration d’enzyme [E] constaldecourbe Vi = f ([S]) obtenue tend vers

une valeur maximale W (Figure 1.2.5).
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[S]

Ky
Figure 1.2.5. Représentation graphique de I'’évolution de la siede la réaction enzymatique avec la

concentration en substrat.

La relation entre la concentration du substrdfetitesse de réaction d'une enzyme est

exprimée par I'équation de Michaelis-Menten (Equmati2.2) :
VO =Wa{S]/ (Ku +[S])  (Equation 1.2.2)

ou Ky est la constante de Michaelis-Menten qui corredpédria concentration de substrat
pour Vi = Y2\uax C'est-a-dire lorsque la moitié des molécules d/erez sont saturées par le
substrat. Le kg indique I'affinité de 'enzyme pour son substraiguelle il est inversement
proportionnel. Ainsi, plus sa valeur est faiblespl@ffinité de I'enzyme pour le substrat est

importante.

La constante catalytique.kindique la vitesse de transformation du substnapmduit.
Elle représente le «turn-over » de I'enzyme céeslire le nombre de molécules de substrat
transformées par molécule d’enzyme et par unitiehgps lorsque I'enzyme est saturée par le

substrat.

Avec les constantes\Ket kg il est possible d’évaluer et de comparer I'acéivitune
enzyme par rapport a différents substrats. Cestaoies permettent également de comparer

I'efficacité des enzymes entre elles grace au rappaKy.
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2.2.1.4Facteurs influencant I'activité enzymatique

v' Latempérature

La température a deux effets sur la réaction entigoe Soit elle I'accéléere en
fournissant I'énergie nécessaire pour franchirdaibre due a I'’énergie d’activation. Soit elle
entraine la dénaturation progressive de I'enzymaoet sa désactivation [46]. La résultante

de ces deux effets se traduit par I'existence dtengpérature optimale (Figure 1.2.6).
Activité

I'«—Courbe d’Activation
V pax / (Loi d’Arrhénius)

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
I
1
I
1
1
1
1

T ontimal — Température
optimale

Figure 1.2.6. Effet de la température sur I'activité enzymatigagtjvation et dénaturation thermique.

En deca de la température optimale (courbe erstmaiges), la cinétique de la réaction

enzymatique suit une loi d’Arrhenius (Equation 3)2De ce fait dans cette gamme de
température la vitesse est multipliée par 2 tosde°C.

k=Ae _zTEra (Equation 1.2.3)

avec k la constante de vitesse, A le facteur ppdeentiel, Ea I'énergie d’activation (J.rp|
T la température (K), R la constante des gaz garfaimof*.K™).

La température optimale de la plupart des enzymsepm®che de celle de leur milieu
cellulaire (enzymes mésophiles). Néanmoins certaiganismes adaptés a des conditions de
vie extrémes, comme les bactéries des eaux thespié des enzymes dont la température

optimale avoisine les 100 °C (enzymes thermophj#es)46].
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v Le pH

Les enzymes, comme toutes les protéines, sont décuhes amphotéres contenant un
grand nombre de groupes acides et basiques pri@cipat situés sur leur surface. Les

charges sur ces groupes peuvent varier en fondtigpgH de leur environnement.

Pour chaque enzyme il existe un pH optimal (Figu#&’). Aux valeurs extrémes de pH il
se produit une dénaturation de la protéine par fication de I'état d’ionisation des chaines
latérales des acides aminés. Cela conduit a undicadidn de la répartition des charges et
des besoins en liaison hydrogene de la protéindorat a une modification de I'équilibre des
forces faibles non liantes qui maintiennent sa @aonétion [44]. Aux valeurs intermédiaires,
le pH influe sur I'activité en modifiant I'état dnisation du site actif et celui du substrat. Ces
modifications vont avoir des effets sur la confotiorade la protéine et/ou la disponibilité des

fonctions chimiques de I'enzyme et/ou du subspratmettant la fixation stéréospécifique.

Activité

V7V S

pH optimal pH

Figure 1.2.7. Effet du pH sur 'activité enzymatique.

Le pH optimal de la plupart des enzymes est praghé&a neutralité. Certaines enzymes
ont des pH optimum extrémes c’est le cas de laipegsH 2) ou encore de la trypsine (pH 9)
[46]. Il a été constaté qu’en général a 2 unités du pitnoion I'activité est réduite pres de
100 fois, mais parfois cette gamme est beaucouprphireinte [44].

Les enzymes ont un point isoélectrique (PI) défioinme le pH ou la molécule est sous
sa forme zwitterionique (ion mixte) sa charge glebest alors nulle. Si pH < PI, la charge

globale est positive car la molécule a tendancersarver ses protons ou a capter ceux
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provenant du milieu acide. Si pH > PI, la chargebgle est négative car la molécule a

tendance a céder ses protons au milieu basiqueré-g.8).

R R R
| Pu | P | Pu
NHy~—C—c” <—> NH;~C—cc” <—> NH—C—c”
N’ OH b O H O
pH < PI pH =PI pH > PI

Figure 1.2.8. Acide aminé sous forme zwitterionique (pH = Pljogtisée (pH < Pl ou pH > PI).

v La force ionique

La solubilité d’'une protéine est fonction de la centration en sels dissouts exprimée par
la force ionique qui est définie par I'équation4.2

| = 1; ¥ cZ? (Equation 1.2.4)

ou ¢ représente la concentration de chaque especai®h@lZ; leur charge électrique.

Pour une force ioniqgue donnée la solubilité dépedada nature des sels en solution. A
faible force ionique, elle augmente avec la conmedion en sels qui se lient directement aux

protéines augmentant ainsi les interactions aeauwlet les répulsions entre protéines [44].

Les sels sont classés selon la série de Hofmdisigure 1.2.9). A concentration égale,
certains sels favorisent la solubilisation des girgs on parle de « salting-in », alors que
d’autres favorisent leur précipitation ou « sakkmg » [48-49]. Selon la nature des sels
présents dans les tampons de mesure une méme epeytnavoir une activité différente.
L’activité de I'enzyme varie en fonction de l'effdes sels sur sa solubilité, sa stabilité, la
compétition avec le substrat sur le site actifilibition des cofacteurs etc.
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T Tension de surface l/ Tension de surface

¢ Solubilité fles protéines ﬁ ¢ Solubilité dgs p'rotéines
(Salting-out) (Salting-in)

¢ Dénaturation des protéines ¢ Dénaturation des protéines

¢ Stabilité des protéines l/ Stabilité des protéines

Figure 1.2.9. Classement des sels selon la série de Hofmeister.

2.2.2.Les enzymes utilisées dans les biopiles

La variété de réactions pouvant étre catalyséetepanzymes offre un large éventail de
substances organiques utilisables comme combustddas les biopiles. Aussi, différentes

enzymes anodiques et cathodiques ont été utildsiesles biopiles enzymatiques.

2.2.2.1.Les enzymes anodiques

Les enzymes anodiques peuvent étre classées sefgpel de cofacteurs rédox associés.
On retrouve les enzymes dites PQQ-dépendantesnfjunocoenzyme PQQ lié a lI'enzyme de
fagcon covalente. On distingue également les enzypwssédant comme cofacteur un
nicotinamide adénine dinucléotide (NADH/NADou le nicotinamide adénine dinucléotide
phosphate (NADPH/NADB. Ces enzymes ont leur centre rédox généralernenlkel fagcon
non covalente et capable de diffuser loin de I'emey permettant ainsi un transfert
d’électrons efficace de I'enzyme a I'électrode.

Les enzymes anodiques regroupent aussi celles ayantne cofacteur une flavine
adénine dinucléotide (FAD). Le potentiel rédox dd-AD est réducteur ce qui est idéal pour
la partie anodique d'une biopile. Ce cofacteugastitement lié et profondément enfoui dans
la structure protéique. Cependant, I'importantdagice entre le site actif de I'enzyme et la
surface de I'électrode (> 21 A pour la GOx par edeinrend difficile les transferts
électroniques directement de I'enzyme a I'électi&®. La GOx et la GDH sont les enzymes
anodigues les plus couramment utilisées, leurgrdifites caractéristiques ont été détaillées
dans une revue en 2011 par Ferri et al. [51].
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Parmi les enzymes anodiques on peut citer égaleleeritydrogénases utilisées pour la

réalisation de biopiles enzymatiques/®b, qui ont également été récemment passées en

revue [52]. Les hydrogénases sont des enzymesligé¢sl possédant dans leur site actif un

atome de fer et un atome de nickel. Ces enzymet cmistituées de deux sous-unités

globulaires avec le site actif [NiFe] profondémentoui dans la sous-unité la plus large.

Le tableau 1.2.2 présente quelqgues exemples d'eezyamodiques utilisées dans les

biopiles enzymatiques.

Coenzyme Substrat Enzyme Produit Références
] Aldéhyde i [20, 53-55]
PQQ Aldéhyde ) ) Acétate
déshydrogénase
Glucose Glucose déshydrogénase  Glucose-6-phosphatgbl, 56-60]
) , i [20, 53-55, 61-
Alcool Alcool déshydrogénase Aldéhyde
NAD*/ PQQ 62]
Fructose Fructose déshydrogénase 5-déhydro-D-Beicto  [63-65]
Lactate Lactate déshydrogénase Pyruvate [66-68]
Gluconolactone + [51, 69-75]
Glucose Glucose oxydase
peroxyde
FAD . .
Glucose Glucose déshydrogénase Gluconolactong 6(516-77]
Pyranose Pyranose déshydrogénase Pyranos-2-ulose [78-80]
R ) Cellobiose _ [81-83]
FAD/Heme Cellobiose ) ) Cellobiono-1,5-lactone
déshydrogénase
NiFe Hydrogéne Hydrogénase Protons [52, 84-85

Tableau 1.2.2.Exemple d’enzymes anodiques utilisées dans lesl&sopnzymatiques, classées

en fonction du coenzyme.
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2.2.2.2.Les enzymes cathodiques

Les enzymes utilisées dans les cathodes biologigqoas généralement des oxydases
multi-cuivre. Elles sont capables de catalyser glfisacement que le platine la réduction a
guatre électrons de I'Cen eau et elles ont une spécificité élevée poite céaction [86-88].
Les exemples incluent les laccases végétales gigioes [58, 69, 73, 75, 89] ainsi que les

bilirubines oxydases [90].

Dans le cas de la réduction de(H les enzymes cathodiques couramment utilisées sont
les peroxydases telles que la microperoxydased®191] et la peroxydase de raifort (HRP)
[92-93]. En plus des oxydases multi-cuivre et desoyydases, la tyrosinase [94] et la

cytochrome oxydase [95] ont également été utilisélascathode.

2.2.3.Immobilisation des enzymes sur les électrodes

L'immobilisation des enzymes en présence ou nanétiateurs rédox offre de nombreux
avantages, tels que I'amélioration du transfedtiaique et de la stabilité a long terme [96].
Cependant, l'immobilisation peut aussi affectestabilité et/ou l'activité de lI'enzyme. La
stabilité de I'enzyme immobilisée dépend de laneatt de la force des liaisons a I'électrode,
des conditions d'immobilisation, du degré de carfient et des conditions dans lesquelles les

réactions enzymatiques se produisent dans uneatlean fonctionnement.

Chaque méthode d’'immobilisation a ses avantagegsinconvénients [17, 97-98]. Le
procédé dimmobilisation doit donc étre choisi awein pour éviter la dénaturation des
enzymes et la perte de liberté structurelle reqpa# leur activité [41-42]. Les principales

techniques d'immobilisation sont :

v I'adsorption physique ;

la reconstitution de I'apoenzyme ;
'encapsulation ;

le greffage covalent ;

immobilisation par réticulation ;

AN N NN

immobilisation dans un hydrogel rédox.
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2.2.3.1.’adsorption physique

La méthode d'immobilisation la plus simple et lamsacolteuse est I'adsorption physique
(Figure 1.2.10). Elle peut se faire en présencemdeliateurs diffusant en solution ou co-
adsorbés avec I'enzyme [5]. Les enzymes sont reteauda surface du support grace a des
liaisons de Van der Waals et des interactions hdmexp (hydrophobes et/ou hydrophiles).

Les enzymes non adsorbées sont ensuite éliminéésvpge.

Support non Support
modifié modifié

Figure 1.2.10.Immobilisation des enzymes par adsorption physique.

L’adsorption des protéines sur une surface fonoatieée est réversible. Ainsi la
modification du pH, de la force ionique, de la cemitation en substrat ou de la température,
permet de les séparer aisément du support. Cettmitgie est particulierement simple et

economique.

Cependant, si les forces de liaison (principaleng@ttrostatiques) entre I'enzyme et le
support sont trop faibles, les enzymes peuventésertier et contaminer la solution. Par
contre si elles sont trop fortes, il peut se proslwine dénaturation de I'enzyme pendant le

processus d'immobilisation [5, 41].
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2.2.3.2L a reconstitution de I'apoenzyme

Ce concept a été introduit en 1996 par Willnerle{2®] avec la glucose oxydase. La
méthode consistait a reconstituer lI'enzyme aprégrééfage de son centre actif sur une

électrode d’or (Figure 1.2.11).

D’abord une premiére sous-couche a base de cystaasinliée a une électrode d'or
rugueuse, puis cette couche de base réagit aRQ@ La surcouche de PQQ résultante est
ensuite mise en présence de N-(2-aminoéthyl)-FADr gonner une couche de PQQ/FAD.
Le traitement de cette couche avec I'apo glucoselase conduit a la reconstitution d’'une
monocouche dense de GOx, connectée électriquentiéfgcrode.

PQQ NH, ~{FAD
S~sNH, —  |SSNH-PQQ 0 |SSNH-PQQ-NH - (FAD

Or

Apo-GOx

Or Or

Figure 1.2.11.Reconstitution de la glucose oxydase sur une mamsbeode PQQ/FAD greffée sur

une électrode d’or.

Ce systeme permet d’obtenir une cinétique élecinuigae rapide entre I'électrode et
'enzyme. Dans leur revue sur les biopiles Osmanlebnt rapporté de nombreux autres

exemples de ce type d'immobilisation [5].

2.2.3.3L’'immobilisation par encapsulation

L’encapsulation au sein d’une matrice permet dé&e relargage des enzymes et/ou des
médiateurs dans le mélange réactionnel, tout esrigant la diffusion de petites molécules a
travers la matrice (Figure 1.2.12). L'encapsulatiest une procédure qui ne lie pas
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chimiqguement les enzymes. Elles sont immobilisébgsiguement et la structure doit

permettre un degré de mobilité suffisant des ensyme

Matrice

Support non Support
modifié modifié

Figure 1.2.12.Immobilisation des enzymes par encapsulation.

Les matrices peuvent étre classées en plusieuégaas. On distingue les matrices
inorganiques (gels de silice, oxydes métalliquies)matrices organiques (chitosan, Nafion®
et alginate), les polyméres synthétiques (polyacondle, polyuréthanes...), et enfin les
matériaux composites (pate de carbone) [5, 100 éezymes peuvent étre également
encapsulées dans des matrices de polyméres coaductdectroniques [101-104].
L’encapsulation est une méthode trés largemenisésil car elle permet de maintenir la
fixation irréversible de I'enzyme et sa stabilitthut en offrant une bonne efficacité

catalytique. Toutefois, une perte d’activité de¥gme immobilisée est souvent constatée.

2.2.3.4Le greffage covalent

Des enzymes isolées peuvent étre liées de marogsdente a des supports poreux tels
que la cellulose, la céramique et les oxydes m@ua@é [97-98]. L'immobilisation se fait par
I'intermédiaire de différents groupes fonctionnptgsents a la fois sur le support et sur
I'enzyme (Figure 1.2.13). Ces groupements enzymesigne doivent pas étre essentiels a
I'activité catalytique. Les groupes fonctionnelsnagrnés sont les amines, les acides
carboxyliques, les hydroxyles, les résidus phénekq (tyrosine) et les groupements

imidazoles présents sur les histidines [5].
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Support Suppprt
fonctionnalisé modifié

Figure 1.2.13.Immobilisation des enzymes par greffage covalent.

L’immobilisation se fait en trois étapes : actigatidu support, couplage de la protéine, et
rincage afin d’éliminer toutes les protéines quiagent pu s’adsorber sur le support. Les
conditions expérimentales pour ce type d'immolitiga sont importantes, car elles

déterminent le niveau de rétention de l'activitéyematique.

2.2.3.5Immobilisation par réticulation

L'immobilisation des enzymes par réticulation cetsia créer des liaisons covalentes
intermoléculaires entre les groupes actifs des rapgyde maniere a former des agrégats
tridimensionnels (Figure 1.2.14). Les enzymes sa®orbées sur un support, puis traitées par
un agent chimique hydrosoluble bi ou multifonctiehrcomme le glutaraldéhyde. Les
enzymes sont alors susceptibles de réagir suréegogments fonctionnels libres, en formant
des liaisons chimiques fortes permettant d’obteniréseau enzymatique tridimensionnel et

insoluble. Les enzymes sont ensuite encapsuléesutagel qui les réticule.

Agent i
retlculant |:> @

Support modifié par Support modifié par
adsorption réticulation

Figure 1.2.14.Immobilisation des enzymes par réticulation.

Cette technique est simple a mettre en ceuvre Imaisoix du degré de réticulation peut

influencer les propriétés physiques. Dans la pluples cas, les produits sont en effet
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gélatineux, difficiles a filtrer et présentent ufeable résistance mécanique et une faible

activité enzymatique [97].

2.2.3.6Immobilisation dans un hydrogel rédox

Une méthode d'immobilisation conjointe de I'enzyavec un médiateur dans un hydrogel
rédox soluble a été développée par Heller et cottburs au déebut des années 1990.
L'utilisation d’hydrogels rédox permet d’améliolles transferts électroniques entre I'enzyme
et I'électrode et d’éviter le relargage du médiateu solution. En utilisant ce procédé Heller
et son équipe ont pu mettre au point des biocapetysar la suite des biopiles miniatures [89,
105-108].

v" Principe de la méthode

Dans ce procédé I'enzyme est associée a un polyséréequel sont greffés des centres
rédox a base de métal de transition. En raisoned’entropie de mélange faible entre
'enzyme et le polymere, ce dernier est congu gerfaa étre polycationique. L'enzyme étant
polyanionique a pH neutre si sa fraction massiieassez €levée pour que sa charge nette
soit suffisamment négative pour équilibrer la cleapgsitive du polymére rédox, il se forme
un adduit électrostatique hydrosoluble.

La formation de cet adduit de conductivité éledagar faible, permet d’éviter toute
séparation de phase. Cet adduit est réticulé surface de I'électrode a I'aide d’un réticulant
chimique tel que le poly éthylene glycol diglycidgther (PEGDGE). Le polymére ainsi
réticulé gonfle au contact de I'eau pour formemydrogel (Figure 1.2.15). La diffusion des
ions, des électrons ainsi que des réactifs et dadujis biologiques hydro solubles se fait

rapidement dans les hydrogels rédox.

CF '.'

Polymére redox a Enzyme Réticulant Support modifi¢ avec
osmium A= (PEGDGE) un hydrogel redox

Figure 1.2.15.Immobilisation des enzymes dans un hydrogel rédox.
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Dans I'hydrogel les enzymes sont liées par covalestc connectées électriquement a
I'électrode par un réseau rédox. On a de ce faittonnexion électrique efficace des enzymes
quelle que soit leur orientation sur I'électrode. ¢onduction électronique est principalement
contr6lée par un transfert d'électrons qui se fait collision entre les centres rédox du

polymere qui sont réduits et oxydés.

Pour chaque enzyme il existe un ratio optimal gequel la meilleure densité de courant
peut étre obtenue. Une fraction massique excesserezyme peut diminuer la densité de
courant, car a la différence du polymeére rédoxzieme est un isolant électronique. Par
ailleurs, lorsque la fraction massique du polynrédox est trop importante le flux d'électrons

est réduit en raison de la plus faible quantiténdécules d'enzyme [105, 109].

v’ Structure des polymeéres rédox

Les polyméres les plus couramment utilisés sont pley-vinylimidazole, le
polyacrylamide, la poly-allylamine et le poly-vipylridine. Les centres rédox sont
généralement des complexes d’osmium (Figure |.20&)e ruthénium [110]. Les complexes
d’osmium sont particulierement utilisés car leutgmbiel rédox peut étre facilement modulé
en fonction du choix des substituants [111]. Alesipotentiels rédox des hydrogels peuvent

étre adaptés a une combinaison spécifique enzyactiva [112-113].

Figure 1.2.16.Exemple d’'un complexe d’osmium avec deux ligandsrochet deux ligands

bipyridine sur lesquels il est possible de greffes groupements en position X ou Y.

Les complexes d’osmium peuvent étre lies de mariiéxéle au squelette du polymere

par I'intermédiaire d'une chaine carbonée appeléspaceur » (Figure 1.2.17) [82, 114]. Ces
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espaceurs offrent plus de mobilité aux médiatexesjui améliore le transfert d'électrons par
collisions et par conséquent les cinétiques desteaind'électrons entre I'enzyme et I'électrode.
L’efficacité du transfert électronique est doncréte a la longueur de l'espaceur dont

I'optimum est compris entre 8 et 15 atomes [113}115

N / NN “CH,CH,NH,

=N N~
\OS"Z/’ Hqf o 24/3+
Z N/'\N/ C/ \N]
NHY N ) 4N | NH, 9 NG N
2 cr - /N_/Oi-N‘/?
=N N= CH,4
ch’N\/ g/N

Figure 1.2.17. Structure du PVI-[Os(4,4’-diamino-2,2’bipyridin€)I]** avec le squelette du
polymere directement coordonné au complexe d’osnfA)mStructure du PVP-[Os(N,N’-dialkyl-
2,2'-bi imidazole)]*”** avec le squelette du polymére coordonné au compiésmiumvia un

espaceur de 13 atomes [116].

v Intérét de I'immobilisation dans un hydrogel rédox

L'immobilisation conjointe des médiateurs rédoxrpet d’éviter leur diffusion d’'une
électrode a l'autre. En effet, en I'absence de mangble médiateur rédox anodique réduirait
le médiateur rédox cathodique. De plus, si le niédraanodique diffusait vers la cathode il y
serait oxyde. De méme si le médiateur cathodigfiesdiit vers I'anode il y serait réduit et au

final la puissance de sortie serait nulle [108].

Les polymeres contenant des médiateurs rédox ademsemplexes métalliques ont été
utilisés notamment dans I'immobilisation de la G@&, 75, 115], des laccases [106, 117-
118] et des bilirubine oxydases [90].Dans nos w&vaous avons opté pour ce procede

d'immobilisation de I'enzyme avec un médiateur damshydrogel rédox. Cette méthode
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permet en effet d’augmenter le courant en piégphrgieurs molécules d'enzyme dans un

réseau tridimensionnel, mais également d’accrtdtstabilité apparente.

2.2.4.Intérét et applications des biopiles enzymatiques

2.2.4.1Travaux précurseurs sur les biopiles enzymatiques

Les premiere biopiles enzymatiques ont été rapesrpg@ar Yahiro et al. en 1964. Trois
biopiles ont été réalisées avec des anodes a leagpudose oxydase, de D-amino acide
oxydase, et d’alcool déshydrogénase. La reductold3 dans les trois cas se faisait sur une
électrode a base de feuille de platine. Des trizigagitifs la biopile glucose/tait la plus
performante malgré une densité de courant faib@0d@A.cn® & 285 m\Ws. Ag/AgCl [119].

Bien que la biopile soit opérationnelle, elle préag une faible stabilité et des
mécanismes de transfert d'électrons peu efficdasrecherches sur les piles utilisant des
électro catalyseurs métalliques a la place desmeezyont donc été poursuivies. Cependant,
ces catalyseurs ne permettaient pas une oxydatompléte et étaient affectés par des
problemes de passivation a basse température.iff@emntes limitations n’ont pas encourageé

I'approfondissement des travaux dans ce sens.

Par la suite, la recherche sur les biopiles enzgmes a été relancée dans les années 1980
avec I'étude de l'alcool déshydrogénase pour l'atigd du méthanol. Ces investigations ont
continué jusqu'a la fin des années 1990, lorsqumdra et Whitesides ont montré que
'oxydation compléte du méthanol en dioxyde de @aebpouvait étre réalisée avec une
cascade enzymatique. Cette cascade enzymatiquaitneettjeu I'alcool déshydrogénase, la

formaldéhyde déshydrogénase et la formiate déshgdase [120].

2.2.4.2 Avantages des biopiles enzymatiques

Du fait de la sélectivité des enzymes leur immehtion sur les électrodes permet de
garantir la spécificité des deux demi-réactionsdamnee et cathodique, et d’éviter que les
substrats/produits de I'une n'interférent avedrkaj82]. Cette propriété particuliere a conduit
a la conception de biopiles sans membrane pernmefi@tenir une simplicité structurale, un

codt réduit et une plus grande possibilité de nimisation.

40



Chapitre 1 : Les bilirubine oxydases dans les bespenzymatiques

La premiere biopile miniature sans membrane a éwgue en 2001 par Heller et
collaborateurs. Cette biopile glucosefait constituée de deux fibres de carbone de d¢m
diamétre enduites d’'un hydrogel a base de polymétex et d’enzyme (GOx et laccase). La

biopile fonctionnait & 0,4 Ws.Ag/AgCl avec une densité de puissance & 140 pWW/[68].

Le fait d'immobiliser de la GOx dans un hydrogedo®g a permis d’accroitre la durée de
vie jusqgu’a une semaine dans les conditions plygiglies [108, 121]. En comparaison la
biopile au méthanol de Palmore utilisant I'enzymeselution ne fonctionnait que pendant 8
heures. Par la suite, la méme équipe a démontré dar série de publications une
augmentation du potentiel de fonctionnement deidaile. Ills ont pu obtenir des potentiels
suffisamment importants susceptibles d’alimentepelits appareils électroniques [108, 122]
jusqu'a 0,78 Ws. Ag/AgCl dans du tampon 20 mm citrate a pH 5 [123]

Ces travaux ont confirmé que les enzymes peuvemhifoune sélectivité suffisante pour
la réalisation de systemes sans membrane. Mémai dinal seules quelques biopiles

enzymatiques sans membrane ont été reportées [5].

2.2.4.3Limitations des biopiles enzymatiques

Les systémes enzymatiques comme les microbieneniedd I'avantage d'utiliser des
catalyseurs biologiques, non polluants et renoleta tout en apportant une excellente
spécificité. Cependant les biopiles enzymatiquesdenx limitations majeures liées a leur

stabilité et leur puissance (Tableau 1.2.3).

Type de pile Puissance maximale Durée de vie maximale
Piles a combustible ~ 100 mW.ém Plusieurs mois (~ 1 an)
Biopiles microbiennes  ~ 100puW.cm* Plusieurs années (~ 5ans)
Biopiles enzymatiques  ~ 1 mW.cnt Quelques jours (~ 30 jours)

Tableau 1.2.3 Comparaison des puissances et des durées desvifférents types de piles.

41



Chapitre 1 : Les bilirubine oxydases dans les bexpenzymatiques

Lors d'un fonctionnement dans un environnement riexté a son micro-organisme
d’origine, 'enzyme perd en stabilité et sa duréevié diminue. La stabilité peut néanmoins

étre allongée a quelques jours pour une enzyme bilisée.

De plus, en raison d'un faible taux de transfétedtrons entre le site actif de I'enzyme et
I'électrode, les densités de courant restent mesngar rapport aux piles a combustibles
classiques [124]. Méme si les densités de couranivent étre amplifiees en utilisant
plusieurs couches d’enzymes sur une électrode, blepiles enzymatiques les plus
performantes n'ont permis d’obtenir que des desgi puissance de I'ordre du mW:tm
[20, 63, 125-126].

2.2.4.4 Applications des biopiles enzymatiques

L'utilisation de biopiles enzymatiques reste néammcextrémement intéressante pour
'alimentation de dispositifs électriques portablagcessitant de faibles puissances et
facilement rechargeables. C’est le cas des tél@gshombiles, des lecteurs MP3, des capteurs
etc [127].

Dans cet ordre d’'idée en 2007 la société japordésmultimédia Sony en collaboration
avec I'équipe du Professeur Kenji Kano a proposéprototype de biopile enzymatique
glucose/Q. Ces biopiles utilisaient un couple GDH/diaphoraskaaode et une BOD a la
cathode, elles délivraient une densité de puissdir®iron 1,5 mW.crii. La connexion en
série de quatre de ces biopiles, a permit l'alimiéon d’'un baladeur numérique (Figure
1.2.18) [128].

Lecteur mp

\l ‘ . |

=3 P Biopiles
%m

Figure 1.2.18.Biopiles enzymatiques Sony alimentant un lecteur J1R23].
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Les biopiles enzymatiques présentent égalementramdgntérét pour des applications
biomédicales. Elles peuvent étre utilisées poumetiter des dispositifs miniatures
implantables dans l'organisme. Ces appareils pduakems utiliser comme carburants des
éléments présents dans le corps humain comme desglou les acides organiques. C’est le

cas notamment des capteurs a glucose alimentéepdiopiles glucose/O

2.2.5.La biopile enzymatique glucose/@

2.2.5.1 Problématique

Actuellement, des centaines de millions de perssouiaas le monde souffrent du diabéte.
Cette maladie se caractérise par un exces permdaagiticose dans le sang par rapport aux
taux normaux qui sont compris entre 4,4 mM et 6 [h29]. Sans traitement approprié le
diabéte peut avoir de graves conseéquences : ateidesculaires cérébraux, maladies
cardiaques, amputations, cécité, insuffisance eemigigénérescence nerveuse, etc [130]. Afin
de prévenir les complications inhérentes a cettéadi|y les patients doivent tester leur

glycémie quotidiennement voir méme plusieurs faisjpur.

Le nombre de tests de glycémie réalisés annuelleriépasse largement le nombre
combiné de toutes les autres analyses chimiquaisatimiques réalisées dans le monde. De
plus, les frais médicaux engagés par les patieat@tiques sont quatre fois supérieurs a ceux

des patients non diabétiques [122, 130].

Hammond et collaborateurs ont étudié I'impact dutréde régulier de la glycémique chez
des patients traités par perfusion continue dinswous-cutanée. Leurs travaux ont mis en
évidence l'intérét d’'une vérification continue @edlycémie chez les patients diabétiques. lls
ont en effet constaté que des mesures fréquentegréqa cing mesures par jour), sont
nécessaires pour atteindre un contrdle optimaladglyjlcémie chez les patients diabétiques

traités intensivement [131].

Le défi actuel est donc de permettre aux patieiaisétiques de doser régulierement leur
glycémie de maniére simple et peu colteuse. Daitdlfs’avére indispensable de concevoir
des biocapteurs a glucose efficaces et idéalenmgriaintables. Ces dispositifs devraient alors
étre alimentés par des biopiles miniatures, capatie fonctionner en continu pendant de

longues périodes et fournissant des puissancdedaiiais suffisantes (~ 3 pW) [116, 129].
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Le premier glucometre portable le Reflectance M@i@rété commercialisé en 1969 par le
groupe Ames (racheté par Bayer). Cet appareil dailla d’'une petite radio portative pesait
1,2 kg et était destiné a une utilisation en milespitalier. Puis en 1981 la méme entreprise
a développé le premier indicateur de glycémie geipersonnel, le Glucometer I® [132]. Par
la suite des capteurs a glucose plus petits ondétéloppés entre 1991 et 2000, mais ils ne
permettaient pas un contréle continu de la glyeéfhB0, 132]. Il existe de nos jours des
capteurs a glucose permanents et autonomes tele ueardian Real-Time@/edtronic), le
DexCom Seven Plus® (Novalal, Freestyle Navigator® (Abbott Diabetes Care). Mai
taille de leur batterie reste le facteur limitagtil implantation dans le corps humain (Figure
1.2.19).

Figure 1.2.19.Evolution de la taille des capteurs a glucose dbanicro coulométrique Freestyle®
développée par Adam Heller et commercialisé dasisumées 2000 (A) [130], taille actuelle des
capteurs a glucose Freestyle Navigator® (B) [1@80hension souhaitée équivalente a celle de la
puce d’identification radio fréequence (RFID) VeriB® de Applied Digital (C) [133].

En vue d'alimenter de tels capteurs de nombreusagilds a glucose ont déja été
développées [17, 134-135]. On peut citer notamrentravaux de Cosnier et collaborateurs
[136-139] qui ont récemment rapporté pour la preeieis, une biopile glucosef@mplantée
dans un mammifére (Figure 1.2.2@ette biopile basée sur des électrodes de nanotiées
carbone, utilisait la GOx pour I'oxydation du glaeoet une laccase pour la réduction de
I'oxygéne Implantée dans la cavité abdominale d'un rat, ik générait une densité de
puissance 193,8W.cm? & 0,57 V [140].

44



Chapitre 1 : Les bilirubine oxydases dans les bexpenzymatiques

Figure 1.2.20.Biopile implantable développée par Cosnier et 4lL]1

Les biopiles enzymatiques sans membrane telle gilee @oncue par Heller en 2001 [89],
offrent grace a leur petite taille, la possibilitBalimenter des biocapteurs a glucose
implantables. Aussi, nos travaux de recherche s# edentés vers |'amélioration des
performances de ce type de biopiles dont quelgones-ant déja été rapportées [70, 75, 105,
108, 112, 121, 142-144].

2.2.5.21 a biopile enzymatique glucose/@étudiée au CRPP

Les biopiles glucose/étudiées au CRPP utilisent le plus souvent a larla GOx ou la
glucose déshydrogénase, pour oxyder le glucosduenrplactone. La réduction de b@n
eau est assurée a la cathode par des oxydasescuialé en particulier les laccases et les
bilirubine oxydases. Les enzymes immobilisées ssrélectrodes peuvent étre associées ou

non a des médiateurs rédox qui sont des polymédesxra base d’osmium (Figure 1.2.21).

e e
R
Glucose e e ‘
f .
_—

Gluconolactone v »
Anode Cathode

Gradient de potentiel

Figure 1.2.21.Principe de la biopile enzymatique glucoseg@ans membrane avec les enzymes et

les polymeéres rédox immobilisés sur les électrodes.
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Le bilan réactionnel théorique de la biopile enziyquee glucose/@est le suivant :
Anode: glucose—» ginoclactone + 2 H+ 2 €  (Equation 1.2.3.a)

Cathode: S4H +4¢6 — 2D (Equation 1.2.3.b)

Biopile: 2 glucose » &—> 2 gluconolactone + 240 (Equation 1.2.3.c)

Dans les conditions physiologiques pour des éldesode méme dimension, il a été
constaté que les densités de courant anodiquessspgrieures aux densités de courant
cathodiques. La cathode est aussi I'électrode lasrsiable dans le sérum ou implantée dans
un organisme vivant [108, 121]. La cathode est danpartie limitante dans les biopiles

enzymatiques glucosefO

2.3.Conclusion intermédiaire

Par l'utilisation de biocatalyseurs et de combuesibd’ origine naturelle, les biopiles
offrent une excellente alternative aux piles a costible inorganiques classiques. Bien que
les puissances générées soient plus faibles etagsiabilité reste a améliorer, les biopiles
enzymatiques en particulier amenent par leur spééifde substrat, la possibilité d’obtenir
des systemes miniatures permettant d’alimenter diggositifs implantables comme les

biocapteurs.

Les biocapteurs a glucose implantables font I'obghombreuses recherches du fait de la
gravité du diabéte et de I'importance croissantdadgopulation touchée par cette maladie.
Des biopiles glucosefOminiatures qui pourraient alimenter ce type deteag ont été

réalisées. Cependant, leurs performances resteitddis par la cathode.

Aussi, nos travaux de recherche se sont articuittaiade I'étude et de I'optimisation des
cathodes enzymatiques pour les biopiles glucgseM®us nous sommes intéressés en
particulier aux cathodes a base de bilirubine oggda car ces enzymes ont montré

d’excellentes performances dans les conditionsiploggques.

Il a en effet été démontré que les BODs immobiisaer la surface des électrodes sont
plus efficaces que le platine pour la réductionuatige électrons de I'Oen eau dans les

conditions physiologiques [109, 143]. Cette pattidté en fait des enzymes prometteuses
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pour I'élaboration de cathodes a oxygene dans iegilds et les dispositifs meédicaux
implantables [145-154].

La derniére partie de ce chapitre présente unesalathillée des bilirubine oxydases et

des difféerents travaux déja réalisés avec ces eszym

3. Les Bilirubine oxydases dans les biopiles enzymatigs

Les bilirubine oxydases (BODs) sont des oxydasasiHcuivre ou multi copper oxydases
(MCOs). Ces enzymes possedent quatre domaineside appelés cuivre de type 1, cuivre
de type 2 et cuivre de type 3. Cette famille d’eneyg a été largement étudiée en raison de
leur utilisation dans de nombreuses applicationtebhnologiques telles que le blanchiment
de la pate a papier, la décoloration des coloraptéhétiques, la synthése de polymeéres

complexes, I'assainissement des sols pollués,bdgslds et les biocapteurs [9, 155-156].

Ces enzymes sont en effet capables d’oxyder déptes| substrats tels que les phénols,
'ascorbate, la bilirubine et divers ions métalkgu Elles catalysent également la réduction
concomitante a quatre électrons de I'oxygéne enaaqui en fait des enzymes de choix pour

les cathodes enzymatiques [86].

Les MCOs sont constituées de plusieurs sous clagsesascorbate oxydases (EC 1.10.3.3)
[157-162], les céruloplasmines (EC 1.16.3.1) [163]1les bilirubine oxydases (EC 1.3.3.5)
[165-166], et les laccases (EC 1.10.3.2) [167-16%. laccases ont été énormément utilisées
dans les applications industrielles principalement raison de leur large spécificité de

substrats, leur facilité de clonage et d’expresstieur grande activité catalytique [171-172].

Tarasevich et collaborateurs [173] ont été les prEgrd'une longue série de chercheurs a
utiliser les laccases pour la réalisation de cathodnzymatiques pour la réduction de
'oxygeéne [106, 117, 174-175]. Cependant, la plugas laccases ont une mauvaise stabilité
en présence de chlore et un pH optimum acide cémit¢ considérablement leur utilisation

dans les conditions physiologiques [176].

En 1981, Tanaka et Murao [177] ont découvert léisubine oxydases. D'abord utilisées
pour la détection de la bilirubine gu’elles sonpaale d’oxyder [178], ces enzymes sont

depuis 2001 intégrées aux cathodes enzymatiquedgpmduction de I'oxygene [179].
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Contrairement aux laccases les BODs ont entre sao&mactéristiques, une activité et une
stabilité élevées a pH neutre et une grande tatéran chlore. Ces propriétés font des BODs

d’excellents candidats pour la réduction deldans les conditions physiologiques [176].

3.1. Identification et propriétés structurales des BODs

3.1.1. Identification et classification des BODs

Les BODs ont été identifies dans divers champignendactéries [176]. Les BODs
fongiques ont été identifiées daRteurotus ostreatu$180], Trachyderma tsunodaf 65,
181], Myrotheciumverrucaria [177, 182-184], et surexprimées dakspergillus sojad180-
181], Penicillium janthinellum[185-186]. Plus récemment une nouvelle BOD fongiquété

identifiée dans le pyriculariose du riz Bagnaporthe oryzafl87].

Des BODs bactériennes ont été identifiees dansol# @e Bacillus subtilis[188], de
Bacillus licheniformis[189], et deBacillus pumilus[190-191]. Ces dernieres initialement
classées comme des laccases, ont été reclassépse @®@Ds car elles peuvent oxyder la

bilirubine.

Les séquences d'acides aminés obtenues pour difsrBODs sont comparées au tableau
1.3.1, elles mettent en évidence les quatre dorsaleecuivre caractéristiques des MCOs. Les
chiffres 1, 2 et 3 correspondent aux sites de d¢oatidn pour les cuivres de types 1, 2 et 3.
Les acides aminés que l'on suppose impliqués dasslidisons entre les cuivres sont

représentés en rouge.
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2 3 3 3 1 23 313 1
CotA B. subtilis 104 WHLHG 151 WWHDH 419 HPHLHL 491  HCHILE HEDYDM
BOD M. verrucaria 131  VHLHG 170 WYHDH 436  HPIHIHL 494  HCHNLI HEDHDM
CotA B. pumilus 102 \WHLHG 149 WWHDH 419 HPHLHL 491  HCHILE HEDYDM
CotAB. licheniformis 102 VHLHG 149 WYHDH 418 HPIHLHL 490 HCHILE HEDYDM
BOD M. oryzae 118 \WHLHG 157 WWHDH 424  HPHIHL 480 HCHNLI HEDHDM

CotAB. sp HRO3 104 \WHLHG 151 WYHDH 419 HPHLHL 491  HCHILE HEDYDM
CotAT. tsunodae 84 HWHG 128 WYHSH 417 HPRHLHG 474  HCHIDFHLEAGF
CotA P. ostreatus 97 HWHG 128 WYHSH 417 HPRHLHG 474  HCHIDW HLEIGL

Tableau 1.3.1. Alignement de séquences d'acides aminés des sitestigls de coordination des
cuivres des difféerentes BODs : CotA Besubtilis(accession de P07788), BOD N verrucaria
(accession Q12737), CotA dB. pumilus (accession A8FAG9), CotA d&. licheniformis
(accession Q65MU7), CotA dBacillus sp.HRO03 (accession BOW2C5), BOD del. oryzae
(accession EDJ95889) et de la BOD Tetsunodag(accession 0611263) et de la BOD Rle
ostreatugaccession Q9UVY4). Les numéros 1, 2 et 3 cormed@ot aux sites de coordination pour
les cuivres de type 1, 2 et 3. Les acides aminésl’qn suppose étre impliqués dans la liaison

cuivrique sont représentés en rouge [176].

Nous pouvons constater que les liaisons entreul®ses mettent en jeu principalement des
histidines.De plus, les acides aminés autour des sites dmtiales cuivres sont hautement

conserves d’'une enzyme a l'autre.

Malgré leur appartenance a la méme famille les BO®slifférencient des laccases par
leur affinité pour la bilirubine. Cependant I'onigi de cette différence d’affinité n'a pour le
moment pas pu étre déterminée. L'analyse approfodess structures cristallines de ces
enzymes pourrait mettre en évidence des caraajéest structurales, qui seraient

susceptibles d’expliquer cette différence d’afeinpour la bilirubine.

3.1.2. Structure du site actif et réduction de I'Q, dans les BODs

3.1.2.1 Structure du site actif des BODs

Bien que de multiples structures cristallines detACsoient disponibles, seules les
structures de deux BODs ont pu étre obtenues. tegsi@res structures cristallines des BODs

ont été rapportées en 2010 pdlirverrucaria[192] qui est la BOD la plus étudiée en raison
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de sa disponibilité commerciale [176, 193-194]. €egctures ont par la suite été affinées par
Cracknell et al. en 2011 [195]. Plus récemmenttlacture de la BOD dl. oryzaea été
rapportée [196]. L'analyse des structures cristaflia permit notamment d’étudier le site actif
des BODs.

Les BODs sont des oxydases multi cuivre, ellesaargein de leur site actif, quatre cuivres
CU**™*. On retrouve un cuivre de type 1 (T1), dit « cailaleu » et un centre trinucléaire

(T2/T3) constitué d’'un centre cuivrique de typeRd’'une paire d’ions cuivriques de type 3.

Ces quatre cuivres sont liés par une triade d’acatainés Histidine-Cystéine-Histidine
(His-Cys-His) (Figure 1.3.1). Le centre trinucléaif2/T3 est distant du T1 d’environ 12 a 14

A [197] permettant ainsi une connexion électronigaetransfert intra protéique [198].

Au sein de ce site actif se produit I'oxydation diégers substrats spécifiques aux BODs,
avec la réduction concomitante de I'oxygéne en Béftérents mécanismes de cette réaction
ont été proposés [199-201] méme si la voie élemtmnexacte n'a pas encore été déterminée.
Toutefois, on suppose que le cuivre T1 accepte @estrons provenant d'un substrat

organique de I'enzyme et les relaie vers le sitedection de I'oxygene (Figure 1.1.3).

Site actif

Figure 1.3.1. Représentation dd. oryzae(code PDB 2L9Y) et zoom de son site actif avec BlyM

Les fleches représentent les échanges d’électtdes eactions d’oxydoréduction.
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3.1.2.2Mécanisme de réduction de I'G dans les BODs

Un mécanisme de réaction généralement accepté lpotdgduction d’'Q par le centre
trinucléaire comporte deux transferts a deux éestra partir d'une enzyme entiérement
réduite (Figure 13.2). Dans la premiere étape; &St réduit par deux électrons, formant un
intermédiaire peroxyde. Cette étape est suivie decond transfert de deux électrons,
conduisant a un clivage de la liaison O-O et lanfation d'un second intermédiaire, dit
intermédiaire natif. Le cycle catalytique est adeVors de la réduction de I'intermédiaire
natif par un total de quatre électrons, régénéuamet enzyme compléetement réduite [196,
202].

Etat Intermédiaire
réduit peroxyde
H,0 H,0
| |
Cu* Cuz*
|
+02 e)
O/

Cut Cut Cut—" T—Cu?*
Cu* Cu*
+4H* o

e Interme_dlalre /
natif
HP
Cuz*
I
/O
Cu2+ Cu2+
NOH”
Cu?t

Figure 1.3.2. Mécanisme de réduction de I'oxygéne dans le stieades BODs, avec le cuivre T1

(orange), le cuivre T2 (vert) et la paire d’ionsveigues T3 (bleu).

3.1.3. Propriétés spectroscopiques des BODs

Les quatre cuivres du site actif des BODs sontsékasen fonction de leurs propriétés
magneétiques et optiques [86, 201]. L'analyse depcegriétés magnétiques et optiques se fait
couramment en combinant les données obtenues petragropie UV-visible, spectroscopie

de résonance paramagnétique électronique (EPRY sppctroscopie de résonnance Raman.
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3.1.3.1La spectroscopie UV-visible

hY

La spectroscopie UV-visible consiste a suivre, encfion de la longueur d’onde,
I'absorbance d’'un rayonnement par des moléculemms complexessusceptibles de subir
une ou plusieurs transitions électroniques. Le tspddV-visible des MCOs montre deux
bandes caractéristiques : une intense bande dstimara 600 nm caractérisant le cuivre T1 et

un large épaulement a ~ 330 nm caractérisant ta gaons cuivriques T3 (Figure 1.3.3).

10

6 T
T3 i

0 ‘
200 300 400 500 600 700 800
Al nm

Figure 1.3.3. Spectre UV-visible d&. pumiluspurifiée. Mesure avec 50 nM d’enzyme dans du
tampon citrate-phosphate 0,1 M pH 4 & 37 ° C [190].

La bande a 600 nm correspond au transfert de clirde cystéine (Cys-S) au cuivre T1
CU?*, ce qui donne la couleur bleue généralement oésetans les MCOs. Les deux cuivres
T3 sont couplés de facon antiferromagnétique patedimédiaire d'un pont hydroxyle.

L’épaulement observé & ~ 330 morrespondant au transfert de charge du @HCG .

3.1.3.2Spectroscopie de Résonance Paramagnétique Electrque

La spectroscopie de résonance paramagnétiqueatiegtepermet la détection d’entités
paramagnétiques posseédant des électrons non appdmss cuivres T1 et T2 sont actifs en
EPR alors que les deux cuivres T3 ne le sont pastason de leur forte interaction
antiferromagnétique (Figure 1.3.4).
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T1

Intensité EPR
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Figure 1.3.4. Spectre de résonnance paramagnétiqug gemiluspurifiée, mesure a 9,65 GHz

dans l'azote liquide a 77 °K [190].

3.1.3.3Spectroscopie de résonnance Raman

La spectroscopie de résonnance Raman permet deendss fréquences des vibrations
de liaisons au sein d'une molécule. Lorsque laugage excitatrice est proche des fréquences

de transition électronique des liaisons atomiquesda se traduit par une augmentation
d’intensité sur le spectre Raman.

4|36

325 350 375 400 425 450 475

Longueur d’onde (cr¥)

Figure 1.3.5. Spectre de résonnance Ramamdpumiluspurifiée, mesure dans I'azote liquide a 77

°K, excitation laser a 568,2 nm avec une puissancddanté de 25 mVjL90].

Le spectre Raman permet d’identifier uniquementue/re T1 des MCOs. Apres une
excitation & 600 nm on distingue des bandes caistitées du T1 entre 350 et 500 tm
correspondant aux modes d’élongation des liaisdomiques entre le T1 et ses quatre
ligands. Le centre trinucléaire n'est pas obsermérason d'une forte fluorescence ne
permettant pas de réaliser une excitation a 30(20d].
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3.2. Caractérisation biochimique et électrochimique

3.2.1.Etudes cinétiques avec différents substrats

Les BODs peuvent catalyser I'oxydation des sulsstratiels permettant de caractériser les
laccases comme le 2,2'-Azino-bis(3-éthylbenzothiages-acide sulfonique) (ABTS), la
syringaldazine (SGZ), ou le 2,6-diméthoxyphénol BMDe plus elles sont capables de
catalyser I'oxydation de la bilirubine conjuguééoatnon conjuguée [203]. Le tableau 1.3.2
récapitule les parametres cinétiques obtenus pogr BODs a leur pH optimal [166, 187,
190, 204-205)].

Enzymes . : : L
B. subtilis | B. pumilus | M. verrucaria | B. licheniformis | M. oryzae
Substrats
Km (M) 124 31,7 250 6,5 429
Keat (S%) 322 391,3 115 83 664
ABTS
Keal Km 2,6 12 0,5 12,8 15
pH 4 3 6,5 4 4
Km (HM) 18 45 4 26
Keat (51 80 116 100 14
SGZ nd
kca{KM 4,4 2,6 23 0,5
pH 7 6,2 7 7
Km (UM) 216 822 56
Keat (S 29 57 28
26omp ) nd nd
KealKm 0,1 0,07 0,5
pH 7 6,8 7
Km (M) 15 35 120 0,3 18
ilirubi Keat (S* 67 117 29
B|I|r_ub|n§ cat (S7) nd nd
conjuguee| k.. /Ky 1 1 1,6
pH 7 4,8 55 8 3,6
Km (LM) 8 22 370
Bilirubine kcat(s-l) 70 94,3
non
pH 7 7,2 8

Tableau 1.3.2.Comparaison des paramétres cinétiqueB.daumilug190], B. licheniformis[204,
206], B. subtilis[207] , M. verrucaria[166] etM. oryza€[187].
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Nous pouvons constater des différences évidenedféinités pour les substrats entre les
BODs. La compréhension de ces disparités pourtedt @ossible grace a une étude des
structures cristallines des enzymes, combinéela dwdélisation moléculaire. Cependant les

structures cristallines ne sont pas disponibles fouies les enzymes.

3.2.2. Effet de la température, du pH et du chlore

Nos travaux de recherche sur les BODs se font laptsque de leur utilisation dans des
biocathodes implantées. Ces enzymes doivent domtrencune certaine stabilité dans les
conditions physiologiques : 37 °C, pH 7,2 a 20 miigphate et 140 mM NacCl.

v Effet de la température

L’étude de l'effet de la température sur lactiviles BODs a montré un maximum
d’activité en solution a 40 °C poi. verrucarig a 60 °C pouM. oryzaeet a 80 °C pour les
CotA. De toutes les MCOs les enzymes bactériennesA Cont généralement la
thermostabilité la plus élevée, avec des demi-sigsrieures a 100 min a 80 °C [176]. Pour
les laccases il a été eémis I'hypothése selon lsEueie meilleure thermostabilité serait
relative a une structure plus compacte de la preiét/ou des cuivres plus profondément

enfouis a l'intérieur des enzymes [208].

Parmi les BODs fongique$l. oryzae est l'une des plus stable, avec une demi-vie
supérieure a 300 min a 37 °C et a 70 min a 60 ®7][1A titre de comparaison, pour les
autres BODs fongiques rapportées, la demi-vie deziyme native dé. verrucaria est
seulement de 15 min a 60 °C et est portée a 9(pminla protéine recombinée produite dans
Pichia pastorig209]. Quant a la BOD d&. tsunodaeelle perd 50 % de son activité apres 90
min & 37 °C [190].

v Effet du pH

Les laccases sont capables de réduire l'oxygene potentiel élevé avec une activité
maximale dans la gamme de pH allant de 4 a 5, fagupart sont inactives a pH 7 [9].

Contrairement aux laccases les BODs sont plusestab plus actives a pH neutre [105, 179].
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Par exemple, apres une incubation de 8 jours @mnsoinditions physiologiqués. oryzae
ne perd que 15 % de son activité initiale [187h Bté également montré dans les conditions
physiologiques qué. tsunodaae perd que 5 % d’activité par jour sur une étetdgropérant
& 0,3 Vvs.Ag/AgCl & 300 tr.mift [109].

v' Effet du chlore

La plupart des MCOs sont inhibées par le chlors,lé&Ecases y sont particulierement
sensibles. On suppose comme pour [aguE les anions Cée lient au cuivre T2 et inhibent le
transfert d'électrons du T1 au T3 [210]. Par coleeeBODs semblent moins sensibles au
chlore que les laccases. La BOD Blepumilusen particulier conserve un courant élevé au-
dela de 140 mM de chlore [190].

3.2.3. Caractéristiques électrochimiques

Du point de vue électrochimique les caractéristqaeés des MCOs sont les potentiels
rédox des cuivres T1 et T2/T3. Le potentiel rédoxcdivre T1 est modulé par la nature de sa
coordination. Par exemple les différents travawdisés sumM. verrucariaqui possede une
méthionine faiblement coordonnée [156, 193] ontmped’estimer le potentiel rédox de son
cuivre T1 a environ ~ 0,69 Vs Ag/AgCI [156, 211] ou a plus de 0,40W8. Ag/AgCl a pH 7
[109, 179, 193, 211-214]. Poir tsunodagqui a une phénylalanine non coordonnée [109,
215], le potentiel rédox de son cuivre T1 a étémest plus de 0,69 Vs. Ag/AgCl a pH 7
[211, 216].

Seuls quelques travaux ont reporté les valeurpoiesntiels rédox des cuivres T2/T3, étant
donné que ceux-ci sont profondément enfouis damsd#&ine. En 2006, Gorton et al. ont
montré que le potentiel rédox du cuivre T2Meverrucariaet T. tsunodaeétait d’environ
0,58 Vvs. Ag/AgCI [211]. En 2008, Ivnitsky et al. ont montgée les valeurs des potentiels
rédox des cuivres Tl et T2/T3 del. verrucaria étaient dépendantes du procédé
d'immobilisation sur I'électrode et du pH du tampd® mesure [217]. Sakurai et al. ont
rapporté dans une seérie de publications les caisatiéns biochimiques et ['activité
électrochimique de plusieurs mutantsMeverrucaria[193-194, 209, 218]. Ces travaux ont
mis en évidence l'influence des mutations sur lgisres et notamment sur les potentiels

rédox.
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Les différentes caractéristiques des BODs que astisions les plus prometteuses pour la

cathode, sont présentées dans le tableau 1.3.3.

M. verrucaria T. tsunodae B. pumilus M. oryzae
[183, 193, 212, 219] [109, 215, 219] [220] [221]
Poids moléculaire (kDa) 66 64 60 63,7
Structure Non
: : PDB : 2XLL Non disponiblg = PDB : 2L9Y
cristallographique disponible
Potentiel rédox du T1
> 0,40 V >0,50 V ~0,42V ~0,48
(vs. Ag/AgCl)
Ligand axial du T1 Met Phe Met Met
Potentiel rédox du g
~ ~ n
T2/T3 (vs. Ag/AgCl) 0.58 V 0.58 V nd
Point isoélectrique 4,20 4,20 5,83 5,23

Tableau 1.3.3.Comparaison des caractéristiques électrochimigee8®Ds que nous estimons les

plus prometteuses pour la cathode.

3.3.Les BODs dans les applications médicales

Les BODs ont été utilisées d'abord dans le domaiédical pour la détection de la
bilirubine dans le sérum humain [176]. La bilirubiast un pigment jaune de la bile, elle est
issue du métabolisme de I'hémoglobine. Celui-éagex partir de la dégradation des globules

rouges par les cellules réticulo-endothéliales.

On retrouve la bilirubine dans le sérum sous dewrés biologiques : la forme libre
(toxique) encore appelée bilirubine non conjugeida forme conjuguée (non toxique). Cette
derniere résulte de la conjugaison de la formel@bt’acide glucuronique. Cette réaction est

catalysée dans le foie par une enzyme hépatiqggydaronyl transférase [222].
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Figure 1.3.6. Métabolisme et excrétion de la bilirubine.

La bilirubine conjuguée est connue pour étre unllewgi indicateur de la fonction
hépatique et est utilisée dans le diagnostic cielé et de I'hnyper bilirubinémie [223-226]. La
détection de la bilirubine libre est plus partiesdiment réalisée chez les nouveau-nés, dont le

foie n'est pas encore assez mature pour la transefan bilirubine conjuguée.

L’accumulation de bilirubine entraine une jaunissstfe maladie affecte environs 60 a 80
% des nouveau-nés [227-228]. De plus, une condemtrale bilirubine supérieure aux
niveaux normaux sériques qui sont compris entré 4010° M peut causer des lésions

cérébrales ou méme la mort des nouveau-nés [229].

3.3.1. Détection de la bilirubine avec la BOD libre

Deux méthodes ont été couramment utilisées pouumete niveau de bilirubine dans le
sang : le suivi de la réaction diazoique et la spphotométrie directe [230]. Les mesures par
spectrophotométrie étaient réalisées en suivaiddeoissance de I'absorbance a 450 nm, lors
de I'oxydation de la bilirubine par la BOD libre salution [225, 231-233].

Les procédures diazoiques consistaient a suivréaletion de la bilirubine avec un réactif
diazoique tel que l'acide p-diazobenzene sulfoni@atte réaction conduit a la formation de
pigments azoiques violets ayant un pic d'absor@ibAa0 nm [222]. Cependant cette méthode
n'était pas fiable car elle dépendait de nombrearamétres tels que la concentration et le
type de réactif diazoique, le pH du mélange réantbetc [230].

Par conséquent, il était nécessaire de trouver méthode qui soit a la fois fiable,
reproductible et facilement accessible. Aussi, uoc@dé enzymatique a été développé en
utilisant la bilirubine oxydase, vu que cette eneyest capable de catalyser I'oxydation de la
bilirubine en biliverdine (Equation 1.3.1) [177,3,834].
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e BOD - . :
Bilirubine + 2,0——  Biliverdine + KD (Equation 1.3.1)

Cette réaction est suivie d'une oxydation suppléamende la biliverdine en produits

pourpres de nature(s) inconnue(s) (Equation 1[223, 235]:

Biliverdine + Q — Produit(s) pourpre(s) +8 (Equation 1.3.2)

3.3.2. Biocapteurs pour la détection électrochimique de lailirubine

Les BODs deM. verrucaria et de T. tsunodaeont été utilisées pour la détection
électrochimique de la bilirubine [236]. En 1990, Mjaet al. décrivent une électrode a base
d’'une matrice graphite-époxy incorporant la BODMleverrucariaet la peroxydase de raifort
[237]. La limite de détection de cette électrodaitéle 4 UM et la courbe de calibration

linéaire jusqu'a 1xIOM.

En 1995, Shoham et al. ont rapporté un biocaptdilirabine, basé sur l'auto assemblage
multicouche deM. verrucariasur des électrodes d'or. Conservée a 4 °C I'éldetrmontrait

une durée de vie de plus de trois mois [234].

En 1996, Li et al. ont mis au point un biocapteerfldorescence a base b verrucaria
sur une fibre optique. Le capteur enregistraitlasommation d’@au cours de 'oxydation de
la bilirubine en biliverdine avec une limite de etéiton de 4,4x10M [238]. La méme année,
Fortuney et al. ont développé une électrode dénplamodifieée par un adduit réticulé té
verrucaria, d’albumine sérique bovine et de glutaraldéhyd89]2 La concentration de
bilirubine était déterminée en suivant I'augmentatie la concentration de®, résultant de
la réaction enzymatique. Cependant la littérat@eapporte pas clairement la formation de
peroxyde d'hydrogene au cours de cette réactiors h®capteurs montraient une

augmentation linéaire du courant jusqu’a 300 pMret limite de détection de 0,7 uM.

En 2000, Klemm et al. ont réalisé la détectionrecte de la bilirubinevia le suivi de sa
réaction d’oxydation en biliverdine catalysée parverrucariaen présence d$J235]. La
diminution en Q était enregistrée en utilisant une électrode sgemyg. Cette méthode était
sans interférences, rapide (< 3 min), et I'éleerotbdifiée conservait pres de 80 % de son

activité initiale apres 30 mesures successives.
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Par la suite, Andreu et al. ont rapporté une méthmalir le dosage de la bilirubine directe
(somme de la bilirubine conjuguée et de la bilingbnon conjuguée), par réaction awéc
verrucaria[240]. La procédure était basée sur les variattmfluorescence se produisant au
cours de la réaction enzymatique de la BOD avebilleubine, lorsque la solution était
excitée & 240 nm et I'émission mesurée & 440 nra.r8ponse linéaire jusqu'a 7 mg.de
bilirubine directe a été obtenue. Dans les comastioptimales la précision pour la bilirubine
libre et conjuguée était respectivement de 3,4 3,G&00.

En 2011, Kim et al. ont décrit un biocapteur amp&trsique meédié. Le capteur était basée
sur I'immobilisation deM. verrucariasur des nanoparticules d'or, en présence de 1 mM de

3-/4-

ferricyanure [Fe(CNJ°"" servant de médiateur [241]. Le biocapteur avait limie de

détection de 1,4 nM et était stable pendant deursjo

En 2013, Wang et al. ont développé une électrodeosite faite de nanotubes de carbone
multi-parois, de graphéne et de nanoparticules diar laquelle M. verrucaria a éte
immobilisée par adsorption [242]. Ce dispositif antié une réponse linéaire de 1,33 pM a
71,56 um et une limite de détection de 0,34 uM.

Plus récemment Pundir et al. ont élaboré une éldetcomposite avebl. verrucaria
immobilisée de maniere covalente sur de la ziraewétue de nano particules de silice. Le

capteur avait une limite de détection de 0,1 n\VB[24

3.4.Les BODs dans les cathodes a oxygene

Les BODs peuvent étre utilisées pour la réalisati®cathodes enzymatiques car elles sont
capables de catalyser la réduction de l'oxygeneean (Figure 1.3.2). Grace a cette
caractéristique particuliere Tsujimura et al. ontrppporter en 2001, le premier exemple de
réduction de I'oxygéne avét. verrucaria L’étude a été réalisée dans du tampon phosphate a
pH 7 contenant du chlore, en utilisant TABTSMt verrucariaen solution [179]. L’électrode

opérait & - 0,17 Ws Ag/AgCl et produisait -0,5 mA.cthde courant pendant 2 heures.

Des lors, les BODs ont fait I'objet d’'un intérétoigsant pour ce type d’application,
notamment avec les BODs fongiquesMeverrucariaet deT. tsunodaePrincipalement en
raison de leur disponibilité commerciale, plus &® articles sur des cathodes utilisant ces

BODs ont été publiés.
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3.4.1. Les différentes stratégies d'immobilisation des BOBa la cathode

Le transfert d’électrons dans les électrodes entigmes peut se faire selon deux
processus, dépendants de la stratégie d’immolisades enzymes sur I'électrode. Ces
stratégies sont appelées transfert électroniqeetdiT ED ou direct electron transfert : DET)
et transfert électronique médié (TEM ou mediatedtedn transfert : MET).

3.4.1.1Transfert électronique direct

Le premier processus est le transfert électronijrexct (Figure 1.3.7.). Cette méthode

consiste a connecter directement I'enzyme surrface de I'électrode [244].

0, + 4H" + 4e

Electrode

Figure 1.3.7. Transfert électronique direct entre le site aailalBOD deM.. oryzaeet I'électrode.

Le mécanisme réactionnel du transfert électronidjpect peut étre décomposé en trois
étapes successives donnant une réaction globalateelectrons. Ces étapes sont relatives
aux transferts d’électrons entre I'électrode @D, suivis des transferts au sein de I'enzyme

et enfin entre 'enzyme et I'oxygéne.

Dans les oxydases multi-cuivre au moins une pdtieentre rédox est idéalement situé a
proximité de la périphérie de la protéine [50]. BEaemple en 2002 Piontek et al. ont montré
sur la laccase d&rametes versicologue le T1 est situé a environ ~ 6,5 A de la serfde
I'enzyme [197]. Aussi l'orientation de I'enzymeaaslurface de I'électrode affecte son activité

électrochimique (Figure 1.3.8.).
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A B ) )
Site actif
E —
S ’ Td<15A . |d>15A
| . l | . I
Electrode Electrode

Figure 1.3.8. Orientations extrémes possibles d’'une enzyme seiélettrode. Site actif situé a
moins de 15 A de I'électrode (A) et site actif &ituplus de 15 A de I'électrode (B).

Si 'enzyme est orientée de sorte que son sité saii proche de la surface de I'électrode
(Figure 1.3.8.A) un transfert électronique efficapar effet tunnel directement entre
I'électrode et le site actif peut étre envisage.

En effet, d’'aprés la théorie de Marcus le transd&tectron dépend de la distance entre le
donneur et l'accepteur [245]. Cette distance infug |'énergie de réorganisation qui
correspond au colt énergétique des réorganisatimiéculaires internes du donneur, de
I'accepteur et du solvant lors du transfert d’élect Selon I'équation de Marcus-Hush la
vitesse de transfert des électrons dépend de diénee réorganisation et de I'enthalpie libre
d’activation de Gibbs (Equation 1.3.3).

2
k= Aexp [- (%)l (Equation 1.3.3)

avec k la constante de vitesse de transfert diélectA le facteur pré-exponentielfis AG
I'énergie libre d’activation de Gibbs (J.rff] A I'énergie de réorganisation (J.rifyl T la
température (K) etkla constante de Boltzmann (3K

Or I'enthalpie libre d’activation de Gibbs est liéela force électromotricAE (Equation
1.3.4):

AG = - nFAE (Equation 1.3.4)
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avec F la constante de Faraday #riwol"). On considére donc ques correspond & la force
électromotrice. En fonction de la valeur de I'énerde réorganisatioi on retrouve trois
régimes de transfert d'électrons représentés sur Fgure 1.3.9

A= AG

A > |AG|

Région
inversée de

Région!
Marcus

normale

> AG

Figure 1.3.9. Vitesse de transfert d’électrons en fonction dielee électromotrice.

Ainsi, plus les especes rédox sont proches meilena le transfert électronique.
Cependant, une distance trop courte ne permet ‘pasedir une force électromotricAG
suffisante pour transférer les électrons de fagaimale (Figure 1.3.9). Un transfert direct

d’électrons se fera efficacement sur une distaeceld A maximum [1].

3.4.1.2Transfert électronique médié

Dans le second processus dit transfert électromoéeié les électrons sont transférés de
I'électrode jusqu’a l'enzyme par l'intermédiairandmédiateur rédox (Figure 1.3.10.). Ces
meédiateurs peuvent étre par exemple des ferrocéatess,complexes de ruthénium, des

complexes d’'osmium etc.
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0, + 4H"+ 4e-

Electrode

2H,0

Figure 1.3.10.Schéma du transfert électroniqgue médié entredeastif de la BOD d#&l. oryzaeet

I'électrode, avec N (médiateur a I'état oxydé) etM(médiateur a I'état réduit).

Le mécanisme réactionnel peut étre ici décomposBnenétapes successives donnant une
réaction globale a quatre électrons. On considesetrainsferts électroniques d’abord entre
I'électrode et le médiateur, puis entre les centéox du médiateur, ensuite entre le

médiateur et la BOD, suivi des transferts au sa&n’ehzyme et enfin entre I'enzyme et

I'oxygene.

3.4.1.3Comparaison des stratégies d’immobilisation

La difféerence de connexion entre les deux systessedlustrée sur la figure 1.3.11 pour
une électrode modifiée avec la BOD Be pumilusimmobilisée en TED sur cryogel de
carbone (Figure 1.3.11.A) et une électrode modifsde TEM avec la méme BOD et un

polymere rédox a base d’osmium (Figure 1.3.11.B).
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Figure 1.3.11. Comparaison qualitative des CVs & 5 mVdes électrodes modifiées avec la BOD
de Bacillus pumilusimmobilisée en TED sur cryogel de carbone (A@refTEM dans un hydrogel
rédox (B) avec |[&AA-PVI-[Os(4,4'-dichloro-2,2'-bipyridinel!] 2" sur carbone vitreux. Rotation
de I'électrode & 500 tr.mindans du tampon phosphate salin (20 mM, pH 7,20am¥! NacCl),
sous 1 atm ©a 37 °C.

v’ Le transfert électronique direct

L’'immobilisation d’enzymes rédox directement swgldctrode présente un fort intérét
notamment du fait de sa simplicité. De plus, siZigne est correctement orientée et son
centre rédox suffisamment proche de la surfac&tieirode, cette stratégie peut permettre de
réduire les surtensions souvent observées en TEM.

Cependant Leech et al. ont rapporté qu'’il n’essjids d'immobiliser en TED que 5 % des
enzymes connues [81]. En outre, la densité de nbwst souvent limitée car une seule

couche d'enzyme est immobilisée sur la surfac&tbeirode.

Enfin, dans de nombreux systemes en TED la vitdesiansfert des électrons peut étre
ralentie comme on peut le voir par I'absence deeplade réduction sur la figure 1.3.11.A. On
a en effet, une large distribution des constantegitgésse de transfert électronique direct due
a l'orientation multiple et aléatoire des enzynsogbées [246].
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v Le transfert électronique médié

L'utilisation d'un médiateur rédox permet de dine@inla distance entre le centre rédox de
I'enzyme et la surface de I'électrode, ce qui aumgenia vitesse de transfert des électrons. De
plus cette méthode permet la connexion électrigeiepldsieurs couches d'enzymes. Elle
permet d’obtenir une faible distribution des contta de vitesse de transfert électronique, ce

qui explique la présence d’'un plateau en figurdl 1LB.

Cependant, l'utilisation d'un médiateur rédox a@uteux étapes supplémentaires au
transfert électronique entre le site actif de liane et la surface de I'électrode. Cela génere
des pertes cinétiques et une baisse de la tensiamale susceptibles de diminuer l'efficacité

des dispositifs tels que les biopiles.

Ces deux stratégies d'immobilisation des enzymdex@nt été appliquées au cours des
trente derniéres années. Bien que les premiersmvtaus publiés présentaient principalement

des études en TEM, il existe un intérét croissant e TED (Graphique 1.4.1) [90].
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Nombre de publications
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Graphique 1.4.1. Nombre d'articles publiés par an sur les BODs[ED {rouge) et en TEM
(bleu).
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Les paragraphes suivants présentent différentauravéalisés en TED et TEM avec les

BODs sur divers matériaux d’'électrode.

3.4.1.4L'immobilisation de BODs pour le transfert électronique direct

La plupart des travaux sur le TED a été consacséi dulen au décryptage du mécanisme
de réduction de I'@qu’a I'élaboration de biocathodes efficaces [1€3}s travaux ont été
réalisés en utilisant différents matériaux d'éteabx

3.4.1.4.1 Etude du mécanisme de réduction de I'oxygéne

Le décryptage du mécanisme de transfert électrenigdramoléculaire lors de la
réduction d'Q a pu étre étudié grace a des techniques éleatnapies. Des méthodes
microscopiques telles que la microscopie a effeinéliin situ [247] et la microscopie

électrochimique a balayage (SECM) [248-249] onteégant été utilisées.

v" Etude des transferts d’électrons

Shleev et al. ont conduit de nombreux travaux poomprendre le mécanisme de
réduction de I'Q par la BOD [250]. Ils ont ainsi étudié en 2004daction deM. verrucaria
adsorbée sur SPGE et ont pu démontrer que le clilvest le premier accepteur d'électrons
[212]. Par la suite en 2008 ils ont mis en évidelecé&ait que l'orientation d&. tsunodae
dépend du matériau d'électrode utilisé. Sur uneréige de SPGE la BOD est orientée avec le
T1 a proximité de la surface de I'électrode, atpre c’est le cluster T2/T3 qui I'est sur une

électrode en or [219].

Taniguchi et al. ont étudié la cinétique Me verrucariaimmobilisée sur de I'or modifié
avec des groupes carboxyles. lls ont évalué laamtist moyenne entre le cuivre Tl et
l'extérieur de la protéine@l17 A [251]. Le méme type d’étude réalisée sur dest@des de
graphite de type EPPG ont montré que le transhertidse fait mieux sur ce type d’électrode
que sur du carbone vitreux. De plus les résulthtsnus suggéraient qu'’il existe un possible
mécanisme de transfert inverse de type ascendhi¢ les électrons vont du cluster T2/T3
au T1 (Figure 1.3.12.B) [252].
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Figure 1.3.12.Mécanisme de transfert d’électrons en TED proposé f[gs BODs connectégm
le T1 (A) ouviale centre trinucléaire T2/T3 (B).

Apres fixation de la BOD sur des nanotubes multojgapar un agent réticulant, Brocato
et al. ont étudié le mécanisme de la réductionakydene et confirmé qu'il s'agit bien d'un
processus a quatre électrons [283¢ processus a également été mis en évidence dans u
étude du transfert électronique direct de la BOIna électrode de nanoparticules d'or dans

un mélange de liquide ionique et d'eau [254].

Le comportement a la surface de I'électrode etiVaé de la BOD ont été étudiés sur des
électrodes d’or. Une perte d’activité a été obsermgres 3 heures d’expérimentation, ce qui
suggérait des changements de conformation de reezy la surface de I'électrode d’or
[255].

v Etude de l'influence du pH

La dépendance du courant de réduction de jpar rapport au pH a été étudiée pbur
verrucariaimmobilisée sur une électrode de HOPG, en présgaahfférents substrats. Pour
chaque substrat la différence de potentiel réddredn BOD et le substrat était maximale
dans la gamme de pH optimale pour la réductiori@le De ce fait, il a été présumé que cette
différence de potentiel rédox devrait étre I'un piescipaux facteurs déterminant l'activité de
la BOD sur les substrats [256].

Plus récemment, Dos Santos et al. ont réalisé tdeges mécanistiques dé. verrucaria
sur des électrodes de graphite pyrolytique modifafacon covalente avec des groupements

naphtyle-2-carboxylate [257]. lls ont montré qui P 'activité enzymatique était limitée par
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le taux de transfert interfacial d'électrons awiT1, tandis qu'a pH 8 ce n'était plus un

facteur limitant.

En plus d'influer sur l'activité enzymatique, le phflue sur les potentiels des centres
rédox de la BOD. Une étude a été menée 8iecerrucaria sur des €électrodes composites a
base de nanotubes de carbone et de Ketjen Blaskiésealtats ont montré que les potentiels
rédox du premier et du troisieme site sont dépesddn pH, alors que le potentiel du
deuxiéme site est indépendant du pH [258].

La caractérisation de surface par microscopie @fatomique et I'étude de la catalyse en
TED de la BOD deM. verrucariag ont montré que le potentiel réedox du T1 est fodet
modulé par le pH. Il dépend également d’autresrpaties, tels que la présence d'inhibiteurs,
ou encore les conditions anaérobies et aérobi€g.[25

3.4.1.4.2. Elaboration de cathodes pour 'amélioration de la éduction de 'O,

3.4.1.4.2.1 Les électrodes a base de carbone

Le transfert électronique direct a été en parali@igement utilisé pour I'élaboration de
cathodes efficaces avec différents matériaux diélée a base de carbone. Tsujimura et al.
ont décrit en 2005, une cathode basée sur l'imimatibn électrostatique dé. verrucaria
dans une matrice cationique de poly-lysine géndumau'a -1 mA.cii de courant [213]. Par
la suite les méme auteurs ont réalisé des cathidese d'aérogels de carbone [260] et de

particules de carbone dont ils ont rapporté I'séilion dans une biopile fructose/[218].

Kokoh et al. ont adsorld. verrucariasur du Vulcan® XC72 [261], tandis que Flexer et
al. ont utilisé des mousses carbonées micro etar@iiulaires [262-263]. Sode et al. ont mis
au point un systeme de détection du glucose airteeaié, par réticulation del. verrucaria
avec du glutaraldéhyde sur une cathode de KetjankBR64]. Shim et al. ont lié de facon
covalente la méme enzyme sur des électrodes dermanitreux possédant des groupes
carboxyles en surface, introduits grace a un treetg préalable a I'acide [265].

La BOD deM. verrucariaa été encapsulée dans un aérogel constitué diagealde
platine et de palladium déposé sur une électrodeadleone vitreux. Cette cathode a été
combinée a une anode a base de GOx immobilisée de/¢acide ferrocene carboxylique
servant de médiateur. La biopile glucoseg@ns membrane ainsi obtenue générait une densité
de puissance maximale de 20 mWZx#0,25 Ws.Ag/AgCl [266].
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Cracknell et al. ont montré que ['utilisation debiirubine permettait de stabiliser la BOD
sur une électrode de graphite pyrolytique. Cetthrtijue permettait de doubler l'activité
électrocatalytique par rapport au courant obterruspaple adsorption de I'enzyme [195].
L’équipe de Kenji Kano a montré par la suite quedagormance d’'une biocathode a base de
Ketjen Black pouvait étre ameéliorée avec l'adsamptipréalable de la bilirubine sur
I‘électrode. L’emploi de bilirubine favorisait unaeilleure orientation de I'enzyme sur le
support. Par la suite ils ont réalisé une biopileetose/@ sans membrane fournissant une

densité de puissance maximale de 2,6 m\W.arf,46 Ws.Ag/AgCl sous air [267].

Tsujimura et al. ont rapporté l'utilisation & pumilussur des électrodes mésoporeuses a
base de cryogel de carbone [268]. Ces travaux amemavant une dépendance de la densité
du courant catalytique et de la vitesse du trahéfectronique avec la température et le pH de

I'électrolyte.

M. verrucaria a été immobilisée de facon covaleni@ des liaisons imines sur une
électrode de graphite modifiée avec des nanotubessemicrofibres de carbone. La cathode
obtenue générait une densité de courant de -160@njfAet était résistante aux ions
chlorures. La combinaison avec une anode a basellidiose déshydrogénase a permis de
réaliser une biopile glucose/@ournissant une densité de puissance de 54 uWam3s V
vs.Ag/AgCl [269].

Récemment Narvéaez Villarrubia et al. ont immobiliaéBOD sur une cathode double
couche constituée de papier carbone composite Rubban® XC72 [270]. Cette cathode a
ete utilisée dans une biopile glucosgi@ilisant un systeme microfluidique. Les biopiles
connectées en série dans une boisson gazeuse Batéeade®) fonctionnaient a 1,8.
Ag/AgCl et pouvaient alimenter en continu une hgelmumérique pendant 36 heures.

Les nano fibres de carbone peuvent étre utiliséas [pmmobilisation directe des BODs.
Un traitement préalable des fibres au plasma U\Wleztes rendant plus hydrophiles, permet
d’accroitre les performances de la cathode. lléeatt effet constaté une augmentation de
courant 38 fois supérieur par rapport a des fihmastraitées au plasma [271].

DerniérementM. verrucariaa été immobilisée dans une électrode réaliséelfadt sur
carbone vitreux, de nanoparticules d’or et d’'oxgidecobalt encapsulées dans un polymere de
polypropyléne-g-polyéthylene glycol. Une biopilaigbse/Q sans membrane a été realisée
avec cette cathode combinée a une anode a bas®xielabiopile générait une densité de
puissance de 23,5 uW.&m + 0,56 Ws Ag/AgCl [272].

70



Chapitre 1 : Les bilirubine oxydases dans les bexpenzymatiques

La BOD a été adsorbée sur une électrode modifiée axe dispersion de Ketjen Black
dans une matrice de poly acide lactique (PLA). €rtéthode a permit d’augmenter la vitesse
de transfert électronique et de réaliser une lkeopiec une anode fructose déshydrogénase
générant une puissance de 57 pWA@&m00 m\Wws Ag/AgCl [273].

Des nanomatériaux carbonés ont été utilisés paliseé le transfert électronique direct
avec la BOD. C’est le cas du noir de carbone dsspedans un bio polymere de poly acide
lactique et également de I'oxyde de graphéne. B#sodes obtenues avec ces nanomatériaux

généraient des densités de courant supérieure$ BAcm® & + 0,5 Ws Ag/AgCl [274].

3.4.1.4.2.2 Les électrodes a base nanotubes de carbone

En raison de leurs propriétés intrinseques : stalthermique et chimique élevées, haute
résistance a la traction, conductivité et petiiesedsions [275-276], les nanotubes ont été les
matériaux de choix pour les expériences en TEDu(Ei¢.3.13). Leur utilisation a été passée

en revue par Opallo et Bilewicz [277] et plus réosnt par Holzinger et Cosnier [43, 278].

0, + 4H"+4e- 21,0

Figure 1.3.13.Immobilisation de bilirubine oxydase sur nanotubecdrbone.

v" Utilisation de nanotubes de carbone non fonctionnedés

Lisdat et al. ont rapporté la réduction g’€ur M. verrucarialiée de maniére covalente a
des nanotubes de carbone multi-parois (MWNT) [2LéE mémes auteurs ont également lié

cette enzyme de maniére covalente a une électnoder enodifice de MWNT, générant
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jusqu'a -500 pA.ciia pH 7 et & 25 °C [279-280]. lls ont par ailleorsdifié des MWNT
avec des composeés aromatiques [281] et plus tacdythiol [282].

Willner et al. ont réalisé une cathode awécverrucariaadsorbée sur une électrode de
carbone vitreux modifiée avec des nanotubes deonarlet I'ont utilisée dans une cellule
photo-bioélectrochimique [283]. Il a aussi été méntgue M. verrucaria encapsulée a
l'intérieur d'une électrode composite a base detoaes de carbone et de silice sol-gel,
catalyse la réduction d’{@n eau. La constante de vitesse du transfert éfegtre a la surface
de I'électrode calculée est de 5§ indiquant que les parois des nanotubes de carkmmie

responsables du transfert d'électrons [284].

Plus récemment Johnson et al. ont décrit une cathoadifiée avedV. verrucaria sur
nanotubes de carbone, stabilisée par un revéteteesitice sol-gel et utilisée dans un biopile
hybride [285]. Tkac et al. on rapporté une cathodmposite concue de Ketjen Black, de
chitosane, et de nanotubes [286]. Pankratov atdéng biocathode avekl. verrucaria
adsorbée sur buckypapers (feuilles minces compod&es assemblage de nanotubes)
fonctionnalisés avec des MWNT [287].

Une biopile souple a base de cellulose et de nbestde carbone composite déposés sur
papier filtre a été concue. La connexion en ségielelix de ces biopiles a permis d’atteindre

une puissance maximale de 7,9 uW a 1,34\Ag/AgCl [288].

v' Utilisation de nanotubes de carbone fonctionnalisés

Mao et al. ont réalisé la réticulation M verrucariasur les nanotubes de carbone a paroi
simple (SWNT) sur fibre de carbone avec de l'alleribovine sérique et du glutaraldéhyde.
lls ont ensuite rapporté l'utilisation de cettehwate dans une biopile miniature glucose/O

avec une grande tolérance a l'acide ascorbiqug.[289

Gao et al. ont mis en évidence la réduction enzguatde I'Q par M. verrucaria
réticulée avec de I'albumine bovine sérique sur SV utilisée dans une biopile [70]. Plus
t6t, le méme groupe a rapporté 'immobilisationTéeD de M. verrucariasur nanotubes de
carbone fonctionnalisés de facon non covalente dgsalérivés de cellulose [290]. La méme
stratégie a été appliquée par Wu et al., leur cathe été utilisée pour I'élaboration d'une
biopile fructose/air générant une puissance deri@&cm? & + 663 mV dans un tampon a
pH 5 [291].
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Des nanotubes de carbone fonctionnalisés de grazgresxyles ont été élaborés et la
cathode modifiée a été utilisée plus tard danshimgile H,/O, générant 300 mW.cha 0,6
V [292]. Dong et al. ont utilisé des nanotubes fmmmalisés avec des liquides ioniques
modifiés aved\Vl. verrucariacomme cathode dans un biopile a base de papiex fRE3].
Plus tard ils ont utilisé le méme processus p@laboration de capteurs a acétaldéhyde auto

alimentés [294].

La BOD a été immobilisée sur des électrodes a bdaseanotubes de carbone alignés
verticalement et modifiées avec de la PQQ. La P@@ad d’interface permettant la fixation
covalente de I'enzyme. La cathode obtenue génémaiburant de -550 pA.cfra + 0.1 Ws
Ag/AgCI [59].

Milton et al. ont réalisé avell. verrucariades biopiles GOx/BOD et FAD-GDH/BOD
avec une cathode a base de MWNT fonctionnalisés ded’'anthracéne. Les études menées
sur ces biopiles ont permis de mettre en évidertietl endommageant sur la BOD du®j
produit par la GOx. Les piles GOx/BOD sont initralent plus efficaces que les biopiles
FAD-GDH/BOD, mais la production de,B, par la GOx affecte de facon irréversible les
performances de la biocathode alors que l'effet learlaccases est réversible. Cet effet
endommageant est visible seulement sur le longetdors d’'un fonctionnement continu
pendant 24 heures alors qu’au bout de 30 min laodat reste stable [295-296]. Cependant
dans ces travaux la concentration minimale g@.troduite par la GOx et endommageant la
BOD n’a pas été calculée. La concentration init@@eHO, (10 mM)introduite en solution
pour démontrer I'effet endommageant est tres élesggui ne permet pas de savoir comment
réagirait la cathode sur le long terme pour deseoinations plus faibles. Pour une meilleure
optimisation de cette cathode il aurait été intgaas de déterminer quelle concentration de
H,O, est produite par unité de temps par la GOx etréirgie quelle concentration I'effet

endommageant est observeé sur la BOMdgerrucaria

La fonctionnalisation des nanotubes de carbone baeide (1-pyréne butanoique, ester
succinate) (PBSE) et la syringaldazine a permimélorer I'orientation de la BOD sur
I'électrode. La cathode obtenue générait une demsitcourant de -0,65 + 0,10 mAérsoit

2,5 fois plus que des cathodes non modifiées [297].

Korani et Salimi ont élaboré une biocathode aveB@® immobilisée sur une électrode
modifiée avec de la bilirubine et des nanotubegsatbone. Cette technique permettait non
seulement de réaliser un transfert électroniquectimais également d’obtenir une excellente
activité électrocatalytique a + 0,61¥5. Ag/AgCIl [298]. Dans le méme ordre d'idée la
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bilirubine a été utilisée pour favoriser 'orientat de la BOD sur des MWNT et améliorer

ainsi le transfert interfacial d’électrons [299].

3.4.1.4.2.3Les électrodes d’'or

Ohno et al. ont fixé la BOD d®l. verrucaria de fagcon covalente sur des électrodes
tridimensionnelles a base de nanoparticules d'ar fomctionnalisées avec des thiols, et
produisant jusqu’a -5,2 mA.cfra 4000 tr.mift [300]. Salaj-Kosla a rapporté I'adsorption de

M. verrucariasur de I'or nanoporeux générant jusqu'a -0,8 mA.[381].

En 2012, Wang et al. ont fait état d'une d’'une @a¢ha base de particules d'or de 20 nm,
modifiée paM. verrucaria[302] et utilisée dans une biopile en tant que a®aénergie pour
les lentilles de contact [303]. Puis, De Lacey ktoat rapporté l'immobilisation dé/.
verrucarialiée de facon covalente sur des nanoparticules[80#]. La biocathode générait
une densité de courant de -140 pAZdans des conditions mimant celles du sérum et étai

stable pendant au moins 6 jours.

Une cathode hybride a base de nanoparticules déT@e nanoparticules d'or a été
réalisée permettant un transfert électronique tldteda BOD a I'électrode. Une augmentation
notable de lintensité du courant a été observéeamon du développement du film de

nanoparticules et d’'un bon accés aux nanoparticlibeg305].

Des électrodes modifiées par des nanoparticules diot été utilisées pour
I'immobilisation covalente de la BOD. Ces bioéled#s nanostructurées ont été testées en
tant que biocapteurs a oxygene dans les conditgmgsiologiques. Les mesures en
chronoampérométrie montraient une limite de déiactie I'oxygéne a 6 £+ 1 uM avec une
plage linéaire de 6 a 300 puM [306]. Pankratov et aait montré que la taille des
nanoparticules d’or dans ces cathodes n’influemde vitesse du transfert électronique direct,

ni I'activité biocatalytique de I'enzyme [307].

3.4.1.4.2.4.Les cathodes a air

Les faibles solubilité et coefficient de diffuside I'oxygéne dissout en solution aqueuse,
contribuent a limiter la réaction biocatalytiquea Iconception de cathode a air expose

I'enzyme a trois phases : la phase solide pownllacte de courant en TED, la phase liquide
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pour un transfert de protons efficace et la phaseegse pour le transport efficace de
l'oxygene (Figure 1.3.14).

Couche de
diffusion du gaz

Couche catalytique y . ¢ 8 ' 2
poreuse ——> \
Electrolyte H,0

Figure 1.3.14.Schéma d’une cathode a air a base de BOD.

Les cathodes a air ont fait I'objet de nombreuxdtx menés notamment par Atanassov
et collaborateurs. En 2011 ils ont élaboré unecchktta base dil. verrucariaopérant dans
les conditions physiologiques et fournissant sdusre densité de courant de -0,35 mAZTm
a + 0,5 Vvs. Ag/AgCl, soit un courant trois fois plus importaqie sous oxygene [308]. Les
mémes auteurs ont développé plus tard des biogiilésant ces cathodes et produisant une
densité de courant de 0,5 mA:€i809].

Puis, Nishiwaza et al. ont mis au point une cathéo@é réalisée a l'aide d’'une bande de
carbone modifiée avec du Ketjen Black, du polyf&tcaoéthylene etM. verrucaria. La
cathode ainsi obtenue générait une densité de miodea-2 mA.crif [310]. Cette cathode a

éte par la suite optimisée en ajoutant des nanstikearbone [311].

Plus récemment, Zloczewska et al. ont rapportéoatieode réalisée en encapsuliht
verrucariadans un film de gel de silice sur papier de caebmymposite, fonctionnalisé avec
des SWNT. La cathode a pu étre utilisée dans uttertleaZn/Q [312].

La cathode a air a base de BOD a été utilisée daes biopile microbienne sans
membrane générant une puissance de 200uW[818]. L'étude de la stabilité de la cathode

en présence de polluants/bactéries a montré utenapide d’activité [314].
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Plus réecemment Babanova et al. ont décrit I'étudeeal cathode a air en utilisant des
méthodes d’analyses statistiques. Ces méthodepeontis d’améliorer leur cathode et de
générer une densité de courant de -755 + 39 pAZM3 Vvs.Ag/AgCl [315].

L’équipe d’Atanassov a rapporté I'élaboration d’'ureghode a base de papier carbone
composite, de fibres de carbone, de nanotubes rthere le tout encapsulé dans un gel de
silice. La cathode obtenue générait un couran668,07 + 146,18 pA.ctha pH 5,5 [316].

Une cathode souple a pu étre réalisée a base itle lusilicone revétue d’'un composite
de chitosan et de nanotubes de carbone. L'élecmbtenue était stable pendant 5 jours et
générait un courant maximal de -411 + 68 pA%in+ 0,2 Vvs. Ag/AgCl et un potentiel
maximal de 0,624 + 0,020s. Ag/AgCl a pH 5 [317]. Tsujimura et al. ont réalisge cathode
flexible utilisée dans une biopile atteignant ueesité de puissance de 0,12 mW%a0,4 V
vs.Ag/AgCI [318]. Les mémes auteurs ont montré queelasité de courant d’une biocathode
a diffusion gazeuse pouvait étre augmentée enaajushydrophobicité d'électrodes de
carbone poreuses, et en facilitant I'adsorptiod’elezyme par I'ajout une petite quantité de
tensio-actif non-ionique a la solution enzymati¢®E9].

3.4.1.4.3. L'immobilisation de BODs pour le transfert électronique médié

La réduction bio électrocatalytique médiée de kpne a été réalisée en utilisant
différents types de médiateurs tels que I'ABTS [32@s protéines rédox comme le
cytochrome c, les cyano complexes métalliques [@d]encore les polyméres rédox couplés
avec des complexes d'osmium. Ces médiateurs peéuwentutilisés libres en solution ou

immobilisés sur I'électrode.

3.4.1.4.4 Utilisation de médiateurs rédox en solution

v Médiation avec 'ABTS

L’ABTS (Figure 1.3.15) diffusant librement en sabrt a été utilisé dans les premiers
travaux de Tsujimura notamment pour [|'élaboratian plle a combustible #0,. Il a
egalement été utilisé dans une biocathode BAiegerrucariaabsorbée sur Vulcan® XC72
[179, 321].
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Figure 1.3.15. Structure du 2,2'-Azino-bis(3-éthylbenzothiazolwecide sulfonique) (ABTS).

Il a été constaté que l'utilisation de 'ABT®onduit & une augmentation du potentiel de
0,38 Vvs.Ag/AgCl a 0,41 Ws.Ag/AgCl [261]. En 2007, Kamitaka et al. ont utlisABTS
pour analyser l'effet des mutations des ligandsawxidu cuivre T1 sur le courant
d'électroréduction dM. verrucariaimmobilisée [63, 218]. lls ont mis en évidenceslde la
mutation de la méthionine en glycine, la diminutiglu potentiel rédox du T1 et

l'augmentation de la densité de courant limitenag@port a I'’enzyme sauvage.

L’ABTS a également été utilisé par lkeda et aln afiétudier les processus d'inactivation
réversible et irréversible dd. verrucariaapres chauffage et addition de guanidine [322-323]
L’ABTS et le ferricyanure [Fe(CN)*’* ont été utilisé pour étudier les mécanisme de

transfert d’électrons de I'électrode a la BOD [252]

v' Autres médiateurs

Ikeda et al. ont étudié [I'utilisation de poly [oMygene (diméthylimino) propyl-
(diméthylimino) éthylene] [324] et de cations ddypammonium comme stabilisant padur
verrucaria [325] avec du [Fe(CN)*™* en solution. L'utilisation du polypropyléne-g-
polyéthyléne glycol avec du ferrocene a permit tBobr une cathode avec une activité
catalytique 100 fois plus importante que sans é&me. La biopile glucosef@btenue avec
cette cathode opérait & + 0,56V¥. Ag/AgCl et fournissait une puissance de -65 nW-cm
[326].

D'autres médiateurs tels que les complexes cyanaligges ont également été utilisés
libres en solution pour accroitre I'efficacité deathodes a base de BOD. Les complexes
cyano-métalliques les plus utilisés sont le [W(GRKY", le [Os(CN}]*™, le [Mo(CN)]*™ et
le Ru(bpy)}**[327-328].
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3.4.1.4 5 Utilisation de médiateurs rédox immobilisés

Les médiateurs rédox les plus couramment immobilaé&c les BODs sont I'ABTS, le

ferricyanure et les polymeres.

v Médiation avec 'ABTS

En 2008, Tingry et al. ont immobilis®. verrucaria et 'ABTS dans un film de
polypyrrole. La cathode obtenue a été utilisée dams biopile concentrique générant 42
mW.cnmi? & + 0,25 Ws. Ag/AgCI [329-330]. Le méme concept a été rappontéiisant des
dérivés de polythiophene possédant des grouperoartisxyles [72].

Liu et al. ont co-immobilisé. verrucariaavec des nano-feuillets de graphéne dans une
matrice de silice sol gel avec 'ABTS comme médiate&dox [331]. En 2008 Komaba et al.
ont réalisée une cathode en combinant la BOD aeetABTS immobilisés a l'aide de
nanotubes de carbone. La biopile glucosetenue générait une puissance de 150 uW.cm
a 0,65 Vvs.Ag/AgCI [332]. Le méme type de cathode combinéesdame biopile avec une
anode multienzymatique a permit de générer unespoie de 2,9 mW.cma 0,69 Vvs.
Ag/AgCI [333].

Hussein et al. ont réalisé une biocathode faitmélangeant de la BOD, de 'ABTS et du
Nafion® déposeés sur buckypapers fabriqgués a pdetiMWNT fonctionnalisés [334]. Une
biopile glucose/@a été réalisée avec une cathode similaire, efiérgé une puissance de 26
HW.cm? & 0,55 Ws.Ag/AgCl [335].

L’ABTS a également été utilisé comme médiateur xédans une biocathode hybride
BOD/levure développée par Alfonta [336]. Plus réoent 'ABTS a été immobilisé avec la
BOD dans des électrodes de nanoparticules de canm@&soporeuses. La biopiles obtenue
avec la cathode ABTS/BOD associée a une anodecésresméthanol/GOx, également
constituée de nanoparticules de carbone mésopasreysecrait une densité de puissance de
95 pW.cnt [337].

Une matrice de Nafion® a également été employée ipomobiliser la BOD et 'ABTS
en présence de nano fibres de carbone. La biopiege/Q obtenue avec cette cathode
générait une densité de puissance de 91 pWi 168 Ws.Ag/AgCl [338].
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v' Médiation avec le ferricyanure

Le [Fe(CN)]*™ est un médiateur qui a également beaucoup étééytiiotamment avec
M. verrucaria dans une matrice poly-L-lysine polycationique [2@39]. A l'aide de ce
concept une biopile produisant une densité de antesmaximale de 1,45 mW.éa 0,3V a
pu étre réalisée [125].

Ce méme procédé a permit d'obtenir des densitépdient de -20 mA.ciha 0,25 Ws.
Ag/AgCl a pH 7 avec une cathode a air [340]. Fugitaal. on rapporté une cathode BOD-
[Fe(CNX]*™ pouvant générer jusqu’a -15 mA.érde courant sous air [341].

v' Médiation avec les polymeéres rédox

Les polymeres rédox poly cationiques greffés depteres d’osmium ont été largement
utilisés. On peut citer notamment le PAA-PVI-[Og(4Jichloro-2,2"-bipyridine)CI]7?* qui a
un potentiel rédox de + 350 mxé. Ag/AgCl (Figure 1.3.16)[112].
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Figure 1.3.16.Structure du PAA-PVI-[Os(4,4'-dichloro-2,2'"-bipyire ,CI] 2*.

En 2002 Mano et Heller ont rapporté deux cathatdémse de BOD et de PAA-PVI-
[Os(4,4'-dichloro-2,2"-bipyridinelC]]?* sur papier carbone et fonctionnant dans des
conditions physiologiques (pH 7,4 ; 0,15 M de Na@T,5 °C). La premiére était a basehdle
verrucaria elle opérait & 0,53 Ws. Ag/AgCl avec une densité de courant de -5 mAcm
[105]. Le deuxieme a base d@etsunodagétait plus stable et générait une densité deacbur
de -3 mA.crif & 0,57 Vvs. Ag/AgCl, soit 40 mV de plus que la cathode & bdsév.
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verrucaria [109]. Mano et Heller ont également démontré gaeype de cathode était plus

efficace que le platine pour la réduction de I'axyg [143].

Aussi ces cathodes ont été utilisées pour I'élaloorale biopiles glucose/Ominiatures
performantes et sans membrane [70, 75, 105, 11, 142-144]. Elles ont également été
utilisées comme marqueurs pour des immuno ess&2s3a3] ainsi que pour protéger ded'O

un biocapteur a base de GOx [344].

En outre, il a été démontré que la quaternisatiorpolymeére rédox a base d’osmium
permettait de stabilisér. tsunodad345]. Cette technique a été utilisée par Kanglepour

réaliser une cathode a base de couches de nandeibasbone [346].

En 2002, Tsujimura a développé une cathode modifi&eM. verrucariaréticulée avec
un polymere rédox a base d’'osmium [347]. En 2014 €t al. ont développé une cathode en
fils de nanotubes hybrides constituéeMleverrucariaet de polymére rédox a osmium. Son
utilisation dans une biopile permettait de générer puissance élevée de 740 mW-cin+
0,57 Vvs.Ag/AgCI [126].

Dans une série de publications, Leech et al. dligéites polymeres rédox a osmium pour
evaluer la performance et la stabilité Me verrucariaimmobilisée [348] et comparer I'effet
du pré traitement de surface de I'électrode [3R8]s en 2011 des électrodes de carbone
vitreux et de graphite modifiées ont été réaliggasr améliorer la densité de puissance de
leurs biopiles [350].

Les polyméres rédox a osmium ont également étéagipour immobiliseM. verrucaria
sur de grandes surfaces d'électrodes d'or nanctigites. Des densités de courant de -500
HA.cmi? ont été obtenues dans des solutions non agitéds. [@/illiner et al. ont développé
une cathode électro polymérisée constituédldeerrucarig de platine et de nanoparticules

pour I'élaboration d'une biopile éthanal/[352] .

En 2010, Wang et son équipe ont mis au point uaeathhode BOD/lysozyme-aptamere
[353]. Plus récemment, les polyméres rédox a osnann@té utilisés par Scherson et al. pour
élaborer une cathode dd. verrucaria qui a été combinée avec une anode oxydante et

implantée dans un insecte [354].

Les conditions de préparation de I'hydrogel ont &igdiées, en particulier I'effet de la
température et du temps de séchage sur le cowraddction dé3. pumiluset T. tsunodae
Les analyses ont montré qu'un séchage a 25 ° @rstemps court (2 heures au lieu de 18
heures) permet d'augmenter la densité du courarddetion de 78% [355].
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Cadet et al. ont optimisé les conditions de symlths polymere rédox cathodique PAA-
PVI-Os[4,4'-dichloro-2,2-bipyridine)CI] " en ajustant le temps et la température de la
réaction de couplage du complexe rédox Os[4,4'tdick2,2-bipyridine}Cl]"?* au
copolymére PAA-PVI. Avec une réaction de couplagemmduisant sur 2 heures a 180 °C il a
été possible d'augmenter la densité de sites tgtadg du polymere rédox, et donc
d’augmenter significativement le coefficient defasion des électrons entre osmiums voisins.
L'utilisation de ce nouveau polymeére rédox akkcoryzaea permit d’obtenir une densité de
courant de -1,37 mA.cfha 500 tr.mif{[356].

Choi et al. ont récemment synthétisé un nouveaynpiie rédox cathodique a base de
poly (acide acrylique-vinylpyridine-acrylamide) (RAPVP-PAA) et de [Os(4,4'-acide

dicarboxylique-2,2"-bipyriding{l,] 7?*

ayant un potentiel de 0,48 ws.Ag/AgCl. La cathode
réalisée avec ce nouveau polymérdletverrucariadélivrait une densité de puissance 60 %

plus grande qu’avec du PAA-PVI-[Os(dCl-bp@)] "2 [357].

D’autres polyméres rédox ont été synthétisés corteanBVI[Fe(CN}] utilisé comme
médiateur pour la BOM. verrucaria La cathode obtenue générait une densité de dodean
-15 mA.cm?a 4000 tr.miff [358].

v" Médiation avec les polyméres rédox couplés aux natubes de carbone

L’introduction de nanotubes de carbone dans undgalrrédox permet d’accroitre les
densités de courant. En 2011, Little et al. onpoage la conception d’une bio-électrode dans
laquelle la BOD et le polymere rédox sont combidi&ss une armature nanostructurée [359].
L’électrode était constituée d’'un nano réseau agab@manotubes de carbone enchevétrés et
intégrés sur une couche de carbone conducteursdépw du carbone vitreux réticulé.

Des nanotubes de carbone introduits dans un hyldrégex a base de BOD et de
polymére rédox & osmium ont permit d’obtenir dessités de courant -0,5 mA.cn¥ [360-
361] et de réaliser des biopiles sans membraneujmanmt jusqu’'&0 uW.cm? & 37 °C dans
du tampon phosphate a pH 7,4 contenant150 mM Na@Mb5glucose et 0,12 mM £)361].

A cette augmentation de courant s’ajoute une itibilbimoins importante en présence d’ions

halogénures et une stabilité accrue [360].
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3.5. Conclusion intermédiaire

Les BODs sont d’excellentes enzymes pour la réalisale cathodes implantables, car
elles ont montré d’excellentes performances dasisdaditions physiologiques. Les BODs
de Trachyderma tsunodaet Myrothecium Verrucariaont été longtemps utilisées dans les
cathodes enzymatiques pour la réduction de l'oxggéBlles ont néanmoins certains
inconvénients tels qu’une faible activité et/ou wéaction modérée en présence d’urate [362-

363] ce qui peut limiter leur utilisation dans dgstémes implantés.

Pour ces raisons, lidentification de nouvelles BCavec de meilleures propriétés est
nécessaire. Nous avons réecemment identifié deuxeties BODs : une BOD bactérienne
issue deBacillus pumilus[190] et une BOD fongique issue #iéagnaporthe oryza¢l87,
196].

Des études biochimiques et électrochimiques orit é rapportées pour ces enzymes et
certaines caractéristiques sont résumeées dansbkealal.3.2. La suite de ce manuscrit
présente une étude plus poussée de ces deux eneyrees utilisation dans des cathodes
enzymatiques pour la réduction de 4O

Conclusion

Le monde traverse actuellement une crise énergétiggjeure liée a la diminution des
réserves en ressources fossiles couramment ufd@ésproduire de I'énergie. La bioénergie
est une partie intégrante des solutions utilisasté&hergies renouvelables et qui permettraient

de soulager cette crise.

Contrairement aux biocarburants liquides tels gugidéthanol et le biodiesel, les biopiles
microbiennes ou enzymatiques utilisent des réagtiéfectrochimiques produisant de
I'électricité directement par la dégradation dei@natorganique. Les biopiles enzymatiques
sont les moins stables et les moins puissantesr@apt leur utilisation peut étre envisagée
pour I'alimentation de biocapteurs nécessitantalblds puissances et implantables dans le

corps humain.

Les enzymes offrent en effet par leur sélectiviaépbssibilité d’obtenir des biopiles

miniatures capables d’alimenter des dispositifslamiables, tels que les capteurs a glucose.
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Ces capteurs a glucose nécessaires aux patiebistidiees pour le dosage régulier de leur
glycémie pourraient étre alimentés par des biogjlasose/@Q Cependant, en dépit de tous
les efforts déployés, la cathode reste a ce joufatgeur limitant dans ces biopiles

enzymatiques.

Différentes solutions peuvent étre envisagées endiameliorer les performances de la
cathode : augmenter la surface spécifique desrétias, développer de nouvelles stratégies
pour les transferts d'électrons direct et médiéemepre réaliser de l'ingénierie enzymatique

sur les enzymes cathodiques déja identifiées.

Les enzymes cathodiques les plus utilisées sonbxiggases multi-cuivre, en particulier
les laccases et les bilirubine oxydases. Mémesdatxases sont les plus étudiées avec plus de
220 especes déja identifiees, les bilirubine oxggdsnt I'objet d’'un intérét croissant.

Bien gu’elles appartiennent a la méme famille I&DB contrairement aux laccases sont
capables d'oxyder la bilirubine. Ce sont donc legyees idéales pour la bio détection
électrochimique de bilirubine dans le sang. Cepenldamauvaise stabilité, leykélevé et la
faible activité des BODs commerciales limitent gja#r le développement de biocapteurs a

bilirubine efficaces.

Néanmoins, les BODs présentent une bonne statiiiénique ainsi qu’une activité et
une stabilité élevées a pH neutre en présence ldeeciu vu de ces propriétés les BODs
sont parfaites pour I'élaboration de biocapteurbi@etathodes a oxygene dans les biopiles
enzymatiques. Diverses stratégies d'immobilisatiences BODs sur I'électrode afin d’en
ameliorer les performances peuvent étre utilisges, ce soitvia le transfert électronique

direct ou médié.

L'ingénierie enzymatique sur les BODs peut égalendéne réalisée pour optimiser les
cathodes enzymatiques. Cependant, cela représerdéfiuparticulier car bien qu’un travalil
considérable ait été réalisé sur les laccases [gtudds de ce type ont été menées sur les
BODs.

Sur les quelques BODs identifiées seules deux wétne étudiées au rayons X et dévoiler
des structures cristallines. Des études suppléinesiteont nécessaires pour comprendre la
relation entre la structure et l'activité de cesCBet décrypter les mécanismes de réduction
de I'oxygene et d'oxydation de la bilirubine. Cetmpréhension permettrait de mettre au
point grace a lingénierie enzymatique des biogagirs améliorés, conduisant a des
biocathodes a oxygéne et biocapteurs a bilirubing actifs et les plus stables.
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Les possibilites d'amélioration des cathodes entigmes passent aussi par
I'identification et la production de nouvelles enms plus performantes. C'est le cas de
Magnaporthe oryzaet Bacillus pumilusdont I'étude approfondie fait I'objet de la suite ce

manuscrit.
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Introduction

Les BODs fongiques d®l. verrucaria et T. tsunodaeont été largement employées pour
I'élaboration de biocathodes enzymatiques. Ces dmzymes ont été utilisées aussi bien
immobilisées avec un polymeére rédox dans un hydrgge directement connectées a la surface
de l'électrode. Cependant, l'intérét pour ces denxymes était principalement did a leur
disponibilité commerciale. Elles montrent en eff##s limitations importantes en termes
d’activité et de stabilité dans les conditions pblggiques : a 37 °C et pH 7,2 en présence de
140 mM NacCl.

Ces limitations ont été constatées notamment en BEMdes cathodes a base de papier
carbone modifiées avec un hydrogel rédox de BORIetPAA-PVI-[Os(4,4'-dichloro-2,2'-
bipyridine)Cl]*#*. La cathode réalisée avit verrucariamontrait une densité de courant de -5
mA.cm? avec la réduction de I'Ocommencant + 0,53 Vs. Ag/AgCl, mais elle perdait 10 %
de courant par jour [1]. Quant a la cathode obteaweeT. tsunodaeelle ne perdait que 5 % de
courant par jour, mais générait une densité deanwuate seulement -3 mA.énhavec la réduction
de 'O, commencant + 0,57 Vs.Ag/AgCI [2].

Ces contraintes ont motiveé la recherche de BODsé&utast des propriétés améliorées. Aussi,
deux nouvelles BODs issues Blagnaporthe oryzaet deBacillus pumilusont été identifiées au
CRPP. Quelques une de leurs caractéristiques @présentées dans le chapitre précédent.

Dans la suite du présent manuscrit nous nous @teléd une présentation et une étude plus
approfondies de ces nouvelles BODs. Nous présergat’abord pour chacune de ces enzymes
les résultats des travaux préliminaires d’iderdifiecn et de production ainsi que leurs

caractérisations biochimiques.

Puis, nous présenterons une étude comparative laiessdu point de vue structural que du
point de vue électrochimique. Les conditions pridiaies pour I'élaboration d'une cathode
enzymatique efficace sont une activité et une kii@lElevée a pH neutre, une faible sensibilité
aux ions chlorures, et une bonne résistance awat@és de température. Notre étude

comparative s’est donc principalement focaliséecsardifférents aspects.

Enfin nous verrons comment chacune de ces enzyn&8 atilisée pour I'élaboration de
biocathodes efficaces pour la réduction 4'Qne premiere étude avec la BOD Hacillus
pumilusa été consacrée a l'effet de I'urate qui est umsttuant physiologique endommageant

habituellement les cathodes a base de BODs [3{leixieme étude a été réalisée avec la BOD
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de Magnaporthe oryzaeNous avons utilisé cette enzyme pour analysempéformances de

biocathodes a base de nouveaux matériaux carbon&sqcontenant des nanoparticules d’or.
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1. Etudes préliminaires sur les nouvelles BODs

L’identification et la production des deux nouvellBODs ainsi que les caractérisations
biochimiques et les études électrochimiques prékimes ont été réalisées au CRPP. Ces travaux
ont été menés par les Docteurs Fabien Durand etdbuoneh Suraniti, I'ingénieur Sébastien

Gounel et la doctorante Marine Cadet.

1.1.ldentification et production de nouvelles BODs

1.1.1. Identification de Magnaporthe oryzae

Initialement I'équipe du CRPP cherchait a identifiee BOD présentant une forte analogie
de séquence avéd. verrucariamais possédant une meilleure stabilité et uneitkctlevée. Ces
travaux ont permis d’identifier la BOD déagnaporthe oryzae.

La Magnaporthe oryzaeest issue d'un champignon filamenteux responsalge la
pyriculariose du riz [4]. Cette enzyme possede 58 &alogie de séquence avdc verrucaria

et assure plus efficacement la réduction deé'®eau [5].

1.1.2. Identification de Bacillus pumilus

En paralléle Reiss et collaborateurs ont ident#i€otA deBacillus pumilus Cette enzyme
est issue d’'une bactérie aérobie trés répanduela@aasure (sols, plantes, roches...) Bcillus
pumilusest capable de former des endospores bactérignngermettent a la bactérie dans un
état de dormance de survivre a des conditions @mvementales extrémes. Les spores des
Bacillus sont connues pour étre tres résistantes a de#tioosdiéfavorables telles que les fortes
températures, I'absence de nutriments, la desgocaixtréme, le bD,, les UV, les rayons
gamma, ou la désinfection chimique [7-8].

Bacillus pumilugpossede 67 % d’analogie de séquence avec la GBadllus subtilis Les
travaux de Reiss et collaborateurs ont montré Baellus pumiluspouvait étre utilisée en tant
gue biocatalyseur. Cette enzyme possede en eféegnamde stabilité thermique, un pH optimal
dans une gamme allant du neutre au basique etuye Variété de substrd®y. Cependant, les
études de spectroscopie et d'oxydation de la bilirei n’ont pas été réaliséds, pumilusa donc

été initialement classée comme une laccase.
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10

1.2. Caractérisation des nouvelles BODs

La BOD deB. pumilusa été surexprimée daischerichia coliLes études en spectrométrie
de masse et la migration électrophorétique surdgeSDS ont montré un poids moléculaire
d’environ 60 kDa. La BOD d#&l. oryzaea été exprimée darf&ichia pastoris La production
dans cette levure permet d'obtenir facilement daedgs quantités d’enzyme. La migrationMie

oryzaesur gel de SDS a montré un poids moléculaire dfenv64 kDa.

1.2.1. Etudes spectroscopiques

Les enzymes purifiées selon un protocole préci$ [dit la couleur bleu profond spécifique
aux oxydases multi cuivre. Leur appartenance & ¢ethille a été confirmée par la présence sur
les spectres UV-visible (Figure 11.1.1) des bancsctéristiques a 600 nm et 300 nm, ainsi que

par les spectres de résonance Raman et EPR [{CAapitre | Figures 1.3.3 a Figure 1.3.5).

A 10

T1

/TS TK

e/ mMtlcm?

T3

T T T T 0 T
200 300 400 500 600 700 800 200 300 400 500 600 700 800

A/ nm A/ nm

Figure I1.1.1. Spectres UV-visible dB. pumilus(A) et deM. oryzae(B). Mesures avec 50 nM de
BOD dans du tampon citrate-phosphate 0,1 M pH 4 &3[11-12].
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1.2.2. Propriétés biochimiques des nouvelles BODs

1.2.2.1. Etudes cinétiques

Pour chaque BOD l'activité enzymatique a été étudriés-a-vis des substrats usuels
permettant de caractériser les laccases (ABTS, &GZ6 DMP) a leur pH optimal a 37 °C, et
également vis-a-vis de la bilirubine. Pour chaquiestat le pH optimal a été déterminé dans du
tampon citrate-phosphate Mcllvaine a 0,1 M en fdisarier le pH de 2,6 a 7,5 ou dans du

tampon Tris-HSQO, a 50 mM pour les pH supérieurs a 7,5.

L'activité enzymatique a été déterminée en suiVamydation de chaque substrat a sa
longueur d’'onde caractéristique par spectrophotoené&tV-visible. Les paramétres cinétiques
kcat € Ky ont été détermingsar ajustement des données obtenues avec le numlélechaelis-

Menten simple par régression non linéaire en fonatie I'équation I1.1.1:
Vuax = Keat X [BOD]  (Equation 11.1.1)

Pour chaque substrat les parameétres cinétiquestky déterminés pouB. pumiluset M.

oryzaesont reportés au tableau I1.1.1.

ABTS SGZ 2,6-DMP

Kwm Kcat KealKm | pH Kwm kci\t KealKm | pH Kwm kci\t KealKm | pH
(LM) (Y (UM) | (s9) (UM) | (s7)

B. pumilus | 31,7 | 3913 12 3 45 116 2,6/ 6,2822 57 0,07 | 6,8

M. oryzae 429 664 1,5 4 26 14 0,5 T nd nd nc nd

Bilirubine conjuguée Bilirubine non conjuguée
KM kcat kca{KM DH KM kg%t kcal/KM pH
(M) 1 (UM) | (s7)
(s9)
B. pumilus 35 67 1 4,8 22 70 3 7,2

M. oryzae 18 29 1,6 3,6 nd nd nd n|d

Tableau I1.1.1. Comparaison des parametres cinétiqueB.qrimilus[11] etM. oryzae[12].
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Au vu de son activité catalytique vis-a-vis des>dérmes de bilirubinesB. pumilusa pu

étre reclassée comme une bilirubine oxydase.

1.2.2.2Décoloration du Rémazol R bleu brillant

Les BODs présentent un intérét industriel dansdaure ou elles sont capables de décolorer
divers colorants synthétiques. Cela a été démamtt@mment pouB. subtiliset M. verrucaria
[13-15]. Aussi, I'activité deM. oryzaeet deB. pumilussur le Rémazol R bleu brillant (RBBR) a

éte etudiée en présence et en I'absence d’ABTS.

Ces analyses ont montré pour les deux enzymes éco@odation lente en I'absence de
médiateur. Par contre en présence de 10 uM d’ABT.Sryzaedécolore 80 pg.riflde RBBR
avec plus de 95 % d'efficacité apres 20 min dansuhpon citrate-phosphate Mcllvaine a 0,1 M
a 37 °C et pH 7 [12]. PouB. pumilusla décoloration de la méme quantité de RBBR avec la
méme quantité d’ABTS est un peu plu lente, avec¥®%l'efficacité apres 300 min dans du

tampon phosphate de potassium a 37 °C pH 6 [16].

1.3.Influence des parametres physiologiques

1.3.1. Etudes de thermostabilité

L'utilisation de cathodes enzymatiques peut égatgnétre envisagée dans des piles a
combustible nécessitant des hautes températufescieonnement. De ce fait nous avons étudié

I'effet de la température s&. pumilusetM. oryzae

v Effet de la température surB. pumilus

Pour évaluer en solution la désactivation thermideB. pumilus l'activité de I'enzyme par
rapport a 'ABTS a été mesurée aprés pré-incubati®7 °C et 80 °C. Aucune perte d'activité
n'a été observée aprés une pré-incubation a 37hdamt 300 min & pH 7. A 80 °C l'activité de

B. pumilusa baissé de moins de 50 % au bout de 90 min [11].
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v Effet de la température surM. oryzae

L'étude de l'activité dé. oryzaepar rapport a 'ABTS sur une gamme de 15 °C a@@&°
montré un maximum d’activité¢ a 60 °C. La désactoratthermique a été étudiée par pré-
incubation de l'enzyme a 37 °C et 60 °C suivie gas mesures d'activité en présence de
bilirubine conjuguée. Le temps de demi-vie pouddsactivation est d’environ 70 minutes a 60
°C et de plus de 300 min a 37 °C [12]. Mémé/sioryzaeest la plus thermostable des BODs

fongiques, elle I'est moins qug pumilus

1.3.2. Stabilité en fonction du pH

La dépendance de la stabilité des enzymes par ntagup@H a été étudiée sur une gamme de
3 a 9. L'activité résiduelle de I'enzyme en présede 1 mM d’ABTS a été mesuréel °C dans
du tampon phosphate-citrate 0,1 M a pH 3 pBurpumiluset a 37 °C dans du tampon
phosphate-citrate 0,1 M a pH 4 pddr oryzae

Apres 24 heureB. pumilusconserve son activité quel que soit le pH [17prés 24 heures
M. oryzaeconserve son activité pour les pH allant de 4 m&s perd 40 % d’activité a pH 3
[12].

1.3.3. Effetde l'urée

L'urée est utilisée comme agent de dénaturatiomighie dans I'étude du repliement et de la
stabilité des protéines. L'étude de I'influencd'deee sur I'activité enzymatique Be pumiluset
de M. oryzaea été réalisée avec 1 mM ABTS a 25 °C et 37 °G dantampon phosphate-citrate
a 0,1 M a pH 3 pouM. oryzaeet pH 4 pouB. pumilus Les analyses ont été réalisées pour des

concentrations croissantes d’'urée de O M a 6 M.
v Effet de 'urée surB. pumilus

A 25 °C il a été observé une augmentation de VietdeB. pumilusavec des concentrations
d'urée croissantes jusqu’a 30 % en présence dad3ifidle. Par la suite, I'activité diminue de 25
% en présence de 6 M d’urée. Par contre a 37 actj\ité est stable jusqu’a 2,5 M d’'urée puis

diminue de 50 % en présence de 5 M d’'urée [17].
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v Effet de 'urée sur M. oryzae

Pour M. oryzaeque ce soit a 37 °C ou a 25 °C, l'augmentatioadeoncentration d'urée
entraine une baisse de l'activité de fagon contdei80 % en présence de 5 M d'urée [12]. La
BOD deM. oryzaeest donc plus sensible a I'urée que cell8dpumilus

1.3.4. Effet du chlore

Les anions halogénures sont capables d’'inhibetiVigE des laccases en se coordonnant aux
cuivres. Or le sang contient 0,14 M de chloruresansus avons étudié I'effet de cet anion sur
nos BODs [1, 18].

v Effet du chlore surB. pumilus

La tolérance d®. pumilusau chlore a été étudiée a 37 °C dans du tamp@iecpphosphate
50 mM a pH 6,2 en présence de 0,05 mM de SGZ. d&tuété réalisée pour des concentrations
de NaCl allant de 0 mM a 1000 mM.

Pour des concentrations de NaCl allant jusqu'amiB la BOD deB. pumilusa montré une
tolérance élevée au chlore. A partir de 300 mM d€INdn observe une perte d’activité de moins
de 20 %. Avec les concentrations de NaCl croissdatbaisse se poursuit jusqu’'a 1000 mM ou

'enzyme perd pres de 60 % d’activité [11].
v’ Effet du chlore sur M. oryzae

La dépendance de l'activité enzymatique avec laaramation de NaCl a été mesurée pour
M. oryzaea 37 °C dans du tampon citrate-phosphate 0,1 M & pn présence de 0,1 mM de
SGZ. A 150 mM de NacCl l'activité enzymatique a dioé de 60 % environ [12]. Ce qui montre
une moins bonne tolérance au chlore pdupryzaepar rapport 8. pumilus

1.4.Etudes électrochimiques

Les études électrochimiques préliminaires ont &ectiées en TEM. Elles ont permis de
déterminer la composition optimale des hydrogeddigés avec les deux nouvelles BODs. Les
hydrogels sont constitués de 62,1 %m de PAA-PVI4@/-dichloro-2,2-bipyridine)CI]7?* &

10 mg.mi*, de 30,5 %m de BOD & 5 mg.mét de 7,4 %m de PEGDGE & 2 mg’mbur un
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taux de recouvrement de 108 pug<Tries mesures électrochimiques ont été réalisées da

tampon phosphate de sodium 100 mM sans chlore 428 37 °C.

1.4.1. Etude électrochimique deB. pumilus

Les conditions de préparation de I'hydrogelBlepumilusont été étudiées. Ces travaux ce
sont intéressés en particulier a I'effet de la térafure et du temps de séchage de I'’hydrogel sur
les courants de réduction de $O

La structure de I'hydrogel rédox évolue au courgatnps, devenant de plus en plus dense et
conductrice. A 4 °C, le courant catalytique augreemtec le temps de séchage en raison de la
cinétique de formation lente de I'nydrogel. Partem@a 25 °C, le courant catalytique est moins
dépendant du temps de séchage. Aprés 18 heureicidage a 4 °C on retrouve un courant
similaire a celui obtenu apres seulement 2 heurestédhage a 25 °C. L'hydrogel Bepumilus
est donc déja structurellement formé a plus haartgoérature sur un laps de temps plus court.
Ainsi, les conditions de séchage optimales retepaea suite pour les expérimentations aBec

pumilussont de 4 heures a 25 °C [19].

La densité de courant maximale obtenue @upumilusétait de -0,64 mA.cih avec la
réduction de I'Q commencant & ~ 0,42 ¥5. Ag/AgCI [11]. La stabilité deB. pumilusa été
évaluée par chronoampérométrie avec les électrmdéstenues a 0,1 Vs. Ag/AgCl. Aprés 50

minutes de fonctionnement en continu la densitéodeant a diminuée de ~ 2 % [11].

1.4.2. Etude électrochimique deM. oryzae

L’étude des conditions de préparation des électratbaM. oryzaea mis en évidence un
séchage optimal a 4 °C pendant 18 heures. De pifladnce de la concentration en osmium du

polymeére rédox a été étudiée.

Ces analyses ont montré que l'augmentation de m@esdration en centres rédox permet
d’améliorer le taux de transfert électronique etdta densité de courant, il en est de méme pour
B. pumilus Une densité de courant maximale de -1,37 mA.arpu étre obtenue polt. oryzae

avec la réduction de I'Ocommencant a ~ 0.48 w6. Ag/AgCI [5].
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1.5. Conclusion intermédiaire

Les deux nouvelles BODs déd. oryzaeet deB. pumilusont été identifiees et les analyses
biochimiques réalisées nous ont permis de les garser. Les études préliminaires ont montré
en solution une grande stabilité thermique pBumpumilusainsi qu’'une tolérance élevée au
chlore et a 'urée. Bien qud. oryzaesoit la plus thermostable des BODs fongiques,redl€est

pas autant quB. pumilus Elle est aussi plus sensible au chlore et ad’uré

Les études électrochimiques préliminaires ont éadigées en transfert électronique médié
avec un polymere rédox, dans le tampon phospltieriM sans chlore a pH 7,2. Ces études
ont montré qué. oryzaecommence a réduire I'Gh un potentiel élevé de ~ 0,48/8. Ag/AgCl
avec une densité de courant de -1,37 mA.cBuant 8. pumiluselle commence a réduire O
a un potentiel de ~ 0,42 %s.Ag/AgCl et fournit un courant plus faible (-0,64A0m™).

Au cours de nos travaux de these nous avons réaéiséétudes électrochimiques plus
poussées de ces deux enzymes. Dans la deuxieneedsade chapitre nous proposons une étude
comparative des différentes caractéristigues Ble pumilus et M. oryzae observées en

électrochimie.

2. Etude comparative des BODs d&. pumiluset deM. oryzae

2.1. Comparaison des structures cristallines

La BOD deB. pumilusn’a pour le moment pas pu étre cristallisée. Naans) grace a ses 67
% d’analogie de séquence avec la CotABdeillus subtilisla structure dd3. pumilusa pu étre

modélisée et comparée a celleMeoryzae(Figure 11.2.1).
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M. oryzae B. pumilus

Zonea8AduTl _ %N
. Charges positives (Q'
L\

. Charges négatives
. Zones hydrophobes

Figure 11.2.1. Comparaison des structures cristallinedvderyzaecode PDB 2L9Y (A) et d8. pumilus
(B) obtenues sur Chimera, avec les zones chargistivpment (bleu foncé), négativement (rouge), les

zones hydrophobes (bleu ciel) et la zone & 8 Auaudo T1 (jaune).

En comparant les structures des deux enzymes rmmsatons qud3. pumilus (Figure
[1.2.1.B) a une proportion plus importante de zomgslrophobes autour de son site actif,
représenté ici par la zone jaune située a 8 A dueT1. Le site actif dé/. oryzaeest quant a
lui entouré de plus de charges négatives et pesitiyue de résidus hydrophobes (Figure
11.2.1.A).

Nous pouvons également constater que le site éetifl. oryzaeest plus enfoui dans la
protéine, alors que celui @ pumilusest plus exposé. De plus, nous pouvons noter adelu

site actif deB. pumilusla présence en position 416 d’un résidu arginlre@e positivement.

2.2.Comparaison des caractéristiques des deux nouvellBODs en électrochimie

Nous avons modifié des électrodes de carbone xitleu5 cm avec les hydrogels rédox de
B. pumiluset deM. oryzaea leurs ratios optimums. Le taux de recouvremetdsedensités de

courant sont exprimés par rapport a la surface géagqne de I'électrode.
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2.2.1.Etude des potentiels de réduction de 'oxygene

2.2.1.1. Résultats expérimentaux

Les études préliminaires réalisées dans le tampospghate de sodium 100 mM sans chlore
a pH 7,2 ont mis en évidence une meilleure activétalytique pouM. oryzae(Figure 11.2.2
courbe bleue). De plus, cette enzyme commenceugredtD, a un potentiel plus oxydant qBe
pumilus(Figure 11.2.2 courbe verte).

0.4 -

0,42V

0.2 1

0 4
-0.2 -

-0.4 B. pumilus
| 0,60+0,01 mA.c

M. oryzae
| -1,13+ 0,20 mA.c

Densité de courant/ mA.ct

E/Vvs Ag/AgCI

Figure 11.2.2. Comparaison des CVs a 5 mV des électrodes de carbone vitreux de 5 cm modifiée
avec les hydrogels d8. pumilus(vert) et deM. oryzae(bleu) a 62,1 %m de PAA-PVI-[Os(4,4V-
dichloro-2,2-bipyridine)Cl]”#* 30,5 %m de BOD et 7,4 %m de PEGDGE pour un taux de
recouvrement de 108 ug.émrMesures dans le tampon phosphate de sodium 108an®chlore pH
7,2 & 37 °C sous 1 atm,@Rotation des électrodes a 500 tr.ihidensités de courant sont mesurées a
+ 0,1 Vvs Ag/AgCl.

Nous avions souligné dans le chapitre précédenpbrtance des ligands de coordination du
cuivre T1 sur le potentiel rédox de I'enzyme. Efifmment le type de ligand, la nature de la
coordination, ou encore l'environnement autour du geuvent avoir une influence sur le

potentiel de I'enzyme et donc sur le potentiel dbud de réduction de I'QFigure 11.2.3).
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A B
R W\ NH1s \\\\\\ NHIS
SCys Cu" SCys Cu"
Niis vs Ag/AgCI | Niis
Met
E° = 0,42Vvs Ag/AgCl E° = 0,50 Vvs Ag/AgCl

Figure 11.2.3. Effet du ligand axial du cuivre T1 sur les potelstige début de réduction de p@es
hydrogels deB. pumilus(A) et deT. tsunodadB). Potentiels mesurés sur les CVs a 5 m\dans le
tampon phosphate 100 mM a pH 7,2 sans chlore.

ChezB. pumilusle ligand axial du T1 est une méthionine faibletmemordonnée (Figure
I1.2.3.A trait plein). Par contre la présence clietsunodael’une phénylalanine non coordonnée
(Figure 11.2.3.B trait en pointill€), lui conférenipotentiel rédox supérieur a celui Bepumilus
d’environ 80 mWs. Ag/AgCI.

La phénylalanine est acide aminé hydrophobe alers k@ méthionine est hydrophile
(Chapitre | figure 1.2.2). Diverses études sur pestéines rédox meétalliques ont permis de
constater que les enzymes dont le cuivre T1 possedigand axial hydrophobe ont un potentiel
élevé. Les récents travaux de Nicholas Marshall lssircuprédoxines ont d’ailleurs mis en
evidence l'existence d'une dépendance linéaire olierpiel rédox avec I'hydrophobicité du
ligand axial et donc l'accessibilité du solvant {20]. On suppose qu’en présence de solvant
donc d’eau, le cuivre T1 interagit avec 'atomexygene des molécules d’eaia des liaisons
faibles ce qui stabilise la forme €uOr la stabilisation préférentielle de la formeyd&e d’'un
couple redox entraine une diminution du pouvoirdant et donc une baisse du potentiel rédox
du couple [22]. Ainsi, un environnement hydrophobmbilise préférentiellement I'état

d'oxydation Clice qui augmente fgotentiel du couple GlICu’" [23-24].

CependantB. pumiluset M. oryzaepossedent toutes deux une méthionine en axiallgu T
mais ne réduisent pourtant pas I'oxygéne au ménienpel. Ce constat nous a poussé a
considéré la totalité de la structure du site atdif’enzyme et non plus seulement le ligand axial
du T1.
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2.2.1.2Hypotheses

Nous avons observé sur la Figure 11.2.1 que leasité deM. oryzaeest plus enfoui dans la
protéine. Une étude plus poussée des structurssllines nous a permis de constater que le

cuivre T1deM. oryzae contrairement a celui d& pumilus est entouré de quatre tryptophanes.

Nous avons superposé les structures des sites aetiB. pumiluset M. oryzae (Figure
[1.2.4). Nous avons comparé les quatre tryptophadeds. oryzae(rouge) avec les acides aminés

retrouvés aux positions équivalentes cBepumilus(jaune).

\)

Figure 11.2.4. Superposition des structures cristallines des sitéggs deB. pumilus(vert) etM.

oryzae(bleu). Les quatre tryptophanes (W) sont représeetérouge, les acides aminés équivalents

chezB. pumilusen jaune (Q : Glutamine, L : Leucine, C : Cystgine

Nous pouvons constater en figure 11.2.4 que lestrqutyptophanes d®l. oryzae sont
remplacés cheB. pumiluspar une leucine hydrophobe, ainsi que par deutaglimes et une
cystéine hydrophiles. Aussi, la localisation plugfpnde du site actif et la présence de ces quatre
tryptophanes inexistants ch& pumilusconferent une plus grande hydrophobicité autour du
cuivre T1deM. oryzae L’accessibilité réduite du solvant au site adgiM. oryzaepourrait donc

étre a I'origine de son potentiel rédox plus élevé.
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2.2.2Comparaison des stratégies d’immobilisation

Nous avons étudié le comportement des deux enzynefonction de la stratégie
d'immobilisation sur I'électrode. Nous avons congpblimmobilisation en TEM sur du carbone
vitreux et en TED sur des électrodes poreusesyager de carbone.

2.2.2.1.Résultats expérimentaux

Nous avons comparé les stratégies d'immobilisaties deux enzymes dans du tampon
phosphate salin (PBS) a 20 mM phosphate, 140 mM BiggH 7,2 (Figure 11.2.5).

Densité de courant / mA.cin

0,6 0,6
A & B
<
0.2 - E 02 .
= B. pumilus
8 -0,45+ 0,02 mA.cr®
0,2 - g 02
M. oryzae )
-0,67+ 0,03 mA.cn? ©
0,6 - ‘w -0,6 -
c
)
a}
1 B. pumilus 1 - M. oryzae
-0,79+ 0,01 mA.cn? -1,23+ 0,27 mA.cn?
'1,4 T T T T T '1,4 T T T T T
o 01 02 03 04 05 OF o 01 02 03 04 05 06

E / Vvs Ag/AgCI E / Vvs Ag/AgCl

Figure 11.2.5. CVs & 5 mV.8 des électrodes modifiées avBc pumilus(vert) etM. oryzae(bleu)
immobilisées en TEM dans un hydrogel rédox (A) refl&D sur cryogel de carbone (B), mesures
dans le PBS. Autres conditions identiques a laréidu2.2.

Nous avons comparé les densités de courant paontappla surface géométrique des
électrodes. Nous pouvons constater guepumilus(courbe verte) a une meilleure densité de
courant lorsque I'enzyme est immobilisée dans wirdyel redox (Figure 11.2.5.A). A linverse
M. oryzae (courbe bleue) augmente sa densité de courargquertenzyme est directement
immobilisée sur I'électrode sans médiateur (Figuge5.B).
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Nous pouvons également noter que les valeurs deards de réduction de IXQlifferent en
fonction du tampon de mesure. En comparant en keffevaleurs de courant dans le tampon
phosphate de sodium 100 mM sans chlore (Figure2)li2ous observons dans le PBS (Figure
[1.2.5) une augmentation du courant Bepumiluset une baisse du courant be oryzae Ce
comportement est priori lié a la présence du chlore dans le PBS, awusféet’du chlore sur

nos BODs sera étudié un peu plus loin dans la deitee chapitre.

2.2.2.2 Analyses des résultats et hypothéses

v' Hypothéses

La comparaison des structures cristallines des deaymes sur la Figure 11.2.1 montre que
le site actif deB. pumilusest entouré en majorité de zones hydrophobes.li3e B. pumilus
possede a l'entrée du site actif un résidu argirgneposition 416. Ces divers parametres
pourraient influencer l'interaction polymére-enzyntians le cas du transfert médié, et

l'interaction enzyme-électrode dans le cas du feaihdirect.

Quelle que soit la stratégie d'immobilisation wile les électrodes sont préalablement
traitées au plasma,(OCe traitement permet de nettoyer la surface ggasement d’accroitre son
caractére hydrophile. Du fait de son hydrophobipltés importante nous pouvons supposer que
B. pumilusest moins efficacement immobilisée a la surfacme’électrode hydrophile. En outre,
le résidu arginine pourrait étre a l'origine d’'ugéne stérique et/ou provoquer des interactions
différentes, ce qui ne faciliterait pas le tranisfirect d’électrons. Ces caractéristiques pountaie
donc expliquer que l'immobilisation dB. pumilus directement sur I'électrode soit moins

efficace qu’en présence de médiateur.

Au vu du meilleur courant obtenu en TED nous suppsgjueM. oryzaes’oriente mieux sur
I'électrode sans médiateur. Cela pourrait s’ex@rgpar le fait que cette enzyme possede une
proportion moins importante de zones hydrophob&suawu site actif. De plus elle ne présente
aucun résidu susceptible d’'introduire une génegstéra I'entrée du site actif, bien que celui-ci

soit plus enfoui dans la protéine que celuBd@umilus
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Densité de courant / mA.ctn
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v Vérification des hypothéses

Pour vérifier nos hypotheses nous avons réaliséats sur deux mutants & pumilus
dans lesquels l'arginine a été remplacé par unaglate (mutant R416E) et par une
phénylalanine (mutant R416F). Nous avons supposé&’igtroduction d’une chaine latérale plus
courte permettrait de réduire 'encombrement stérig I'entrée du site actif et d’améliorer les

performances en TED.

L’analyse des séquences d’acides aminés sur les rdatants a montré que les mutations
avaient été réalisées avec succes. Les testsvit@a@n solution en présence d’ABTS ont montré
pour le mutant R416F une activité spécifique de $¥LU.mg" et pour le mutant R416E une
activité spécifique de 352 + 4 U.fhglLes mutants ont ensuite été étudiés en électroehen
TED sur des électrodes de cryogel de carbone ppiéatent hydrophylisées au plasma O
(Figure 11.2.6).
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Figur