



























































































































































des différentes concentrations de glutaraldéhyde.

| En revanche QUand la concentration de 1'agent pontant augmente le
pourcentage de réactivation dirhinue, c'est ainsi qua 0,25% de
glutaraldéhyde la réactivation est maximale et a 0,50% et 0,75% elle est

inférieure a 50% du rendement de I'immobilisation.

Tableau 7 - Activité de la B-galactosidase immobilisée en fonction du taux

de qlutaraldéhyde utilisé pour la réticulation.

Concentration de glutaraldéhyde % 0,25 0,50 0,75
Activité par mg de polymére % 70 91 80
% de réactivation 100 <50 <10

4 Cinétique d’inactivation 3 ]'urée 5M

Nous avons vu que l'activité de 1a B-galactosidase de l'extrait brut
d' £scherichia coli immobilisé en présence de gélatine ne change pas quand
la concentration en glutaraldéhyde varie de 0,25 a 0,75%.

Afin d'avoir une idée du mode de rétention de l'enzyme dans le
polymére a différentes concentrations de glutaraldéhyde, nous avohs
effectué des expériences d'inactivation & 1'urée SM.

Nous présentons les résultats obtenus sur la figure 10:

La cinétique d'inactivation a 1'urée 5M est d'ordre 1.
La B-galactosidase, de 'extrait brut d' £scherichiz m//“ immobilisée

en présence de gélatine s'inactive beaucoup plus vite & 0,75% de

glutaraldéhyde (t's, 4mn) qu'a 0,25% ( t'7, 22mn), alors que le rendement

de I'immobilisation ne change pas avec le taux d'agent pontant. Au cours de
la réaction de fixation de l'extrait brut, il y a formation d'un réseau
tridimentionnel qui est le résuitat de 1a condensation des fonctions amines
de la gélatine et T'extrait brut avec les fonctions du polyglutaraldéhyde.
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he fraction de polymére est broyée dans le tampon TEN pH 7
(triéthanolamine 210N, EOTA 103N et L-mercaptosthano! 107 "
ensuite riltrée et placée dans 13 colonne en contact avec Jurée 5M Divers
prélévements sont efrectués tout su long de /'incubation

Les échantillons sont SEchés, pesés et lactivité restante de I
B-galactosioase est aosée en suivant 1 hyadrolyse de 1 ONPG @ 420 nim.




Nous pouvons supposer que :
- la réticulation est augmentée quand la concentration de glutaraldénhyde
devient importante.
- plus les enzymes sont réticulés plus ils sont sensibles a l'inactivation a

I'urée.

C/ Etude de la réactivation de la B-galactosidase immobilisée

et inactivée par 1a température.

Un des facteurs limitant V'application des enzymes immobilisés dans
des réacteurs industriels est I'inactivation des enzymes en cours
d'utilisation . La réactivation de ces réacteurs enzymatiques permettrait
leur utilisation sur de plus longues périodes.

Nous avons choisi l'inactivation thermique pour simuier la perte
d'activité dans un réacteur au cours du fonctionnement.

A T'aide des expériences présentées dans ce chapitre, nous avons
demontré que la- B-galactosidase d £scherichia col/ immobilisée en
présence de gélatine par le glutaraidéhyde et inactivée par la température
peut étre réactivée apres traitement a l'urée. |

Les particules porteuses d'activité sont broyées (a I'ultra turrax) et
récupérées par filtration (sur une toile & blutter, 8 S0 um) ensuite 'eHes
sont chauffées dans le tampon TEMpH 7 a 70'6 pendant cing m‘inutes. Les
morceaux de polymere sont placés dans la colonne en présence d'urée 8M
pendant une heure et demi. L'urée est éliminée et le polymére est lavé trois
fois pendant une minute avec le méme tampon. _ |

La réactivation de 1a 3-galactosidase de 1'extrait brut d' Fscherichia
co/i immobilisé en présence de gélatine par le glutaraldéhyde est suivie
par 1a mesure de I'hydrolyse de I'ONPG a 420nm.

Les résultats présentés sur le tableau 8 montrent que le traitement



thermique du polymeére s'accompagne d'une perte quasi-totale de l'activité
de la B-galactosidase immobilisée. Aucun changement n'est intervenu sur
l'activité quand le polymeére inactivé par la température est mis en
présence d'urée 8M.

Aprés élimination de l'urée et lavage du polymeére avec le méme
tampon, T'activité de la B-galactosidase réapparait complétement. L'urée
qui est un agent tensioactif est indispensable a la renaturation de la

f3-galactosidase immobilisée.

Tableau 8 : Réactivation de la B-galactosidase immobilisée et inactivée

par la température.

Traitement subi | Activité (%)
Extrait brut libre néant 100%*
Extrait brut immobilisé néant 10

chauffage 0,1

chauffage + urée 0,1

chauffage + urée

+ lavage , 9%

Lne [raction de polymére est broyée dans le tampon TEr7
(triéthanolamine 2 1071, EDTA 107/, B-mercaptoéthanol 107M) ensuite
f1ltrée et placée dans un bain thermostaté d 70°C pendant cing minutes en
présence au meéme tampon | |

Le polymére Inactivé par la chaleur est mis dans la colonné en
préesence aurée 8 penasnt 90 minutes.

L urée est éliminée et Je polymeére est lavé trois rois pendant une
minute avec le méme tampon. |

La réactivation ae /a [F-galactosiaase est mesurée ,ba/* lhyarolyse de
I ONPG & 420nm.

*100% correspond a 2,18 umoles aONPG mr™’ . mg! protéines totales



7 Cinétique de réactivation de Ila [-galactosidase
immobilisée.

Nous avons montré que la B-galactosidase d Fscherichia coli
immobilisée en présence de gélatine par le glutaraldéhyde (0,25%) et
inactivée par traitement thermique peut étre régénérée aprés passage dans
l'urée et lavage avec du tampon TEM pH 7. '

Dans le but d'optimiser la renaturation de la [B-galactosidase
immobilisée,‘ nous avons effectué la cinétique de réactivation de cet
enzyme immobilisé.

Nous remarquons dans la figure 11 que ]a réactivation de 1la
f3-galactosidase immobilisée augmente avec le temps, puis atteint une
valeur maximale vers 100 minutes. Cette activité maximale qui est sous la
forme dun plateau correspond en activité au rendement de
I'immobilisation. |

La réactivation de la B-galactosidase immobilisée ne dépasse pas le
rendement de l'immobilisation. Cela pourrait s'expliquer soit par: |
- 90% de l'activité est définitivement inactivée par la technique

d'immobilisation.
- des contraintes diffusionnelies ne permettent 1'accessibilité que de 10%

 des sites de 'enzyme.

Conclusion

Nous avons montré que la B-galactosidase soluble de l'extrait brut
d £scherichia colj inactivée par la chaleur pouvait étre réactivée a 75%

aprés traitement a 'urée 8M suivi d'une dialyse avec du tampon.
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Frgure 11 . Cinétique de réactivation de la B-qgalactosidase immobilisée

tne rfraction ae polymeére de gélatine est 0foyé’e aans le tampon TE17
pH 7 (lriéthanolamine 2 /m"fz,' EDTA 107N, B-mercaptoéthanol 101
ensuite filtrée et placée aans la colonne en présence durée 6/ pendant 90
minutes. | |
Aorés élimination ae lurée et lavage du polymére avec le méme
tampon,. des échantilions sont prélevés au cours au temps pour doser /a

réactivation de /a f-galactosidase.
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Nous avons montré également que la B-galactosidase immobilisée en
présence de gélatine par le glutaraldéhyde (0,25%) perd son activité par
chauffage et la régénération est maximale aprés traitement & l'urée et
lavage aved du tampon. |

Alors que la réactivation de la B-galactosidase soluble est obtenue
au bout de 20 heures de dialyse, celle de I'enzyme immobilisé est"réa!iséev
en moins de deux heures. |

La deuxiéme partie de notre travail consiste a la mise au point d'une
électrode enzymatique utilisant 1a chaine respiratoire d'£scherichia coli
immobilisée pour le dosage du L-malate, pour cela nous avons essaye tout
d'abord de trouver le matériel biologique le meilleur au point de vue
quantité d'enzyme. Ensuite nous avons déterminé les conditions optimales
d‘immobilisation de ce matériel. Enfin, nous avons étudié 1a réponse et les

caractéristiques analytiques de 1'électrode a L-malate.

D/ Etude préliminaire.

Pour mettre au point une électrode a enzyme permettant le dosage du
L-malate dans les milieux biologiques, nous avons cherché dans un premier
temps a améliorer les propriétés du matériel biologique par augmentation
de lactivité spécifique concernant la synthése de la flavoprotéine a
L-malate puis a établir les conditions optimales de I'immobilisation de la

chaine respiratoire d' £scherichia.coli

l. Ftude de la craissance bactérienne sur différentes sources
de carbone.
Nous avons effectué plusieurs cultures d'£scherichia coli en milieu

minimum avec différentes sources de carbones, ceci dans le but
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d'augmenter T'activité de la fl,avobrotéine spécifiqgue de l'oxydation du
L-malate. Les résultats obtenus figurent sur le tableau 9.

On constate que les bactéries entiéres cultiVées sur D-L-malate
possédent une activité respiratoire du L-malate plus importante (environ 5
fois) que dans les bactéries cultivées sur d'autres sources de carbone.
L'oxydation du L-malate est également plus forte dans les vésicules
membranaires issues de bactéries cultivées sur D-L-malate, par contre
l'activité des vésicules est moins élevée que celle des bactéries entieres.

Le L-malate semble traverser la membrane bactérienne, la
préparation des vésicules membranaires n'est donc pas nécessaire. |1 a été
démontré que I'oxydation d'autres substrats tel que le NADH (tableau 9)
nécessite auparavant une perméabilisation ou un cassage mécanique des
bactéries.

Cette différence de perméabilité de la membrane bactérienne aux
substrats est probablement due & la différence de leurs poids
moléculaires, en effet le NADH a un poids moléculaire de 660, alors que le |
L-malate a un poids moléculaire de 160. De plus le L-malate est une
molécule hydrophobe ce qui facilite son passage spontanément a travers la

membrane plasmique bactérienne.

D'autre part le premier enzyme de la chaine respiratoire, spécifique
de l'oxydation du L-malate est situé sur la face interne de la membrane
interne de la bactérie. Le cassage des bactéries aux ultra-sons ou & la
presse de French donhe des vésicules membranaires qui présentent une
activité respiratoire du L-malate inférieure a celle des bactéries entiéres.
Or il a été montré que la flavoprotéine spéficique du L-malaté des
bactéries £scherichia col/ peut étre solubilisée par sonication ou a la
presse de French (SUREE, N, e¢ al, 1979). Il est donc normal que I'activité

respiratoitre du L-malate diminue si I'enzyme se trouve dissocié de la



chaine respiratoire des vésicules membranaires.

On remarque que la respiration du NADH, H' n'a pas le méme
comportement que celle du L-malate. Le cassage des bactéries n'entraine
pas de solubilisation de 1a flavoprotéine a-NADH, H* qui est une protéine
intrinseque, et ,son' site est également du c6té interne de la membrane
plasmique.

On remarque également (tableau 9) que les bactéries cultivées avec
différentes sources de carbone autre que le D-L-malate possédent une
activiteé respiratoire du L-malate appréciable.

L'existence d'une induction de la flavoprotéine spécifique pohr
I'oxydation du L-malate est trés probable, en effet I'activité respiratoire |
des bactéries cuitivées sur D-L-lactate, succinate, glycérol ou glucose
avec le L-malate comme substrat se trouve réduite  sa valeur minimale.

Il faut noter qu'en présence simultanée de glucose et de D-L-malate,
a concentrations égales dans le milieu de culture, les bactéries utilisent
~d'abord le glucose, et aprés une période de latence dépassant 4 heures, les
bactéries utilisent le D-L-malate, ceci suggére que le glucose exerce une
répression catabolique sur la synthése‘de la flavoprotéine responsable de
I'oxydation du L-malate.

L'existence dun tel phénoméne a déja été signalée par quelques
auteurs dont les conclusions sont en accord avec nos résultats (SANWAL,
B.D. and SMANDO, 1969).

\ D'autre part, nous avons effectué des cultures d £scherichia coli sur
milieu minimum avec e D- et le L-malate séparément comme seule source
de carbone. Les résultats obtenus montrent que les bactéries peuvent
utiliser_ 1'un ou Vautre pour leur croissance. En revanche la mesure desv ,
activités respiratoires a révélé que seul le L-malate est oxydé par la
chaine respiratoire des deux cultures. On peut penser donC que les

bactéries cultivées sur D-malate possédent une racémase qui leur permet
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Tableau 9 : Respiration en présence de L-majaté et _de NADH., H'des

bactéries cultivées en milieu minimum avec différentes

sources de carbone.

Source de carbone Respiration en Respiration en
dans le milieu de présence de présence de
culture (1%) L-malate NADH, H*

bact. entieres 5 0
D-L-lactate '

bact. cassées 1 250
| bact. entiéres 5 0
Succinate

bact. cassées 2 200

bact. entiéres 8 0
Glycérol o

bact. cassées 3 3058

bact. entiéres 10 0
Glucose

bact. cassées 4 | 230

bact. entiéres 45 | 0
D-L-malate

bact. cassées 15 | 200

Les bactéries sont récoltées en phase exponént/}s’//e, lavées avec le
t_ampon phosphate O, //“/ PH 7 ét resuspendues dans le milieu minimum sans
source de carbone g 37 pendant 1 heure. La respiration en présence ae
L-malate (50mlM) et de NADH, H' (5mi) est effectude avec des bactéries
entieres et avec aes 03&[#/’95 C3556e5 aux Ullra-sons.

Les résultats sont exprimes en nmoles d'oxygenes par minute et par

mgq de protéines bacteriennes.
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de transformer le D en L-malate qui‘eSt ensuite utilisé par les bactéries

———— Iexrs BIce ¢ ter Mﬂf [ﬂ f [ﬁ W

malate déshydrogénase. Cet enzyme NAD dépendant est locahse dans le

cytoplasme de 1a bactérie (SANWAL, BD et a/, 1969).

Nos bactéries cultivées sur D-L-malate et cassées (& la presse de
French ou aux ultra-sons) ne présentent pas dactivité malate
déshydrogénase mesurable dans nos conditions expérimentales. Ces
observations montrent que I'oxydation du L-malate peut étre effectuée soit
par la flavoprotéine (enzyme membranaire) soit par la malate
déshydrogénasevé NAD (enzyme soluble). Or il semble que la flavoprotéine
reponsable de I'oxydation du L-malate est induite chez ies bactéries qui ne
possedent pas d'activité malate déshydrogénase, alors que chez les
mutants la synthése de 1a malate déshydrogénase & NAD® inhibe 1a synthése
de 1a flavoprotéine a L-malate (HUGUES, A. ef &/, 1978).

L'ensemble de ces résultats nous ont amené & utiliser pour la suite de
ce travail des bactéries entiéres cultivées sur D-L-malate comme seule

source de carbone. Ces bactéries possédent une forte activité respiratoire

du L-malate et constituent donc un bon matériel biologique pour la

réalisation des films enzymatiques qui seront utilisés pour le revétement
de 1'électrode, |
E/ Optimisation de 1a méthode d'immobilisation.

Nous avons choisi 1a gélatine comme support pour la réalisation des

Tomemmadianne ani narmettent le revdtement de 1'21ectrode 3 ovvasne
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 gammes possible d'épaisseurs de revétement, des rendements
d'immobilisation acceptables.

La gélatine posséde également d'autres avantages, en effet a 40°C
elle est a 1'état liquide et en dessous de cette température elle devient
solide. Cette polymérisation est irréversible ce qui facilite le revétement
de T'électrode a oxygéne, de plus 1a quantité d'oxygene dissoute dans la
gelatine réticulée par le glutaraldéhyde est 10 fois plus élevée que dans
I'eau pour la méme pression partiene (QUENESSON, J.C. et Thomas, D,
1977). Cette propriété rend la réaction enzymatique partiellement
indépehdante des variations de la concentration en oxygéne dans le milieu

extérieur au début de 1a mesure des activités respiratoires.

1. Concenltration de la gélatine.

Nous avons effectué des inclusions de bactéries entiéres cultivées
sur D-L-malate a différents pourcentages de gélatine. Ces inclusions sont
suivies d'une coréticulation entre les molécules protéiques (protéines
bactériennes et gélatine) par l'intermédiaire d'un agent pontant : le
glutaraldéhyde a 2% pendant trois minutes.

Les résultats obtenus (figure 12) montrent que la vitesse de
consommation d'oxygéne augmente avec le pourcentage de gélatine et
devient constante entre 4% et 5%. Pour des concentrations supérieures &
5%, la vitesse de la réaction diminue. En fait quand la concentration en
gélatine est élevée , les films enzymatiques sont compacts, le substrat et
le produit diffusent'mal ce qui se traduit par une diminution de la vitesse

de consommation de 1'oxygéene.
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surlactivité respiratoire au L -malate

la res,az’raz‘/bn -en présence au L-malate est mesurée par ! éléctrode
enzymatique en tampon phosphate [100mi pH 7 saturé galr 8 30°C La
concentration de L -malate est S0mM

Les bactéries (£ coll @ 25mg de protéines bactériennes par /777 ae
polymére) sont immabilisées sous forme de Film avec des concentrations
variables en gélatine Le tannage est effectué pendant trois minutes avec

au glutaraloehyae 28



o
2. Concentration en proléines bactériennes

Nous avons réalisé des films porteurs dactivité avec des
concentrations croissantes en prgtéines bactériennes et étudié 1'influence
de ce facteur sur la vitesse de consommation doxygéne et sur les
propriétés mécaniques du polymeére (figure 13).

On remarque que la vitesse de consommation d'oxygéne augmente de
facon linéaire avec la concentration en protéines bactériennes jusqua
30mg de protéines par ml de polymeére, cette valeur correspond a lé
concentration maximale de protéines qu'on peut utiliser pour 1a réalisation
des polyméres. |1 faut noter également que pour des concentrations élevées
de protéines bactériennes, les films enzymatiques obtenus sont de
mauvaises qualités mécaniques.

Pour réaliser les films enzymatiques nous avons utilisé pour la suité
de nos expériences une concentration en protéines bactériennes de 25mg
par ml de polyméfe, Cette concentration permet d'avoir une activité
enzymatique appréciable et des films bactériens de bonne tenue mécanique.

J. Concenltration en ayeni pontant.

Nous avons réalisé une série d'inclusions et effectué le tannage de
ces préparations avec des concentrations croissantes en glutaraldéhyde.

La figure 14 montre I'évolution de la vitesse de consommation
d'oxygene en fonction de la concentration enj glutaraldehyde. On constate
que l'activité respiratoire du L-malate augmente quand le pourcentage en
agent pontant diminue. |1 faut noter quen dessous de 0,5% en
glutaraldéhyde, les films enzymatiques sont de mauvaises qualites
mécaniqu_es ce qui limite leur utilisation en technologie enzymatique. Par
contre pour des concentrations supérieures ou égales a 3% en agent
pontant, 1a réaction de pontage entraine une inactivation, des sites actifs

et donc une activité enzymatique décroissante.
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La respiration en présence de L-malate est mesurée par /'électroae 3
enzyme en tampon phosphate 100mi pH 7 saturé dair 8 30°C. Le L-malate
est g /a concentration de 50mM

Les bactéries sont immoblisées a8 aes concentrations variables en
présence de gélatine 5% et tannées au glutaralaehyde Z% penadant trors
minutes, Les résultats sont exprimés en mq ade protéings bactériennss
totales par mil ae polymére. -
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Par ailleurs, la respiration en présence de L-malate disparait
complétement au bout de 1S minutes aprés tannage si celui-ci n'est pas
suivi d'un ringage abondant avec gla lysine 0,1M.

Cette sensibilité au glutafraldéhyde caractérise particuliérement l1a
flavoprotéine a L-malate, certafines activités telles que 1_a respiration en
présence de NADH ou de L-lacta;te resistent mieux au glutaraldéhyde et le
lavage avec la lysine n'est doncjpas nécessaire.

Ce lavage avec la lysineg1 est indispensable pour la flavoprotéine a
L-malate car i1 bloque les fon<j§tions réactives du glutaraldéhyde résiduel
et empéche 1'inactivation de la f*espiration en presence de L-malate.
| Les tampons de rin(;agé du film ne présentent pas d'activité
enzymatique ceci montre bien (;ﬁue les enzymes responsables de 'oxydation
du L-malate sont retenus dans lje film enzymatique.

Le mécanisme d'action du glutaraldéhyde a fait l'objet d'une étude
(MONSAN - ¢¢ &/, 1975). On @ense que pendant le tannage des films
enzymatiques, le glutaraldéhyd;é agirait sous 1a forme de polymeéres dont le
motif réactionnel serait consjtitué par une fonction aldéhyde conjuguée
avec une fonction éthyiénique. ;Ces composés, par réaction avec des amines
primaires de la gelatine et cies protéines bactériennes donneraient des
- liaisons fortement stabilis;ées par résonnance avec les laisons |
éthyléniques.

Les liaisons chimiques alfnsi formees sont irréversibles et entrainent
une perte d'activité partielle djes enzymes . |

Dans toutes les expérigences qui vont &tre rapportées les films
enzymatiques sont tannés avec du glutaraldéhyde a 2% pendant trois
minutes. Ces conditions expér}imentales permettent de faire un compromis
entre une grande activite enzi!'ymatique et une bonne tenue mécanique du

film. |
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Les bactéries a 25mg par mil sont immobilisées en présence ae

gélatine 3 58 les films enzymatiques sont tannés pendant trois minutes

avec ges concentrations variables en glutaraloéhyde Leffet au
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L-malate est & S0mM
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[73[‘ il ) CUW; nous avons constaté que le sechagé d@S f mé (’?ﬁZ)/matrques

aprés étalement, influe sur 1’ acthfe reQDH”Z[O /'6 fﬂ Presence deL- malate

- Pour cela nous avons préparé des films a partir du melange

bactéries-gélatine gu'on a laissé sécher & 4°C a différents temps.
Nous avons constaté apres tannage au glutaraldéhyde que la

[ m(?/ﬁff st ghtenue pour des films

respiration Optimale'en présentd d@

séchés pendant 20 heures.
" Le mélange matériel biologique-gélatine est étalé sur une plaque de

verre recouverte dun film de polypropyléne. Aprés séchage, le film

enzymatique demeure en contact étroit avec le film de polypropyléne, ceci

facilite le recouvrement de 1'électrode.

4 Rendement de ]'immmobilisation. :
Cette étude des différents parametres 'influen(;a_nt l'activité

- respiratoire du L-malate nous a permis de calculer le rendement
d'immobilisation. On exprime habituellement le rendement en activité
enzymatique de I'immobilisation par le rapport entre, l'activité
respiratoire en présence du L-malate contenue dans le film placé dans la

cellule de mesure, et I'activité respiratoire de la méme quantite de

matériel biologique en solution avec 1a méme concentration de L-malate,
exprimé en pourcentage. | |

I est possible de cAIAUI 3//]5/ /[? ff/W]?mm ,ap;‘j\./ijt.én'_aprés o

immobilisation - 11 est de 10% environ. Ce rendement est intéressant si

ron consicre aue a chaine Fééplratoire est U gs}@f@fﬂﬁ MU/[W Wﬂ[lwﬁ |
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Tableau 10: Activités respiratoires des bactéries entiéres D-L-malate

avant et aprés immobilisation.

Matériel biologique Oxydation du L-malate en pmoles
d'0,/min./mg de protéines

Avant immobilisation 0,04
Aprés immobilisation 0,7

Immobilisé sur film
et mis sur 1'électrode 6,1

F/ Réponse et caractéristiques de 1'électrode enzymatique a

L-malate. |

L'optimisation de 1'immobilisation des bactéries entiéres D-L-malate
nous permet d'étudier 1a réponse émise par 1'électrode et linfluence de

I'environnement sur cette réponse.

/. Réponse de 1'électrode a enzyme
Sur 1a figure 15 est représentée la réponse obtenue par 1'électrode

enzymatique pour une concentration saturante de substrat (L-malate

50mM). La consommation d'oxygéne enregistrée en fonction du temps de

déroulement de 1a réaction peut étre décomposée en trois phases :
a) 1a ligne de base est horizontale, le film enzymatique est saturé en
oxygene avec du tampon phosphate 100mM pH 7 4 30°C (volume total : 2m1).
b) On introduit dans le compartiment de l'électrode le L-malate
(SO«mM), apres une dizaine de secondes (temps de réponse de 1'appareil) on

observe une réponse qui se traduit par une consommation d'oxygéne

'dissous. On trace la tangente au point d'inflexion de 1a courbe, connaissant
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la vitesse de déroulement du papier de V'enregistreur, on détermine la
pente qui correspond a 1a vitesse initiale de consommation d'oxygene. |

c) Le film venzymatique est ringé plusieurs fois avec le méme tampon
les liquides de ringage sont éliminés par aspiration. La membrane
enzymatique est ensuite saturée en oxygéne et un nouveau cycle peut
recommencer. |

Pour une concentration de substrat donnée, larrét de la
consommation d'oxygene est obtenu au bout de quelques minutes, par contre
le retour a 1a ligne de base est relativement long. Ceci s'explique bien en
tenant compte d'une part du fait que la diffusion a lieu d'un seul coté
(I'électrode & oxygéne est en effet considérée comme imperméable), et
d'autre part que V'épaisseur du film de gélatine est importante. Cette
épaisseur de la couche de diffusion est liée aux propriétés, de gonflement
de 1a gélatine (FRIBOULET, A., 1980).

2 Constantes cinéligues.

Nous avons effectué dans les mémes conditions expérimentales que
| pour la figure 15, le méme type de mesure avec des concentrations
croissantes de L-malate. Les réponses obtenues sont présentées sur la
figure 16. |

On peut noter que l'intensité de 1a réponse de 1'électrode et les temps
d'établissement d'un palier (arrét de la consommation d'oxygéne) sont liés
a4 la concentration en substrat, ceci nous a conduit & tracer une courbe
d'étalonnage qui nous permet de déterminer les parametres cinétiques.

L'activité respiratoire en présence de L-malate: en fonction de la
concentration en substrat (L-malate) est présentée sur la figure 17. Cette
courbe a une allure hyperbolique, la saturation est obtenue pour une

concentratjon de 30mM environ.
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C.)n\ observe un comportement cinétique de type pseudo Michaéiien,
cest a dire une réaction de pseudo-premier ordre aux faibles
concentrations de substrat et d'ordre tendant vers zéro (par rapport au
substrat) aux concentrationé élevées.

Ceperidant, dans un film enzymatique, 1a cinétique se passe en milieu
hétérogéne et anisotrope et son interprétation fait appel aux principes
régissant la catalyse hétérogene qui tiennent compte du:double phénomene
de la diffusion et de la réaction.

L'évolution de la concentration du substrat en fonction du temps
résulte du couplage entre‘la diffusion du L-malate et de 1'oxygéne et de la
réacti‘dn enzymatique (THOMAS, D., 1971).

os.los| _  |8s
ot |at |diffusion |3t |réaction

La composante de diffusion peut s'écrire en utilisant le 2 loi de Fick, avec

Ds coefficient de diffusion de s et x 1'épaisseur de 1a membrane.

2

bs .o, 55
]

ot | diffusion x>

La composante de 1a réaction est dans le cas d'un enzyme ayant un terme de

réaction Michaélien.

2 =V, f(s)
ot |réaction

On peut écrire :

2
88 _ p 98 + v, f(s) =0
ot ox 2
‘La diffusion du deuxiéme substrat, 1'oxygéne,est régie par le méme
type d'équation. Cette derniére équation définit le systéme enzymatique en

phase hétérogéne et caractérise donc 1a catalyse a l'intérieur du support.



Dans notre cés le terme de diffusion n'est pas observable et pour
déterminer les pseudo-constantes cinétiques de Michaélis, nous avons
transformé la relation hyperbolique reliant 1'activité et la concentration

en substrat en une relation linéaire (figure 18). La linéarité est bonne et

permet d'obtenir une valeur de demi-saturation KSO = 6mM et VM =

I'1umoles d'0,/min./mg.

Pour chaque nouveau film enzymatique servant de revétement 3
I'électrode, il est nécessaire d'effectuer une courbe de calibration qui

permettra d'établir les caractéristiques du film enzymatique.

I Influence de I'environnement sur 1a respiration du L-malate

" Les travaux ayant trait a l'influence de I'environnement sur l'activité

des enzymes ont connu -un nouvel essor avec les techniques
d'immobilisation (KATCHALSKI, E., 1971).

L'étude de l'environnement (pH, pouvoir tampon...) de 1'électrode

enzymatique ouvre 1a possibilité d'utiliser cette élec:trode' dans le domaine

agro-alimentaire.

- Effet dupH:

L'activité respirétoire du L-malate a été déterminée a différents pH
entre les valeurs 4 et 10. Différents tampons ont été utilisés pour couvrir
cette zone. Le recouvrement de cette zone de pH est nécessaire pour éviter
I'influence sur T'activité due a 1a composition du tampon et non a la valeur
du pH. Les résultats expérimentaux sont présentés sur la figure 19.

On constate que pour 1a respiration du L-malate, le maximum
d'activité (100%) est obtenu avec le tampon phosphate éntre pH 6 et 7, on
remarque également que 30% de l'act.ivité initiale est maintenue aux pH 4

et Q.
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'La mesure de la respiration du L-majate a différents pH est effectuée
sur un méme film enzymatique. Aprés chaque expérience le film est ringé
trois fois avec le tampon phosphate O,1M pH 7. Le dosage-de l'activité
respiratoire en présence de L-malate dans le méme tampon permet de

retrouver l'activité de départ, ceci montre que 1'effet du pH est reversible.

- Nature du tampon :

La figure 19 permet également de mettre en évidence 1'influence de
la nature du tampon sur la réponse de 1'électrode. On constate qu'avec le
tampon phosphate les valeurs obtenues sont nettemént meilleures qu'avec

les autres tampons.

4 [Inhibition de 7a respiration du L-malate.

Outre le dosage du L-rhalate, I'électrode enzymatique permet
egalement de doser les substances ayant un effet inhibiteur sur la
flavoprotéine spécifique du L-malate. ,

L'oxaloacétate est le produit de la réaction de I'oxydation du

L-malate, inhibe de fagon réversible 1'oxydation du L-malate.

Pour évaluer expérimentalement la valeur de K'so @pparent (constante

d'inhibition), on incube le film enzymatique a différentes concentrations

d'oxaloacétate, ensuite on procéde a la mesure de l'activité enzymatique

restante en présence de 12mM de L-malate. | |
La courbe d'inhibition de 'oxydation du L-malate par l'oxaloacétate

est représentée sur 1a figure 20.

Cette courbe permet de déterminer la valeur approximative du K,

apparent pour 1'oxaloacétate, cette valeur est de 1'ordre de 3mM.

Nous avons également effectué I'inhibition de l'oxydation du L-malate
par le D—mala‘ge. Les résultats sont représentés sur la figure 20. Le
D-malate inhibe 1'oxydation du L-malate, cette inhibition est moins



100 +
°
52
w
=
Ll
8 <\
X O
o 5-0. \
= .
)
Z
s
S
O
(7p]
=
&
O
4 6 8 10

flgure 19 £1Tel oU pH sur I3 respiration v L-malate.

Les d/’ffé’fc?m‘s tampons sont Utilisés d la concentration de 100mM .
Acétate de sodium B—& Maléate (maléate de sodium + anhyaride
maléique) O—F Phosphate de potassium-@—— tris (tris hydaroxymethyl,
aminemethane~Q—)- glycine NaoH—v—v—

La resp)‘rm‘;‘an qu L-malate est mesurée par l'électrode enzymatique

(L-malate 50mM). Avant chaque mesure l'électrode est équilibrée pendant

Smn avec le tampon ae mesure. Les résultats sont exprimeés en pourcentage

(le 1008 correspond 4 la valeur obtenve avec le tampon phosphate 0, IM
OH 7) , |



efficace que celle de I'oxaloacétate puisque la valeur du K'50 apparent est

de 30mM.

5 Sansibilité de 1'électrode el domaine de dosage du L ~malate.
La sensibilité de T'électrode & L-malate est fonction de la quantité
d’enzymes au sein du polymeére ainsi que du taux de glutaraldéhyde employé
lors de la réalisation des films enzymatiques. La teneur en agent pontant
ch/ange les propriétés physiques du revétement, et surtout s'ajoute 'effet
déznétvurant du glutaraldéhyde sur l'activité enzymatique par modification
chimique de 1'enzyme ou atteinte des sites actifs.

Le domaine du dosage du L-malate est donné par la courbe de
calibration f‘igure 17 qui montre la réponse de I'électrode a différentes
concentrations de substrats. On remarque que le dosage du L-malate peut
s'effectuer dans un domaine de concentration variant de tmM a 36mM. Pour
des concentrations supérieures a 30mM, il est nécessaire de diluer
I'échantillon. |

La courbe d'étalonnage piermet égalementf de déterminer la sensibilité
de I'électrode a L-malate. En effet la concentration de substrat minimale

et mesurable est de 1mM.

6. 5tabilité
Le probléme de 1a stabilité est important dans la réalisation des
électrodes & enzymes. L'immobilisation entraine généralement une

augmentation de la stabilité des enzymes (KLIBANOVA, M, '1979). 1 faut

distinguer entre 1a stabilité des f ilms enzymatiques en fonctionnement et
Ja stabilité en stockage.



- Stabilité en fonctionnement :

Nous avons effectué une série de mesures au cours du temps sur un
seul film enzymatique, 1'activité respiratoire du malate est réalisée dans
le tampon phosphate 0,2M pH 7 (figure 21). La réponse de l‘électrode est
stable pendant environ 8 heures. On peut estimer I'erreur rélative faite sur
les mesures @ moins de 5%. Au dela de huit heures, 1'activité respiratoiré
du L-malate diminue légérement et de ‘ fagon progressive. Cette
inactivation est de nature complexe. On peut penser que l'une des causes
primordiales de cette inactivation est I'accumulation au cours du temps de
I'oxaloacétate (produit de la réaction d'oxydation du L-malate) et ceci
malghé plusieurs lavages du film enzymatique aprés chague mesure.

L'inactivation en fonctionnement peut &tre diie également & la
production de substances toxiques pendant la réaction enzymatique
d'oxydation. On pourrait penser aux dérivés toxiques de I'oxygéne, les ions
superoxydes. La nature de ces dérivés ainsi que leur mode daction sur

I'enzyme sont encore mal connus.

- Stabilité en stockage :
Les films enzymatiques sont conservés dans le tampon phosphate

SOmM, de 1a lysine S0mM et de 1'azide 0,5mM a 4°C. L'activité respiratoire
du L-malate est testée a intervalles réguliers. Nous avons observé tout
d'abord que les films enzymatiques ne se désagrégent pas. Nous avons
constaté également que l'enzymé en stockage s'inactive moins vite que
l'enzyme en fonctionnément. Le temps de demi-vie est de 40 heures
environ. . '

Les expériences de stabilité ont été réalisées sans recherches

particuliéres d'optimisation.
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7. Avanlages de l'électrode 4 L-malate.
L'utilisation de la chaine respiratoire d £scherichia col/ pour le
dosage du L-malate présente de nombreux avantages:
- laréaction d'oxydation du L-malate ne nécessité pas de co‘f acteurs.
- l'étape de purification de l'enzyme n'est pas nécessaire grace au
développement des méthodes d'immobilisation des bactéries entiéres. :
- 1'échantillon a doser peut étre bfut. La turbidité ne perturbe pas la
diffusion de 1'oxygéne mesuré.
- la gamme des concentrations de L-malate pour laquelle I'électrode peut
étre utilisée est le plus souvent compatible avec les échantillons
biologiques. |

- le dosage de L-malate peut s'effectuer en ligne.

& Place de ]a respiration du L-malate par rapport aux aulres
substratls de la chaine respiratoire |

La chaine respiratoire d £scherichia coli est un systéme
multienzymatique capable de catalyser la transformation de familles de
composés (figure 2).

Une premiére sélection est réalisée par 1a culture des bactéries sur
différentes sources de carbone, elle permet dobtenir une activité
respiratoire du L-malate cing fois plus grande dans des bactéries cultivées
sur D-L-malate que les autres cultures.

D'autre part 1'utilisation des bactéries entiéres permet d'éliminer
certaines réactions contaminantes telles que la respiration du NADH et du
NADPH. En effet la membrane plasmique des bactéries éntiéres est
imperméable a ces substrats. |

Par ailleurs nous n'avons pas observé de réponse'de 1'électrode
enzymatique en présence de pyruvate, d'oxaloacétate et de glycérol,

néanmoins les bactéries entiéres cultivées sur D-L-malate et



immobilisées en gélatine présentent certaines activités respiratoires
" supplémentaires (tableau 11), 1a plus importante est celle de 1'oxydation
du D- et du L-lactate, ceci présente un avantage d,;‘ans Ia mesure ou cet»te ’
électrode permet le dosage du D-L-lactate dans le yaourt.

Le vin contient du L-malate et du L-lactate, et les activités
respiratoires de ces deux substrats sont additives. Pour le dosage du
L-malate dans le vin, il est nécessaire' d'utiliser en plus de I'électrode a
L-malate, 1'électrode enzymatique a L-lactate (mise au point dans notre

laboratoire par Elisabeth Adamowicz, 1985).

Tableau 11 : Place de 1a respiration du L-malate par rapport aux autres
| substrats de 1a chaine respiratoire.

Substrats Activité respiratoire_ des
bactéries D-L-malate %

L-Malate 100
Pyruvate 0
Glycérol 0
D-lactate 40

- L-Lactate 40

NADH 2
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DISCUSSION GENERALE

Dans la premiére partie de ce travail, nous avons montré que la
f3-galactosidase de l'extrait brut d £scherichia colj inactivée par la
chaleur pouvait étre réactivée a 75% aprés traitement a 1'urée 8M suivi
d'une dialyse avec du tampon. Ce rendement de réactivation est
intéressant: | |
- il s'agit d'un extrait brut quvi, en plus de la B-galactosidase, contient

toutes les protéines membranaires et solubles de la bactérie et
pendaht le traitement thermique toutes les protéines se déroulent et
s'agregent de fagon hetérologue. A cause de cela on peut s'attendre a ce
que cés protéines complétement dénaturées par 1a chaleur soient plus
difficiles a réactiver, par 'urée suivi d'une dialyse avec du tampon, que
les protéines purifiees. La présence de l'urée bermet aux chaTnés
peptidiques de se désagréger ce qui est favorable a leur réarrangement
homologue et méme dans un extrait brut, aprés dialyse dans le tampon la

- B-galactosidase recupére son activité.

L'utilisation  d'un extrait brut est préférable en technologie
enzymatique. Elle évite les étapes couteuses de purification des enzymes.

»Des études antérieures au travail présenté ont montré que la
B-galactosidase d'£scherichia coli purifiée est régénérée a 100% aprés
inactivation thermique et passage dans l'urée et dialyse (ULLMANN, A e
al, 1969). Si les enzymes purifiés ont permis d'améliorer la connais‘s_ance
des constituants et des mécanismes moléculaires, 1a faible stabilité et le
colt éleve de ces préparations purifiées limitent leurs applications.

~ Nous avons montré également que 1a 3-galactosidase immobilisée en
présence-de gélatine par le glutaraldéhyde (0,25%) perd son activité par

chauffage et 1a régénération est maximale aprés traitement a T'urée et
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| lavage avec du tampon. Cette réactivation est obtenue en moins de deux
" heures. |

L'utilisation de 1a B-galéctosidase 2 'état immobilisé présente
plusieurs avantages :

- elle est stable & 1a température, son inactivation nécessite un chauffage
plus important. ' | | .

- elle est possible a réaliser.

- la réactivation est rapide apres lavages successifs avec I'urée et lei
tampon.

ALEXANDER, M. ef @/ 1978 ont montré que la trypsine immobilisée et
inactivée par la température peut étre réactivée totalement apres
plusieurs heures de lavage. |

Ces résultats sur la trypsine ne sont pas trés dif férents de ceux qué
nous avons obtenus sur 1a f3-galactosidase, nous constatons qu'il est :aussiE

facile de réactiver un enzyme oligomérigue qu'un enzyme monomérique.

Dans la seconde partie nous avons pu augmenter l'activité de la
flavoprotéine spécifique de l'oxydation du L-malate, 'par la culture des
bactéries £scherichia coli sur milieu minimum en présence de D-L-malate
comme seule source de carbone. |

La mesu»re de 1a consommation d'oxygéne par la chaine respiratoire ne
nécessite, 4 part le L-malate, aucune addition de cofacteurs (NAD',
NADPY), de coenzyme (FAD, FMN) ni méme d'accepteur de protons exogénes
tel que le ferricyanure. | |

La flavoprotéine spécifigue au L-malate fait partie d'un systéme
multienzymatique : la chaine respiratoire. Le cassage mécanique des
bacteries D-L-malate entraine 1a solubilisation de cette flavoprotéine et
donc une perte d'activité enzymatique. |

D'autre part, nous avons utilisé V'immobilisation comme un moyen,



par couplage avec un capteur électrochimique, de creer un outil d'analyse :
une électrode a enzymye. Le film enzymatique préparé est utilisé pour le
recouvrement de 1'électrode a oxygéne (électrode de‘ Clark). L'utilisation de
film de polypropyléne perméable a 1'oxygeéne rend les mesures sélectives et
I'électrode se trouve ainsi protégée des ions et des protéines. La gélatine
présente une forte affinité pour 1'oxygéne, son utilisation rend les mesures
partiellement indépendantes de 1a concentration d'oxygéne dans le milieu
extérieur. | |

~ Laflavoprotéine a L-malate est trés sensible au glutaraldéhyde. Ceci
peut constituer un moyen de s'en débarrasser dans un systeme enzymatique
possédant l'activité malate comme réaction contaminante. Nous avons
établi les conglitions optimales d'obtention d'un film enzymatique actif et

possédant en rﬁéme temps des qualités physiques acceptables, ceci nous a

permis de determmer 1e Kg, apparent (Kso =6mM) pour le systéme L- malate

cette valeur nest qu'approximative, elle dépend partlcuherement de 1a
fagon avec laq;ueHe les films enzymatiques sont prépareés. 11 est nécessaire
d'établir une courbe de calibration pour chaque nouveau film enzymatique
avant de comnﬁencer les dosages dans les milieux biologiques.

Le D-malate et I'oxaloacétate inhibent de fagon réversible T'oxydation
du L-malate, iainsi l'utilisation classique d'une électrode enzymatique a
L-malate se trouve élargie avec la possibilité de mesurer T'activité

inhibitrice de ces molécules.

L'utilisation d'un capteur associé a un enzyme offre plusieurs
avantages prajtiques : '
- Pas de consommation d'enzyme; 'enzyme est réutilisé.
- faible consommation de substrat pendant 1a mesure.
- possibilité d'utilisation dans les milieux troubles, la clarification de

I'échantillon & doser n'est pas nécessaire.




L'électrode enzymatique a L-malate que nous avons développé pour la
premiére fois pourrait s'a jouter aux nombreuses méthodes analytiques déja
existantes. |

Une malate déshydrogénase a NAD, actuellement commercialisée, est
utilisée pour le dosage du L-malate dans certains milieux biologiques (jus
de fruits et vin) selon la réaction : |

(1) L-malate + NAD == oxaloacétate + NADH, H'
malate deshydrogénase

(2) oxaloacétate + L-glutamate —= L-Aspartate + cetoglutarate
glutamate oxaloacétate transférase

On constate que cette réaction nécessite le NAD et un autre enzyme:
la glutamate oxaloacétate transférase qui, en présence de L-glutamate et
d'oxaloacétate tire la réaction vers la formation de 1'aspartate et le NADH,
H*. Ce dernier est dosé par spectrophotométrie et sa concentration est
proportionnelle & celle du L-malate dans le milieu réactionnel. |

I1 serait intéressant de coimmobiliser ces enzymes et les comparer

avec notre systéme.

La poursuite de ce travail devra porter sur l'utilisation pratique de
I'électrode envzymatique a L-malate, notamment dans l'industrie de 1a
fermentation.

En effet la concentration de L-malate doit étre suivie pendant la

fabrication du vin, puis pendant son vieillissement.
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