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Les matériaux hybrides bio-inorganiques constituent une nouvelle classe de matériaux a
I’interface entre la biologie et la science des matériaux. L'étude des biocapteurs basés sur
I'encapsulation d'enzymes dans des matrices inorganiques est un axe de recherche en fort
développement. En effet, les enzymes sont de plus en plus utilisées pour la détection
moléculaire dans les domaines de I’environnement et de la médecine. Cependant, leur faible
stabilité et leur colt élevé nécessitent leur immobilisation dans des matrices solides poreuses
et protectrices. L'élaboration de ces « biomatériaux » fonctionnels doit répondre a un cahier
des charges sévere imposant en particulier une densité élevée de biomolécules immobilisées
dans la matrice inorganique, une bonne accessibilité du substrat, la conservation de I’activité

biologique au cours du temps et une stabilité opérationnelle et au stockage.

De nombreuses methodes d’immobilisation ont été développées pour la réalisation de
biocapteurs électrochimiques tels que le greffage covalent ou l'inclusion dans des matrices
organiques et inorganiques a charpentes ouvertes. Parmi ces méthodes, le confinement dans
des argiles semble étre une méthode efficace, pratique, peu colteuse et sans risque pour
I'environnement. Cette biocompatibilité est par ailleurs attestée par I’existence de complexes

argiles-enzymes qui jouent un réle particulier dans la chimie des sols naturels.

La spécificité de cette étude repose sur I’immobilisation d’enzymes dans un réseau
bidimensionnel de type Hydroxyde Double Lamellaire (HDL). Les biomolécules portent
souvent, dans les conditions de pH du milieu dans lequel elles travaillent, une charge nette
négative qui limite leur interaction avec les feuillets positifs des argiles (argiles cationiques).
Les Hydroxydes doubles Lamellaires (nommés encore argiles anioniques) apparaissent étre
des matériaux alternatifs trés appropriés. Leur propriété d’échangeur anionique confére au
matériau une aptitude a intercaler et a stabiliser une large variété d'anions et en particulier les
macromolécules anioniques organiques et les biomolécules comme I’ADN*. Les propriétés
structurales et électriques de ces matrices hotes et les conditions de synthéses par Chimie
Douce semblent favorables a la formation de composés hybrides HDL-Enzymes. Trés
récemment, de nouveaux biocapteurs®® basés sur I’immobilisation d’enzymes (uréase et
polyphénol oxydase) dans des matrices HDL préparées au laboratoire ont été développes. Les

biomembranes HDL-Enzymes présentent une meilleure biocompatibilité et une meilleure

L J.H. Choy, S.Y. Kwak, J.S. Park, Y. J. Jeong, J. Portier, J American chemical society, 121, 1399-1400, 1999
2J.V. de Melo, S. Cosnier, C. Mousty, C. Martelet, N. Jaffrezic-Renault, Anal. Chem. 74 (2002) 4037-4043.
% D. Shan, S. Cosnier, C. Mousty, Anal. Chem. 75 2003 3872-3879.



perméabilité au substrat que des biomembranes équivalentes préparées avec les argiles

cationiques (Montmorillonite ou Laponite).

La thématique de recherche sur les Hydroxydes Doubles Lamellaires du laboratoire s’est
développée ces derniéres années dans le domaine des matériaux hybrides. Les travaux
récents* ont mis en évidence la capacité qu’ont les HDL de confiner et de structurer dans les
domaines interfeuillets des macromolécules organiques comme les polymeéres. Par ailleurs, les
potentialités des matrices HDL comme matériaux d’adsorption® de polluants organiques pour
des applications dans le domaine de I’environnement ont largement été étudiées et
démontrées. 1l s’est donc avéré tres prometteur d’associer des macromolécules présentant des
fonctionnalités chimiques telles que les enzymes aux structures HDL afin d’élaborer de
nouveaux matériaux fonctionnels utilisables dans le domaine de la reconnaissance

moléculaire ou encore des biotechnologies.

La principale étude de ce travail concerne I’immobilisation de I'uréase dans des matrices HDL
de type [Znr-Al-Cl] pour la réalisation de biocapteurs a urée, comme alternative aux
électrodes a base d’argiles cationiques ou de polymeres organiques. Le choix des HDL
comme structures hotes permet de moduler les propriétés physico-chimiques de la matrice
(densité de charge, composition chimique du feuillet, surface spécifique, morphologie) afin de
mieux appréhender les interactions molécule invitée/ structure hote. Cette étude s’integre dans
le cadre d’un programme de recherche ACI Nanosciences (2003 NR 0005) sur les
« Synthéses, caractérisations et mises en forme de matériaux nanohybrides Enzymes-
Hydroxydes Doubles Lamellaires - Elaboration de biocapteurs électrochimiques appliqués a
la détection de polluants aqueux» entre trois partenaires (C. Forano du Laboratoire des
Matériaux Inorganiques (LMI- Clermont Ferrand), C. Mousty du Laboratoire d’Electrochimie
Organique et de Photochimie redox (LEOPR-Grenoble) et N. Jaffrezic-Renault laboratoire

Ingenierie et Fonctionnalisation des Surfaces (IFoS -Lyon)).

Notre étude a porté, en premier lieu, sur le contrdle des propriétés morphologiques de phases
HDL [Zng-Al], précurseurs d’immobilisation de I’uréase. Nous avons étudié la formation de

la phase HDL par la méthode de précipitation par I’hydrolyse thermique de I’urée. Trois

* L. Vieille, E. M. Moujahid, C. Taviot-Guého, J. Cellier, J.P. Besse, F. Leroux, J. Physics and Chemistry Solids,
65 (2-3), 2004, 385-393
®F. Li, Y. Wang, Q. Yang, D. G. Evans, C. Forano, X. Duan, J. Hazardous Materials, B125, 2005, 89-95



parametres ont été étudiés : la température de décomposition de I’urée, la concentration en
urée et le temps de mdrissement afin d’apprécier leur influence sur la formation et la
composition du matériau. Une nouvelle voie de synthése d’HDL a été mise en évidence,
utilisant I’uréase comme catalyseur de la décomposition de I’urée et de la production d’agent
basique précipitant. Cette nouvelle méthode de préparation s’apparente a un processus de
biomineéralisation ou de biogenese et a pu étre étendue a la préparation de phases HDL de

compositions variées.

L'élaboration des nanohybrides enzymes-HDL a été réalisée dans des conditions de chimie
douce afin de préserver la structure tertiaire des protéines et donc leur activité. La maitrise des
conditions d’obtention des phases inorganiques nous a permis de réaliser des matériaux
hybrides reposant sur diverses associations uréase-HDL. Les chapitres 3 et 4 s’intéressent aux
procédés d’intercalation: adsorption ou échange anionique d’uréase dans le précurseur HDL,
confinement par préecipitation de la phase HDL en présence d’uréase, exfoliation des
plaquettes HDL autour de I’enzyme. Ces trois méthodes privilégient des confinements
différents des protéines soit aux joints de grains ou en surface de cristallites soit entre les
feuillets avec un désordre structural plus ou moins développé. Une étude approfondie et
comparative des ces procédes a été réalisée en vue de comprendre et de maitriser la formation
du matériau uréase/HDL, de controler la quantité d’uréase immobilisée et de définir une
matrice HDL-uréase modeéle. La caractérisation structurale et morphologique des matériaux
hybrides a été principalement effectuée au laboratoire, la perméabilité des biomembranes
uréase/HDL, quant a elle, a été réalisée au LEOPR sous la direction de Christine Mousty.

La réalisation des biocapteurs nécessite la mise en forme des matériaux biologiquement actifs
en couche. Nous nous sommes intéressés a la préparation de nanostructures HDL-Uréase
orientées en multicouches par la technique de Langmuir-Blodgett. 1l s’est agit en premier lieu
d’étudier et d’optimiser les conditions d’obtention des films LB binaires HDL-Amphiphile et
ternaires HDL-Uréase-Amphiphile. Nous avons ensuite réalisé les transferts et caractérisé les
dépdts par diverses techniques de microscopie. La technique de Langmuir-Blodgett a été mise
en ceuvre a I’lFoS, qui posséde un savoir-faire dans la structuration de films mixtes enzymes-

amphiphile pour la réalisation de biocapteurs



La derniere partie de ce travail a consisté a la réalisation de tests d’activité enzymatique de
I’uréase immobilisée et a la mesure des réponses électriques des biocapteurs. Les mesures

électrochimiques ont été réalisées au laboratoire 1FoS par Houssine Barhoumi.
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1 Les Matériaux Intelligents Bioinorganiques

La recherche de nouveaux matériaux fonctionnels s’oriente actuellement vers les systémes inspirés
par le monde du vivant. L’association de matériaux inorganiques et biologiques permet de
developper une diversité de nouveaux matériaux hybrides fonctionnels béneficiant de la réunion
des propriétés des deux composés, par exemple, stabilité chimique et organisation structurale pour
les premiers et activité chimique spécifique pour les deuxiémes. C’est le cas de ’élaboration de
biocapteurs bio-inorganiques. De tels matériaux sont dits « intelligents ».

Gilles de Rosnay, lors d’une conférence, a défini ces matériaux de la fagon suivante. Pendant
longtemps, ’homme s’est servi des matériaux naturels tels que le bois, le cuir, la laine pour sa
survie, son confort, puis, plus récemment les matériaux synthétiques comme le plastique, les
composites ont fait leur apparition. Mais depuis le début des années 80, une nouvelle classe a
émergé : les matériaux intelligents. Ces matériaux possedent des propriétés fonctionnelles
associées a des propriétés structurales spécifiques. Ils peuvent avoir un réle d’activateur (effectuer
une action sur son environnement), de capteur (détecter des signaux) et parfois méme de
processeur (traiter, comparer et stocker des données). Ces composés ont la capacité de modifier
leurs propriétés quand ils sont soumis a une excitation extérieure, voire intérieure. Les premiers
matériaux dits intelligents, considérés comme de premicre génération, sont purement synthétiques
tels que les matériaux piézoélectriques, magnétostrictifs et les alliages a mémoire de forme.
Cependant, 1’apparition d’une nouvelle catégorie de matériaux intelligents s’inspirant des
propriétés induites par le monde du vivant fait son apparition. La recherche actuelle se consacre
plus particulierement aux développements de biomatériaux structurels et fonctionnels pour des
applications biotechnologiques (biopuces, biocapteurs), biomédicales (matériaux de remplacement
des tissus mous). Cette nouvelle approche d’¢élaboration de matériaux intelligents s’intégre dans un

domaine de recherche dit biomimétique.

.1 Les matériaux hybrides biomimétiques

Le biomimétisme est une nouvelle approche scientifique qui étudie les organismes vivants comme

modeles fonctionnels et puis les imite ou s’inspire de leur design, de leurs procédés.
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La nature’ a démontré la faisabilité de synthétiser, dans des conditions thermodynamiques
normales (température ambiante, pression atmosphérique, solvant aqueux), des matériaux
possédant des propriétés mécaniques remarquables nées de 1’association entre mati¢re organique et
inorganique. Ces matériaux composites tel que 1’email dentaire, la nacre de coquillages, les os
possédent une microstructure constituée de particules inorganiques (carbonate de calcium,
hydroxyapatite, silice) construite a I’interface de polymeéres organiques (collagéne, polysaccharide,
chitine). Le schéma classique de formation des biocomposites comprend une premicre étape de
préorganisation, suivie d’une étape de minéralisation. Le réseau inorganique précipite dans un
milieu organique ordonné. La morphologie révele alors une structure hiérarchisée et bien définie
dans une échelle de taille variable. La présence du composé minéral apporte une amélioration des
propriétés mécaniques (rigidité) alors que le matériau organique accroit la flexibilité. Ce
compromis confére aux matériaux hybrides des performances inégalables. La recherche
scientifique va donc s’inspirer de ces phénomenes pour améliorer ses matériaux synthétiques ou en
développer de nouveaux. Le principe est, donc, de précipiter des matériaux hybrides pour obtenir

de nouvelles propriétés.

0 L’utilisation d’agents structurants organiques, biologiques permet [’édification de
matériaux minéraux poreux, fibreux. Dans son ouvrage, Stephen Mann® décrit 1’utilisation des
concepts de biominéralisation pour 1’¢laboration de biomatériaux inspirés, basés sur 1’édification
d’une architecture organisée et de forme complexe. De par les observations faites de la nature, il
est possible de jouer sur la porosité des matériaux inorganiques (taille de pores des zéolithes), sur
I’assemblage par exemple de particules d’or reliées entre elles par un systéme anticorps - antigéne.

0 Depuis, les années 80, les polyméres™

sont renforcés par des matériaux inorganiques
pour améliorer les propriétés mécaniques, thermiques et de barriéres (gaz, eau). L’idée de base est
de synthétiser des matériaux hybrides a travers une combinaison synergique de céramiques ou
d’argiles et de polymeéres. Ces matériaux ont été principalement obtenus soit par voie sol-gel, soit
par intercalation de polyméres dans des matériaux lamellaires, ou exfoliation de plaquettes

d’argiles dans une matrice polymeére. L’intérét de ces matériaux est en particulier di a I’effet

considérable du facteur de forme sur les propriétés du nanocomposite.

'r. Hay, S. Shaw , Chemistry in Britain, Into the labyrinth, November 2001

2'S. Mann Biomineralization- Principles and concepts in Bioinorganic Materials Chemistry, Oxford University press,
2001

IN. hay, S. J. Shaw, Europhysics News, vol 34 N° 3, 2003

* 7. Ahmad, J.E Mark, Materials Science and Engineering C 6, 1998, 183-196

> M. Alexandre, P. Dubois, Materials Science and Engineering, 28, 2000, 1-63
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0 Un autre objectif concerne la modification d’un matériau inorganique en présence de
polymeres. La composante organique permet d’introduire une meilleure flexibilité. Par exemple
dans le domaine médical, utilisation de matériaux vitrocéramiques bioactifs® a montré un usage
attractif comme implants dans des os défectueux. Cependant, ces matériaux sont plus cassants et
moins flexibles que les os naturels. Ils ont pu étre optimisés par association avec un polymere plus

flexible et ont atteint des performances mécaniques comparables a celles du vivant.

0 L’implantation d’espéces organiques actives incorporées dans des matrices inorganiques a
permis d’améliorer la stabilité chimique et les propriétés mécaniques du matériau ou de développer
e nouvelles propriétés fonctionnelles. L’¢laboration de capteurs plus performants a ainsi été
d 11 tés fonct lles. L’élaboration d: t | fi t t
développée. Par exemple, les biocapteurs’ issus de 1’immobilisation d’enzymes, de bactéries sont

des dispositifs intéressants pour 1’analyse biomédicale et environnementale.

Pour illustrer ce concept de biomimétisme c'est-a-dire de mimer la nature ou de s’en inspirer,
I’intercalation de métalloporphyrines® dans des hydroxydes doubles lamellaires est un exemple
significatif. Les métalloporphyrines sont des molécules de synthése capable de reproduire la
plupart des réactions catalysées par I’enzyme cytochrome P-450. L’intérét d’incoporer ces
molécules actives dans une matrice inorganique réside dans 1’obtention d’un catalyseur plus stable,
mais aussi plus facile a récupérer et a réutiliser. En effet, les propriétés physico-chimiques de la
matrice hote, telle qu’une stabilité a la température, renforcent le comportement de la molécule

invitée vis-a-vis de cette sollicitation.

Tous ces exemples montrent 1’étendue du développement de tels matériaux. « Le biomimétisme
suggere des matériaux hybrides (inorganique-organique/biologique) dont la synthése chimique et
I’édification architecturale sont un défi majeur en science des matériaux : les procédés
d’¢laboration n’en sont pour I’instant qu’a I"aube de leur développement. Les deux principales
difficultés sont d’organiser I’architecture du matériau a une échelle trés fine (10-100 A) et de

maitriser les propriétés des interfaces et des interphases. »°

¢ C. Ohtsuki, T. Miyazaki, M. Tanihara, Materials Science and Engineering C 22, 2002, 27-34

7X. Tan, M. Li, P. Cai, L. Luo, X. Zou, Analytical Biochemistry 337, 2005, 111-120

8 Sylvie Bonnet, Thése, Université Blaise Pascal, Clermont-Ferrand, 1997

? Arago 25, Biomimétisme et Matériaux, Rapport de synthése du Groupe "Biomimétisme et matériaux"
de I'Observatoire Francais des Techniques Avancées,2001
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.2 Les biocapteurs

La détection de molécules reste toujours un challenge important que ce soit pour le diagnostic
médical, le controle de la qualit¢ de produits manufacturés ou bien le suivi des paramétres
environnementaux (qualités des eaux naturelles). Les biocapteurs'® ont fait leur apparition comme
dispositifs biotechnologiques de contréle dans les domaines tels que la médecine, I’environnement,

I’agro-alimentaire.

Un biocapteur est basé sur I’association de deux composantes (Figure 1) :

- un biorécepteur constitué d’espéces biologiques qui vont reconnaitre la molécule cible,

- un transducteur qui transforme 1’événement de reconnaissance en un signal mesurable.

Biocapteur
A
' )
A @ o Q- Enzyme Electrode
a Q— Cellule Transistor a effet de champ Acquisition
L A% )_ Tissus animal ou végétal Thermistance Amplificateur dl?si nal
A O Ac. Nucléique Fibre optique g
Anticorps/antigéne Cristal piézo-électrique
@ Ao
) . o . e Tran r i ) . ”
Echantillon Composant biologique a sdut_;te_u Signal
physico-chimique

Figure 1 : Principe de fonctionnement d’un biocapteur

Les biorécepteurs assurent la reconnaissance moléculaire de 1’espéce a identifier, par complexation
ou transformation de ce composé. Les recepteurs moléculaires peuvent étre par exemple des
enzymes, des anticorps, des brins d’ADN, des cellules, des micro-organismes. Ces biomolécules
actives permettent alors la détection ou la modification d’un substrat en un produit détectable par le
transducteur, I’avantage outre la sélectivité de détection étant de pouvoir mesurer I’espece cible en
trés faibles concentrations (nanomolaire) dans un milieu complexe. Les développements dans le

domaine des biocapteurs ont porté en grande partie sur 1’utilisation d’enzymes.

Le deuxiéme élément constituant le biocapteur est un transducteur. Son principe consiste a
convertir en un signal électrique la détection chimique du substrat. Les transducteurs étudiés sont
principalement électrochimiques. Toutefois, dans I’intention d’obtenir un signal plus précis,
sensible et exploitable, d’autres types de mode de détection apparaissent comme les détections

optiques, thermiques, piézo-électriques.

' Tran Minh Canh, Les biocapteurs, collection mesures physiques, Masson, 1991
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La mise en forme d’un tel dispositif consiste a déposer une fine couche d’enzyme sur la surface
sensible (variation électronique ou chimique) du transducteur. La face externe de la couche
enzymatique est immergée dans la solution contenant le substrat a analyser. Cependant, plusieurs
parametres sont importants pour une meilleure efficacité du biocapteur. La solution doit étre bien
agitée pour faciliter le transport du substrat vers la couche enzymatique. L’épaisseur et la structure
de la couche enzymatique doivent faciliter la diffusion du substrat vers le site actif et doivent
permettre la propagation du produit de la réaction (molécules, ions, électrons) vers la couche

sensible du transducteur, appropriée a la réaction enzymatique.

Pour déterminer les performances du biocapteur, une droite d’étalonnage mesurant la réponse
¢lectrique du capteur a différentes concentrations d’analyte est réalisée (Figure 2). Cette droite est
délimitée par deux plateaux. Celui correspondant aux faibles concentrations informe sur la limite
de détection du biocapteur alors que celui correspondant aux concentrations les plus élevées est 1ié
a la saturation des sites actifs par le substrat. La droite, quant a elle, caractérise 1’évolution de la
variation de potentiel du transducteur entrainée par 1’augmentation de la concentration. La pente
alors obtenue caractérise la sensibilité du biocapteur. De plus, cette droite renseigne sur le domaine

de concentrations de substrat détectable par le transducteur.

| : >[S]
10'4 10-2

Figure 2 : Droite d’étalonnage™

La limitation du biocapteur provient en particulier de la sensibilit¢ de I’enzyme. Les écarts de
température, de pH et le vieillissement engendrent la dénaturation de I’enzyme, et par conséquent

la performance du biocapteur.
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Par exemple, un biocapteur électrochimique'' sensible a la detection de phénol a été réalisé par
dépot d’une couche de tyrosinase a la surface d’un transducteur ISFET (sensible a la variation de la
composition ionique du milieu). Les performances du biocapteur ont été¢ examinées en fonction du
pH et révélent une réponse optimale a pH = 6 correspondant au pH optimum de 1’activité
enzymatique de cette enzyme. Dans les conditions optimales (pH, concentration d’enzyme), les
courbes de calibration (Figure 3) permettent de déterminer un domaine de concentration détectable
de phénols entre 0,2 et 7,8 mM, avec une sensibilit¢ d’environ 2 mV/nM. La stabilité de ces
biocapteurs diminue faiblement pendant 15 heures de tests. Pour prolonger leur durée de vie, il est
nécessaire de les conserver a 4 °C. Cependant, 13 % des performances du biocapteurs ont été

diminué apres 5 jours de stockage, puis la réponse a été stable pendant 11 jours.
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Figure 3 : Courbes de calibration de la détermination de 4-chlorophénol

Toute cette variété de biorécepteurs et de transducteurs permet la multiplication des systémes de
détections biologiques qui aboutit a une diversification d’applications. Les développements actuels
visent a obtenir des biocapteurs de plus en plus fiables et de plus en plus appropriés aux types de
détection. Il est a noter cependant qu’une des étapes clés dans 1’¢laboration des biocapteurs réside

dans I’immobilisation de la molécule sélective au niveau du transducteur.

Les principes de transducteurs basés sur des biocapteurs a urée ou phosphate organique seront

discutés a titre d’exemple dans le chapitre 6.

"'T. Mai Anh, S. V. Dzyadevych, A. P. Soldatkin, N. Duc Chien, N. Jaffrezic-Renault, J. M. Chovelon, Talanta, 56,
2002, 627-634
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1 Les Matériaux Hybrides a Base d’Enzyme

1.1 Généralités sur les enzymes

Les enzymes sont des protéines fonctionnelles, de masse moléculaire élevée, thermolabiles. Ce
sont des biocatalyseurs des réactions métaboliques. Elles augmentent la vitesse de réaction sans
modifier leur état d’équilibre et sont régénérées a la fin du cycle réactionnel. Elles agissent a de

faibles concentrations, possedent une spécificité étroite ou lache avec le substrat.
11.1.1 Structure

Les enzymes sont des protéines, des macromolécules constituées de chaines d’acides aminés. Les
acides aminés sont des molécules polyfonctionnelles qui comportent au moins une fonction acide
carboxylique et une fonction amine portées par le méme carbone. Il existe 20 acides aminés
courants qui se différencient par la nature de la chaine latérale, leur comportement hydrophile ou

hydrophobe, leur propriété de charge ¢lectrique.

Les acides aminés se relient entre eux grace a des liaisons peptidiques qui se forment par
condensation entre le groupe a-carboxylique du premier acide aminé et la fonction a-aminée de la

deuxiéme molécule avec élimination d’une molécule d’eau.
"H3N-CH(R1)-COO" + "H3N-CH(R2)-COO — "H3N-CH(R1)-CO-HN-CH(R2)-COO™ + H,O

Quand deux acides aminés se réunissent, ils forment un peptide. Si la chaine s’agrandit, on parle
d’oligopeptides puis de polypeptides lorsqu’on dépasse 20 acides aminés. A ce niveau la, la
macromolécule se définit comme une protéine. De plus, les interactions faibles telles que des
liaisons hydrogene, des interactions électrostatiques, de type Van der Waals, hydrophobes entre les
différents acides aminés entrainent le repliement de la molécule (Figure 4). On passe alors d’une
structure primaire (chaine d’acides aminés) a une structure secondaire. A ce niveau d’organisation,
il existe deux types de conformations: I’hélice alpha et le feuillet béta. L hélice alpha est
composée d’une chalne d’acides aminés en spirale. Le feuillet béta est composé de chaines
disposées parallelement les unes par rapport aux autres et formant une membrane plissée. La forme
finale, qu’adopte une protéine suivant une structure tridimensionnelle, est appelée structure
tertiaire. La structure quaternaire est 1’association de plusieurs polypeptides. Les enzymes se

différencient par leur séquence d’acides aminés qui leur sont propres et leur structure est due a la
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nature de ces unités. En effet, les molécules hydrophobes ont tendance a se replier a I’intérieur de
la protéine alors que les groupements moléculaires facilement ionisables et hydrophiles s’orientent
préférentiellement a la surface de la macromolécule, en interaction avec le milieu aqueux

environnant.

Structure primaire Structure secondaire Structure tertiaire

Feuillet béta

Hélices alpha_

Structure tridimensionnelle

Figure 4 : Les différents niveaux de structuration des protéines

Les enzymes sont des molécules amphoteres, elles peuvent é&tre chargées positivement,
négativement ou é&tre électriquement neutre selon le pH de la solution dans laquelle elles se
trouvent. La charge nette d’une protéine est la somme des charges positives et négatives de ses
extrémités et des chaines latérales des acides aminés qui la composent. Le point isoélectrique
(p.i.e) correspond au pH ou la charge nette de la molécule est égale a 0. Les protéines sont alors

chargées positivement quand pH<p.i.e et négativement pour pH>p.i.e.

La nature des différents acides aminés qui la compose influence les propriétés de ’enzyme au
niveau de son encombrement stérique, de son point isoélectrique (c'est-a-dire de son comportement
basique ou acide), de DI’affinité vis-a-vis de 1’eau (plutdt hydrophile ou hydrophobe) et de la
réactivité du site actif. La rétention des protéines peut avoir lieu sur des matrices chargées
positivement ou négativement, dans les conditions ou le pH d’utilisation entraine une opposition de

charges entre I’enzyme et le solide.
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11.1.2 Activité

Une enzyme est'?, une protéine qui agit comme catalyseur dans une réaction chimique, c'est-a-dire
qu’elle accroit les vitesses réactionnelles. L’énergie d’activation de la réaction est alors abaissée.
Chaque enzyme « reconnait» spécifiquement une ou plusieurs molécules selon un principe de
complémentarité de type clé-serrure, grace a des sites de reconnaissance et de fixation situés a sa
surface. Ce sont des catalyseurs spécifiques puisqu’elles ne peuvent participer qu’a des réactions
bien déterminées. A la fin du processus, I’enzyme retrouve sa structure. Il est a noter que les
enzymes participent aux réactions ayant lieu dans les organismes vivants. De ce fait, ’enzyme
fonctionne dans des conditions douces de température, de pH et de pression.

La réaction catalytique se déroule au niveau du site catalytique dit site actif de I’enzyme, situé dans
la poche protéique, cavité aux caractéristiques structurales et chimiques spécifiques. Le site actif de
certaines protéines appelé apoenzyme ne peut étre efficace que par I’intermédiaire d’un cofacteur.
Ce dernier de type métallique (cuivre, zinc, manganése) ou de type organique (coenzyme) se fixe
sur la région catalytique pour favoriser la réaction chimique et aussi contribuer a la stabilité¢ de
I’enzyme. La réaction ne peut se dérouler que par la combinaison de 1’apoenzyme avec le
cofacteur. La substance chimique cible, nommée substrat (S), se fixe sur I’enzyme (E) au niveau du
site actif qui permet la réaction. Il se forme alors un complexe intermédiaire ES. Aprés réaction, le
produit (P) est libéré et I’enzyme régénérée. Ce processus s’effectue des milliers de fois a la

seconde :

k, ks
E+S &—— ES—— E+P
k, ky

Pour déterminer la vitesse de réaction catalytique, on utilise 1’équation de Michaelis-Menten qui
s’écrit comme suit :

Vmax [S]

VO = -
[S]+ Ky

"2 M. Chaplin, C. Bucke, Enzyme Technology, Cambridge University Press, 1990
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Ou V, est la vitesse initiale de réaction qui détermine 1’activité enzymatique, Vi, la vitesse
maximale, [S] la concentration du substrat et Ky; la constante de Michaelis (affinité substrat-
enzyme).

L’activité enzymatique peut étre réduite ou annulée lors de la dénaturation de I’enzyme
(modification structurale, rupture de liaisons) provoquée par la chaleur, par les variations de pH,
des concentrations ioniques trop €levées, ou par 1’action chimique de solvants organiques. Le site
actif peut aussi étre modifié et donc devenir inactif provoquant la perte des propriétés catalytiques.
Deux types d’inhibition existent. L’inhibition compétitive fait intervenir une molécule imitant le
substrat. Il intervient une compétition entre ces deux composés provoquant la diminution, voire la
perte de I’activité enzymatique. L’activité catalytique d’une enzyme peut diminuer et méme
completement s’arréter au contact de certaines substances chimiques. L’inhibition non compétitive,
quant a elle, engendre une déformation du site actif lors de la fixation de I’inhibiteur sur I’enzyme

en un autre point que le site actif.

L’union internationale de Biochimie a ¢laboré une nomenclature des enzymes pour permettre une
meilleure identification. Une enzyme est spécifique a une réaction chimique. La classification des
enzymes va donc s’appuyer sur ce point et répertorier les macromolécules de la fagon suivante :
EC X;.X7.X5.X4. Les nombres de la commission d’enzymes (EC) répartissent six groupes de
réactions allant de 1 a 6 (X). Les réactions catalytiques principales sont les suivantes :

1 : les oxydoréductases. Elles interviennent dans des réactions redox qui mettent en jeu des
transferts d’atomes d’hydrogéne, d’oxygene ou d’électrons entre les molécules.

2 : les transférases. Elles catalysent le transfert d’un atome ou d’un groupe d’atomes entre deux
molécules mais exclut les réactions redox.

3 : les hydrolases. Elles impliquent la coupure de liaisons du substrat avec fixation des radicaux H
et OH issus de I’eau.

4 : les lyases. Elles interviennent dans des réactions d’élimination d’un groupe d’atomes du
substrat.

5 : les isomérases. Elles favorisent le changement de conformation du substrat.

6 : les ligases. Elles interviennent lors de la formation de liaisons covalentes entre deux molécules,

en faisant intervenir 1’énergie libérée lors de I’hydrolyse d’un nucléoside triphosphate (ATP).

Les valeurs X;.X3.X4 permettent une meilleure distinction des enzymes en fonction de la nature de

la réaction.
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Une autre nomenclature intervient dans 1’appellation des enzymes. Elle prend en compte le nom du
substrat, le type de réaction catalysée et se termine par ase.
Ainsi pour désigner par exemple la glucose oxydase, on utilise les deux appellations de la fagcon

suivante : EC 1.1.3.4 et oxygeéne 1 oxydoréductase.

Il est important de définir I’implication de I’enzyme lors de la réaction chimique. La quantité
d’enzyme présente ou utilisée dans un processus est difficile & déterminer en terme absolu (par
exemple : gramme), puisqu’une enzyme posséde des proportions variables de mati¢re active et
inactive. En effet, la vitesse de réaction est liée a ’activité enzymatique qui se définit comme une
unité/masse de protéine. Cette unité¢ libére une micromole de produit par minute dans les

conditions optimales en terme de pH, de force ionique et de température.

Pour résumer, ’activité enzymatique est définie par rapport a différents parameétres tels que la

température,le pH, le domaine de stabilité de pH, les constantes cinétiques (Kyi, Vinax)-

1.2 Immobilisation des enzymes sur des matrices

[1.2.1 L’immobilisation d’enzymes : Quel intérét ?

L’utilisation d’enzymes est de plus en plus employée dans les secteurs industriels. Par exemple,
I’industrie agroalimentaire se sert d’elles pour rémédier a des déficiences naturelles des
ingrédients, pour ¢élaborer des procédés de fabrication. L’industrie des détergents (90% des lessives
contiennent des enzymes), 1’industrie médicale (traitements thérapeutiques) ont aussi recours a ces

biomolécules actives.

Le développement de nouvelles méthodes analytiques pour la recherche et I’industrie fait de plus
en plus appel a I'utilisation d’enzymes spécifiques. Cependant le colt de production des enzymes
demeure prohibitif. En effet, il faut d’abord les extraire de milieux biologiques puis les purifier. De
plus, du fait de leur solubilité souvent élevée, les enzymes peuvent étre contaminées par le produit
de réaction qui se trouve dans la méme phase. L’enzyme est souillée et sa purification entraine de
nouvelles dépenses. De plus avec le temps, les enzymes’ se dénaturent et donc ne fonctionnent plus
aussi efficacement. Il est nécessaire de les remplacer apres plusieurs cycles d’utilisation, mais cela
implique des dépenses supplémentaires. Il est donc essentiel de trouver une méthode pour stabiliser

les enzymes contre leur dénaturation.
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L’immobilisation d’enzymes dans des matrices solides ou dans des gels permet la séparation de la
protéine et du produit de réaction, dans deux phases différentes, empéchant la contamination avec
le produit. Ce procédé permet alors la réutilisation de la biomolécule. Les matériaux
d’immobilisation les plus utilisés sont des matériaux chimiquement inertes, insolubles et rendant
insoluble I’enzyme. Ce sont plus particulicrement des matrices polymériques et inorganiques

mono, bi, ou tridimensionnelles.

Certains problémes peuvent intervenir pendant I’immobilisation comme la perte de 1’activité
enzymatique. La diffusion du substrat et du produit peut étre génée par cloisonnement de I’enzyme
dans la matrice. L’enzyme peut avoir une conformation plus contraignante dans son état
immobilisé, provoquant une diminution de son activit¢é ou bloquant son site catalytique. Les
matrices de confinement doivent donc permettre la libre diffusion du substrat vers le site actif et
favoriser une conformation spatiale suffisament libre pour préserver son activité biologique. Si ces
conditions sont respectées, les avantages de lI’immobilisation sont la limitation du relargage

provoquée par les ringages, une enzyme plus stable et une reproductibilité et durée de vie accrues.

L’immobilisation d’enzymes sur une matrice organique ou inorganique entraine une diminution de
I’activité enzymatique. Cependant, les tests effectués pendant plusieurs jours montrent que I’activié

de I’enzyme immobilisée est plus stable que celle de I’enzyme libre.

Par exemple, 1’immobilisation de la tyrosinase'**'* sur des argiles de type montmorrillonite, dont le
procédé d’immobilisation sera discuté plus en détail dans la partie suivante, engendre une
diminution de I’activité enzymatique entre 19,3 et 62,1 % en fonction des propriétés de la matrice.
Cette perte est provoquée en particulier par quelques perturbations conformationnelles de I’enzyme
ou un blocage stérique du site actif lors de son immobilisation. Ce changement de conformation
peut étre detecté par spectroscopie infrarouge qui montre un léger décalage de bandes amide I ou
amide II de I’enzyme. Cependant, aprés 30 jours de stockage a 4°C et 25 °C, I’enzyme libre ne
retient que 63 % et 33% de son activité initiale, alors que I’enzyme immobilisée conserve, elle,
91% et 49 %, respectivement. Ces résultats confirment 1’interét d’immobiliser I’enzyme pour une

réutilisation plus conséquente par rapport a 1I’enzyme libre.

BA. Naidja, A. Violante, P. M. Huang, Clays and Clay Minerals, 43,n°6, 1995, 647-655
A, Naidja, P. M. Huang, J. M. Bollag, J Molecular Catalysis A : Chemical, 115, 1997, 305-316
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11.2.2 Les différentes techniques d’immobilisation

L’immobilisation peut étre considérée comme une séparation physique, durant I’opération
continue, du catalyseur (cellule, fraction de cellules ou enzyme) a partir du solvant de telle facon
que les molécules de substrats et de produits peuvent étre échangées entre les phases. La séparation
du catalyseur au solvant peut étre réalisée par liaison réversible ou irréversible a la surface d’un
support solide ou par piégeage de la protéine dans une matrice organique ou inorganique insoluble.
Le choix du type d’immobilisation dépend fortement de la nature de ’application désirée. Par
exemple le couplage covalent de I’enzyme est souvent utilisé pour 1’élaboration de biocapteurs,
alors que I’encapsulation de biomolécules est adaptée aux relargages dans des cellules vivantes
afin de libérer la molécule active au niveau de sa cible lors de traitements thérapeutiques. En outre,
les propriétés physico-chimiques de I’enzyme doivent étre prises en compte. Les enzymes sont
sensibles aux changements de température et de pH et présentent une activité optimale dans un
domaine précis de ces parameétres. Il est donc nécessaire de les associer a la matrice dans les
conditions favorables a leur préservation, c'est-a-dire d’¢laborer des matériaux hybrides dans des
conditions douces de synthése (procédés de Chimie Douce). Dans cette partie, nous présentons les
différents modes d’immobilisation de I’enzyme et les différentes matrices de confinement utilisées.
La Figure 5 résume schématiquement ces différentes techniques d’immobilisation et la nature des

matrices utilisées.

Matrices d’immobilisation

Argile Matrice fonctionnalisée Gel de‘s1l1ce Alginate
résine Electrode fonctionnalisée polymere Lysosome
Particules d’or
//O -
— b = 5 0 0.0
—p g )0 00 0
—
- _ % 0 009
— ~
—
Par adsorption Par couplage covalent Dans une matrice Dans une capsule
Liaison avec le support piegeage

\ /

Techniques d’immobilisation

Figure 5 : Les différentes techniques d’immobilisation d’enzymes et les types de matrices
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[1.2.2.1 Immobilisation par adsorption

L’adsorption d’enzymes sur des matrices insolubles est la méthode la plus simple
d’immobilisation. La procédure implique I’incubation de la protéine avec I’adsorbant dans des
conditions appropriées (pH, force ionique, température). Le matériau hybride est récupéré apres
filtration ou centrifugation. Les interactions qui existent entre 1’enzyme et I’adsorbant, sont des
interactions faibles de type électrostatiques ou Van der Waals. Cependant, le procédé d’adsorption
est réversible et peut conduire dans certaines conditions d’utilisation a la désorption de la
biomolécule et donc a 1’altération du matériau. Toutefois des différents modes d’immobilisation,
I’adsorption est la méthode qui induit le moins de modification de la conformation de 1’enzyme

active, c’est pourquoi c’est la technique préférée pour ’immobilisation d’enzymes.

Le tableau' ci-dessous récapitule le type de matrice utilisée pour I’immobilisation par adsorption.

Tableau 1 : Les différentes matrices utilisées pour I’adsorption

Matrices utilisées pour I’adsorption d’enzymes

Matrices inorganiques :

*  Alumine

= Verre poreux

» Hydroxyapatite

= Carbonate de calcium

* Gel de phosphate de calcium
= QGel de silice

= argiles (bentonite, kaolin)

= carbone

Matrices organiques :

= Polymeéres phénoliques
= Résines échangeuses d’ions

Matrices biologiques :

= cellulose
= collagéne

Concanavalin A-sepharose

13 J. Woodward, Immobilised cells and enzymes : a pratical approach,IRL Press, Oxford, 1985
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L’adsorption des enzymes sur des supports inorganiques conduit a des résultats différents selon la

nature de la biomolécule ou de la matrice minérale.

L’utilisation des argiles comme matrices d’immobilisation présente de nombreux avantages. Leurs
surfaces spécifiques élevées, leur facilit¢é de dispersion/récupération dans 1’eau, leur grande
capacité d’adsorption, leur forte résistance mécanique ainsi que leur faible colit conférent a ces

matériaux un intérét attractif pour le confinement d’enzymes.

Des phylosilicates (Montmorillonite, Sépiolite et Palygorskite), argiles échangeuses de cations et la
duolite, une résine échangeuse d’anions ont été utilisés pour 1’immobilisation de lipases'®
(Rhizomucor miehi (RML) et condida cylindracea (CCL)) de poids moléculaires différents (30
kDa et 60 kDa, respectivement). Les phylosilicates possedent plusieurs types de structure :
lamellaire pour la montmorillonite ou fibreuse pour la sépiolite et la palygorskite. Quelle que soit
la matrice d’immobilisation, les pourcentages d’immobilisation sont 1égérement plus élevés pour la

CCL par rapport a la RML (Tableau 2).

Tableau 2: Pourcentages d’immobilisation et activités enzymatiques des enzymes Rhizomucor miehi (RML) et
condida cylindracea (CCL) immobilisées sur argiles et résines

Derivative mg of ndded pofeing Loading (mp  potein % Immebilisation  Tribuiyin  activity  (mb]

derivative facdfe derivative) ! R prodein <)

SEP-EML 42 30.2 72 L1900
63 408 a3 092

105 it 42 D158

F&L-RR. 42 281 67 [AXAL]
63 475 76 0027

105 882 4 005

BRI, A1 2,7 TR [ Asitd]
63 554 52 0016

105 TRT T4 .00

DTE-RALL 42 36.5 a7 0033
SEP-CCL 25 235 S 020
45 i fi £} 185

a6 A8.6 54 Ga2s

PAL-CCL 28 227 31 0.6050
45 %2 T [N

an S 56 0 0%

NAROMNLCCT, R 44 7] e
43 44,1 uE 06033

a6 4372 a5 £ (115

DUCG-CCL 25 269 94 3416
A5 23 TE 0508

Cependant, la capacit¢ d’adsorption des différentes matrices est beaucoup plus faible pour
I’enzyme la plus grosse. En effet, une analyse des solutions par électrophorése a révélé une

séléctivité d’adsorption quasi similaire pour les argiles. La bande caractéristique du poids

! L.E. de Fuentes, C. A. Viseras, D. Ubiali, M. Terreni, A. R. Alcantara, J. Mmolecular Catalysis B: Enzymatic 11,
2001, 657-663,
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moléculaire (30 kDa) de la RML n’est pas présente apres adsorption alors que celle a 60 kDa de la
CCL est identifiée. Ce resultat montre que 1’immobilisation n’est pas compléte pour 1’enzyme de
poids moléculaire plus ¢élevé. Les matrices utilisées sont plus adéquates aux enzymes de petites

tailles, spécialement les fibreuses qui ont une géométrie appropriée a la structure de I’enzyme.

Le mécanisme d’adsorption des enzymes sur ces matrices inorganiques est un mécanisme
d’adsorption par échange d’ions. Il dépend fortement de la matrice elle-méme. Pour la duolite
(résine échangeuse d’anion), les interactions entre les groupements carboxyliques de 1’enzyme et la
charge positive a la surface de la matrice sont responsables de 1’adsorption. Par contre, pour les
pyllosilicates, chargées négativement, de Fuentes et coll supposent que 1’adsorption se fait par
échange de cations sur les résidus silanols, le mécanisme d’adsorption impliquant plus
particulicrement la charge positive des acides aminés protonés des enzymes. De plus ’absence de
désorption indique que des interactions additionnelles de nature hydrophobe entre le support et les
enzymes existent.

13,14,17
Huang ™"

et coll. se sont intéressés a I’adsorption de la tyrosinase sur des montmorillonites
pures, des montmorillonites modifiées par des hydroxydes d’aluminium (AI(OH)x-Mont) et par la
birnessite (3-MnQO,), afin de comprendre les phénoménes d’immobilisation de I’enzyme avec des
argiles ou des oxydes, modeles des minéraux naturels des sols. Ils ont étudié¢ ce phénomene avec la
tyrosinase qui joue un role important dans la polymérisation de composés phénoliques et la
transformation de substances humiques. Le but de cette étude'® est de comparer I’adsorption de la
tyrosinase sur ’argile modifiée avec différents taux AI(OH)x. Le schéma (Figure 6) résume les
différents sites de fixation de ces oligomeres sur 1’argile. Des petites entités d’hydroxylalumium
sont adsorbées et intercalées entre les feuillets de I’argile provoquant une diminution de la capacité
d’échange (103 a 18 cmol/kg). Les espéces d’aluminium chargées positivement neutralisent une
large portion de la charge négative de ’argile. Cependant, I’intercalation de piliers AI(OH)x dans
la structure de la Montmorillonite crée de la microporosité qui augmente la surface spécifique,
favorisant I’accessibilité¢ de N, c'est-a-dire de petites molécules au niveau des cavités interstitielles.
La quantité d’enzyme adsorbée est plus importante sur la montmorrillonite pure. Par contre, avec le
composé Al(OH)x-Mont, 1’augmentation du taux de piliers AI(OH)x favorise la retention des
biomolécules (meilleure surface spécifique). L’immobilisation de la tyrosinase est totalement

réversible pour ’argile alors qu’elle est pratiquement irréversible (90 %) a la surface de I’argile

modifiée. Par contre il est a noter, que pour des concentrations élevées en enzyme, la tyrosinase

7 A. Naidja, C.Liu, P.M. Huang, J. of Colloid and Interface Science, 251, 2002, 46-56
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s’intercale entre les feuillets de la montmorillonite pure alors que 1’adsorption par les argiles de
biomolécules a faible concentration entraine de préférence une immobilisation a la surface ou aux

bords de la matrice.

Par ailleurs, I’immobilisation est plus intéressante avec la birnessite puisque les expériences
indiquent une trés haute affinit¢é avec les biomolécules. La birnessite présente une capacité
d’adsorption élevée, calculée d’apres le modele de Langmuir, de 9,620 g/g comparée a 0,390 —
0,429 g/g pour les complexes Al(OH)x-Mont. La surface spécifique plus élevée de I’oxyde de
manganese (128m?/g) explique cette meilleure immobilisation. Les molécules d’enzymes sont
fortement retenues a la surface d’oxyde minéral par des réactions d’échange ou de complexation
dans lesquelles les groupements carboxylates de la protéine remplacent respectivement les

groupements OH™ ou les molécules d’eau des oxydes hydratés.

Ca-Mte

Al(OH), lnu atings

a
A FIIA SIS TS,

1.0 mmol Alig Mte Tyrosinase
immobilization

2.5 mmel Al'g Mte

T
* e e

5.0 mmol Alig Mte

Figure 6 : Modification de la Montmorrillonite par des oligomeéres d’hydroxylaluminium et sites d’adsorption
de la tyrosinase™
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[1.2.2.2 Immobilisation par couplage covalent

La réversibilit¢ du processus d’adsorption, dii & la nature méme de 1’équilibre adsorption-
désorption, conduit a la perte d’une fraction d’enzyme au cours des utilisations successives. Ce
relargage est une limite majeure de cette méthode de rétention. Pour éviter ce phénomene, les
enzymes peuvent étre immobilisées sur la matrice de fagon irréversible par liaisons covalentes. Le
couplage covalent est basé sur la formation de liaisons fortes entre les molécules d’enzymes et la
matrice. La condensation se fait entre les groupements fonctionnels réactifs (-NH,, -OH, -SH, -
CO;,H) des acides aminés tels que la lysine, I’histidine, la tyrosine, le glutamate ou ’aspartate et
ceux des surfaces d’immobilisation modifiées a cet effet. Cependant, ’immobilisation ne doit pas
impliquer de liaisons covalentes avec les acides aminés essentiels a I’activité enzymatique. Une des
solutions trouvées, pour minimiser ce probléme, est d’immobiliser I’enzyme en présence du

substrat.

L’immobilisation'® de I’invertase sur la bentonite est possible grice a Iutilisation d’un agent de
fixation, le chlorure de cyanuryle (tri-chloro-2,4,6-triazine-1,3,5). La condensation procéde selon

le schéma suivant :

cl E-NH, E-HN
N
M - | ol
=M =N
Cl 0°C, 1h Cl

La comparaison du taux d’immobilisation pour ces deux méthodes, greffage covalent et adsorption
physique, a pu étre réalisée grace aux mesures d’activité enzymatique. L’activité catalytique de
I’enzyme adsorbée est d’environ 60% contre 14 % pour I’enzyme chimisorbée par rapport a celle
de I’enzyme libre. La quantité¢ d’enzymes immobilisées par adsorption est par conséquent plus
importante. Par contre, la fixation par couplage covalent permet de minimiser le relargage de
I’enzyme. Les mesures d’activité effectuées sur I’enzyme fixée par couplage covalent montre que
I’enzyme est faiblement relarguée puisque les eaux de lavages ont une activité enzymatique plus
faible (5,4) comparée a celle mesurée aprés adsorption (55,7%). Apres les différents lavages (eau et
soude), I’enzyme fixée irréversiblement montre une meilleure activité. Cependant,
I’immobilisation puis les ringages entrainent une forte dénaturation de 1’enzyme. La lipase pourrait

partiellement se fixer, par des sites actifs, les rendant inactifs.

'8 P Monsan, G. Durand, FEBS Letters, 16 (1), 1971, 39-42
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Ce mode de fixation a conduit a une stabilité accrue de 1’enzyme vis-a-vis des différents facteurs
de dénaturation. En effet, en comparant avec un matériau obtenu par adsorption directe sur la
bentonite, la méthode de couplage covalent engendre des performances appréciables vis-a-vis de la
température et du vieillissement puisqu’aprés 2 mois de conservation dans une solution tampon
acétate (0,2 M, pH=5,2) a 20 °C, I’enzyme fixée par couplage covalent conserve 70% de son

activité initiale, alors que I’enzyme adsorbée a perdu 70% de celle-ci.

L’immobilisation d’enzymes par ce mode de préparation peut étre adaptée a une grande diversité
de matrices et d’agents de fixation, en particulier pour le développement de biocapteurs.

La tyrosinase (PPO) ' a été immobilisée sur un film de polymére par liaisons covalentes entre
I’enzyme et un polymeére conducteur, le poly-(3-aminopropyl pyrrole) pour élaborer un biocapteur
a phénol, molécule toxique pour I’environnement. La liaison se crée par couplage peptidique entre
les groupements amines libres présents a la surface du polymére et les groupes acides
carboxyliques de I’enzyme (Figure 7), pendant une heure dans une solution de tampon phosphate
(0,1 M, pH=7,2). Ces résultats montrent que le polymeére peut étre une plate-forme
d’immobilisation dans le but d’élaborer des ¢électrodes modifiées pour biocapteurs. De plus, le cotit
faible et la simplicité de la méthode d’immobilisation montrent des avantages complémentaires a

ce type d’utilisation.
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Figure 7 : Etapes impliquées dans la formation du biocapteur®

La stabilit¢ de 1’¢lectrode a été¢ étudiée a différentes températures (4°C et 25 °C). A basse
température, 80 % de I’enzyme a été retenu pendant trois mois, par contre a température ambiante

I’enzyme immobilisée a perdu 70 % de son activité aprés deux semaines de stockage.

1 Rajesh, K. Kaneto, Current Applied Physics, 5, 2005, 178-183
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Des biocapteurs a glucose® ont été élaborés par auto-assemblage de particules d’or sur une
¢lectrode d’or modifiée par des groupements o,w-dithiol (Figure 8). Les particules d’or forment
une monocouche greffée aux groupements thiols. Les particules d’or sont ensuite saturées en
surface par réaction avec la cystamine afin de les modifier par des groupements amines libres. Ces
groupements vont, par la suite, réagir, suivant la réaction de Schiff, avec les groupements
aldéhydes de I’enzyme modifiée dans une solution phosphate (0,1 M, pH = 6,8) pendant 1 heure a
4°C. La Figure 8 montre les différentes étapes de 1’élaboration de ce biocapteur. D’autres part, les
¢tudes électrochimiques du biocapteur ont montré les nombreux avantages d’une telle technique
d’immobilisation, une forte sensibilité, une faible limite de détection, une bonne reproductibilité et
une meilleure stabilité au stockage (pendant 30 jours la réponse du biocapteur est conservée, apres
2 mois 70 % de la réponse est maintenu). Ces performances sont attribuées a la biocompatibilité
¢levée des nanoparticules d’or et aux effets stabilisants du greffage covalent (Au-dithiol-Au-

Cystamine-Enzyme).
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Figure 8 : Les différents étapes de greffage de la glucose oxydase avec un support en or®

0g, Zhang, N. Wang, H. Yu, Y. Niu, C. Sun, Bioelectrochemistry, 67, 2005, 15-22
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Les Hydroxydes Doubles Lamellaires ont aussi été utilisés pour 1’immobilisation par couplage
covalent d’une enzyme, la penicilline G acylase®'. La méthode consiste & intercaler du glutamate
entre les feuillets d’une phase HDL [Mg3;-Al-NOs]. Ces anions, associés par interactions
¢lectrostatiques aux feuillets de charge positive, assurent la compensation de charge. La seconde
¢tape repose sur la réaction entre le glutamate intercalé et le glutaraldéhyde. Cette réaction conduit
a D’expansion des domaines interlamellaires du matériau inorganique. L’immobilisation de
I’enzyme est alors permise par liaisons covalentes entre le groupement aldéhyde de I’extenseur
(Glutamate-Glutaraldéhyde) et les fonctions amines de I’enzyme (Figure 9). L’analyse
thermogravimétrique montre qu’une faible quantité¢ d’enzyme est immobilisée. Malheureusement,
cette méthode conduit a une perte substantielle de I’activité enzymatique (40,6% par rapport a
I’enzyme libre). Par contre, ce procédé d’immobilisation favorise une meilleure stabilité thermique,
et chimique (résistance aux acides) de I’enzyme. En effet, [’activité enzymatique de I’enzyme libre
montre une diminution a partir de 50 °C mais pour I’enzyme immobilisée, aucune diminution n’est
apparue a cette température. De plus, il a été montré que I’effet tampon de la matrice inorganique

basique empéche la dénaturation de 1I’enzyme immobilisée lors de son utilisation a des pH acides.

HCK/ ++++ F+ ¥+
T+ ++ il i

COE CoE + 5 ¢ H- -(c}g)j-g.ﬂ . ¢
T+ ++ =C-{12H}:3-g-H

o e 55°C,1h o %

FTF ¥ ¥ ++ + 7+
FTITE
L0
E-NH,
-_— =C-(CH),-C-N-E
20h, 30°C 00/_
F¥ F ¥

Figure 9 : Schéma d’illustration concernant I’immobilisation de la PGA sur un hydroxyde double lamellaire
intercalé par le couple glutamate/glutaraldéhyde

21, Ren, J. He, S. Zhang, D.G. Evans, X. Duan, J. Molecular Catalysis B: Enzymatic, 18,2002, 3-11,
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[1.2.2.3 Immobilisation par encapsulation

Les techniques d’immobilisation tels que 1’adsorption et le couplage covalent semblent donc
entrainer de maniére générale des modifications chimiques qui altérent les propriétés catalytiques
de I’enzyme immobilisée. Cela implique donc d’augmenter la quantité¢ de biomolécules confinées
pour récupérer une activité¢ biologique suffisante. L’encapsulation semble pouvoir minimiser ce
probleme. Cette technique consiste a emprisonner les enzymes dans un matériau perméable et
flexible qui les isole partiellement du milieu extérieur et les protége. Le catalyseur peut étre

confiné dans un gel de polymeére ou a I’intérieur d’une capsule.

Avec I’essor de la méthode de préparation par voie Sol-Gel, la recherche® de nouveaux matériaux
bio-inorganiques s’est orientée sur 1’encapsulation de biomolécules telles que les enzymes™, les
cellules®, les bactéries™ a D’intérieur de gel de silice. Les avantages de cette méthode
d’immobilisation dans les matériaux préparés par voie sol-gel sont multiples. Ils permettent de
préparer, par exemple, des matériaux optiquement transparents, ou des matériaux multifonctionnels
par co-inclusion de diverses composantes chimiques comme des polymeéres conducteurs ou des
modificateurs redox, et par conséquent de jouer sur les propriétés du matériau pour diversifier les

applications.

La méthode d’immobilisation par voie Sol-Gel est par définition douce pour les biomolécules. Elle
permet la construction du gel autour de ces biomolécules, en respectant les facteurs de forme des
macromolécules biologiques et en minimisant les contraintes stériques. Les précurseurs
moléculaires du gel peuvent s’adsorber et polymériser a la surface des biomolécules pour former
un réseau inorganique, organique ou hybride autour de celles-ci. La synthése doit étre réalisée dans
des conditions chimiques adéquates pour la conservation des propriétés enzymatiques. Cette
méthode permet la fabrication reproductible des matériaux bio-inorganiques.

La Figure 10 montre les différentes étapes de cette méthode d’encapsulation.

22'W. Jin, J.D. Brennan, Analytica Chimica Acta, 1-36, 2002
2 M. F. Desimone, J. De Grossi, M. D’Aquino, E. Luis, Biotechnology Letters, 25 (9), 2003, 671-674
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Figure 10 : Immobilisation des enzymes par le procédé sol-gel*

Les tailles des pores doivent étre adaptées aux dimensions de la macromolécule et la structure
poreuse doit permettre la diffusion de petites molécules comme les substrats a travers la matrice.
La taille des pores doit étre un compromis entre une taille permettant I’immobilisation de I’enzyme
enticre et ne permettant pas sa libre circulation et une taille assez grosse pour faciliter la diffusion
du substrat. Cependant, le séchage du gel reste une étape critique dans la fabrication de dispositifs
de biodétection. Il peut entrainer des cassures bloquant 1’accessibilité de 1’analyte. Les interactions

entre les différentes composantes peuvent aussi entrainer une dénaturation partielle de I’enzyme.

La Figure 11 schématise I’immobilisation des macromolécules dans une matrice Sol-Gel et la

diffusion du substrat vers le site actif de la protéine.

® fnolle Q Pretein not cecassibla

Functional Denatured protein
° protsin ‘ e

Figure 11 : Schéma représentant I’immobilisation d’enzymes par piégeage dans des matrices de type Sol-Gel*
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Les propriétés enzymatiques des enzymes fixées par encapsulation semblent étre préservées dans la

plupart des cas.

La lipase™ a été piégée dans une matrice hybride Sol-Gel organique-inorganique préparée par
polymérisation du tétramethoxysilane (Si(OCHj3)4) avec de 1’alkyltrimethoxysilane (RSi(OCHs);3).
Les conditions optimales de préparation ont ét¢ déterminées afin d’obtenir la meilleure dispersion
des enzymes. Les interactions lipophiles entre les domaines hydrophobes de 1’enzyme et les
groupements alkyls fonctionnalisés dans le gel (RSi(O’)3) jouent un réle clé pour une fixation de la
biomolécule dans une conformation plus active. Pour comparaison, la lipase libre a été lyophilisée
a partir d’une solution tampon (0,1M) a pH= 7,2 et conservée a -20°C. Le pourcentage de protéine
immobilisée est de 95% et Iactivité spécifique résultante de la lipase est 59 fois plus importante
que celle de la lipase lyophilisée et non immobilisée. L’enzyme immobilisée montre une stabilité

envers la température et le stockage par rapport a I’enzyme libre.

Livage et coll”® ont montré la faisabilité d’encapsuler une bactérie dans un gel de silice élaboré par
voie sol-gel (Figure 12). Ces travaux ont révélé le maintien de ’intégrité cellulaire dans un gel
humide et I’amélioration de I’activité enzymatique due a une dispersion de la bactérie dans la

matrice. Cependant, le séchage du gel entraine une perte de 1’activité enzymatique.

wanir A S BT s §OEW

Figure 12 : Bactérie piégée dans un gel humide®

L’immobilisation peut aussi étre réalisée dans des capsules sphériques de matériaux dont les tailles
du nanométre au micrométre peuvent Etre ajustées selon la dimension des biomolécules a

immobiliser. La biomolécule peut étre confinée, par exemple, dans des billes d’alginate, des

2 JP. Chen, W.S. Lin, Enzyme and Microbial Technology, 32, 2003, 801-811
23S, Fennouh, S. Guyon, C. Jourdat, J. Livage, C. Roux, Compte Rendu de I’Académie des Sciences, t. 2, série IIC,
1999, 625-630
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liposomes, des particules d’or. La préparation de ces matériaux est treés ciblée, elle s’oriente
principalement vers la recherche médicale pour le relargage controlé de molécules

thérapeutiquement actives dans des cellules cibles.

La microscopie ¢€lectronique a transmission permet de vérifier I’efficacité du piégeage des enzymes
ou des cellules a I'intérieur des capsules. Comme par exemple, dans le cas d’immobilisation de

cellules Myoblaste C2C12 dans une microcapsule d’alginate*® (Figure 13).

Figure 13 : Capsule a) sans et a) avec cellules?®

Les liposomes, minuscules vésicules biologiques, sont utilisés comme transporteurs (vecteurs)
d’enzymes. Ces derni¢éres peuvent activer des précurseurs de médicaments. Les travaux de
Huysmans et coll*’ ont montré la possibilité d’encapsuler dans des liposomes fonctionnalisés la
nucléoside hydrolase, enzyme active dans les thérapies anticancéreuses. La modification de la
membrane permet une bonne perméabilité et une meilleure diffusion du précurseur médicamenteux
puis du médicament lui-méme et par conséquent une meilleure activité enzymatique. La Ffigure 14

montre I’encapsulation de I’enzyme dans le liposome et la diffusion du substrat.

=

6-methyl-purine
riboside

6-methyl-
purine

Figure 14 : Mécanismes de diffusion du substrat et du produit lors de I’encapsulation d’enzyme dans un
liposome fonctionnalisé

%0 G. Orive, R. M Hernandez, A.R. Gascon, M. Igartua, J. P. Pedraz, International Journal of Pharmaceutics, 259, 2003
57-68
7G. Huysmans, A. Ranquin, L. Wyuns, J. Steyaert, P. Van Gelder, J. Controlled Release, 102, 2005, 171-179
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Le dernier exemple®® concerne ’immobilisation de la horseradish peroxydase (HRP) dans des
particules d’or creuses. La méthode de préparation implique i) la formation de micelles inverses
encapsulant ’HRP, ii) la croissance de particules d’or a la surface des micelles puis iii) la
solubilisation des micelles organiques laissant les nanoparticules d’or creuses a l’intérieur dés
quelles se trouve 1’enzyme. La Figure 15 montre le schéma réactionnel de ce type de synthése. La
diffusion des petites molécules de substrat a travers les pores des particules d’or est effective.

L’enzyme reste chimiquement active permettant les réactions catalytiques.

——— HRE in
AgCl

{Reaction I)

HAuCl,
{Reaction IT)

NaHy

(Reaction III)

L Extraction process

dil. NH3 5, S
S —— +  Ag(NH3), Cl
(Reaction IV)

Figure 15: Encapsulation d’enzyme dans une particule d’or creuse®

11.2.2.4 Immobilisation par nanostructuration de films moléculaires

La préparation de films nanostructurés, ordonnés d’enzymes a la surface d’électrodes a permis un
développement considérable des biocapteurs a enzymes. Des protéines ont pu étre immobilisées
par différentes techniques telles que la technique Langmuir-Blodgett (LB), I’auto assemblage et la
technique couche-par-couche (CPC ou LBL). La plupart des exemples rapportés concernent

I’immobilisation de la glucose oxydase (GOD) suivant ces différentes préparations de films.

. . 2 . \ r \ :
La technique de Langmuir Blodgett™ consiste & déposer, a la surface d’une solution aqueuse, une
quantité¢ de molécules amphiphiles qui vont former un film monomoléculaire a I’interface air/eau.
Au fur et a mesure que la monocouche est comprimée, elle se densifie pour former un film

compact. Si un support plan est plongé et retiré dans la solution, le film va pouvoir étre transféré a

2 R. Kumar, A. N. Maitra, P. K. Patanjali, P. Sharma, Biomaterials, article in press
¥ F. Davis, S. P.J. Higson, Biosensors and Bioelectronics, 21, 2005, 1-20
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la surface par des interactions hydrophobes ou hydrophiles, comme le montre la Figure 16.
L’immobilisation d’enzymes a la surface d’un support consiste a rajouter dans la solution aqueuse
la biomolécule qui va interagir avec la téte polaire de D’amphiphile par des interactions

¢lectrostatiques. Il se forme un film hybride amphiphile/enzyme qui sera par la suite déposé sur le

substrat par trempage.

Hydrophobis (alkyl ! Hydrophilic headgroup ll) l !{/
(-OH, -COOH, NH; etc) - /

or perfluoro) sidechain

! I Spreading and solvent evaporation 1

Deposition (downstrokes)

Deposition (upstrokes)
I »

)

—
—_—

Substrate |=) (::I Substrate

Al

Figure 16 : Technique Langmuir Blodgett® : formation d’un film et transfert sur un substrat

Des films de GOD?® ont été préparés par la méthode LB par adsorption sur une monocouche de
lipide (N,N-diméthyl,N-cétylacétyl, bromure de methacryléthylammonium) et ensuite transférés

sur une surface de platine. L’enzyme maintient son activité apres dépot.

La technique d’auto-assemblage consiste a former une monocouche de molécules organiques par
chimisorption sur la surface d’un substrat. Le substrat est trait¢ de manicre a avoir des groupements
qui interagiront avec la molécule organique. Par exemple, la surface de silicium recouvert par des
groupements hydroxyles pourra réagir avec un chrorosilane possédant une longue chaine alkyle
pour former une monocouche de polysiloxane. La Figure 17 montre la préparation de films de

molécules organiques par auto-assemblage sur différents substrats.

3'S.Y. Zaitsev, Sensors and Actuators B, 24-25, 1995, 177-179
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Figure 17 : Technique d’auto-assemblage® de chlorosilane a la surface de silicium
recouvert de groupements OH

L’immobilisation de ’enzyme peut se faire par greffage avec la fonction terminale de la chaine

alkyle, comme il a été cité précédemment lors de I’immobilisation par couplage covalent.

La glucose oxydase a été immobilisée® sur un substrat en or (Figure 18). Le protocole consiste,
dans un premier temps, a modifier la surface par auto-assemblage de la cystamine au niveau des
groupements thiol. L’amine terminale de la molécule organique se lie au groupement aldéhyde du

glutaraldéhyde. L’enzyme va venir se greffer au niveau de la fonction aldéhyde libre.
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Figure 18 : Immobilisation de la glucose oxydase par auto-assemblage®

La méthode couche par couche (ou Layer by Layer) est simple et permet de réaliser des

assemblages supramoléculaires sur tout substrat chargé. Ces assemblages sont réalisés par

31 M. Imamura, T. Haruyama, E. Kobatake, Y. Ikariyama, M. Aizawa, Sensors and Actuators B, 24-25, 1995, 113-11
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trempages successifs du support alternativement dans une solution de polyanions et de polycations.
Le moteur de croissance de ces films, également appelés multicouches de polyélectrolytes, réside
dans I’exces de charge qui apparait apreés chaque nouveau dépdt d’un polyélectrolyte et qui permet

une nouvelle interaction avec le polyélectrolyte de charge opposée (Figure 19).
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Figure 19 : Multicouches de polyélectrolytes par la méthode couche par couche®

Les multicouches peuvent étre fonctionnalisées en adsorbant des protéines (Figure 20). Des
multicouches de films de glucose oxydase™ sur différents substrats ont été réalisées. La Diazo
résile (DAR) comme polycation et la glucose oxydase (GOD) comme polyanion sont déposés
alternativement formant alors une structure multicouches par interactions entre le groupement
diazonium (-N,") du polyélectrolyte cationique et le groupement carboxylate (-COQ") de 1’enzyme
dont la charge nette est négative dans les conditions de synthése utilisées. Pour améliorer la
stabilit¢ du film, la liaison ionique a été convertie en liaison covalente par irradiation

photochimique.

32 C.E. Borato, P.S.P. Herrmann, L.A. Colnago, O.N. Oliviera. Jr, L.H.C. Mattaso, Braz. J. Chem. Eng. vol. 14 no.
4 Sao Paulo Dec. 1997
3g. Zhang, Y. Niu, C. Sun, Electrochimica Acta 49, 2004, 4777-4786
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Figure 20 : Immobilisation de la glucose oxydase couches par couches

Pour résumer, il est possible d’obtenir une diversité de mise en forme de biomatériaux hybrides
adaptés aux applications désirées. Méme si I’immobilisation entraine une diminution de 1’activité
provoquée par des changements conformationnels de I’enzyme ou par le blocage des sites actifs
(matrice ou exces de la biomolécule), les résultats ont montré une stabilité plus importante de
I’enzyme vis-a-vis du stockage, de la température, du pH. La grande diversité des résultats
empéeche toutefois de considérer ’'une de ces méthodes d’immobilisation comme la technique de
choix présentant les meilleures performances en terme d’immobilisation, de diffusion du substrat

vers les sites actifs ou de préservation des propriétés biocatalytiques.

11 Les Hydroxydes Doubles Lamellaires : nouvelles structures bhotes
pour les enzymes

L’implication des Hydroxydes Doubles Lamellaires (HDL) dans des études concernant les
molécules d’intérét biologique est trés récente. La plupart des articles datent d’apres 1999. Les
domaines d’étude concerne I’utilisation de ces matériaux inorganiques pour la stabilisation, le
transport, le relargage ou 1’¢limination de molécules actives telles que des médicaments ou des

constituants biologiques (brins d’ADN, protéines). L intérét d’un tel développement est justifié¢ par
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les propriétés chimiques et structurales trés spécifiques de ces composés. C’est pourquoi nous
avons choisi de présenter de manicre détaillée quelques unes de ces propriétés, fondamentales pour

les objectifs de notre étude.

I11.1 Les Hydroxydes Doubles Lamellaires

111.1.1 Structure

Les hydroxydes doubles lamellaires (encore dénommés argiles anioniques) sont des minéraux peu
abondants a 1’état naturel. Leur structure est dérivée de celle de la brucite Mg(OH),. Les cations
métalliques entourés de six atomes d’oxygene des groupes hydroxyles forment des octaedres
M(OH)s. Ces derniers s’assemblent par leurs arétes de fagcon co-planaire et constituent alors un
feuillet plan. Dans le cas des HDL, la substitution d’une partie des cations divalents par des cations
trivalents génére une charge positive variable du feuillet. Pour compenser cet exces de charge, des
anions accompagnés de molécules d’eau s’insérent entre les feuillets et permettent
I’¢lectroneutralité de 1’édifice. Dans le cas d’une composition a deux cations (divalent et trivalent),

ces composés sont définis par la formule générale :
M LM (OH) 1 TA™ . nH20T
Par la suite, nous utiliserons la notation abrégée : [M"g-M""-A], ou M" et M"™ sont les cations

divalents et trivalents respectivement, A 1’anion intercalé et R le rapport M"/M"'. La Figure 21

schématise la structure de ce matériau.

X,q.nHZ]X'

Figure 21 : Représentation schématique des Hydroxydes Doubles Lamellaires
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Les composés naturels appartiennent a deux groupes minéralogiques (Hydrotalcite et Manasséite)
qui se différencient par leur séquence d’empilement. Le Tableau 3 indique d’autres minéraux
naturels de la méme famille structurale que I’hydrotalcite ou que la manasséite, mais présentant des

différences au niveau de la composition chimique.

Tableau 3 : Les différentes compositions des groupes hydrotalcite et manasséite

Composition chimique Groupe manasséite Groupe hydrotalcite
[MgsAl,(OH)6].[CO5-4H,0] Manasséite Hydrotalcite
[Mg¢Cr,(OH)4].[CO5-4H,0] Barbertonite Stichtite
[Mg¢Fe,(OH)4].[CO5-5H,0] Sjogrenite Pyroaurite
[Mg;oFe(OH)y4].[CO3-5H,0] Coalingite
[MggFe 3(OH)2].[Cl; 3-2H,0] Iowaite
[MgsMn,(OH);6].[CO;-4H,0] Desautelsite
[NigAl,(OH);4].[CO;,0H-4H,0] Takovite
[FesFex(OH)6].[CO3-4H,0] Foujerite
[Mg4Aly(OH),].[CO;-4H,0] Quintinite-2H

[Mg4Aly(OH),].[CO;-4H,0] Quintinite-3T

[Fe4Aly(OH);2].[CO3:3H,0] Caresite

[Mn4Al,(OH),,].]CO5:3H,0] Charmarite-2H

[Mn4Al,(OH),,].]CO5:3H,0] Charmarite-3T

[Zn4Al,(OH),,].]CO5-3H,0] Zaccagnaite

Ces matériaux cristallisent dans un réseau hexagonal suivant deux types d’empilement différents.
L’hydrotalcite présente une symétrie rhomboédrique (3R) provoquée par une séquence
d’empilement BC-CA-AB-BC. La manasséite montre une symétrie hexagonale (2H) provoquée
par la séquence BC-CB-BC. En général, les composés naturels ont plutdt tendance a adopter une
symétrie thomboédrique alors que le polytype hexagonal correspond surtout a la variante haute
température. De plus, les matrices synthétiques cristallisent plutdt suivant la symétrie
rhomboédrique. Dans ce cas, on a comme parametres de maille :

a : distance entre deux cations voisins dans le plan du feuillet

C : égal a trois d, avec d correspondant a la distance entre deux feuillets adjacents.

Par exemple, I’hydrotalcite naturelle, [MgsAl,(OH)6].[CO5-4H,0], posséde comme paramétres de

mailles a = 0,3054 nm, ¢ = 2,281 nm, et une distance interlamellaire égale a ¢/3= 0,763 nm. Ces
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paramétres différent en fonction de la nature de la composition chimique. Le paramétre a dépend
uniquement des tailles des cations divalents et trivalents du feuillet et du taux de substitution. Sa
formule est: a = V2 * ((1-x) v + X rvmp). Le parametre c, lié a la distance interlamellaire, est
fonction de la taille de I’anion intercalé, de sa charge qui détermine le nombre d’anions intercalés

et de son orientation dans I’espace interlamellaire mais aussi de la nature du feuillet.

Le domaine interlamellaire est constitu¢ des anions, compensateurs de charges, et de molécules
d’eau. Cette région montre d’'une maniere générale un fort désordre. En effet, les interactions entre
les différentes espéces constituant ce milieu sont des liaisons faibles, de type électrostatique,
liaison hydrogéne ou de Van der Waals qui favorisent la mobilité¢ des espéces intercalées. Une
légere augmentation de la température ou la mise en suspension dans un solvant polaire permettent

un écartement des feuillets qui facilite les processus d’intercalation-désintercalation.

Une grande diversit¢é de composés Hydroxydes Doubles Lamellaires peut étre synthétisée en
faisant varier :
- la composition chimique du feuillet,

- 1’anion intercalé.

Grace a cette variabilité de composition chimique, il est possible d’¢laborer des matériaux a

propriétés physico-chimiques modulables pour une grande variété d’applications.

La composition chimique du feuillet est représentée par rapport a la formule abrégée [M'g-M"]. 11
est donc possible de jouer sur la nature des cations métalliques, ainsi que sur le taux de
substitution, ¢’est a dire sur le rapport molaire M"/M™ (R = (1+x)/x). Le Tableau 4 montre les
différentes combinaisons que 1’on peut rencontrer. Cependant les contraintes structurales
impliquent que les rayons ioniques soient dans un domaine de variation compris entre 70 £ 4 pm

pour le métal divalent et 60 = 4 pm pour le métal trivalent.
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Tableau 4 : Combinaisons possibles entre cations métalliques pour la constitution du feuillet HDL

H Layers : [M"!; xM'!', (OH),]** He
Li|Be B C/ N O F|Ne

Na Mg LML MMM Allsi P|s Cl Ar
K |Cal|S¢| Ti [V{CriMnFe Co Ni Cu Zn Ga Ge As|Se |Br| Kr
Rb Sr ["Y-1Zr| Nb Mg Tc|Ru Rh Pd{Ag CdAn|Sn|Sb| Te| | | Xe

Cs/Ba|La Hf/ Ta)W |Re|Os|Ir |Pt [Au Hg Tl Pb|Bi Po| At Rn
Fr|Ra Ac

Ce PrINd/PmSmEu Gd Tb Dy|Ho Er TmYb| Lu
Th Pa| U Np Pu AmCmBk|Cf Es|FmMdNo| Lr

Les rapports M"/M"" sont le plus souvent ajustables. Cependant, certaines matrices d’HDL ne
présentent qu’un rapport et il est impossible de les synthétiser avec d’autres taux de substitution.

Le Tableau 5 récapitule les différents rapports que peuvent adopter certaines matrices.

Tableau 5 : Rapport molaire M"/M"" des HDL

Matrice Rapport M"/M™ ajustable
[Zn-Al] 1.O<R<5.0

[Mg-Al] | 1.0<R<3.0

[Ni-Al] 1.0<SR<3.0

[Cu-Al] 1.0<R<5.0

[Mg-Fe] 2.7<R<5.6

[Zn-Fe] | 2.0<R<4.0

[Co-Fe] 1.0<R<4.0

[Ni-Fe] |20<R<3.0

Matrice Rapport M"/M™ fixé
[Zn-Cr] 2
[Mg-Cr] 2

A priori, aucune limite structurale n’empéche I’intercalation de tous types d’anions dans la
structure HDL et un nombre ¢élevé d’especes atomiques ou moléculaires peuvent étre intercalées
sous leur forme anionique. Ajoutons a cela que les molécules polaires neutres peuvent aussi étre
co-intercalées avec ces anions, étendant le trés large domaine de composition dans le domaine

interlamellaire.
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Typiquement, les familles d’anions concernées sont les suivantes:

» halogénures (F, CI', Br, I),

» oxo-anions non métalliques (BOs>, COs>, NO3, Si,0s>, HPO4*, SO,=, ClOy4, AsO4”,
SeO4”, BrOy...),

> anions oxométallates (VO,>", CrOs>, MnOy’, V1¢025", Cr.07>, M07024",......),

> anions complexes (Fe(CN)s™...),

» anions organiques (CH;COO", C¢HsCOO', C1,H,5COQ0", C2042', CeHsSOs5'....),

» polymeéres anioniques ( polyacrylate, polystyréne sulfonate, ...)

I11.1.2 Propriétés d’echange anionique

Les propriétés d’échange anionique des HDL sont liées a la structure bidimensionnelle des HDL et
a la nature des interactions faibles entre la charpente lamellaire et 1’anion de compensation de
charge. Dans la formule (MHl_XMIHX(OH)ZAX/q.nHzO), la quantité d’anions par unité est déterminée
par le taux de substitution, x, du métal divalent par le métal trivalent. La capacité d’échange
anionique, C.e.a., dépend de la valeur de x et peut étre définie dans le cas d’un anion monovalent
par I’équation suivante :

X.10°

C.EA=
FW

(meq./1009)

Ou F.W. est la masse moléculaire et est calculé F.W. = My + 46) + Mmm + Mx — Mun) X.
Ce parametre est calculé en prenant en compte une occupation totale des sites cristallographiques
interlamellaires restants (2/3) par les molécules d’eau, soit 0.66 H,O/Métal.

Comme la capacité d’échange anionique résulte du rapport molaire M"/M"

(R), elle est invariable
lorsque R est fixé comme pour [Li-Aly], [Zn,-Cr] et [Cu,-Cr], mais fortement ajustable pour des

systéemes [M"-M"] avec des R modulables tels que [Mggr-Al] ou [Zng-Al].

Le Tableau 6 donne les capacités d’échange anionique calculées, la densité de charge ¢lectrique par

unité de surface de feuillets et la surface de feuillet libre de certaines matrices par unité de charge.
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Tableau 6 : Propriétés d’échange anionique des HDL

M"-M"] X Masse par | CEA a(nm) |Densité de charge |Surface libre
unité (cmol/kg) (charge/nm®) (nm?/charge)
formulaire

[Mg-Al-CI] 0.20 77.92 256.7 0.3060 |2.47 0.405

0.25 79.83 313.2 0.3054 [3.09 0.323
0.33 82.88 398.2 0.3042 14.24 0.236
[Zn-Al-Cl] 0.20 110.80 180.5 0.309 2.49 0.401
0.25 110.65 2259 0.308 3.13 0.319
0.33 110.41 298.9 0.307 4.16 0.240

[Mg-Al-CO;] |0.33 81.08 407.0 0.3042 [4.24 0.236

[Mg-AI-NOs] [0.33 91.64 360.1 0.3042 14.24 0.236

[Li-Al-Cl] 0.33 78.12 4224 0.3070 |4.16 0.240

Les résultats montrent que les capacités c.e.a. sont comprises entre 200 et 400 meq/100g. En
comparaison avec les argiles cationiques (80 meq/100g pour une bentonite sodique), les HDL

présentent des capacités d’échange anionique beaucoup plus importantes et montrent donc une plus

.....

Ces propriétés d’échange ont été utilisées pour la préparation de nouvelles phases HDL contenant

différents types d’anions. La réaction d’échange anionique peut étre décrite de la fagon suivante :
M" M"(OH),]X¥y/q.nH20 + xNaY?y, <> [M"| M"(OH),]Y" yp.nH20 + xNaX%

111.2 Les HDL : composés a morphologie controlée

I11.2.1 Les différentes voies de préparation

Les matériaux hydroxydes doubles lamellaires sont principalement préparés par chimie douce.
Différentes voies de synthéses existent. Le matériau est précipité directement ce qui est le cas lors
de la coprécipitation, de 1’hydrolyse induite et de la méthode urée. Le matériau désiré est préparé
indirectement ce qui est le cas lors de 1’échange anionique, la délamination - reconstruction, la
calcination — reconstruction. Ces modes de préparation sont plus ou moins adaptés a la

composition chimique souhaitée.
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La c:oprécipitationﬁ a pH constant:

Les hydroxydes doubles lamellaires sont initialement préparés par coprécipitation. Cette méthode
conduit a Dl’intercalation directe de 1’anion désiré au cours de la formation de la charpente
inorganique. Dans une solution aqueuse contenant éventuellement les anions a intercaler sont
additionnées simultanément une solution mixte de sels métalliques divalents et trivalents et une
solution d’agent de précipitation, une base de Broensted (NaOH, KOH, NH4OH, Na,COs). Le pH
reste constant tout au long de la synthése pour favoriser I’obtention de phases homogenes. La

réaction qui se produit est la suivante :

(1—MIIxe, + xMIIXT; + 2NaOH + nH,0 — M",_ M (OH), X% ,.nH,0 + 2NaX

Le pH de précipitation dépend des propriétés des cations métalliques. Le Tableau 7 récapitule le

pH pour obtenir différentes matrices.

Tableau 7 : pH de formation de certaines matrices HDL

M'"-M"-X | pHform.

[Zn,-Cr-Cl] 6,5
[Cu-Cr-Cl] 5,5
[Zng-Al-Cl] 7,0-9,0
[Mgr-Al-CI] | 9,0-10,0
[Nig-Cr-CI] | 10,0-13,0
[Cagr-Al-Cl] 11,0

Pour la phase [Zng-Al-Cl], un pH inférieur a 7,0 conduit a une précipitation incompléte des ions
Zn*" et favorise en paralléle la précipitation d’hydroxyde d’aluminium alors qu’un pH supérieur a

9,0 forme de I’hydroxyde voire de I’oxyde de zinc.

Cependant, la coprécipitation des hydroxydes métalliques peut étre supplantée par la précipitation
de sels thermodynamiquement plus stables ou moins solubles, tels que les chromates, phosphates.
Dans ce cas, il est conseillé de passer par la préparation d’un précurseur avant 1’intercalation des

anions précipitants.

#g. Miyata, Clays and Clay Minerals, 31, 23, 369, 1975
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La méthode urée :

La méthode urée®® a été développée pour obtenir une taille de particules monodisperses. Le
protocole consiste a utiliser une base retard comme 1’urée de fagcon a contrdler son hydrolyse. A
des températures supérieures a 70°C, 1’urée se décompose et libére des OH™ qui vont réagir avec les
sels métalliques. Plus la température est élevée et plus la précipitation de la phase HDL sera rapide.

Cette méthode permet un controle cinétique de la coprécipitation.

L’inconvénient majeur de cette méthode provient de la génération in situ d’anions carbonates tres

favorable a ’intercalation dans les HDL.

L’adaptation de cette méthode a notre travail de recherche sera présentée et discutée dans le

chapitre II.

L’échange anionique :

Comme il a été cité précédemment, les HDL présentent une grande capacité d’échange anionique.

De ce fait, il est possible de remplacer I’anion intercalé par un autre.

Cette méthode consiste a mettre en contact ’anion que 1’on désire intercaler avec le précurseur
HDL. Le milieu réactionnel est agité pendant plusieurs heures sous une atmosphére controlée. Pour
favoriser 1’échange total, le protocole sera modifi¢ en changeant la température, le temps de
réaction, la nature du milieu réactionnel. Le choix du précurseur HDL joue un rdéle important.
Miyata et coll*® ont établi les séries des affinités décroissantes des anions vis a vis de la matrice
HDL : OH >F >CI >Br > NO; >1 pour les anions monovalents et Cngf > C10H4N20882’ >
SO,* pour les anions divalents. Plus ’anion a une densité de charge élevée et plus sa stabilité dans
le domaine interlamellaire est importante. Il est donc conseillé¢ de travailler avec des précurseurs
nitrates ou chlorés sous une atmosphére dépourvue de CO, a cause de la forte affinité des HDL

pour les carbonates.

35 U. Costantino, F. Marmottini, M. Nocchetti, R. Vivani, European. J. Inorganic. Chemistry , 1439- 1446, 1998

*g, Miyata , Clays and Clay Minerals, 103, 170, 1980
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La Calcination — Reconstruction :

Miyata et coll’’” ont été les premiers a décrire la capacité qu’ont les phases HDL de retrouver leur
structure originelle apres calcination, sous certaines conditions de traitement thermique. Certains
ont parlé d’ « effet mémoire » de la structure HDL. La méthode consiste a faire subir un traitement
thermique au composé inorganique a des températures ou 1’anion volatile se décompose pour
permettre 1’obtention d’oxydes métalliques mixtes amorphes. La réhydratation dans une solution
aqueuse contenant I’anion invité permet la reconstruction de 1’hydroxyde double lamellaire désiré.
La décomposition thermique des HDL procede en plusieurs étapes. De manicre générale, il y a
dans un premier temps déshydratation des molécules d’eau faiblement liées et préservation de la
structure lamellaire. Entre 200 et 600°C, 1’anion se décompose amenant a la formation d’un oxyde
mixte amorphe. Puis a des températures supérieures, des phases bien définies telles que MO ou la
phase spinelle M"M",0, apparaissent. La température de calcination s’avére trés importante pour
Féme

le processus de reconstruction,car il faut éviter d’amorcer la ¢tape de décomposition

irréversible.

Une étude sur le comportement de [Zng-Al-CI]*® a montré que la reconstruction du matériau
dépendait de la température de reconstruction et du rapport molaire Zn/Al. L’oxyde ZnO se forme
des 300 °C. Au fur et a mesure que la température de calcination augmente, la phase cristallise. A
partir de 700°C, la phase spinelle ZnAl,O4 co-existe avec I’oxyde. La reconstruction est favorisée a
des températures proches de 300°C c'est-a-dire dans le cas ou les phases sont amorphes. Dés
I’apparition de phases bien cristallisées, la reconstruction devient difficile.

Le deuxieme facteur influengant la régénération de la phase HDL est le rapport molaire. Dans le
cas ou R=1, I’hydroxyde d’aluminium est majoritaire, alors que pour R=4 ou 5, I’oxyde de zinc se

forme. Ces résultats suggerent d’utiliser cette méthode pour des rapports compris entre 2 et 3.

La Délamination - Réempilement

En 2000, notre laboratoire a mis au point un protocole concernant I’exfoliation™ des plaquettes
d’hydroxydes doubles lamellaires et la possibilité de reconstruire le matériau inorganique par

réempilement des plaquettes délaminées. Dans un premier temps, il est nécessaire de diminuer les

7. Miyata , Clays and Clay Minerals, 23, 1975, 369-375

3 F. Kooli, C. Depége, A. Ennaqgadi, A. De Roy, J.P. Besse, Clays and Clay Minerals, 45, n°1, 1977, 92-98

¥ F. Leroux, M. Adachi-Pagano, M. Intissar, S. Chauviére, C. Forano, J.P. Besse, J. Materials Chemistry, 11, 2001,
105-112, 2001
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forces attractives qui existent entre les deux feuillets. De ce fait, un anion surfactant tel que le
dodécylsulfate a été intercalé¢ dans un HDL. Le matériau hybride est ensuite mis en suspension
dans un solvant polaire tel que le butanol. Le milieu réactionnel est mis a reflux pour permettre la
délamination. Une solution colloidale stable est ainsi obtenue. Le matériau inorganique de départ
est reconstruit par transfert de phase dans une solution aqueuse contenant I’anion que I’on désire

intercaler.

O’hare et coll** ont montré que la délamination de la phase HDL/DDS pouvait se produire dans un
solvant organique polaire tel que le monomére d’acrylate. La phase hybride est incorporée dans le
milieu organique. La température est augmentée jusqu’a 70°C et le mélange réactionnel subit un

cisaillement pour favoriser la délamination.

Une autre étude® a montré la possibilité d’exfolier les hydroxydes doubles lamellaires en utilisant
le couple acide aminé/solvant polaire a température ambiante. L’interaction attractive entre 1’acide
aminé et les molécules du solvant vont permettre une pénétration d’un volume important du
solvant et provoquer la délamination. Les résultats optimums ont été obtenus en utilisant
’association glycine/formamide. Le matériau HDL/glycine est directement mis dans une solution

de formamide. Au bout de quelques minutes, la solution devient colloidale.

Ces différentes méthodes présentent un inconvénient puisqu’elles permettent seulement de
délaminer une faible quantit¢é d’HDL dans un grand volume de solvant (1,5 g/L de butanol pour la

phase [Zn-Al-DDS], 3,5 g/LL de formamide pour la phase HDL/glycine)
I11.2.2 Effet des différentes méthodes de synthése sur la morphologie des phases HDL

La morphologie des particules d’hydroxydes doubles lamellaires dépend évidemment de la
méthode de préparation. Lors de la coprécipitation standard, le recouvrement des étapes de
nucléation et de croissance entraine une précipitation hétérogeéne. Il s’ensuit la formation de petites
particules hexagonales agrégées en cristallites secondaires de formes variées (rose des sables,
chateau de cartes). Dans le cas ou ces étapes sont bien séparées (méthode urée) la formation de

grosses plaquettes de forme hexagonale est obtenue™.

0g, O’Leary, D. O’Hare, G. Seeley, Chemical Communication, 2002, 1506-1507
“I T, Hibino, W. Jones, J. Material Chemistry, 11, 2001, 1321-1323
#2U. Costantino, F. Marmottini, M. Noccheti, R. Vivani, European. J. Inorganic Chemistry , 1998, 1439-1446
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Etude Bibliographique

Les conditions de contrdle du pH au cours de la précipitation ont aussi un effet important sur les
propriétés texturales des HDL et en particulier sur les propriétés de porosité. Par exemple, la
coprécipitation & pH croissant de la phase [Mg,-Al-COs]* provoque la précipitation de petites
plaquettes de forme mal définie, rugueuses mais avec une surface spécifique élevée. Au contraire,
les particules préparées a pH constant sont idéalement hexagonales, bien définies, lisses et plus
grosses. La premiére méthode engendre une distribution de pores entre 80 et 250 A alors que la

seconde conduit a une distribution d’un rayon proche de 20 A.

Les propriétés texturales dépendent aussi de la composition chimique des feuillets. En effet, alors
qu’une phase [Mg,-Al-COs;] préparée par coprécipitation a tendance a montrer une morphologie de
rose des sables, la phase [Cu,-Cr-Cl] montre un empilement en forme de chateau de cartes des
plaquettes HDL (Figure 22). Une étude a été réalisée™ sur 1’effet de la substitution partielle du fer
et du cuivre dans une phase [Mg-Al-COs]. Les produits substitués montrent une conservation de la
structure lamellaire mais la morphologie subit des modifications importantes. La présence de
cuivre entraine une augmentation de taille des pores tandis que le fer diminue leur taille par rapport
a la phase non-substituée. Par conséquent, la surface spécifique est modifiée et progresse de la
facon suivante : Cu-HDL < Mg-HDL < Fe-HDL. Ce changement serait provoqué par le type

d’interconnections et d’agglomérations des particules.

Figure 22 : Microscopie élctronique de [Cu,-Cr-ClI] preparé par a) CuO/CrCl; hydrolyse induite et b)
coprecipitation (V. Prevot, résultats non publiés) et [Mg,-Al-COs] preparé par c) coprécipitation et d) la
méthode urée.

*S.K. Yun, T. J. Innavaia, Chem Mater, 7, 1995, 348-354
* G. Carja, R. Nakamura, T. Aida, H. Niiyama, Microporous ans Mesopourous Materials, 47, 2001, 275-284
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Etude Bibliographique

L’anion intercalé joue un rdle sur la morphologie des hydroxydes doubles lamellaires.
L’intercalation du polyoxyéthyléne sulfate par échange anionique ou I’adsorption de polyethyléne
glycol a la surface ont montré une modification® des particules qui passent d’une forme
hexagonale bien définie a une forme sphérique montrant I’impact déterminant du milieu
microstructuré dans lequel précipite le minéral. L’intercalation d’acides aminés® tels que
I’aspartate et le glutamate dans des phases [Mg-Al], révele des différences significatives sur
I’aspect structural et textural du matériau. L’anion intercalé peut influencer la croissance
cristalline, I’agrégation du matériau hybride. Lors de I’intercalation d’aspartate, la microscopie
¢lectronique a transmission révéle la disparition de plaquettes bien définies et plus ou moins
individuelles (Figure 23). Il apparait des agrégats irréguliers formés de plaquettes non uniformes.
Cependant, si on augmente I’aggrandissement, le matériau semble beaucoup plus ordonné. On

distingue des franges caractéristiques de I’empilement des feuillets.

s TEM images for fa) carboiate-1DH and (1) aspartats—LIDIL
bar=30rm. (d High magnifcation view of an area of
owing lattice fringes (d= 10,8 A) Scale bar= 10 nm.

Figure 23 : Microscopie a transmission des phases [Mg,-Al-COs] et [Mg,-Al-Aspartate]*°

I11.3 Les HDL : structures hotes pour les biomolécules

Les matériaux bio-inorganiques doivent répondre a un cahier des charges sévere imposant en
particulier une densité élevée de molécules actives immobilisées dans la matrice inorganique, une

bonne accessibilité du substrat, la conservation de 1’activité biologique, une stabilité opérationnelle

$Q.z Yang, D. J. Sun, C. G. Zhang, X.J. Wang, W.A. Zhao, Langmuir, 19, 2003, 5570-5574
“N.T. Whilton, P.J. Vickers, S. Mann, J of Materials Chemistry, 7 (8), 1997, 1623-1629
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et une stabilité au stockage. Leur ¢élaboration doit faire appel a des procédés de chimie douce afin

d’éviter la dénaturation de la biomolécule.

Les hydroxydes doubles lamellaires présentent des propriétés adaptées a I’immobilisation de
molécules biologiques ou d’intérét biologique (par exemple : les médicaments). Ces matériaux
présentent une structure ouverte due a leur caractére bidimensionnel favorable a 1’intercalation
d’une large diversité de molécules organiques ou de macromolécules. Les molécules invitées sont
alors préservées entre deux feuillets inorganiques présentant une expansion modulable en fonction
de la taille de la molécule a intercaler. Leur charge positive permet I’immobilisation de molécules
fonctionnelles dont les propriétes electriques sont compatibles avec les feuillets. De plus, les
méthodes de préparation de ces matériaux, par nature en conditions de « Chimie Douce » sont
éxtremement favorables au maintien de ’intégrité chimique et biologique de la biomolécule

invitée.

111.3.1 Transferts de biomolécules

La premiére application visée concerne le transport et le relargage controlé de biomolécules a visée
thérapeutique (genes ou médicaments) vers des cellules cibles. Le role de la structure hote est en
premier lieu de protéger les biomolécules au cours du transport contre les possibles aggressions
chimiques du milieu. L’HDL a ensuite un effet favorable de par ses propriétés de charges des
feuillets pour le transfert transmembranaire par exemple. Enfin grace a ses propriétés d’échange
anionique ou sa solubilité en pH faiblement acide, la matrice permet le relargage de la molécule
active dans le milieu. L’utilisation de ces matériaux bio-inorgniques devrait permettre une
augmentation et une prolongation de 1’efficacit¢ du médicament, une diminution des effets
secondaires, une réduction de la fréquence d’administration et une diminution des dosages.

Une étude ¥

a ¢ét¢ menée afin d’étudier l’effet clinique de I’injection intraveineuse d’une
suspension de particules [Mg,-Al-Cl] d’environ 100 nm de dimension moyenne chez le rat. Les
résultats ont montré que ces matériaux inorganiques avaient peu d’effets systémiques bien qu’au-
dela d’un certain dosage, I’argile provoque des effets indésirables attendus. De plus, des irritations
au niveau des sites d’injection ont été constatées mais peuvent étre évitées en modifiant la

technique d’injection; par exemple en utilisant un cathéter. Les doses injectées lors de cette étude

sont supérieures a celles qui auraient pu étre faites dans les conditions usuelles. Il est donc

478.Y. Kwak, W. M. Kriven, M.A. Wallig, J.H. Choy, Biomaterials, 25, 2004, 5995-6001
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nécessaire d’effectuer d’autres tests avec des concentrations plus faibles et par la méme occasion

d’examiner |’effet irritant.

Choy et coll*® ont réussi I’immobilisation de fragments d’ADN dans les hydroxydes doubles
lamellaires de type [Mg,-Al-NOs] dans I'idée de développer des matériaux vecteurs de genes
(Figure 24) pour des visées de thérapie génique par simple échange anionique. Ils montrent de
plus que [Iinteraction des groupements phosphates avec le feuillet cationique influence
I’orientation de la molécule invitée. La conformation hélicoidale de I’ADN va avoir, alors,
tendance a se positionner parallélement aux feuillets conduisant a des distances interlamellaires
modérées (2,39 nm). Les caractérisations physico-chimiques confirment que la molécule ne se
détériore pas pendant la synthése. Des tests préliminaires sur le relargage ont aussi été réalisés; la
libération totale des brins d’ADN intervient pour des pH inférieurs a 3,0, pH pour lesquels la
matrice HDL est détruite. Une étude in vivo plus approfondie49 a montré que le matériau hybride
HDL-ADN pénetre dans la cellule par voie endocytomique. Une fois dans la cellule, la dissolution
progressive de la matrice hote die au faible pH du lyzosome et 1’échange anionique possible avec

les ions contenus dans 1’¢lectrolyte de la cellule libérent les fragments d’ADN.

——— Nanohybridization
B.7TA ir—‘; =) (=) (=) = // //—\/_\ [23.9}?
_“\/—" Py / 4 + + + +
X)X
/ \/ '
LDH Bio-LDH Nanohybrid

| Endocytosis

Cytoplasm/: ey
— —

A==

Choy, J.-H.: Park, J.-5.; Kwak, S.-¥.; Jeong, ¥.-J.;
Han, Y -S. Molecular Crystals and Liquid Crystals
Science and Technology, Section A: Molecular
Crystals and Liguid Crystals 2000, 341, 425-429

Figure 24 : Transfert de I’ADN jusqu’a la cellule *®

®JH. Choy, S.Y. Kwak, J.S. Park, Y. J. Jeong, J. Portier, J] American Chemical Society, 121, 1999, 1399-1400
¥ JH. Choy, S.Y. Kwak, Y.J. Jeong, J.S. Park, Angew Chem Int ed, Communications, 39, n° 22, 2000,4041-4045
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Une étude complémentaire™ a confirmé la vectorisation et le relargage d’un oligonucléotide par
une matrice [Mgy-Al-NOs] dans une cellule infectée. Les résultats ont montré une diminution de la
croissance de la cellule cancéreuse lors de I’incubation en présence de matériau hybride. Il a aussi
¢été montré que I’hydroxyde double lamellaire n’avait pas d’effet cytotoxique sur la cellule ce qui
veut dire qu’il agit seulement comme porteur de génes. D’autres molécules comme 1’adénosine-5’-
monophosphate (AMP), la guanosine-5’-monophosphate (GMP) et la cytidine -5’-monophosphate
(CMP) ont pu aussi étre intercalées”' dans des matrices [Mgy-Al-NOs]. Ces deux exemples ont mis
en évidence que les hydroxydes doubles lamellaires sont des candidats potentiels comme vecteurs

de biomolécules.

111.3.2 Transferts de médicaments

Divers médicaments ont pu étre encapsulés dans des HDL. Ces molécules sont stabilisées dans le
domaine interlamellaire sans perdre leurs propriétés chimiques ni leurs activités biologiques. Et
elles peuvent par la suite étre relarguées par dissolution de la matrice inorganique dans un milieu

acide ou par échange anionique.

. . 52,53
Les vitamines ™’

telles que 1’acide rétinoique (vitamine A), I’acide ascorbique (vitamine C) et le
tocophérol (vitamines E) sont trés sensibles a la lumiére, la température ou 1’oxygene, ce qui
limitent leur application comme ingrédients dans la cosmétique, 1’agro-alimentaire, la médecine.
L’acide a-(+)-tocophérol succinate (ATS), médicament anti-cancéreux, possede des propriétés
liposolubles empéchant son acceés dans les cellules. Pour remédier a ces désavantages, il est
nécessaire d’immobiliser ces molécules actives dans un vecteur de relargage. Elles sont facilement
intercalées dans les hydroxydes doubles lamellaires de type [Zng-Al-NOs] puis transférées dans le
corps sans probléme de solubilité, ou de contact avec le milieu extérieur. Ce confinement permet

de les stabiliser, d’augmenter leur durée de vie, puis de les libérer de facon contrdlable ce qui

allege les effets secondaires.

Des agents anti-inflammatoires comme 1’ibuprofen™, ont été intercalés dans une phase [Mg,-Al-
CI] pour éviter les effets secondaires provoqués par de trop forts dosages. Le relargage dépend de
la structure moléculaire de la molécule active et de la force des intéractions qu’elle génére avec la

structure hote. Par exemple, dans le cas de 1’ibuprofen, le relargage est plus progressif que pour le

08 Y Kwak, Y. J. Jeong, J.S. Park, J.H Choy, Solid State lonics, 151, 2002, 229-234

°' I.H. Choy, S.Y. Kwak, J.S. Park, Y. J. Jeong, J. Materials Chemistry, 11, 2001, 1671-1674

52 S.H. Hwang, Y.S. Han, J.H. Choy, Bull, Korean Chemical Society, 22, n°9, 2001, 1019-1022

Y .H. Son, S.Y. Kwak, J.H. Choy, 10th International Ceramics Congress- part b, 2003, 593-600

My, Ambrogi, G. Fardella, G. Grandolini, L. Perioli, International Journal of Pharmaceutics, 220, 2001, 23-32
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Neo-Mindol®. D’autres molécules™ présentant les mémes applications ont pu étre intercalées dans

une phase [Li,-Al-CI] comme le diflonaque, le naproxen.

Des anti-cancéreux comme les dérivés des acides foliques™ tels que I’acide folinique et le
methotrexate ont ét¢ immobilisés dans des hydroxydes doubles lamellaires [Mg,-Al-NOs] afin de
minimiser la quantit¢é de médicaments administrés. En effet, a cause de leur temps de vie faible
dans le plasma, il est nécessaire de prescrire une forte dose. Cet excés peut occasioner une
résistance aux médicaments et une toxicité non spécifique dans la prolifération des cellules. Le
matériau hybride formé peut se transporter vers la cellule grace a une meilleure perméabilité sans
altérer la molécule active, puis se décomposer en la libérant sans provoquer d’effets secondaires
apparents. Des biotests ont été effectués in vitro dans une cellule cancéreuse. Le methotrexate
immobilisé a été comparé a celui libre. Les résultats montrent que le matériau hybride est plus

efficace des le début du traitement en ce qui concerne la suppression de la cellule cancéreuse.

Des citrates’’ ont été immobilisés dans des hydroxydes doubles lamellaires de type [Mg,-Al-NOs]
pour étudier leur effet anti-acide. Lors du relargage, le pH du milieu augmente progressivement
jusqu’a pH = 4 ce qui accentue I’effet tampon des matériaux et confirme leur intérét dans ce type

d’application.

[11.3.3 Immobilisation d’enzymes

L’immobilisation d’enzymes dans les hydroxydes doubles lamellaires crée une nouvelle classe de
matériaux hybrides catalytiquement actifs vis a vis d’une large palette de réactions chimiques
(hydrolyse, polymérisation, isomérisation, réaction redox) et présente donc un intérét fondamental.
La problématique en terme d’immobilisation devient plus compliquée ici car elle doit tenir compte
de la complexité structurale des enzymes, de leur taille ¢levée (= 10 nm par monomere), de la
préservation de leur intégrité structurale. Les interactions Enzymes-HDL se développant au niveau
des briques moléculaires des enzymes, c’est a dire les résidus acides aminés, il nous a semblé
incontournable de rapporter, dans un premier temps, l’intercalation d’acides aminés dans les

matrices HDL.

55 AL Khan, L. Lei, A.J. Norquist, D. O’Hare, Chemical Communications, 22, 2001, 2342-2343

% JH. Choy, J.S. Juang, J.M. Oh, M. Park, J. Jeong, Y.K. Kang, O.J. Han,Biomaterials, 25,2004, 3059-3064

>7J. Tronto, M.J dos Reis, F. Silvério, V. R. Balbo, J.M. Marchetti, J.B. Valim, J. of Physics and Chemistry of Solids,
65,2004, 475-480
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La premiére étude sur I’intercalation des acides aminés tels que I’acide aspartique, 1’acide
glutamique dans des phases [Mg,-Al-NO;], a été réalisée par Stephen Mann et coll®®. Les
matériaux hybrides ont été préparés par coprécipitation a pH ¢élevé, pH auxquels les acides aminés
présentent une charge globalement négative. La molécule invitée, préalablement dissoute dans une
solution de soude, se trouve alors sous sa forme anionique. L’intercalation provoque de manicre
générale un désordre structural puisque le matériau ne montre pas une bonne cristallinité. De plus,
les techniques de caractérisation ont souvent confirmé un taux d’intercalation incomplet avec la
présence de deux phases d’HDL, une comportant 1’acide aminé et une comportant I’anion issu des
sels métalliques utilisés lors de la synthése. Dans le cas de I’intercalation de I’acide aspartique, les
auteurs ont montré la possibilité de polymériser in-situ les monomeéres en un poly a, € aspartate et

donc de former un nouveau matériau hybride.

D’autres acides aminés ont été intercalés>® >’

comme la phénylalanine et la tyrosine. La méthode
utilisée est la réaction d’échange anionique a pH=8 et a 65°C. Malheureusement cette méthode n’a
pas empéché d’obtenir encore deux phases HDL. L’analyse thermique des matériaux hybrides ainsi
préparés a toutefois montré une meilleur stabilité thermique de 1’acide aminé intercalé par rapport a

I’acide aminé pur, mettant en évidence le rdle stabilisateur de la matrice hote.

Aisawa et coll se sont intéressés a I’intercalation de différents acides aminés dans plusieurs types
de matrice HDL. IIs se sont penchés plus particuliérement sur I’intercalation de la phénylalanine
par coprécipitation® ou par calcination - reconstruction®. La composition chimique et le pH
influencent le taux d’intercalation. Pour la méthode de synthése par coprécipitation, la quantité
d’acides aminés intercalés est supérieure a des pH de synthése compris entre 8 et 9, au-dela elle
diminue. De méme, lors de la reconstruction du matériau calciné, un pH = 7 montre une
intercalation plus favorable qu’a pH = 10,5. Aux pH proches de la neutralité¢, la molécule
organique est zwittérionique ce qui implique une co-intercalation avec d’autres anions pour
compenser la charge des feuillets. Par contre a des pH nettement supérieurs, 1’acide aminé est
basique. Cependant, la compétition avec des anions tels que COs>, NO3~, OH™ de densité de charge
plus élevée montre une intercalation plus favorable pour ces molécules parasites. La nature de la

chaine latérale de I’acide aminé joue un role important sur 1’intercalation. Il est préférable d’insérer

*% A. Fudala, I.Palinko, I. Kiricsi, J. Molecular structure, 482-483, 1999, 33-37

Y A. Fudala, I.Palinko, I. Kiricsi, Inorganic chemistry, 38, 1999, 4653-4658

'S, Aisawa, S. Takahashi, W. Ogasawara, Y. Umetsu, E. Narita, J of Solid State Chemistry, 162, 2001, 52-62
1S, Aisawa, H. Kudo, T. Hoshi, S. Takahashi, H. Hirahara, Y. Umetsu, E. Narita, J. of Solid State Chemistry, 177,
2004, 3987-3994
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des molécules hydrophobes, des molécules ayant une charge négative a I’extrémité de la chaine ou
des molécules neutres.

L’orientation de 1’acide aminé dans 1’espace interlamellaire est différent : soit 1’acide aminé est
intercalé horizontalement (pas de modification de la distance interlamellaire), soit verticalement
(modification de la distance interlamellaire). Dans le cas de la phénylalanine, ces deux
représentations existent mais dépendent du pH. L’orientation verticale est préférée lors de
I’intercalation de la molécule amphotére alors que 1’orientation horizontale est suggérée lors de

I’intercalation de la molécule anionique.

Tous les acides aminés a 1> exception de la lysine et I’arginine, ainsi que des peptides®, ont été
intercalés dans une matrice HDL. La stabilisation de I’espéce invitée est provoquée par liaisons
hydrogéne. La désintercalation de I’acide aminé a lieu par échange anionique dans une solution de

K,CO:s.

En conclusion, il est difficile d’obtenir un matériau hybride acide aminé - hydroxyde double
lamellaire pur. La forme amphotere de la biomolécule montre une accessibilité plus importante
avec I’espace interlamellaire mais ne suffit pas a neutraliser le matériau. Pour compenser ce déficit
de charge, d’autres anions sont co-intercalés. De plus, des anions possédant une densité de charge
plus élevée tel que COs>, NOs, OH™ sont plus favorables a I’intercalation que les acides aminés

anioniques.

L’enzyme, pénicilline G acylase a ét¢ immobilisée dans des hydroxydes doubles lamellaires de
type [Mgr-Al-NOs]. Deux méthodes de confinement ont été étudiées.

La premiére méthode consiste a encapsuler ’enzyme dans la matrice inorganique lors de sa
reconstruction aprés calcination. Toutefois, I’enzyme est adsorbée a la surface du matériau
inorganique calciné et empéche la régénération de la matrice HDL. L’activit¢é enzymatique de
I’enzyme est influencée par la composition de la matrice inorganique et par la température de
calcination. Cet article sera détaillé dans le chapitre 3.

La deuxieme méthode consiste a greffer I’enzyme avec le glutaraldéhyde préalablement intercalé
dans la matrice hote. Dans un premier temps, I’acide glutamique est intercalé entre les feuillets
HDL pour augmenter la distance interlamellaire et pour faciliter I’intercalation du glutaraldéhyde.

Enfin, I’enzyme va venir se greffer au niveau des groupements aldéhydes libres. Les tests

02y, Nakayama, N. Wada, M. Tsuhako, International Journal of Pharmaceutics, 269, 2004, 469-478
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enzymatiques ont montré que I’enzyme immobilisée était plus stable vis-a-vis de la température et

du stockage et de ’acidité.
[11.3.4 Immobilisation de polluants

Les hydroxydes doubles lamellaires ont montré une aptitude a stabiliser des molécules pour des
actions liées a la médecine. Mais, grace a leur capacité anionique €levée, ils montrent aussi un
intérét pour I’adsorption de molécules polluantes pour I’environnement. Ces propriétés
d’adsorption peuvent étre valorisées dans des applications ou le matériau HDL joue le role de
matrice hote pour I’immobilisation d’enzymes biactives pour la détection ou la dégradation de
polluants organiques ou inorganiques. Dans ce cas la matrice HDL pourra aussi avoir un rdle
d’accumulateur du substrat autour des biomolécules.

Le piégeage de divers polluants aqueux®

tels que le 2.4,6-trinitrophénol (TNT) et le
dodécylbenzylsufonate (DBS) par des composés hydroxydes doubles lamellaires [Mg3;-Al-Cl] et
[Mg3-Al-COs] et leurs produits calcinés a pu étre mis en ceuvre par échange anionique ou procédé
de calcination/reconstruction. Lors de 1’échange, il est préférable d’utiliser un précurseur chloré
que carbonaté. L’affinité des carbonates pour les hydroxydes doubles lamellaires favorise la
stabilité de I’anion entre les feuillets et empéche la substitution avec d’autres composés anioniques.
Inversement, 1’adsorption des polluants avec la matrice calcinée est influencée par la cristallinité

du précurseur. L’augmentation de la cristallinit¢é améliore la régénération de I’HDL lors de sa

reconstruction et agrandit la capacité d’adsorption.

D’autres études ont montré les capacités des hydroxydes doubles lamellaires [Mggr-Al-X] avec X =
COs*, CI, NO* a adsorber des herbicides® (acide 4-chloro-2-méthylphénoxyacétique), le
glyphosate®. L’adsorption est influencée par le pH, la capacité d’échange anionique de la matrice,
et la nature de 1’anion intercalé. L’adsorption de cette molécule a lieu par échange anionique. Les

molécules sont alors stabilisées par intercalation dans le matériau.

Ces résultats confirment 1’intérét porté sur les hydroxydes doubles lamellaires comme adsorbants
de polluants. De plus, en fonction de la nature du composé nocif, il est possible d’adapter les
conditions de piégeage (pH, température, nature de la matrice, technique d’adsorption, durée) pour

une meilleure efficacité.

% M.A. Ulibarri, 1. Pavloviv, C. Barriga, M.C. Hermosin, J. Cornejo, Applied Clay Science, 18, 2001, 17-27
64 J. Inacio, C. Taviot-Guého, C. Forano, J.P. Besse, Applied Clay Science, 18, 2001, 255-264
SE LY. Wang, Q. Yang, D. G. Evans, C. Forano, X. Duan, Journal of Hazardous Materials, in press
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Chapitre 2
Préparation de phases [Zn,-Al-Cl] par
décomposition thermique ou

enzymatique de ’urée.
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Préparation des phases [Zn,-Al-Cl] par décomposition thermique ou enzymatique de ['urée
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| Introduction

Dans la quéte de nouveaux matériaux a propri¢tés fonctionnelles spécifiques, le controle des
propriétés morphologiques (surface spécifique, porosité, taille et forme des particules)
apparait comme une étape obligée de la stratégie d’¢élaboration. Dans le cas des matériaux
HDL, les applications potentielles peuvent viser soit des propriétés de « bulk » (catalyse
supportée stéréosélective) soit des propriétés de surface ou d’interface (procédés
d’adsorption). C’est pourquoi depuis quelques années, un nombre important de travaux dans
ce domaine concerne le développement de procédés de synthese a propriétés morphologiques
contrdlées. La méthode de préparation des composés HDL par coprécipitation a été largement
développée dans notre laboratoire'* et a fait I’objet d’une investigation particuliére en terme
de propriétés texturales générées. La caractéristique principale de ce procédé montre que les
¢tapes de nucléation et de croissance sont généralement confondues suite a une sursaturation
de I’agent de précipitation (OH’). Ce phénomene entraine alors une polydispersité de la taille
des particules qui est favorisée par un vieillissement de type Oswald. Pour favoriser la
monodispersité des particules d’argile, il est nécessaire de séparer ces deux étapes de
précipitation en utilisant une base retard. L’agent de précipitation utilisé peut étre alors 1’urée.
Cette molécule est une base de Bronsted trés faible (pKb = 13,8), fortement soluble dans 1'eau.
Selon Shaw et Bordeaux’, I’hydrolyse de I'urée s’effectue en deux étapes : i) formation de
cyanate d'ammonium (NH4CNO) (étape déterminante), et i1) hydrolyse rapide en carbonate
d'ammonium.
CO(NHz) — NH4CNO
NH4CNO +2 H,0 — 2 NH;" + CO5™

La réaction globale qui se produit est la suivante :

CO(NH,), + 2 H,O — 2 NH;" + COs*

La réaction est initiée a des températures supérieures a 70°C. La précipitation par 1’urée est

dite « homogene », c'est-a-dire contrdlée par la vitesse de décomposition de I'urée.

' De Roy A., Forano C., El Malki M., Besse J-P., Anionic clays: trends in pillaring chemistry. In: M.L. Occelli
and H.E. Robson (Editors), Synthesis of microporous materials, Expanded Clays and Other Microporous Solids.
Van Nostrand Reinhold, New York, 1992, pp108-170

A Chang, D. G. Evans, X. Duan, C. Vial, J. Ghanbaja, V. Prevot, M. De Roy, C. Forano, Journal of Solid State
Chemistry, 178 (9), 2005, 2766-2777

W.H.R. Shaw, J. Bordeaux, J. American Chemical Society, 1955, 4729-4733

65



Basé sur ce principe, nous avons mis au point une nouvelle méthode de précipitation des HDL
qui consiste a hydrolyser I'urée a température ambiante par un catalyseur enzymatique :

[’uréase.

Il Etude Bibliographique

1.1  Synthese d’HDL par décomposition thermique de I’urée

Constantino et coll* ont été les premiers a mettre au point une nouvelle méthode de
préparation d’Hydroxydes Doubles Lamellaires par décomposition thermique de 1’urée.
Depuis, plusieurs études™"

Al], [Ni-Al], [Li-Al]. La formation de la phase [Mg-Fe] et la difficulté¢ d’élaborer des phases

ont été réalisées essentiellement sur les phases [Mg-Al], [Zn-
avec des cations tels que Cr’* et Cu®” ont été citées.

Le protocole consiste a hydrolyser de I'urée a des températures voisinant 90°C pour libérer
des ions OH™ qui vont former dans une solution contenant des sels de métaux divalents et

trivalents I’hydroxyde double lamellaire.

CONH,), + 2H,0 — 2NH; + COs*
COs> + H,0 — OH + HCO;

La formation des Hydroxydes Doubles Lamellaires est gouvernée par les conditions
expérimentales. L obtention d’une phase HDL carbonatée de cristallinité élevée a été réalisée
pour des températures supérieures a 90°C et un temps de précipitation de 24 heures. En
dessous de cette température, le degré de cristallinité s’affaiblit. En outre, la méme phase a pu
étre préparée en un temps plus court dans un autoclave® sous pression autogéne pour des

températures supérieures a 100 °C.

L’obtention de la phase HDL passe par la formation d’un gel d’hydroxyde d’aluminium qui a
¢été mis en évidence au début de la précipitation de [Mgz-Al-COs] ou dans le cas d’un rapport

initial (R) Mg”"/Al’" = 1°. Au dela de R = 4, il se forme du MgCO:.

*U. Costantino, F. Marmottini, M. Noccheti, R. Vivani, Eur. J. Inorganic Chemistry. , 1998, 1439-1446
> M. M. Rao, B. R. Reddy, M. Jayalakshmi, V. S. Jaya, B. Sridhar, Materials Research Bulletin, 40, 2005, 347-
359
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Les analyses morphologiques montrent des particules individuelles, bien définies, de forme
hexagonale et monodisperse dont la taille varie entre 1 et 5 um. Ogawa et coll® ont montré la
possibilité de précipiter des particules de 20 um en diminuant la concentration des sels. Par
ailleurs, la comparaison’ avec des particules préparées par coprécipitation puis traitées par
voie hydrothermale pour améliorer la cristallinité, montre la formation de particules dix fois
plus grosses dans ce type de procédé. La dimension des particules peut étre controlée en
controlant la température, la concentration des sels et le temps de précipitation.
L’accroissement des deux premiers facteurs entraine une diminution de la taille des particules.
Inversement, la prolongation de la synthese favorise la croissance cristalline. La diminution

de la vitesse d’hydrolyse de I'urée conduit a la formation de particules plus larges.

Pour diminuer la dimension des particules®, une étude a été réalisée sur I’effet de solvants
organiques polaires au niveau de la formation des HDL. Ces molécules vont venir empécher
I’acces de la surface du matériau et atténuer I’adsorption et la nucléation des cations sur les
groupements hydroxyles. La vitesse de croissance sera ralentie. L’utilisation d’éthanol pur
empéche la formation d’HDL; seul I’hydroxyde d’aluminium est formé dans ces conditions.

Par contre, I’emploi d’éthyléne glycol permet la précipitation de petites particules d’HDL.

La formation d’Hydroxyde Double Lamellaire cristallis¢ nécessite donc les
conditions suivantes:

0 Température > 90 °C

0 Durée>24h (90 °C)

0 Rapport M'/M"'=2,3
L’influence des paramétres (temps, température, concentration) de synthése sur le mécanisme
de formation des hydroxydes doubles lamellaires reste assez peu explorée. Dans cette étude,
nous nous sommes intéressés aux différentes étapes de précipitation de la phase [Zn;-Al-Cl],

précurseurs d’immobilisation pour enzymes.

1.2 Synthese d’oxydes par décomposition enzymatique de I’urée

Par voie enzymatique, en utilisant ’uréase, la décomposition de 1’'urée s’opere sous des
conditions douces (température ambiante, pression atmosphérique). Les enzymes sont des

catalyseurs biologiques et comme tels, ils augmentent la vitesse de réaction mais ne sont pas

M. Ogawa, H. Kaiho, Langmuir, 18, 4240-4242, 2002
7J. M. Oh, S. H. Hwang, J. H. Choy, Solid State Ionics, 2002, 285-291
¥ M. Adachi-Pagano, C. Forano, J.P. Besse, J. Material Chemistry, 13 (8), 2003, 1988-1993
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consommés pendant la réaction. L’uréase dont le site actif est constitué d’un complexe bi-
nucléaire de Ni*", catalyse I’hydrolyse de 1’urée dans un domaine de pH allant de 4 a 10

suivant la réaction finale :

CO(NH,), + 2H,0 — 2NH;" + CO;*

L’uréase est produite par plusieurs bactéries, différentes espeéces de levures, de plantes et

décompose 1’urée, molécule de biodégradation de substances organiques.

Cet enzyme joue un rdéle dans la formation de cristaux intracellulaires, dans la précipitation
par des bactéries’ de calcite, en réparation de surface de réseaux poreux, et dans les fissures
de granites et bétons. La formation de carbonates naturels peut donc étre obtenue par
décomposition enzymatique de I’urée. En effet, les formations de sulfate d’aluminium'®'", de

12,13,14

carbonate métallique, d’hydroxyapatite'> ont été rapportées dans la littérature selon ce

type de procédé.

La vitesse de formation des composés est gérée par I’activité de I’enzyme et la quantité
d’enzyme utilisée, toutefois ce parametre ne semble pas influer sur la cristallinité et la
morphologie du solide préparé®. Dans le cas de la formation de carbonates de calcium,
quelques minutes'*'* suffisent pour précipiter cette phase, alors que plusieurs heures sont
nécessaires pour précipiter du sulfate d’aluminium dans des conditions équivalentes.
Contrairement aux résultats de I’hydrolyse thermique, les composés montrent une faible
cristallinit¢ avec des particules beaucoup plus petites. La précipitation de carbonates
métalliques passe par I'intermédiaire d’une phase amorphe qui cristallise en fonction de
I’évolution du pH. La précipitation de sulfate d’aluminium montre uniquement la présence
d’une phase amorphe.

L’activité enzymatique'® est un facteur prédominant pour la synthése de matériau puisqu’ elle
controle la décomposition de l'urée. L’augmentation de 1’activité enzymatique entraine
I’augmentation du pH li¢e a la libération de OH" issus de la décomposition de I'urée. Cette
augmentation favorise la précipitation. Cependant, 1’activité de I’enzyme peut étre affectée

par quelques facteurs tels que la présence de cations, le pH et la concentration du substrat.

?S. Stocks-Fischer, J. K. Galinat, S. Bang, Soil Biology Biochemistry, 31, 1999, 1563-1571

' R.E. Simpson II,C. Habeger, A. Rabinovich, J.H. Adair, J. American Ceramic Society, 81, 1998, 1377 —1379
g Kara, G. Sahin, J. European Ceramic Society, 20, 2000, 689-694

12 K L. Bachmeier, A.E. Williams, J.R. Warmington, S.S. Bang, J. Biotechnology, 93, 2002, 171-181

1. Sondi, E. Matijevic, Chemistry of Materials,15, 2003, 1322-1326

1. Sondi, E. Matijevic, J. Colloid and Interface. Science, 238, 2001, 208-214

5D. Bayraktar, A.C. Tas, J. Materials Science Letters, 20, 2001, 401-403
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Pour des rapports urée/uréase trop faibles, la précipitation n’a pas lieu. L’inhibition peut étre
due aux cations en solution. Certains cations métalliques se lient au site actif de I’enzyme et
empéche la liaison avec le substrat. Une étude'® a été entreprise sur ’inhibition d’enzymes
par des métaux lourds. Il a été trouvé qu’ils avaient un effet inhibiteur dans 1’ordre
décroissant suivant : Hg*"™> Cu*"> Zn*"> Cd*"> Ni*"> Pb*">Co*"> Fe'™> As*". La sensibilité
de 'uréase pour les ions de métaux lourds est due a la présence de multiples résidus de
cystéines, dont un est localisé pres du site actif de ’enzyme. La décomposition de I'urée est

. : it 12
alors affectée, un ralentissement de la précipitation est alors observé “.

Nous avons étendu cette méthode a la précipitation des Hydroxydes Doubles Lamellaires.

111 Synthése de [Zn>-Al-Cl] par décomposition thermique

I11.1 Synthese

La décomposition thermique de 1’urée a été utilisée pour préparer la phase HDL [Zn,-Al-Cl].
Lors de la préparation de ce matériau, trois parametres ont été étudiés : le temps de réaction,
la température et la concentration d’urée, paramétres pouvant influencer fortement soit la

composition chimique soit les propriétés structurales et texturales des phases HDL.

Le protocole utilisé est le suivant : 20 ml d’une solution de chlorures de zinc et d’aluminium
dans un rapport Zn’"/AI’’= 2 et de concentration 1M est ajoutée dans 100 ml d’eau
décarbonatée contenant de 1’urée dissoute dans un rapport [urée]/[sels] = 3,3 ou 10,0. Le
mélange réactionnel est alors placé a reflux a 90 ou 100°C sous atmosphére d’azote. La
réaction est agitée en continu et stoppée a différents temps, puis refroidie sous courant d’eau
froide. Le produit obtenu est alors centrifugé et lavé 3 fois (Viayage= 40 mL) avec de I’eau

décarbonatée, puis séché a température ambiante.

Afin d’identifier les différentes phases solides présentes au cours de la réaction, nous avons
. r . 7 \ . . o, . . 3+
aussi réalisé ces syntheses pour des solutions initiales contenant uniquement le sel d> AI”" ou

de Zn*".

Les produits obtenus lors de ces différentes synthéses ont été caractérisés d’un point de vue

structural par diffraction des rayons X, spectroscopie infrarouge, spectroscopie RMN et d’un

' W. Zaborska, B. Krajewska, Z. Olech, J. of Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry, 19 (1), 2004, 65-69
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point de vue morphologique par microscopie ¢électronique a balayage, microscopie
¢lectronique a transmission couplé a la technique EDX. Des analyses chimiques permettant de
définir leurs compositions ont été effectuées. Les suspensions prélevées a différents temps de
réaction ont été caractérisées par diffusion de la lumicre, les tailles de particules ont été

mesurées.

I11.2 Etude des paramétres influencant la synthese

I11.2.1 Effet du temps de réaction

Pour identifier les différentes étapes de la formation de la phase [Zny-Al], le pH a été
enregistré en continu (Figure 1). La cinétique de décomposition de I’urée pure et acidifiée a
un pH de 2,2, équivalent aux conditions initiales de précipitation des hydroxydes métalliques,
a ¢été étudiée dans un premier temps. Dans des conditions identiques a la synthese de I’HDL,
I’urée est totalement décomposée en 40h. Pendant environ une heure, le pH augmente
faiblement passant environ de 2,24 a 3,6. Puis, le pH s’¢léve rapidement (45 minutes) jusqu’a
une valeur proche de 6,9 indiquant une production importante de OH". Cependant, dés que le
pH de neutralisation est atteint, la solution est tamponnée, le pH augmente alors tres

légeérement (jusqu’a pH=7,9).
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Figure 1 : Evolution du pH au cours de la synthese de [Zn,-Al-Cl] par la méthode urée
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Pour la synthése de la phase HDL [Zny-Al], différentes régions notées de I a VI ont été
délimitées'” et classées selon deux types de comportements. Les régions I, IIT et V montrent
une évolution rapide du pH liée a la consommation de H™ dans le milieu. Les régions II, IV et
VI révelent une réduction de 1’évolution du pH relative a la consommation des ions OH

libérés par I’hydrolyse de I’urée ou bien a un effet tampon des especes en solution.

Région 1 : I’augmentation du pH initial est provoquée par la seule réaction d’hydrolyse de

[’urée.

Région Il : Aucun échantillon solide n’a pu étre isolé pour cette région de pH. La solution
réactionnelle correspond a une suspension colloidale difficile a centrifuger. A la fin de la
région I, la solution commence a se troubler. Dans ce domaine de pH acide, seuls les ions
AL’ sont susceptibles de réagir avec les ions OH™ pour précipiter sous forme d’hydroxydes
d’aluminium. La réaction de précipitation passe par la formation de précurseurs moléculaires
solubles qui subissent des réactions de condensation de type olation et/ou oxolation. La
consommation d’OH", conduit évidemment a une réduction de la concentration de ces ions en

solutions et limite toute précipitation supplémentaire de phases.

Région Il : La remontée du pH indique un brusque arrét de la réaction de formation des
précurseurs moléculaires, les ions Al(H,0)s® ont totalement réagi dans I’étape II.
Parallélement, on note au cours de 1’avancement de la réaction, un précipité de plus en plus
perceptible a I’ceil. Une analyse granulométrique révele la présence de deux populations
identifiées vers 330 nm (environ 80% de la population) et a 65 nm (environ 20 %). Les
précurseurs moléculaires formés dans 1’étape précédente se condensent pour former un solide.

Les réactions de condensation ne sont pas consommatrices d’ions OH".

Région IV : La consommation des ions OH et/ou des HCO;', agents basiques, met en
évidence la 2°™ étape de précipitation. La suspension est alors beaucoup plus concentrée, les
cations métalliques (A" et Zn®") participent & la précipitation. A ce stade, la taille des
particules atteint 800 nm. Au-dela, il est impossible de détecter des valeurs granulométriques

a cause de I’état d’agrégation.

Région V : Malgré un début de formation de la phase HDL, la quantité d’ions OH’ libérée est

;. \ r 2+
supérieure a celle consommée par Zn~ .

TRIM.I, Vogels, J.T. Kloprogge, J. W. Geus, J. Colloid and Interface Science, 285, 2005, 86-93
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Région VI : La région VI correspond a la derniére étape de formation du matériau, la totalité
des ions Zn*" réagissent. L hydrolyse de I'urée n’est pas terminée. La croissance lente du pH
est associée a I’effet tampon engendré par la formation d’HDL. Les réactions de condensation

entre particules conduisent a un relargage d’ions OH™ en solution.

Pour étudier la formation de la phase HDL [Zn,-Al], des prélévements de solides en
suspension ont été effectués a différents degrés d’avancement de la réaction pour des régions
d’évolution de pH bien distinctes (Tableau 1). Les analyses chimiques des différents

échantillons sont données dans le Tableau 1.

Tableau 1 : Résultats des analyses chimiques (fraction molaire)

Echantillons 1 2 3 4 5 6
Temps de réaction 8h30 11h 24h 48h 96h 192h

Régions 11 v VI VI VI VI
pH 3,80 4,20 5,25 6,55 6,80 6,80

Zn”* /AP théor. 2 2 2 2 2 2
Zn* /AP Exp. - - 1,60 1,80 1,89 2,17
CI/AP* - - 0,64 0,43 0,13 0.09
COs* /AP - - 0.05 0.17 0.34 0.39
(CI'+2C0O35%)/AF* - - 0.74 0.77 0.81 0.87
% N 0,28 0,23 <0,1 <0,1

D’aprés le tableau 1, on voit que le rapport molaire M'/M™ augmente en fonction du temps.
Les rapports Zn>/AI’" inférieurs au rapport théorique (R=2) révélent un excés d’Al’" par
rapport 4 la composition attendue. Le déficit des charges SAnions/Al’" infirme la possibilité
d’une phase pure HDL présentant une composition plus riche en A" que celle prévue. 11
s’agit donc, pour cette série d’échantillons, de la présence d’une phase d’hydroxyde ou d’oxy-
hydroxyde d’Aluminium. Pour I’échantillon 3, 26% d’AI’* serait sous la forme d’hydroxyde
pur si on suppose un rapport expérimental Zn’/AP’" = 2,0. Ce pourcentage diminue
progressivement pour atteindre la stoechiométrie HDL attendue, dans la marge des erreurs
analytiques. Les analyses montrent, aussi, une diminution de 1’anion CI" au profit d’une
augmentation des carbonates a partir de 24h de synthése. Cette adsorption de carbonates
explique aussi la stabilisation du pH dans ces régions. On observe donc un échange progressif

des ions CI” par les ions COs> dans la phase HDL. Par ailleurs, la présence d’azote de I'urée a
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¢été détectée sur les phases 3 et 4. La quantité diminue paralléelement a 1’échange des ions CI,

I’adsorption d’urée par la phase [Zn-Al-COs;] semble donc impossible.

L’analyse des diffractogrammes des rayons X indique la formation d’hydroxydes doubles
lamellaires des le début de la précipitation (8h30) a c6té d’une phase amorphe (Figure 2). La
cristallinité et la pureté de la phase HDL s’améliorent au cours du temps (Figure 4) alors que
le fond continu correspondant a la phase amorphe disparait pratiquement au dela de 24h de
réaction. Les échantillons prélevés entre 8h30 et 11 heures de synthése montrent la présence
d’une phase HDL moins bien cristallisée, toutefois les largeurs de raies de diffraction restent
relativement faibles. Les distances interlamellaires mesurées sont relatives a la présence de
petits anions dans les domaines interfoliaires, tels que CI,, CO5* ou OH". La réflexion (110),
caractéristique de la distance Métal-M¢étal dans les feuillets reste inchangée indiquant que le

rapport Zn/Al entre 8h30 et 24h semble étre identique.
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Figure 2 : Diffractogrammes des rayons X des échantillons 1, 2 et 3
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Figure 3 : Diffractogrammes des rayons X des échantillons 3, 4,5 et 6

Afin d’améliorer la résolution des diffractogrammes réalisés sur les échantillons 3 a 6, des
enregistrements ont été effectués dans de nouvelles conditions (voir Annexe 1. 7). La Figure 4
montre que la raie (110) passe de 59,8 a 60,23° en 20 entre les échantillons 3 et 6. Ce
décalage suggere une modification du rapport Zn/Al entre 3 et 2 en fonction du temps. En
effet, dans le cas des phases préparées par coprécipitation, la distance angulaire de la raie

(110) passe d’environ 59,81 a 60,42° 26, lorsque le rapport Zn/Al varie entre 3 et 2.

coprécipitation Hydrolyse de l'urée
2 ——24h
§ £ ——48h
; [Zn,-AI-Cl]  (Zn,-Al-Cl] a —  _8§h
a 5 ——192h
8 g
500 ' ﬂl.a i ml.n ' u:.n ' il 590 ' ﬂ;.s . ml.ll ' IIIJ'.S

Figure 4 : Déplacement des raies de diffraction (110) en fonction du rapport R pour les phases préparées
par coprécipitation par hydrolyse de I’'urée a différents temps de réaction.
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Solides prélevés entre 8h30 et 24h

Les échantillons 1 (8h30) et 3 (24h) ont ¢ét¢ examinés par microscoscopie €lectronique a
transmission couplée avec la technique EDX (Figure 5) afin d’identifier a 1’échelle
nanométrique les phases en présence. Les résultats indiquent la présence de deux composés,
une phase riche en aluminium et une phase constituée de zinc et d’aluminium avec des
rapports Zn>/AI’" compris entre deux et trois. Les particules majoritairement composées
d’aluminium sont amorphes et présentent des morphologies mal définies. Cette phase évolue
peu avec le temps et diminue en quantité. Les composés mixtes (2<Zn®/AI’’<3) montrent des
particules mieux définies dont la cristallinité¢ et la taille augmentent avec le temps. Les
diffractogrammes ¢lectroniques réalisés sur la face principale des plaquettes révelent un
réseau cristallin hexagonal. La diffraction électronique corrobore les résultats des

diffractogrammes des rayons X sur 1’organisation structurale de I’HDL.

*/A I |. T T'

Figure 5 : Clichés MET, analyses EDX et diffractogrammes électroniques

des phases préparées a 8h30 et a 24h
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Le spectre infrarouge de ’échantillon 3 (24h) est caractéristique d’une phase HDL [Zn-Al-
C1]"® (Figure 6). Il montre typiquement une forte absorbance & 3450 cm™ et une plus faible a
1620 cm™ qui correspondent aux bandes de vibrations de valence de I’eau intercalée, voy et
dnon respectivement. Cette région du spectre infrarouge est caractéristique des interactions
entre les groupements OH, les molécules H,O et les anions de I’interfeuillet.

Les bandes observées dans la région de plus faibles fréquences correspondent aux bandes de
vibrations de la matrice et peuvent €tre attribuées aux vibrations M-O (841 a 647 cm™) et O-
M-O (427 cm™). Les fréquences et les largeurs de ces bandes de vibration dépendent de la
composition en cations divalents et trivalents et du degré d’ordre des feuillets. L’allure du
spectre de 1’échantillon 3 suggere un rapport Zn/Al de 3. Contrairement aux spectres IR des
phases R = 2 qui présentent une structure plus rigide, le spectre de I’échantillon 3 montre des
bandes de vibration du réseau moins bien définies. En outre, I’intensité de la raie O-M-O

inférieure a celle la bande de vibration M-O appuie cette hypothése.

Pour les spectres des échantillons 1 et 2, la raie & 427 cm™ est de faible intensité et les
bandes entre 500 et 1000 cm™ sont nettement élargies, indiquant une mauvaise organisation
du feuillet HDL. Deux autres bandes vers 950 cm™ et 740 cm™ ont été observées mais ne
correspondent pas aux bandes de la phase HDL puisqu’elles tendent a disparaitre lors de sa

formation.

absorbance

=1

c 8h30 // d\
b 24h / \
/|

8h30

4000 | 35|00 | 30|00 | 25|00 | 20|00 | 15|00 | 10|00_| 560

longueur d'onde cm”’

Figure 6 : Spectroscopie infrarouge de la boehmite a) 8h30, b) 24h et des échantillons [Zn-Al]
c) 1 (8h30) d) 2 (11h), e) 3 (24h)

'8 V. Rives, Layered double hydroxides: Present and Future, Nova Science Publishers, Inc., 2003, 139-193
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La comparaison des spectres IR a ceux des hydroxydes d’aluminium préparés dans les mémes
conditions, montre des similitudes utiles a I’analyse. Les diffractogrammes X des produits
obtenus a 8 heures 30 et 24 heures de synthése correspondent a un mélange de phases
amorphe et cristallisée. La spectroscopie infrarouge révéle la présence des bandes a 950 cm™
et 740 cm’' pour le matériau amorphe. Le prolongement de I’hydrolyse favorise la
cristallisation d’une phase boehmite, caractérisée en FTIR par les bandes a 3118, 1158 et
1068 cm™ "%, 1l en résulte que les formations des phases HDL et bochmite mettent en jeu le
méme intermédiaire réactionnel, un hydroxyde d’aluminium amorphe. Il est important de

noter qu’a 24h, la carbonatation de la phase HDL [Zn-Al-Cl] n’a pas encore eu lieu (absence

de la vibration d’élongation C-O, v3(CO;>) & 1360 cm™).

Afin d’identifier plus précisément les phases a base d’ions AI*", les spectres RMN MAS de

27 ryr . r . 4 \ r .
I’*"Al ont été enregistrés pour ces phases solides et comparés a ceux des composés issus de la

précipitation A’ pur (Figure 7).

T I T 7 —— T
100 80 60 40 20 0 -20

—
120
déplacement chimique (ppm)
Figure 7 : RMN %Al de la boehmite a) 8h, b) 24h et HDL c) 8h d) 11h, e) 24h
Les échantillons 1 et 2 présentent deux bandes de résonance larges significatives d’un
composé amorphe: une raie a 61,4 ppm caractéristique des aluminiums tétraédriques (Alrq) et
une a 8,4 ppm, région des aluminiums en coordinence 6 (Alpy). Un épaulement vers 13 ppm

est observé. Au cours de la synthése, le pic majoritaire, large a 8,4 ppm diminue au profit de

19 U. Janasovits, G. Ziegler, U. Scharf, A. Wokaun, J. Non-Crystalline Solids, 210, 1997, 1-13
2 K. Sinko, R. Mezei, J. Rohonczy, P. Fatzl, Langmuir, 15, 1999, 6631-6636
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la résonance a 13 ppm. La phase HDL, préparée au bout de 24 heures, présente une raie
principale a 13 ppm et un épaulement vers 9 ppm. La disparition du pic a 61 ppm correspond
a la conversion de I’aluminium tétraédrique en aluminium octaédrique. Le déplacement
chimique & 13 ppm est caractéristique’’ de I’Al pseudo-octaédrique (symétrie Dsq) des
feuillets HDL pour une condensation du type AI(OH-Zn)g..(OH-Al),. La présence d’ions Zn*"
dans I’environnement proche de 1’Al (13.0 ppm) conduit a un déplacement chimique vers les
bas champs, par rapport a AI(OOH) (5,3 ppm). Le Tableau 2 récapitule les déplacements

chimiques de I’aluminium pour les différentes phases.

Tableau 2 : Déplacements chimiques RMN MAS #’Al des atomes d’AI** pour les phases précipitées par
hydrolyse de I'urée

Phase dAlrg dAlon

ppm ppm
HDL — 8h30 61,4 13 8,4 -
HDL - 11h 61,4 13 8,4 -
HDL —24h 61,4 13 8,4 -
Boehmite-8h 62,8 - - 7,2
Boehmite-24h 62,8 - - 5,3

L’AI’" tétraédrique apparait donc comme une espéce réactive présente dés le début de la
syntheése et qui intervient dans la conversion des hydroxydes d’aluminium en phases mixtes
HDL. L’hypothése que ’aluminium tétraédrique appartienne a 1’espéce [AI(OH)4] est peu
probable. En effet, cette espece a été identifiée seulement pour des pH trés basiques et montre
un déplacement chimique® vers 80 ppm pour la RMN de I’*’Al.

D’aprés la littérature'**

, I’observation simultanée des raies a 61,4 et 8,45 ppm met en
évidence la présence du polycation d’aluminium Als, [AlO4A112(OH)24(H20)12]7+. Ce
composé, de structure type polycations de Keggin, est constitu¢ d’un aluminium tétraédrique

(Alrg) entouré par douze aluminiums octaédriques (Aloy) (Figure 8).

21'S. Velu, V. Ramkumar, J. Material Science, 32, 1997, 957
22 J.W. Akitt, J. Chem. Soc, Dalton Trans., 1984, 147-148
BW.H. Casey, coll, Geochimica et Cosmochimica Acta, 64, 17, 2000, 2951-2964
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Figure 8 : Structure® du polycation [AlIOAl;,(OH),4(H,0)15]™*

De plus, lors de la neutralisation acido-basique d’une solution de sels d’aluminium, la
précipitation d’une phase transitoire (amorphe, gélatineuse et transparente) résultant de
I’agrégation de cations Aljs a été décrite dans la littérature™. 11 a été montré que le pic Alrg
disparait progressivement au cours de la cristallisation de AlI(OH);. Nous faisons la méme

observation pour la précipitation des cations AI*" par hydrolyse de I"urée.

Pour résumer, la précipitation d’une phase d’hydroxyde double lamellaire passe par
I’intermédiaire d’une phase amorphe riche en aluminium présentant les deux coordinences
octaédrique et tétraé¢drique. Cette phase semble étre constituée d’oligomeéres d’aluminium

r \ . + 7 .
Al}3%® consommés au fur et 3 mesure que le cation Zn”" réagit pour former la phase HDL.

Solides prélevés entre 48h et 192h

Au dela de 24 heures de synthése, les matériaux présentent une meilleure cristallinité comme
le révelent les diffractogrammes de rayons X (Figure 4). Les parametres de maille, affinés
dans le systétme Hexagonal/R-3m, sont récapitulés dans le Tableau 3. Le parametre d calculé
diminue avec le temps de réaction et passe de 7,78 A a 7.57 A. Ces distances correspondent

aux distances interlamellaires des HDL chlorures et carbonates, respectivement.

Tableau 3 : Paramétres de mailles

Echantillons c calculé (A) a calculé (A) d calculé ()
3(24h) 23.34 (4) 3.075 (2) 7.78 (4)
4 (48 h) 23.22 (6) 3.062 (3) 7.74 (6)
5(96 h) 2291 (8) 3.071 (9) 7.63 (8)
6 (192 h) 22.72 (5) 3.070 (7) 7.57 (5)

Parallélement, la raie de diffraction correspondant a la réflexion (006) s’¢élargit a partir de 48

heures. Afin d’améliorer la résolution expérimentale dans le domaine angulaire des bas 0, les

** L. Allouche, F. Taulelle, Chemical Communications, 16, 2003, 2084-2085

1. P. Jolivet : De la solution a I’oxyde : condensations des cations en solution aqueuse, savoirs actuels,
interéditions/ CNRS, éditions.

* M.L. Occeli, A. Auroux, G. J. Ray, Microporous and Mesoporous Materials, 39, 2000, 43-56
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diffractogrammes ont été enregistrés dans de nouvelles conditions de pas angulaire et de

temps d’acquisition (annexe 1. 7). Les diffractogrammes dans le domaine angulaire des

réflexions (003) et (006) sont présentés sur la Figure 9 et les données structurales dans le

Tableau 4.
P (006) P (003)
§ —— 24 heures é —— 24 heures
—— 48 heures — 48 heures
—— 96 heures —— 96 heures
—— 192 heures —— 192 heures
22,0 ' 22I,5 ' 2?:,0 2?:,5 ' 24,0 ' 24{,5 25,0 10,0 1(;,5 ' 1£,O 131,5 12I,0 ' 12I,5 13,0
26 26
Figure 9 : Raies de diffraction (003) et (006) des HDL préparés entre 24 et192h
Tableau 4 : Distances observées pour les réflexions (003) et (006)
1 pic 2" pic 3™ pic 4°™ pic
Echantill hkl
chantillons | - (hkD 3 4y | pryon | d A I(f/IO dA) | 1% | dA) IO//IO
(1] (1]
(003) 7.84 100
3 (24h)
(006) 3,92 26
(003) 7.85 100 7.81 87
4 (48h)
(006) 3.91 20 3.86 9 3.82 5
(003) 7.80 98 7.73 98 7.58 48
5 (96h)
(006) 3.90 14 3.85 16 3.83 13 3.78 11
(003) 7.73 61 7.65 86 7.53 100
6 (192h)
(006) 3.77 25 3.83 11
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Les résultats présentés ici sont particulierement originaux car ils montrent 1’évolution
structurale de la phase HDL au cours du processus simultané¢ de croissance cristalline et
d’échange anionique Cl/CO;>. En effet, le degré de cristallinité élevé des phases HDL
obtenues par le procédé de précipitation par hydrolyse thermique de I'urée permet une
résolution fine des structures des composés intercalés par différent taux d’anions chlorures et
carbonates. La présence de plusieurs raies de diffraction (001) bien définies, caractéristiques
de distances interlamellaires démontre que le processus d’échange intra-structural est
progressif et met en jeu des populations d’anions CI” et COs> co-intercalés en quantité
variable. L’intercalation des ions carbonates commence apres 24 h, la raie (003) se
différenciant a 96h. Le phénomeéne de séparation des raies est encore plus net au niveau des
réflexions (006). Costantino et Coll?” ont également observé, lors de la titration d’une phase
HDL carbonatée par une solution d’acide chlorhydrique, une diversité de pics (006)

correspondant a des régions riches en ions chlorures et des régions riches en carbonates.

Les spectres infrarouge (Figure 10) de ces composés montrent I’augmentation de la raie
v3(CO5™) & 1360 cm™ (région 3) et de la bande de valence des H,O interlamellaires, & 3060

1 qes . 20, .
cm , liées aux anions CO;3” (région 2).

2 |2 14587 18[d |
e l‘
< L I
\&—/ //Inl\\x' | A\ /,fl\%
| |

1l
= 48h L/

= i/—/\lj N

T ' T T T ’ T '
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Longueur d'ende cm?

L=
T

Figure 10 : Spectroscopie infrarouge des échantillons 3, 4,5 et 6

Les fortes modifications des bandes de vibration du réseau entre 400 et 1000 cm™ sont

représentatives de cette transformation [Zny-Al-Cl]—[Zn,-Al-COs]. De plus, I’affinement des

2" U. Costantino, M. Nocchetti, Physical Review B, 61 (17), 2000, 11348-11358
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raies dans ce domaine est provoqué par une meilleure organisation structurale des feuillets en
étroite relation avec la structuration des domaines interlamellaires. Le Tableau 5 identifie les

différents déplacements lors du passage d’une phase chlorée a carbonatée.

Tableau 5: Attributions des fréquences de vibrations®

Bandes Déplacement Vibrrfltions Anions | Bandes Déplacement Vibr:jltions Anions
-1 de réseau -1 de réseau
cm cm

1 3445 Vorr 7 780 V M0 COs™
2 3047 H,0-CO; | COs* 8 690 Vaicos | COs™
3 1360 Vicos | COs™ 9 606 V M0 Cr
4 1060 Vicos | COs* 10 551 V M-0 COs™
5 942 V MO COs™ 11 427 S oMo
6 &70 Vo CO3 CO32-

Les spectres RMN CP-MAS de 1’*’Al pour ces différentes phases ont été comparés avec celui

d’une phase [Zn,-Al-Cl] préparée par coprécipitation standard (Figure 11).

[Zn,-Al-Cl] coprécipitée
192h
96h
48h
24h
I T I T I T I T T T I - T T
120 100 80 60 40 20 0 -20

déplacement chimique {(ppm)

Figure 11 : RMN %Al des échantillons 3, 4, 5 et 6 et d’une phase [Zn,-Al-Cl] de référence

% The infrared Spectra of minerals, Mineralogy Society, edited by V. C. Farmer,
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Le pic a 13 ppm s’affine et devient majoritaire a 192 h de réaction avec I’amélioration de la
cristallinité et ’augmentation de la symétrie locale de 1’aluminium. L ‘épaulement large a
basse fréquence (8,4 ppm) peut avoir plusieurs origines. D’aprés la littérature, il
correspondrait & une distribution large d’environnements chimiques proche des hydroxydes
d’aluminium amorphes et probablement di soit a des résidus d’AI(OH)s soit a des particules
[Zn-Al ] de trés petites tailles. Toutefois, il faut noter que la symétrie hexagonale autour des

noyaux d’aluminium génére une décomposition du tenseur de déplacement chimique isotrope

en 3 composantes anisotropes Oxyx, Oyy €t O, qui provoque une dissymétrie du signal.

111.2.2 Effet de la température d’hydrolyse de I’urée et du rapport [urée]/[sels]

Les hydroxydes doubles lamellaires ont été préparés dans les mémes conditions que
I’échantillon 3 pour un temps de réaction de 24 heures. Cependant, I’hydrolyse de ’urée a été
effectuée a 100°C pour un rapport [urée]/[sels métalliques] de 3,3 et a 90°C pour un rapport
[urée]/[sels métalliques] de 10,0. Les phases obtenues sont nommées respectivement

¢échantillons 7 et 8.

L’augmentation de la température accélere la décomposition de 1’urée et entraine 1’¢lévation
du pH final, comme on peut le voir sur les courbes de pH (Figure 12). A 100°C, la production
de base dans le milieu est brutale et les étapes de précipitations successives ne sont plus
différenciées dans le temps. L’utilisation d’une quantité supérieure d’urée conduit aux mémes
effets sur 1’évolution des courbes de pH qu’une élévation de la température de réaction. Dans
les deux cas le plateau de pH est atteint pour des temps de réaction plus courts (au bout de
7h30 et 13h respectivement pour T = 100°C et [urée]/[sels] = 10), favorisant probablement la

superposition des cinétiques de nucléation et de croissance cristalline.
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Figure 12 : Evolution du pH en fonction du temps a différentes températures

et différents rapports [urée]/[sels].

Les analyses chimiques (Tableau 6) montrent des différences entre les composés préparés a

90°C et 100°C. La phase obtenue a 100°C posséde un rapport Zn>" /A’ plus élevé supposant

que la présence d’hydroxyde d’aluminium amorphe est amoindrie. Sa concentration en

carbonate est plus importante alors que la quantité d’ions CI” est plus faible. L’effet de la

température tend a accélérer la formation de la phase [Zn-Al-COs]. Pour des rapports [urée]/

[sels métalliques] différents, les phases 3 et 8 présentent des rapports molaires pratiquement

identiques et correspondent a des phases HDL riches en ions CI. Par contre, la quantité

d’azote est plus importante pour I’échantillon 8. Le spectre infrarouge (Figure 13) de cette

phase révele la présence plus marquante de I’urée avec les raies attribuées a 1685, 1627, 1460

et 1151 cm™. On peut remarquer que la base retard se fixe sur le matériau puisqu’elle est

toujours présente apres plusieurs lavages. L’excés d’urée n’est pas totalement décomposé

apres 24 heures de synthése et son adsorption sur la phase HDL est notable.

Tableau 6 : Analyses chimiques des phases (fraction molaire)

. os | [Uréel/[sels] | Zn*"/AP" | zn*'/AP" Lo | COsT | (CI+2C05™ %
Echantillons | T°C théo exp CI/Al AL VAP N
3 90 3.3 2 1.60 0,64 0,05 0,74 0,28

7 100 3.3 2 1.89 0,46 0,15 0,76 0,1

8 90 10,0 2 1.68 0,67 0,03 0,73 3,6
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Figure 13 : Spectres infrarouge des échantillons 3, 8 et de I'urée

D’apres les diffractogrammes de rayons X (Figure 14), les phases 3 et 7 présentent des

cristallinités similaires. Les paramétres de maille a, confirment des rapports Zn>"/AI’* proches

dans les structures HDL.

E Echantillons | ccalculé (&) | acalculé (&) | dcalculé (A)
= 3 (90°C) 2334 (4) 3.075 (2) 7.78

E 7 (100°C) 23.28(3) 3.073 (5) 7.76

g 8 (10) 23.37 (6) 3.072 (8) 7.79

=
M

3,3-100°C

3,3-90°C

10 20 30 20 40 50 60 70

Figure 14 : Diffractogrammes des rayons X des échantillons 3, 7 et 8 et tableau des paramétres de maille
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Par contre le dédoublement des raies de diffraction (003) et (006) et la présence d’une bande
intense 4 1360 cm™ sur le spectre infrarouge montrent que I’échange CI/COs” est plus avancé
a 100°C, comme pour les échantillons 4 (48h) et 5 (96h). Par contre pour un rapport
[urée]/[sels] croissant, la cristallinité de la phase (8) diminue. La distance interlamellaire est

identique quel que soit le taux d’urée et confirme les analyses chimiques sur la formation

d’une phase HDL majoritairement chlorée.

La RMN de I’’’Al montre la présence de 1’intermédiaire réactionnel contenant de l’Al3+Td
(61,4 ppm) pour les deux phases préparées a 90°C (3 et 8) alors que cette espece a disparu

aprés 24h de réaction a 100°C (Figure 15).

Ech.7; 100°C
- J||s,,|m / \\ \
B rtepsesro . [\ N

Iy
/ \ Ech. 3: "'\\
Ech.3: 80°C [uree}[sels]=3,3 “-v-,u,

e oo, _.__n._,__\__.,_._o—---w—n-w--r-—""”"- B B P

T T T T T T T T
120 100 &0 ED 40 20 [1 X120 100 B0 ED 40 20 u] =

déplacemeant chimigue (ppm) déplacement chimique (ppm)

Figure 15 : RMN #Al des échantillons préparés en fonction a) de la température (échantillons
3et7)etb)de [Urée]/[sels] (échantillons 3 et 8)

La raie principale avec épaulement pointé a 9 ppm est identique quel que soit le taux d’urée,
alors qu’elle s’affine nettement pour la phase préparée a 100°C. L’environnement des ions
AP’ coordinés par 6 ligands se modifie. En outre, le changement de I’anion entre les feuillets
entrailne aussi une différence au niveau de D’environnement local de 1’aluminium.
L’observation d’un pic de résonance a 13 ppm quelles ques soient les conditions de

préparation des phases HDL [Zn-Al] semble indiquer que la composition chimique Zn*"/AI**

est pratiquement imposée aprés 24h de précipitation.
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Préparation des phases [Zn,-Al-Cl] par décomposition thermique ou enzymatique de I’urée

111.3 Etude des propriétés morphologiques

Une étude par microscopie €lectronique a balayage a ¢été réalisée sur divers échantillons

préparés pour différentes conditions de préparation.
Les particules de [Zn,-Al] présentent une morphologie en forme de disque et des diameétres
supérieurs au micron. L’agrégation se fait par les faces principales et conduit a un empilement

suivant I’axe perpendiculaire aux faces.

La Figure 16 montre I’évolution morphologique des phases en fonction du temps.

Figure 16 : Clichés MEB des phases préparées a a) 8h30, b) 24h, c) et d) 196 h

Dans les conditions standards (90°C, urée/sels=3,3), ’apparition de plaquettes isolées se
manifeste aprés 24 heures de synthése (Figure 16.b). Le cliché réalisé sur 1’échantillon 1
révele un agrégat indiquant le début de formation des particules rondes. Au bout de 24h, ces
particules se détachent. Lorsque les particules sont isolées (Figure 16. b), la taille moyenne
dépasse les 3 um et leur épaisseur est approximativement de 600 nm, conduisant a un facteur
de forme de 5. Les dimensions latérales augmentent faiblement avec le temps d’ou une faible
amélioration de la cristallinité. Le diamétre des disques devient de plus en plus uniforme. Par

contre 1’épaisseur des plaquettes continue de croitre jusqu’a la fin de la synthése et atteint une
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Préparation des phases [Zn,-Al-Cl] par décomposition thermique ou enzymatique de I’urée

¢épaisseur proche de 1 um. En réalisant un grandissement sur les faces latérales des particules,
on observe que 1’augmentation se manifeste par un empilement de plaquettes d’épaisseur

avoisinant 100 nm (Figure 16. d).

En accélérant la vitesse d’hydrolyse de l'urée, la taille des particules diminue alors que
1I’épaisseur évolue peu (Figure 17). Le tableau révele les dimensions des particules élaborées a

100 °C et pour un rapport urée/sels = 10 (Figure 17).

pre&iils ¢ 1"0

Paramétres Diamétre du dizque Epaisseur
Uréefsels = 10 %2 pm %1 pm
T=100°C 22,5 pm 1,22 pm

Figure 17 : Clichés MEB et tailles des particules des échantillons 7 et 8

La taille des particules’ est fonction de la concentration et du nombre de germes selon
I’équation L = (Cv/8N)"” ou C est la concentration, v le volume moléculaire et N le nombre
de cristaux. Lorsque la vitesse d’hydrolyse est accélérée, provoquée par une augmentation de
la température ou par une concentration en urée plus élevée, la vitesse de nucléation est
favorisée. Par conséquent, le nombre de nuclei augmente et d’apres 1’équation la taille des
particules diminue. Apreés nucléation, la vitesse d’hydrolyse de I'urée n’est toutefois pas
suffisante pour générer la formation d’une nouvelle série de germes; la croissance des

particules est alors favorisée.
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I11.4 Discussion sur la formation de la phase HDL [Zn-Al]

Le procédé de précipitation des Hydroxydes Doubles Lamellaires par hydrolyse thermique de
I’urée met en jeu un nombre important d’espéces en solution et d’équilibres chimiques
correspondants :

1) la décomposition de I'urée :
CO(NH,); + H,0 — NH4 + NH,COO
NH,COO™ + H,0 — NH;" +COs™

2) les équilibres de dissociation des acides :
H,CO;+ H,0 — HCO;” + H;0"  pK;=6,35
HCO; + H,0 — COs* + H;0"  pK,=10,35
H,O0+H,0 — OH + H;0" pK, =140

3) les précipitations des hydroxydes métalliques :

A" + 30H — AIl(OH); pKs (AI(OH)3) = 33
Zn*" + 20H — Zn(OH), pKs (Zn(OH),) = 16,7
270" + AP + 60H + CI' — Zn,Al(OH)sCl.nH,0 pKs (?)

270" + AP + 60H + 0.5C05" —  ZnpAl(OH)s(COs).5.nH,0 pKs (?)

La détermination des concentrations des espéces en solution devrait nous permettre de
proposer un mécanisme de formation de la phase HDL. Cela passe avant tout par la
détermination des rapports [OHJ/[AI’"] et [OH]/[Zn?"]. Malheureusement, la relation [OH]
= f(pH) n’est pas facile a déterminer du fait de la difficulté¢ a quantifier les espéces dans un
milieu hétérogéne et de la multiplicité des €quilibres chimiques en présence. Par ailleurs, la
spéciation de AI'* en solution aqueuse reste mal identifiée pour ces milieux complexes et
d’autres équilibres chimiques non identifiés peuvent intervenir.

Cependant, I’analyse des courbes de pH en fonction du temps nous permet de tirer un certain
nombre de conclusions. Lors de la réaction d’hydrolyse de ’urée, le pH de la solution s’¢leve.
L’augmentation du pH est provoquée par la libération des ions HCOs3™ et OH issus de la
décomposition de la base. Certains facteurs peuvent controler la vitesse d’hydrolyse de I'urée.
En augmentant la température ou la concentration en urée, la libération d’ions OH" est
accélérée. Les réactions de condensation des hydroxydes métalliques, moins rapides, n’ont
pas le temps de les consommer, la valeur de pH augmente brutalement. La précipitation a lieu

dans des conditions de concentrations ¢élevées en ions [OH']. Dans le cas de I’hydrolyse d’une
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solution d’urée pure, le pH est tamponné par la présence des différentes espéces a une valeur

constante d’environ 7,9.

Dans les conditions standards de synthese utilisées ([sels] = 1M, [urée]/[sels] = 3,3 et T =
90°C), différentes étapes ont pu étre observées. Lors de 1’ajout des sels métalliques a la
solution d’urée, la solution est acidifié¢e a pH~2,2. La précipitation des hydroxydes
métalliques provient de la consommation des ions OH" par les cations qui forment alors des
précurseurs de charge nulle, réactifs pour les réactions de condensation. Au cours de ces
réactions de neutralisation, le pH de la solution se stabilise a des valeurs inférieures au pH
d’hydrolyse de l'urée seule. La neutralisation procéde par étape, les ions Al(H,O)s ™
réagissent en 1%, suivis des ions Zn(H,0)s”". Il se forme d’abord un gel riche précurseur de la
phase boehmite (AIOOH). Les déplacements chimiques de la RMN *’Al, a 61,4 ppm et 8,45
ppm, suggérent la présence d’une espéce aluminate contenant respectivement des ions AI’" en
environnement tétraédrique et octaédrique. La présence simultanée de ces deux
environnements met en ¢évidence la formation du polycation d’aluminium
[AIO4A112(OH)24(H20)12]7+, (Aly3), déja proposée dans la littérature!”> 2. Ce polycation
provient de la condensation de 4 trimeéres [A13(OH)7(H20)6]2+ et 1 monomére Al(H,0)¢™" pour
un taux d’hydrolyse h/Al=2,33. Le mécanisme de condensation procéde par des réactions
d’olation, mettant en jeu des précurseurs aquo-hydroxo, catalysées par les ions H', suivie

d’une réaction d’oxolation :

AI(OH) + Al(H,0) — AI-OH-Al + H,O

A h > 2,46, on a précipitation d’une phase amorphe de pseudo-boehmite. A cette étape, Alry
est transformé en Alpn. La densité de charge des ions AI** favorise la dissociation acide par
formation de groupements oxo. On évolue alors vers une phase oxo-hydroxo plutdt que vers
une phase hydroxo pure de type Al(OH);, bayerite ou gibbsite, obtenues généralement a des
pH plus élevés.
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Figure 18: Réaction de condensation pour les phases de type a) brucite (ou HDL) et b) boehmite

La réaction de condensation implique des associations de trimeres [AL,O(OH)3(H,0)o]*" & 90°
avec formation de ponts oxo (Figure 18).

En prolongeant 1’hydrolyse de I’urée, et par conséquent 1’¢lévation du pH, I’Hydroxyde
Double Lamellaire se forme trés rapidement. Vers un pH de 4, les oligoméres de Zn*",
principalement Zn(H,0)s>", réagissent avec les polycations d’aluminium. La nucléation est
rapide, la concentration de base dans le milieu est réduite considérablement. La condensation
se fait la encore par des réactions d’olation. La phase [Zn-Al] reste encore minoritaire. Les
diffractogrammes montrent un matériau peu cristallisé. L hydrolyse de I'urée se poursuit a
une vitesse relativement faible, les ions OH™ sont alors consommés avec les cations
métalliques par la croissance cristalline des plaquettes. Dans les conditions d’hydrolyse lente
de I'urée utilisée, la phase [Zn-Al-Cl] précipite en premier. Dans ces conditions de pH acide
(pH < 4,5), ’espece carbonatée majoritaire est HCO3™ (pKa;(CO/HCO3") = 6,35) et le rapport
CI/HCOs' reste largement supérieur a 1,0 car la température élevée en favorisant le dégazage
de CO; déplace I’équilibre vers la réduction de [HCOs']. La loi d’action de masse favorise
I’intercalation des ions chlorures. En fin d’hydrolyse, le pH dépasse 5,95 apres 48 heures et
atteint 6,8 & 192 heures, les ions carbonates (CO;”) apparaissent dans la solution, leur grande
affinité pour la structure HDL entraine I’échange anionique des chlorures. Les différentes
techniques de caractérisation (DRX, FTIR) révelent 1’intercalation progressive des carbonates
dans le matériau. Le mécanisme d’intercalation met en évidence des domaines bien ordonnés
contenant des quantités variables d’anions CI et CO3> co-intercalés. Nous n’avons pas mis en
évidence ici d’effets de stade comme I’ont montré D. O’Hare et coll* pour la co-intercalation

d’anions organiques dans les phases [Li-Al].

* A. M. Fogg, J. S. Dunn, D. O’Hare, Chem. Mater., 10, 1998, 356-360
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En augmentant la quantité d’urée en solution, on pouvait s’attendre a favoriser la formation de
I’HDL. Or, I’excés d’urée provoque son adsorption a la surface des cristallites en construction
et empéche I’obtention d’une phase HDL pure et idéalement cristallisée. Les caractérisations
effectuées sur le matériau révelent la présence d’une quantité mineure d’hydroxyde
d’aluminium amorphe et un abaissement de la cristallinit¢ de ’'HDL. Le matériau préparé a
100°C montre une cristallinité 1égérement inférieure a celle de la phase préparée dans les
mémes conditions mais a 90°C et une pureté plus prononcée. L’augmentation de la
température favorise la carbonatation de I’HDL. En comparant, les deux études a 90 et 100°C,
la phase obtenue a plus haute température se comporte comme une phase préparée a 90° avec
un temps de murissement deux fois plus long. Dans le cas d’un exces d’urée, la phase obtenue
contient majoritairement des ions chlorures alors que les valeurs de pH sont plus élevées. La
présence de molécules d’urée dans la structure HDL empéche 1’échange ionique C1/COs>. En
effet, la phase HDL [Zn-Al-COs;] présente une structuration optimale des domaines
interfeuillets et de la surface des cristallites par un réseau compact d’ions CO;> en
interactions avec des molécules d’eau. Le réseau de liaisons Hydrogeéne se développe sur
toute la surface des feuillets. Dans le cas de la phase HDL [Zn-Al-Cl] le réseau CI/H,O est
beaucoup moins compact, la distance interlamellaire est plus élevée, les molécules d’urée
peuvent entrer en interaction avec les ions Cl™ et les OH des feuillets. Les molécules d’urée

stabilisent le réseau C1/H,O et la phase [Zn,-Al-Cl].

IV Synthése de [Zn>-Al-Cl] par décomposition enzymatique de

l’urée

La précipitation des HDL étant possible par décomposition de 1’urée, il nous est apparu
original et source de résultats nouveaux de pouvoir utiliser la voie enzymatique pour la
décomposition de 1’urée. L’objectif de cette ¢tude est donc d’¢laborer des Hydroxydes
Doubles Lamellaires par un procédé de type biominéralisation en utilisant 1’uréase, protéine
active pour I’hydrolyse de l’urée. Des modifications importantes de morphologie sont a
attendre pour les matériaux HDL ainsi préparés. Ce travail explore pour la premiére fois un
procédé de biosynthese des phases HDL. La comparaison avec la précipitation par hydrolyse
thermique de 1’urée est intéressante car les conditions de chimie douce sont trés différentes en
terme de température dans les deux cas. Au-dela de l'intérét purement « synthése de
matériaux a morphologie contrélée », la démonstration qu’une biomolécule peut maintenir

son activité au cours de la formation d’une phase HDL ou de I’interaction avec cette phase
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HDL ouvre des perspectives trés intéressantes pour 1’élaboration de matériaux bio-

inorganiques selon un procédé « one-pot ».

IV.1 Synthése

Nous nous sommes intéress€s, dans un premier temps, a 1’action de différents parametres sur
la formation de [Zn,.Al]. L effet de la concentration en urée ou en uréase, le temps de réaction

et I’activité enzymatique ont été examings.

Le protocole utilis¢ est le suivant :

20 ml d’une solution de chlorures de zinc et d’aluminium dans un rapport Zn>"/AI’" = 2 et de
concentration totale en cations métalliques 0,1 M sont ajoutés dans une solution d’urée telle
que les rapports [urée]/[sels] soient égaux a 3,3, 10,0 et 20,0. Puis pour activer 1’hydrolyse de
I’urée, une quantité variable d’uréase (5, 10 et 20 mg) a été¢ mise dans le milieu réactionnel.
La solution est agitée entre 2 a 12 jours sous atmospheére inerte. Le précipité obtenu est alors
centrifugé, lavé deux fois dans de I’eau décarbonatée puis séché a température ambiante. Les

activités enzymatiques des jack bean uréases utilisées sont : 54,2 et 22,8 unité/mg.

IV.2 Etude des parametres influencant la synthese
IV.2.1 Effet de la concentration d’uréase

Les produits obtenus ont été réalisés avec des quantités différentes d’uréase a 54,2 unité/mg
(5, 10 et 20 mg). Les conditions expérimentales sont les suivantes : [urée]/[sels]=3,3 et 2 jours

de synthése.

Lors de la décomposition de I'urée par 1’uréase (Figure 19), I’évolution du pH est beaucoup
plus rapide que pour I’hydrolyse thermique de 1’'urée. Aucune étape de précipitation n’est
mise en évidence sur le profil de pH. Les courbes obtenues s’apparentent plus au cas de
I’hydrolyse thermique de I'urée a 100°C ou avec un exces d’urée. Le doublement de la
quantité¢ d’uréase a un effet modéré sur la vitesse d’hydrolyse. Le pH final atteint des valeurs
comprises entre 6 et 7, similaires aux valeurs obtenues pour I’hydrolyse thermique (6,80 a

192h).
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Figure 19 : Evolution du pH d’une solution aqueuse d’urée en fonction de la quantité d’uréase

Dans le cas de la bio-précipitation des phases HDL, les diffractogrammes X montrent pour les

faibles taux d’uréase (5 et 10 mg) la co-existence de deux phases mal cristallisées, boehmite

et HDL (Figure 22) alors que pour 20 mg d’uréase uniquement la phase boehmite est obtenue.

En effet, dans ces conditions de pH, la formation de I’hydroxyde d’aluminium est encouragée.

La distance interlamellaire de la phase HDL précipitée (7,5 A) indique la formation d’une

phase carbonatée.

intensité relative

+ Boehmite
O HDL

uréase 1

absorbance

28

T T T T
70 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

longueur d'onde cm™

Figure 20 : i) Diffractogrammes X et ii) Spectres infrarouge des phases préparées

avec a) 5 mg, b) 10 mg et ¢) 20 mg d’uréase

Pour confirmer la présence de la phase [Zn-Al-COs], les matériaux ont été analysés par

spectroscopie infrarouge. La Figure 20 ii) c) révele les bandes de vibrations du réseau HDL

attribuées aux liaisons M-O (841 a 647 cm™) et O-M-O (427 cm™). L’augmentation de la

94



bande a 427 cm™ suggére que la formation du feuillet HDL est favorisée par I’augmentation
de la quantité d’uréase. Curieusement, le diffractogramme de cet échantillon ne révéle pas la
présence d’une phase HDL. Cependant on observe vers 60° en 20, la présence d’une raie
souvent identifiée par les phases HDL comme la réflexion (110). Par ailleurs, la bande a 1360
em™ caractéristique de la vibration v; des carbonates informe sur la nature de I’anion
intercalé. Une bande intense a une fréquence située vers 950 cm™ est attribuée a la phase
d’hydroxyde d’aluminium. Ces résultats corroborent la diffraction des rayons X dans laquelle,
la précipitation de deux phases mal cristallisées est observée. En améliorant la précipitation de
I’HDL, la phase riche en aluminium s’estompe et I’intercalation de carbonates entre les
feuillets HDL est incitée. 11 faut noter, toutefois, I’adsorption de 1’uréase par la matrice. Les
bandes™ observées a 1652 et 1543 cm’ correspondant aux modes d’étirement et de
déformation de C=0 (amide I) et N-H (amide II), respectivement ont pu étre identifiées. La
présence de I’enzyme dans le matériau sera discutée a la fin de ce chapitre. La concentration
d’enzyme ne semble pas étre un parameétre prépondérant. Il est possible que les conditions

expérimentales ne soient pas optimales.

IV.2.2 Effet du temps

Dans ce travail, les conditions expérimentales sont similaires a celles de 1’étude précédente.
Différentes phases ont été comparées a 2, 6 et 12 jours de réaction par précipitation avec 20

mg d’uréase.

Les diffractogrammes des rayons X identifient la présence d’une phase [Zn-Al-COs] des 6
jours de précipitation (Figure 21). En favorisant le mirissement, la cristallinit¢ du matériau
est améliorée. Mais la précipitation d’hydroxyde d’aluminium amorphe est aussi mise en
évidence au début de la synthése et s’atténue en fonction du temps. Avec une distance inter-
reticulaire d;jo identique (d;;0 = 1,528 A), les phases obtenues au bout de 6 jours et 12 jours

présentent le méme rapport molaire Zn>*/AI**

. La phase HDL précipite entre 2 et 6 jours, au-
dela la disparition de la phase amorphe boechmite indique qu’on a atteint I’étape de

murissement du matériau.

39 K. Ogura, Analytica Chimica Acta, 384, 1999, 219
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Figure 21 : i) Diffractogrammes X et ii) Spectres infrarouge des phases préparées pour un mdrissement
de a) 2, b) 6 et ¢) 12 jours et d) [Zn,-Al-COs] coprécipitée

La spectroscopie infrarouge confirme ces observations (Figure 21). L’augmentation de
I’intensité de la bande de vibrations O-M-O a 427 cm™ et I’affinement des raies entre 500 et
800 cm™ confirment la formation d’une phase hydroxyde double lamellaire de plus en plus
structurée. La bande de vibration des (COs>) s’intensifie indiquant que la phase se carbonate
progressivement avec le temps. Il est a noter que 1’uréase est toujours piégée dans la matrice

inorganique.

La transformation de la phase amorphe d’hydroxyde d’aluminium en phase HDL [Zn-Al] est
beaucoup plus lente que dans le procéd¢é d’hydrolyse thermique, malgré les conditions de pH

favorables. La température de la solution apparait étre un facteur clé dans cette réaction.

IV.2.3 Effet de la concentration d’urée

L’effet de la concentration d’urée a été évalué dans les conditions suivantes : 10 mg d’uréase
et un temps réactionnel de 2 jours. Différentes phases ont été comparées lors de la préparation

d’hydroxydes doubles lamellaires en utilisant un rapport [urée]/ [sels] = 3,3, 10 et 20.

Quelle que soit la concentration d’urée mise en solution, les courbes de pH en fonction du
temps sont pratiquement superposables (Figure 22). On montre ici 'importance de 1’effet
tampon du milieu qui atteint rapidement un plateau de [H'], quelle que soit ’évolution des

concentrations des autres especes.
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Figure 22 : Evolution du pH en fonction de la concentration d’urée

Les diffractogrammes des rayons X confirment la précipitation de 1’hydroxyde double
lamellaire (Figure 23.a). La cristallinit¢ du matériau est fortement influencée par la quantité
de base ajoutée. L’augmentation de la quantité d’urée en solution conduit a une libération
accrue d’ions OH’, agents de précipitation de I’HDL. Il est donc évident que I'uréase répond a
ces changements de concentrations. L’enzyme reste active durant le procédé de précipitation.
L’¢étape de croissance cristalline intervient plus rapidement aussi. La présence d’impureté

amorphe de type boehmite est cependant toujours identifiée.
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Figure 23 : a) Diffractogrammes X et b) Spectres infrarouge des phases préparées a 2 jours de réaction
pour des rapports [urée]/[sels] égales a a) 3,3, b) 10 et c) 20 et spectre infrarouge d’une phase [Zn-Al-
COs] coprécipitée
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La position de la raie (110) n’est pas modifiée par ces changements de concentration d’urée,
le rapport molaire Zn**/AI’* est fixé dés le début de la réaction, comme nous I’avons déja

montré dans 1’étude précédente.

Les spectres infrarouge sont caractéristiques des hydroxydes doubles lamellaires (Figure 23.
b). L’affinement des raies suggeére une amélioration de la cristallinit¢ provoquée par une
organisation plus développée du matériau. La raie caractéristique des carbonates a 1360 cm™

augmente avec 1’ajout de I’urée comme attendu.

Malgré un diffractogramme de rayons X qui révele la présence plus soutenue de la phase
HDL ([urée]/[sels]= 20), la bande a 950 cm™ observée sur le spectre infrarouge est trés
intense. En outre la bande a 427 cm™ caractéristique de la vibration M-O est absente. Il est
possible que dans ces conditions d’exceés d’urée, la phase majoritaire soit de 1’hydroxyde

d’aluminium.

Comme précédemment, la présence de I’enzyme immobilisée sur le matériau est confirmée.

IV.2.4 Effet de I’activité enzymatique

Les hydroxydes doubles lamellaires ont été préparés dans les conditions suivantes :
[urée]/[sels] = 20, 10 mg d’urée et 2 jours de syntheése. Les uréases utilisées ont des activités

enzymatiques différentes : 22,8 unité¢/mg (U 5) et 54,2 unité/mg (Usa2).

L’activité enzymatique de ’uréase est un parametre qui modifie fortement le profil de pH au
cours de la réaction (Figure 24). Pour une activité de 54,2 unité/mg (soit une décomposition
de 54,2 pmole d’urée/ min/mg d’uréase), le pH final de précipitation est atteint apres 3 heures
de synthése, alors que pour une activité deux fois moins grande, I’hydrolyse de 1'urée est
ralentie entrainant 1’obtention du pH final plus tardivement. Dans ce cas, I’étape de
précipitation initiale est clairement observée. La cinétique de précipitation est fortement

ralentie.
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Figure 24 : Evolution du pH en fonction de I’activité enzymatique de I’'uréase

En absence d’ions métalliques en solution, le pH du systéme Uréase/Urée atteint une valeur
de 11. Pour un systéme contenant des ions Zn(II), le pH de fin de réaction n’excede pas 6,5.

L’effet inhibiteur du cation Zn>" sur I’activité de 1’uréase pourrait expliquer ces limitations de

pH.

Pour confirmer la diminution de D’activité enzymatique, nous avons suivi la vitesse de
3 + A \ r o .
relargage des ions NH4 grace a une électrode spécifique. La Figure 25 montre une forte

diminution de I’hydrolyse de 1’urée en présence d’ions métalliques, caractérisée par une perte
de 72 % de ’activité enzymatique.
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Figure 25 : Relargage de NH," en présence ou non de sels métalliques
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Les analyses chimiques ont été réalisées sur ces deux matériaux. Le Tableau 7 répertorie les
compositions en fraction molaire. Nous pouvons constater que les rapports Zn/Al sont tres
loin du rapport théorique de 2. Cependant, le rapport est amélioré avec une activité
enzymatique plus élevée suggérant que la phase HDL est plus importante. D’apres les
résultats, si on considére la formation d’une phase HDL de composition [Zn,-Al-Cl], on

obtient un rapport HDL/AI(OH); égal a 3/7.

Tableau 7 : Analyses chimiques des phases synthétisées

Activité en 5 C/N
_ Zn/Al (théo) Zn/Al Cl/Al CO;7 /Al
unité
22,8 2 0,23 0,041 négligeable 2,2
54,2 2 0,59 négligeable 0,13 6,6

L’analyse du rapport C/N pour les deux phases, préparées respectivement par Uz g et Usgs
montre que dans le premier cas sa valeur se rapproche plutét de la valeur théorique
correspondant a la molécule d’urée alors que pour la derniére phase il s’explique par

I’immobilisation d’uréase dans la matrice. En effet pour 1’uréase, le taux C/N est de 5,24.

Les diffractogrammes des rayons X montrent que la cristallinit¢ des phases HDL préparées

est affectée par I’activité enzymatique de 1’uréase (Figure 26).
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Figure 26: a) Diffractogrammes des rayons X et b) Spectroscopie infrarouge des HDL obtenus avec des
activités enzymatiques différentes a) 22,8 et b) 54,2 unité/mg

Pour une activité de 22,8 unité/mg, malgré un pH de 5,8 pour lequel la phase HDL précipite
dans les conditions d’hydrolyse a 90°C, ici la phase amorphe boehmite est largement

majoritaire. La présence de 1'uréase en solution, seul parameétre différent, empéche la
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Préparation des phases [Zn,-Al-Cl] par décomposition thermique ou enzymatique de 1’urée

précipitation des cations Zn®" a ces concentrations en ions OH". Les ions Zn*" peuvent étre
mobilisés a la surface de I’enzyme prés des sites de complexation des carboxylates des résidus
aspartates, glutamates ou bien des groupements amines de surface (arginine, lysine, histidine,
asparagine, glutamine, sérine et thréonine). En outre, les métaux lourds ont tendance a se

complexer avec la cystéine, acide amin¢ acteur de 1’activité enzymatique.
Pour la phase préparée avec une activité d’uréase de 54,2 unité/mg, le spectre infrarouge et la

diffraction des rayons X confirment la formation d’une phase [Zn-Al-COs] (Figure 26).

IV.3 Etude morphologique

Les clichés de microscopie électronique ont été réalisés sur les phases préparées en 2 et 12
jours avec un rapport [urée]/[sels] = 3,3 et les phases préparées avec des activités différentes

d’uréase avec un rapport [urée]/[sels] = 10 (Figure 27).

Figure 27 : Clichés MEB de la phase préparée a) en deux jours et b) en douze jours pour un rapport
[urée]/[sels] = 3,3 et avec une activité de c) 22,8 et d) 50,4 pour un rapport [urée]/[sels] = 10
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Contrairement aux phases préparées par hydrolyse thermique, on n’observe pas précisément
les particules individuelles. Aprés deux jours de synthése ou pour I'utilisation d’uréase de
faible activité (Uazg), 1l ne s’est formé que des agrégats. Cependant en 12 jours, il apparait a
certains endroits des particules. Cette observation est plus nette pour la phase préparée avec
un exces d’urée et une meilleure activité d’enzyme. L’amélioration de la cristallinité et de la

formation d’HDL entraine 1’identification de particules.

Une étude par microscopie électronique a transmission couplée a la diffraction électronique et
a PEDX sur cette derniére phase a révélé la présence de particules HDL cristallisées pour un
rapport Zn/Al proche de 2 (Figure 28). Cependant, il apparait aussi la présence de phases
riches en aluminium avec des rapports Zn/Al compris entre 0,3 et 1 (Figure 29). Ces résultats
corroborent les études structurales (diffraction des rayons X et infrarouge) effectuées
préalablement sur ce matériau.
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Figure 28 : Images et caractérisation sur une phase préférentiellement HDL

e

‘ 0,3 <Zn/Al< 1

L)

] 1 ] L] ]

5 /
0.5 pm M

Figure 29 : Images et caractérisation sur une phase préférentiellement hydroxyde d’aluminium

La présence d’uréase entraine une modification structurale. Dans les conditions de travail,
I’uréase est chargée négativement (p.i.e = 5,6) et peut donc par réaction d’échange anionique
venir s’adsorber a la surface de 1’argile. Ce phénoméne peut entrainer la formation d’agrégats
hybrides HDL/uréase et par conséquent empécher la croissance du matériau. Cette diminution

de ’activité enzymatique ne favorise pas la décomposition de I'urée nécessaire cette fois-ci au
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mirissement du matériau précipité. La présence de I'uréase sur la croissance des particules
peut avoir un effet limitant. Ces résultats expliquent la faible cristallinité de [Zn-Al] dans ces

conditions de synthése.

IV.4 Discussion

On observe, de maniére similaire a la précipitation de la phase HDL [Zn,-Al-Cl] par
hydrolyse thermique de 1’urée, la succession des étapes de précipitation de la phase amorphe
boehmite et sa transformation en HDL. Pour le procédé de biominéralisation qui se déroule a
température ambiante, ces étapes interviennent dans des domaines de pH plus élevés que pour
le 1% procédé. Il semble donc que I’activation thermique joue un role fondamental dans la
réaction entre les gels amorphes d’hydroxyde d’aluminium et les cations divalents pour le 1
procédé. La co-existence des deux phases inorganiques se manifeste dans différentes
conditions de préparation. Pour favoriser, la formation et la cristallisation de ’HDL, on peut
agir sur plusieurs parametres :
- utiliser de I’'uréase ayant une activité élevée,
- laisser la réaction se dérouler au-dela de 6 jours en prenant soin de ne pas perdre
I’activité enzymatique (on peut envisager de travailler a des températures proches de
0°0),

- augmenter les concentrations en urée.

Pour résumer, la formation d’hydroxydes doubles lamellaire est plus complexe puisqu’elle
dépend de I’activité enzymatique de 1’enzyme. L’inhibition générée par la présence des
cations limite la précipitation de la phase HDL. En outre, I’enzyme s’adsorbe sur les

particules empéchant la croissance cristalline.

V Extension des syntheses a d’autres systemes HDL [M"-M"]

L’optimisation des conditions de coprécipitation de la phase HDL [Zn-Al] par hydrolyse de
I’urée par voie enzymatique ou thermique, nous a permis d’étendre ces procédés a la
préparation d’autres phases HDL, notamment [Mg-Al], [Co-Al] et [Ni-Al].

Les mémes protocoles expérimentaux décrits dans les paragraphes précédents ont été utilisés

pour ces systémes chimiques.
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V.1 Hydrolyse thermique

V.1.1 Effet des ions métalliques en solution

Cette étude concerne la préparation de plusieurs phases telles que [Mgs-Al]%, [Cos-Al], [Ni,-

Al] et [Zn3-Al] a 90°C, pour un rapport [urée]/[sels] =3,3 pendant 24 heures.

La vitesse de décomposition de 'urée est influencée par la nature des ions métalliques

divalents (Figure 30).
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Figure 30 : Evolution du pH en fonction des cations métalliques divalents

Comparée a la formation de la phase [Zn-Al], pour les autres systémes les cinétiques de

précipitations sont plus rapides. Le Tableau 8 récapitule les différentes étapes réactionnelles

pour les quatre systémes [M"-Al] étudiés en mentionnant les temps initial et final de chaque

étape et le pH final. Lors de la synthése en présence d’ions Zn®", on observe deux étapes de

;e s . , . 2+ 2+ 2+ . A
précipitation alors qu’en présence des autres ions Mg~, Ni® et Co™", il apparait une seule

¢tape indiquant que ces cations métalliques consomment les ions hydroxyles a des pH

supérieurs a 5.

Tableau 8 : Identification des différentes étapes de la formation des phases [M'"-Al] par hydrolyse

thermique de I'urée

Régions | 1 11 \Y \Y VI
Temps- | pH | Temps- | pH | Temps- | pH | Temps- | pH | Temps- | pH | Temps- | pH
(h) (h) (h) (h) (h) (h)
[Zn-Al] 0-2 1,8 1 2-65 1| 2,7 6,5-9 3,8 9-11 42 | 11-13 5 13-24 | 52
[Ni-Al] 0-1 2 1-2 2,11 | 2-3,5 2,6 3,5-5 2,6 5-9 5,2 9-24 55
[Co-Al] 0-2 0,7 2-6 2,6 6-9 5,4 9-24 5,6
[Mg-Al] 0-1 0,4 1-5 1,4 5-7 5,3 7-24 6,3
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Ces matériaux ainsi que la phase [Zn3-Al] ont été analysés pour déterminer leur composition

chimique. Le Tableau 9 récapitule les différentes fractions molaires.

Tableau 9: Analyse chimique des phases préparées

Echantillons [Mg-Al]l | [Co-Al] | [Ni-Al]l | [Zn-Al] | [Zn-Al]
M'/M™ théor. 2 2 2 2 3
MMM Exp. 0,17 1,82 2,84 1,60 1,95
Cl/AP - 0,086 0,69 0,64 0,55
COs“IAF* 0,28 0,56 0,14 0.05 0,26
(CI'+2CO5%)/AF? 0,56 1,2 0,97 0.74 1,07

Pour la phase [Mg/Al], le rapport M"/M" est trés inférieur au rapport initial en sels
métalliques. Le domaine de coprécipitation des phases HDL [Mg-Al] par la méthode standard
a pH constant est de 8,5°'. Dans nos conditions, le pH atteint 2 90°C une valeur maximale de
6,5. Par conséquent, la précipitation de la phase HDL n’est pas favorisée. La quantité
d’hydroxyde d’aluminium majoritaire diminue le rapport expérimental Mg/Al. Les autres
cations divalents précipitent en hydroxyde métallique dans des domaines de pH proches de 7
ce qui explique ’augmentation du rapport R. Les systemes [Co,-Al] et [Zn,-Al] présentent
des rapports légerement déficitaires en cations divalents, dus a des précipitations incomplétes
de Co® et Zn*" ou a des compositions HDL sous-stoechiométriques en cations divalents.
Dans le cas des systtmes HDL [Zngr-Al], il a ét¢ démontré au laboratoire que la
coprécipitation était totale pourvu que le pH de coprécipitation augmente proportionnellement
a la teneur en Zn*". C’est pour cela que les phases & R = 2,0, 3,0 et 4,0 sont généralement
préparées aux pH de 7,0, 8,5 et 9,5 respectivement. On peut noter que par hydrolyse
thermique de I’urée, le pH n’excédant pas 5,2, il est difficile de préparer des phases de
rapports Zn>/AI’" supérieurs 4 2,0. C’est ce que confirme le tableau 9. Toutefois, la
préparation de la phase HDL de composition idéale R=2, peut étre obtenue si la quantité de
zinc en solution est plus importante que la composition souhaitée. Nous n’avons pour I’instant
pas d’explication pour le rapport inattendu et exceptionnellement élevé Ni*"/AI’" = 3 obtenu

pour la phase a base de nickel.

3! Alice Roland, Thése, Université Montpellier 11, 2002
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Le degré de carbonatation des phases HDL est variable selon la matrice [M"-Al]. Les valeurs
supérieures relevées pour les phases [Mg;-Al] et [Co,-Al] sont expliquées par les différences
de cinétique de précipitation et des conditions de pH final plus élevées. Pour les phases

formées a des pH légerement plus acides, les ions intercalés sont majoritairement des

chlorures.

D’aprés les analyses chimiques, I'urée a totalement réagi lors de la préparation des phases

[Nir-Al], [Cor-Al] et [Zns-Al].

V.1.2 Etude structurale

Les diffractogrammes des rayons X révelent la formation de phases HDL trés bien

cristallisées (Figure 31).
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Figure 31 : Diffractogrammes des rayons X a) [Mg,-Al], b) [Co,-Al], ¢) [Ni,-Al], d) [Zn,-Al] et e) [Zns-Al]

Tableau 10: Paramétres de maille affinés dans le systéme R-3m pour les phases [M''z-Al]

HDL [Mg,-Al] [Co,-Al] [Nip-Al] [Zny-Al] [Zns-Al]
a(A) 3.022(2) 3.061(2) 3.040(2) 3.074(7) 3,079 (6)
c(A) 22.41(1) 22.59 (2) 23.56 (2) 23.29 (5) 23,22 (4)
d(A) 7.47 7.53 7.85 7.76 7,74

Les diffractogrammes des phases obtenues ne sont pas représentatifs des analyses chimiques
discutées précédemment. En effet, ils sont caractéristiques de phases HDL de cristallinité
¢levée (Tableau 10), comparativement aux phases préparées par les méthodes standards et ne

rendent pas compte de la présence de phases amorphes hydroxydes d’aluminium, méme dans
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le cas du systéme [Mg,-Al]. On doit en déduire que cette phase amorphe AI(OH); ou AIOOH
doit étre fortement dispersée entre les cristallites d’HDL. Il faut noter qu’il est difficile, méme

par cette méthode, d’obtenir une phase HDL [Ni,-Al] ordonnée.

Deux tendances apparaissent. Les distances interlamellaires des phases [Zn3-Al], [Zny-Al] et
[Ni-Al] sont respectivement de 7.74, 7.76 et 7.85 A et suggérent I’intercalation majoritaire
d’anions chlorures. Pour les phases [Mg,-Al] et [Co,-Al], les distances de 7,53 et 7,47 A sont
caractéristiques de la présence de carbonates entre les feuillets. Ces résultats confirment les

.. .. . - 2.
analyses chimiques en terme de composition en anions Cl” et CO3;”".

V.1.3 Etude morphologique

Les clichés de microscopie électronique a balayage et a transmission pour les différentes

phases pour un rapport M"/M"'= 2 sont regroupés dans la Figure 32.

En accord avec la littérature, les phases [Mg-Al], [Co-Al] et [Zn-Al] montrent la formation
de particules individuelles et de tailles supérieures a 1um. Cependant, la forme differe. Les
phases [Mg-Al] présentent des particules hexagonales et de taille uniforme de 2 um. Une
morphologie plus ronde apparait pour les deux autres phases. L’HDL [Co-Al] présente des
particules plus petites entre 0,75 et 1,5 um et individuelles. La nature du cation divalent joue
sur les phénoménes de nucléation et de croissance. En effet, la présence de Ni*™ empéche la
précipitation de grosses particules individuelles. Il se forme des particules de 200 nm agrégées
en forme de «rose des sables ». Le comportement particulier des phases au Nickel est a
associer a sa capacité a complexer 'urée, mise en évidence d’ailleurs dans le complexe
intermédiaire Uréase-Urée. Il est donc raisonnable de penser que 1’urée par ses propriétés de
complexation des ions Ni*" limite leur condensation au cours de la réaction de précipitation et
empéche la croissance cristalline. L’analyse par spectroscopie UV-Visible en solution

pourrait nous permettre de le confirmer.
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Préparation des phases [Zn,-Al-Cl] par décomposition thermique ou enzymatique de 1’urée

Figure 32 : Microscopie & balayage des matrices HDL a) [Mg-Al], b) [Co-Al], c) [Ni-Al] et d) [Zn-Al]

En conclusion, la précipitation des phases HDL par cette méthode permet de synthétiser des

particules de dimensions trés homogenes.

V.2 Hydrolyse enzymatique

La précipitation d’une phase [Zn,-Al-COs3] par décomposition enzymatique de 1’urée a été
mise en évidence et présentée dans le paragraphe IV. Cette méthode de synthése a été
développée pour la formation de diverses matrices telles que [Mg,-Al], [Co,-Al], [Nip-Al],
[Cuy-Cr], [Zn,-Cr]. D’apres les études réalisées précédemment, un des facteurs décisifs pour
synthétiser les phases HDL les plus pures est la concentration d’urée. Le protocole que nous
allons utiliser est le suivant: 10 mg d’uréase, rapport [urée]/[sels] = 20 et deux jours de
synthése. L’activité enzymatique de la jack bean uréase est d’environ 22,8 unité/mg

d’enzyme.
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V.2.1 Effet des cations

Dans cette ¢tude, le pH final de fin de réaction a été¢ mesuré et récapitulé dans le Tableau 11.

Tableau 11 : pH final pour les différentes matrices étudiées

Matrices Urée [Mg,Al] [Co,Al] [NiAl] [ZnyAl] [CuyCr] [Zn,Cr]

pH final 11 9,8 9,7 9,7 6,5 9,8 9,6

Pour les différents systeémes étudiés, les valeurs du pH final de réaction se rapprochent de
celle de 'uréase a 11, a I’exception du systéme [Zn,Al], dont le pH n’excede pas la faible

valeur de 6,5.

La présence de métaux lourds dans des solutions d’uréase entraine I’inhibition de 1’enzyme
par fixation avec la cystéine. Cependant, la désactivation dépend de la nature des cations

divalents.

L’avancement de la réaction de précipitation du systeme [Mg-Al] a été suivi en enregistrant
I’évolution du pH du milieu réactionnel au cours du temps (Figure 33.1). Parallélement,
I’activité enzymatique de I’uréase a été mesurée a partir de la variation de la concentration des
ions ammoniums a I’aide d’une électrode sélective aux ions NH4~ (Figure 33.2). De ce fait, il
est possible de corréler 1I’évolution du pH avec la décomposition de I'urée. Pour évaluer
I’effet des espéces présentes en solution (ions et phases précipitées) sur I’activité de 1'uréase,
les mémes expériences ont €t¢ réalis€es sur une solution aqueuse contenant uniquement le

systéme urée/uréase.
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Figure 33 : Evolution 1) du pH et 2) du relargage de NH," en fonction du temps lors de la décomposition
d’urée dans une solution a) pure, b) contenant des sels de magnésium et d’aluminium

et ¢) contenant des sels de zinc et d’aluminium

Dans une solution d’uréase sans ajout de sels métalliques, la décomposition de 'urée est
rapide et le pH atteint son maximum (pH=11) en trois heures. En présence d’ions métalliques,
I’évolution du pH est légérement atténuée en présence de Mg”" et AI**, voire méme trés lente
en présence d’ions Zn®". L’effet tampon des phases précipitées (pH=8,5 pour une phase
[Mg,Al] et pH=7,5 pour une phase [Zn,Al]) ne peut pas a lui seul expliquer ces différences
car ce comportement se retrouve sur les courbes de relargage des ions NH4 . D’aprés ces
courbes, l’activité de 'uréase est évaluée a 40 % et de 28% de I’enzyme libre durant la
formation de [Mg-Al-Cl] et [Zn-Al-Cl], respectivement. En présence de magnésium,
I’hydrolyse de 1’urée est juste ralentie puisque apres 24 heures de synthése, la concentration
en NH;" s’approche de la concentration obtenue par décomposition avec 1’uréase seule (15
heures). La diminution du pH peut étre liée a la précipitation d’hydroxydes qui tamponne le
milieu. Par contre, un plateau est atteint au bout de 15 heures en présence d’ions Zn*'
suggérant que I’hydrolyse est stoppée. L’inhibition de ’activité enzymatique est entrainée par
la présence de cations métalliques Zn®". Mais, les concentrations en [NH,'] peuvent étre
faiblement sous estimées a cause de la possible adsorption de NHj3 a la surface des particules

d’argile.
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Pour estimer I’influence des cations M*" sur 1’activité enzymatique de I’uréase, nous avons
étudié I’évolution du pH dans une solution aqueuse uréase/urée en présence des cations Mg”’,
Zn*", Ni**, Co* ou AI’". Les valeurs du pH de fin de réaction sont comparées : Zn>* (6,5) <
Ni*" (7,4) <Co™ (8,4) < A~ Cr'" = Mg2+ (9,4) et mettent en évidence la diminution de
Ieffet inhibiteur de Zn>" jusqu’a Mg”".

Les analyses chimiques ont été effectuées sur ces différentes matrices. Le Tableau 12 ci-
dessous récapitule les fractions molaires. Le rapport M'"/M™ se rapproche du rapport
théorique lorsque I’inhibition est diminuée, indiquant que les cations divalents ont
pratiquement tous réagi. Cependant, la somme des anions comparée a la quantité d’aluminium

reste tres faible.

Tableau 12 : Analyses chimiques des phases préparées (fraction molaire)

Echantillon [Mg-Al] | [Co-Al] | [Ni-Al] | [Zn-Al]
M"/M™ théor. 2 2 2 2
M'/M™ Exp. 1,77 1,11 1,67 0,23
CI/AI" 0,012 - 0,0016 0,041
CO5” /A" 0,051 0,16 0,024 -
(CI+2CO57 /Al 0,11 0,32 0,048 0,041

V.2.2 Etude structurale

Les diffractogrammes des rayons X révélent la précipitation d’hydroxydes doubles lamellaires
suivant ce mode de synthése, quelle que soit la matrice étudiée, excepté dans le cas de [Zn-Cr]

(Figure 34).
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Figure 34 : Diffractogrammes X des phases a) [Mg-Al], b[Co-Al], ¢) [Ni-Al], d) [Zn-AL] et e) [Cu-Cr]

Les parameétres de réseau, affinés suivant le modele rhomboédrique, sont récapitulés dans le
Tableau 13. La distance interlamellaire observée suggere la présence de carbonates dans la
galerie. Cependant, les composés obtenus montrent une pauvre cristallinité, plus
particulierement pour la phase [Zn-Al] et [Cu-Cr]. Dans les conditions de pH inférieures a 6,
la formation de phases de type hydroxyde d’aluminium est préférentiellement obtenue. Par
contre, a pH=9,8, I'impureté observée sur le matériau préparé en présence de nickel
correspond a I’espece (NH4)AI(OH)x(COs)y. Cette phase apparait lors de la précipitation

d’une solution contenant seulement de 1I’aluminium dans les mémes conditions de synthése.

Tableau 13 : Parametres de réseau affinés pour les différentes matrices

matrice Paramétres de réseau

a(A) c(A) d (A)
[Mg,Al] | 3.027(7) 22.73(5) 7.57
[Co,Al] |3.056(3) 22.63(3) 7.54
[Ni,Al] |3.021(1) 22.911(8) 7.64
[Zn,Al] |3.055(2) 22.51(2) 7.50
[Cu,Cr] |3.066(5) 22.67(4) 7.56

112



La précipitation d’HDL dépend de la nature des espéces en solution. Plus le caractere
inhibiteur est prononcé, plus la cristallinité et la pureté des produits sont amoindries. Lors de
la fixation des cations a la cystéine, 1’activité diminue mais aussi la concentration des métaux

lourds en solution. Les cations divalents ne peuvent réagir avec les OH™ libérés.

V.2.3 Comportement de I’enzyme

D’apres la littérature, I’immobilisation d’enzyme sur les hydroxydes doubles lamellaires est
possible. Nous avons donc analysé le surnageant pour déterminer la concentration d’uréase
non retenue par la matrice par dosage spectroscopique UV-visible a la longueur d’onde

d’adsorption de ’'uréase (275 nm).

D’apres les résultats, 90 % de I’enzyme est adsorbée sur la phase [Zn-Al] alors que 56% est
retenue sur [Mg-Al]. Cette forte affinité de ’enzyme pour la phase [Zn-Al] corrobore la

diminution d’activité lors de la précipitation.

Des tests d’activité sur 1’uréase immobilisée ont été réalisés sur le matériau fraichement
préparé. L’activité diminue fortement puisque comparée a 1’enzyme libre, ['uréase

immobilisée sur [Mg-Al] et [Zn-Al] révele une perte de 92 et 90 %, respectivement.

La dénaturation de I’enzyme peut étre provoquée par les cations en solution, tels que M", M'",

NH,", I’immobilisation dans la matrice HDL et le temps de précipitation.

V.2.4 Etude morphologique

Les macromolécules comme les enzymes interviennent sur 1’édification des matériaux
inorganiques. L’uréase vient s’adsorber a la surface des hydroxydes doubles lamellaires et

bloque la croissance des particules.

La Figure 35 montre les clichés de microscopie électronique a balayage et a transmission
réalisés sur les phases préparées. Contrairement aux phases préparées par hydrolyse
thermique, la voie enzymatique réveéle une précipitation de petites particules de taille

inférieure a 200 nm.
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Préparation des phases [Zn,-Al-Cl] par décomposition thermique ou enzymatique de 1’urée

Dans le cas des phases les mieux cristallisées telles que [Mg-Al] et [Co-Al], la microscopie
¢lectronique a balayage montre une texture plus homogéne avec des particules ondulées et
collées les unes sur les autres. Par contre, dans le cas de [Ni-Al] et [Zn-Al] cristallisé (Figure
27), deux types de régions sont identifiées : une région montrant des particules individuelles
plus rigides et une région plus fondue ou aucune particule ne semble se détacher. Pour une
phase [Zn-Al] peu formée, seul I’aspect fondu est identifié. Ces modifications structurales
dépendent évidemment de la matrice synthétisée et de son degré de cristallinité mais aussi de

I’affinité de 1’uréase avec celle-ci.

Figure 35 : Micrographes des différentes matrices a) [Mg-Al], b[Co-Al], ¢) [Ni-Al], d) [Zn-AL]
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VI Comportement thermique des phases HDL [M"-M™] préparées
par bydrolyse de lurée

Le comportement thermique des hydroxydes métalliques lamellaires est fortement dépendant
de la composition chimique et de leurs propriétés morphologiques. Une ¢étude sur la
décomposition thermique de ces matériaux a été réalisée par analyse thermogravimétrique et
diffraction des rayons X en température afin de regarder I’effet de ces paramétres et en
particulier, le taux d’échange C1/CO;” des phases [Zn-Al] préparées par la décomposition

thermique de I’urée et la taille des particules.

Généralement, les matériaux d’hydroxydes doubles lamellaires [Zn-Al] présentent un schéma
de décomposition sous air qui peut étre simplifié en quatre étapes™ :

0 1% étape : la déshydratation qui correspond a la perte d’eau adsorbée a la surface des
cristallites et intercalée. La préservation de la structure HDL est confirmée par
diffraction des rayons X.,

0 2% ¢étape: la déshydroxylation qui induit I’effondrement de la structure. La
déstructuration des feuillets se traduit par une diffusion des ions A’ hors des feuillets
et une réorganisation structurale qui débute par la formation d’oxyde mixte amorphe a
partir de 200°C,

3%

0] étape : le départ de I’anion entre 300 et 700 °C.

0 4°™ étape : la cristallisation des oxydes amorphes ZnO et Zn,AlO, a partir de 750°C

Bien évidemment cette description ne correspond pas véritablement a la réalité, les
évenements thermiques étant généralement progressifs et difficiles a séparer clairement, ces

étapes de décomposition se superposent et interférent entre elles.

La Figure 36 présente les courbes ATG et DTG de 1’échantillon 3 ( 90 °C, [urée]/[sels] = 3,3,
24 heures) ainsi que les courbes DTG des échantillons 6 (192h), 7 (100 °C) et 8 (Jurée]/[sels]
=10).

2 F. Rey, V. Fornés, J. Chem Soc. Faraday. Trans.,88 (15), 1992, 2233-2238
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Figure 36 : Analyse thermogravimétrique de I’échantillon 3 et DTG des échantillons 3, 6, 7 et 8

Le signal DTG, dérivé du signal ATG de I’échantillon 3, identifie 5 phénomenes :

0 Le premier pic vers 65°C est li¢ a la perte de molécules d’eau faiblement liées mais
n’apparait que pour les trois premiéres syntheéses et correspondrait a I’eau physisorbée
de ’hydroxyde d’aluminium amorphe. Le départ des molécules d’eau dans le matériau

HDL cristallisé se déclare a des températures supérieures a 100°C.

0 Le second pic vers 120 °C concorde avec les températures de désorption et de
désintercalation de 1’eau des hydroxydes doubles lamellaires coprécipités. Lors du
mirissement des phases, le pic se déplace vers des températures plus élevées, 190 °C

pour 1’échantillon 6 (192h).

0 Le pic vers 200°C correspond a la superposition des phénomenes de déshydroxylation
et de décarbonatation. Il évolue en fonction des paramétres, c'est-a-dire du taux de
carbonates et de la cristallinité.

0 Les deux derniers pics émergent entre 450 et 800 °C et résultent de la perte des
chlorures et des carbonates restants. En fonction du temps de synthése et de la

température, la dissociation et I’intensité de ces pics s’affaiblissent.
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Les diffractogrammes des rayons X en température (Figure 37) enregistrés sur 1’échantillon 3
montrent la préservation de la matrice HDL jusqu’a 150 °C. A cette température les phases
coprécipitées dans des conditions standard subissent déja une détérioration structurale
partielle avec diminution notable des intensités diffractées. Au-dela, la structure lamellaire
s’effondre et les raies de diffractions des HDL disparaissent. La déshydroxylation due a la
perte des hydroxyles constituant le feuillet cationique, provoque nécessairement une
destruction du feuillet qui se traduit par une amorphisation totale de la phase vers 225 °C. La

cristallisation du composé amorphe en ZnO et Zn,AlO4 démarre vers 400°C.
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Figure 37 : Diffractogrammes de Rayons X en température de I’échantillon 3 (24h)

La Figure 38 montre 1’évolution de la distance pour les échantillons 3, 5 et 6 (24h, 96h et
192h) entre 25 et 150 °C. L’échantillon 3 montre une forte contraction de la distance
interlamellaire, lors du départ des molécules d’eau avec re-localisation des anions CI” dans le
domaine inter-feuillet. Par contre, 1’échantillon 6 (192h), dont le départ des molécules d’eau a
lieu a partir de 190 °C (données ATG), montre la conservation de la distance interlamellaire

(A 6=0.07A) entre 25 et 150 °C et une meilleure stabilité thermique du matériau.
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Figure 38 : Evolution de la distance interlamellaire en fonction de la température des échantillons 3, 5 et 6

Les thermo-désorptions de H,O et CO, ont ¢été enregistrées (Figure 39) afin de relier la

stabilité thermique des différentes phases a leur état de cristallinité et d’intercalation (rapport

CO5/Cl).
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Figure 39 : Courbes de thermo-désorption de I’eau et du CO, pour tous les échantillons en haut) de 1a 6,
en bas) 3et7
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Le Tableau 14 répertorie les différentes températures de décomposition en eau et dioxyde de

carbone.
Tableau 14 : Température de déshydration, déshydroxylation, décarbonatation
Echantillons H,O CO,
Déshydratation — T (°C) Déshydroxylation TEC) | TCC) | T(°O)
-T(°0)
1 (8h) 80 127 226 67 216 638
2 80 247 77 217 638
3 68 133 242 110 224 617
4 149 243 153 238
5 158 259 163 262
6 158 190 255 184 261
7 163 245 241

Les conclusions principales de cette étude sont les suivantes :

on note une augmentation de la température de décomposition des especes

intercalées (H,O et COs3) avec la cristallisation des phases et la transformation

[Zn-Al-Cl]—>[Zn-Al-CO5™],

la disparition d’eau de surface pour les phases riches en COs>,

le retard a la déshydroxylation pour les phases [Zn-Al-COs] plus stables.

La carbonatation des HDL entraine une stabilisation du matériau qui se traduit thermiquement

par un décalage des étapes de décomposition. La phase plus riche en carbonate, aux domaines

interlamellaires plus organisés, aux interactions anions-feuillets plus fortes, se décarbonate 45

°C plus haut, apres la déshydroxylation ce qui empéche encore plus 1’élimination du CO,. Ce

comportement confirme que pour les phases de composition mixte C1/CO;%, les anions sont

bien co-intercalés, il n’y a aucune ségrégation de phases au cours de la formation des phases

HDL.

Le Tableau 15 résume les pourcentages de perte massique mesurés sur les thermogrammes.
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Tableau 15 : % de perte de masse des différentes étapes de décomposition des HDL

¢chantillons 1 2 3 4 5 6 7 8
. Urée/sel
Conditions de prépa. | 8,5h I11Th | 24h 48 h 96 h 192 h 100°C 0
% perte totale 31,67 | 32,73 | 30,56 29 27,77 | 25,86 28,31 32,83
déshydratation 10,45 9,06 9,82 11 12,56 12,35 11,03 12,7
Déshydroxylation
+ 15,98 | 15,09 | 13,12 11 11,61 11,21 11,9 10,88
Décarbonatation
% perte massique
5,23 8,58 | 7,61 5,76 3,59 2,30 5,4 9,24
des anions
% perte massique
des CI” par rapport
7,59 5,20 1,6 1,14 5,35 7,68
aux analyses
chimiques

Pour les phases comportant majoritairement des ions CI’, le pourcentage massique de cette
espece correspond a la somme des pertes obtenues entre 400 et 800°C. Il est difficile de
quantifier la perte de CO; puisqu’elle se manifeste tout au long du traitement thermique. Par
exemple, la courbe de thermo-désorption du CO, montre des pics relatifs a la décomposition
des 180°C jusqu’a 740°C. Il apparait quand méme que la majorité des carbonates se
volatilisent entre 200 et 300°C. La perte vers 180 °C est probablement provoquée par la
désorption du CO; sur la surface externe des cristallites. Par contre, la perte qui a lieu a de
plus hautes températures correspond a la volatilisation des carbonates piégés dans la matrice

calcinée amorphe.

VIl Conclusion

Cette étude a montré la possibilité de synthétiser des hydroxydes doubles lamellaires par
décomposition de I’'urée en température ou par catalyse enzymatique et a permis de comparer
les deux procédés. La précipitation de la phase est gérée par la vitesse de décomposition de
I’urée. En favorisant la production d’ions OH" relargués en solution (température d’hydrolyse

¢levée, activité enzymatique supérieure), le rendement de formation de L’HDL et la
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cristallinit¢ du matériau s’améliorent. Les phases obtenues dans ces conditions sont
constituées de particules individuelles, de taille homogene et supérieure au micron. Dans le
procédé de bio-précipitation, la présence de I'uréase en grande quantit¢ modifie la formation
de ’HDL et limite leur croissance. Certains cations divalents peuvent inhiber 1’activité¢ de

I’uréase et empécher la formation des particules d’HDL.

Le mécanisme de formation des phases HDL par ces deux procédés passe par la formation
initiale d’hydroxyde d’aluminium amorphe, généré par la condensation de précurseurs
moléculaires de type Aljs. Quand le pH de la solution est suffisant, I’attaque nucléophile des
précurseurs de charge neutre des cations métalliques divalents sur les gels d’hydroxyde
d’aluminium conduit a la transformation de la phase initiale en phase HDL. Le rapport
M"/M™ est pratiquement défini dés le début de la précipitation de I’HDL. En fin de réaction,
la carbonatation des composés HDL est plus ou moins avancée en fonction des valeurs de pH
atteintes. Il est a noter que le pH de précipitation a température ambiante se rapproche du pH
théorique pour la formation de particules bien cristallisées et pures par coprécipitation. A
90°C, le pH est plus faible. Dés le retour a température ambiante, il se rapproche du pH
théorique. Les phases obtenues sont carbonatées. Lors de I’hydrolyse de 1’urée en
température, le CO; produit est moins soluble. De ce fait, la concentration en carbonates est
insuffisante et permet la formation d’HDL chlorée. L’augmentation du CO, entraine par la
suite la carbonatation des phases. Lors de I’hydrolyse a température ambiante, la quantité de
CO; relarguée est suffisante pour précipiter des phases carbonatées. De plus, I’élévation du

pH 4 des valeurs supérieures a 9 incite la présence du couple HCO3/CO5>.

La limitation de ce procédé réside dans la formation de phases HDL carbonatées. En effet, la
décomposition de 1’urée génére les ions COs> en solution et la forte affinité de cette entité
pour les feuillets HDL conduit inéluctablement a leur intercalation. Nous avons pu montrer
dans cette étude qu’il était possible d’obtenir sous certaines conditions une phase [Zn-Al-Cl]
par hydrolyse thermique de 1’urée. Un échange anionique CO5*/CI™ & posteriori a été réalisé
avec un flux gazeux d’acide chlorhydrique dans le but de réaliser des piégeages de
colorants®.Cet effet négatif empéche 1’obtention de phases HDL de haute cristallinité
contenant d’autres anions comme les anions organiques. Pourtant, la préparation de nouvelles
phases HDL hybrides organiques/inorganiques trés bien cristallisées permettrait des

résolutions structurales nécessaires pour la compréhension des interactions « Molécules

33 U. Costantino, N. Coleti, M. Nocchetti, Langmuir, 15, 1999, 4454-4460
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Invitées/Structure Hote ». Nous avons cependant réalisé 1’intercalation directement ou par

échange anionique de I’hydroxycarboxylate (annexe 2).

Une autre limitation de la décomposition en température peut venir du comportement des
cations avec la température. En effet, Costantino et coll* ont révélé I'impossibilité de former
des hydroxydes doubles lamellaires en présence de Cr’* et Cu®".

A température ambiante, la limitation est provoquée par I’effet inhibiteur du cation sur
I’enzyme qui empéche la formation d’HDL. Cependant, nous avons montré la possibilité de
précipiter une phase [Cu-Cr] dans ces conditions. La formation d’une phase [Zn-Cr] n’a pas

eu lieu favorisant la précipitation d’hydroxyde de chrome.
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Chapitre 3

Adsorption et désorption de 'uréase par

les phases HDL
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I Introduction

L’association d’enzymes avec des composés minéraux est un phénomene souvent rencontré
dans la nature. La sécrétion d’enzymes par les termites et les fourmis est un processus naturel
qui a pour objectif la construction de structures solides et résistantes. Cette association
Enzyme/Minéral est mise en ceuvre dans des procédés nouveaux de stabilisation des
chaussées par exemple, ou le role des enzymes est de modifier les propriétés physiques et
chimiques des sols par destruction de la matiére organique et augmentation du taux
d’humidité. Le rdle des enzymes extracellulaires dans les sols est bien connu que ce soit pour
leur action dans les processus naturels de biodisponibilisation de la matiere organique pour les
organismes vivants ou bien encore de phytorémédiation des molécules toxiques. Les enzymes
s’adsorbent principalement sur les fractions argileuses des sols qui développent des surfaces

spécifiques élevées et des propriétés de charges compatibles.

L’ immobilisation d’enzymes sur des solides inorganiques ou organiques est de plus en plus
étudiée pour des applications en biotechnologie, I’objectif étant de protéger efficacement leur
activité contre les processus de dénaturation, fréquents en milieux liquides. Une des méthodes
d’immobilisation les plus employées consiste & mettre en contact I’enzyme avec le support
d’immobilisation dispersé en solution aqueuse. Il s’agit ici de simples réactions d’adsorption
ou physisorption qui mettent en jeu des interactions faibles de type électrostatiques, Van der
Waals, ou Hydrogene. La réaction est réversible car la fixation n’est pas toujours spécifique
et les risques de désorption ou relargage sont importants. Il est possible de remédier a cette
limitation par la création d’une véritable liaison chimique entre I’adsorbat et I’adsorbant. On

parlera alors de chimisorption.

L’ adsorption dépend en général de plusieurs parametres spécifiques a la biomolécule et a
I’adsorbant comme les propriétés de surface (composition, charges électriques, dimensions) et
a la solution (force ionique, pH, Température).

Comme premiére étape d’immobilisation de I’uréase dans les HDL, nous avons étudié les

réactions d’adsorption/désorption par les matrices HDL de type [Zng-Al-ClI] (R = 2, 3 et 4).
Le pH des solutions tamponnées par les Hydroxydes Doubles Lamellaires se trouvant
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supérieur au point isoélectrique de I’uréase (p.i.e = 5) favorise les interactions entre les deux

systémes.

Il Etude Bibliographique

L’étude bibliographique présentée ici se concentre sur les procédés et les mécanismes
d’adsorption de I’uréase par différentes matrices inorganiques et organiques. Les activités

enzymatiques mesurées apres immobilisation seront discutées dans le chapitre 6.

1.1 Adsorption de I’uréase sur des matrices inorganiques ou organiques

Gianfréda et coll' ont immobilisé I'uréase sur la Montmorillonite (M) et sur la
Montmorillonite modifiée par des oligomeres d’hydroxyde d’aluminium(AM), composés
mixtes souvent rencontrés dans les sols naturels. Pour une concentration initiale de 15 mg
d’enzyme par gramme d’argile et une concentration d’équilibre inférieure a 0,05 mg/ml, la
quantité d’uréase adsorbée sur I’argile augmente dans cet ordre: Montmorillonite

(13,2mg/g)> Montmorillonite modifiée (11mg/g)> Hydroxyde d’aluminium (6,5 mg/qg).

Les auteurs montrent que la capacité d’adsorption ne dépend pas seulement de la surface
spécifique du composé minéral puisque la quantité d’uréase adsorbée est plus importante sur
I’argile modifiée que sur I’hydroxyde d’aluminium a la surface spécifique plus élevée (170
m?/ g pour AI(OH); contre 100 m*g pour la Montmorillonite modifiée). 11 est & noter que la
surface interne de I’argile peut-étre en théorie accessible a I’adsorption méme si aucune
intercalation n’a pu étre mise en évidence par DRX. Les propriétés d’échange cationique de la
Montmorillonite semblent jouer un rdle majeur, puisque la capacité d’adsorption de I’enzyme
diminue avec celle-ci au cours du traitement de I’argile par Al(OH)s. Le pH est aussi un
paramétre important car la concentration en ion H* de la solution détermine les propriétés de
charges de surfaces de I’enzyme et de la charpente minérale. En effet, la montmorillonite est
une argile cationique, avec des feuillets chargés négativement, I’uréase est favorablement
adsorbée a des pH inférieurs a son point isoelectrique (5,1). Méme si la quantité d’uréase reste
tres importante sur la montmorillonite, elle diminue avec I’élévation du pH du fait de la

neutralisation des charges de surface de I’enzyme.

! L. Gianfreda, M.A. Rao, A. Violante, Soil. Biological Biochemistry, 24 (1), 1992, 51-58
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Le plus fort contraste d’adsorption est observé avec des hydroxydes d’aluminium ou des
argiles modifiées. Dans le cas de I’hydroxyde d’aluminium, présentant une structure a
charpente neutre, le pH optimal se trouve alors a un pH proche du point isoélectrique de
I’enzyme, condition de la neutralité de I’enzyme, en dessous et au dessus I’adsorption diminue
fortement du fait des répulsions électrostatiques entre les deux partenaires. Par contre, la
quantité d’uréase ne devrait pas diminuer entre des valeurs de pH comprises entre 5 et 7. Mais
la présence d’ions phosphates apportés par la solution tampon provoque une compétition entre
I’enzyme chargée négativement et les phosphates qui ont tendance a venir s’adsorber sur la

matrice inorganique.

Une autre étude® a été réalisée concernant I’adsorption de I’uréase sur un gel formé par
réticulation de polygalacturonate de calcium. Dans les conditions étudiées (pH = 7,8 et faible
force ionique), I’enzyme est complétement adsorbée sur le gel mais la quantité diminue en
augmentant la force ionique par ajout de NaCl. L’adsorption est favorisée par des interactions
hydrogene entre les groupements hydroxyles de la matrice organique et les groupements
basiques de I’enzyme. Les interactions électrostatiques peuvent étre possibles entre I’uréase
chargée négativement et la matrice chargée positivement en présence de liaisons OH-Ca** & la
surface du gel .

L’hydroxyapatite, matériau biocompatible, peut étre un support favorable a I’immobilisation
d’enzyme. L’adsorption de I'uréase a été réalisée a pH 7, 8 et 9 et a des forces ioniques
différentes *. La quantité d’uréase diminue quand le pH du milieu augmente mais elle est
favorisée en présence d’une force ionique plus importante. Les forces d’attraction
électrostatique de surface sont dues & la présence d’ions Ca** et PO,> en bordures de
cristallites. L’augmentation du pH conduit a une neutralisation des charges positives et par
conséquent a une diminution de I’adsorption de I’'uréase. L’augmentation de la force ionique
de la solution a un effet inverse sur I’adsorption car elle réduit a la fois les interactions
répulsives et attractives entre les charges de surface par augmentation de la constante

diélectrique, donc révele I’existence de fortes interactions hydrophobes.

Ces exemples ont montré que les mécanismes d’adsorption sont variés et complexes et

dépendent des propriétés physico-chimiques de I’enzyme et de la matrice. Les facteurs qui

2S. Ciurli, C. Marzadori, S. Benini, S. Deiana, C. Gessa, Soil Boilogical Biochemistry, 28 (6), 1996, 811-816
® C. Marzadori, S. Miletti, C. Gessa, S. Ciurly, Soil Boilogical Biochemistry, 30 (12), 1998, 1485-1490
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rentrent en jeu sont la capacité d’échangeurs d’ions, la surface spécifique, la charge nette de la
matrice inorganique, le point isoélectrique de I’enzyme et sa compétition envers les especes

présentes en solution.

1.2 Etude de simulation de I’adsorption de protéines sur des argiles

Une étude* de simulations de dynamique moléculaire de I’adsorption d’enzyme sur la surface
de Pyrophillite (AlSi,Os(OH)) a été reportée. Les interactions des divers polypeptides et de
protéines (Rubredoxin, Crambin) sur la surface de I’argile primitive ou recouverte d’eau ont
éte etudiées. Toutes les simulations avec la Rubredoxin et la Crambin ont commenceé avec un
espace interlamellaire artificiel compris entre 40 et 70 A afin de créer un espace assez large
pour conserver la structure de la protéine. L’adsorption de I’enzyme a la surface de I’argile a
un effet dénaturant qui implique deux phénomeénes. La surface des argiles a des propriétés
déshydratantes. L’organisation des molécules d’eau intercalées entre les feuillets perturbe
I’environnement aléatoire des molécules de solvatation autour de la protéine qui permet de
maintenir la conformation de la biomolécule. La surface de I’argile peut directement établir
des interactions non-liantes avec la protéine qui concurrencent les interactions entre les
chaines peptidiques. Parmi ces interactions, les liaisons hydrogene entre les hydroxyles dans
I’argile et les groupements OH et NH de la protéine sont particulierement importantes. La
Figure 1 représente I’adsorption de la rubredoxin dans I’espace interlamellaire de pyrophyllite

seche.

Figure 1 : Structure de la rubredoxin dans I’espace interlamellaire de la pyrophyllite déterminée par
simulation a) dans son état solvaté et b) lorsqu’elle est adsorbée sur les feuillets.*

* C.H. Yu, S.Q. Newton, D.M. Miller, B.J. Teppen, L. Schéfer, J. Molecular Structure, 556, 2000, 95-103
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Pour les deux protéines choisies, le changement de conformation aprés adsorption est total. |l
implique tous les résidus, parce que ces protéines sont de petites dimensions. Pour des
systemes plus larges, avec des masses moléculaires de 10000 a 100000 daltons, il est
raisonnable de supposer que la dénaturation par adsorption est partielle, impliquant seulement
des parties qui sont en contact avec la surface attractive. A cause de leur taille, certains
systémes ne peuvent pas étre exploitables en utilisant la technique de dynamique moléculaire

utilisée dans cette étude.

Une étude °sur la détermination des potentiels électrostatiques d’interactions Enzyme/Surface
a eté réalisée pour I’'immobilisation du cytochrome sur une surface échangeuse anionique
simulée. L’objectif de cette étude est de déterminée les zones d’interactions électrostatiques
de la protéine avec le support en fonction de son orientation, de leur distance de separation et
de la force ionique. Les résultats révelent la présence d’interactions préférentielles entre les
deux composés (Figure 2). La partie en gris observée sur la protéine correspond a des zones
de charge négative. Par contre, les parties en noir observées sur la protéine et sur la surface
échangeuse anionique sont des zones chargées positivement. Ce schéma confirme les

interactions électrostatiques entre ces deux composés.

Protein

Adsorbent

Figure 2 : Schéma représentatif des zones d’interactions entre la protéine et la surface échangeuse
anionique’

> D.J. Roush, D.S. Gill, R.C. Willson, Biophysical. J., 66, 1994, 1290-1300

131



1.3 Adsorption d’enzymes sur des Hydroxydes Doubles Lamellaires

Alors que les Hydroxydes Doubles Lamellaires présentent des capacités d’échange ionique
plus importantes que les argiles cationiques, et donc apparaissent comme des structures hotes
de choix pour les enzymes, peu de travaux ont été réalisés sur I’immobilisation d’enzymes par
les Hydroxydes Doubles Lamellaires. Les expériences d’adsorption d’enzymes par les HDL
présentées dans la littérature sont encore tres limitées. Les auteurs des études se contentent
souvent de mesures d’adsorption en un point qui ne permettent pas de calculer des capacités
d’adsorption ni méme de discuter des mecanismes. Notre démarche a consisté a enregistrer les
isothermes d’adsorption sur une large gamme de concentrations afin de pouvoir a I’aide de
modeles reconnus extraire les capacités d’adsorption et discuter la nature des interactions

adsorbat/adsorbant.

Une étude® sur I’adsorption de la lipase a été réalisée sur deux matrices d’Hydroxydes
Doubles Lamellaires [Mgs-Al-NOs3] et [Mg4-Al-DDS] (avec DDS= dodécyl sulfate) préparées
par coprécipitation. L’enzyme immobilisée a été incubée a différentes températures (30, 40,
50, 60, 70 °C) pendant une heure. La quantité d’uréase adsorbée aprés une heure de contact
s’avéere plus importante sur la phase [Mg4-Al-DDS] (70,8 %) que sur la phase nitrate (36,9
%), les mémes observations ont été remarquées en ce qui concerne la stabilité de I’enzyme. La
surface spécifique plus importante (71 m?/g) pour [Mgs-Al-DDS] comparée & celle de la
phase nitrate (60 m?/g) entraine une élévation de la concentration d’uréase a sa surface.
L’effet du relargage de I’enzyme a été étudié en utilisant de I’hexane comme solvant de
lavage. La lipase immobilisée dans les deux matrices a retenu son activité enzymatique a
100% méme apres le lavage. Ces résultats montrent que les Hydroxydes Doubles Lamellaires

sont des matrices hotes efficaces et préviennent contre le relargage de I’enzyme en solution.

La pénicilline G acylase a été immobilisée dans des matrices HDL soit par adsorption de
I’enzyme sur la matrice calcinée’ soit par greffage covalent®. Nous allons nous intéresser plus
particulierement a la premiere méthode. La quantité d’enzyme adsorbée sur les phases
calcinées montre une bonne rétention de I’enzyme sur la phase [Mg,-Al-NOs] calcinée

® M. B. A. Rahman, M. Basri, M. Z. Hussein, M. N. H. Idris, R. N. Z. R. A. Rahman, A. B. Salleh, Catalysis
Today, 93-95, , 2004, 405-410

"L.Ren, J. He, D.G. Evans, X. Duan, R. Ma, J. Molecular Catalysis B: Enzymatic, 16, 2001, 65-71

L. Ren, J. He, S. Zhang,D.G. Evans, X. Duan, J. Molecular Catalysis B: Enzymatic, 18, 2002, 3-11
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(Tableau 1). Cependant en augmentant le rapport Mg/Al, la quantité diminue en corrélation

avec la diminution de la surface spécifique et de la densité de charge des feuillets.

Tableau 1: Effet du rapport Mg/Al sur I’activité de I’enzyme immobilisée

Mg/Al molar Free enzyme Enzyme adsorbed®
ratio loaded (TU/g) (U/g) Adsorbed (%)
1.6 1647.5 1629.3 98.9
2.0 16274 16172 994
3.0 1629.5 1576.2 96.7
4.0 1628.4 1435.7 §8.2

Il est a noter que la présence d’enzyme empéche la reconstruction de la matrice HDL
calcinée. De plus, il a été observé que la quantité d’enzyme adsorbée dépend de la
température de calcination des précurseurs HDL, elle augmente pour des températures allant
de 230 a 450 °C, puis reste constante pour des températures supérieures, paralléelement a
I’augmentation de la surface spécifique jusqu’a 400 °C et a sa stabilisation entre 400 et 600
°C. L’effet de la composition des feuillets a été mis en évidence, la phase [Mg,-Al-NOs]
calcinée (T=500°C) montre une capacité d’adsorption plus importante pour I’enzyme que la
phase [Zn,-Al-NO3] calcinée (T=500°C). Les auteurs I’expliquent uniquement par une
augmentation de la surface spécifique sans invoquer les différences en terme de

reconstruction des matrices hydroxylées.

L’adsorption de protéines dans les HDL ([Mg-Al-NO3]) a été étudiée pour la premiére fois au
laboratoire dans le cas de la chymotrypsine®. Aprés un temps d’équilibre d’adsorption de 2
heures, 45 % de I’enzyme (soit 19,8 mg/g) est adsorbé pour des pH compris entre 7,5 et 8. La
diminution de la quantité de chymotrypsine immobilisée diminue pour des pH élevés a cause
de la compétition des carbonates. Aux pH inférieurs au p.i.e de I’enzyme, la diminution de
I’adsorption est due aux incompatibilités de charges entre les feuillets et la protéine, tous deux

chargés positivement.

®J. Inacio, Thése de I’université Blaise Pascal, Clermont-Ferrand, 2002
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1112 5 6té réalisée dans des phases

L’immobilisation de I’uréase™ et de la polyphénol oxydase
HDL [Zn-Al] et [Zn-Cr], et laponite (Nao7Sig[MgssLiosH4O24]) pour comparaison, pour la
réalisation de biocapteurs. Les rapports massiques HDL/Enzyme utilisés sont de 1/1 et 1/2. Le
taux d’adsorption de la PPO est élevé, il vaut 91 et 86 % respectivement pour les 2 rapports.
Des électrodes sont réalisées a partir de dépbts de ces matériaux hybrides sur support carbone
et pour assurer la fixation de I’enzyme, I’électrode est traitée par de la vapeur de
glutaraldéhyde. Les matériaux hybrides HDL montrent une meilleure perméabilité a la
diffusion du substrat. Les performances des biocapteurs sont variables, meilleures pour le
systeme PPO/HDL mais moins bonnes pour le systeme Uréase/HDL par comparaison aux
matériaux bio-hybrides a base de laponite. Les caractérisations structurales montrent que dans

tous les cas I’adsorption a lieu sur la surface externe des matrices inorganiques.

Des anions électroattracteurs organiques®® tels que 2-2’-azinobis-3-éthylbenzothiazoline-6-
sulfonate (ABTS) peuvent étre intercalés dans le domaine interfeuillet de I’HDL en
conservant leur activité redox. La horseradish peroxydase (HRP) a été immobilisée par
adsorption sur une phase [Zn-Cr-ABTS]. L’action du médiateur redox permet d’améliorer le

transfert d’électrons de I’enzyme vers I’électrode du transducteur.

Il Adsorption de ’uréase sur les phases HDL [Znr-Al]

I11.1 Protocole Expérimental

La méthode d’adsorption utilisée consiste a additionner une masse m d’HDL a un volume V
de solution d’enzyme de concentration connue Ci, dans un récipient fermé, sous agitation, a
température constante proche de la température ambiante. Aprés un certain temps d’équilibre,
la solution est séparée du solide par centrifugation puis sa concentration en enzyme Ce
(concentration a I’équilibre dans la solution) est analysée. La différence entre la concentration
initiale et la concentration a I’équilibre, nous permet de déterminer la concentration d’uréase

adsorbée par masse d’argile Cs donnée par la relation:

193, V. de Melo, S. Cosnier, C. Mousty, C. Martelet, N. Jaffrezic-Renault, Analytical Chemistry, 74, 2002, 4037-
4043,

1D, Shan, S. Cosnier, C. Mousty, Analytical Chemistry, 75, 2003, 3872-3879

2D, Shan, C. Mousty, S. Cosnier, Analytical Chemistry, 76, 2004, 178-183,

B3 D. Shan, S. Cosnier, C. Mousty, Biosensors and Bioelectronics, 20, 2004, 390-396
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Cs=((Ci-Ce)xV)m

L’etude de I’adsorption d’uréase sur différentes matrices a été effectuée, principalement sur la
phase [Zng-Al-Cl]. Différents parametres pouvant influencer I’affinité de I’enzyme avec la
matrice ont été évalués comme :

o Ieffetde charge (R=2, 3, 4)

o0 I’effet de I’anion intercalé
o I’effet de taille des particules
o]

I’effet de la solution tampon

Les isothermes d’adsorption ont été obtenus en tracant la quantité de produit adsorbé (Cs) en
fonction de la concentration d’adsorbat a I’équilibre Ce.

Il existe une classification des isothermes d’adsorption établie par Giles'* qui traduit la nature
et I’intensité des interactions adsorbat/adsorbant (Figure 3). On distingue quatre grands types
d’isothermes : S, L, H et C. Les adsorptions de molécules ou macromolécules organiques sur
les argiles présentent généralement soit un profil de Langmuir soit un profil de Freundlich. Un
comportement de type Langmuir met en jeu des sites d’adsorption indépendants alors que
celui de Freundlich tient compte d’un certain degré de compétition entre les interactions

adsorbat/adsorbant et adsorbat/adsorbat.

I
O

Cs | s L

Ce

Figure 3 : Classification des isothermes d’adsorption de Giles

Les courbes d’adsorption obtenues sont modélisées suivant les équations de Langmuir ou de
Freundlich.
L’equation de Langmuir peut s’écrire sous la forme :

Ce/Cs = Ce/Cm + 1/(Cm*L)

14 C. H. Giles, T. H. Mac Ewan, S. N. Nakhwa, D. Smith, J. Chem. Soc. London, 1960, 3973
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Cm représente la quantité d’adsorbat nécessaire pour la formation d’une monocouche a la

surface de I’adsorbant et L est I’affinité adsorbat/adsorbant.

La modélisation de Freundlich est définie par I’équation Cs=K; Ce’™ oul K; et n; sont des
constantes qui estiment la capacité et I’intensité d’adsorption, respectivement. Freundlich
suppose que I’énergie de liaison (affinité) décroit exponentiellement avec I’augmentation de
la saturation de la surface. L’ajustement des parametres K et ns est rendu plus facile en

écrivant I’équation sous sa forme linéaire :
Log (Cs) = log (Ks) + 1/n¢ x log (Ce)

Protocole expérimental : 20 mg d’Hydroxyde Double Lamellaire sont mis en suspension dans
10 ml d’une solution d’uréase dont la concentration varie entre 0,1 et 2 mg/ml. Le mélange est
alors agité pendant 24 heures dans un réacteur fermé a 23°C puis centrifugé a 10000 tours
pendant 20 minutes pour séparer la phase hybride uréase/HDL et le surnageant contenant
I’enzyme non adsorbée par I’argile. Le surnageant est ensuite analysé par spectroscopie UV-
Visible a 275 nm, longueur d’onde d’absorption maximale de I’uréase (Figure 4).

4.0
3,5 1
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Figure 4 : Spectre UV de I'uréase a 0,3 mg/ml
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I11.2 Etude cinétique

Pour déterminer le temps nécessaire pour atteindre I’équilibre, une étude cinétique (Figure 5)
a été préalablement effectuée sur I’adsorption d’une solution d’uréase a 1mg/ml en contact
avec la phase [Zn,-Al-Cl] ou la phase [Zn3-Al-Cl] & 23 °C pendant des durées variables de 30
minutes a 24 heures. Les cinétiques d’adsorption peuvent étre différentes puisqu’elles

dépendent du couple adsorbat/adsorbant et des conditions expérimentales.
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Figure 5 : Etude cinétique de I’adsorption de I’'uréase

L’equilibre d’adsorption de I’uréase sur les phases HDL est atteint au bout d’une heure de
contact. Cependant, aprés quatre heures, une légére quantité d’uréase est relarguée puis
réadsorbée par la matrice hote. Au bout de 24 heures de réaction, la rétention de la
biomolécule a faiblement augmenté. Le processus d’adsorption du soluté sur les sites de
surface les plus accessibles est rapide. La diffusion moléculaire dans les pores de plus petits
diametres est fortement ralentie. L’allure des courbes indique que la rétention des molécules
d’uréase se manifeste a la surface des particules minérales. Les fluctuations aprés 1 heure
peuvent aussi s’expliquer par la dispersion des particules HDL en solution dont la cinétique

est plus lente.

Pour s’assurer que I’état d’équilibre soit complétement atteint, les études suivantes ont été

réalisées avec des temps de contact de 24 heures.
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I11.3 Résultats expérimentaux

1.3.1

Effet de la densité de charge des feuillets

Les isothermes d’adsorption de I’uréase sur les phases [Zng-Al-Cl] avec R= 2, 3 et 4 sont

montrés dans la Figure 6. Les analyses chimiques de ces phases sont représentées dans le

Tableau 2 et révélent que les rapports M"/M" sont proches des rapports initiaux des sels

métalliques.
Tableau 2 : Analyses chimiques des phases
théo ex A3 A3+ . . +
Phases | 227x 3+ | 50 a3 | CITAIP | COZIAI | (CI+2CO5 AR
[Zn,-Al-Cl] 2 1,88 0,94 0,1 1,14
[Zns-Al-Cl] 3 2,97 1,06 0,11 1,28
[Zn4-Al-Cl] 4 3,91 1,27 0,13 1,53

Le pH de chaque solution d’équilibre a été mesuré. Il varie entre 6 et 7 en fonction de la

quantité d’enzyme initiale. Les solutions sont tamponnées naturellement par la présence de

I’HDL et de I’uréase. Dans ces conditions opératoires, I’uréase est chargée négativement (pH

> p..e. = 5,1) et peut venir interagir avec les feuillets positifs de I’argile par interactions

électrostatiques.
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Figure 6 : Isothermes d’adsorption de I’'uréase sur des matrices [Zng-Al-Cl] et modélisation suivant
I’équation de Freundlich

Pour des faibles concentrations d’uréase (Ce < 0,6 mg/ml), la rétention des biomolécules

progresse linéairement (Figure 6). Les isothermes obtenus sont de type L (n#>1) traduisant une

138



haute affinité de I’uréase vis-a-vis de la matrice [Zng-Al-Cl]. A ce stade, les sites d’adsorption

de surface de la matrice HDL sont saturés.

Au-dela, une deuxiéme étape d’adsorption est mise en évidence. Pour les composés [Zns-Al]
et [Zn4-Al], le plateau d’adsorption maximum est rapidement atteint alors que pour la phase
[Zn,-Al], I’adsorption augmente jusqu’au dernier point experimental. La deuxiéme étape
d’adsorption, apres saturation des sites de surface peut correspondre soit a un effet
d’agrégation de surface des protéines soit a une modification de la surface spécifique des
solides sous I’effet de la concentration croissante des enzymes. Cette deuxiéme partie a été
modélisée suivant I’équation de Freundlich. La capacité d’adsorption a légérement diminué
par rapport a celle déterminée (325 mg/g) pour Ce < 0,6 mg/ml, mais reste suffisamment
importante de I’ordre de 303 mg/g. L’affinité n; est similaire suggérant que I’adsorption de

I’enzyme a lieu sur le solide.

Les isothermes ont été modélisés a partir de I’équation de Freundlich et de Langmuir (Figure
7).
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Figure 7 : Modélisation suivant les équations de Freundlich et le Langmuir pour les phases
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Ces deux modeles semblent convenir pour déterminer la capacité d’adsorption obtenue pour
des Ce faibles puisqu’il présente un alignement des points. Cependant, le modéle théorique le
mieux adapté concernant I’adsorption de I’uréase sur I’HDL est le modele de Freundlich. En
effet, les calculs basés sur le modéle de Langmuir supposent que chaque site ne peut fixer
gu’une seule espéce adsorbée. Or, I’adsorption d’une molécule d’uréase sur les HDL occupe
plusieurs sites. La surface libre de la phase [Zn,-Al-Cl] est de 24,6 A%e; La surface de
I’enzyme est de 90 x 54 = 4860 AZ. Si toute la surface de I’enzyme recouvre la matrice
inorganique, elle occupe environ 197 sites d’adsorption. En outre, le modéle de Freundlich,
bien qu’il soit empirique et adapté a I’adsorption de molécules plus petites que les
macromolécules d’enzyme, se base sur une hétérogénéité de la surface et sur des interactions
de molécules d’adsorbat. Ce modele, le plus de la réalité, sera utilisé dans notre étude pour la
détermination de la capacité d’adsorption de I’enzyme avec les HDL.

Les valeurs des capacités d’adsorption et des constantes L et ns sont regroupées dans le
Tableau 3.

Tableau 3 : Paramétres de Freundlich et Langmuir et capacité d’échange anionique des phases étudiées

Modeéle Freundlich Langmuir

CEA
matrice | K¢ (mg/g) | ng r Cm(mg/g) | L r (meq/1g)

[Zn,-Al-Cl] 325 3 | 0,988 260 21 | 0,99 2,99
[Zn3-Al-Cl] 228 3,8 | 0,987 206 21,3 | 0,988 2,26
[Zn4-Al-Cl] 215 5 | 0,978 201 27 | 0,994 1,81

On observe une augmentation significative de la capacité d’adsorption avec la densité de
charge des feuillets, directement liée au rapport Zn**/AI**. Cet effet peut étre aussi visualisé &
travers la relation pratiqguement linéaire (r = 0,97) de Kf avec la capacité d’échange anionique
(c.e.a.) (Figure 8). On en déduit par conséquent que les interactions uréase/HDL sont de
nature électrostatiqgue et que le mécanisme d’adsorption est surement un mécanisme
d’échange anionique, comme cela a pu étre montré pour d’autres types d’adsorbats (pesticides

anioniques par exemple®).

140



320 effet de la capacite d'echange anionigue "
300 -
Kf = 28,09 +97,26 CEA e
280 =
) R=0,97 -
o P
E 260 Vs
240
L]
220 /
- -
200 ...I, T T . T T T x T x T g T
1,8 20 22 24 26 28 3,0
CEA (megfg)

Figure 8 : Capacité d’adsorption en fonction de la capacité d’échange anionique

Il est possible d’évaluer le taux d’échange a partir des masses d’uréase adsorbée sur HDL. On
calcule le taux de groupements anioniques (-COO) a la surface de I’enzyme rapporté a la
masse adsorbée. Les groupements anioniques sont générés par les acides aminés aspartiques
et glutamiques, totalement déprotonés dans la gamme de pH utilisé. Ces groupements sont
situés en surface de la protéine et lui confére ses propriétés hydrophiles. Le taux d’échange de

I’uréase calculé pour toutes les phases HDL est d’environ 20 %.

L analyse des résidus solides d’adsorption par diffraction des rayons X ne révéle aucune

expansion de la distance interlamellaire (Figure 9).
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Figure 9 : Diffractogrammes des rayons X pour a) la phase précurseur,
b) et c) les phases avec une Ci de 0,5 et 2 mg/ml
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La taille de la biomolécule (90 x 54 x 63 A®) est trop importante pour pouvoir s’insérer entre
les feuillets de I’argile. On peut noter, toutefois, une diminution d’intensité des raies de
diffraction. Ce résultat indique que I’adsorption de I’enzyme se fait aussi aux joints de grains
et conduit a une plus grande dispersion des particules en solution. Cette dispersion conduit &
la libération de nouveaux sites de surfaces et permet de rendre compte de I’isotherme

d’adsorption a haute concentration.

Les spectres infrarouge correspondant & I’uréase et a la phase HDL [Zn3-Al-Cl] seules ainsi
que la phase [Zns-Al] obtenue apres adsorption d’uréase (Ci=1 mg/ml) ont été représentés sur

la Figure 10.

Le spectre de I’uréase adsorbée a la surface de la phase HDL résulte de la superposition des
spectres de I’uréase et de la matrice inorganique. Il est donc confirmé que I’uréase peut étre
immobilisée dans la matrice HDL. Cependant, I’apparition d’une bande & 1360 cm™ et le
dédoublement des bandes de vibration du réseau a 647 cm™ révélent la carbonatation de la
phase HDL pendant I’incubation dans le réacteur fermé a I’air. Aucun déplacement des raies
caractéristiques de I’uréase n’a été observé. Ce résultat confirme un mécanisme d’échange de
surface lors de la rétention de la biomolécule avec les phases HDL sans détérioration de

I’enzyme.
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Figure 10 : Spectroscopie infrarouge a) du matériau final obtenu aprés adsorption,
b) du matériau de départ et c) de I’uréase
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11.3.2 Effet de la matrice hote

Les isothermes d’adsorption de I’uréase par les phases HDL [Zn,-Al-Cl] et [Mg,.Al-CO3] ont
été étudiés et comparés (Figure 11). Les deux matrices HDL présentent des rapports M'/M"!
identiques, proches des valeurs attendues avec une meilleure cristallinité pour la phase [Zn,-
Al-Cl] (Tableau 4)

Tableau 4 : Analyses chimiques

MZ AP | M7AP
Phases théo exp CI/APR" | COs%IAPY | (CI+2COs%) /AP
[Zn,-Al-Cl] 2 1,88 0,94 0,1 1,14
[Mg,-Al-CO3] 2 1,88 négligeable 0,56 1,12
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Figure 11 : Isothermes d’adsorption de I’uréase en fonction de type de matrice HDL

Pour les faibles concentrations (Ce < 0,6mg/ml), la phase [Mg,.Al-COg3] révéle une capacité
d’adsorption plus importante engendrée par une capacité d’échange anionique élevée
(Tableau 5). Les propriétés de surface ne sont pas mises en cause ici, car les aires spécifiques

mesurées par la méthode BET sont similaires (40 — 42 m?/g).

Pour les concentrations supérieures (Ce>0.6 mg/ml), le processus d’adsorption atteint ses
limites pour la phase [Mg,.Al-CO3]. La présence d’anions carbonates & la surface des
feuillets, difficiles a extraire dans des conditions d’échanges ioniques standard, est I’un des
éléments defavorables a I’adsorption d’uréase par les HDL. L’augmentation de la

concentration initiale en uréase ne permet plus de forcer une 2°™ étape d’adsorption comme
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Adsorption et désorption de I’uréase par les phases HDL

pour les phases Zn-Al. On assiste méme a un relargage d’enzyme bien que le pH d’équilibre

soit plutdt favorable a I’adsorption.

Pour des concentrations d’enzyme plus élevees en solution, la compétition entre les forces
d’association hydrophobe enzyme-enzyme en solution et les forces d’adsorption hydrophiles
Enzyme/HDL devient effective, favorable a I’adsorption pour les petites particules d’HDL et
en faveur de I’agrégation uréase-uréase en solution pour les cristallites partiellement

carbonatées.

Tableau 5 : Paramétres de Freundlich, capacité d’échange anionique et surface spécifique des précurseurs

Modéle de Freundlich
: pH CEA
Matrice : K S
| (mglg) n r (meq/100g) (mBZZ)
[Zn,-Al-Cl] 7,0 315 3 0,987 298,9 42
[Mg2-Al-CO5 | 80 407 2,2 | 0,964 407,0 40
111.3.3 Effet de la morphologie de la matrice hote

Nous avons, dans cette étude, évalué I’effet des propriétés morphologiques des phases HDL
sur I’adsorption d’uréase. Grace a I’utilisation de la méthode de synthése par coprécipitation a
pH constant et la méthode d’hydrolyse thermique de I’urée, nous avons pu moduler les tailles
et formes de particules ainsi que leur état d’agrégations (Figure 12). La méthode de
coprécipitation conduit a la formation de petites plaquettes de forme pseudo-hexagonale dont
la taille varie entre 400 et 800 nm et agrégée en rose des sables. La méthode urée produit des
particules de taille supérieure (> 1 um), faiblement agrégées. Ces différences texturales se

traduisent par des surfaces spécifiques distinctes (40 et 5 m?/g respectivement, Tableau 7)

Figure 12 : Clichés MEB a) phase coprécipitée, b) phase préparée par hydrolyse thermique de I’'urée
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L’enregistrement des isothermes a été réalisé pour la phase [Zn3-Al-Cl] préparée selon ces
deux modes de synthése (Figure 13). Il est a noter que la phase HDL préparée par le second

procédé possede un taux de carbonatation plus important et un rapport Zn/Al plus faible

(Tableau 6).

Tableau 6 : Analyses chimiques

Mode de synthése | théo | exp AR 21 5 13+ - 2/ A 13+
Phases Z0/Al | Zn/Al CI/AI°" | COs“/AI°" | (CI'+2C0O57)/Al
[Zns-Al-Cl] urée 3 1,95 0,55 0,28 1,11
[Zns-Al-CI] | coprécipitation 3 2,97 1,06 0,11 1,28
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Figure 13 : Isothermes d’adsorption de I’uréase par des phases [Zn3-Al] préparées par coprécipitation et
thermohydrolyse de I'urée.

Les parametres de Freundlich ont été évalués pour les concentrations d’équilibre, Ce,
inférieures a 0,6 mg/ml (Tableau 7). La diminution de la capacité d’adsorption de la phase
[Zns-Al-Cl] synthétisée par la méthode urée est liée a la diminution de la surface spécifique
du matériau et a la carbonatation partielle de la phase. L’effet tampon des deux matrices [Zn-
Al-CI] n’est pas le méme selon les méthodes de préparation comme I’indiquent les valeurs
différentes de pH d’équilibre. Les charges et potentiels de surface des particules semblent trés
sensibles & la nature des contre-anions et aux effets de taille. La phase HDL préparée par
hydrolyse de I’urée tamponne la solution a des valeurs de pH beaucoup plus acides (6,0), pH

moins favorables a I’adsorption d’uréase. Dans les deux cas, la constante n¢ indique que
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I’uréase a une bonne affinité pour les différentes matrices mais plus particuliérement avec la

phase préparée par coprécipitation.

Tableau 7 : Paramétres de Freundlich et surface spécifique des précurseurs

Matrice pH eq. | Modeéle de Freundlich | Sger

K (mg/g) | n r | (m%g)
ZnsAlC 7,0 228 3,810,989 | 40
cop
ZnzAlClurée | 6,0 135 4,110,996 5
111.3.4 Effet de la solution tampon

Les milieux biologiques naturels sont des milieux généralement tamponnés riches en
phosphates, c’est pourquoi les mesures d’activités biologiques se font la plupart du temps
dans des tampons phosphate, proches de la neutralité en pH. Nous avons donc étudié I’effet de
la force ionique, générée par un tampon NaH,PO, Na,HPO, de concentration 0,1 M a
pH=7,4 sur I’adsorption d’uréase. Cette étude est comparée a I’adsorption de I’uréase dans
une solution d’eau décarbonatée. Les courbes (Figure 14) révélent des résultats différents
d’adsorption en fonction du milieu utilisé. Les différents paramétres Ky et n¢ sont récapitulés
dans le Tableau 8. Contrairement aux études effectuées avec de I’eau décarbonatée (isotherme
type L), I’isotherme d’adsorption obtenu avec une solution contenant des ions phosphates est
de type S. L’allure de la courbe traduit une compétition entre la solution phosphate et I’uréase
au niveau des sites d’adsorption.
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Figure 14 : Isotherme d’adsorption en fonction du solvant utilisé
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Tableau 8 : Paramétres de Freundlich

Modeéle de Freundlich

matrice pH equ. K (mg/g) | n .
Zn,AlCI 7 315 3 10,987
Zn,AlICI (tampon) 7,4 130 0,39 | 0,999

Les diffractogrammes des rayons X (Figure 15) montrent une augmentation de la distance
interlamellaire de 0,75 nm a 1,10 nm, provoquée par un échange anionique total des anions
originels (CI") par les anions phosphates (HPO,*) de la solution tampon. Toutefois, cet
échange n’empéche pas I’adsorption d’uréase, il la limite tout au plus. Les ions phosphates

préviennent méme le relargage de I’enzyme a plus forte concentration.
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Figure 15 : Diffractogrammes des rayons X du précurseur HDL et de la phase hybride (uréase/HDL) en
présence de la solution tampon phosphate (Ci = 1 mg/ml)

IV Désorption de l'uréase

L’immobilisation d’enzymes dans des matrices inorganiques de type laponite ou bien de
polymeres organiques pour la réalisation d’électrodes ou de capteurs nécessite tres souvent
une étape de réticulation par le glutaraldéhyde afin de fixer irréversiblement les biomolécules.

Cette réticulation peut altérer partiellement I’activité de I’enzyme ou bien modifier la
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diffusion du substrat. Afin de montrer I’intérét des HDL comme structures d’immobilisation
des enzymes nous avons évalué leur capacité de desorption de I'uréase dans différentes

conditions d’équilibre.

IV.1 Protocole Expérimental

Aprés I’adsorption de I’uréase avec la matrice [Zn,-Al-CI] pour un temps de contact de 24
heures, la solution est centrifugée afin de séparer I’enzyme adsorbée sur le solide et I’enzyme
libre en solution. 5 ml de surnageant est ensuite prélevé et remplacé soit par 5 ml d’eau
décarbonatée soit par le méme volume de tampon phosphate (0,1 M et pH=7,4). L’expérience
a éte réalisée a différents points de la concentration initiale (0,1 a 1 mg/ ml) a 23°C. Le temps
de contact est d’une durée de 24 heures dans le but de favoriser la désorption maximale de
I’enzyme immobilisée. Le mélange réactionnel est centrifugé a 10000 tours pendant 20
minutes. Le surnageant est dosé par spectroscopie UV-Visible a 275 nm pour déterminer la

quantité d’uréase relarguée.

IV.2 Résultats expérimentaux

IvV.2.1 Effet de désorption avec I’eau décarbonatée

Le graphe (Figure 16) ci-dessous montre les courbes d’adsorption et de désorption de I’uréase

dans I’eau.

0,40 -
eau

o /S

A
' s

0,25 ,b//’
o |
E 020
o .
£ 3 —=— adsorption
w 015 / —w— désorpticn
o

0,10 -

0,05 4

. ———— : .
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35
ce (mg/ml)

Figure 16 : Isothermes d’adsorption et de désorption de I’uréase par la phase [Zn,-Al-ClI]
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La courbe de désorption est légérement décalée a concentrations élevées et rejoint la courbe
d’adsorption a faibles concentrations. La quantité d’uréase libérée lors des désorptions
effectuées dans I’eau correspond aux biomolécules faiblement retenues (multicouches
d’uréase) sur la surface de I’argile. Ces courbes confirment le mécanisme de rétention de

I’uréase par chimisorption ou échange d’anions proposé précédemment

IvV.2.2 Désorption de I’uréase avec une solution de tampon phosphate

La présence de tampon phosphate favorise la désorption de I’enzyme (Figure 17). L’affinité
de la matrice HDL pour les phosphates entraine son adsorption et libére les molécules

d’uréase. Le phénomene est accentué pour les concentrations élevées en tampon phosphate

mais existent aussi a faibles concentrations.
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Figure 17 : Isothermes d’adsorption et de désorption de I’'uréase par la phase [Zn,-Al-Cl] avec une
solution phosphate

La diffraction des rayons X (Figure 18) est en accord avec les observations puisque
I’expansion de la distance interlamellaire (d = 10,8 A) révéle la présence des ions phosphates
entre les feuillets. L’intercalation par échange provoque une désorganisation de la structure
lamellaire de I’'HDL.

149



desorption avec phosphate
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Figure 18 : Diffractogramme des rayons X du matériau apres désorption (Ci=1mg/ml)

V  Conclusion

L’ adsorption d’uréase sur les hydroxydes doubles lamellaires révéle une haute affinité.
L’enzyme se fixe & la surface externe du matériau avec un taux d’échange de 20 %. La taille
trop encombrante de I’enzyme empéche son intercalation dans les domaines interlamellaires
de la structure HDL. Les études réalisées ont montré que les propriétés d’adsorption et la
quantité d’uréase immobilisée dépendaient de différents paramétres. L’amélioration des
propriétés telles que la capacité d’échange anionique liée au rapport (M"/M"), la surface
spécifiqgue de I’argile ainsi que [Iutilisation d’un pH >> p.i.e de I’enzyme favorise
I’adsorption. Par contre, la présence d’anions dont I’affinité avec la phase HDL est plus

appréciable (anions carbonates, anions phosphates) concurrence I’adsorption de I’enzyme.

Dans un premier temps, I’enzyme est adsorbée a la surface de la matrice grace aux
interactions électrostatiques issus des acides aspartiques, glutamiques, des groupements
carboxylates terminaux et a des interactions hydrophiles (Figure 19). Dans le cas des phases
chlorées, un excés d’enzyme en solution entraine une modification texturale qui va entrainer
une désagrégation des particules libérant de nouveaux sites d’adsorption, de méme nature que
les précédents. Cette augmentation de la surface spécifique favorise une nouvelle adsorption.
Ce comportement est accentué pour les phases présentant des capacités d’échange

importantes.
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Par contre dans le cas des phases carbonatees, la forte affinité des HDL pour ces anions
empéche la désagrégation des particules. Par conséquent, aucun nouveau site d’adsorption
n’apparait. L’exces d’enzyme vient se fixer sur la premiere couche d’uréase créant des
liaisons hydrophobes entre les deux biomolécules et provoquant le relargage de I’enzyme en

solution.
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Figure 19 : Schéma représentatif des mécanismes d’adsorption

La présence d’anions phosphates issus de la solution tampon provoque une compétition avec
I’enzyme entrainant soit une diminution de la quantité adsorbée soit le relargage de I’enzyme

immobilisée.

151



Adsorption et désorption de I’uréase par les phases HDL

152



Chapitre 4

Etude du confinement de Puréase dans

des matrices HDL [Zng-Al-Cl]
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I Introduction

L’immobilisation d’enzymes sur HDL par le procédé d’adsorption solide/liquide est une
méthode efficace pour préparer des matériaux nanohybrides Enzymes/HDL. Dans le cas de
I’adsorption d’uréase sur [Zn-Al-Cl], cette méthode permet au mieux d’adsorber 0.35 mg
d’enzyme par gramme de solide. L’adsorption se fait a la surface des cristallites. Les particules
d’HDL conservent globalement leur intégrité structurale. L’adsorption modifie principalement
I’état de surface et d’agrégation des cristallites. Afin d’améliorer la quantité d’uréase
immobilisée dans la matrice HDL et de préparer un véritable matériau nanohybride bas¢ sur
I’association intime mono-feuillet HDL/Enzyme, nous avons utilisé les procédés de chimie
douce permettant soit la préparation directe des matériaux hybrides (méthode de
coprécipitation, précipitation des HDL par 1’uréase), soit la nanostructuration HDL/Enzymes
par auto-assemblage en solution (méthode de  délamination/réagrégation et

calcination/reconstruction).

Ces méthodes de préparation sont toutes réalisées dans des conditions douces (pH neutres,
température ambiante) favorables a la protection des propriétés biologiques de I’enzyme. Dans
une premicre partie, nous nous sommes intéressés a comparer les performances des différents
procédés de synthese pour la phase [Zns-Al]-Uréase avec un rapport massique Q = uréase/HDL
= 1. Dans une deuxieéme étape, nous avons cherché les conditions optimales de coprécipitation

de matériaux bio-hybrides.

11 Etude Bibliographique

Cette ¢étude porte sur les différents modes d’immobilisation de 1’uréase tels que le couplage
covalent, le piégeage par inclusion dans un gel, I’encapsulation, et I’enrobage de 1’uréase sur
des capsules par la méthode couche par couche. Les résultats discutés dans la littérature se
basent essentiellement sur les activités enzymatiques de 1’uréase immobilisée. La quantité
confinée lors de différents procédés n’est pas toujours donnée. Ce paragraphe regroupe en fait
les différentes méthodes qui ont été utilisées pour immobiliser I’'uréase qui feront 1’objet d’une

discussion sur I’activité enzymatique au chapitre 6.
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L’uréase a été immobilisée sur des polymeéres fonctionnalisés afin de permettre le couplage
covalent entre I’enzyme et la matrice. L’agent de fonctionnalisation utilisé est le chlorure de
cyanuryle'. Il réagit dans un premier temps avec les groupements hydroxyles du polymére, puis
avec les groupements amines de 1’uréase par élimination d’acide chlorhydrique (Figure 1). Les
conditions optimales pour I’immobilisation ont été¢ déterminées en fonction de la concentration

en chlorure de cyanuryle, de la concentration initiale d’uréase et de 1’ activité spécifique.

N=E 3000 N=
EVAOH+CIt N 0=t eEVA-0-L N
—_ ORI L
N~y N"a
Cyanunic chroride
Cli
2500) .. . N=
+ H:N-Urease ——  *EVA O+ N
1(h) N7
NH-Urease

Figure 1 : Activation de la membrane polymére par du chlorure de cyanure®

Une autre étude® concerne 1’immobilisation de 1’uréase sur des membranes fonctionnalisées
avec des groupements amine primaire, amine tertiaire, amide, amidoxime et hydrazide. La
quantit¢ d’uréase immobilisée dépend a la fois de la quantité et de la nature des groupements
associés a la membrane. La fonctionnalisation par les groupements ( NH,, COOH), (NH,, NR3)
et( NR,, NR3, COOH) ont montré une amélioration de quantité d’enzyme greffée. Cependant,
leur activité est faible. En fait, I’activité enzymatique de 1'urée dépend essentiellement de la
perméabilité de la biomembrane. Les résultats ont montré une activité relative de 68% et de 34
% pour des membranes de perméabilité égales 4,3 et 0,2 10" m® m™? h Pa™, respectivement.
Une fois la membrane activée, un agent extenseur comme le glutaraldéhyde peut étre utilisé
pour améliorer le degré de liberté de 1’enzyme et par conséquent son activité. L activité relative
de I'uréase immobilisée sur une membrane modifiée avec de I’éthylénediamine est de 51%. En
utilisant, le glutaraldéhyde elle monte a 65%. Il a été démontré dans cette étude que
I’immobilisation dans ces matrices altérait les propriétés biologiques de 1’uréase. Le pH
optimum de I'uréase libre est de 5,8. Lorsque 1’'uréase est immobilisée sur les membranes
chargées positivement, le pH optimal se déplace vers les faibles valeurs de pH, inversement si
la membrane d’immobilisation est chargée négativement. Alors que cette technique a

I’avantage d’immobiliser irréversiblement 1’uréase, le mode de liaison conduit a une

'T. Miyata, A. Jikihara, K. Nakamae, J. Applied. Polymer Science, 1997, 1579-1588,
2 T. Godjevargova, K. Gabrovska, J. Biotechnology, 103, 2003, 107-111
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modification de la conformation de la protéine et a une perte d’activité. L’engagement des sites
actifs de I’enzyme dans la liaison Enzyme/Membrane est méme invoqué. Toutefois cette
diminution d’activité enzymatique est compensée par une amélioration de la stabilité vis a vis

du pH, de la température et du stockage.

L’utilisation de matrices polymeres organiques offre 1’avantage de présenter une porosité
flexible et adaptable aux dimensions de la biomolécule. Lors du piégeage dans ces matrices,
I’enzyme, de poids moléculaire élevé, est confinée a I’intérieur des pores alors que le substrat
et les produits de la réaction enzymatique, de masses moléculaires inférieures, diffusent
facilement a travers la matrice. L’uréase a ¢ét¢ immobilisée dans diverses matrices
polymériques® pour lesquelles la densité de réticulation, la porosité, la structure chimique, la
résistance mécanique du polymere ont été modifiées afin d’obtenir un bon compromis entre
diffusion du substrat et prévention du relargage de I’enzyme. Une étude” a été réalisée sur
I’influence de la nature des polymeéres. Cette nouvelle approche d’immobilisation est basée sur
le piégeage dans un polymere neutre ou cationique, dont les propriétés hydrophiles permettent
de préserver intégralement les propriétés fonctionnelles et biologiques des molécules d’uréase
immobilisées. La suspension de latex a été obtenue par dissolution du polymére dans un
mélange eau/éthanol puis ajoutée a une solution d’uréase. Le caractére hydrophile de la
matrice et la présence de contre-ions dans le cas des polymeéres cationiques favorise les

interactions avec la biomolécule et augmente la stabilité.

Les silices préparées par voie Sol-Gel peuvent étre considérées comme des polymeres
inorganiques et ainsi utilisées pour I’immobilisation d’enzymes. En effet, ce sont des matrices a
porosité modulable, physiquement rigides, chimiquement inertes, thermiquement stables, de
transparence optique. Elles offrent la possibilit¢ d’immobiliser des biomolécules sensibles a la
chaleur, de piéger une grande quantit¢ d’enzyme sans modifier leur conformation. Ces
caractéristiques permettent d’¢élaborer une variété de biocapteurs optiques’, ampérométriques®,
voire conductimétriques’. L’uréase a pu étre immobilisée dans une matrice de silice par le
procédé¢ sol-gel. La procédure consiste dans un premier temps a hydrolyser le
tétraméthoxysilane TMOS pour former un sol puis a ajouter une solution d’uréase. Enfin, le gel

se forme. Les conditions de préparation telles que le temps de gélation, la porosité, la

SH. Demircioglu, H. Beyenal, A. Tanyolag, N. Hasirci, Polymer, 36 (21), 1995, 4091-4096,

* H. Barhoumi, N. Jaffrezic-Renault , Biosensors and Bioelectronics, 2004

SH. C. Tsai, R.A. Doong, H.C. Chiang, K.T. Chen, Analytica Chimica Acta, 481, 2003, 75-84

°K. Ogura, K. Nakaoka, M. Nakayama, M. Kobayashi, A. Fujii, Analytica Chimica Acta, 384, 1999, 219-225
"W.Y. Lee, K. S. Lee, T.H. Kim, M.C. Shin, J.K. Park, Electroanalysis, 12 (1), 2000, 78-82
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morphologie peuvent influencer les propriétés de I’enzyme. L’enzyme immobilisée est
thermiquement plus stable que I’enzyme libre et le biocapteur a montré une bonne

reproductibilité et une stabilité au stockage.

Comme nous 1’avons mentionné précédemment, I’encapsulation permet de retenir a 1’intérieur
d’un noyau de confinement liquide I’enzyme dissoute ou en suspension et de la préserver. Les
billes d’alginates ont beaucoup été utilisées pour ce type d’immobilisation. Le réseau alginate
peut étre formé par réaction d’un cation divalent Ca*" avec de I’acide alginique. Il se forme
alors des capsules. Pour améliorer 1’obtention de sphéres uniformes®, cette matrice peut étre
renforcée par un autre polysaccharide : le xanthane. Cependant, les gels d’alginate présentent
des distributions de pores larges qui entrainent non seulement la fuite de petites molécules
d’enzyme mais aussi 1’accés a des molécules indésirables. Méme si la taille de ['uréase est
suffisamment importante pour ne pas diffuser a travers la membrane, des protéases peuvent
traverser et venir désactiver I’enzyme. Par exemple, la chymotrypsine est une enzyme qui
hydrolyse les liaisons peptidiques au niveau des sites de division leucine, isoleucine, valine et
histidine. Il est donc nécessaire de protéger’ contre la chymotrypsine la jack bean uréase qui
posséde tous ces acides aminés dans la région du site actif. Pour écarter ce probléme, le
chitosan, un polysaccharide cationique soluble dans I’eau, a été utilisé. Ce composé vient
remplacer les ions Ca”" en formant une réticulation chitosan-alginate. L enzyme encapsulée est

plus stable vis-a-vis du pH, de la température et de la désactivation par les protéases.

Une autre méthode'® d’encapsulation de I'uréase dans des micro-capsules assemblées par la
méthode couche par couche a été¢ élaborée. La procédure consiste a préparer un agent
structurant en latex de 5 um par couches successives de polycations et polyanions. Les capsules
sont imperméables dans 1’eau mais deviennent perméables dans un mélange eau/éthanol. De ce
fait, elles ont ét¢ dissoutes dans ce mélange pour permettre 1’insertion de 1’enzyme puis sont
mises en suspension a nouveau dans 1’eau (Figure 2). Les propriétés de la membrane
permettent de maintenir 1’enzyme, de laisser diffuser les petites molécules et de protéger

I’uréase des protéases et des microbes.

Y. M. El¢in, Biomaterials, 16, 1995, 1157-1161
? A. R. DeGroot, R. J. Neufeld, Enzyme and Microbial Technology, 29, 2001, 321-327
Y. Lvov, Nano Letters, 1 (3), 2001, 125-128
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Figure 2 : Pénétration et encapsulation de I’'uréase dans des capsules formées de multicouches de polyions, a
gauche : dans I’eau, au milieu : dans eau/éthanol, a droite : la capsule avec I’uréase encapsulée dans I’eau.

Schéma du dessous : images de fluorescence confocale des capsules™

Ces exemples ont montré la possibilité d’encapsuler I’enzyme a I’intérieur des capsules mais il

est possible aussi d’immobiliser 1'uréase a I’extérieur des micro-sphéres. Des multicouches

foenll, 12 " . . . . .
d’uréase © ° ont été assemblées sur des spheéres de polyméres par adsorption successive

d’uréase avec un polyélectrolyte de charge opposée par la méthode couche par couche (Figure

3). Comme I’uréase posséde un point isoélectrique de 5,3, il est possible de 1’utiliser comme

polycation ou polyanion en fonction du pH utilisé. Cependant cette méthode présente des

inconvénients : une faible quantité d’uréase est immobilisée et une perte d’activité,

probablement par changement de conformation, est enregistrée.

DADMA P
i ¢ PSS
—p —p
(1) (2) %A

PS particle

Urease 1(4)

(pH 8.0)

PS particle coated with
urease multilayers

Figure 3 : Formation des capsules enrobées de polyions (uréase/polyélectrolyte)
par la méthode couche par couche

Y. Lvov, F. Caruso, Analytical Chemistry, 73, 2001, 4212-4217
27, Liang, C. Wang, Z. Tong, W. Ye, S. Ye, Reactive and Functional Polymers, 2005, article in Press
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III Stratégie de confinement de I’uréase

II1.1 Protocoles expérimentaux des synthéses des matériaux hybrides HDL [Zn;Al[-uréase

[11.1.1 L’échange anionique

La méthode utilisée est identique a celle réalisée pour I’adsorption de 1’enzyme sur les phases
HDL (Chapitre III). 20 mg de [Zn3-Al-Cl] sont mis en suspension dans 10 ml d’une solution
d’uréase a 2 mg/ml dans un systéme fermé. Le rapport massique initial uréase/HDL est de 1
(Q=1). Le mélange est alors agité¢ pendant 24 heures dans un bain thermostaté¢ a 23°C puis
centrifugé a 10000 tours/min pendant 20 minutes pour séparer I’enzyme immobilisée de
I’enzyme libre. Les conditions de préparation du matériau par échange ionique sont identiques
en terme de concentration d’uréase et de rapport massique Uréase/HDL aux conditions utilisées

pour générer le dernier point de 1’isotherme d’adsorption.

I11.1.2 La délamination

La méthode de délamination que nous avons utilisée correspond a la méthode élaborée au

laboratoire (chapitre I, section IV.2.1).

Les conditions expérimentales sont les suivantes : une phase [Zn3-Al-DDS] a été préparée par
coprécipitation d’une solution de chlorure de zinc et d’aluminium avec un rapport Zn*"/AI’" =
3 et de concentration 1M dans un excés de DDS tel que DDS/AI’™ = 2. La synthése a été
réalisée a pH constant égal a 8 par ajout simultané de soude 2M. Le milieu réactionnel est mis
sous azote pour éviter la carbonatation et agité pendant 48 heures. Le précipité obtenu est lavé a
I’eau, pour éliminer les sels en exceés (DDS) (Viy. = 90 mL), puis successivement avec de
I’éthanol et du butanol pour enlever toutes traces d’eau et favoriser la mise en suspension

ultérieure dans du butanol.

50 mL de suspension fraiche HDL/butanol a Img/ml sont mis sous ultrason pendant une heure
pour favoriser la dispersion des particules dans ce solvant. Enfin, la solution a été placée sous
reflux pendant 24 heures a 120°C pour permettre 1’exfoliation des particules d’HDL. La
dispersion totale des particules n’est pas toujours reproductible, elle dépend de plusieurs
parametres qui ne sont pas toujours maitrisés, 1’état de cristallinité du précurseur [Zn3;-Al-DDS]

ou son taux d’hydratation.
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Pour préparer la phase hybride [Zn;-Al-DDS]-Uréase, une solution de 10 ml d’eau
décarbonatée contenant 50 mg d’uréase a ¢été ajoutée a la solution refroidie d’HDL. Le
caractere hydrophile de la matrice inorganique permet son transfert de phase vers la solution
aqueuse d’enzyme. La solution est agitée 24 heures sous atmospheére inerte. Le précipité obtenu

est lavé jusqu’a disparition compléte du butanol, puis séché a température ambiante.

I11.1.3 Coprécipitation

Le protocole est le suivant : 23 ml d’une solution de sels métalliques de ZnCl, et AICl; de
concentration totale 0,02 mol/L avec un rapport M'/M™ = 3 est additionné a une solution
d’uréase (50 mg). Le rapport massique théorique uréase/HDL est de 1. Simultanément, une
solution de soude a 0,04 M est ajoutée a vitesse constante afin d’obtenir un pH de consigne
constant tout au long de la réaction de 8. La synthése a lieu a température ambiante et sous
azote pendant 24 heures. Le précipité est récupéré par centrifugation et lavé a 1’eau

décarbonatée (Vi,y. = 60 mL) puis séché a température ambiante.

1I1.2 Comparaison des propriétés structurales et morphologiques des différentes phases
[Zn;-Al-Cl]-Uréase

111.2.1 Etude structurale

[11.2.1.1 Diffraction des rayons X sur poudre

Les diffractogrammes des composés obtenus sont représentés sur la Figure 4. La présence des
raies de diffraction caractéristiques de la structure HDL sur les diffractogrammes des
différentes phases préparées valident 1’utilisation des différentes méthodes de synthése pour la
préparation de phases hybrides [HDL]-Uréase. Cependant les résultats cristallographiques

montrent des différences importantes.
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Figure 4 : Diffactogrammes X a) précurseur [Zns-Al-Cl], b) phase échangée,
c) phase délaminée-reconstruite, ¢) phase coprécipitée.

a: [Zn_-AlCI]

b: [Zn_-Al-Cl)/urease par échange
-Al-Cl]furease par délamination
d: [Zn_-Al-Cl)/urease par coprécipitation

c:[Zn
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Lors de 1’échange anionique, 1’allure du diffractogramme est peu altérée. Les paramétres de

maille affinés sont proches de ceux du précurseurs (Tableau 1 ). Un Iéger déplacement des raies

(001), indiquant une distance interlamellaire de 0,77 nm, dénote une 1égére contamination par

les carbonates. Seules les intensités diffractées s’effondrent montrant un pourcentage de phase

cristallisée plus faible dans la phase traitée par I’enzyme. La biomolécule s’échange a la surface

et diffuse entre les particules, force la dispersion quand celle ci est énergétiquement accessible.

En effet, les raies de diffraction s’affinent, 1’échange anionique est structuralement sélectif; il

affecte principalement la fraction du solide la moins bien ordonnée laissant la phase de haute

cristallinité non perturbée. Les résultats sont similaires a ceux de I’adsorption. On en déduit

donc qu’un précurseur HDL de faible cristallinit¢ devrait favoriser un taux d’échange plus

élevé.
Tableau 1 : Paramétres de maille de la phase [Zns-Al-Cl] précurseur
matrice Groupe d’espace a (nm) ¢ (nm) d (nm)
[Zn3-Al-Cl] R-3m 0,306 2,36 0,787
[Zn3-Al-Cl]-
R-3m 0,308 2,31 0,777
Uréase ech.

Contrairement a la phase préparée par échange, les deux autres matrices présentent des

modifications structurales significatives.
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Pour le procédé de délamination/reconstruction, le diffractogramme montre une contraction de
la distance interlamellaire passant de 25,2 A (caractéristique d’une phase [Zn3;-Al-DDS]) a
16,34 A. Cette phase n’est pas le résultat d’une modification structurale due a 1’enzyme. Elle
correspond a une phase secondaire souvent mise en évidence au cours de ce procédé de
synthése comme I’ont montré Adachi-Pagano et coll®. Au cours du traitement thermique de la
phase HDL [Zn3;-Al-DDS] dans le butanol une fraction majoritaire se disperse en solution
colloidale alors que la fraction minoritaire la plus cristallisée subit une contraction de 1’espace
interlamellaire, favorisée par 1’apparition d’un structuration plus compacte des domaines
interlamellaires (haut degré d’interdigitation des anions DDS ou orientation des anions
intercalés a 57° par rapport a c¢) et un renforcement des interactions de van der Waals des
chaines alkyle. La perte de cristallinité¢ globale, mise en évidence sur le diffractogramme X,

suggere la formation d’un composé amorphe li¢ a I’association matrice HDL/Uréase.

Le procédé de coprécipitation conduit aux phases hybrides les moins structurées, avec une
diminution d’intensité et un élargissement des raies (001) appréciables (AO = 2,12). La
préservation des raies (012) et (110) caractéristiques du feuillet HDL est constatée et confirme
la formation de la phase HDL malgré I’influence importante de I’uréase sur la structuration de
ces composés. En effet, la présence de biomolécules entraine une forte modification de 1’ordre
d’empilement des feuillets. Par ailleurs, la position angulaire des raies (001) suggere la présence
de chlorures ou de carbonates dans les domaines interlamellaires. Comme pour les autres

procédés de synthése, I’enzyme n’est pas insérée de maniére ordonnée entre les feuillets HDL.

I11.2.1.2 Spectroscopie infrarouge

Les spectres infrarouge des différentes matrices obtenues sont représentés sur la Figure 5. Ils
coincident avec la superposition des spectres de 1’uréase et de la matrice [Zn3-Al-X]. Ces
résultats montrent la formation d’une phase hybride uréase/HDL quel que soit le mode

d’association de ces deux partenaires.

B F. Leroux, M. Adachi-Pagano, M. Intissar, S. Chauviére, C. Forano, J.P. Besse, J. Materials Chemistry, 11,
2001, 105-112
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Figure 5 : Spectres infrarouges : a) [Zns-Al-Cl], [Zn3-Al]-Uréase préparée b) par échange anionique, ) par
délamination/reconstruction, d) par coprécipitation et e) uréase

Pour toutes les phases préparées, nous observons les bandes de vibrations C=0O (amide I) a
1653 cm™ et de déformation NH (amide II) a 1549 cm™ de I’enzyme, et les bandes de
vibrations du réseaux HDL ( O-M-O a 427 cm™ et M-O entre 841 et 647 cm™). Toutefois
certains changements sont observés, particulierement concernant les modes de vibration de
I’anion intercalé. La bande & 1360 cm™ caractéristique des groupements COs> confirme la
carbonatation de la phase HDL/uréase préparée par échange. Dans le cas du procédé de
délamination/reconstruction, la bande intense a 1236 cm’! caractéristique de la liaison O-SO3°
confirme la présence de DDS entre les feuillets. Par contre, pour la phase coprécipitée, aucune
bande de vibration d’anions n’est observée suggérant que les anions Cl issus des sels

métalliques viennent compenser la charge positive des feuillets simultanément avec 1’uréase.

Les intensités des bandes attribuées a la biomolécule sont plus intenses pour les matériaux
hybrides préparés par coprécipitation ou délamination-réempilement suggérant que la quantité
d’uréase immobilisée par ces modes de synthése est plus importante. En effet, pour ces deux
procédés, la surface d’échange de la matrice HDL avec I’enzyme est beaucoup plus importante
car par coprécipitation le solide se construit a la surface de I’enzyme et par délamination,
I’empilement des feuillets exfoliés piege I’enzyme. Dans le cas de I’échange, 1’insertion est
défavorisée a la fois par la taille trop importante de la biomolécule et par la stabilité des phases
HDL chlorures ou carbonates. Le taux d’immobilisation d’uréase a ¢été¢ déterminée par

spectroscopie UV-visible (275 nm). La masse d’enzyme immobilisée est calculée par
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soustraction de la masse d’enzyme libre en solution a la masse initiale. Pour un rapport initial
Q=1, environ 20 % d’uréase est immobilisé par échange pour 100% par coprécipitation. La
quantit¢ d’uréase non immobilisée par le procédé délamination-reconstruction n’a pas été
mesurée. Il était difficile d’extraire la phase aqueuse de la phase alcoolique. En outre, il est
possible qu’une partie de 1’uréase ait été transférée dans le solvant alcoolique et soit dénaturée

empéchant la détermination de sa concentration par spectroscopie UV.

I11.2.2 Etude morphologique par microscopie électronique a balayage

Les différents clichés de microscopie €lectronique a balayage de la matrice de référence [Zn;-

Al-CI] coprécipitée et des différentes phases hybrides sont représentés sur la Figure 7

En général, les phases [Zn3;-Al-Cl] coprécipitées présentent une morphologie homogene
constituée de particules primaires de forme pseudo-hexagonale agrégées en « rose des sables »
ou les plaquettes individuelles de tailles comprises entre 500 et 800 nm sont relativement bien

identifiées.

Les clichés MEB réalisés sur les matériaux hybrides affichent certaines modifications

texturales.

La phase préparée par échange présente un aspect morphologique peu différent du précurseur
mais une apparence plus fondue. L’adsorption de I’uréase sur la surface externe des particules
secondaires conduit a la désagrégation des petites cristallites de surface et a une réorientation

des plaquettes modifiées par I’uréase.

La méthode de délamination affecte I’agrégation des plaquettes en particules secondaires. On
perd I’association en rose des sables au profit d’une agrégation en plaquettes empilées. Les
particules primaires ne sont plus identifiées. La présence de molécules organiques
(dodécylsulfate et enzyme) modifie la rigidité des plaquettes, leur confére une meilleure

flexibilité et entraine un repliement des bords.
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Etude du confinement de 1’uréase dans des matrices HDL [Zngr-Al-Cl]
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Figure 6 : Clichés MEB a) précurseur, b) phase échangée, c) phase délaminée/reconstruite,
d) phase coprécipitée

Les clichés obtenus pour la phase hybride coprécipitée sont focalisés sur la face et sur la
tranche d’un agrégat. Ces images révelent une trés forte orientation préférentielle des
cristallites. Le cliché¢ de la tranche de la particule montre clairement 1’agencement des
plaquettes empilées toutes paralléles. L’observation de la face de I’agrégat montre quant a elle

un arrangement de particules ondulées en chateau de cartes. Les plaquettes s’accolent par leurs
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Etude du confinement de 1’uréase dans des matrices HDL [Zngr-Al-Cl]

coOtés latéraux, délimitant une porosité élevée. Les épaisseurs des particules sont comprises

entre 50 nm et 100 nm.

La présence des biomolécules dans le milieu de synthése joue un rdle texturant directeur lors de
la précipitation des hydroxydes doubles lamellaires puisque la phase obtenue perd son aspect

textural bien défini et homogene au profit d’une agrégation dense des plaquettes orientées.

L’analyse des ¢éléments par la technique EDX a été réalisée sur les échantillons lors des

analyses microscopiques (Figure 9).

e 1 v

Figure 7 : Clichés MEB avec couplage EDX pour les phases hybrides préparées par a) échange,
b) délamination/reconstruction, c) coprécipitation

Pour toutes les phases, les éléments constitutifs du feuillet (zinc, aluminium et oxygene) sont

identifiés. Ces analyses qualitatives nous apportent des renseignements utiles.

Les rapports des pics Zn/Al sont pratiquement les mémes pour les 3 échantillons, ce qui
confirme le maintien ou la formation de phases mixtes [Zn-Al]. Les résultats d’analyse

confirment la présence d’anions CI” pour les phases échangées, de soufre provenant des anions
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DDS pour les phases délaminées, d’anions CI” pour les phases coprécipitées ainsi qu'un taux de
carbone ¢élevé en fonction du taux d’immobilisation d’uréase. Le confinement de 1’uréase dans
les phases HDL ne permet jamais de contrebalancer toutes les charges positives des feuillets, la
co-intercalation d’anions est donc nécessaire ; la répartition des espéces anioniques en surface

ou entre les feuillets dépend de leur taille.

111.3 Etude approfondie de la coprécipitation des phases [Zng-Al-Cl]-Urease

Lors de I’étude comparée des méthodes de préparation des phases hybrides [Zn3-Al]-Uréase, la
méthode de coprécipitation a permis d’obtenir un taux d’immobilisation d’uréase plus élevé
que les autres protocoles. L’analyse des propriétés structurales et morphologiques révele une
forte dispersion des biomolécules dans la matrice HDL. Nous avons essayé d’optimiser cette
méthode pour la préparation de matériaux hybrides [Zng-Al]-Uréase avec R = 2,0 ; 3,0 et 4,0
en évaluant I’effet du pH (7, 7.5, 8, 9) et du rapport Q=Uréase/[Zng-Al] (1/3, 1/2, 1, 3).

Protocole expérimental : Pour chaque synthése, nous avons analysé le taux d’immobilisation
d’uréase mesuré en pourcentage du taux attendu. En absence d’uréase, la méthode de synthese
permet d’obtenir un rendement massique moyen d’environ 84%. Le procédé élaboré consiste a
préparer 50 mg de [Zng-Al-Cl]. Pour la phase de référence [Zn3-Al-Cl], les analyses chimiques
ont révélé une bonne conservation des rapports massiques Zn/Al et CI/Al (Tableau 3). Pour
préparer le matériau hybride, différentes masses d’uréase ont été mises en solution afin
d’obtenir des rapports Q allant de 1/3 a 3. La détermination de 1’'uréase immobilisée a été
déterminée par différence de 1’uréase initiale et de la concentration d’uréase dans le surnageant.
La solution récupérée apres séparation des deux phases a été analysée par spectroscopie UV-
Visible a 275 nm. L’enzyme n’a été détectée que dans le surnageant apres centrifugation.

L’analyse des eaux de lavage n’a pas montré la présence d’uréase.

[11.3.1 Résultats expérimentaux

Le Tableau 2 récapitule les rendements et les rapports uréase/HDL déterminés en fin de
synthése. La colonne nommée % synthése correspond aux rendements du produit final. La
colonne % uréase correspond a la quantité retenue par le matériau par rapport a la quantité
initialement introduite. En connaissant la masse du produit hybride (HDL + Uréase) et la masse

d’enzyme contenue dans ce matériau, nous pouvons déterminer la masse d’HDL précipitée. La
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colonne % HDL correspond a la quantité d’HDL réellement précipitée par rapport a la masse

attendue ( 50 mg).

Tableau 2 : Rendements déterminés pour le matériau hybrides puis pour I’'uréase et la matrice inorganique
séparément ainsi que le rapport Q

phase | Q initial | %synthése | % urease | % HDL | Q moyen
1/3 94 90 94 | 0,325
12 90 91 89 0,51
R=3 1 90 90 91 0.99
pH=8
2 85 83 98 1.68
3 80 76 90 2.5
R=3 1 78 91 65 1.4
pH=7
R=3 1 90 90 91 0.99
pH=8
R=3 1 89 90 87 1.03
pH=9
2 1 83 91 75 1,22
pH=7,5 :
R=3
DH=8 1 90 90 91 0.99
R=4
DH0 1 93 91 95 0,95

Pour la série d’échantillons obtenus dans les conditions R=3 et un pH de consigne de 8, le
rendement de précipitation de la matrice HDL ne varie pas avec 1’augmentation de la
concentration en uréase. La protéine n’affecte pas la formation de la phase minérale. Par contre,
la quantité d’uréase immobilisée diminue quand le rapport Uréase/HDL, Q, augmente. La
variation de la quantité d’enzyme immobilisée en fonction de la concentration d’enzyme en
solution est présentée sur la Figure 8. La courbe obtenue s’apparente a un isotherme
d’adsorption de type L, mettant en évidence deux étapes d’immobilisation, augmentation
linéaire de I’immobilisation d’enzyme jusqu’a un rapport Q = 1.0, au-dela on observe un
amortissement du a la saturation de la surface du matériau. Aux faibles concentrations en

uréase les sites d’interactions HDL/Enzyme sont indépendants, I’interaction HDL/Enzyme
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domine, aux concentrations supérieures 1’agrégation enzyme/enzyme diminue la quantité

confinée.
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Figure 8 : Représentation de la quantité d’uréase adsorbée en fonction
de la concentration d’enzyme en solution

Ensuite, nous nous sommes intéressés a I’influence du pH de précipitation. En diminuant la
valeur de ce paramétre, le rendement massique de synthése diminue. Une faible valeur du pH
limite la précipitation de la phase HDL et provoque une diminution de la quantité de solide
précipité. Les analyses chimiques corroborent ce résultat (Tableau 3). Effectivement le rapport
Zn*"/AI’" obtenu pour le matériau synthétisé a pH 8 ou 9 approche de la valeur théorique (3)
alors que celui déterminé a pH 7 est largement inférieur (2,33 pour Q=1/3). Ce dernier résultat
suggere que le zinc n’a pas totalement réagi a pH = 7. En outre, on peut constater que quel que
soit le pH utilisé, la quantit¢ d’uréase confinée est presque identique. Ce comportement
implique une élévation de la quantité d’uréase immobilisée. Pour un domaine de pH entre 8 et

9, le rapport Q est préservé.

Ce méme résultat a été obtenu lors de la synthése de phase présentant des rapports Zn”"/AL**
différents. En fonction de R, le pH de consigne est modifi¢ (pH= 7,5 pour R=2, 8 pour R=3 et 9
pour R=4). En augmentant la valeur du pH, la précipitation de I"HDL est favorisée. Par contre
la quantité d’uréase immobilisée est la méme. Pour des valeurs de pH 8 et 9, le rapport
uréase/HDL est conservé contrairement au rapport obtenu a pH 7,5 qui, quant a lui, augmente.

I** sont proches de la valeur

Cependant dans ces conditions de synthése, les rapports Zn*"/A
initiale des sels métalliques.
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Tableau 3 : Analyses chimiques des différents produits obtenus

Q | pH | ZVALT ZWAL | % Coy | Con/Al | CUAL |(COPYAL| (A)/AL | 1205 & Cchange
0 | 3 3 | 2,9 0 | 099 : 0,99 0
13| 3 3 | 287 | 11 | 509 | 065 | 004 0.73 027
1 | 8 3 [ 323 | 192 | 135 | 048 | 007 0,62 0.38
3 | 3 3 | 284 | 3196 | 3975 | - 0,12 0.04 0.76
3 7 3 | 233 : 051 | 0,04 0,59 0.41
3] 9 3 | 291 | 1058 | 466 | 054 | 0,04 0,62 0.38
13 75 | 2 | 191 | 11 | 356 | 059 | 003 0,65 0.35
131 9 z 4 | 12,07 | 698 | 047 | 005 0,57 0.43

Les analyses chimiques révélent la présence d’anions CI” et CO5>, la compensation de charge
de la structure hote ne peut pas étre assurée uniquement par I’immobilisation d’enzyme. La
contamination par les carbonates reste relativement faible. Le taux d’échange d’uréase

augmente logiquement avec le rapport Q.

Le relargage de I’enzyme immobilisée a été évalué sur une phase [Zn;-Al-Cl]-uréase (Q = 1)
dans I’eau ou dans une solution tampon phosphate a différentes concentrations 10, 50 et 100
mM. Le protocole consiste a mettre en suspension le matériau. Le milieu réactionnel est ensuite
agité pendant 24 h sous atmosphere inerte. Le solide est récupéré par centrifugation. Afin de
déterminer la concentration d’uréase, le surnageant est analysé par spectroscopie UV a 275 nm.
La remise en suspension dans une solution d’eau décarbonatée entraine un relargage d’environ
5 % d’enzyme immobilisée suggérant que seules les molécules faiblement liées avec la matrice
sont déplacées. Par contre, 50 % de la quantit¢ d’enzyme immobilisée est libérée dans la
solution tampon, quelle que soit la concentration utilisée. Le mécanisme de relargage se fait
donc par échange anionique, 1’affinité de la matrice HDL étant plus grande pour les ions
phosphates que pour 1’uréase. Ce relargage indique par ailleurs que 50% de 1’uréase peut

diffuser facilement dans la matrice qui présente une faible cohésion structurale.

111.3.2 Etude structurale

[11.3.2.1 Diffraction des rayons X

Les diffractogrammes des rayons X des phases hybrides [Zn-Al-Urease] sont comparés au
diffractogramme d’une phase de référence [Zn3-Al-Cl], (Figure 9), dont les parameétres de
maille affinés (groupe d’espace : R-3m) sont @ = 3,08 A et ¢ = 23,39 A (d = ¢/3) et la distance

interlamellaire d = 7,80 A typique de la phase chlorure.
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Figure 9 : Diffractogrammes X des phases [Zn;Al-Cl]-uréase avec I’évolution du rapport Q

Les phases hybrides contenant 1’'uréase montrent une forte diminution de la cristallinité. Le
nombre de raies de diffraction est plus faible comparé a la phase de référence. Leur
¢largissement montre un désordre plus important de la structure avec un net effet
turbostratique. Ces diffractogrammes X sont caractéristiques de phases hautement

désordonnées contenant des anions chlorures ou carbonates.

La préservation des raies de diffraction (012) et (110), excepté pour la phase Q=3, met en
¢vidence la formation effective des feuillets HDL. Ces observations structurales montrent la
possibilit¢ de précipiter la phase [Zn-Al-Cl] dans un réseau bioorganique qui oriente,

cependant, la cristallinité de cette phase inorganique.

Lorsque le rapport uréase/HDL (Q) évolue entre 1/3 et 3, I’intensité des raies de diffraction
diminue fortement, ce qui s’explique par une perte de 1’ordre d’empilement des feuillets. La
taille volumineuse de 1’'uréase (monomére : 9.6 nm x 5.4 nm) et la haute affinité de I’enzyme
pour le matériau inorganique s’oppose a la croissance cristalline d’HDL selon la direction ¢
ainsi qu’a I’organisation de la structure lamellaire du composé.

On montre par ailleurs que ’effet déstructurant subi par I’HDL peut-étre limité par une

augmentation du pH de coprécipitation ou du rapport Zn/Al (Figure 10).
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Figure 10 : Diffractogrammes X des phases synthétisées pour Q =1 a) a différents pH ou b) rapport R

Il est possible de souligner I’influence de la température sur la précipitation du matériau
hybride. L’étude a été réalisée dans les conditions suivantes : Q=1/2, pH = 8, T = 40°C. Cette
température correspond a la température optimale a laquelle I’activité enzymatique de I’uréase
est maximale. Le diffractogramme X montre la formation d’une phase parasite caractérisée

comme de 1’oxyde de zinc ZnO de type zincite (Figure 11).
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Figure 11 : Diffractogramme de la phase synthétisée a 40°C
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[11.3.2.2 Etude par absorption des rayons X

Une étude sur I’environnement local autour des atomes de zinc a été réalisée par spectroscopie

d’absorption X au seuil K du Zn. Les conditions opératoires ainsi que les procédures

d’affinement des données EXAFS sont décrites dans 1’annexe 3.

Les modules des transformées de Fourier représentés sur les Figures 13 et 14, ont été

déterminés pour les échantillons suivants :
- [Zn3-Al-CI] a pH =8 et Q compris entre 1/5 et 3
- [Zn;-Al-CllapH=7etQ=1/3
- [Zny-Al-CllapH=7,5e¢tQ=1/3

Généralement, les courbes de pseudo-distributions radiales autour de 1’atome de zinc pour les

phases [Zn-Al-Cl] révelent plusieurs contributions dont quatre sont clairement identifiées. Il

s’agit pour la premiere contribution, notée P;, des atomes d’oxygeéne autour du zinc en

environnement octaédrique. Les trois autres contributions sont liées aux voisins métalliques du

zine, noté Zn-Me avec Me correspondant aux atomes de zinc et d’aluminium. Les contributions

P,, P3 et P4 correspondent aux distances a, a3 et 2a, respectivement, de 1’atome de zinc avec

les différentes spheéres de coordination des atomes métalliques (Figure 12). L’ amplitude plus

¢levée de la contribution P4, comparée a celle de P est trés souvent caractéristique de phases

lamellaires et dans le modéle structural idéal de la phase HDL , ceci correspond a 6 atomes

Zn”" a une distance 2a révélant que les atomes métalliques Zn-Zn-Zn au sein du feuillet sont

bien alignés. Cet effet est appelé « focussing effect ».
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Figure 12 : ordre local idéal pour une phase a) M"/M"'=2 et b) M''/M'"'=3
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Pour la premiere série d’échantillons dont le rapport uréase/HDL évolue, ’identification des
quatre contributions confirme la précipitation de phases de type HDL. Cependant, la présence

de I’enzyme implique certaines modifications structurales.

Zn-0 Zn-Me
P P Zn-Me

1 2

IF(RYIIA?

RIA

Figure 13 : Modules des transformées de Fourier au seuil K du Zn.
Les distances ne sont pas corrigées du déphasage atomique

Les maxima de la contribution P, pour les matériaux ayant un faible rapport uréase/HDL (Q<I)
se situent a la méme distance mais présentent des intensités différentes. Cette observation
suggere que I’atome de zinc se trouve au centre d’un octaédre dont les sommets sont des
atomes d’oxygene, mais ayant une répartition différente autour de 1’atome central. En outre, un
faible déplacement vers des distances plus longues pour les matériaux Q>1 impliquerait une
légére déformation de I’octaédre liée a une diminution de la cristallinité de ces phases.

La contribution P,, quant a elle, diminue d’intensité avec 1’augmentation de la concentration
d’enzyme. Ce changement semble indiquer la présence d’une phase amorphe supplémentaire
et/ou une amorphisation progressive de I’HDL ou bien encore un changement du rapport
Zn**/AI*". En effet, dans le cas du modéle structural idéal d’une phase R=3, P est associée a 4
Zn-Zn et 2 Zn-Al. Une diminution du rapport Zn/Al de 3 a 2 serait accompagnée d’un
changement de I’ordre cristallin attendu pour P, devenant alors 3 Zn-Zn et 3 Zn-Al. Ceci aurait
pour conséquence une diminution d’intensité puisque 1’amplitude de rétrodiffusion de
I’aluminium est plus faible que celle du zinc.

Si le feuillet est bien organisé, 1’intensité de la contribution P, est plus élevée comparée a la
celle de la contribution P;. En augmentant, la quantité d’uréase lors de la préparation des

matériaux, la différence d’amplitude entre ces deux pics s’atténue. Qualitativement,
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I’observation des pics de corrélation a longues distances pourrait s’expliquer par une perte
d’arrangement structural du feuillet ou par la présence d’une nouvelle distance Zn-Al d’un
matériau non HDL. Ces distances Zn-Me seraient proches de celles observées pour P; et P4
décrites par le modele structural idéal. La différence de 1’environnement du zinc a longues

distances est confirmée par le déplacement des contributions Ps et Py.

Par ailleurs, I’apparition d’un épaulement puis d’un dédoublement visible a des distances plus
faibles du pic correspondant a la premiére contribution (P;) a partir de Q=1 soumet le passage
du zinc d’un environnement octaédrique & un environnement tétraédrique. L’augmentation
d’intensité ainsi que le déplacement de cette nouvelle contribution vers des distances plus
courtes évoquent, tous deux, la formation d’une nouvelle phase de plus en plus structurée ayant
une coordination tétraédrique d’atomes d’oxygene autour du zinc. L’étude par diffraction des
rayons X pour une phase préparée a 40°C dans un rapport uréase/HDL de 1/2 révele la
précipitation d’une phase parasite d’oxyde de zinc. Cependant, il est difficile de conclure sur la
nature de ce composé¢ a partir des diffractogrammes des rayons X puisque cette phase demeure

amorphe.

La deuxiéme série d’échantillons concerne 1’influence de paramétres tels que le pH de
précipitation (7ou 8) ou le rapport Zn/Al (ici R=2, pH= 7,5 et R=3, pH = 8). Cette série sera
comparée a la phase de référence [Zn3-Al-Cl] avec Q=1/5 (Figure 14).

vP Zn-Me ¥ZnO

R=2, Q=1/3, pH=75

R=3, Q=1/3, pH=7

IF(R)IA™

R=3, Q=1/3, pH=8

R=3, Q=1/5, pH=8

g T T 4 T I T
0 2 4 6 8 10

R/A

Figure 14 : Modules des transformées de Fourier au seuil K du Zn.
Les distances ne sont pas corrigées du déphasage atomique
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Dans le cas de la synthése a pH = 7, on observe un dédoublement des pics P; indiquant que
I’atome de zinc se trouve dans deux environnements distincts. La deuxiéme contribution,
correspondant au premier contact métallique, se situe a la méme distance, mais son amplitude
diminue par rapport a la phase synthétisée a pH = 8. D’apres les analyses chimiques, le rapport
Zn*"/AP" est plus faible. Comme il a été cité précédemment, I’augmentation de liaisons Zn-Al,
d’aprés les modéles structuraux idéaux, lorsque le rapport Zn/Al diminue, entralne une
diminution d’intensité. Ce changement structural local pourrait s’expliquer par le passage d’une

phase [Zn3-Al-Cl] en deux phases ( [Zn,-Al-Cl] + ZnO amorphe).

Dans les conditions expérimentales suivantes R=2, Q=1/3 et pH = 7,5, deux phases sont
distinctement identifiées. Le dédoublement du pic P; et la forte diminution d’intensité du pic P,
peuvent s’expliquer comme précédemment. Malgré les analyses chimiques qui montrent la
conservation du rapport Zn’"/AI’", 1a phase HDL présente sans doute un rapport R plus petit.
L’exces de zinc semble avoir précipité sous forme de ZnO. En effet, pour cette phase, les

contributions des liaisons Zn-O et Zn-Zn différentes d’une phase HDL sont discernées (Figure
14).

Pour confirmer ces hypothéses, un affinement des modules par extraction polynomiale
caractérisant la structure fine des matériaux a ¢été réalisé. Les spectres expérimentaux des
modulations EXAFS correspondant aux échantillons ZnO, [Zn3;-Al-CI] avec Q = 1/5 et Q=3, et
[Zn,-Al-Cl] avec Q=1/3 sont représentés sur la Figure 15.
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Figure 15 : Oscillations EXAFS au seuil K du zinc des composés a) ZnO, b) [Znz-Al] Q = 1/5
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Les échantillons ZnO et [Zns;-Al] avec Q=1/5 servent de référence. Les battements et

oscillations du signal ky (k) de la phase [Zn3;-Al] avec Q=3 ressemblent a ceux de la phase de

référence HDL indiquant qu’entre Q=1/5 a 3, les matériaux présentent la méme structure fine.

Par contre, la phase synthétisée dans un rapport Zn>"/AI’" = 2 4 pH 7.5 tend vers la structure

fine de la phase ZnO.

Les affinements de la premiére sphere de coordination autour du zinc pour les phases ZnO de

référence ont été réalisés (Figure 16).
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Etude du confinement de 1’uréase dans des matrices HDL [Zng-Al-Cl]
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Figure 16 : Simulation de la premiére couche au seuil du zinc de ZnO
D’aprés les données cristallographiques (Tableau 4), il a été possible d’extraire le facteur

d’échelle SOZ, le libre parcours moyen I'zy0 . Au cours des prochains affinements, ces deux

parametres seront bloqués.

L’affinement de la premiére et seconde sphéere de coordination de Zn-O pour I’échantillon HDL

de référence a été réalisée (Figure 17). Les résultats sont en bon accord avec ceux déja obtenus

pour une phase HDL".
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Figure 17 : Simulation a) de la premiére couche et b) des deux premiéres couches au seuil du zinc
de [Zn;-All Q =1/5
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D’aprés les résultats des paramétres structuraux (Tableau 4), le nombre total de cations est
supérieur a 6, mais reste dans la marge d’erreur communément admise pour 1’affinement

EXAFS (0,02 A pour les distances et 15 a 20 % sur le nombre d’atome).

Les résultats (Tableau 4) issus de I’affinement EXAFS de la phase Q=3 (Figure 18) montrent
au niveau de la deuxiéme sphére de coordination 4 distances Zn-Zn et 2 distances Zn-Al.
D’aprés les modéles structuraux idéaux, le rapport Zn*'/AI’* tend vers 3 confirmant les
analyses chimiques. La diminution de I’intensité de la contribution P, semble appuyer les
hypothéses d’une amorphisation de la phase HDL et de la présence d’une nouvelle phase
amorphe. L’introduction d’une distance supplémentaire Zn-O a 1,99 (visible sur le modules
de Fourier) améliore I’affinement de la sphére Zn-O. La présence de ZnO est visible mais
celle-ci doit étre sans doute minoritaire puisque l'ordre local au niveau des interactions Zn-Zn

est absent.
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Figure 18 : Simulation de la premiére couche au seuil du zinc de [Zn;-Al] Q =3

Finalement, 1’affinement de la premiére sphére de coordination de la phase [Zn,-Al] a été
effectuée (Figure 19). Deux corrélations Zn-O ont été identifiées a 2,09 et 1,92 A. Cette
derniére distance proche de celle de la distance Zn-O présente dans I’ oxyde de zinc confirme

I’hypothéese de la formation de cette phase parasite.
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Figure 19 : Simulation de la premiere couche au seuil du zinc de [Zn,-Al] Q = 1/3

L'affinement est de moyenne qualit¢ compte tenu de la petite région Ak concernée et n'est

donné ici qu'a titre indicatif. Qualitativement, l'affinement des autres sphéres de coordination

révele la présence de corrélation Zn - rétrodiffuseur lourd (Zn) a des distances incompatibles

avec la structure HDL ce qui va dans le sens d'un mélange de phases.

Les résultats de 1’affinement EXAFS sur les deux premiéres couches environnant le zinc sont

présentés dans le Tableau 4.

Tableau 4 : Parameétres structuraux issus de I’affinement des paramétres EXAFS

Corrélarion N R(A) c" 107 (A%
710 Zn-0O 3 1,975 5,82
1 1,988
Zn-0O 6 2,09
[Zns-Al] (Q=1/5) Zn-Zn 42 3,12 %0
Zn-Al 4 3
Zn-O 6
[Zns-Al] (Q=3) Zn-Zn 4 3,11 8,14
Zn-Al 2 3,05 5,16
2,09
[Zn,-Al] (Q=1/3) Zn-0 2 Lor
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Les expériences étant réalisées sous azote liquide, la valeur du facteur Debye Waller n’est pas
influencée par I’agitation thermique. Par conséquent, les valeurs €élevées obtenues dépendent

plus d’un désordre structural intrinséque au sein des matériaux.

Alors que 1’absorption des rayons X au seuil K du zinc révele la présence d’une phase parasite,
la diffraction des rayons X ne corrobore pas ce résultat. Deux hypothéses peuvent étre
présentées a savoir : la quantité de cette impureté est trop faible pour étre détectée ou sa
cristallinité est trop pauvre et peut étre dissimulée par la présence de 1’uréase et de la phase

HDL.

[11.3.2.3 Spectroscopie infrarouge

La Figure 20 représente les spectres infrarouge des phases ¢élaborées en fonction du rapport
uréase/HDL. Ils correspondent a la superposition des bandes de vibration de [’uréase ainsi que
de la phase [Zn-Al] confirmant que 1’'uréase est immobilisée. Les signatures infrarouge des
enzymes libre et immobilisée sont identiques en nombres et positions des bandes. Les
interactions enzymes/HDL ne modifient pas la conformation de la protéine. En outre,
I’adsorption de I’enzyme sur la face externe du matériau inorganique est confirmée

puisqu’aucun déplacement des bandes n’est observé.
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Figure 20 : Spectroscopie IR des phases hybrides avec Q =, a) 0, b) 1/3, ¢) 1/2, d) 1, ) 2 et f) de I’'uréase.
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L’évolution de la quantité d’enzyme immobilisée lorsque Q augmente est démontrée par
I’accroissement d’intensité¢ des bandes de 1’enzyme par rapport a la bande de référence du

réseau HDL 800 2 424 cm™.

Par ailleurs, la présence de la bande & 1360 cm™ caractéristique des carbonates intercalés est

identifiée uniquement pour les phases a Q=1/5 et 1/3. Au dela, la carbonatation reste mineure.

Les spectres infrarouge des composés hybrides préparés dans d’autres conditions ne sont pas

présentés car leur interprétation reste similaire.

La phase secondaire (ZnO) mise en €vidence par absorption des rayons X n’est pas identifié¢e
par spectroscopie infrarouge. Les bandes relatives a cette nouvelle phase peuvent étre dissimulé

par les bandes de la phase hydroxyde double lamellaire et de 1’uréase.

I11.3.2.4 Spectroscopie UV-visible

Les acides aminés, constituant les protéines, absorbent la lumiére entre 200 et 400 nm (Figure
21). La spectroscopie UV permet donc d’identifier et de quantifier la présence d’enzyme en
solution, voire dans un matériau solide. Précédemment, nous avons utilis¢ cette méthode pour
mesurer la concentration de I’uréase dans le surnageant. En outre, la spectroscopie infrarouge a
montré que 1’enzyme immobilisée conservait sa conformation spatiale. Afin de corroborer ce
résultat, le matériau hybride a été analysé par spectroscopie UV. Cette méthode permet de

s’informer sur la conformation tridimensionnelle de I’enzyme confinée.

Les enzymes présentent plusieurs bandes d’absorption caractéristiques des acides aminés. La
plupart des ces molécules organiques absorbent la lumicre ultraviolette au voisinage de 190-
210 nm (transitions ¢lectroniques m— n* des groupements amides). Ce domaine de longueur
d’onde correspond aux liaisons peptidiques et est sensible a la conformation de la protéine.
L’étude des spectres d’adsorption des différents acides aminés révele que les trois acides
aminés aromatiques (Trypsine, Phénylalanine, Tyrosine) ont un deuxi¢éme pic d’absorption a
une longueur d’onde plus élevée : au voisinage de 280 nm, correspondant aux transitions

‘ : . 14
¢lectronique m— 1* des noyaux aromatiques .

' D.J. Holme, H. Peck, Analytical Biochemistry, 3¢ éd., 1998
185



‘ Absorbance
Ao b Ahsorhance

i Ti Lophan
Tymikine Phenylalanine ryplopha
+ oo T o e

HzM—CH 0 +|_3N_':I:_|_C o -L_.,N—III:H O

“Hs CHs
: CHg Hz

: ' 200 300
il 300 2l A0 )
Wavelength (nm) Wavelengih (nm) Wavelength (nm)

Figure 21 : Spectre UV de la tyrosine, phénylalanine et tryptophane*

L’¢tude a été réalisée par spectroscopie de réflexion diffuse UV-Visible sur le matériau hybride
dans un domaine de longueurs d’onde compris entre 200 et 400 nm. 12 mg de solide ont été
dispersés dans une solution de glycol pour faciliter la dispersion du solide puis déposés entre

deux plaques de quartz.

La Figure 22 présente les spectres de I'uréase solide (12 mg et 4,5 mg) et le spectre de [’uréase

en solution ( 0,3 mg/ml d’eau décarbonatée).
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Figure 22 : Spectre UV a) de I’'uréase en solution et de b) 12 mg et c) 4,5 mg d’uréase solide

L’allure générale des spectres d’adsorption de 1’'uréase solide ou dissoute est presque similaire.
Cependant, on note la diminution d’intensité de la bande d’absorption des amides pour les

phases solides ainsi qu’un léger décalage du maximum d’absorption des aromatiques de 264
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nm — 278 nm. Ces modifications sont entrainées par un changement de conformation de la
structure 3D de 1’uréase entre la phase solide et la phase liquide dans laquelle la protéine est
totalement solvatée et subit un gonflement de sa structure. Il est a noter que les bandes

d’absorbance entre 200 et 240 nm s’¢largissent lorsque la quantité d’uréase augmente.

Les spectres UV-Visible ont été enregistrés pour les phases HDL préparées avec plusieurs
rapports Enzyme/HDL, Zn>*/AI’" et a divers pH. Tous les spectres réalisés confirment le
confinement de I’uréase dans la matrice héte (Figure 23). Dans la région 250 — 350 nm, 1’allure
des spectres est similaire au spectre de 1’uréase libre. Nous pouvons observer toutefois un
décalage la bande d‘absorption des acides aminés aromatiques de AL = 2 nm vers le rouge,
c'est-a-dire a de plus faibles énergies. L’immobilisation de 1’uréase dans des matrices HDL
n’affecte pas les groupements aromatiques qui par leur propriété hydrophobe s’¢loignent des

surfaces des feuillets.

Uréase/HDL
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Figure 23 : Spectres UV de I’'uréase a) en fonction de Q et b) en fonction de R et du pH

Pour Q < 1,0, ’augmentation de I’absorbance a 200 nm et & 280 nm évolue avec la quantité
d’uréase confinée, la diminution du pH et du rapport Zn* /AP (R) (Figure 23.a). Cependant,
au dela de ce rapport c’est a dire pour un excés d’uréase, on note une atténuation importante de
ces deux bandes et plus particuliérement de la bande des fonctions amides a 220 nm. Alors que
pour les faibles quantités d’uréase, les spectres sont proches de 1’uréase libre (4,5 mg), a Q >
1,0 on observe un profil d’absorption proche de 1’uréase concentrée (12 mg). Il semble donc
que pour ces taux de charge élevés, la surface du matériau soit totalement saturée par 1’uréase
qui forme alors des agrégats concentrés. Les spectres rendent comptent alors des interactions

dominantes uréase/uréase et non plus uréase/HDL.
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La région des transitions ¢électroniques des groupes amides ou liaisons peptidiques (200 — 250
nm) est fortement modifiée aprés immobilisation de 1’'uréase dans les matrices HDL. On note
une chute d’intensité par rapport a la bande a 280 nm, avec le déplacement du maximum
d’adsorption vers les petites longueurs d’onde. Les spectres ne correspondent pas a une enzyme
totalement solvatée mais sont plus proches de 1’'uréase pure a 1’état solide. Ces perturbations
sont expliquées par les interactions des chaines peptidiques et des surfaces hydroxylées des

feuillets.

Une étude a été réalisée sur le mode de séchage du matériau hybride soit par séchage a
température ambiante suivi d’un broyage doux, soit par lyophilisation (Figure 24). Ce dernier
procédé correspond au mode de séchage des enzymes commerciales et les conditions devrait
améliorer 1’activité enzymatique de ’uréase immobilisée. Les spectres ont été réalisés sur la
phase [Zn3-Al-Cl] avec Q=1/3 ou 1. Dans chaque cas, la quantité¢ d’enzyme est identique mais
les spectres présentent quelques différences. L’enzyme immobilisée puis lyophilisée présente
une spectre s’approchant de celui de I'uréase libre. En outre pour la méme quantité, on observe
un effet hyperchrome, c'est-a-dire que 1’intensité de I’absorbance est plus importante provoquée
par un changement du coefficient d’extinction molaire. Ce comportement confirme la présence
de contraintes stériques plus importantes pour 1’'uréase confinée par coprécipitation.
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Figure 24 : Spectres UV des phases séchées a température ambiante et lyophilisées

Les déplacements et les changements d’intensité des bandes résultent d’un léger changement de

la conformation 3D de I’'uréase qui dépend du pH, de I’effet stérique de la matrice inorganique
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(Q, mode de séchage) et des interactions uréase/uréase. Lors de son immobilisation, 1’uréase

n’est pas dénaturée.

111.3.3 Etude morphologique

111.3.3.1 Perméabilité des phases hybrides HDL/Uréase coprécipitées

Afin de corréler les mesures ¢électrochimiques du biocapteur (chapitre 6) avec la morphologie
des matériaux, une étude sur la perméabilité de biomembranes HDL/Uréase a été entreprise. Ce

travail a été réalisé au sein du LEOPR par Christine Mousty.

La mesure de perméabilité est une méthode tres largement utilisée dans 1’étude des matériaux
d’¢lectrodes et des capteurs pour évaluer les capacités de diffusion des substances actives ou
des substrats a travers une membrane ou un matériau poreux massif. La perméabilité est la
vitesse a laquelle un fluide pénétre les pores d’un solide. Elle a été réalisée sur une série
d’échantillons hybrides HDL/uréase synthétisés par coprécipitation. Une biomembrane,
réalisée a partir d’un mélange de matrice HDL et d’enzyme est déposée a la surface d’une
¢lectrode a disque tournant de carbone vitreux. Le principe consiste a mesurer la diffusion
d’une sonde é¢électrochimique, I’hydroquinone, a travers la biomembrane jusqu’a I’ électrode.
L’hydroquinone par sa neutralité électrique limite les interférences avec la charge de la
biomembrane. Pour déterminer la perméabilité, on trace la variation du courant limite de
diffusion en fonction de la vitesse de rotation de ’électrode ((1/Iim = f( ®%)). Ces paramétres

sont déterminés & partir des équations suivantes introduites par Gough et Leypoldt en 1979".
Uiy = Llis + i, @)
i, =0.62 n FAC° D 18 o2 )
in=NFAKC°D,/6=nFC°P (3
Pm=KDn/& (cms™) (4)

avee

Lim : densité de courant (A cm™) = /A

"> Gough, D. A.;Leypoldt, J. K. Anal. Chem., 51, 1979, 439- 44
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A : surface de 1’électrode (0.196 cm?)

n : nombre d’¢lectron échangé (2 pour I’hydroquinone)

F : constante de Faraday ( 96500 C mol™)

C° : (mol cm™) concentration en hydroquinone 2mM =2 10° mol cm™)
D° : coefficient de diffusion de 1’hydroquinone (exemple) (cm™ s™)

v: viscosité de la solution (cm® s™) H,O 0,01

o : vitesse angulaire (rad s™) (2= f, f = fréquence de rotation en tours /sec)
Ds : coefficient de diffusion de I’hydroquinone en solution

Dm : coefficient de diffusion de I’hydroquinone dans la membrane.

5 : Epaisseur de la membrane

K : la constante d’équilibre du substrat entre la solution et la membrane

L’équation (1) est composée de deux termes, ou le premier représente la densité de courant
sous les mémes conditions, en absence de membrane, et est donc caractéristique de la diffusion
de I’hydroquinone dans la solution (équation 2). Le second terme est attribu¢ a la diffusion du
substrat dans la membrane et dépend du produit de la constante d’équilibre et de la constante de
diffusion du substrat et de I’épaisseur du film. Seul le premier terme de 1’équation est

dépendant de la vitesse de rotation de 1’électrode a disque tournant.
La droite obtenue doit étre parallele a celle obtenue a 1’¢électrode nue avec un décalage a

I’origine qui dépend de la perméabilité de la membrane (équations 3 et 4). Les valeurs des

différents films hybrides sont données dans le Tableau 5.

Tableau 5 : Perméabilité des différentes phases

Q Zn/Al Pm (10~ cm/s)
0 3 2,50
0 2 2,20
0 3 2,20
13 3 0,70
12 3 0,95
1 3 1,60
2 3 1,30
3 3 1,60
13 2 0,78
13 3 0,70
13 4 1,70
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Il apparait clairement que le matériau hybride présente une bonne perméabilité (0,7 - 1,6 10~
cm/s). Cependant, I’incorporation de la biomolécule dans I’hydroxyde double lamellaire affecte
la perméabilité des biofilms résultants comparée a la perméabilité de la phase [Znr-Al-Cl] ( 2
<x<4,P,=22-25 102 cm s'l). La diminution de la perméabilité devient moins notable
avec des rapports uréase/HDL élevés. En diminuant la quantité d’uréase sur le matériau ou la
charge de 'HDL (Zn*"/AI’"), I’hydroquinone a tendance a s’accumuler & la surface de la
biomembrane. Il semble donc évident que pour les rapports HDL/Uréase faibles (Q = 1/3 ou
1/2) I’enzyme se fixe sur des sites d’adsorption indépendants les uns des autres et favorise
I’agglomération des cristallites. Pour les échantillons a Q > 1, il existe des domaines d’enzymes

ou la diffusion d’hydroquinone est facilitée.

Les biomembranes réalisées avec des hydroxydes doubles lamellaires présentent une
perméabilité élevée comparée a d’autres matrices lamellaires. J. V. De Melo et coll'® ont
montré que la perméabilité de biomembranes réalisées par dépots d’HDL et d’uréase était de
1,4 x 107 cm/s alors qu’avec la laponite la perméabilité était de 3,1 x 10~ cm/s. Ces résultats
¢taient en accord avec un meilleur temps de réponse des biocapteurs réalisés avec de ’HDL (5-

10 s). Pour une biomembrane de laponite, le temps de réponse varie entre 1,5 a 4 minutes.

111.3.3.2 Microscopie électronique a balayage

Les clichés de microscopie électronique a balayage des phases hybrides [Zn;Al-Urease] avec Q

=1/3, 1 et 2 sont représentés sur la Figure 25.

Pour rappel, une simple phase [Zn3;-Al-Cl] coprécipitée présente une morphologie homogene
de particules primaires de forme pseudo-hexagonale s’agrégeant sous forme de «rose des
sables ». Lors du confinement de l’uréase par coprécipitation avec une phase HDL, une
modification texturale significative apparait. Les particules ont tendance a s’orienter
préférentiellement. Deux observations peuvent étre discutées en fonction de 1’augmentation du
rapport Q. Des plaquettes individuelles se disposent parallélement les unes sur les autres,
formant un film qui se densifie au fur et & mesure de I’augmentation de la quantité d’uréase. A
la surface des agrégats, des particules d’HDL sont identifiées puis diluées dans un réseau bio-

organique pour Q = 2.

163, V. de Melo, S. Cosnier, C. Mousty, C. Martelet, N. Jaffrezic-Renault, Anal. Chem, 74, 2002, 4037-4043,
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Etude du confinement de 1’uréase dans des matrices HDL [Zngr-Al-Cl]

La présence de biomolécules lors de la précipitation des composés inorganiques influence
nettement les propriétés morphologiques du matériau. Ces observations corroborent la forte

affinité de I’uréase pour la phase [Zn-Al-Cl].

Figure 25 : Clichés MEB des matériaux hybrides Q=1/3, 1 et 2

Il est a noter que le mode de séchage gouverne 1’état d’agrégation du matériau hybride. La
lyophilisation permet d’obtenir un matériau plus poreux. En effet, les clichés de microscopie
¢lectronique a transmission de la phase [Zn3;-Al-Cl] avec Q = 1 montrent une texture plus aérée

provoquée par la présence des plaquettes plus espacées et plus fines (Figure 26).
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Etude du confinement de 1’uréase dans des matrices HDL [Zngr-Al-Cl]

Figure 26 : Clichés MEB d’une phase hybride lyophilisée

[11.3.3.1 Microscopie électronique a transmission

La microscopie électronique a transmission a été réalisée sur une phase [Zn3-Al-Cl] et sur la

phase hybride [Zn3-Al-Cl] pour un rapport uréase/HDL Q = 1 (Figure 27).

Le cliché de la phase inorganique montre des particules individuelles bien distinctes de forme
hexagonale et de taille inférieure a 500 nm. Par contre, en présence d’uréase, on observe un
agglomérat formé d’uréase et de particules d’HDL agrégées. Aucune particule inorganique
hexagonale bien définie n’est identifiée. Cependant, la présence de petites particules d’HDL (<

50 nm) est observée et semble étre dispersée dans un film d’enzyme.

y(h()
500 nm ALY

Figure 27 : Clichés MET de la phase [Zn3-Al-Cl] avec et sans uréase
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1V Conclusion

L’¢tude sur le confinement de 1’uréase dans des phases hydroxydes doubles lamellaires [ZnAl]
a montré la possibilité de former des matériaux hybrides quelle que soit la méthode de synthese
employée. Les syntheses directes soit par coprécipitation soit par délamination/réempilement
entrainent I’immobilisation d’une quantité d’enzyme plus importante.

La méthode par coprécipitation permet de conserver le rapport uréase/HDL initial et ainsi de
controler la quantit¢ de biomolécules. Cependant un excés entraine une saturation des sites

d’adsorption et la présence de domaines riches en enzymes.

L’intercalation d’uréase entraine un désordre structural au niveau de I’empilement des feuillets
HDL. La matrice inorganique est dispersée dans un réseau bio organique et sa précipitation
entraine la formation de particules plus petites. Cependant, les méthodes spectroscopiques

montrent que la structure 3-D de I’enzyme immobilisée est globalement préservée.

Une étude par absorption des rayons X au seuil K du zinc a révélé la présence d’une phase
secondaire qui augmente avec la quantité d’uréase immobilisée. Dans cette phase, les ions Zn>"
sont en coordinence 4 avec les atomes d’oxygeéne. Comme nous 1’avons montré dans le cas de
la coprécipitation a T = 40°C, ’hydroxyde de zinc est facilement converti par I’enzyme en
zincite. Il semble donc qu’une augmentation de la concentration en uréase limite la
coprécipitation Zn-Al totale peut-€tre par effet d’adsorption des cations métalliques a la surface

de la protéine.

Le mode de séchage a révélé de nettes modifications structurales. La lyophilisation du matériau

hybride provoque une structure plus aérée qui semble préserver la conformation de 1’enzyme.
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Chapitre 5

Elaboration de films [Zngz-Al-Cl] et [Zng-

Al-C]]-Uréase par la méthode Langmuir
Blodgett
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Elaboration de Films [Zng-Al-Cl] et [Zng-Al-Cl]-Uréase par la méthode Langmuir-Blodgett
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Le développement technologique de dispositifs électrochimiques tels que les biocapteurs
passe en dernier lieu par la maitrise de la mise en forme des matériaux sur les ¢€lectrodes
sensibles afin d’optimiser les performances physiques et les dimensions spatiales. La
réalisation de films minces de matériaux actifs par la technique Langmuir — Blodgett a été
largement développée pour 1’élaboration de biocapteurs. Cette technique permet aussi
d’¢laborer des films minces nanostructurés associant des composantes différentes. Le
caracteére bidimensionnel des feuillets HDL est trés approprié a 1’¢laboration de couches et
peut aussi intervenir pour renforcer 1’organisation en couches des films formés. Ce chapitre
porte sur 1’élaboration de films d’hydroxydes doubles lamellaires par la technique Langmuir-
Blodgett et sur ’'immobilisation de 1’uréase dans ces films pour I’élaboration de biocapteurs a

urée.
| Historique

Au début du 20°™ siécle, le physicien américain Langmuir et son assistante Miss Blodgett

mirent au point des films qui portent actuellement leurs noms : les films Langmuir — Blodgett.

Mais, I’histoire des ces films débuta bien plus t6t, en 1774, quand Benjamin Franklin laissa
tomber un peu d’huile dans 1’eau. Il observa que la goutte d’huile s’étalait a la surface avec
une surprenante rapidité, occupait une surface importante et était aussi lisse que du verre. Il

rapporta ainsi sa découverte a la British Royal Society'.

Un siécle plus tard, Lord Rayleigh recommanda les travaux d’une allemande Agnes Pockels
dans Nature”. A. Pockels, aprés des expériences réalisées dans des conditions rudimentaires,
détermina le comportement de la pression de surface par contamination avec différentes
huiles. Confirmant ces travaux, Lord Rayleigh conclut qu’il se formait une « monocouche »

d’huile a la surface de I’eau.

Irwing Langmuir fut le premier a améliorer 1’étude sur les monocouches déposées a la surface

de I’eau. Vers 1920, il a rapporté le transfert de molécules d’acides gras® répandues sur I’eau

'B. Franklin, Philos; Trans. R. Soc; London, 64, 1774, 445
2 A. Pockels, Nature (London), 43, 1991, 437
1 Langmuir., Journal of the American Chemical Society, 39, 1917 1848-1906.
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sur un support solide. Cependant, les premieres descriptions détaillées sur le transfert de

monocouches furent publiées quelques années plus tard par Katherine Blodgett* .

En France, c’est le physicien André Barraud du CEA-Saclay qui a développé cette technique
afin d'en faire une procédure reproductible de production de films monomoléculaires
exploitables dans diverses applications® allant des procédés de microgravures’ aux

. 8
biocapteurs .

Il Principe de la technique Langmuir - Blodgett

La technique de Langmuir — Blodgett consiste a déposer a la surface d’une eau ultra — pure
(appelée sous-phase) une petite quantité de molécules amphiphiles. Ces molécules vont
former un film monomoléculaire a I’interface eau/air. Aprés compression du film a 1’aide
d’une barriére mobile, le film de molécules amphiphiles est transféré sur un support solide. La
Figure 1 montre le dispositif expérimental pour ¢élaborer des films de Langmuir — Blodgett

(films LB)

barriére mo{e

microbalance (plague de Wilhelmy)

—~>d d N —>d §

Figure 1 : Dispositif de la technique Langmuir — Blodgett

K. Blodgett, Journal of the American Chemical Society, 57, 1935, 1007-1022.

> K. Blodgett, Journal of the American Chemical Society, 56, 1934, 495.

® G. Roberts, B. Holcroft, A. Barraud, J.Richard, Thin Solid Films, 160, 1988, 53-60.

" A. Barraud, J. Messier, A. Ruaudel, Fr. Demande, 1979, 10 pp

¥ A. Barraud, H. Perrot ,V. Billard ,C. Martelet ,J. Therasse , Biosensors & bioelectronics 8 (1), 1993, 39-48.
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1.1 Les films Langmuir

I1.1.1 Les molécules amphiphiles

Les molécules amphiphiles’ sont constituées d’une partie hydrophile (soluble dans ’eau) et
d’une partie hydrophobe (insoluble dans 1’eau). La partie hydrophobe constituée généralement
d’une chaine carbonée ou fluorée préfere éviter le contact avec 1’eau alors que la partie
hydrophile constituée d’un groupement polaire (-OH, -COOH, -NHj3, etc) a tendance a se
solubiliser dans 1’eau (Figure 2). L’interface air-eau va donc constituer un milieu favorable
pour ces molécules. Leur solubilit¢ dépend de la longueur de la chaine aliphatique, du pH de

I’eau (de I’ionisation de la téte polaire) et de la température.

hai - |
Chaine carbonée air

cau

Figure 2 : Représentation d’une molécule amphiphile et de son attitude a ’interface air-eau

Quand la molécule amphiphile vient en contact avec 1’eau, elle s’accumule a I’interface air-

eau diminuant alors la tension de surface d’ou leur nom de tensioactifs ou surfactants.

Ces molécules amphiphiles sont dissoutes dans un solvant volatile et insoluble dans 1’eau tel
que le chloroforme. Cette solution est déposée a ’interface air-eau. Il y a alors dispersion du
tensioactif sur la surface de 1’eau et évaporation du solvant laissant une monocouche de
molécules (Figure 3). Ces monocouches sont appelées films Langmuir. La nature de la
molécule amphiphile dicte I’orientation des molécules a I’interface de telle fagon que la téte

polaire s’immerge dans 1’eau et que la longue chaine carbonée pointe sa queue vers 1’air.

% S. Riviére — Cantin, Thése de 1’université Paris VI, 1995
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Figure 3 : Représentation d’une monocouche de molécules amphiphiles a I’interface air-eau

[1.1.2 Pression de surface®

L’interface air-eau posseéde une énergie libre venant de la différence d’énergie entre les
molécules de surface et les molécules au cceur du volume. L’énergie libre superficielle est
accessible par la mesure de la tension superficielle, v, elle correspond au travail, dW, réalisé

par la surface au cours d’une variation d’aire dA:

dW = -ydA = -dG

La tension de surface de I’eau est d’environ 73 mN/m a 20°C et a pression atmosphérique.
Cette valeur est ¢levée comparée a celle d’autres liquides et par conséquent fait de I’eau une

trés bonne sous-phase pour 1’étude de monocouches.

Quand une solution de molécules amphiphiles dissoutes dans un solvant non miscible a 1’eau
est déposée a la surface de ce liquide, la solution se répand et couvre I’aire disponible. Une
fois le solvant évaporé, une monocouche se forme. Quand 1’aire disponible pour la
monocouche est grande, la distance entre les molécules adjacentes est grande et leurs
interactions faibles. La monocouche peut donc étre considérée comme un gaz a deux
dimensions. Sous ces conditions, la monocouche a un petit effet sur la tension de surface de

I’eau. Si 1’aire moléculaire est réduite par un systétme de barriére mobile, les molécules

12 Kai Wan, Thése de 1’école centrale de Lyon, 1999
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commencent a exercer un effet de répulsion entre elles. Ce phénomeéne entraine une pression

de surface m qui est donnée par la relation suivante :

T=Yo-Y

(o et y représentent respectivement la tension superficielle de la solution aqueuse et celle du

film monomoléculaire a I’interface air/eau).

I1.2 Les isothermes Pression — Surface z- A

L’indicateur le plus important concernant les propriétés des monocouches de molécules
amphiphiles est donné en mesurant la pression de surface (7) en fonction de 1’aire moléculaire
(A). Cette mesure s’effectue a température constante et nous permet donc d’obtenir un
isotherme pression-surface ou isotherme m - A. Cet isotherme est obtenu en comprimant le
film (c’est a dire en réduisant 1’aire de la surface par des barriéres) a vitesse constante et en
mesurant la pression de surface par I’intermédiaire d’une balance de Wilhelmy. L’isotherme
dépend de la molécule amphiphile utilisée (longueur de la chaine carbonée, téte polaire), de la

quantité ajoutée, du pH et de la température de la sous-phase. La Figure 4 présente un

isotherme de compression théorique.

k// Solide
Liquide condensé

Transition liquide expansé-liquide condensé

Liquide expansé

Pression de surface © (mN/m)

Transition gaz-liquide expansé

Aire moléculaire ¢ (nm? /molécule)

Figure 4 : Représentation d’un isotherme 7-A théorique''

"p. Tareste, Thése a I’Université Paris VI, Paris, 2002
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On distingue plusieurs phases apparentes. Lorsque ’aire par molécule décroit'’, le film passe

successivement par les phases gazeuse, liquide expansé, liquide condensé, puis solide, avant

la rupture.

La phase gazeuse :

Les molécules sont ¢loignées les unes des
autres sans aucun ordre de positions ; les
chaines sont désordonnées et
probablement couchées a la surface de
I’eau.

La phase liquide expansée :

Les molécules se rapprochent ce qui
augmente la pression de surface,
cependant I’arrangement moléculaire
n’est pas encore parfait. Les molécules
sont en faibles interactions et les chaines
sont désordonnées.

La phase liquide condensée :

Les molécules sont maintenant inclinées
par rapport a la normale a la surface de
I’eau mais elles gardent leur liberté de
rotation.

La phase solide :

Les molécules perdent leur liberté de
rotation et sont ordonnées en un cristal
bidimensionnel. Le réseau moléculaire est
compact.

La phase rupture :

Si l'on poursuit la compression, les
molécules amphiphiles quittent la surface
de I’eau pour partir en solution ou forment
des multicouches a ’interface air-eau.

[]
T
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L’isotherme obtenu permet de définir les conditions de transfert de la monocouche de
molécule amphiphile sur un support. Afin d’obtenir un film homogene, il est nécessaire de
tremper le substrat lorsque le film monomoléculaire a I’interface air-eau est le plus stable.
D’apres 1’analyse des différentes phases de transition, la phase solide caractérise 1’état

« parfait » du film. Il est donc nécessaire avant tous dépots de définir cette phase.

1.3 Transfert des films Langmuir

Le film de Langmuir est comprimé a une pression de surface comprise dans la phase solide S
puis est transféré sur un support solide placé verticalement par rapport a la surface. Le
substrat est plongé dans la solution puis retiré a vitesse constante. Les molécules amphiphiles
sont alors adsorbées a la surface du substrat. En raison du phénomeéne de capillarité, le film se

fixe sur le support avec une bonne adhésion (Figure 5).

Principe de la technique de dépdr

Dépét de la 1ére couche

Dépét de la 2éme couche

Dépét de la Iéme couche

Figure S : Transferts de la monocouche de molécules amphiphiles sur un substrat hydrophile

Le mécanisme d’adsorption dépend de la nature hydrophobe ou hydrophile du support. Dans
le premier cas, la queue hydrophobe se fixe au support lors de I’immersion. Durant
I’émersion, le ménisque s’inverse et le support se recouvre d’une seconde monocouche, téte
hydrophile a I’opposé¢ de celle préalablement déposée. Dans le cas ou le support est

hydrophile, le transfert s’effectue de fagon opposée
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Il existe trois type de dépots : type X, Y et Z (Figure 6).

Y-type deposition X-deposition Z-deposition

@ Hydrophilic head
— Hydrophobie tail
Solid substrate

Figure 6 : Différents types de dépots

La configuration la plus courante est celle de type Y. Elle correspond a des dépots de
molécules le plus souvent trés stables car il coexiste des interactions hydrophobe-hydrophobe
et hydrophile-hydrophile entre les couches. Pour la configuration de type X, la monocouche
ne se transfeére qu’a I’immersion (support hydrophobe) alors que pour la configuration Z, elle
ne se transfére qu’a I’émersion (support hydrophile). Dans ces deux types de configuration,
les interactions sont de type hydrophile-hydrophobe ce qui fait que les multicouches sont
moins stables que celles de type Y. Toutefois, il s’est avéré que de nombreux dépots soi-
disant de type X ou Z d’apres le relevé de transfert, étaient, aprés analyse par rayons X de

type Y.

Le transfert est une étape importante dans la fabrication des films LB et plusieurs facteurs

sont & maitriser pour I’optimisation de cette étape :

- la qualité de la monocouche a I’interface eau-air (homogénéité, stabilité),
- la nature de la sous-phase (pH, pureté, force ionique),

- la vitesse de traversée de I’interface,

- D’angle de pénétration du substrat dans la sous-phase,

- la nature du support (qualité de surface, composition chimique,etc),

- la température de la sous-phase,

- la pression de transfert.
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1.4 Transfert de films Langmuir incluant des protéines.

Un des avantages de la technique Langmuir - Blodgett est de pouvoir biofonctionnaliser les
dépdts en faisant des films non plus de molécules amphiphiles uniquement mais de films
amphiphiles/protéines (Figure 7). La protéine est dissoute dans la sous-phase et s’adsorbe
sous I’amphiphile via des interactions électrostatiques. La force des interactions dépend de la

molécule amphiphile et de la protéine.

6 6
006 6666666666
T e
P
ﬂ PA
6 1 .

Figure 7 : Interactions des protéines avec la monocouche de molécules amphiphiles

1l Etude Bibliographique

Dans le cadre de cette étude bibliographique, nous présenterons seulement les travaux
concernant des films de Langmuir Blodgett d’uréase et d’argile, notamment les Hydroxydes

Doubles Lamellaires.

I11.1 Films LB d’uréase

La premiére publication'? sur I’étude de films d’uréase a été écrite par I. Langmuir en 1938.
Il dépose a la surface de I’eau de 1’uréase puis transfére les monocouches sur différents
substrats activés ou non activés chimiquement. Il montre alors que ces dépodts sont stables et

maintiennent leur épaisseur (20A).

Depuis, d’autres travaux ont été effectués avec 1’objectif d’élaborer des biocapteurs a urée.

27. Langmuir, V. J. Schaefer, Vincent, J. of the American Chemical Society , 60, 1938,1351-60.
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En effet, en 1995, une étude' s’est portée sur la préparation de films d’uréase transférés sur
des supports silanisés ou non pour la fabrication de biocapteurs potentiométriques (PAB). Ces
derniers ont une application médicale au niveau du métabolisme cellulaire. Ces travaux ont
montré la possibilité d’obtenir une méthode d’immobilisation stable de protéines pour des
tests immunoenzymatiques. Il faut noter cependant que les mesures d’activité sont meilleures
quand la protéine est déposée sur un substrat silanisé qui permet le greffage covalent de la
biomolécule.

14, 1 ’ y
- 15 et évalué

Récemment, Jaffrezic et all ont préparé des films mixtes amphiphile/uréase
leurs performances comme biocapteurs. Le but de leur travail se focalise sur 1’optimisation
des conditions de formation de monocouches mixtes stables a 1’interface air-eau, sur le
transfert de ces monocouches et sur les caractéristiques des biocapteurs. Deux molécules
amphiphiles ont été étudiées : 1’octadécylamine (ODA) et I’acide béhenique (BA). Dans les
conditions expérimentales (pH = 5), ’ODA est chargée positivement alors que le BA est
plutot neutre. L’enzyme de charge négative interagit plus facilement avec ’ODA ce qui se
traduit par une vitesse d’absorption plus rapide. Afin d’obtenir un bon transfert et par
conséquent un dépot de bonne qualité, le film obtenu aprés compression doit étre stable. Les
résultats ont montré que 1’augmentation de la concentration d’uréase (4 a 8 mg/L) et une
température basse (5°C au lieu de 20 °C) entrainaient I’amélioration de la stabilité. Par

conséquent, le dépdt d’uréase pour 1’¢laboration du biocapteur a été réalis¢é a 5°C, avec

I’ODA, et 8 mg/L. d’enzyme.

I1s se sont ensuite intéressés a la formation de monocouches d' uréase'® a l'interface air — eau.
L'isotherme pression-aire et la stabilit¢ des monocouches ont été étudiés en fonction de la
concentration d' uréase et du pH de la solution. En augmentant la quantité d’uréase (4 a 12
mg/l) ou en diminuant le pH (7,3 a 5,5), la pression de surface augmente en fonction du
temps. Dans le premier cas, la vitesse d’adsorption des molécules d’uréase a I’interface air-

eau est proportionnelle a la concentration. Dans le deuxi¢me cas, a pH = 5,5, la biomolécule

'S, Paddeu, A. Fanigliulo, M. Lanzi, T. Dubrovsky, C. Nicolini, Sensors and Actuators, B: Chemical, B25(1-
3), 1995, 876-82.

A, Hang, Y. Hou, N. Jaffrezic-Renault, J. Wan, A. Soldatkin, J.M. Chovelon, Bioelectrochemistry, 56(1-2),
2002, 157-158

5A. Hang, N. Jaffrezic-Renault, J. Wan, Y. Hou, J.M. Chovelon, Materials Science & Engineering, C:
Biomimetic and Supramolecular Systems, 21(1-2), 2002, 91-96

1Y, Hou, Yanxia, N. Jaffrezic-Renault, A. Zhang, J. Wan, A. Errachid, J.M. Chovelon, Sensors and Actuators,
B: Chemical,B86(2-3), 2002, 143-149.
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dont le p.i.e est de 5 présente un caractére plus hydrophobe qui favorise 1’adsorption en
surface. Comparée aux isothermes m-A en présence de molécules amphiphiles, la pression de
surface augmente plus lentement lors de la compression du film. Par exemple, pour une aire
moléculaire de 25 A? la pression de surface en présence de BA est d’environ 40 mN/m alors
qu’en absence de molécule amphiphile elle est de 28 mN/m. En outre, les isothermes obtenus
avec différentes concentrations montrent des différences notables alors que ceux obtenus pour
les films d’uréase se superposent. Cependant, les films d’uréase sont plus stables que les films
mixtes. Les conditions de transfert ont ét¢ déterminées de la fagon suivante : 8mg/L et pH =

6,5.

I11.2 Films LB d’argile

La construction de matériaux nanostructurés organique/inorganique est une importante cible
pour la recherche de matériaux a propriétés nouvelles. La recherche est motivée dans le but
de développer des matériaux fonctionnels tels que des capteurs, des matériaux pour 1’optique
non linéaire. L’association de feuillets inorganiques aux films LB permet de renforcer la

structure lamellaire du film.
I11.2.1 Films LB d’argile cationique

Yamagishi et coll."’

ont développé une méthode pour préparer des films hybrides
argile/complexe métallique. L amphiphile cationique dissous dans du chloroforme est déposé
a la surface d’une suspension d’argile. La formation du film mixte a lieu par adsorption des
particules d’argile chargées négativement sur la monocouche cationique. En enregistrant la
pression de surface en fonction de I’aire moléculaire, ils en ont déduit dans un premier temps
la formation d’un film d’amphiphile, puis celle d’un film mixte amphiphile-argile. Cette

observation est caractérisée par a un changement d’allure de la courbe indiquant une aire

moléculaire plus importante pour les films d’argile.

Différents systemes molécules amphiphiles- argiles ont été étudiés tels que :
-[Ru(phen),(dC18bpy)]**- hectorite'’
- triméthylstéarylammonium - saponite synthétique'®.

- [Os(phen)»(dCsbpy)] (Cl04)**- saponite naturelle, montmorillonite, hectorite'”

7K. Tamura, H. Setsuda, M. Taniguchi, A. Yamagishi, Langmuir, 15, 1999, 6915-6920
'8 K. Inukai, Y. Hotta, S. Tomura, M. Takahashi, A. Yamagishi, Langmuir, 16, 2000, 7679-7684
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- [Ru(phen)»(dC 2bpy)]* - saponite™

- alkylammonium - saponite®'

Ces travaux ont montré que les isothermes des films complexes / argiles pouvaient étre
influencés par :

- la concentration d’argile’®'. En diminuant la concentration en argile, les isothermes tendent

a se rapprocher de celui de la molécule amphiphile. La charge positive du surfactant peut étre
neutralisée par la charge négative des plaquettes d’argile quand la monocouche est formée. La
compatibilité¢ de charges entre amphiphiles et feuillets minéraux conduit a un auto-assemblage

optimal qui se traduit par la contraction de 1’aire moléculaire du film.

- la nature de Dargile'. L’utilisation d’une matrice de capacité d’échange cationique élevée a
montré la formation de films plus denses (Hectorite> Montmorillonite> Saponite)

- la_longueur de la chaine”’. Des films hybrides de particules de saponite et de sels

alkylammoniums de longueur de chaines comprise entre C4-Ci3 ont pu étre préparés par la
technique Langmuir - Blodgett. Pour les molécules non solubles (C;g), la formation du film
monomoléculaire est gouvernée par la compétition entre la formation de domaines a
I’interface air/eau et I’adsorption des particules d’argile. Pour les molécules solubles (C4-Ci2),
il y a compétition d’un point de vue thermodynamique et cinétique entre la dissolution de la
molécule organique dans la suspension aqueuse et I’adsorption des particules minérales a
I’interface air-eau. Sila molécule est déposée sur I’eau pure, aucune élévation de pression n’a
lieu, le film de Langmuir — Blodgett est instable. Par contre si elle est déposée sur une
suspension d’argile, la pression augmente et confirme 1’¢laboration de films hybrides a
I’interface air-eau. La diminution de la chaine latérale entraine une diminution de [’aire
moléculaire (1 nm* pour Cy, et 0,12 nm” pour Cy). En effet, plus la molécule amphiphile sera

soluble et plus il sera difficile de former un film a la surface.

Une fois les dépots réalisés, 1’étude par microscopie a force atomique montre dans tous les
cas, la formation d’un film uniforme formé de domaines de plusieurs centaines de nanometres
en largeur et d’une dizaine de nanomeétre en épaisseur. Dans de rares cas, des particules

isolées sont observées. L’épaisseur des particules a été estimée a 1,5 +0,5 nm.

' K. Okamento, K. Tamura, M. Takahashi, A. Yamagishi, Colloids and Surface. A: Physicochemical and
Engineering Aspects, 169 (2169), 2000, 241-249

2y, Umemura, A. Yamagishi, R. Shoonheydt, A. Persoons, F. De Schryver, JACS, 124 (6), 2002,992-997

A, Yamagishi, R. Shoonheydt, A. Persoons, F. De Schryver, Langmuir, 17, 2001, 449-455
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L’utilisation d’argile peut influencer les procédés moléculaires tels que des réactions de
transferts d’¢lectrons. Par exemple, des films ont été¢ préparés a partir de deux complexes
métalliques amphiphiles dans différentes couches. Une des molécules (polypyridyl-Ru(Il))
agit comme donneur d’électron quand elle est excitée par la lumiere alors que 1’autre
(acétylacetano-Ru(III) agit comme accepteur d’électron. Le processus de transfert d’électrons
a été mis en évidence uniquement pour des films contenant les deux complexes. Par contre,
pour des films hybrides avec la saponite, le transfert ne peut pas se faire ce qui implique que

I’argile agit comme une barricre.

Cette technique permet d’ouvrir de nouvelles perspectives pour la préparation de films minces
orientés présentant des propriétés de noncentrosymétrie. Un article a montré la préparation de
multicouches suivant deux méthodes. La premiére consiste a déposer horizontalement des
monocouches hybrides sur des substrats hydrophiles. Pour la deuxiéme méthode, la surface
hydrophile de la monocouche transférée est rendue hydrophobe en la plongeant dans une
solution aqueuse de chlorure d’octadécylammonium (ODAH CI"). Cette expérience entraine
un transfert suivant le mode Z. Il a été montré que dans les films minces préparés par la
premicre méthode I’orientation des complexes de Ru(Il) est aléatoire et ’assemblage fragilisé.
Par la seconde méthode, les films présentent une structure mieux définie car le complexe
amphiphile est orienté d’une seule facon. L’organisation de la molécule amphiphile peut étre

stabilisée entre la couche hydrophobe ODAH" et la couche hydrophile de I’argile.

I11.2.2 Films LB d’Hydroxyde Double Lamellaire

22-25
1

Yamagishi et al ont utilis¢ la technique de Langmuir — Blodgett pour préparer des films

hybrides HDL/complexe métallique analogues a ceux réalisés avec des smectites'” ", L

es
molécules amphiphiles utilisées sont alors des amphiphiles anioniques pour satisfaire aux
propriétés d’interface dans le systeme ternaire Eau-HDL-Air. L association amphiphile-HDL
a lieu par adsorption des particules d’argile chargées positivement sur la monocouche
anionique. La formation de films mixtes est confirmée par la modification des isothermes n-A

et par microscopie a angle de Brewster lors de leur compression.

Différents systemes molécules amphiphiles/ HDL ont été étudiés tels que :
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- [Ru(CN)4(dc18bpy)]*/ [Nis-Al-Cl]

- (K5[Ru(CN)4L]/ [Mg3-Al-Cl] ou [Nis-Al-Cl]

- (CH3(CH,);,COO/[Mg3-Al-NO;] **

- (CH3(CH»)13CO0O7/ [Mgs sAl,(OH)13Cly], [Mgs sAl,(OH)3Dendrimere] 2

2223 montrent des aires

Les isothermes m-A obtenus a partir des complexes de Ruthénium
moléculaires plus petites en présence d’HDL. Ces contractions sont expliquées par une
réduction de la répulsion électrostatique des tétes chargées négativement des molécules
amphiphiles lors de leur fixation sur les feuillets positifs des HDL. En outre, une étude® sur la
formation du film avec des rapports massiques Mg/Al différents indique que la densité¢ de
charge n’affecte pas le degré de contraction des films. Par contre, dans le cas d’utilisation de

24,25

carboxylate a longue chalne carbonée, I’aire moléculaire augmente. Par exemple, elle

passe de 0,195 nm” a 0,237 nm? et 0,243 nm? avec I’hydrotalcite et I’hydrotalcite-dendrimere.

Une autre ¢étude a été réalisée sur la formation de [Mg-Al-COs] a D’interface air /eau :
I’originalité ici n’est pas en premier lieu d’utiliser ’agent texturant mais de réaliser une
précipitation flash et la formation du film a I’interface air-eau simultanément. Le principal but
de cette étude est de préparer des hydroxydes doubles lamellaires de morphologie fine et large
et d’épaisseur uniforme en un temps trés court et de les transférer sur un substrat afin de les
utiliser comme film modificateur d’électrode ou capteur. Une monocouche de stéarate
agissant comme agent de texture est formé a la surface d’une solution contenant du nitrate de
magnésium et du nitrate d’aluminium ajustée a pH=10.5 par la soude. La formation d’HDL a
¢été réalisée suivant deux méthodes. La premicre consiste a laisser se former le film pendant
6 heures a 0 mN/m puis de le comprimer jusqu’a 20mN/m avant de le déposer sur un substrat.
La deuxiéme méthode, quant a elle, comprime le film 30 minutes aprés 1’injection a une aire
comprise entre 0,4 et 0,2 nm*/molécule. Le film se forme pendant 6 heures puis est comprimé
a nouveau jusqu’a 20mN/m. Les diffractogrammes des rayons X des couches mettent en
¢vidence la formation d’une phase HDL carbonatée [Mgr-Al-COs] (distance interlamellaire

de 0,78 nm), les ions carbonates provenant d’une contamination atmosphérique L’aire

227, X. He, K. Kobayashi, Y. M. Chen, G. Villemure, A. Yamagashi, Electrochemistry Communications, 3,
2001, 473-477

2. X.He, K. Kobayashi, M. Takahashi, G. Villemure, A. Yamagashi, Thin Solid Films, 397, 2001, 255-265
24J. X. He, S. Yamashita, W. Jones, A. Yamagashi, Langmuir, 18, 2002, 1580-1586

» A. S. Costa, T. Imae, Langmuir, 20, 2004, 8865-8869
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moléculaire (0,36 nm?) obtenue ainsi que les analyses chimiques confirment la formation de

phase avec un rapport Mg/Al = 3.

Apres 1’étude concernant la formation de films HDL-molécules amphiphiles, ces derniers sont
transférés sur un support. Une des techniques de caractérisations de dépdts la plus souvent
utilisée est la microscopie a force atomique. Ce paragraphe concerne les observations des
différents films étudiés ci-dessus lors de leur transfert. Les images AFM montrent la
formation d’un film mixte présentant des particules d’HDL parsemées uniformément a la
surface.

Les films de [Niz-Al-Cl] et [Mg3-A1-C1]22’23 sont déposés a la surface d’une électrode ITO ou
de mica. L’ épaisseur des particules [Ni3-Al-Cl] a été mesurée a 5 + 2 nm, correspondant & un
empilement de 7 -10 feuillets brucitiques et leurs tailles étaient comprises entre 50 et 250 nm.
En augmentant la pression du film, la quantit¢ d’HDL transférée sur le support est améliorée.
Les clichés AFM des films [Mg-Al-Cl] montre une épaisseur comprise entre 20 a 50 nm (7
a 70 feuillets de type brucite). Les films de [Nis-Al-Cl] présentent des particules plus petites

avec une dispersion plus homogene a la surface du mica.

Mais pour la méme phase, il est possible de jouer sur la taille des particules et des domaines
de transfert”. Lors de la préparation in-situ de la phase [Mg-Al], la microscopie a force
atomique suggere la formation de particules plus petites (0,2 — 3 pum) dans le cas de la
premiére méthode et de particules larges et fines (3 — 10 um) lors de la précipitation d’HDL a

I’interface air/eau recouvrant par conséquence un plus large domaine.

Les images AFM* ont révélé la formation de domaines de plateaux avec une différence de
hauteur de 6 nm pour les hydrotalcites et de 12 nm pour les nanocomposites indiquant
I’intercalation et la présence de dendriméres adsorbés a la surface des nanocomposites. La
Figure 8 illustre la  formation des films mixtes CH3(CH;);sCOO™ -
[Mg4 sAl,(OH) 3Dendrimére]
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Elaboration de Films [Zng-Al-Cl] et [Zng-Al-Cl]-Uréase par la méthode Langmuir-Blodgett

Dendrimer'

Ly

12 nm

X SR s S FYE TN

Arcigc  TOCCCFTRECOM.

Figure 8 : Illustration des films mixtes CHy(CH,);sCOO™- (Mg, sAL(OH),;Dendrimére]”

Récemment, il a été montré que les métaux de transition tels que Ni(Il), Co(II) et Mn(III)
incorporés dans les HDL agissaient comme des activateurs redox. Quand ces matériaux sont
utilisés, ils agissent comme modificateurs d’¢lectrode, et rehaussent la vitesse de transfert
d’¢lectrons entre le substrat conducteur et 1’ion intercalé. L’¢tude en voltamétrie cyclique de
I’¢lectrode ITO ou de mica modifié par la matrice [Niz-Al-Cl] indique que Ni** agit comme
un médiateur’ * dans 1’oxydation du mononucléide de guanosine 5’monophosphate (GPM)

ou du [Ru(CN),L]* en [Ru(CN)4LT.
IV Protocole expérimental

Le travail effectué comporte deux parties. Dans un premier temps, nous avons étudié la
formation de films « monomoléculaires » hybrides acide béhénique/HDL ou acide béhénique-
HDL-uréase puis nous nous sommes intéressés au transfert de ces monocouches hybrides sur
différents supports d’or et de nitrure de silicium. Cette étude a été¢ réalisée au sein du
laboratoire d’Ingénierie et Fonctionnalisation des Surfaces a I’Ecole Centrale de Lyon sous la

direction de Mme N. Jaffrezic-Renault.

IV.1 Préparation des différents films

IV.1.1 Préparation de films acide béhenique/[Zn-Al-HDL]

Plusieurs suspensions d’Hydroxyde Double Lamellaire [Zng-Al-CI] (o R = 2, 3) de
concentrations différentes ont été préalablement préparées par agitation pendant une semaine,

sous atmosphére inerte.
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Elaboration de Films [Zngr-Al-Cl] et [Zng-Al-Cl]-Uréase par la méthode Langmuir-Blodgett

Les hydroxydes doubles lamellaires sont des composés chargés positivement, il est donc
nécessaire d’utiliser un amphiphile anionique. Notre choix s’est porté sur I’acide béhénique

(BA, acide docosanoique) de formule (CH3(CH;),0COOH) dont le pKa est égal a 5,6.

Le protocole utilisé est le suivant: 40 pl d’acide béhénique a 1 mg/ml dissous dans du
chloroforme a été déposé sur 200 ml d’une solution d’eau pure thermostatée a 20°C.
contenant les particules d’argile. Afin d’¢laborer un film stable, différents parametres tels que
la durée d’adsorption (15 min, une nuit), le pH (6,5 et 7,6), la concentration d’HDL (10, 50 et
100 mg/L) et la densité de charge (R=2, 3) ont été étudiés. La Figure 9 représente 1’appareil

utilisé pour I’élaboration de film LB (annexe 4).

microbalance

barriere

barriere

Cuve de 200 ml

Figure 9 : Photo de ’appareil Langmuir - Blodgett utilisé au laboratoire D’Ingénierie et
Fonctionnalisation des Surfaces (Ecole centrale Lyon)

IV.1.2 Préparation de films acide béhenique/Zn-Al-HDL/uréase

Les solutions mixtes d’enzyme-HDL ont été agitées pendant deux heures avant I’expérience
afin de favoriser 1’adsorption de l'uréase avec l’argile. La préparation d’un film acide

béhenique-[Zn-Al]-uréase se fait dans les mémes conditions que précédemment. 40 pl d’acide
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béhénique dissous dans du chloroforme est répandu sur 200 ml d’une solution mixte
contenant les particules d’HDL et 1’uréase a un pH égal a 7.6 par ajout de soude et a 20°C.
Les paramétres étudiés pour la formation de tels films sont : rapport enzyme/HDL et la durée
d’adsorption.

Une autre étude a été réalisée sur des matrices [Zn-Al-Uréase] préalablement préparées par

coprécipitation.

IV.2 Résultats et discussion

IV.2.1 Isothermes pression- aire des différents films LB

IV.2.1.1 Etudes préliminaires

La formation des films monomoléculaires a I’interface air/eau est ¢tudiée au moyen de
I’enregistrement des isothermes Pression — Surface, 1 —A. La pression de surface a ¢été
enregistrée en fonction de la variation d’aire moléculaire lors de la compression du film a une

. 2, .
vitesse de 5 cm“/min.

Pour pouvoir déterminer I’influence de 1’auto-assemblage HDL-BA ou HDL- Uréase-BA sur
la formation des monocouches, nous avons enregistré préalablement 1’isotherme de référence
correspondant a la formation d’un film monomoléculaire d’acide béhénique a la surface d’une

solution d’eau pure (Figure 10).

‘ isotherme =-A de l'acide behenique
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Figure 10 : Isotherme n-A de I’acide béhenique
L’isotherme représente le comportement du film comprimé aprés évaporation du chloroforme.
L’allure révele une phase solide bien distincte caractérisant un film homogene de molécules
amphiphiles orientées verticalement. D¢s 1’obtention de la courbe, il est possible de
déterminer D’aire moléculaire du film par extrapolation de la partie de I’isotherme
représentative de la phase solide jusqu'a n= 0. Cette droite coupe 1’axe des abscisses a une
valeur qui est définie comme étant I’aire moléculaire intrinséque en absence de contrainte,

notée A. Les valeurs seront extraites par linéarisation de la portion de courbe et extrapolation
a ’axe des x. Pour un film compact de molécules de BA, I’aire moléculaire est de 17,0 A”.

Lorsque la pression de surface atteint 55,0 mN/m, le film se rompt.

Cependant, il est a noter que les isothermes n-A des molécules amphiphiles montrent des
comportements différents en fonction de la température. Les films moléculaires de molécules
amphiphiles formés a ’interface air-eau sont des systémes 2D. En fonction de la pression et
de la température, ils présentent différents polymorphismes. La Figure 11 schématise les

isothermes pression-aire et les diagrammes de phases obtenus.
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Figure 11 : Représentation a) des isothermes n-A et b) diagrammes de phases des films BA en fonction de
la température et de la pression de surface

Les isothermes © - A enregistrés pour I’ensemble des systémes hybrides HDL-BA présentent
une nette modification de leur allure par rapport a l’isotherme de référence de 1’acide
béhénique. Cela indique que le film formé est structuralement différent et montre clairement

la formation de monocouches hybrides HDL- BA.
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Elaboration de Films [Zng-Al-Cl] et [Zng-Al-Cl]-Uréase par la méthode Langmuir-Blodgett

Afin d’évaluer la possibilité de former des phases hybrides HDL-BA, nous avons étudié
préalablement la formation de ces phases par coprécipitation. Les diffractogrammes des
rayons X des phases préparées sont sans ambiguité (Figure 12). Ils montrent la présence d’une
phase HDL présentant une distance interlamellaire de 34,7 A caractéristique d’un composé
intercalé par le béhénate. De plus, avec une longueur de chaine carbonée de 29,2 A, I’anion de
I’acide béhénique pourrait étre soit orienté en monocouche compacte perpendiculairement aux
feuillets soit en bicouches interdigitées, penchées par rapport aux feuillets. La structure
(Figure 13) serait analogue a celle des phases HDL intercalées par 1’anion dodécylsulfate

(CH;3(CH,),,0S05), [Zn-Al-DDS]*°.

a b
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Figure 12 : a) Diffractogrammes X et b) Spectres infrarouge de I’acide béhénique

et de la phase [Zn,-Al-BA]
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Figure 13 : Arrangement schématique du dodécylsulfate dans les hydroxydes doubles lamellaires a)
monocouche perpendiculaire et b) et ¢) bicouches interpénétrées (pas a I’échelle)

0 H. Zhao, K.L. Nagy, J. Colloid and Interface Science, 274, 2004, 613-624
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L’¢étude spectroscopique confirme la formation de la phase HDL hybride caractérisée par les
bandes de vibration a 3413 cm™ et a 427 cm™ (M-O) et celles beaucoup plus intenses de
I’anion BA, adsorbé en large exces a la surface des particules, comme I’indique le

diffractogramme (Figure 12.b).

L’assemblage de feuillets HDL et de films monomoléculaires d’acide béhénique est favorisé
par deux parameétres. Le premier facteur est la compensation de charge anion/cation qui
conduit a un échange d’ion par le BA. Le deuxieme effet positif provient de la
commensurabilité des deux sous-réseaux hexagonaux feuillet HDL et monocouche de BA. En
effet, dans le cas de feuillets HDL de densité¢ de charge maximum a Zn*T /AP = 2,0 Daire
disponible par anion monovalent vaut 24,6 A®. La section moyenne®’ d’une chaine trans
C2,H43CO0" est proche de 19 A%, Une telle compatibilité structurale ne peut conduire qu’a un

auto-assemblage efficace et souligne la forte faisabilité du projet développé.

IV.2.1.2 Etude de la formation de films LB dans le systéme binaire [Zn-Al]-BA

Dans un premier temps, il est nécessaire de déterminer la durée et le pH afin d’établir

1’équilibre d’adsorption—désorption de 1’argile sous la monocouche d’amphiphiles anioniques.

Effet du temps d’équilibre initial : La Figure 14 présente les isothermes pour des suspensions
de 100 mg/L de [Zn3;-Al-Cl] a un pH de 6,5. Ils ont été enregistrés a différents
temps d’équilibre: le premier film a été comprimé au bout de 15 minutes durée nécessaire a
I’évaporation du chloroforme et le second au bout d’une nuit. Dés la mise en contact de
I’acide béhénique avec une suspension d’argile, le film mixte est formé. Cependant, apres une
nuit, 1’aire moléculaire intrinséque est supérieure. La quantité d’argile a la surface semble
augmenter provoquant la formation d’un film plus dense qui présente une pression de rupture

des films légerement plus faible que le film formé instantanément.

*’R.M. Kenn, C. Béhm, A. M. Bibo, LR. Peterson, H. Méhwald, J. Physical Chemistry, 95, 1991, 2092-2097
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Figure 14 : Isothermes Ji-A pour différentes durée d’adsorption d’hydroxydes doubles lamellaires [Zn;-
Al-Cl]] ainsi que I’isotherme de référence et Tableau récapitulatif des aires moléculaires

Effet du pH : La structuration de I’interface associant anions béhénates et feuillets hydroxylés
cationiques peut-étre fortement influencée par la présence d’ions H;O" qui peuvent limiter ou
contracter 1’auto-assemblage en assurant le role de pont entre les tétes polaires de
I’amphiphile ou en ayant un réle d’ion compétitif, par exemple. Nous avons donc enregistré,
pour des suspensions de [Zn3-Al-Cl] de concentrations égales a 100 mg/L, les isothermes ©-A
pour 2 valeurs différentes de pH au-dessus de la valeur du pKa (5,6) de I’acide béhénique, soit
pH = 6,5 et pH = 7,6 (Figure 15). On remarque, qu’effectivement le pH influence la
structuration de la monocouche d’acide béhénique puisque I’aire moléculaire augmente de
17,0 A* 4 18.0 A? par ajout de soude. En effet en augmentant le pH, le pourcentage d’acide
béhénique dissoci¢ augmente (99% contre 89% pour pH = 7,6 et pH = 6,5 respectivement) ce
qui génere une répulsion moyenne entre les tétes négatives plus grande. Si I’on compare les
isothermes d’HDL, une nette différence apparait. Pour un film formé a un pH de 7,6, laire
moléculaire (24,4 A?) est supérieure a celle déterminée pour un pH plus faible (21,8 A%). Les
interactions argile — surfactant sont favorisées a pH plus €levé et entrainent la formation d’un
film plus dense. La nature hybride de la monocouche formée est aussi mise en évidence par

une diminution de la pression de rupture.
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Figure 15 : Isothermes 1-A pour différentes pH de solution de BA et d’hydroxydes doubles lamellaires

Tableau récapitulatif des aires moléculaires

Effet de la concentration en HDL : Si la concentration d’argile en suspension est ¢élevée, la

densité¢ de la sous-phase augmente et la quantit¢ d’HDL prés de la surface devient plus

importante. L’adsorption de feuillets HDL a la surface devrait alors augmenter nettement et

modifier I’aire moléculaire relative au film hybride. L’effet de différentes concentrations de

[Zn3-Al-Cl] et [Zn,-Al-Cl] allant de 10 a 100 mg/L a été étudié (Figure 16 et 17).
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Figure 16 : Isothermes s1-A pour différentes concentrations d’hydroxydes doubles lamellaires [Zn;-Al-Cl]

ainsi que I’isotherme de référence. Tableau récapitulatif des aires moléculaires
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L’augmentation de la concentration d’argile favorise [’assemblage [Zns;-Al-CIJ-BA,
conduisant a une aire moléculaire plus ¢élevée (Figure 16). En outre, cette augmentation de
particules entraine la cassure du film a des pressions plus faibles. Pour des concentrations de
50 et 100 mg/L d’argile, le comportement des films est proche. Ce phénomene peut
s’expliquer par la saturation de I’interface eau-BA par les feuillets minéraux. Cependant, la

pente obtenue a 100 mg/L est plus marquée indiquant que le film solide formé est plus rigide.

Pour les hydroxydes doubles lamellaires de type [Zn,-Al-Cl], les résultats entre 10 et 100
mg/L sont presque similaires (Figure 17). Cependant, la pente m/A plus marquée pour des
films réalisés pour des suspensions d’argile de concentrations ¢levées suggere la formation

d’un film plus dense.

La surface spécifique théorique d’un feuillet [Zn,-Al-Cl] peut-étre facilement évaluée par un
calcul théorique :

- Nx(a2+/3/2) _ 9, 6:02.10% X[(3.08.10"°)*/3/2] _ 49,46.10°
M (Zn0.66A10.33(OH )2C10.33.0.66H 20) 109,65 109,65

=2x451=902m*/g

A T’interface, I’adsorption de feuillets d’HDL met en jeu uniquement 50% de la surface (c’est-
a-dire une seule face de feuillet) soit 451 m?/g. L aire de la cuve est égale 3 0.3 x 0.1 = 0.03
m”. Donc la masse de feuillets nécessaire pour couvrir toute ’interface est donc 0.03/451 =
0,06 mg/Volume total de la cuve = 0.06mg/200mL = 0,3 mg/L. Si la délamination n’est pas
totale (ce qui est probable) on peut estimer une dispersion de plaquettes d’environ 10 feuillets
empilés (épaisseur = 10 x 0,77 = 7,7 nm, voir mesures AFM) il faudrait donc 10 fois plus de
masse pour couvrir la surface soit 3 mg/L. On voit que dans tous les cas avec une suspension
a 10mg/L ou 100mg/L on a suffisamment de plaquettes pour couvrir 100% de la surface (ce

qui n’est que théorique parce qu’il est impensable d’obtenir une couverture si idéale).
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Figure 17 : Isothermes s-A pour différentes concentrations d’hydroxydes doubles lamellaires [Zn,-Al-Cl]

ainsi que I’isotherme de référence. Tableau récapitulatif des aires moléculaires

Effet de la densité de charge des feuillets HDL : La Figure 18 présente les isothermes

enregistrés lors de la compression de films mixtes formés au bout d’une nuit pour des

solutions de [Zn3-Al-Cl] et de [Zn,-Al-Cl] de concentrations égales a 100mg/L et de pH égal a

7.6.
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Figure 18 : Isothermes 1-A de films [Zn,-Al-Cl]-BA et [Zn;-Al-Cl]-BA pour des suspensions en HDL a

a) S0mg/L et b) 100mg/L. Tableau récapitulatif des aires moléculaires
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Avec une pression de rupture de film plus élevée de 15 mN/m, on montre clairement que le
film hybride (100mg/L) [Zn,-Al]-BA est beaucoup plus stable que le film hybride [Zn3-Al]-
BA. L’isotherme m-A pour le film hybride [Zn,-Al]-BA présente une aire moléculaire

1égérement plus élevée (25,8 A?) que celle du film hybride [Zns-Al]-BA (24,4 A?).

La stabilité d’un film hybride HDL-BA dépend de plusieurs paramétres. Le film sera stable si
I’adsorption de plaquettes d’HDL ne diminue pas la compacité du film monomoléculaire de
BA. La morphologie et la granulométrie des plaquettes peuvent avoir un role déstructurant
important. En effet, si le pavage de la monocouche par les particules d’HDL n’est pas
optimal, on a alors deux domaines : des zones constituées uniquement de monocouches de BA
compacté et des zones de films hybrides. L’interface entre ces zones peut créer des points de
rupture de films. Le cas réel se situe entre le pavage idéal et I’absence de film hybride (Figure
19). Un taux de recouvrement idéal élevé favorisera la rigidité du film. Dans le cas de
particules de morphologie trés hétérogene on peut s’attendre donc a des ruptures de films a

basse compression.

Auto-assemblage 1idéal de monocouches Auto-assemblage imparfait de monocouche
denses de BA et de feuillets HDL. dense de BA et de feuillets HDL de
morphologie hétérogene.

Figure 19 : Schéma de la formation de film mixte BA/HDL idéal et imparfait

L’intensité des interactions entre BA et feuillets HDL est un deuxiéme facteur majeur de la
stabilit¢ des films hybrides. Ces interactions sont d’autant plus stabilisantes qu’elles ne
perturbent pas la nanostructuration en couches empilées. Avec des densités de charge des
feuillets élevées, les HDL sont des structures lamellaires idéales pour former des films
multicouches. En effet, les films denses de BA possédent une densité de charge de 5,55 e/nm?,
calculée a partir de I’aire moléculaire (18 A%) obtenue sur I’isotherme n-A, proche de celles

des feuillets HDL [Zn,-Al] (4,16 e/nm?) et [Zns-Al] (3,19 e/nm?), les feuillets [Zn,-Al]
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Elaboration de Films [Zng-Al-Cl] et [Zng-Al-Cl]-Uréase par la méthode Langmuir-Blodgett

présentant la meilleure compatibilité de charge. On s’attend donc a un auto-assemblage plus
stable dans ce cas avec une diminution de la compacité de la couche de BA moins importante

(Figure 20).

vy v vyl PV
v vy G v v v v

Ao 2
A A
Auto-assemblage d’un feuillet [Zn,-Al]" et Auto-assemblage d’un feuillet [Zns-Al]" et
d’une monocouche de BA (A = 18 A%)projeté d’une monocouche de BA (A = 18 A?

@,
i
B
;@/\

dans le plan ab. projeté dans le plan ab.

Surface disponible / unité de charge = 24,6 Surface disponible / unité de charge = 32,9A°
AZ

Figure 20 : Auto-assemblage BA/HDL suivant la projection dans le plan ab
de phases [Zn,-Al] et [Zn;-Al]

La comparaison des isothermes pour les deux rapports Zn/Al et les deux concentrations
confirment ces hypothéses. Quelle que soit la concentration de la suspension, pour un pH de
7,6, la stabilité du film est toujours supérieure pour la phase [Zn,-Al]. Pour ces phases, la
formation d’une phase solide stable est confirmée par des pentes /A élevées. Les valeurs des
aires moléculaires expérimentales sont toujours comprises entre celle du BA (18,0 A?%) et
celles attendues pour un film homogéne hybride de [Zn,-Al]-BA ou de [Zn3-Al]-BA, 24,6 A?
et 31,9 A respectivement. Dans le cas de films imparfaits comme ¢’est probablement le cas,
il est toutefois difficile de comparer les valeurs entre elles. Le film hybride le plus homogene
est obtenu pour un rapport Zn/Al de 2 et un pH de sous-phase de 6,5 (Figure 21). Pour ce
systéme, le film est plus stable qu’un film de BA pur (AP = + 10mN/m) et présente une aire
moléculaire proche de celle attendue pour un film hybride pur, 21,9 A? contre 24,6 A, 11 est
intéressant de noter que ces considérations structurales pour I’arrangement de films hybrides
HDL-BA sont compatibles avec les diagrammes de phases proposés pour les monocouches de

BA (Figure 11).
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Figure 21 : Isotherme n-A de films [Zn,-Al-Cl]-BA a 50 mg/L et a pH = 6,5.

Tableau récapitulatif des aires moléculaires

IV.2.2 Etude de la formation de films LB dans le systeme ternaire [Zn-Al]-Uréase-BA

L’¢étude précédente a montré la possibilit¢ de former des films LB d’hydroxydes doubles
lamellaires. Maintenant, nous allons nous intéresser a 1’élaboration de films LB dans le
systeme ternaire [Zn-Al]-Uréase-BA. Deux méthodes ont été utilisées, I’adsorption conjointe
d’uréase et d’HDL sur une monocouche de BA et I’adsorption de phases hybrides [Zn-Al-

Uréase] coprécipitées sur la monocouche de BA. Le pH de la sous-phase est de 7,6.
La Figure 22 présente différents isothermes m-A obtenus pour des rapports massiques

uréase/HDL compris entre 1/3 et 2 et des temps d’équilibre de 4h30 a 1 nuit. Le Tableau 1

récapitule les conditions expérimentales et les aires moléculaires déterminées.
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Figure 22 : Isothermes j1-A des systémes ternaires HDL-Uréase-BA ainsi que ’isotherme de référence

Tableau 1 : Conditions expérimentales et aires moléculaires

Echantillons | argile (mg/L) | Uréase (mg) | Uréase/HDL durée Aire A2
BA - - - 15 mn 18.0
[Zn3-Al-Cl] 50 10 1 4h 30 29,3
[Zn3-Al-Cl] 100 40 o) 4h 30 36
[Zn3-Al-Cl] 50 3,5 1/3 nuit 38,6
[Zn2-Al-Cl] 10 3,5 1,75 nuit 37,8
[Zn2-Al-Cl] 50 3,5 1/3 nuit 41,3

En comparant, les isothermes obtenus avec une suspension d’argile et d’uréase, on constate
une nette différence d’allure par rapport aux isothermes de ’acide béhénique seul et des
hydroxydes doubles lamellaires. En effet, 1’aire moléculaire augmente fortement (+10 a +20
A?) et la pression de rupture ne dépasse jamais 30mN/m dans le cas d’utilisation de phases
[Zn3-Al]. Cette modification suppose la formation d’un film HDL-Uréase-BA a I’interface
eau/air. Dans les conditions de pH utilis¢, I’uréase et I’acide béhénique sont sous leur forme
anionique et peuvent donc interagir avec les particules chargées positivement d’HDL.
L’adsorption de 1'uréase a I’interface air-eau avant toute compression conduit a une

augmentation de la pression de surface initiale, comparée a celle de ’'HDL seul. Cette
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augmentation de pression est provoquée par la formation d’un film plus dense et a été
identifiée par Jaffrezic et coll'® lors de I’adsorption d’uréase seule sur un film d’acide
béhénique a pH = 5. Cette adsorption a I’interface air-eau est due aux propriétés amphoteres
de ’enzyme qui posseéde des zones de surfaces hydrophobes et d’autres hydrophiles. La durée
d’adsorption influence 1’aire moléculaire du film puisque le film obtenu a partir du rapport
uréase/HDL =1/ 3 aprés une nuit présente une aire moléculaire plus importante que le film

avec Q=1 compressé apres 4h30 d’adsorption.

La Figure 22 met clairement en évidence I’effet de la densité de charge de la matrice HDL
puisque pour les systémes ternaires impliquant la matrice [Zn;-Al-Cl] les isothermes 7-A sont
nettement décalés vers les pressions de surface et les aires moléculaires plus élevées. Ces
résultats confirment les conclusions précédentes quant a 1’effet stabilisant de cette matrice
HDL. Dans la gamme de concentrations d’uréase étudiée, ce paramétre ne semble pas avoir
d’influence significative sur la formation du film LB. Cependant, pour la méme quantité
d’uréase, I’aire moléculaire augmente lorsque la concentration d’HDL est accrue. Cette
observation montre la formation d’un film hybride uréase-HDL-BA et s’explique par les
fortes propriétés d’adsorption des HDL pour 'uréase. Les caractérisations physico-chimiques

des transferts de films sur supports plans confirment ces conclusions.

La structuration de films Langmuir-Blodgett pour le systéme binaire [Zns;-Al-Uréase]-BA
avec ([Zn3-Al-Uréase] = phase HDL coprécipitée ) a été¢ ¢tudiée. La Figure 23 compare les
différentes expériences réalisées pour des rapports massiques uréase/HDL = 1/3 et 3 a 50
mg/L. Contrairement a ’étude précédente, 1’'uréase se trouve piégée dans la matrice
inorganique. L’isotherme correspondant montre une allure comprise entre celle de 1’isotherme
d’un film HDL et celle de I’isotherme d’un film hybride uréase/HDL (par adsorption). La
pression de surface ne s’éléve pas dés le contact avec 1’acide béhénique. Cependant, la
compression du film entraine directement 1’¢lévation de la pression de surface. En augmentant
la concentration d’uréase immobilisée, le film aura tendance a se rapprocher du film élaboré
par adsorption. En effet, on observe, dans ce cas, une augmentation continue (sans palier) de
la pression de surface jusqu’a une valeur plus importante. La présence d’uréase favorise la
formation d’un film dense soulignée par une aire moléculaire supérieure. En outre, la
morphologie des phases influence le film formé puisque 1’aire moléculaire déterminée pour

une phase lyophilisée ( 23,0 A%) est inférieure a celle déterminée pour une phase séchée a
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température ambiante (29,2 A%). Cette modification peut étre provoquée par la texture plus

aérée, moins compacte des phases lyophilisées.
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Figure 23 : Isothermes 1-A pour [ Znz-Al-urase] et I’isotherme de référence.
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Isotherme pression temps d’équilibre.

Tableau récapitulatif des aires moléculaires

L’isotherme pression de surface en fonction du temps permet d’étudier la cinétique

d’adsorption des feuillets d’HDL et de 1’uréase a I’interface air-BA-eau. Une fois, la molécule

amphiphile déposée sur la solution, on ajuste la pression de surface a 0 mN/m et ’aire

moléculaire est maintenue. On regarde 1’évolution de la pression en fonction du temps. Une

fois le plateau atteint, le film formé est stable, et peut donc étre comprimé.

Les isothermes m — t ont été enregistrés lors de la préparation de films [Zng-Al-CI] avec R =2

et 3 et pour des concentrations a 100 mg/L et 50mg/L a pH=7.6, pendant une nuit. La Figure

24.a montre que la présence d’argile en suspension diminue 1égérement la pression de surface.
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Figure 24 : Isothermes 7-t des suspensions a) [Zng-Al-Cl] et b) [Zng-Al-Uréase]

Ce phénomene s’explique par le fait que des grosses particules d’HDL tombent et entrainent
avec elles des molécules d’amphiphiles diminuant ainsi la tension du film.
D’un point de vue cinétique, la vitesse de sédimentation d’une suspension de particules

solides est donnée par la relation :

27 (d, — dig) g
21

ou r est le rayon moyen des particules, ds et diq les densités du solide et du liquide
respectivement, g I’accélération de la pesanteur et 1 la viscosité du milieu. On voit donc que
la vitesse de sédimentation est inversement proportionnelle a la viscosité qui, elle, dépend de
la concentration en particules, d’aprés la relation d’Einstein. Plus la concentration de la
suspension sera ¢levée et plus la compétition entre adsorption de surface et sédimentation sera
en faveur de I’adsorption. C’est effectivement I’observation que I’on fait, la pression de
surface diminue plus faiblement lorsque la concentration d’HDL est supérieure. Cet effet
compétitif est nettement visible, pour la phase [Zn,-Al-Cl], dont I’isotherme -t passe par un
minimum pour croitre ensuite au cours de la formation du film LB. Dans le cas des films
hybrides [Zns;-Al-Uréase]-BA, dans lesquels 'uréase est préalablement confinée dans la
matrice HDL, on observe le méme phénomeéne quel que soit le taux de charge d’enzymes
(Figure 24.b). Cette phase hybride présente les propriétés spécifiques d’un composé pur. Par
contre pour le systéme ternaire HDL-uréase-BA, le comportement est inverse, la pression de

surface augmente avec le temps (Figure 25). Les molécules d’enzyme viennent interagir avec
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I’amphiphile formant alors un film plus dense. En outre, le changement de pression de surface
varie avec la charge du matériau et la concentration d’uréase. En favorisant les interactions
entre les trois composantes, la tension du film s’accroit. Pour une concentration de [Zn,-Al-
Cl] de 50 mg/L, la pression de surface a t = 0 passe de 5,5 a 13 mN/m pour un rapport
uréase/HDL compris entre 1/3 et 3. D’aprés le chapitre 3, la capacité d’adsorption est de 315
mg/g pour [Zn,-Al-Cl] et 228 mg/g pour [Zn3-Al-Cl]. Une suspension a 50 mg/L. correspond
pour le volume de la sous-phase (200 ml) a 10 mg d’HDL. Par conséquent, la quantité
d’uréase adsorbée équivaut a 3,15 et 2,28 mg, respectivement. Pour un rapport Q=I, il reste
de I’uréase libre en solution qui va interagir aussi pour former le film et augmenter la tension
du film a t = 0. En outre, dans ce cas, le film semble déja formé puisque la tension est peu
modifiée avec le temps. Notons que le procédé d’adsorption est pratiquement complet apres

une heure et suggere la formation d’un film stable en présence d’uréase.
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Figure 25 : Isothermes 7-t des suspensions d’hydroxydes doubles lamellaires et uréase

IV.2.4 Etude de la stabilite des films LB: les isobares aire —temps

Avant de transférer le film a la pression déterminée, une étude sur la stabilit¢ du film

comprimé est réalisée.

Les isobares A — t consistent a observer 1’évolution de 1’aire moléculaire en fonction du temps
t alors que la monocouche est maintenue a une pression constante. Ils permettent de contrdler
la stabilité¢ des films. Ainsi, si le film est instable, une diminution de 1’aire moléculaire sera

observée. Différents mécanismes sont possibles pour expliquer cette diminution: Ia
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monocouche peut se réorganiser ou se dissoudre dans la sous-phase. Si le film se dissout
lentement dans la sous-phase, I’aire moléculaire va décroitre lentement de fagon continue. La
relaxation due a la réorganisation des molécules dans le film est caractérisée par une
diminution initiale de 1’aire moléculaire suivie d’une relaxation plus lente, I’aire tend vers une

valeur constante.

L’isobare A-t de I’acide béhénique déposée a la surface d’une solution a pH = 7,6 révele une
légére diminution continue de 1’aire moléculaire indiquant que le film formé est stable (Figure

26).

1,2 -
acide béhénique
1,0 1
<O
<
0,8
T T T T T T T 1
0 5 10 15 20
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Figure 26 : Isobare A-t de I’acide béhénique

Lors de la compression des films mixtes HDL-BA, I’aire moléculaire est maintenue indiquant
que les films formés sont également stables (Figure 27). Cependant, I’aire moléculaire du film
[Zn3-Al-Cl] 2 100 mg/L  diminue 1égérement. Pour des concentrations ¢élevées d’hydroxydes
doubles lamellaires, il est possible qu'une 1égere quantité retourne en suspension ou recouvre

les autres particules.
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Figure 27 : Isobares A-t des films d’HDL

La présence d’enzyme révele une diminution continue de 1’aire moléculaire en fonction du

temps indiquant que le film formé est moins stable (Figure 28). Cette instabilité est provoquée

par la dissolution de I’enzyme dans la sous-phase. L’augmentation de la quantit¢ d’uréase

entraine toutefois la stabilisation du film formé. En effet, au début I’aire décroit puis se

maintient au bout de 10 minutes alors que le film formé pour des concentrations plus faibles

diminue continuellement. Cette observation a été montrée par Jaffrezic et coll'* indiquant que

les interactions entre 1’acide béhénique et [’uréase sont plus importantes. Par contre pour des

films [Zn3-Al-Uréase], I’aire moléculaire se maintient suggérant la formation d’un film plus

stable lorsque 1’uréase est piégée dans la matrice.
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Isobares A-T des films hybrides uréase-HDL
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Elaboration de Films [Zng-Al-Cl] et [Zng-Al-Cl]-Uréase par la méthode Langmuir-Blodgett

IV.3 Mise en ceuvre des transferts de films LB sur substrats

IV.3.1 Etude du transfert

Le principe du transfert est le suivant : une fois le film formé et comprimé, le support est alors
immergé dans la cuve tandis que la barriére mobile est asservie a une pression constante de
maniére a maintenir 1’aire moléculaire (Figure 29). Une fois le film comprimé, le support est
plongé verticalement dans la sous-phase a une vitesse de 5 mm/min et laissé pendant 100
secondes pour stabiliser le film formé. Ensuite, il est remonté a la méme vitesse que
précédemment et laissé a I’air pendant 200 secondes. Des dépdts successifs permettent
d’empiler plusieurs couches monomoléculaires. L’organisation des films dépend de la nature

des especes et du support.

support

Film comprimé

Figure 29 : Photo illustrant les conditions de transferts

Dans notre étude, les transferts ont été effectués, au bout de 4h30, aprés compression du film
a5 cm?/min jusqu’a une pression de surface déterminée préalablement. Le Tableau 2 résume
les pressions de transfert ainsi que le type de support utilisé pour les dépots (annexe 4). A
noter que le transfert doit étre réalisé dans la partie solide de 1’isotherme. Cependant, dans

notre cas, on ne distingue pas les différentes étapes de formation du film. Les pressions de
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transferts ont donc été déterminées en fonction de la pression de rupture (qui ne doit pas étre

dépassée) et du début de I’augmentation de la tension du film.

Tableau 2 : Tableau récapitulatif des conditions de transferts des films LB

Concentration Uréase/ pe
Phase (mg/L pH HgL (mN/m) Substrat nature
[Zn3-Al-Cl] 50 7,6 0 28 Au hydrophobe
[Zn3-Al-Cl] 100 7,6 0 28 Au hydrophobe
[Zn;-Al-Cl] 50 7,6 0 28 Si3Ny hydrophile
[Zn,-Al-Cl] 10 7,6 0 40 Si3Ny hydrophile
[Zn,-Al-Cl] 50 7,6 0 40 Si3Ny4 hydrophile
[Zn,-Al-Cl] 100 7,6 0 40 Si3Ny hydrophile
[Zn,-Al-Cl] 50 6,5 0 35 SizNy hydrophile
[Zn3-Al-Cl] 50 7,6 1 25 Au hydrophobe
[Zns-Al-C] 50 76 | 3 é/ f’ng) 28 Si;N, | hydrophile
1/5 . .
[Zn,-Al-Cl] 50 7,6 (2 mg) 30 Si3Ny4 hydrophile
1/3 : .
[Zny-Al-Cl] 50 7,6 (3.5 mg) 35 Si3Ny4 hydrophile
1 . .
[Zny-Al-Cl] 50 7,6 (10 mg) 38 Si3Ny4 hydrophile
1,75 : .
[Zny-Al-Cl] 10 7,6 (3.5 mg) 32 Si3Ny4 hydrophile
[Z“zoApl'C” 50 76| 173 32 SisNs | hydrophile
[Z“zoApl'C” 50 76| 3 36 SiNs | hydrophile

IV.3.2 Quantification du transfert

Lors de I’immersion et I’émersion du support, une certaine quantité de BA, BA-HDL ou BA-
Uréase-HDL est déposée. Elle dépend des interactions entre la couche monomoléculaire a
I’interface air-eau et la nature de la surface de substrat (hydrophile ou hydrophobe et de sa
rugosité). Lors des différents passages, un taux de transfert est enregistré. Il traduit 1’affinité
des espéces formant le film avec le support. Si le taux est faible, le transfert n’est pas bon. Par
contre, pour un dépdt idéal, le transfert sera alors de 100%. Nous avons donc enregistré le
taux de transfert des différents systémes étudiés pour évaluer leur affinité en fonction du

support utilisé.
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Elaboration de Films [Zng-Al-Cl] et [Zng-Al-Cl]-Uréase par la méthode Langmuir-Blodgett

Le coefficient de transfert est une estimation de la qualité du transfert. Ce coefficient est

défini comme le rapport de 1’aire de la monocouche prélevée de la surface de 1’eau (Al) a

pression constante, calculée a partir du déplacement des barrieres, sur ’aire du support

immergé dans la phase aqueuse (As)

Les premiers transferts ont été réalisés sur des substrats en or de nature hydrophobe. Les

coefficients

de transfert

négatifs ont montré que les films HDL-BA se déposaient

difficilement (Figure 30). L’étude a donc été entreprise sur des supports en nitrure de silicium

qui favorisent des coefficients de transfert plus importants (Figure30).
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Figure 30 : Coefficients de transferts des films HDL
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Elaboration de Films [Zng-Al-Cl] et [Zng-Al-Cl]-Uréase par la méthode Langmuir-Blodgett

La quantité de film déposée est améliorée par la nature du support et par une augmentation de
la concentration d’HDL en suspension. Les supports hydrophiles semblent étre 1égerement
plus favorables au transfert des films hybrides. La valeur négative du coefficient de transfert
lors de I'immersion du substrat hydrophile est provoquée par le fait que la chaine carbonée ne
puisse interagir avec la nature de la surface. La premiére monocouche est donc une couche
d’HDL (Figure 31).

Dans le cas des transferts de films mixtes HDL-Uréase, les coefficients de transferts sont
meilleurs pour un substrat en or, de I’ordre de 60 % contre 40 % pour les supports SizNa.
Cependant, il est a noter que la quantité d’uréase déposée sur le substrat en or est plus
importante (Q=1). Comme précédemment, la nature hydrophile engendre une amélioration de
la quantité transférée. Il est a noter que le premier transfert du film [Zn3-Al-Cl]-Uréase-HDL
(Q=1/3) sur le substrat hydrophile est positif ce qui suggére le transfert de la biomolécule. En

effet, le caractére amphotere de I’enzyme permet son adhésion sur ce type de substrat.

substrat en or (hydrophobe)
100, ) 100 :
o 1250 mg/L " substrat Si N, (hydrophobe)
] el [Zn-Al-Cl]-Uréase, Q=13 450 mg/L.
5 o .
2 o o
@ s
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% 1 2 % 1 2 3 4
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g @ 2
(=TI o -kl
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004 -1004 i f
100+ oo [Zn-Al-Cl]-Uréase, Q=1/3 450 mg/L.
80{ s I
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n r L1 a4
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Figure 31 : Coefficients de transferts des films Uréase-HDL
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V  Caractérisations des films préparés

V.1 Etude sur la mouillabilité des films déposés

Afin de confirmer le transfert, une étude sur la mouillabilité des différents films hybrides
déposés sur substrat de nitrure de silicium hydrophile a été réalisée. Cette méthode permet de
savoir si il y a une modification au niveau de la surface du support. Le principe consiste a
déposer sur la surface du substrat une goutte d’eau et de mesurer I’angle de contact (annexe).
Une surface avec un angle de contact inférieur a 90° est habituellement appelée hydrophile.
Dans le cas ou I’angle de contact est supérieur a 90°, la surface présente un caractére

hydrophobe.

D’aprés la littérature, un film d’acide caprique (CH3(CH,)sCOOH) déposé sur un support
GaAs”® augmente I’angle de contact de 83 a 90°. Une étude® sur la mouillabilité de surface
solide modifié¢ par déposition en phase vapeur d’acide stéarique (CH3(CH;);sCOOH) a montré
des mesures d’ angle de contact proche de 100°. Ils ont comparé cette valeur a celle
déterminée (115°) pour des films d’acide stéarique préparés par la méthode LB. Ces valeurs
montrent que le film déposé par PVD présente une structure de molécules amphiphiles

hautement ordonnée.

La Figure 32 montre les mesures de mouillabilité (angle de contact) de différents substrats :
- support hydrophile,
- support modifié par le film HDL-BA,
- support modifié par le film HDL-Uréase-BA,
- support modifié par le film [Zn-Al-Uréase]-BA.

Lors de notre étude, le support SizN4 hydrophile présente un angle de contact de 21°. L’angle
de contact augmente lors de transferts de phase HDL-BA et Urease-HDL-BA. Cette

différence de mouillabilité confirme la présence d’un film a la surface du support.

Les supports modifiés par I’argile montrent un angle de 103° et 120° traduisant un caractére

hydrophobe. Cette augmentation suggere que les feuillets d’HDL sont transférés avec une

2% J. Martz, L. Zupporili, F. Nuesch, Langmuir, 20, 2004, 11428-11432
Y. L. Lee, Colloids and Surface A : Physicochemical and Engineering Aspects, 155, 1999, 221-229
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couche de béhénate, associés via leur téte polaire. La surface des particules oriente les chaines

carbonées hydrophobes de I’amphiphile vers I’extérieur.

Les supports modifiés par le systéme ternaire uréase/HDL/BA présentent un angle de contact
plus faible (77°) caractéristique d’une surface faiblement hydrophile. Or, la présence de BA
avec la téte polaire sur le substrat donne un caractére hydrophobe (> 90°). Cette observation
suggere des zones d’uréase. Par contre, pour les phases [Zn-Al-Uréase], le caractere

hydrophobe est accentué.

Substrat aprés traitement Dépéts [Zn,-Al-ClI] (10 mg/L) Dépéts [ Zn,-Al-Cl] (100 mg/L)

6= 21° = 103° = 120°
Dépéts [Zn,-Al-C1](10 mg/L) + Dépéts [Zn;-Al-Uréase] Dépéts [Zn;-Al-Uréase]
3,5mg &’ Urease Q=1/3 Q=3
= aQ = Q
=T 6= 108 6= 113°

s 00O

Figure 32 : Mouillabilité des films étudiés pour les différents supports Siz;N, nu et modifiés

V.2 Etude structurale par diffraction des rayons X

Les diffractogrammes de rayons X ont été réalisés sur les films déposés a la surface

hydrophile Si/SiO,/SizsN4 dans les conditions standard d’acquisition pour les poudres Le

nombre de couches transférées est égal a 6.
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Les diffractogrammes des films préparés avec les phases HDL (Figure 33) montrent
uniquement les raies de diffraction (003) (doos = 7,49 A) et (006) (doos = 3,74 A)
correspondant aux raies caractéristiques des phases de type hydrotalcite ce qui confirme le
transfert effectif de films d’HDL sur le substrat. L’absence des raies de diffraction (hkl)
indique la forte orientation préférentielle des plaquettes d’HDL parallélement a la surface du
support. Elle montre aussi la possibilité de réaliser des films minces de couches hybrides HDL
orientées. L’intensité des raies dépend de la concentration d’argile mise en suspension
puisque les raies pour un film élaboré a partir de 100 mg/L sont plus intenses. Par ailleurs, la

distance interlamellaire déterminée (d = 7, 49 A) suggére une carbonatation de la phase HDL.

(003)

* sustrat Si3N4

intensité relative

(008)

[Zn,-Al-CI], 100 mgiL, pH=7,6

*

[Zn,-Al-Cl|, 50 mgiL, pH=7.6

[Zn.-AI-CI], 50 mgiL, pH=6,5

10 20 30 40 50 60
20

Figure 33 : Diffractogrammes des rayons X des films HDL

Les diffractogrammes X (Figure 34) des films hybrides ne révélent que la présence de la raie
de diffraction (003) pour les faibles concentrations en uréase (Q=1/5 et 1/3). La distance
interlamellaire est identique a celle déterminée pour les films HDL confirmant que 1’uréase
n’est pas intercalée entre les feuillets. L’intensité des raies diminue en augmentant la
concentration d’uréase. Pour un rapport uréase/HDL = 1, les raies de diffraction de la phase
HDL ne sont plus observées. On retrouve, dans ces expériences les mémes observations
structurales faites sur les matériaux hybrides HDL-Uréase. L’augmentation de la quantité
d’uréase (Q) dans le composé hybride a un effet déstructurant fort sur 1’auto-assemblage des
plaquettes d’HDL. Dans la formation des films hybrides, on montre donc le méme effet. La

structuration des films est donc hétérogeéne et non en couches régulieres alternées HDL-
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Uréase-BA. Toutefois, les images de MEB et de microscopie optique (voir paragraphes
suivants) ont montré que les dépdts étaient imparfaits et les substrats non entierement

recouverts ce qui peut expliquer en grande partie ces résultats.

E * [ZnQ-AI-CI], 50 mg/L
°
g + HDL
_‘E * substrat Si3N4
Q=1/5 =
Arafhitn s « .WW
+
Q=1/3
* * Q=1
| | | ! | | |
10 20 30 40 50 60

20

Figure 34 : Diffractogrammes des rayons X des films Uréase-HDL

V.3 Caractérisation des couches par les techniques de microscopie

Vi3l Etude par microscopie optique et microscopie électronique a balayage

Une étude par microscopie a lumiere polarisée a été réalisée sur divers dépdts afin d’étudier
I’homogénéité des dépdts et I’orientation préférentielle des couches. Les Figures 35 a) et b)
représentent les dépots (6 couches) de [Zn,-Al-Cl]. Ces images révelent la présence d’un film
d’HDL déposé de maniere homogene sur le substrat. La Figure 35 b) met en évidence les
couches successives d’HDL-BA, avec de légeres modifications de niveau mise en évidence
par des colorations différentes. Les Figures 35 c) et d) représentent les dépots de films
hybrides ternaires HDL-uréase-BA sur substrats SizNy4 (hydrophile) et Au (hydrophobe) pour
des rapports Q=1/3 et 1, respectivement. Les images par microscopie montre que les films
mixtes HDL-Urease sont beaucoup moins homogenes. Les films déposés sur SisNy présentent
une couverture partielle du substrat, pour le substrat Au, seuls les bords du support sont

nappés.
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Elaboration de Films [Zng-Al-Cl] et [Zng-Al-Cl]-Uréase par la méthode Langmuir-Blodgett

500 pm -

__ o
500 pm 500 pm

Figure 35 : Images par spectroscopie a lumiére polarisée des films étudiés

Les clichés de microscopie ¢lectronique a balayage ont été réalisés sur les films HDL seuls et
avec uréase. Un cliché du support nu a été effectué¢ pour permettre de comparer les différents
films (Fig 36 a)). La surface est lisse et homogene. Par contre, dés que ’on transfére les

particules d’argile sur le support, on observe des différences de surface.

Les clichés réalisés pour des dépdts de 6 couches de [Zn,-Al-Cl] (50 mg/L) montrent que la
surface est totalement recouverte (Fig 36 b)). On observe plusieurs paliers caractérisant la
succession de dépots. En agrandissant, des particules hexagonales d’hydroxydes doubles
lamellaires individuelles et orientées parallélement a la surface sont identifiées. Leur taille se
situe dans un domaine compris entre 250 et 500 nm. Les mémes observations sont montrées
pour un film de 6 couches de 50 mg/L de [Zns;-Al-Cl] a pH=7,6. Cependant, la taille des
particules est plus importante de I’ordre de 700 nm et le dép6t est moins uniforme. Les clichés
d’un film HDL-uréase révelent une modification de surface identifiée par une différence de
texture. Dans ce cas, on observe des particules d’HDL parsemées dans le film (200 et 400

nm).

242



Elaboration de Films [Zng-Al-Cl] et [Zng-Al-Cl]-Uréase par la méthode Langmuir-Blodgett

Figure 36 : Clichés par microscopie électronique a balayage des films étudiés a) support nu, b)

et ¢) [Zn,-Al-Cl] d) e) uréase/[Zn 3-Al-Cl] Q=1/5 et f) [Zn 5-Al-Cl]

V.3.2 Etude par microscopie a force atomique

La technique AFM permet d’apprécier la qualité, I’homogénéité ainsi que la rugosité des
couches. Elle permet d’obtenir des images topographiques en trois dimensions de la surface
d’une couche moléculaire. Les analyses AFM ont été réalisées au Centre National

d'Evaluation de Photoprotection (CNEP) par B. Mailloht.
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Elaboration de Films [Zng-Al-Cl] et [Zng-Al-Cl]-Uréase par la méthode Langmuir-Blodgett

Une analyse des différents substrats a été préalablement réalisée afin de confirmer la présence
de dépots apres transferts des films LB. Les observations par AFM des différents échantillons

indiquent un changement d’état de surface.

Dépots de films [Zn,-Al-CI]-BA et [Zn3-Al-CI]-BA

La Figure 37 présente les clichés AFM concernant un dépdt de 4 couches de [Zn3;-Al-CI]-BA
a 10 et 100 mg/L sur un substrat Si3Ny4 hydrophile.

Support nu

[Zn,-Al-Cl]

10 mg/LL

Figure 37 : Images AFM du support en nitrure de silicium nu et modifié par des films d’HDL

Dans ces deux cas, on observe la couverture totale du support. Les particules se recouvrent les
unes les autres. En augmentant la concentration d’HDL, le transfert de grosses particules est

favorisé et empéche la bonne analyse du dépot.
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Les Figures 38 et 39 présentent les dépdts de 4 couches de [Zn3-Al-Cl] de concentration

initiale de 50 mg/L et les dépdts de 2 couches de la méme phase a 100 mg/L sur un support

hydrophobe en or.

Section Analysis

h=16,928 nm

Figure 38 : Dépots et analyse topographique de 4 couches de [Zn;-Al-Cl] de concentration initiale

50 mg/L sur un substrat hydrophobe en or.

” y

Figure 39 : Dépéts et analyse typographique de 4 couches de [Zn;-Al-Cl] de concentration initiale
100 mg/L déposé sur un substrat hydrophobe en or.

Les clichés montrent que 1’augmentation du nombre de transferts entraine un nappage de
particules sur toute la surface analysée. Cependant, le faible taux de recouvrement permet une
meilleure résolution spatiale de 1’auto-organisation des particules. L’¢tude topographique
montre aussi la présence de particules de taille comprise entre 9,9 nm et 16,9 nm (~10 a 20
feuillets HDL), voire plus grosses pour des concentrations €levées (20 nm). Les largeurs de
particules (30 — 100 nm) sont inférieures a celles mesurées par MEB. Les images permettent
de mieux distinguer les formes hexagonales d’un grand nombre de plaquettes ainsi que
I’empilement compact de celles-ci par les faces latérales. L’adsorption des particules d’HDL
par la technique de Langmuir-Blodgett est particulicrement sélective. Les films sont formés

avec les cristallites de plus petites tailles. Ces petites plaquettes permettent une plus grande
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Elaboration de Films [Zng-Al-Cl] et [Zng-Al-Cl]-Uréase par la méthode Langmuir-Blodgett

cohésion de la nanostructuration et facilitent un bon transfert et un taux de recouvrement des

substrats élevé.

Les images obtenues pour les films [Zn,Al-CI]-BA confirment les observations précédentes :
la formation d’un film dense de petites particules pour les léres couches déposées avec le

transfert ultérieur de plus grosses plaquettes de forme bien définies (Figure 40).

Figure 40 : Images AFM de 6 couches de [Zn,-Al-Cl] déposées sur un substrat hydrophile deSi;N,

Dépdts de films [Zn,AICI]-Uréase-BA

Les films hybrides [Zn,-Al-Cl]-uréase-BA présentent des zones de substrat non recouvertes et
des zones correspondant a un assemblage mosaique de petits objets de taille trés homogene
d’environ 50 nm (Figure 41). Les joints de grains sont bien identifiés, ce qui est en faveur
d’une agrégation de particules inorganiques. Les résultats a ce stade ne sont pas suffisants

pour apporter des conclusions définitives. Des analyses chimiques sont a envisager et de
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nouveaux dépdts a réaliser. Si les hypothéses se confirment, il semblerait que la formation de
films ternaires [Zn,-Al-Cl]-uréase-BA soit obtenu uniquement avec les particules d’HDL les
plus petites. Cette proposition semble en accord avec la moins grande stabilité de ces films
mixtes ternaires due a la substitution des interactions fortes Feuillets HDL / monocouche de
BA des assemblage binaires bien structurés [Zn,Al-CI]-BA par des interactions plus faibles

Feuillets HDL / uréase dans des couches désordonnées.

-

2: Phase 2: Phase 500.0 nm

Figure 41 : Images AFM de 4 couches de [Zn2-Al-Cl]-Uréase pour un rapport uréase/HDL=1/3

Les images des films des phases [Zn3;Al-C]- uréase-BA déposés sur un substrat en or
suggerent la présence de gouttelettes d’uréase (@ ~ 200) qui nappent les particules (Figure

42). Cependant, les images montrent I’inhomogénéité des dépots.

Section Analysis
h= 22354 nm
Y
/% h=11441 nm
Fon ~
P T F o i
N icd e -,\h“_ _\H/_,- \___/ \

Spectrum

Figure 42 : Images AFM et analyse topographique de 4 couches de [Zn;-Al-Cl]-Uréase

pour un rapport Q =1 déposées sur un substrat hydrophobe en or
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VI : Discussion

L’organisation des films HDL-BA et HDL-Uréase-BA repose dans un premier temps sur la
formation de films LB a Dinterface air-eau, puis sur le transfert de ces couches

monomoléculaires a la surface de support.

La formation des films LB a I’interface air/eau

Systéme binaire HDL-BA

La formation des films HDL-BA est fortement favorisée par les interactions entre ces deux

composés qui régissent la stabilité du film a I’interface air-eau.

L’étude sur la cinétique d’adsorption des particules d’HDL sur le film monomoléculaire
d’amphiphiles nous a permis de mieux comprendre les équilibres d’adsorption désorption
entre ces deux systémes. En présence d’une suspension d’argile, la vitesse d’adsorption est
lente. Dans un premier temps, les agrégats d’HDL interagissent avec 1’acide béhénique et
tombent au fond de la cuve. La concentration de la molécule amphiphile a I’interface air-eau

diminue entrainant un abaissement de la tension du film (Figure 43).

Figure 43 : Phénoméne d’adsorption dés le contact entre le BA et les particules d’HDL

I1 faut donc un certain temps pour stabiliser la suspension d’argile c'est-a-dire pour atteindre
un gradient de la taille des particules. Les petites particules auront tendance a s’approcher de
I’interface air-eau alors que les plus grosses seront entrainées vers le fond de la cuve (Figure
44). Pour favoriser le phénomene d’adsorption, il est possible d’augmenter la concentration

d’HDL.

248



Figure 44 : formation d’un film stable apreés quelques heures d’adsorption

De plus, la formation du film repose sur des interactions électrostatiques entre 1’acide
béhénique et les particules d’HDL. L’augmentation des énergies de liaison est favorisée par
un état d’ionisation de I’acide béhénique plus important. En effet, I’aire moléculaire passe de
17 a 18 A? entre des valeurs de pH comprises entre 6,5 et 7,6 lié aux interactions répulsives
entre les tétes polaires. La phase [Znr-Al-Cl] dispose de surfaces libres différentes en fonction
de la densité de charge, c'est-a-dire de R. Pour les phases [Zn,-Al-Cl] et [Zn3;-Al-Cl], la
surface libre est de 24 et 31 A’/e, respectivement. Par conséquent, la compatibilité surface
libre-aire moléculaire est favorable aux systémes HDL en général et [Zn,-Al-CI]-BA en
particulier. En effet, les expériences ont montré que les interactions entre ces composés
étaient plus fortes entrainant une augmentation de la tension du film en fonction du temps a 0

mN/m et la formation d’un film plus stable et plus homogene.

Systéme ternaire HDL-Uréase-BA

La cinétique d’adsorption en présence d’enzyme est plus rapide et engendre une augmentation
de la tension du film (Figure 44). Ce phénomene peut étre expliqué par le caractére amphotére
Hydrophile/Hydrophobe de I’enzyme qui entraine la biomolécule vers I’interface air-eau.
L’augmentation de la tension du film est par conséquent induite par une concentration
d’uréase plus élevée. En effet dans ces conditions, la concentration en uréase libre est plus
importante. Cependant, la différence des isothermes en fonction de la densité de charge de la
phase [Zng-Al-Cl] suggere la participation de la matrice inorganique lors de la formation du
film. La stabilité du film est favorisée par les associations HDL-BA et HDL-Uréase qui sont
plus fortes avec la phase [Zn,-Al-Cl]. En effet, le coefficient d’adsorption de 1’uréase sur la

matrice HDL augmente lorsque la densité de charge est plus élevée (chapitre 3).
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Figure 45 : Phénoméne d’adsorption du systéme ternaire HDL-Uréase-BA

Cependant, si I'uréase est confinée directement dans la matrice. La formation du film sera

régie a la fois par I’HDL et par ’uréase.
Les transferts
Apres 1’étude sur la formation des films hybrides, ces derniers sont transférés sur un support a

une pression de surface préalablement déterminée.

Systéme binaire HDL-BA

Les différentes techniques de caractérisation ont confirmé le transfert des phases HDL sur
divers substrats. Cependant, les transferts réalisés sur un support SizsNy lisse et hydrophile ont
montré des dépots de meilleure qualité. Ce phénomeéne est slirement du aux propriétés
hydrophiles de la matrice inorganique. Les images microscopiques ainsi que la diffraction des
rayons X montrent une orientation préférentielle des particules, déposées parallélement a la
surface du support. En outre, dans un premier temps, il semble que les petites particules soient
transférées et nappent la totalité¢ de la surface. Puis, en augmentant le nombre de passages
dans la solution, les plus grosses particules sont alors transférées. Il est a noter que cette
méthode est sélective puisqu’elle permet d’exfolier les particules d’HDL et par conséquent de
dissocier les petites et grosses particules. Le dépdt de film BA-HDL donne un caractére
hydrophobe a la surface suggérant que le BA interagit avec les particules individuelles d’HDL
via leur téte polaire orientant la queue hydrophobe vers I’extérieur. Dans ce cas, le transfert de
type Y se fait a I’immersion et a 1I’émersion. L’assemblage de couches par interaction

successive hydrophile-hydrophile et hydrophobe-hydrophobe est favorisé par la formation de
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feuillets hybrides [Zng-Al]-BA. La Figure 46 illustre les transferts des films HDL-BA sur un
substrat hydrophile SizNa.
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Figure 46 : Schéma représentatif des successions de couches HDL-BA sur un substrat hydrophile

(pas a I’échelle)

Systéme ternaire HDL-Uréase-BA

La caractérisation des films HDL-Uréase-BA s’est avérée plus difficile et les observations
stipulées restent hypothétiques. Méme si les isothermes n-A suggerent la formation de films
HDL-Uréase-BA, la surface des supports étudiés montre des dépdts inhomogenes. Pour de
faibles concentrations d’uréase, la présence de la matrice inorganique est confirmée. Par
contre, pour des concentrations ¢élevées, aucune méthode de caractérisation ne montre sa
présence. Nous allons donc nous focaliser sur les films réalisés avec des rapports uréase/HDL
= 1/3. Les images AFM suggerent la formation de zones de petites particules d’HDL de tailles
inférieures a celles déterminées pour le systéme binaire. Dans le cas de dépdts sur des
substrats hydrophobes en or, des gouttelettes d’enzyme semble napper des particules
d’argiles. La Figure 47 donne une représentation de ce que pourrait étre une succession de
dépdts du films HDL-Uréase-BA avec toutes les combinaisons d’interactions possibles : BA-

Uréase, Air-Uréase, BA-HDL et Uréase-HDL.
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Elaboration de Films [Zng-Al-Cl] et [Zng-Al-Cl]-Uréase par la méthode Langmuir-Blodgett

TTITI53%8 ‘,m‘l.l M m
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Figure 47 : Schéma représentatif des successions de couches du film HDL-Uréase-BA sur un substrat
hydrophile (pas a I’échelle)

VIl Conclusion

La méthode Langmuir — Blodgett a permis de réaliser des films homogenes BA-HDL. La
premicre partie de cette ¢tude a montré la formation de films mixtes BA-HDL et BA-Uréase-
HDL a I’interface air-eau. La stabilité est engendrée par la présence de la phase [Zn,-Al-Cl]
dont la surface libre est en meilleur accord avec I’aire moléculaire de I’acide béhénique
comparée a la phase [Zn3-Al-Cl]. Les mémes observations ont été faites dans les suspensions
HDL-uréase. Les images de microscopie électronique montrent la présence de plaquettes
hexagonales individuelles orientées parallélement a la surface des substrats. L’exfoliation des
particules engendre un gradient de taille favorisant I’interaction dans un premier temps avec
les petites puis avec les plus grosses. Cependant, lors de la mise en suspension de 1’uréase
avec 1’hydroxyde double lamellaire, différents systémes coexistent : BA-HDL, BA-Uréase

Uréase-HDL et Uréase-Air. Le systéme se complique. La nanostructuration devient moins
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homogeéne. La présence d’uréase libre semble empécher 1’adsorption des particules d’argile a
I’interface air-eau. Une étude sur la formation de film BA-[Zn;-Al-Uréase] a montré que ce
systéme semblait étre un bon compromis pour la réalisation de film hybride uréase-enzyme.
Pour confirmer cette hypothése, des mesures électrochimiques pour la réalisation de

biocapteurs ont ét¢ effectuées et seront discutées dans le chapitre 6.

Cette étude est une premicre approche concernant la formation de films LB d’hydroxydes
doubles lamellaires et de films hybrides HDL-Uréase. D’autres études peuvent étre réalisées
pour améliorer la qualité des dépdts. Nous avons vu précédemment que les films de molécules
amphiphiles présentaient plusieurs polymorphismes en fonction de la température et de la
pression de surface. Il serait donc intéressant d’étudier les systémes binaires et ternaires
suivant ces deux parametres afin peut étre d’obtenir des films plus stables et par conséquent
des dépots plus homogenes. Par exemple, 1’aire moléculaire du BA augmente avec la
température et sa valeur se rapproche de celle de la surface libre des phases HDL. La plus

forte compatibilité entre les deux valeurs devrait améliorer la stabilité du film.

Pour remédier aux probleémes rencontrés sur les films HDL-Uréase-BA, il serait peut-étre

judicieux de faire des dépdts successifs de films HDL-BA alternés avec des films Uréase-BA.
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Elaboration de Films [Zng-Al-Cl] et [Zng-Al-Cl]-Uréase par la méthode Langmuir-Blodgett
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Chapitre 6
Activité de Puréase immobilisée dans les
Hydroxydes Doubles Lamellaires-

Réponses du biocapteur
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| Introduction

Dans les chapitres précédents, nous avons optimisé les conditions d’immobilisation de

I’uréase dans les matrices lamellaires de type HDL [ZngrAl] et de transfert de films minces

Langmuir-Blodgett. Les résultats expérimentaux ont montré qu’il était possible de moduler

les quantités de biomolécules immobilisées et leur confinement. Dans ce chapitre, nous

présentons les résultats des mesures des activités enzymatiques de 1’uréase immobilisée. La

finalité¢ de cette étude étant la détection de 'urée. Des biocapteurs utilisant les matériaux

hybrides HDL/Uréase, sous forme de suspensions ou de films LB déposés, ont été réalisés et

leurs performances électriques mesurées.

Il Activité enzymatique de [Puréase immobilisée dans

Hydroxydes Doubles Lamellaires

I1.1 Mécanismes liés a I’activité enzymatique

L’uréase est une enzyme qui catalyse 1’hydrolyse de I'urée selon la réaction suivante :

(NH,),CO +2 H,0 +H " — 2 NH," + HCO;3

les

y . . . . . . , . s D4+ D4+
Cette réaction a lieu au niveau du site actif constitué¢ d’un complexe binucléaire Ni*"-Ni?

coordinés par des résidus d’acides aminés. La Figure 1 montre la structure de 1’uréase et de

son site actif.

uréase Site actif

HiS;?:“N" OH: H:D /OOC_ASPE'!G

“Ni Ni 5., )
HiszuN” | /N N-His

0 ~Hisyas

96Ax54A i

Lysziz

Figure 1 : schéma représentatif de I’uréase et de son site actif
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Deux mécanismes d’hydrolyse de 1’urée ont été proposés dans la littérature (Figure 2). Le
premier a été élaboré par Karplus et Haussinger'. La molécule d’urée vient se greffer sur un
ion nickel par son groupement carbonyle. Puis, la molécule subit une attaque nucléophile par
I’ion hydroxyde li¢ au deuxieme nickel. La seconde proposition, faite a partir de 1’étude de
Ciurli et coll?, suggére que Iurée vient directement se coordinner avec les deux ions nickel et

que I’attaque nucléophile est provoquée par le groupement hydroxyle ponté entre les deux

métaux.
A N Ni Ni Ni
| |, —
o o,_iié) o0 &
\\\\ / \\c //‘
cZ
A of "
HoN HaN 2

B Ni\oﬁ//rri NI‘\\C‘J/TI
O‘\‘\\\\é/NHg eD\\E/NHQ

Figure 2 : Illustration des deux mécanismes concernant I’hydrolyse de ’'urée’ A) mécanisme de Karplus et
Kaussinger et B) mécanisme de Ciurli

1.2 Etude Bibliographique

Diverses études concernant I’immobilisation d’enzymes dans des matrices de confinement ont
montré que 1’activité spécifique de I’enzyme diminuait aprés immobilisation. Cette baisse
d’activité dépend de la méthode d’immobilisation, de la nature de la matrice utilisée et des
conditions expérimentales (T, pH). La perte d’activit¢ du matériau hybride peut étre
provoquée :
- soit par la dénaturation de I’enzyme due a un changement de conformation, engendré
par les interactions avec la matrice de confinement. Ces modifications structurales
conduisent a une déformation du site catalytique qui perd son affinité spécifique vis a

vis du substrat. Ce phénomene est souvent invoqué lors du confinement d’enzyme par

greffage covalent qui peut altérer chimiquement les sites actifs.

'PA. Karplus, M.A. Pearson, R.P. Haussinger, Accounts Chemical. Research, 30, 330, 1997
2 8. Ciurli, S. Benini, W.R. Rypniewski, K.S. Wilson, S. Miletti, S. Mangani, Coordination Chemistry Rewiews,
190-192, 331-355, 1999
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- soit par un blocage de I’accessibilité au site actif, di a un assemblage Enzyme/Matrice
défavorable, une porosité de la matrice de confinement faible empéchant la diffusion
du substrat, ou encore un taux d’agrégation ¢élevé d’enzymes,

- soit par un relargage de 1’enzyme en solution dans le cas d’un confinement peu
efficace. Pour prévenir contre ce relargage, le matériau hybride est souvent placé dans
une vapeur de glutaraldéhyde qui permet de réticuler I’enzyme et de la stabiliser dans
la matrice,

- la dénaturation peut s’accroitre avec le temps en fonction des conditions de stockage.
I1 est donc nécessaire de tester cette activité rapidement dans une solution tampon au

pH de I’enzyme.
Cependant, I’'immobilisation des enzymes dans des matrices présente un avantage majeur car

elle améliore leur stabilité par rapport aux conditions agressives de température, d’acidité et

de propriétés électrolytiques des milieux d’utilisation.

Le Tableau 1 (ci-contre) résume le comportement de [Dactivité enzymatique lors de

I’immobilisation de 1’uréase.
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Tableau 1 : Influence de I’immobilisation, du pH, de la température et du temps sur ’activité enzymatique de ’uréase

Matrice Activité enzymatique comparée a
Effet pH Effet température Effet stockage
I’enzyme libre et Discussion
Montmorrillonite | 71 % | L’activité diminue avec | Le pH optimal de 1’enzyme libre | T° optimale de : - Effet 1Tha 60 °C
Complexe M-A 64% | 'augmentation de la quantité | est 7 — 7,5. et ™ 50% ( pH=6 et | Uréase libre : 60 — 70 °C. La stabilit¢ thermique est meilleure
Al(OH)x’ 15% | d’'uréase et la  présence | 8- 8,5). Effet moins marqué sur | Avec M : 50 — 70° C pour I’uréase libre.
d’Al(OH)x qui réduit la | 'uréase immobilisée Avec AM :40-70 °C - Effet protéase ( 2 — 24 h) : AI(OH)x
Adsorption quantité d’uréase adsorbée et 2 du domaine de température protege 1’uréase
inhibe fortement D’activité de
I’enzyme
Ca- 100 Influence de la force ionique : | pH optimal pour uréase libre et | T° optimale : 30-40 °C Effet du temps en présence ou non de
polygalacturonate | % diminution de I’activité | immobilisée = 8. 60 °C: l’activit¢ de I’enzyme | pronase. Sans: amélioration de la
N enzymatique provoquée par la | L’activité de I’uréase immobilisée | libre diminue a 10 % de son | stabilitt de 1’enzyme immobilisée.
désorption de 1’uréase a haute | est plus forte dans un domaine | activité initiale alors que | Apreés 9 jours, I’activité de 1’uréase libre
force ionique compris entre 5 et 8. Cela peut | I’enzyme immobilisée est a 80 | est de 10 % alors qu’immobilisée, elle
Adsorption étre du a la présence de | %. garde 60 % de son activité
groupements carboxylates 70 °C: désactivation de | Avec: 5 jours: absence d’activité de
I’enzyme libre et immobilisée. | I’'uréase libre mais uréase immobilisée
garde 20 % de son activité
Membranes de | 10 % | le changement de conformation | pH optimal pour uréase libre ou L’activité enzymatique a été répétée 5
polyméres de I’enzyme cause une | immobilisée : 7 fois sur la méme membrane : pas de
fonctionnalisées’ inactivation provoquée par la | amélioration envers les pH acides diminution de I’activité .
Greffage participation du site actif dans | et basiques Enzyme non désactivée et non relargueé
la réaction de greffage covalent. en présence de tampon phosphate

3 L. Gianfreda, M.A. Rao, A. Violante, Soil Biological Biochemistry, 24 (1), 51-58, 1992
*S. Ciurli, C. Marzadori, S. Benini, S. Deiana, C. Gessa, Soil Biological Biochemistry, 28 (6), 811-816, 1996
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Matrice

Activité enzymatique comparée a

I’enzyme libre et Discussion

Effet pH

Effet température

Effet stockage

Capsule de
polyéléctrolyte °

13% | Cette diminution peut &tre

provoqué par la difficulté¢ de

L’activité de l'uréase a l’intérieur des

capsules est stable: Aprés 5 jours de

encapsulation diffusion du substrat a travers la stockage a 7°C, I'uréase encapsulée a
membrane de la capsule. complétement préservé son activité
alors que 1’uréase libre a perdu 45 % de
son activité initiale.
Capsule de 25% | Cette diminution peut &tre
multicouches provoquée par une limitation de

d’uréase et

polyélectrolyte’

Capsule par la
méthode couche

par couche

la diffusion de ['urée et la
difficulté d’atteindre les sites

actifs.

> T. Miyata, A. Jikihara, K. Nakamae, J. Applied Polymer Science, 1579-1588, 1997

%Y. Lvov, Nano Letters, 1 (3), 125-128, 2001

7Y. Lvov, F. Caruso, Analytical Chemistry, 73, 4212-4217,2001
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1.3 Activité enzymatique

11.3.1 Protocole Expérimental

L’activité enzymatique de ’uréase se définit comme la quantité en pmole de NH," libérée par
minute et pour un mg de produit a pH= 7,0 et a 25 °C.

La mesure de I’activité enzymatique de 1’uréase peut se faire par plusieurs méthodes :

- la méthode de Worthington® qui consiste & suivre la disparition de la bande
d’absorption de NADH a 340 nm en fonction du temps. Ce phénomene résulte de
’oxydation de NADH par la glutamate déhydrogénase en présence d’ions NH,"
préalablement générés par I’hydrolyse de 1’urée au niveau du site actif de I’uréase. Les

réactions qui ont lieu sont les suivantes :

+ uréase

Urée + H,O +2 H 2 NH; + CO,

2 NH;" + 2 o- cétoglutarate + 2 NADH ——> 2 glutamate + 2 NAD" + 2 H,0O

- la méthode de Weatherburn’ consiste 4 mettre une solution d’urée de concentration
connue dans une solution tampon phosphate — EDTA a pH=6,5 contenant 1’uréase.
L’hydrolyse de I'urée a lieu pendant 15 minutes a 37°C puis est stoppée par ajout
d’une solution de phénol-pentacyanitrosylo ferrate et d’une solution NaOH-
Hyperchlorite de sodium. Au bout de 5 minutes a 37°C, la couleur est développée. La

solution est alors analysée a 625 nm.

e . - X .10 :
- Tlutilisation d’une électrode spécifique a ammonium = permet de suivre la

décomposition de I’urée par I’uréase en dosant les ions NH4 " relargués.

La méthode que nous avons utilisée consiste a suivre cette décomposition a 1’aide d’une
¢lectrode spécifique a ammonium. L’enzyme commerciale utilisée présente une activité
nominale de 82,8 unité/mg. L’activité enzymatique de ’uréase libre et immobilisée a été

déterminée par le dosage des ions NH,". Pour déterminer 1’activité enzymatique, on trace la

*1. Ivanovic, P. Todorovic, L. Matijevic; V. Savic,G. Grujevski, Arhiv za Farmaciju (1981), 31(3), 101-6.
%Y. Murat El¢in, Biomaterials 16, 1995, 1157-1161
' G. G. Guilbault, G. Nagy, Analytical Chemistry, 45 (2), 1973, 417-419
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courbe représentant le nombre de moles de NH," libéré par mg d’uréase en fonction du temps
en minute. La pente obtenue permet alors de déterminer la vitesse de décomposition en

umole/mg/min et par conséquent de déduire 1’activité enzymatique.

Le protocole est le suivant :

- 5 2a 10 mg d’uréase sont dissoutes dans 25 ml de solution tampon phosphate
(NaH,PO4/ Na,HPOj) de concentration 0,1 M et de pH=7,4. 1 ml de solution d’urée a
4,16.10* moles est ensuite ajouté. L’évolution de la concentration des ions NH,",

générés au cours de la réaction enzymatique, est suivie en fonction du temps.

- dans le cas de I'uréase immobilisée, la masse d’échantillon prélevée pour chaque

expérience correspond a une quantité d’uréase de 5 mg.

L’utilisation de solution tampon phosphate ayant pour effet le relargage d’enzyme en solution,
nous avons donc déterminé la quantité d’uréase libérée. Ces mesures ont été entreprises afin
de connaitre la part de I’'uréase réellement immobilisée sur 1’activité enzymatique déterminée
par notre procédé. Dans un premier temps, le matériau hybride est mis en suspension dans la
solution tampon. Aprés une demi-heure d’agitation pour favoriser la dispersion de la phase
[Zn-Al-Uréase], la suspension est centrifugée. Le surnageant est alors analysé comme

précédemment.
Les analyses en spectroscopie UV ont confirmé la libération de I’uréase immobilisée dans les

matrices HDL. Les valeurs obtenues en fonction des matrices préparées sont répertoriées dans

le Tableau 1.
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Tableau 1 : Pourcentage de la quantité d’enzymes relarguée pour les matrices hybrides préparées par

coprécipitation.
Matrice Q pH e d'enzyme
relarguée
[Zn3-Al-Cl] 1/3 8 4
[Zn3-Al-Cl] 1 8 18
[Zn3-Al-Cl] 3 8 30
[Zn3-Al-Cl] 1 7 33
[Zn3-Al-Cl] 1 9 15
[Zny-Al-Cl] 1 7,5 6
[Zn4-Al-Cl] 1 9 20

Les résultats montrent que 1’uréase est faiblement retenue pour les matrices préparées a partir
d’excés d’enzyme, 4 un pH 7 et pour un rapport Zn>/AI’’=4. Ces phénoménes peuvent étre
liés a la diminution des énergies d’interactions entre 1’uréase et ’HDL a pH = 7 et entre la
seconde couche d’uréase et ’'HDL pour Q ¢levé. Les résultats obtenus pour la phase [Zn,-Al-
Cl] confirment la forte capacité d’immobilisation de cette phase HDL qui présente la capacité

d’échange anionique et la densité de charge la plus élevée.

11.3.2 Activité enzymatique des phases préparées par coprécipitation

Nous avons déterminé 1’activité enzymatique de I’'uréase immobilisée par coprécipitation sur
les matériaux fraichement préparés, séchés par lyophilisation ou séchés a température
ambiante (Ta) puis broyés. Les phases étudiées ont été préparées en fonction de Q (1/3 a 3),

dupH (729)etdeR (2244),

L’activité enzymatique a ét¢ déterminée en tracant la courbe représentative de 1’évolution de
la quantité de NH;" en fonction du temps. La Figure 3 permet de suivre I’hydrolyse de 1’urée
a pH = 7.4. La pente obtenue correspond a la libération de 22,8 10 moles de NH," par mg
d’uréase et par minute. Suivant la définition de ’activité enzymatique de 1’uréase, on en

déduit que I’activité de I’enzyme libre a pH = 7,4 est de 22.8.

Les valeurs caractérisant 1’activité enzymatique de I'uréase immobilisée seront données en

pourcentage par rapport a I’activité enzymatique de 1’uréase libre.
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Figure 3 : Courbe représentative de I’activité enzymatique de ’uréase libre a pH = 7,4

L’activité enzymatique extraite a partir de la pente est similaire a celle déterminée par
I’équation de Michaelis —Menten. Les valeurs de Km de Vmax issus de la droite
1/t=f(1/[urée] sont 0,011 M et 8,34 minutes. D’apres 1’équation, la vitesse de réaction
catalytique (Vo) est 4,8 minutes. Le nombre de NH," si la réaction est totale est égale a deux
fois le nombre de mole urée ; soit 8,3210moles. Dans ce cas, la quantité¢ d’uréase était de
6,9 mg. On peut en déduire 1activité de la fagon suivante : nombre mole de NH*"/ vitesse de

réaction/ masse d’uréase (8,3210'4/4,8/7) =24,8 10° moles de NH4+/mg/minutes.

Effet du pH : L’effet du pH sur I’activité enzymatique de I’uréase libre (Figure 4.a) montre un
maximum a pH=7.4, résultat déja connu dans la littérature''. L activité diminue de 26%, 24%
et 45% pour des pH du milieu de 7,0, 8,0, 8,5, respectivement. Les mesures d’activité ont été
effectuées a pH = 7,4. L’effet du pH de précipitation des phases hybrides sur I’activité
résiduelle de I’enzyme immobilisée a aussi été représenté (Figure 4) afin d’évaluer 1’impact

des conditions de synthése sur la préservation des propriétés biologiques de I’uréase.

''S. D. Cesaero, S. R. Langton, FEMS Microbio. Lett., 78(1), 1992, 15-21
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Figure 4 : Activité enzymatique a) de ’uréase libre en fonction du pH et b) de I’uréase immobilisée dans
une matrice [Zn;-Al] en fonction du pH de précipitation

L’augmentation du pH de coprécipitation entraine une diminution drastique de I’activité due a

la dénaturation de I’enzyme. Lorsque la synthése est effectuée a pH = 9, par exemple,

I’enzyme ne présente plus qu’une activité de 16% de I’enzyme libre.

Le Tableau 1 récapitule le pourcentage de 1’activité de 1’uréase immobilisée en fonction de

I’activité de I’uréase libre.

Tableau 2 : Pourcentage d’activité de I’uréase immobilisée par rapport a I’uréase libre

% % % Pm (10~

Q | Zn/Al| pH Suspension fraiche | Ta | lyophilisation cnf/s)
1/3] 3 8 16 0,7
12| 3 8 22 0,95

1 3 8 28 3 6 1,6
2 3 8 44 9 1,3

3 3 8 62 17 1,6

1 3 7 42 6

1 3 9 16 0,4

1 2 |75 21 0,78

1 4 9 32 1,7

Les activités de I’'uréase immobilisée sont inférieures a celle de I’uréase libre indiquant que

I’immobilisation dans les hydroxydes doubles lamellaires entraine une désactivation de

I’enzyme.
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Effet du mode de séchage : Les résultats obtenus pour une phase [Zn;-Al-Uréase] préparée a
pH = 8 et pour Q=1 montrent que le mode de séchage s’avere €tre un facteur limitant. En
effet, le pourcentage d’activité de ’'uréase déterminée sur un matériau fraichement préparé est
de 28 %, alors que par lyophilisation ou séchage a température ambiante, I’activité diminue
jusqu’a 6 et 3 %, respectivement. Lors du séchage a 1’air, 1’agrégation des plaquettes par
interactions électrostatiques ou par formation de liaisons chimiques doit piéger les enzymes
dans la matrice inorganique. Dans ces conditions, la diffusion de I’urée vers les sites actifs est
restreinte. En modifiant le mode de séchage, il est possible de jouer sur la morphologie du
matériau hybride et sur le confinement de I’enzyme. La lyophilisation est une méthode
employée pour sécher un produit sans modifier ses propriétés biologiques. En outre, le
matériau hybride obtenu montre une structure plus aérée (Figure 18, chapitre 4) qui devrait
améliorer la diffusion. L’activité déterminée montre une légeére amélioration, cependant celle-
ci reste encore insuffisante. Toutefois, la déshydratation engendre le rétrécissement et la
réduction de la taille des pores. Quand I’argile est réhydratée, ils ne reviennent pas a leur taille
initiale et sont donc plus petits que ceux des argiles fraichement préparées. Pour remédier a
cet effet, les mesures ont été réalisées sur suspension fraiche. Dans ces nouvelles conditions,
le matériau est gonflé (riche en eau) ce qui limite 1’écrasement de I’enzyme et la soumission
de la biomolécule a de nombreuses étapes (temps, séchage, broyage). Les résultats montrent

une forte amélioration.

Effet du rapport Q, uréase/[ZnAl] :Un des paramétres étudiés dans le chapitre 4 concerne le
rapport massique uréase/HDL. L’activité enzymatique croit avec 1’augmentation de la
quantit¢ d’uréase immobilisée (Tableau 1). En outre, les mesures de perméabilité des

biomembranes montrent une meilleure accessibilité de I’urée lorsque le rapport Q augmente.

La Figure 5 ci-dessous représente 1’activité enzymatique en fonction du rapport Q. Deux
comportements semblent €tre mis en évidence. Dans un premier temps, 1’uréase en défaut
dans la matrice inorganique montre une augmentation continue de son activité pour Q allant
de 0 a 1/2. Les mesures d’activité montrent un infléchissement lorsque le rapport Q passe de
1/2 a 1. Entre Q = 1 et 3, I’activité augmente de nouveau proportionnellement avec la quantité
d’uréase. Cependant, la pente obtenue a faible concentration est plus prononcée. L uréase est
plus dispersée dans le matériau et par conséquent le nombre de sites actifs est plus facilement
accessible. En augmentant la quantité d’uréase, les biomolécules s’accumulent dans la matrice

ce qui bloque I’acces au substrat. Cette remarque explique le comportement de 1’activité pour
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Q allant de 1/2 a 1. Lorsque le rapport uréase/HDL dépasse cette derniére valeur, 1’enzyme
s’adsorbe sur les couches d’uréase déja formées et présente de nouveaux sites catalytiques.

70 -
60 -
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% activité enzymatique

20—- /

10 4

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0

Figure 5 : Activité enzymatique en fonction du rapport massique uréase/HDL

Effet du rapport Zn/Al : La Figure 6 présente ’effet du rapport Zn>"/AI’" de la matrice HDL
sur Pactivité de ’uréase coprécipitée avec la phase minérale. On montre un accroissement
important de Dactivité¢ biologique avec le rapport Zn®"/AI’". Toutefois il est difficile
d’analyser ce parametre indépendamment des autres. En effet, I’obtention d’une phase HDL
avec un rapport Zn”"/AI’" désiré nécessite d’ajuster le pH qui affecte Iactivité de Iuréase. Par
exemple, la coprécipitation d’une phase hybride de composition controlée [Zny-Al-Cl] doit
étre réalisée a pH = 9. L’activité est dans ce cas améliorée indiquant que la concentration en
Zn”" influe sur les propriétés de 1’enzyme. D’aprés les mesures de perméabilité, la diffusion
est améliorée lorsque le rapport Zn®"/Al’" augmente. En outre, 1’enzyme est plus faiblement
liée puisque 20 % est remis en solution. Pour les phases [Zn,-Al] et [Zn3-Al], 6 % et 18 %

d’enzyme sont relargués de la matrice.
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Figure 6 : Activité enzymatique en fonction de R

Effet du relargage: Pour chaque série de matériaux étudiés en fonction de Q, pH et R,
I’activité enzymatique s’est avérée étre plus importante pour les phases dans lesquelles

[’uréase est faiblement liée.

Par exemple, les phases préparées a Q =1/3 et 3 relarguent 4 et 30% d’enzyme. L’activité
enzymatique de ’uréase libérée représente 4% et 22% de I’activité enzymatique totale
déterminée pour 1’uréase immobilisée, respectivement. Plus le taux d’uréase remis en solution
est important et plus sa contribution sur l’activit¢ totale augmente. Cependant, ces

observations montrent que 1’activité déterminée correspond a celle de I’uréase immobilisée.

Effet des ions métalliques : Bachmeier et coll'? ont montré qu’en présence de 5 4 100 pM de
NiCl,, I’activité de 1’uréase de E. Coli augmentait. Au-dela des ces concentrations, les ions
Ni*" avait un effet inhibiteur. Les conditions de coprécipitations mettant en contact des
concentrations variables en ions Zn®" et AI’", il était important de vérifier le role de ces ions
sur I’activité de I'uréase. Nous avons donc mesuré I’activité de 1’uréase libre en présence des
sels ZnCl, et AICl; a 1 mM a partir de la méthode de Worthington. Les résultats n’ont pas
montré d’inhibition significative de ’uréase par les ions Zn®" et AI’". Pour une activité
d’uréase de 53,4 unités/mg, I’activité est de 48,2 et 51,1 unités/mg en présence de ZnCl, et

AlCl;, respectivement.

12 K.L. Bachmeier, A.E. Williams, J.R. Warmington, S.S. Bang, J. Biotechnology, 93, 171-181 (2002)
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11l Réponses du biocapteur

I11.1 Réalisation d’un biocapteur enzymatique

Au dela de I’étape de préparation des matériaux bioactifs, la réalisation du dispositif global de
détection reste aussi un défi technologique important. Nous présentons ici a travers la

description de deux exemples de biocapteurs, les points essentiels de leur réalisation.

I11.1.1 Les biocapteurs a urée

Le développement de biocapteurs a urée présente un double intérét pour des applications dans
le domaine médical et celui de I’environnement. L’urée est omniprésente dans le monde du
vivant et dans I’environnement, a travers des processus naturels ou comme conséquence de
certaines activités humaines. Son excés peut provoquer de graves problémes. L’urée est un
produit de dégradation du métabolisme des protéines et s’élimine dans les urines. Son dosage
permet d’évaluer les fonctions rénales. En effet, un taux trop important (urémie) est li¢ a une
insuffisance rénale qui peut provoquer une insuffisance cardiaque, une déshydratation. Dans
I’environnement, il agit comme un facteur de croissance des plantes et de certaines especes
vivantes comme les poissons mais un exces bloque ce processus. Il est donc nécessaire de

doser finement cette molécule pour connaitre 1’état du milieu dans lequel elle est présente.

Le biocapteur a urée que nous avons étudié est constitu¢ d’un biorécepteur enzymatique,
I’uréase, et d’un transducteur sensible aux variations de la composition ionique de

1’¢lectrolyte présent a son interface, ISFET (Ion Sensible Field Effect Transductor)

L’uréase est une enzyme qui catalyse 1’hydrolyse de 1’urée selon la réaction suivante :
(NH,),CO+2 H,0+H " — 2 NH, + HCOy

La réaction enzymatique provoque une consommation de protons qui génére une
augmentation du pH. Cette variation conduit a une différence de potentiel entre I’¢lectrode de

mesure et ’¢électrode de référence, détectée par le transducteur a effet de champs ISFET.
La Figure 7 donne une représentation schématique du fonctionnement du capteur. Il est

constitué d’un substrat semi-conducteur de type silicium p sur lequel repose une fine couche

d’un isolant, souvent de type oxyde. Une membrane sensible est déposée sur 1’isolant. Deux
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régions fortement dopées appelées drain et source sont incrustées dans le substrat et sont

reliées par un canal.

Le principe est le suivant : quand 1’urée est en contact avec I’enzyme qui a été préalablement
immobilisée sur la couche sensible, la réaction enzymatique entraine une modification du pH
due a une consommation de protons. Cette variation est détectée par une couche sensible au
pH a base de nitrure de silicium, ou d’alumine et génére un changement de potentiel de
surface entre 1’électrolyte et la couche ionosensible. Il s’en suit une variation de la

conductivité du canal (courant de drain) provoquant une variation de la tension de seuil.

A1 ’f"lectrode de référence

LE'J solution

P n n p™
source drain
silicium

]
isolant
@ membrane sensible

Il métal
\Y% I
,'j|/ —D [] encapsul

Figure 7 : Représentation schématique du biocapteur a urée

La réponse ¢lectrique du dispositif de détection peut-Etre représentée par la courbe donnant la
capacit¢ du circuit en fonction du potentiel (Figure 8). En fonction des propriétés
¢lectrolytiques de la solution a I’interface, la polarisation de celle-ci change ce qui se traduit
par un déplacement de la position de la courbe C/V par exemple le long de 1’axe des
potentiels. On mesure donc cette variation de potentiel de bande plate, AVgg, en fonction des

variations en ions déterminants ou en analyte.
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Figure 8 : Variation de la capacité de la structure Si/Si;N, en fonction du potentiel pour une fréquence de
10 KHz, 2 pH variable et a T =24°C"

I11.1.2 Les biocapteurs a phosphates organiques

Les biocapteurs a base d’alcaline phosphatase (AP) permettent la détection directe de
polluants aqueux comme les organophosphates. En effet, I’enzyme permet de catalyser

I’hydrolyse de phosphomonoesters en libérant du phosphate inorganique et de 1’alcool :

Phosphomonoester + H,O — alcool + H;POy4

Cette protéine est une metalloenzyme dimere dont le site actif (un site actif par monomere)
contient deux ions Zn>" et un ion Mg”*". Cette enzyme agit exclusivement a des pH élevés, de
I’ordre de 8 et 10. La réaction enzymatique'* procéde a travers un intermédiaire covalent
serine-phosphate et un alcool (Figure 9). Premic¢rement, le substrat se lie & I’enzyme libre
pour former un complexe non-covalent. Puis le groupement hydroxyle du groupe Ser102
(serine), activé par un atome de zinc, exécute une attaque nucléophile sur le phosphate du
substrat, qui améne a la formation d’un intermédiaire covalent phosphoseryle. Cet
intermédiaire est ensuite hydrolysé par une molécule d’eau, activée par ’autre zinc

provoquant la formation d’un complexe enzyme-phosphate non covalent. Finalement, le

' H. Barhoumi, DEA Physico-chimie de la matiére condensée, Université du centre Faculté des Sciences de
Monastir, 2002
K. M. Holtz, E.R. Kantrowitz, FEBS Letters, 462, 7-11, 1999
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phosphate est relargué¢ du complexe et libére le site actif de I’enzyme. Le réle du magnésium
servirait a orienter la Ser102 dans une conformation activante vers le zinc. Le phosphate
inorganique est aussi un inhibiteur compétitif de ’enzyme et remplit entiérement le volume

superficiel du site actif.

Phosphatase alcaline Site actif

Figure 9 : Schéma représentatif de la phosphatase alcaline et de son site actif'*

Les biocapteurs a base d’alcaline phosphatase reposent sur un transducteur ampérométrique.
La décomposition d’un phénylphosphate entraine la formation de phosphate inorganique et de
phénol. Le phénol peut étre détecté par oxydation au niveau d’une électrode indicatrice dont
le potentiel est fixé. Cette réaction redox entraine un changement d’intensité du courant qui
est proportionnel a la quantité de phénol oxydé. Cependant, la passivation de 1’électrode liée a
la présence de phénols est un désavantage pour les performances du biocapteur. Il est
préférable alors d’élaborer des biocapteurs bi-enzymatiques qui permettent d’amplifier le
signal (Figure 10). Le couplage des deux enzymes peut se faire a travers des ponts avidine-
biotine'>. Dans ce type de configuration, le phénol libéré par D’alcaline phosphatase est
décomposé en ortho-quinone par oxydation, catalysée par la phényl oxydase. La réduction de

I’0-quinone en catéchol entraine une réponse ampérométrique.

5c. Mousty, J.L. Bergamasco, R. Wessel, H. Perrot, S. Cosnier, Analytical Chemistry., 73, 2890-2897, 2001
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Figure 10 : Représentation schématique de la réaction enzymatique pour la détection de phénylphosphate

I11.1.3 Réponses du biocapteur

Les biocapteurs basés sur I’immobilisation d’enzyme ne sont pas stables dans le temps. Par
conséquent, I’'immobilisation de I’enzyme dans ces dispositifs peut améliorer la durée de vie

du biocapteur.

Comme on 1’a montré dans le chapitre 1, I’activité enzymatique est obtenue par la mesure de

la vitesse de la réaction enzymatique a partir de 1’équation de Michaelis Menten :

Vinax [S]

VO =
[S]+ Ky

Vmax caractérise la vitesse maximale de la réaction enzymatique a saturation en substrat.
Tous les sites catalytiques sont alors complexés et 1’enzyme est sous la forme ES. La
constante Km posseéde les dimensions d’une concentration molaire : elle correspond a la
concentration en substrat [S] nécessaire pour atteindre une vitesse réactionnelle égale a la
moitié de la vitesse maximale Vmax. Km représente I’affinité de I’enzyme pour son substrat.
Plus sa valeur est grande plus I’affinité de I’enzyme pour son substrat est faible. La courbe
donnant 1’évolution de V en fonction de la concentration en substrat est représentée sur la
Figure 11. La détermination graphique des parametres cinétiques a partir de cette courbe n’est
pas assez précise. Les représentations linéaires sont pour cela, plus intéressantes. Notamment,
le traitement de Lineweaver-Burk est obtenu en considérant I’inverse de la vitesse de réaction.

La droite représentative de la fonction 1/V=f(1/[S]) a une pente égale a Km/Vm et son
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intersection avec I’axe des ordonnées et des abscisses permet d’obtenir les valeurs respectives

de 1/Vm et -1/Km.

a b
V
| 1 1 Kin
T Pente=——
V., V Vm
V_[2

Figure 11 : a) Evolution de la vitesse de réaction enzymatique en fonction de la concentration en substrat
avec E en exces. b) Représentation de Lineweaver — Burk

Dans le cas de réactions enzymatiques mettant en jeu des processus redox, la vitesse de
réaction enzymatique peut-étre traduite par un potentiel ¢€lectrochimique fonction de la
concentration en substrat. C’est aussi le cas du fonctionnement des biocapteurs dont le signal
de reconnaissance moléculaire est converti par un transducteur potentiométrique en signal
¢lectrique. La réponse électrique du biocapteur est mesurée sur une large gamme de

concentration afin de déterminer la limite de détection et la sensibilité du dispositif.

En résumé, ’efficacité du biocapteur est définie par la sensibilité, Km, Vmax, le domaine de
concentration, le temps de réponse. Le Tableau 3 résume les performances de biocapteurs
avec un transducteur a effet de champs, ISFET. Les résultats obtenus pourront étre comparés
aux notres puisque que le mode de préparation est presque similaire a celui que nous avons

utilisé.
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Tableau 3 : Réponses de biocapteurs ISFET basés sur ’immobilisation de ’uréase

Immobilisation Sensibilité Domaines ) .
. Vmax Km o Propriétés du biocapteur
Matrice mV/decade de linéarité
(mV) (mM) remarques
(M d’urée)
Hydroxyles La stabilit¢ du biocapteur a montré que la réponse diminuait de 60 % pour le polymére
Neutre 22° 53,4 1,14 10%2 10" | hydroxyle alors que pour les polyméres cationiques, elle diminuait de 2 %.
Encapsulation Les tests ont été effectués dans une solution tampon a 5 mM a pH=7 4.
Latexs acétate La faible valeur de sensibilité obtenue pour le polymeére acétate peut étre provoquée par la
10°
biodégradables | cationique b 50 1,12 10*a10% | désactivation lors de I’immobilisation mais la stabilité a été améliorée en diminuant le
26
a groupement '® temps le contact avec le glutaraldéhyde (réticulation).
Lactobionate
cationique 24 49,7 1,25 10*a 10"
. c,d
Contact  avec | Laponite 53,22 69,5 0,005-0,55 | _La réponse W : 2 de la durée de réticulation (diminution de I’activité ou a I’augmentation
. 17 . . b
des argiles cationique 27,3 40,5 )3 0,01 =0,65 | de la géne stérique). A rapport massique laponite/uréase ; N la quantité déposée
33,82% 65 0,05-0,77 | Sans glutaraldéhyde : relargage de I’enzyme en présence de tampon phosphate.
c, f
110,6 93 0,005-0,5 | Avec la matrice HDL, N rapport massique HDL/uréase ;
HDL - Le temps de réponse est plus rapide (5 — 10s) avec I’HDL du a une perméabilité plus
cationique . importante — laponite (1,5 et 4 min)
18,2¢ 47 6.10° - 0,01 . o ,
2,36 - Maximum d’activité laponite : 35 °C, HDL : 45 °C
37,26 72 4.10-° - 0,01

- Stockage : HDL & 30 % (5j), = (40j), 54 % de sa réponse initiale ( 70 j), la laponite a
perdu 40 % en 15 jours.

a : valeur obtenue avec glutaraldéhyde (30 min), b : valeur obtenue avec glutaraldéhyde (15 min), c: valeur obtenue avec glutaraldéhyde (8min), d : rapport massique laponite/uréase = 1,

1 ul de dépdts, e : rapport massique laponite/uréase = 2, 1 ul de dépots, f: rapport massique HDL/uréase = 1, 2.5 ul de dépots, g : rapport massique HDL/uréase = 2, 2.5 ul de dépots

16 H. Barhoumi, N. Jaffrezic-Renault , Biosensors and Bioelectronics, 2004
177. V. de Melo, S. Cosnier, C. Mousty, C. Martelet, N. Jaffrezic-Renault, Analytical Chemistry, 74, 4037-4043, 2002
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I11.2 Etude des biocapteurs basés sur I’immobilisation de I’uréase dans les HDL

[11.2.1 Principe de la méthode de mesure

Les capteurs de type ISFET ou lon-selective Field Effect Transductor sont trés sensibles a
toutes modifications du potentiel ¢lectrique a I’interface isolant/€lectrolyte générées par une
réaction chimique ou biologique. Dans le cas de I’hydrolyse enzymatique de 1’urée, la
réaction correspond a un changement de pH :

(NH,),CO + 2 H,0 + H " — 2 NH," + HCO5"

Une courbe de calibration a été enregistrée en représentant le déplacement AV en fonction de
la concentration en urée (Figure 12). Dans notre étude, les mesures de capacité ont été
réalisées a une fréquence de 10 kHz, pour un balayage en potentiel de -1,0 V a +2,0 V et un
signal d’amplitude de 10 mV (annexe 5). Toutes les mesures ont été réalisées dans le noir

pour éviter la photoinduction des charges dans le transducteur semi-conducteur.

2,0x10° . : . , . r . : T i r : i
18x10° |- ajout d'urée (mM} -
—=—02
1,6x10° |- ——2 |
5
1.4x10° —¥—16 -
o~ 38
=  12010° |- ] g
o) 95
= | —e— 113
& 1ox0° - 4
O
4] -a
O smx10” i
6.0x10° | Vi i
I {;54'
40x10° | g PP 4
2.0110-9 | L | L 1 L | L 1 L | L |
-1.0 05 0.0 05 1,0 15 20
potentiel {V)

Figure 12 : Courbe C = f(V) pour un biocapteur [Zn,-Al-uréase] avec Q = 1/3 élaboré
par la technique Langmuir-Blodgett

Les courbes de calibration ont été obtenues a partir des réponses potentiométriques des films

hybrides enregistrées dans une solution de tampon phosphate de 5 mM a pH = 7,4.
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I11.2.2 Réalisation des biocapteurs

Les biocapteurs ont été réalisés par dépdts de matériaux hybrides HDL-Uréase sur la surface
d’une électrode Si/SiO,/SisN4 (1 em?) selon les techniques de spin-coating et de Langmuir —
Blodgett. Avant de mesurer les performances du biocapteur, le support modifié est stocké a 4

°C.

Dép6ts par spin-coating :

Dans un premier temps, nous allons nous intéresser a la réponse du biocapteur mesurée sur les
phases préparées par coprécipitation ([Zn3-Al-Uréase] pour Q = 1/3, 2 et 3, [Zn,-Al-Uréase] et
[Zns-Al-Uréase] pour Q = 1/3).

2 g/L d’une suspension de [Znr-Al-Uréase], préparée par coprécipitation, est dispersée par
agitation dans une solution phosphate PBS (20 mM, pH = 7,4) pendant une nuit. La surface de
I’¢électrode est recouverte par spin-coating (v = 1000 rpm) en ajoutant une goutte (20 uL) de
cette suspension colloidale. L’¢lectrode est ensuite séchée a température ambiante pendant 30

minutes et lavée avec une solution tampon de 5 mM a pH = 7.4.

Dépots Langmuir — Blodgett ;

Les mesures ¢lectrochimiques ont été effectuées sur les films LB transférés sur les supports
Si3Ny4 hydrophile et hydrophobe. La méthode de dépot a été décrite dans le chapitre 5. Les

conditions expérimentales des films étudiés sont répertoriées dans le Tableau 4.

Tableau 4 : Conditions expérimentales des films déposés sur le support

Conditions expérimentales

Matrice Q Substrat Couches
[Zn3-Al-Uréase] 1/3 hydrophile 16
[Zn3-Al-Uréase] 1/3 hydrophile 16
[Zn3-Al-Uréase] 1/3 hydrophile 8

[Zn,-Al-Cl] 1/3
hydrophile 10
50 mg/L 3,5 mg
[Zn,-Al-Cl]
3,5 mg hydrophile 16
10 mg/L
[Zn,-Al-Cl] 1
hydrophobe 10
50 mg/L 10 mg
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I11.2.3 Réponses électriques des biocapteurs a uree

Dépots par spin-coating

La Figure 13 représente le déplacement du potentiel de bande plate en fonction de la
concentration d’urée. Les électrodes étudiées ont été modifiées par les phases [Zn-Al-Uréase]
séchées a température ambiante pour les rapports uréase/HDL de 1/3, 2 et 3. A partir de ces

courbes, la sensibilité (pente) et la réponse maximale (Vmax) peuvent étre déterminées

(Tableau 4).
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Figure 13 : Courbes de sensibilité de la structure semi-conductrice fonctionnalisée par la matrice [Zn;-Al-
Uréase] séchée a température ambiante en présence d’urée dans un tampon K-phosphate 5 mM, pH =7.4.

a différents rapports en uréase/HDL.

Pour déterminer la constante de Mickaelis Km, la droite 1/AVgg = f(1/[urée]) est tracée.
D’apres la représentation de Lineweaver-Burk, cette droite coupe 1’axe des abscisses en un

point correspondant a 1/Km.
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Tableau 5: Les performances des biocapteurs.

Matériaux Hybrides HDL-Uréase — Mode de préparation
Suspension fraiche Séchage a température ambiante
Domaine de Domaine de
Sensibilité Km Vmax . Sensibilité Km Vmax .
Q | R concentration Concentration
mV/decade mM mv mV/decade | mMm mv
M) M)
3 3 - - - 17 1,4 53 3.10-3_0’11
5
2 |3 14 69 | 45 | +10°-0.08 14 |27 37 | 3.10°-0,08
1/3] 3 9 1,12 | 25 3 16| 8 | 1,2.10%0,11
17312 - - - - 4 12 6 1,2.107-0,08
1/3 ] 4 - - - 12 9 19 1,2.10%-0,11

D’aprés les résultats indiqués dans le Tableau 5, les capteurs réalisés présentent une
sensibilit¢ notable pour la détection de I'urée. Les valeurs sont proches, comprises
globalement entre 9 et 17 mV/décade. Les valeurs les plus faibles sont trouvées pour Q = 1/3
et R=2 et 3 respectivement quand les phases hybrides sont préalablement séchées. C’est pour
ce taux de charge en uréase (Q=1/3) que 1’on obtient de maniére générale les valeurs les plus
faibles. Le mode de préparation ne semble pas €tre déterminant sur la sensibilité pour les forts

taux d’immobilisation d’enzyme.

Cependant, les réponses sont favorisées pour des rapports uréase/HDL élevés, pour des
matériaux fraichement préparés et en augmentant le rapport Zn’"/Al’". Ces caractéristiques
corroborent les résultats obtenus lors de la détermination de I’activité enzymatique des

poudres de matériaux hybrides.

Les valeurs déterminées dépendent de la diffusion de 1’urée vers le site actif de ['uréase. En
effet, on remarque que pour les matériaux les plus perméables (Tableau 2) (Q=3, R=4,
matériau non séché), la sensibilité et Vmax augmentent et Km diminue. Un autre parameétre
peut influer sur la limitation de la diffusion de 1’'urée. D’apres le chapitre 2, la spectroscopie
infrarouge a révélé que 1’urée peut s’adsorber sur la matrice inorganique. De ce fait, il est
possible que le substrat s’accumule sur le matériau et par conséquent la vitesse d’hydrolyse

est ralentie traduisant une diminution de Dactivité. La diminution de Vmax peut étre
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expliquée en supposant que I’immobilisation affecte la structure tertiaire de 1’enzyme donc

réduit son activité catalytique ou qu’une fraction de I’enzyme est dénaturée lors du processus

d’immobilisation.

En outre, la biomembrane avec une augmentation de la quantité d’uréase améliore le domaine

de concentration de 3 107 - 0.1 M pour Q=1/3410™*- 0.1 M pour Q = 3.

Dépbts de Langmuir — Blodgett

Les mesures ¢€lectriques effectuées ont été déterminées a partir de films LB [Zn;-Al-Cl]-

Uréase et des films [Zn3;-Al-Uréase] (Tableau 6).

Tableau 6 : Réponses du biocapteur en fonction de la nature du substrat, du mode de préparation

et du nombre de couches

Conditions expérimentales

Reponses du biocapteur

Domaine de
. Sensibilité K Vinax .
Matrice Q Substrat Couches Concentration
mV/decade (mM) (mV)
M)
[Zn,-Al-Cl] 1 .
hydrophobe 10 5 6 13 1,2.107-0,04
50 mg/L 10 mg
[Zny-Al-Cl] 1/3 .
hydrophile 10 11 1,2 37 1,2.107-0,11
50 mg/L 3,5 mg
[Zn,-Al-Cl] 4
3,5 mg | hydrophile 16 8 4 27 0,4.107-0,08
10 mg/L
[Zn3-Al-Uréase] 1/3 hydrophile 16 5 0,5 16 0,4.1 0'4—0,04
[Zn3-Al-Uréase] 1/3 hydrophile 16 15 0,28 | 38 0,8.107-0,05
[Zn3-Al-Uréase] 1/3 hydrophile 8 12 0,7 25 0,8.10-0,05

Les caractéristiques déterminées sur un substrat hydrophile ont montré de meilleures

performances. Cela peut étre li¢ a la couche supplémentaire ajoutée lors de 1’ajout d’OTS

pour les surfaces hydrophobes qui peut limiter la détection des ions H' prés de la surface de

I’électrode.
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D’aprés la littérature, la réticulation de 1’'uréase dans une vapeur de glutaraldéhyde permet de
stabiliser la biomolécule dans la matrice inorganique. Une fois les films hybrides [Zn,-Al-Cl]-
uréase déposés en plusieurs couches sur le substrat, ce dernier est placé dans une vapeur de
glutaraldéhyde pendant plusieurs minutes. Les caractéristiques du substrat et le temps de
réticulation sont présentés dans le Tableau 7. Des tests ont alors été effectués pour déterminer
I’influence de la réticulation sur la réponse du biocapteur. Les résultats montrent qu’aucune

détection n’est enregistrée dans ce cas.

Tableau 7 : Caractéristiques de substrat modifié par le transfert de films [Zn,-Al-Cl]-Uréase
et temps de réticulation

Nature du Concentration Nombre de Réticulation
substrat d’argile (mg/L) Q couches (minute)
hydrophobe 100 1 10 15
hydrophile 50 1/5 12 8

Cependant, il est difficile de conclure sur les parameétres favorisant les performances du
biocapteur. En effet, le transfert de 15 couches de [Zn,-Al-Cl] (50 mg/L, Q=1/3) sur une
¢lectrode hydrophile n’a montré aucun signal. Les biocapteurs basés sur 1I’immobilisation
d’uréase avec les hydroxydes doubles lamellaires par la méthode Langmuir - Blodgett ne
manifeste pas une bonne reproductibilité probablement due a une mauvaise reproductibilité

des films formés a la surface air-eau et des transferts.

Les biomembranes des phases coprécipitées montrent une nette amélioration de la sensibilité
dans un domaine de linéarité 0,8.10-0,05 et de Vmax lorsque I’on augmente le rapport Q
(Tableau 6). L’ajout du nombre de couches entre 8 et 16 améliore la diffusion de 'urée et
engendre une sensibilité plus élevée. Pour comparaison, les performances des biocapteurs
préparés a partir des phases coprécipitées montrent des valeurs assez proches de celles
obtenues par adsorption. Cependant, il est apparu que ces biocapteurs montraient une
meilleure reproductibilité puisque pour chaque analyse un signal a été¢ détecté. En outre, les

résultats obtenus semblent étre cohérents.
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La stabilité a long terme de 1’'uréase immobilisée par coprécipitation a été analysé aprés six
mois de stockage a -10 °C. L’activité de ’'uréase diminue de 76 % alors que 1’uréase libre

stockée dans les mémes conditions diminue de 62 %.

111.3 Discussion

Comparées aux caractéristiques des biomembranes décrites dans la littérature, les réponses
obtenues pour nos biocapteurs sont similaires. En effet, dans le cas d’électrodes modifiées par
encapsulation de 'uréase dans des latex'®, la sensibilité est comprise entre 10 et 24
mV/décade dans un domaine de concentration de 10 a 10 M. De légéres améliorations ont

17

été observées sur des biomembranes uréase-[Zn3-Al-Cl] " pour un rapport uréase/HDL = 2.

La sensibilité et Vmax ont été déterminés a 37 mV/décade et 72 mV, respectivement.

Une étude'® a été effectuée en collaboration avec H. Barhoumi sur les performances de
biocapteurs basés sur I’immobilisation d’uréase par reconstruction de plaquettes exfoli¢es de
[Zn3-Al-DDS]. Deux voies de synthése ont été décrites pour des rapports uréase/HDL = 1. La
méthode A consiste a réempiler directement les feuillets HDL dans une solution d’uréase.
Préalablement, 1’uréase est dissoute dans la solution tampon a pH = 7,4. La méthode B
consiste a reconstruire la matrice HDL. Aprés extraction de cette phase par centrifugation, elle
est ajoutée dans une méme solution d’uréase. Une goutte de 20 pl de solution a 1g/L de
matériaux hybrides est déposée sur 1’¢électrode puis placée dans une vapeur saturée de
glutaraldéhyde pour réticuler la biomembrane. Les courbes de calibration (Figure 14.a)
montrent que la méthode B est plus efficace puisque la sensibilité¢ est 70 mV/décade apres
réticulation dans une vapeur de glutaraldéhyde pendant 8 minutes. Il est possible que la mise
en contact de I’uréase avec le butanol entraine la dénaturation de I’enzyme. En outre, 1’uréase
est soit piégée (méthode A) soit adsorbée (méthode B) dans la matrice. La présence de

biomolécules a la surface de ’HDL peut favoriser la diffusion de I’urée vers les sites actifs.

8 H. Barhoumi, A. Maaref, M. Rammah, C. Martelet, N. Jaffrezic, C. Mousty, S. Vial, C. Forano, Science and
Engineering C (MADICA 2004 Special Issue), in press
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Figure 14 : a) Courbe de calibration en fonction des deux méthodes, b) Réponse du biocapteur en fonction
du temps et ¢) Tableau récapitulatif des sensibilités en fonction du temps de réticulation de la
biomembrane'®

Le tableau de la Figure 14 indique que la réticulation entraine une diminution de la sensibilité
du biocapteur. L’urée diffuse difficilement vers les sites catalytiques. Cependant, 8 minutes
de vapeur de glutaraldéhyde permettent de stabiliser le matériau. En effet, le biocapteur
devient stable apres 3 jours et se maintient au bout de 10 jours de stockage. Sans réticulation,
le biocapteur ne montre pas une bonne reproductibilité et perd sa sensibilité aprés quelques
jours. En général, les biomembranes non réticulées montrent une faible stabilité a long terme

liée au relargage de 1’enzyme dans la matrice.

Les biocapteurs réalisés par la méthode Langmuir Blodgett révélent des performances
légérement moins bonnes que celle observées lors de transfert de deux couches d’uréase. En
effet, la sensibilité de nos films est d’environ 10 mV/décade contre 24 mV/décade" dans un
méme domaine de concentration. Cette diminution de sensibilité peut étre engendrée par le

mode d’immobilisation de 1’uréase dans les HDL.

19 Y. Hou, Yanxia, N. Jaffrezic-Renault, A. Zhang, J. Wan, A. Errachid, J.M. Chovelon, Sensors and Actuators,
B: Chemical (2002), B86(2-3), 143-149.
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IV Conclusion

Les tests d’activit¢ enzymatique effectués sur les matériaux hybrides préparés par
coprécipitation montrent une perte de 1’activité¢ lors de 1I’immobilisation de ['uréase. Ce
phénomene est li¢ a des problemes de diffusion de 1’urée vers les sites actifs. La géne stérique
imposée par la matrice inorganique (blocage des sites actifs) ou I’affinité de 1’urée pour les
phases HDL affectent la vitesse de diffusion de 1’'urée. Pour faciliter 1’accessibilité du substrat
vers les sites actifs, la perméabilité de la biomembrane doit étre améliorée. Les résultats ont
montré que ce parametre dépendait du mode de séchage, de la quantité d’uréase immobilisée

et du rapport Zn>"/AI’".

Les tests réalisés a partir des phases [Znr-Al-Uréase] et [Zng-Al-Cl] ont montré la possibilité
de réaliser des biocapteurs basés sur I’immobilisation de 1’'uréase avec les matrices HDL. Les
performances dépendent de I’affinité¢ de ’'urée avec I'uréase (Km) et de la conformation de
I’enzyme (Vmax). L’augmentation de la perméabilité de la biomembrane permet d’obtenir
des réponses (sensibilité, Vmax) plus élevées et un Km plus petit. Le biocapteur est alors plus
performant. Cependant, la technique de dépo6t ainsi que le mode d’immobilisation ne montrent

pas d’influence notable puisque les valeurs obtenues sont assez proches.

Cependant, les biocapteurs des phases hybrides HDL-Uréase coprécipités préparés par la
technique Langmuir-Blodgett semblent étre plus stables que ceux des phases adsorbées. Ceci

peut s’expliquer par une meilleure reproductibilité et stabilité¢ des films a I’interface air-eau.

La réticulation utilisée pour stabiliser la biomembrane engendre une forte diminution de la
diffusion du substrat. Il est & noter que la présence d’hydroxyde double lamellaire retient
fortement 1’enzyme en 1’absence d’anion de compensation. Pour éviter la réticulation sur nos
matériaux hybrides, il serait intéressant d’utiliser une solution tampon différente. En effet, un
des facteurs limitants pour nos matériaux est 1’utilisation de tampon phosphate. La présence
d’anions PO,> et HPO,> engendre le relargage de I’enzyme et diminue par conséquent la
stabilité¢ vis-a-vis de la durée d’utilisation. Il doit &tre nécessaire d’utiliser une solution

tampon qui ne génére pas la remise en solution de I’enzyme.
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Le trihydroxyaminométhane, couramment appelé TRIS est souvent utilisé par les biochimistes

comme solution tampon dans les expériences. Sa zone tampon vade pH 7apH9 .
(HOCH,);CNH;" + H,O = (HOCH,);CNH, + H;0"  pKa=8.08
TRISH" TRIS ou TRISbase

I1 serait intéressant de regarder 1’activité de nos matériaux dans cette solution tampon.
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L’objectif de ce travail concernait I’immobilisation de biomolécules actives dans les
Hydroxydes Doubles Lamellaires afin d’élaborer des biocapteurs pour I’analyse de polluants
organiques. Cette étude a été consacrée a la préparation, la caractérisation et la mise en forme
de matériaux hybrides Uréase-[Zng-Al-Cl] et & la détermination de I’activité catalytique de

I’uréase immobilisée et de la réponse des biocapteurs élaborés.

Une des particularités des matrices HDL concerne la possibilité de moduler leurs propriétés
morphologiques. La méthode la plus utilisée pour préparer des Hydroxydes Doubles
Lamellaires est la coprécipitation. Elle permet d’obtenir des plaquettes pseudo-hexagonales
agrégées en rose des sables. Cependant, il est possible de préparer des particules individuelles
plus grosses et mieux cristallisées par hydrolyse de I’urée. Notre étude a porté sur
I’élaboration de la phase [Zn,-Al-Cl] par décomposition de cette base en température. A partir
des différents parametres étudiés (temps, température, concentration en urée), deux tendances
imposees par ce procédé sont apparues. Dans un premier temps, la précipitation de cette phase
passe par la formation d’une phase d’hydroxyde d’aluminium amorphe qui tend a disparaitre
lors de la formation d” HDL. Au cours du mdrissement, la cristallinité de la phase HDL
s’améliore. En outre, la phase [Zn,-Al-Cl] précipite puis se transforme en [Zn,-Al-COs3]. La
substitution des chlores par les carbonates est observée lorsque I’avancement de la réaction

d’hydrolyse montre une forte diminution de la concentration de I’urée en solution.

L hydrolyse de I'urée a température ambiante par catalyse enzymatique permet I’obtention
d’une phase [Zn-Al-COs]. 1l est a noter que le taux de précipitation et la cristallinité de ce
matériau inorganique sont améliorés lorsque I’activité enzymatique est élevée. En effet, le
pouvoir d’inhibition des métaux lourds diminue la vitesse de réaction de I’urée limitant la
formation d’HDL. Comme précédemment, une phase d’hydroxyde d’aluminium amorphe
précipite. 11 est donc nécessaire de favoriser la consommation des ions OH™ par les ions Zn**
en ajoutant un exces d’urée ou simplement en laissant un temps de réaction plus long. Ce
procédé a été étendu a la précipitation d’autres phases telles que [Mg-Al], [Ni-Al], [Co-Al],
[Cu-Cr]. La cristallinité et la pureté des phases dépendent du caractére inhibiteur des cations
vis a vis l'uréase. En outre, I’adsorption de I’uréase sur ces matériaux lors de leur
précipitation empéche la croissance cristalline. Les particules obtenues sont alors plus petites

et moins bien définies que celles obtenues a température élevée.
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La suite de I’étude a porté sur le confinement de I’uréase sur la matrice HDL. Différents

procédés d’immobilisation ont été developpés:

- L’adsorption a mis en évidence la forte affinité de I’uréase avec les hydroxydes doubles
lamellaires. La rétention de I’enzyme sur les phases étudiées repose sur des interactions
électrostatiques et de type hydrogeéne. Elle peut étre améliorée en utilisant des phases HDL a
capacité d’échange anionique et surface spécifique élevées. Cependant, la compétitition avec
d’autres anions empéche son immobilisation avec les feuillets chargés positivement. Les
phases carbonatées telles que [Mg,-Al-COs] dont la c.e.a est plus importante que la phase
[Zn,-Al-Cl] provoque un relargage de I’enzyme pour des concentrations élevées. En outre,
I’utilisation d’une solution tampon contenant des anions phosphate entraine soit une faible
adsorption de I’uréase, soit un relargage de I’enzyme préalablement immobilisée. Le
mécanisme d’adsorption propose un recouvrement des biomolécules a la surface de la matrice
inorganique. En augmentant la concentration d’uréase, les phases chlorées vont se désagréger
et présenter de nouveaux sites d’adsorption. La quantité d’enzyme adsorbée sur le matériau va
alors augmenter. Par contre, pour les phases carbonatées, la forte affinité de ces anions avec la
matrice pousse I’excés d’uréase a recouvrir la premiére couche d’enzymes par interactions

hydrophobes. Le complexe uréase-uréase ainsi formé sera relargué en solution.

- La délamination-réempilement permet d’augmenter la surface libre des phases HDL par
exfoliation des plaquettes. L étude entreprise reste peu explorée mais présente une quantité

d’enzyme immobilisée plus importante.

- La coprécipitation de [Zng-Al-Cl] dans une solution d’uréase a permis d’immobiliser une
importante quantité d’enzyme. Cette méthode permet de maintenir la quantité d’uréase initiale
pour des rapports uréase/HDL<1. En augmentant la quantité d’uréase, le rapport Q n’est plus
conservé, expliquant que dans ces conditions, I’enzyme s’immobilise sur la premiere couche
d’uréase enveloppant la matrice inorganique. En effet, au fur et a mesure que I’on ajoute de
I’uréase, I’empilement des plaquettes HDL est désordonné et le matériau se disperse dans un
réseau organique. Différents parameétres tels que le rapport uréase/HDL, la densité de charge
de la matrice inorganique et le pH de précipitation de la matrice ont été étudiés. Pour un pH
élevé (pH=9), un rapport Zn*/AP* élevé (R=4), les phases présentent une meilleure

cristallinité. Dans d’autres conditions (Q élevée, Zn®*/AI**=2), une phase parasite amorphe de
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ZnO a été détectée par EXAFS. Cependant, aucune conclusion sur I’influence des parametres

étudiés sur la formation de ZnO n’a pu étre donnée.

L’immobilisation de I’uréase sur la matrice inorganique se manifeste a la surface des
cristallites. La taille trop volumineuse de I’enzyme empéche son intercalation. Cependant, la

remise en suspension dans I’eau a montré une forte rétention de I’enzyme sur la matrice HDL.

- La technique LB a mis en évidence la possibilité de transférer des particules d’HDL
individuelles parallélement a la surface d’un support. Les films stables HDL-Acide Béhénique
formés a I’interface air-eau semblent favoriser un dépét homogene. Les premiers transferts
déposent les petites particules sur la totalité de la surface en contact. En augmentant le
nombre de passage du substrat sur le film formé a I’interface air-eau, les plus grosses
particules sont transférées. Les films formés & partir de la phase [Zn,-Al-CI] sont plus
homogeénes que les films [Zn3-Al-Cl]. En effet, la compatibilité entre I’aire moléculaire de la
monocouche d’acide béhénique et la surface libre ainsi que la capacité d’échange anionique
plus importante de phase [Zn,-Al-Cl] favorisent la stabilisation du film mixte.

Cependant, les dépéts réalisés a partir de monocouches HDL-Uréase-BA sont de moins bonne
qualité. En effet, I’laugmentation du nombre d’interactions (HDL-BA, HDL-Uréase, Uréase-
BA et Uréase-Air) provoque la formation d’un film moins stable a I’interface air-eau Par

contre, si I’enzyme est déja piégée dans la matrice, ce probléeme semble s’atténuer.

L activité enzymatique de I’uréase diminue lors de son immobilisation. Cette perte peut étre
provoqueée :

-soit par le blocage des sites actifs engendré par une géne stérique de I’HDL ;

-soit par I’accumulation de I’urée sur les phases HDL.

- soit par un changement de conformation de la structure 3D de I’enzyme

Pour améliorer la diffusion du substrat vers les sites actifs, la perméabilité du matériau
hybride doit étre améliorée. En effet, les tests effectués sur une suspension fraiche ont montré
une forte évolution de I’activité. En outre, il est possible d’ameliorer I’activité enzymatique en
augmentant la quantité d’uréase et le rapport Zn*/AI** ou en diminuant le pH de
précipitation.  Afin de confirmer la stabilité de I’activité enzymatique de I’enzyme
immobilisée dans la matrice HDL, des tests devront étre realisés en fonction de la

température, du pH et de la durée de stockage.
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Les tests réalisés a partir des supports modifiés par dépot de [Zng-Al-Uréase] et [Zng-Al-Cl]-
uréase par spin-coating et par la méthode LB ont montré la possibilité de réaliser des
biocapteurs. Comme précédemment, la perméabilité de la biomembrane est un facteur
prédominant sur les performances du biocapteurs (augmentation de la sensibilité et de Vmax
et diminution de Km). L’augmentation de I’activité sur suspension fraiche et la mise en
évidence de films [Zn-Al-uréase] stables a I’interface air-eau devrait permettre d’élaborer des

biocapteurs plus performants.

En outre, le domaine de pH de précipitation des HDL est large, avec des valeurs comprises
entre 5 et 10. Il est donc concevable d’adapter la matrice inorganique en fonction du pH
optimal des enzymes pour conserver leurs propriétés biologiques. La suite de ce sujet se
consacre a la réalisation de biocapteurs pour la détection de phosphate organique basée sur
I’immobilisation de I’alcaline phosphate dans une matrice [Mgg-Al-Cl]. Cependant le co(t
élevé des enzymes et la faible quantité (ug) déposée a la surface des transducteurs nécessitent
de travailler avec des quantités de matrices inorganiques plus petites. Les premiers travaux
réalisés ont montré la possibilité de précipiter 1 mg d’HDL et d’immobiliser I’enzyme dans

ces conditions.
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Annexe 1

Techniques de caractérisations

1. Analyses élémentaires

L’analyse chimique des échantillons a été réalisée au Service d’Analyses du CNRS a
Vernaison. Cette analyse est effectuée par spectroscopie d’absorption atomique apres

dissolution de 1’échantillon.

2. Diffraction des rayons X sur poudre

Les diagrammes de diffraction X ont été effectués a l'aide d'un diffractométre SIEMENS
DATA MP D501. Ce diffractometre se compose d'un goniometre monté verticalement sur un
générateur de rayons X KRISTALLOFLEX 800 et des infrastructures nécessaires aux
mesures. Ce goniometre positionne I'échantillon qui subit une rotation a vitesse angulaire
constante.

L'appareil est équipé d'un tube a anticathode de cuivre dont le rayonnement est filtré a I'aide
d'une lame en nickel. Le rayonnement X issu de ce tube est diffracté par I'échantillon puis
transite a travers un monochromateur arriére a lame de graphite (la radiation sélectionnée est
la transition Ko, du cuivre de longueur d'onde A = 1,5405 A) avant d'étre collecté par un
compteur a scintillation de type NIM de bande passante 0,1 A - 2,7 A.

Le diffractometre, piloté par un calculateur, permet l'acquisition des résultats et leur
représentation graphique (positions angulaires et intensités des pics) a I'aide d'un enregistreur

a tracé continu.

Les diffractogrammes de routine ont été réalisés dans les conditions opératoires suivantes :
v" Domaine angulaire en 26 : 2°-70°
v" Incrément angulaire en 26 : 0,08°
v Temps d’intégration par comptage : 4s
Les conditions d’acquisition des données sont un compromis acceptable entre la durée
des mesures (environ 1 heure), une résolution suffisante par rapport a la largeur moyenne des
raies et une bonne statistique de comptage rendue nécessaire par 1’existence d’un fond continu

relativement important.



3. Spectroscopie Infra-Rouge a transformée de Fourier

Les spectres d’absorption infrarouge ont été réalisés a 1’aide d’un spectromeétre a transformée
de Fourier PERKIN-ELMER 16 PC dans une gamme de fréquences comprises entre 400 cm’™'
et 4000 cm™.

Les échantillons sont conditionnés sous forme de pastilles constituées d’une masse
d’environ 2 mg de poudre a analyser et de 200 mg de KBr. La résolution est de 2 cm™. Le

nombre d’accumulation de balayages est compris entre 10 et 15.

4. Spectroscopie UV-Visible

La concentration d’uréase non immobilisée a été dosée en solution dans un domaine de
longueur d’onde compris entre 400 et 200 nm a 1’aide du spectrométre UV/Vis Lambda 2S
(Perkin Elmer)

5. Microscopie électronique a balayage

Les clichés de microscopie éléctronique a balayage ont été enregistrés a Casimir a 1’aide d’un

microscope LEO Stereoscan 360 a 15 kV.

6. Microscopie électronique a transmission

Les clichés de microscopie €lectronique a transmission ont été enregistrés au laboratoire de
Biologie Comparée des Protistes, CNRS-UMR No.6023, Université Blaise Pascal, Aubicre,

France

7. Diffraction des rayons X

Les données de diffraction des rayons X sur poudre des échantillons 3, 4, 5, 6 ont été
enregistrées a 1’aide d’un diffracrometre de poudre haute résolution Philips X’Pert Pro high
resolution utilisant un monochromateur de graphite de radiation CuK,, avec un rayon incident
de masque 15 mm. Les diffractogrammes ont été enregistrés dans un domaine angulaire de 2 a

70° en 20 avec un pas de 0,012° (20) et un temps de comptage de 30s par pas (48h).



r J o] O] 2
8. Résonance magnétique nucléaire de 1'’*Al

Toutes les expériences RMN ont été réalisées sur un instrument BRUCKER 300 opérant a
78,20 MHZ pour la fréquence de Larmor wy. La rotation de 1’angle magique (MAS) est
effectuée a 10 KHz, 1’échantillon est introduit dans un rotor de 4 mm de diamétre. La
référence utilisée est un sel Al(H,0)¢ " calibré a 0 ppm. De courts pulses de radio fréquences
associés a un temps de cyclage de 500 ms ont été utilisés. Les déplacements chimiques ne
sont pas corrigés du second ordre de I’interaction quadripolaire, ce qui induit intrinséquement

un décalage vers les plus faibles fréquences.

9. Analyse thermogravimétrique et analyse thermique différentielle

Les thermogrammes ont été enregistrés a 1’aide d’une microbalance SETERAM TG-
DTAA92 permettant d’opérer sous atmosphére contrdlée, en |’occurrence sous air et
d’effectuer simultanément 1’analyse thermo-gravimétrique et [’analyse thermique
différentielle. Les essais ont été effectués sur des quantités de poudre de masse initiale 10 mg

environ contenus dans des creusets d’alumine.

10. Spectromeétre de masse couplé a 1’analyse thermogravimétrique

Les analyses de spectrométrie de masse ont été effectuées sur les gaz émis lors de 1’analyssse

thermique avec un spectromeétre de masse Quadstar 422 de chez Balzers.

11. Mesures texturales

Les mesures d’adsorption-desorption d’azote par la méthode BET ont été réalisées sur un
SORPTOMATIC 1900 de FISONS Instruments. Avant traitement, les échantillons (quantité
voisine de 400 mg) sont dégazés pendant 24 heures sous un vide de 107 torr environ, a 100
°C. Des injections d’azote sont réalisées, pas a pas, de fagon automatique. Leur volume est
déterminé a partir de la densité du composé, prise ici pour I’ensemble de nos phases HDL

égale 42,5 g/lem’.



12. Spectroscopie UV — Visible sur les phases hybrides

Les mesures d’absorbance de "uréase immobilisée sur la matrice HDL ont été réalisées avec

un spectrometre d’absorption UV-visible Shimadzu UV2101 PC avec sphere d’intégration.

13. Perméabilité

Les mesures de Perméabilité ont été réalisées avec un potentiométre (Autolab, PGSTAT 100,
Eco-Chemie,The Netherlands). L’¢lectrode a disque tournant est une électrode en carbone
vitreux de 5 mm connecté¢ a un Tacussel EDI 101T/CTV 101T. Une suspension colloidale
d’HDL dans de I’eau déionisée (1g/L) est dispersée toute la nuit. Une quantité définie de 20
ug d’HDL est injectée a la surface de 1’¢lectrode. Le recouvrement est séché a température
ambiante. Avant utilisation, I’électrode modifiée est incubée dans une solution de tampon
phosphate pendant 20 minutes. L’électrode de référence utilisée est une électrode de
Ag/AgCl/KClg, et la contre-¢lectrode est un fil de platine. La sonde électrochimique

correspond & 2 mM d’hydroquinone dissous dans une solution de tampon phosphate pH 7.4.

14. Mouillabilité
Les mesures de mouillabilités des surfaces ont été¢ déterminée a 1’aide d’un appareil Contact

angle Metre GBX Scientific Instrument.

15. Diffraction des rayons X (Films LB)

Les données de diffraction des rayons X sur poudre des films LB ont été enregistrées a 1’aide
d’un diffracromeétre de poudre haute résolution Philips X’Pert Pro high resolution utilisant un
monochromateur de graphite de radiation CuK,, avec un rayon incident de masque 15 mm.
Les diffractogrammes ont été enregistrés dans un domaine angulaire de 2 a 70° en 20 avec un

pas de 0,04° (20) et un temps de comptage de 8s par pas.



16. Microscopie a Force Atomique

Les images AFM ont éte réalisées a partir d’'un Microscope a force atomique (AFM)
NANOSCOPE DIGITAL INSTRUMENTS.

Les analyses ont été faites en mode "tapping" qui est un mode oscillant (Figure 1).
L'ensemble pointe-levier est forcé a une fréquence proche de sa résonance mécanique.
L'image 3D de la surface s'obtient en balayant la surface a amplitude constante a I'aide du

systeme de rétro-controle.

Levier i
20 2100 nm v‘/ Levier
/‘*J‘\ Echantillon Echantillon

Figure 1 Schéma d’oscillation du levier
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Annexe 2

Intercalation par la méthode urée

Nous avons réalisé un travail sur I’insertion de I’acide 4 hydroxybenzoique directement avec
la méthode urée ou par échange avec I’échantillon 4 (24h, 90°C). L’échange anionique a été

réalisé pendant 24 heures a différentes températures 25 et 65 °C. L’intercalation de la

molécule dont le pKa est de 4,48 a été réalisée avec succes par la méthode directe. Par contre,

I’échange est plus difficile. Aucune intercalation n’a été observée a température ambiante

alors qu’a 65°C elle est partielle (Figure 1). Le spectre infrarouge confirme la présence de

I’acide 4 hydroxybenzoique puisque certaines raies apparaissent sur le matériau hybride.

outre, la raie & 427 cm™ révéle la présence d’HDL.
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Figure 1 : Diffractogrammes des rayons X et spectre infrarouge des phases préparées

Pour conclure, il est donc possible d’intercaler des molécules anioniques a pH faible

décomposition de I’urée en température.

En

par
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Annexe 3

Absorption des rayons X

Depuis leur découverte en 1895 par Rontgen, les rayons X (rayons
¢lectromagnétiques) sont devenus un ¢lément essentiel pour I’investigation de la maticre. Et
ceci grace a leur capacité de traverser des matériaux et d’étre absorbés différemment selon le
numéro atomique, ainsi que de 1’épaisseur des éléments constituants 1’échantillon cible,. Ils
sont caractérisés par leur énergie qui s’étale sur une gamme trés étendue allant de 100 & 10°
eV et peuvent étres classés en trois types : les rayons X classiques dont 1’énergie est de 1’ordre
de 10 keV produits généralement dans les tubes a rayons X, ceux dont 1’énergie est plus
basse, sont nommeés “mous‘ et ceux nommeés “dures* sont produit généralement dans des
accélérateurs de particules dont 1’énergie est trés €élevée de I’ordre de 1,85 GeV

La longueur d’onde est reliée a 1’énergie du photon par la relation : A = hc / E, cette
longueur d’onde décroit lorsque le n°® atomique Z de la cible augmente.

En général, I’interaction des rayons X avec la maticre se fait selon trois processus :
absorption, émission et photo-émission.

Les photons X ont des énergies comparables a celle de liaison des électrons de
couches profondes des atomes. Du fait, I’absorption des rayons X par la matiére est un
phénomene microscopique, on fait appel alors au formalisme quantique afin de résoudre les
différents processus réalisés au cours de l’interaction. Le vecteur d’onde est li¢ alors a
I’énergie incidente par la relation suivante k = (2 m/h*(E-Eq))"? avec m la masse de 1’électron,
E son énergie, et h la constante de Planck (6,62 107 i/s).

La technique d’absorption reste un outil s€lectif parfaitement adapté a 1’étude de la structure
locale dans les matériaux ne présentant pas un ordre a longue distance (mal défini), elle
permet alors de caractériser I’environnement de I’atome sondé en précisant sa nature, le
nombre des premiers voisins ainsi que la distance la séparant des atomes rétrodiffuseurs

[’atome absorbeur.

Principe et pratique d’EXAFS.

L'ensemble des interactions d'un rayonnement avec la maticre se traduit par un effet
d'absorption et de perte d'intensit¢ du rayonnement mesuré aprés transmission dans un
composé. L'effet d'absorption repose alors sur I’effet photoélectrique par absorption d’un

photon X et excitation ou ¢jection d’un €lectron d’une couche profonde (K, L, M..) de I’atome



sondé. Le sujet de cette étude est li¢ a la caractérisation locale par la spectroscopie
d'absorption des rayons X, dont les progres depuis 1975 sont liés a l'utilisation du
rayonnement synchrotron issu des accélérateurs de particules construits initialement pour la
physique des particules élémentaires. Ces progres ont été les plus rapides dans l'utilisation de
la partie la plus simple a interpréter des spectres d'absorption des rayons X, le domaine étendu
de 50 a 1000 eV au-dela des seuils d'absorption nommés EXAFS acronyme provenant de

I’anglais pour (Extended X-ray Absorption Fine Structure).

Eléments de la théorie de I'EXAFS

Principe
L’intensité d’un rayon X, aprés avoir traversé un matériau, diminue en fonction de
I’énergie des photons incidents. Le coefficient d’absorption linéaire p(E) du matériau relie
I’intensité incidente et transmise par la loi de Beer- Lambert linéaire selon dI = - p.I.dx, soit

par intégration, I/l = exp (-px).
Au cours de I’absorption, le mécanisme prépondérant est l'ionisation des atomes ou effet
photoélectrique. La contribution de la diffusion est faible, sauf pour les éléments légers aux
faibles longueurs d'onde. Globalement, 1'absorption croit avec le numéro atomique des atomes
excités et avec la longueur d'onde du rayonnement. Lorsque 1'énergie des photons incidents
atteint une valeur suffisante pour éjecter des électrons d'un type d'atome de I'échantillon
(atome cible), l'absorption présente un accroissement brutal appelé seuil d'absorption. Il
apparait ainsi un seuil d'absorption pour l'excitation des électrons de chaque couche
énergétique des atomes (K, L, M...). Aussi dans la région du seuil, sur quelques dizaines
d'¢lectronVolts, des transitions électroniques peuvent apparaitre autour du seuil d'absorption,
ils sont caractéristiques des éléments de transition, et témoignent des états accessibles dans la
région du niveau de Fermi. Cette région constitue la partic XANES acronyme de (X-ray
Absorption Near Edge Structure). Particuliérement sensible a 1'état électronique de l'atome
absorbeur, elle apporte des informations sur la nature de la cage atomique, sa distorsion

(symétrie), et le degré d'oxydation.

Au-dela du seuil (sur plusieurs centaines d'électronVolts), le spectre d’absorption du
rayonnement X représente la variation du coefficient d’absorption en fonction de I’énergie. Ce
dernier présente de grandes discontinuités a des énergies particulieres, correspondant aux

énergies de liaison des électrons du solide. Elles sont associées a 1’excitation d’un électron



depuis un niveau de cceur particulier vers un état vide. Ces oscillations se superposent a la
décroissance monotone du coefficient d'absorption atomique () qui représente, ce que devrait

étre 1'absorption apres le seuil si I'atome cible n'était pas entouré de voisins, ce qui est le cas
d’un gaz monoatomique pour lequel ces oscillations ne sont pas observées. Cette structure
fine a ét¢ interprétée dans les années 1970 par LYTTLE et al '. Une partie de I'onde associée au
photoélectron émis subit des retrodiffusions sur les atomes voisins de l'atome source. Les
ondes diffusées qui reviennent sur l'atome cible avant la fin de I'excitation, interférent avec
I'onde émise, leur amplitude s'ajoute ou se retranche de celle de cette derniére, suivant la

différence de phase, donc suivant les distances des voisins.

Lorsqu'on change I'énergie incidente, on change la longueur d'onde associé¢e au
photoélectron, et donc également la phase de 1'onde retrodiffusée, il en résulte des
variations de l'amplitude de I'onde photoélectronique fonction de 1'énergie incidente. Ces
modulations du coefficient d'absorption dépendent de la distribution radiale des atomes

voisins autour de l'atome cible.

La distinction entre les zones XANES et EXAFS n'est pas une frontiére fondamentale, les
phénomeénes physiques qui entrent en jeu sont les mémes, seule I'approche mathématique est

différente.

Formalisme EXAFS.

La région du spectre dite EXAFS est due a I’interference entre 1’onde émise associée
a I’¢lectron qui a subi la transition électronique et les ondes rétrodiffusées par les atomes
avoisinants. Ces interférences (modulations) peuvent étre décrites en fonction de I’énergie des

photons incidents par la régle d’or de Fermi "par la relation suivante :

M(E) = [ < Were| &8 Wione> | NexeE)3 (hv-(Eexe —E fond)-

ou Wexe et Wrong représente la fonction d’onde de 1’état fondamental et excité, Eexc et E fong leur
énergie correspondante.

Er est un opérateur de transition dipolaire avec & vecteur polarisation et r la variable de
I’espace.

Nexc : densité d’états vacants dans 1’état excité.

d : distribution de Dirac traduisant la conservation de 1’énergie.

L’expression de p(E) montre que le coefficient d’absorption est proportionnel au carré du

moment de transition.



La transition est alors non nulle sauf lorsque les relations des régles de sélection dipolaires
sont vérifiées. Al = lgnal - Linitial = £1 €t AmM = Mgna) - Minitia = 0, =1.

Dans ce cas et si on considére uniquement la rétrodiffusion simple de I'onde associée au
photoélectron et en faisant I'approximation d'une transition entre un état initial composé d'un
¢lectron dans une orbitale de type s, et d'un état final composé d'un photoélectron et d'un
atome central totalement relaxé, cette partie de 1'absorption peut étre exprimée par la formule

suivante :
%i(k) = - So Z; (Ni/ kR;%) Aj (k) exp (-2k* 6%)) exp (-2Ri/A(k)) sin(2kri+@ii(K)).

L'indice j dans la formule se réfeére aux atomes diffuseurs d’'une méme couche a la distance Rj
de I’atome absorbeur et en nombre Nj, Sy est un facteur d’échelle représentant le nombre des
photons participant au phénoméne EXAFS.

A; représente l'amplitude rétrodiffusée par un atome j et ¢;. correspond au déphasage total
introduit par les potentiels atomiques pour une rétrodiffusion par un atome de type j et la
sortie et I’entrée de 1’¢lectron dans la sphére de potentiel de 1’atome absorbeur.

exp (-2k? sz), est un terme d’amortissement représentant le désordre structural local, oj est le

facteur de Debye-Waller, rendant compte des fluctuations statistiques des positions

(13

atomiques, soit par des vibrations thermiques, soit par un désordre * structural” statique

autour des atomes cibles.

exp (-2Rj/A(k)) est un terme tres sensible aux faibles valeurs de k, Aj représente le libre
parcours moyen de I'¢lectron. A chaque atome diffusant j situé a une distance rj correspond
donc une fonction sinusoidale y (k) de période 2rj dans I'espace k. Pour l'ensemble des atomes

voisins, la somme de ces fonctions sinusoidales produit les oscillations EXAFS. Plus la

distance rj d'un atome diffuseur est grande, plus la période 2rj dans l'espace réciproque est

grande et plus l'amplitude est faible.

Extraction et traitement du signal EXAFS.

L'extraction des informations structurales est basée sur la transformée de Fourier de la
fonction (k) permettant ainsi d’accéder a la pseudo fonction de distribution radiale des
atomes autour de 1’atome central pris comme référence. Le résultat est donc une distribution

radiale des atomes voisins autour de l'atome central choisi. Cette distribution est



systématiquement décalée vers les courtes distances (=0,5A) par les déphasages ¢ij qui
peuvent étre estimés a partir d'un compos¢€ modele de structure connue. Le nombre de voisins
Nj ainsi que les distances Rj et I’estimation du désordre oj sont ainsi accessibles a condition
de connaitre les fonctions de déphasage et d’amplitude caractérisant I’atome rétrodiffuseur.
Ces derniéres peuvent étre obtenus par des données théoriques répertoriées par Teo et Lee ™,
™ ou Mac Kale ¥ ou bien expérimentalement a partir de composé référence.

Le signal EXAFS est ensuite traité en utilisant la série des logiciels d’analyse EXAFS, crée

par Alain Michalowicz ¥, "' (L.U.R.E. Université Paris-Sud).

Etapes du traitement des données de I'EXAFS.

Nous représentons sur la figure 1 les principales étapes des traitements correspondant a

l'analyse EXAFS.
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Figure 1 : Schéma des principales fonctions de la série des logiciels d'analyse EXAFS de

Michalowicz pour Macintosh



Etapes de traitement de ce travail.

L'absorption pg(E) avant seuil de I'échantillon (fond continu) est extrapolée de fagon linéaire

a I’ensemble du spectre, comme le montre la figure suivante

XANES EXAFS

H(E)

R(E) -, (E)
1 (E) = n o (E)

/" «(E)

mode¢lisation delt,
par un polyndome de degré 5

modelisation delt,
par une droite

T T T T T ™ E (e.V)
9600 9800 10000 10200 10400 10600

(2a)

ky (k)

< fenétre d'apodisation
(haimming)

extraction du signal EXAFS

(2b)

Transformée de Fourier de k (k)




F(R)

sélection du pic correspondant
aux premiers voisins

0 2 4 6 8 10 RGA)
(2d)
Figure 2 : Les principales étapes de I'analyse EXAFS

L'absorption atomique p1(E) aprés le seuil est modélisée par un polynéme calculé par
la méthode de moindres carrés sur un domaine choisi du spectre d'absorption.

Les oscillations EXAFS du spectre d'absorption calculées sont ensuite normalisées
selon la relation ¥(E) = (W(E) — pn1(E)) / (U1(E) - po(E)) ou w(E) est le spectre d'absorption
mesuré. Ces oscillations peuvent contenir de basses fréquences dues a l'imperfection de la
modélisation de no(E), se traduisant dans I'espace des distances réelles par des pics parasites
dans la région de 0 2 1 A, et doivent donc étre filtrées. Le signal EXAFS est ensuite pondéré
par une fenétre d'apodisation W(k) (fenétre Keiser par exemple) sélectionnant la région du
spectre a traiter. Afin d'avoir une bonne précision sur les distances interatomiques, il faut
choisir un intervalle Ak le plus étendu possible (figure 2.b). Le module de la transformée de
Fourier de W(k).ky(E) donne alors une distribution de la densité ¢électronique radiale autour
de l'atome sondé dont les pics présentent un décalage en distance de 1’ordre de 0,5A dii au
déphasage ¢ij(k) dans I'expression de y(E) (figure 2.d).

La simulation des oscillations EXAFS d'une couche atomique donnée autour de l'atome
cible est effectuée en sélectionnant le pic correspondant a cette couche (figure 2.c), les
oscillations obtenues apres calcul de la transformée de Fourier “inverse® de ce pic (figure

2.e) sont modélisées en utilisant les fonctions de phase et d'amplitude théoriques de Mac

Kale.



Données d'absorption X
Partant de la forme brute des fichiers de mesure, constitués d'une liste de triplets

E(eV), lp, et I nous avons appliqué les traitements suivantes :

calcul de wW(E) = 1g (In/T)

u(E) - i (E)
H1(E) - po(E)

calcul de k(E) = 21 (2m/h*(E-Eq))"?

calcul de x(E) =

L'absorption de I'échantillon avant le seuil pg(E) est extrapolée sur tout le spectre par
une fonction linéaire. L'absorption atomique de 1'élément absorbant p1(E) est calculée par un

polynome de degré 5. Les courbes tracées présentent ky (k) en fonction de k.

Les mesures d'absorption X sont effectuées au ELETTRA a Tri¢ste. Le montage d'absorption
X se compose essentiellement d'une source blanche de rayons X (rayonnement synchrotron),
d'un monochromateur a double réflexion de Bragg, de deux détecteurs (chambres a ionisation)
pour mesurer les flux de rayons X, I et I, respectivement, avant et apres 1'échantillon et enfin
d'un systeme de pilotage et de stockage informatisé (Figure 2).

Le faisceau synchrotron (longueur d'onde critique 3,6 A) est créé par le rayonnement de
freinage de positrons de 1,85 GeV et d’une intensité moyen de 250 mA, tournant dans

'anneau a une vitesse trés proche de celle de la lumicgre.
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Figure 3 : Schéma simplifié du montage d'EXAFS en transmission

Le faisceau monochromatique est obtenu par une double réflexion de Bragg sur deux
cristaux dont les faces correspondent a des plans denses d'un réseau cubique de type diamant,
le choix de ces cristaux dépend du domaine d'énergie dans lequel on souhaite travailler. Les
cristaux de silicium Si (311) et Ge (400) ont été utilisés pour effectuer les mesures
d'absorption X de ce travail. Le domaine d'énergie accessible au moyen de ces cristaux s'étend
de 3981 eV a 31200 eV, quand l'angle 6 de Bragg varie de 7 a 72 degrés.
La détection des intensités incidentes et transmises se fait grace a des chambres d'ionisation
dont il est possible de controler 1'atmosphére en composition (air, argon, mélange hélium

néon, ...) et pression.

Il est possible d'effectuer des mesures a basse température en adaptant un cryostat a ce
montage. Le cryostat utilisé dans ce travail est du type a circulation d’azote liquide la
température est de 1’ordre de 77 K. Le compartiment échantillon est isolé de I'extérieur par

une enceinte externe maintenue sous vide primaire. Un systéme électronique rassemble les



appareils de mesure et de contrdle (régulation, chauffage, température, positionnement des

échantillons, vide..)

Préparation de |'échantillon

La mise en forme des échantillons pulvérulents est d'une grande importance pour
réaliser des mesures d'absorption X fiables, nous avons réalisé la dispersion de 1'échantillon

dans un liant inerte. Le liant utilisé est I'acide borique (H,BO;) ou la cellulose qui présente

I'avantage d'étre peu absorbant, de ne pas réagir avec nos échantillons et de donner par
pressage des pastilles de bonne tenue mécanique. Pour éviter les inhomogénéités susceptibles
de conduire a une estimation erronée du signal I et par suite de I'amplitude relative des
oscillations EXAFS, il convient d'effectuer un mélange trés soigneux entre l'échantillon et le
liant. La présence de trous dans 1'échantillon conduit a la transmission d'une fraction du signal
I sans absorption, donc a un effet similaire a un taux d'harmoniques. L'épaisseur optimale
des échantillons est évaluée par EISENBERGER (1981) de facon a obtenir un signal EXAFS
le plus intense possible, tout en conservant un rapport signal sur bruit convenable apres le

seuil d'absorption.
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Annexe 4

La technique LB

Appareillage

Une solution d’argile est déposée dans une cuve Langmuir Through. Les films Langmuir ont
été réalisés par compression de barriéres monitorée a I’aide d’ un logiciel de NIMA (model
611 avec un secteur efficace de film 30 centimeétres x 10 centimétres).

Les pressions de surface ont été mesurées en employant une balance de Wilhelmy, qui a été
équipée d'une bande de papier de chromatographie suspendue a l'interface de l'air-eau. La
sous-phase a été thermostatée a 20 £ 1 °C par un systeme thermostatique (Julabo-F25,

France).

Les transferts ont ¢té effectués sur deux types de substrat, un substrat en or (Au) et un substrat
en nitrure de silicium (Si3Ny), rendus hydrophiles ou hydrophobes par des traitements

appropriés

Le substrat en or

Les substrat en or proviennent du Laboratoire d’Analyse et d’Architecture des Systémes
(LAAS) a Toulouse. Ils sont fabriqués en utilisant les technologies standards. La structure
¢tudiée est constituée par une plaque monocristalline de silicium de type p, d’orientation
(100), oxydé thermiquement afin d’obtenir une épaisseur SiO, de 800 nm. Puis, une couche
de titane de 30 nm d’épaisseur et finalement une couche d’or d’épaisseur de 300 nm spnt

déposées par évaporation sous vide.

Substrat Si3N4

Le systeme ISFET sensible au pH (Si/S10,/Si3Ny) a été acheté a I’institut de Microtechnology
de I’ Université de Neuchatel (Suisse). La structure étudiée est constituée par une plaque

monocristalline de silicium de type p, d’orientation (100), d’une couche SiO, d’épaisseur 400



um et de résistivité 10 Q.Cm, recouverte d’une couche de nitrure de silicium de 100 nm
déposée par LPCVD. Le contact ohmique a été¢ obtenu par déposition de mélange gallium-

indium (3/8-5/8) du coté opposé des structures Si/Si0,/Si3Na.

Protocole expérimental de nettoyage des substrats : Dans un premier temps, la surface du

substrat est nettoyée puis fonctionnalisée. Le support en or est préalablement nettoyé a
I’acétone pour ¢éliminer les traces de graisses, séché sous azote. Il est ensuite mis dans une
solution de pyrana H,SO4/H,0O; (7 :3) et rincé a I’éthanol. Apres toutes ces étapes, la surface
du substrat est propre et hydrophile. Pour la rendre hydrophobe, on laisse le support 16 heures

dans une solution d’ODT (1 octadecanethiol, 1 mM) dissous dans de 1’éthanol.

Le traitement de la surface en nitrure de silicium commence par un nettoyage a 1’aide de trois
solvants organiques (trichloroéthyléne, acétone, isopropanol), dont le but est d’éliminer les
graisses et les poussieres. Un ringage a I’eau ultra-pure suivi d’un traitement par mélange
sulfochromique est nécessaire pour créer le maximum de sites silanols ou de sites silylamines

selon la réaction donnée dans la figure 1.

AVAYAYAVA T

Si—Si—Si—Si1—Si—Si Traitement Si—Si—Si—-Si—Si—Si
>
Sulfochronique et
hydratation Surface traitée

Surface non traitée

Figure 1 : Schéma représentant les groupements de surface avant et apres traitement

La mesure de mouillabilité confirme le caractére hydrophile du substrat avec un angle de

contact de 3° (Figure 2).

Substrat avant traitement Substrat aprés traitement

6= 70° 6= 21°

R EORR

Figure 2 : Mesures de mouillabilité sur la surface avant et aprés traitement avec I’acide sulfochromique



Pour obtenir un substrat hydrophobe (Figure 3), il est laissé 2 heures dans une solution
D’OTS (octadecyltrioxysilane) dissous dans du tétrachlorure de carbone (CCly), séché sous

N puis mis a 100°C pendant 1 heure.

A A A

Substrat hydrophobe
Figure 3 : surface hydrophobe
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Annexe 5

Réponses du biocapteur

La technique retenue pour I’étude électriqgue des structures (electrolyte-isolant-semi-
conducteur) est la mesure d’impédance électrochimique. Cette méthode non destructive,
permet de mesurer I’impédance de la structure a différents régimes de polarisation. Il est
possible d’estimer la réponse a un ion du dispositif, par déplacement de la bande plate avec la

concentration de I’ion a détecter.

Le dispositif utilisé au cours de notre travail, est un montage électrochimique classique a trois
électrodes. Le potentiel de la structure, imposé au moyen d’une contre électrode de platibe de
surface 0,3 cm? de surface, est mesuré par rapport a une électrode au calomel saturé. Le
dispositif expérimental est montré sur la Figure 1. Les acquisitions d’impédance sont
effectuées avec un catalyseur d’impédance (VOLTALAB 40) Radiometer-Analytical. Cette
acquisition est contrdélée par un ordinateur occupé d’un logiciel spécifique fourni par la méme

SOCiété.

Cage

Cellule
électrochimique

Voltalab 40

Figure 1 : Photo du dispositif de mesure d’impédance électrochimique
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Résumeé

La détection spécifique de molécules est un challenge important pour le diagnostic médical, la qualité
des eaux naturelles... Le dosage de I’'urée permet par exemple d’apprécier les fonctions rénales et de prévenir
des insuffisances rénales voire cardiaques. Les biocapteurs, en tant que dispositifs biotechnologiques de
controle, permettent ce type de détection. La composante biologique permettant d’élaborer un biocapteur
sensible & I'urée est une enzyme: I'uréase. Cependant, son instabilit¢ et son colt élevé nécessitent
I'immobilisation dans une matrice solide afin de maintenir son activité et sa stabilité. Les Hydroxydes
Doubles Lamellaire (HDL), de structure bidimensionnelle, sont des matériaux attractifs grace a leur stabilité
thermique, leur inertie chimique, et leur faible colt. Leur structure en feuillets (chargés positivement)
confere aux HDL une importante capacité d’échange anionique et une aptitude a intercaler et a stabiliser une
large variété d’espéces, en particulier des macromolécules anioniques comme les enzymes. En outre, leurs
conditions de synthése par Chimie Douce favorisent les interactions avec I’uréase, la préservation de
I’enzyme et donc de son activité. Les matériaux hybrides bioinorganiques ainsi constitués forment une
nouvelle classe de matériaux a I’interface entre la biologie et la science des matériaux.

Dans ce travail nous nous sommes intéressés, en premier lieu, a I’élaboration de la matrice héte [Zn-Al]
par hydrolyse thermique de I’urée. Trois paramétres ont été étudiés : la température, la concentration en urée
et le temps afin de mieux appréhender leur influence sur la formation et la composition du matériau. Les
produits obtenus lors de ces différentes synthéses ont été caractérisés d’un point de vue structural (DRX, IR,
RMN de I’AI*") et d’un point de vue morphologique (MEB, MET couplé EDX). Une nouvelle voie de
synthése d’HDL a été mise au point, utilisant la décomposition catalytique de I'urée par I'uréase. Les
parametres influencant la synthese ont pu étre classés en fonction de leur efficacité de la facon suivante :
activité enzymatique> concentration d’urée> temps de réaction> concentration d’enzyme (uréase).

La stratégie de confinement développée repose sur 3 méthodes : I’adsorption ou I’échange anionique
d’uréase sur le précurseur HDL, le confinement par précipitation d’HDL en présence d’uréase et I’exfoliation
des plaquettes HDL autour de I’enzyme. Les matériaux hybrides obtenus ont été caractérisés par EXAFS et
UV solide en sus des techniques citées précédemment. L’immobilisation de I’uréase sur la matrice
inorganique a lieu a la surface des cristallites. La taille trop volumineuse de I’enzyme empéche son
intercalation. Cependant, la remise en suspension dans I’eau a montré une forte rétention de I’enzyme sur la
matrice HDL. L’ immobilisation par adsorption a mis en évidence des capacités d’adsorption élevées et une
forte affinité entre la protéine et les feuillets HDL reposant sur des interactions électrostatiques et de type
hydrogéne. Dans les deux autres méthodes, la décohésion des feuillets HDL permet d’augmenter la quantité
de biomolécules confinées. La coprécipitation a montré la possibilité de conserver la quantité d’uréase
initiale mais son augmentation entraine un désordre de I’empilement des plaquettes HDL et le matériau se
disperse dans un réseau organique. Cette étude a montré que I’activité de I’uréase dépend de paramétres tel
que la méthode d’immobilisation, le pH de précipitation, le rapport uréase/HDL, le mode de séchage.

La réalisation des biocapteurs nécessite également la mise en forme des matériaux biologiquement actifs
en couche, c’est pourquoi nous avons réalisé des multicouches nanostructurées HDL-Uréase par la technique
Langmuir-Blodgett. Aprés avoir optimisé les conditions d’obtention des films HDL et HDL-Uréase, nous
avons pu réaliser des biocapteurs fonctionnels. Pour améliorer leurs performances, c'est-a-dire préserver
I’enzyme, plusieurs parametres tel que la perméabilité de la biomembrane ont été étudiés.

Cette premiere étude sur le confinement de protéines sur des HDL, depuis I’élaboration de la matrice
hote jusqu’a la réalisation du biocapteur fonctionnel, a montré la possibilité d’élaborer des biocapteurs
électrochimiques. Les résultats obtenus ouvrent des perspectives sur I’immobilisation d’autres enzymes, sur
I’optimisation de films hybrides Langmuir-Blodgett ayant des propriétés biologiques.

Mots clés: Hydroxydes Doubles Lamellaires (HDL), argiles anioniques, Matériaux hybrides,
Enzymes (Uréase), Activité enzymatique, Films Langmuir-Blodgett, Biocapteurs
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