N

N

Réalisation d’électrodes enzymatiques a réponse rapide
pour ’analyse par injection en flux continu (FIA).
Application au suivi en ligne de la production de

pénicilline par fermentation
Helmut Meier

» To cite this version:

Helmut Meier. Reéalisation d’électrodes enzymatiques a réponse rapide pour ’analyse par injection
en flux continu (FIA). Application au suivi en ligne de la production de pénicilline par fermentation.
Génie des procédés. Ecole Nationale Supérieure des Mines de Saint-Etienne, 1993. Francais. NNT:
1993INPG4205 . tel-00844005

HAL Id: tel-00844005
https://theses.hal.science/tel-00844005
Submitted on 12 Jul 2013

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-00844005
https://hal.archives-ouvertes.fr

ECOLE NATIONALE SUPERIEURE INSTITUT NATIONAL POLYTECHNIQUE
DES MINES DE SAINT ETIENNE DE GRENOBLE

N° d'ordre : 91 CD

THESE

présentée par

Helmut MEIER
(Dipl.-Ing. de la Technische Universitit de Berlin)

pour obtenir le titre de

DOCTEUR

DE L'ECOLE NATIONALE SUPERIEURE DES MINES DE SAINT ETIENNE ET
DE L'INSTITUT NATIONAL POLYTECHNIQUE DE GRENOBLE

( Spécialité : GENIE DES PROCEDES )

x ¥ x
& x

DOCTOR
4K COMMUNITATIS x

* EUROPEAE ‘k
X 5 ¥

REALISATION D'ELECTRODES ENZYMATIQUES A REPONSE RAPIDE POUR
L'ANALYSE PAR INJECTION EN FLUX CONTINU (FIA)

APPLICATION AU SUIVI EN LIGNE DE LA PRODUCTION DE PENICILLINE
PAR FERMENTATION

Soutenue & Saint-Etienne le 25 Juin 1993
JURY : Monsieur Brauer H. Président.

Messieurs Comtat M.
Lalauze R.
Martelet C.
Nielsen J.
Tran Minh C.







ECOLE NATIONALE SUPERIEURE INSTITUT NATIONAL POLYTECHNIQUE
DES MINES DE SAINT ETIENNE DE GRENOBLE

N° d'ordre : 91 CD

THESE

présentée par

Helmut MEIER
(Dipl.-Ing. de la Technische Universitit de Berlin)

pour obtenir le titre de

DOCTEUR

DE L'ECOLE NATIONALE SUPERIEURE DES MINES DE SAINT ETIENNE ET
DE L'INSTITUT NATIONAL POLYTECHNIQUE DE GRENOBLE

( Spécialité : GENIE DES PROCEDES )

x ¥ X
X x

DOCTOR
4C  COMMUNITATIS x

* EUROQPEAE *
X 5 ¥

REALISATION D'ELECTRODES ENZYMATIQUES A REPONSE RAPIDE POUR
L'ANALYSE PAR INJECTION EN FLUX CONTINU (FIA)

APPLICATION AU SUIVI EN LIGNE DE LA PRODUCTION DE PENICILLINE
PAR FERMENTATION

Soutenue a Saint-Etienne le 25 Juin 1993
JURY : Monsieur Brauer H. Président.

Messieurs Comtat M.
Lalauze R.
Martelet-C.
Nielsen J.
Tran Minh C.






REMERCIEMENTS

Ce travail de recherche a été réalisé entre octobre 1989 et mai 1993 au Laboratoire de
Biotechnologie de I'Ecole des Mines de Saint-Etienne. Avant tout, je voudrais remercier
chaleureusement Dr. C. Tran Minh, Maitre de Recherches et directeur de cette thése, pour la
confiance qu'il m'a accordée en me proposant de travailler dans son laboratoire. Mes
remerciements vont aussi a Dr. F. Lancelot en tant que responsable des relations internationales
et de la communication, et & Prof. R. Lalauze, Directeur du Département Chimie Physique des
Processus Industriels, pour m'avoir donné les moyens d'effectuer ce travail. De plus, je
remercie Prof. Lalauze d'avoir accepté de participer a ce jury.

Je suis trés sensible 4 'honneur que m'a fait Prof. H. Brauer, de la Technische
Universitdt de Berlin, en acceptant de juger ce travail et d'assurer les responsabilités de
rapporteur pour l'obtention du label européen et de Président du jury.

Je voudrais signifier ma gratitude au Prof. M. Comtat, de 1'Université Paul Sabatier de
Toulouse et au Prof. C. Martelet, de 'Ecole Centrale, en leur qualité de rapporteur et membre
du jury.

Enfin, je tiens & exprimer toute ma reconnaissance & Dr. J. Nielsen et au Prof. J.
Villadsen du Center for Process Biotechnology, de.la Technical University du Danemark. Ce
fut une grande chance pour moi d'avoir eu l'occasion de travailler dans leur laboratoire lors
d'un séjour de 14 semaines, ce qui m'a donné la possibilité d'effectuer une thése européenne et
a assuré une forte valorisation de mon travail. Je remercie plus particulierement Dr. Nielsen,
rapporteur pour l'obtention du label européen et membre de ce jury.

Je remercie de méme Prof. M. Soustelle, Directeur des Recherches et responsable de ma
formation, et Dr. C. Kunze pour leurs engagements dans les moments difficiles lors de mon
séjour a I'Ecole des Mines.

Je tiens & souligner les précieux conseils de Prof. K. Schiigerl de 1'Universitit de
Hannover et de Prof. F. Scheller du centre de Biosensor Technologie de Berlin-Buch. Je
n'oublie pas €galement que Drs. W. Rathscheck et F. Richard de la Société Hoechst AG de
Frankfurt am Main ont bien voulu mettre & ma disposition des échantillons industriels.



Je voudrais également témoigner toute ma reconnaissance aux nombreuses personnes
qui, chacune a sa fagon, m'ont facilité la tdche durant ces années de recherche:

- Mme. A.-M. Danna, tout d'abord, que je tiens a remercier trés chaleureusement pour son
support scientifique et linguistique, sa présence amicale et son aide morale, d'une manicre
remarquable, pendant toute la durée de ce travail.

- Mlle. M.-C. Bartholin, MM. H. Besset et H. Vaillant pour leur disponibilité¢ et MM. R.
Delabre, M. Douet et P. Jouffrey pour leurs précieux coups de main.

- Dr. P. Formisyn pour son engagement dans une coopération fructueuse avec la Technische
Universitét de Berlin & laquelle j'appartenais.

- Dr. F. Lantreibecq pour son aide spontanée, amicale et efficace pour l'automatisation du
systéme d'analyse.

- Dr. S. Kumaran qui m'a ét€ un support considérable au début de ce travail et avec qui j'ai
partagé de merveilleux moments de recherche et d'amitié.

- Dr. F. Viguier pour avoir ét€ une excellente amie, pour nos nombreuses discussions et pour
son aide linguistique et morale 2 la fin de cette thése.

- Florence, qui a rédigé sa thése en méme temps que moi et a laquelle j'adresse mes meilleurs
veeux de réussite pour sa soutenance.

- George et Gilles pour avoir été€ d'excellents amis, pour nos nombreuses discussions et pour
leur aide linguistique lors de la rédaction des publications et de la thése.

- Christophe et Peter pour leur engagement et la qualité de leurs travaux de stage.

- mes collegues Bernadette, Christelle, Isabelle, Iva, Jean-Richard, Laurence, Martine, Naguib,
Nathalie, Rémy et Stéphane qui ont, d'une maniére ou d'une autre, contribué a ce travail.

- Claus, Henrik, Lars et Morten du Center for Process Biotechnology, de la Technical
University du Danemark pour leur accueil amical et notre bonne collaboration.

J'adresse un remerciement particulier a Caroline pour son support moral, sa patience et

ses concessions au cours de ce travail.

Enfin, je vous remercie, vous tous, sympathiques Francais(es), de m'avoir offert ce
beau séjour dans votre pays, qui me restera un souvenir inoubliable.

Saint-Etienne, Juin 1993.



A Caroline et Antonia Joséphine
A ma famille

A mes amis






INTRODUCTION ..t iittiitiarneenneenseonasesncssssssssssssssscssssssssassssnssnsansssas 1

EINLEITUNG. .t itiuittiuauieeseeneassssancssccsesstossssscssssssssssssssasssssassncces 3

1 - REALISATION D'UNE ELECTRODE A PENICILLINASE A REPONSE

RAPIDE. ESSAIS PRELIMINAIRES EN SYSTEME BATCH .....cevvtivvenencannns 5
1.1 - RAPPEL BIBLIOGRAPHIQUE ......uitttentatentenenueaenaeananesnsaneneanesnsenteneneeneenaonenens 5
1.1.1 - Importance de 1a pénicilling .........coeieviiniiiiiniiiiiiiii 5
1.1.2 - Dosage de 1a péniCilline........ccoiuininiiiniiininiiii i e 6
1.1.3 - Principe général du bioCapLeUr. ......viueniit it ae e eeeenns 6
1.1.4 - Immobilisation des enzymes sur le transducteur.........ccccoevvivniiiiieiiiicnnnnn. 7
1.1.5 - Cinétique enzymatique du bioCapteur...........coeiuveiiiiuiiiiiiiiiiiiiiiinnenen 9
1.1.6 - Aspects pratiques: Caractéristiques spécifiques du biocapteur et des

parametres affectant Sa TEPONSE . ......ueeeereeeeiinin ittt eeenaens 11
1.1.6.1 - Courbe d'étalonnage, sensibilité et gamme de détection.................... 11
1.1.6.2 - Temps de réponse et de 1avage .......cocvuiuiieiueniiiiintiiiieeneaeiannens 11
1.1.6.3 - Stabilit€ du bioCaPtEUT ... .vueiititiiin ittt eas 12
1.1.6.4 - Influence du pH et de la température........ccceeoveenricierccirnenrenannae 12
1.1.6.5 - Effet des interférences ... ..c..coouveiuiuiniiiiiiiiiiiiiiiiiieiiienieeeans 12
1.1.7 - Electrode 8 péniCillinase ........ccovuiuiiiniuiiiniiiiiiiiiiiiiin e 13
1.1.7.1 - Principe et fonCHONNEMENL ... . ...ciiiriiniiiiiiiniiiiiit e, 13
1.1.7.2 - Réalisation et performances du Capteur.............oooovvunvniiiivianinanan. 15

1.1.8 - Suivi de la fermentation: Mesure en ligne (in sizu), hors ligne et quasi en
1 PP 17
1.1.9 - Electrodes enzymatiques appliquées & la fermentation ...............c.c.ooeiinnen. 18
1.1.9.1 - Mesure in situ de la pénicilline........ccccoovviiiiiiiiiiiiininnnnnnniinnnes 18
1.1.9.2 - Mesure en batch de la pénicilline au cours de la fermentation.............. 19
1.2 - MATERIELS ET METHODES....ituiiuiitiiiitamiaei e enaauenn et ranetueenenernaanncnnsaesennes 21
121 - REACHES ..ottt e et 21
1.2.1.1 - Réactifs pour la fabrication des biocapteurs..........ccoccoiviniiinnennns 21
1.2.1.2 - Composition et choix du tampon.......c.cveiiiiiiiiiiiiiiiiiiieienaens 21
1.2.1.3 - Composition du milieu de la fermentation........cccccceveeriumnncceennennne 22
1.2.2 - ADDPATCIIAZE . ..ottt ettt ea e 22
1.2.2.1 - Mesure €lectroChimique .........oeuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie s 22
1.2.2.2 - Mesure spectrophotométrique .........ooovivenninnnn. N 22
1.2.3 - MEIhOGES . e.ovniiniiieiei ettt ee et e et e et et e ee e e e e e a e e e eans 22
1.2.3.1 - Immobilisation d'enzymes par les techniques conventionelles ............ 22
1.2.3.2 - Nouvelle technique d'immobilisation par I'emploi des a€rosols........... 23
1.2.3.3 - Mesure photOmEiqUE. ... c.euvivineniininiiiiie it e eaaans 24
1.2.3.4 - Dosage direct dans le milieu échantillon (en batch) ......................... 25



1.3 - RESULTATS ET DISCUSSION ... .iuuiuiintiiueneeriintanetnnenetentansiaeaansineraseessennaens 26

1.3.1 - Caractéristique des réactifs et produits.........ococviiniiiiiiiiiiiiiiniiinn e, 26
1.3.2 - Biocapteurs réalisés par les méthodes conventionnelles............................. 28
1.3.3 - Etude des paramétres de réponse du biocapteur & pénicillinase réalisé€ selon la
nouvelle technique d'immobilisation ..........coovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 29
1.3.3.1 - Epaisseur de la couche enzymatique ..........ccocvviniiniinininiiiiiiiennnn. 30
1.3.3.2 - Temps de TEPOMNSE.....vuvtininiiniiniiiiiiiieiiiie et e eteeeenaes 31
1.3.3.3 - Structure de la couche enzymatique..........covveiiviiiiiiiiiiiiiiiiiinna.. 32
1.3.3.4 - Courbe d'étalonnage........oceiiiiuiiniiiiiiiiiiiieiaciiiiieeneanes 34
1.3.3.5 - Réversibilité. ..o 34
1.3.3.6 - Stabilité de I'€lectrode au stockage & basse température .................... 35
1.3.3.7 - Influence de la température du milieu environnant...........c.ccoeeveennnnn. 36
1.3.3.8 - InfluencedelavaleurdupH.........coooiiiiiiiiiiiii 37
1.3.3.9 - Effet de la concentration du tamMPON......ccccceerevrmmmmiiiiiiiiniereienenen 38
1.3.3.10 - Influence de la concentration du milieu de fermentation................... 39
1.3.3.11 - Influence de la concentration en enzyme immobilisée ..................... 40
1.3.3.12 - Reproductibilité¢ de la réalisation du biocapteur............cccecerrrennnnne 41
14 - CONCLUSION ittt et et ee e e et et et e e e e eeaeaaraeetaseeanrtesenstenenensnsonns 42

2 - ANALYSE PAR INJECTION EN FLUX CONTINU (FIA): DOSAGE DIRECT
ET RAPIDE DE LA CONCENTRATION DE PENICILLINE PAR BIOCAPTEUR...43

2.1- RAPPEL BIBLIOGRAPHIQUE....ciuiiuiiuiiuenainrunranenaeaennenrancesenaarassnsansnsessosasasas 44
2.1.1 - Définition d'un systeme d'analyse par injection en flux continu (FIA) ............ 44
2.1.2 - Principe et caractéristiques de 1a FIA. ..o 44
2.1.3 - Utilisation des enzymes immobilisées en FIA ..., 46
2.1.4 - Applications de différentes techniques enzymatiques pour le dosage de la

pénicilline a I'aide dun systeme FIA........ooiiiiiiiiiiiiiii i, 47
2.1.4.1 - Détecteurs thermométriques et spectrophotométriques e 48
2.1.4.2 - Détecteurs électrochimiques associ€s au réacteur enzymatique............. 49
2.1.4.3 - Dosages directs par bIOCAPIEUTS . ....veeeuuintiniiuiniiieiiiiniieneeiaannns 50

2.2 - MATERIELS ET METHODES......iitiiuiitienieeeieieneeeeneenrancnenecsetaessesnesosnsanss 51
2.2.1 - REaCHES ..ottt 51
2.2.2 - Appareillage et équipement pour le dosage par systeme biocapteur-FIA .......... 51
2.2.3 - MEhOGES . ..ottt ee e et aeas 51

2.2.3.1 - Immobilisation d'enzyme sur électrodes combinées en verre.............. 51

2.2.3.2 - Mise au point et fonctionnement des cellules a écoulement transversal
(CDET) etajet vertical (CDJV) ..ooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeae, 52

2.2.3.3 - Mesures FIA avec détection directe par biocapteur........c..ccceeeueneen. 54

2.2.3.4 - Variations des paramétres en systtme biocapteur-FIA...................... 55



2.3 - RESULTATS ET DISCUSSION ... tuuiutiniateurerrneeenancneneaeesanenenesccasasearncnceuenens 56

2.3.1 - Temps de réponse et sensibilité des biocapteurs utilisés en mode batch........... 56
2.3.2 - Dosage direct par biocapteur installé au sein du systéme FIA dans les cellules
CDET et CDJV: comparaison des 2 cellules ........ooeiiniiiiiiiiiiiiiiiienan.. 57
2.3.2.1 - Choix du débit du flux POrteur ........oovuiiiiiiiiiiiiii e 57
2.3.2.2 - Courbes d'étalonnage......coccuieniiiiiieniiiiiiieieneeiareereeceennannns 58
2.3.2.3 - Effet du pH de I'échantillon........cccccceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinninennns 62
2.3.2.4 - Choix de la concentration du tampon et du volume d'injection............ 63
2.3.2.5 - Influence du volume de détection des cellules...........occeveeiiiiinni. 64
2.3.2.6 - Stabilité des biocapteurs a température ambiante...........ccocevenreennen. 65
2.3.2.7 - Influence du temps d'utilisation du transducteur sur la sensibilité, la
répétabilité et la cadence d'échantillonnage.......cccccecereevcveiiinnnnen. 66
24 - CONCLUSTION ittt ittt etete e e et saaenenaasnsatnatanansaatanarasasanensnasasanaansanns 69

3 - SYSTEME BIOCAPTEUR-FIA APPLIQUE AU SUIVI HORS LIGNE DE LA

PRODUCTION FERMENTAIRE DE LA PENICILLINE-V. . ..ccciiieieiniannnens 71

3.1 - RAPPEL BIBLIOGRAPHIQUE...cccuiiuiiuiiieineieinneenaaanennetnennaenenessssnesensnnennsnnns 72

3.1.1 - Intérét du suivi de la fermentation ... .c.ocvuvieiiiiiiiir it enenaene 72

3.1.2 - Fermentation de la pénicilline par la méthode Fed-Batch............................ 72

3.1.3 - Caractéristiques exigées pour le systeme de prélévement.........ccoceererrueennen. 74
3.1.4 - Techniques enzymatiques pour le suivi hors ligne des bioprocédés a l'aide

d'un systeme FLA . ... i e et anaans 74

3.1.4.1 - Capteurs associés aux enzymes appliqués au dosage de la pénicilline.... 75
3.1.4.2 - Détection directe par biocapteur de la pénicilline dans le milieu de la

fermentatioN. oo e 77

3.2 - MATERIELS ET METHODES ...\ ittitiiittiitttcaeteeaitteaaneaeaeasateeaaaasaeasssaaanneenn 79
3201 - REACHES ..ottt et e e et 79
3.2.1.1 - Réactifs pour la fermentation FB- 017.....c.c.ooiiiiiiniiiiiiviininnnee 79
3.2.1.2 - Réactifs pour la détermination de la pénicilline .....................oo.e. 79
3.2.2 - APPATCIIIAZE . ..ottt e et e et ee e aae 80
3.2.2.1 - BIOTEACIUT. et eteeneinein et it e eea e eteaeaaeneeneraeenenseneaneanannans 80
3.2.2.2 - Systtme de préleVement. ......c.vuiuiitiiiiiiiiiiii e e 80
3.2.2.3 - HPLC . ot et 81
3.2.2.4 - Systéme biocapteur-FIA appliqué au suivi de la fermentation............. 81

3.2.3 - MEhOES ... enveieeeteeee ettt et ettt e et n e aanane 81
3.2.3.1 - Conduite du procédé de la fermentation FB- 017 ..........c..c.ooieiaa.e. 81
3.2.3.2 - Prélévement et introduction de I'échantillon dans le systeme FIA......... 82
3.2.3.3 - HPL C ..o e e 82
3.2.3.4 - Réalisation du bioCAPLEUT....cc.iiiiiiiiimiiiiiiiiiii e 82

3.2.3.5 - Mise au point de la cellule a écoulement agité (CDEA) et
fonctionnement du systeéme biocapteur-FIA ............coiiiiiiiiiiiiaa. 82



3.3 - RESULTATS ET DISCUSSION .. ...cuitiniuinirananriaeeeeeanrnasenesenencnsanesseonsnsessrananaes 84
3.3.1 - Etudes préliminaires destinées au suivi de la fermentation de la pénicilline

par le systtme biocapteur-FIA.......cccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitrreeeiceeree e 84
LTG0 B0 SRR D3T3 75 53 T : HUUR OO O U PP PP PP PR 84
3.3.1.2 - Linéarité de la courbe d'étalonnage et influence du volume d'injection... 84
3.3.1.3 - Influence du débit du flux POTtEUT......ccccomiiiiiiiiriirrieceeeraenaneen 86
3.3.1.4 - Répétabilité et cadence de MESUIE ... ....euiieiiiuniiuiiiiiiiieiiienananene. 86
3.3.1.5 - Stabilit€ du biocapteur incorporé dans la cellule CDEA .................... 86
3.3.2 - Etude des paramétres pouvant influencer le dosage au cours de la

FEIMENTAtION ....ouiniii ittt et e 87
3.3.2.1 - Effet du pH-Au POTTeUT «...vininiiiiit it 87
3.3.2.2 - Effet du pH de l'échantillon..........cccoiiiiniiiiiiiiiiiiiiiniciiininicieneen. 87

3.3.2.3 - Influence de la variation du milieu de la fermentation sur la mesure de
la pénicilline-V.. .o 88

3.3.3 - Dosage hors ligne de la concentration de pénicilline par le systéme

biocapteur-FIA au cours de la fermentation FB- 017........coooiiiiiiiiiieiinan... 89
3.3.3.1 - Courbes d'étalonnage........ccceeiuneiicniiieniemiiiinriiiceen e eeeenes 89
3.3.3.2 - Stabilité du systeme biocapteur-FIA au cours du procédé.................. 90

3.3.3.3 - Résultats des mesures hors ligne effectuées par le systéme biocapteur-
FIA et comparaison des mesures avec celles obtenues par HPLC ........ 90
34 - CONCLUSION .ottt iee ettt et aeeeeene s et s sanetasneraneenesasnsserennrnnes 91
FIGURES DU CHAPITRE 3 ..iuiiitnitereeueeeeaneecsosuesssasscsonasscssssscssannse 93
ABBILDUNGEN DES 3. KAPITELS. . cuciuettereeieecrereroseecocsssascosnsescsascons 93

3 - APPLIKATION DES ANALYSESYSTEMS BIOSENSOR-FIA ZUM OFF-

LINE-FERMENTATIONS-MONITORING VON PENICILLIN-V ....cccvveunnnaen. 101
3.1 - LITERATURRECHERCHE . .......iuiuitiitetinitinienenearaninsaseneeanennenearaseasaieanenns 102
3.1.1 - Zielsetzung bei der Fermentationsanalytik..........cccocoeiiiniiiciiieinianincanen. 102
3.1.2 - Fed-Batch Penicillin-Fermentation ............coeuiuieinenininniiaeeaeanenanannn. 102
3.1.3 - Anforderungen an das Probenahmesystem........ccccceeevmumierrersniiieeraannnne 104
3.1.A - Bioprozeflanalytik: Definition, Vor- und Nachteile von in situ, off-line und
on-line-Techniken (Ubersetzung Kap. 1.1.8).........uveiiiiiieeiiineiiieeeeinenne. 105
3.1.B - Biosensoren, angewandt bei Fermentationsprozessen (Ubersetzung § 1.1.9)...105
3.1.B.1 - Penicillinmessungen in situ (Ubersetzung § 1.1.9.1)...ccccevurunnnnens 106
3.1.B.2 - Penicillinmessungen in Batch (Ubersetzung §.1.192) i, 107
3.1.4 - Enzymtechnologie in Verbindung mit FlieBinjektionsanalyse (FIA) zur off-
line-Analyse von BiOprozessen . ... ..ovuviveiiiiiiiiiiiiiiie e aeaes 108
3.1.4.1 - Einsatz enzymgestiitzter Sensoren zur Penicillinmessung................. 108

3.1.4.2 - Enzym-Elektroden zur direkten Penicillinmessung in Kulturbriiben.....111



3.2.1 - REAKHVE ..ottt et et et ettt e e et a e e aan e 112
3.2.1.1 - Reaktive bei der Penicillin-Fermentation FB- 017 ......................... 112
3.2.1.2 - Reaktive bei der Penicillinanalyse.......ccooiiriiiiniiiiiiniiiieaninnnann, 112

CIVAVAEIIN o o1 ¢: 111 | SO PPN 113
3.2.2.1 - BIOTEAKIOT. . e iunineititit ettt ettt et ettt e en i eeane e eeanans 113
3.2.2.2 - ProbenahmesSySteIml ... .en e e eeeeieeereneateaneenreanaanterarraeanaaasens 113
3223 - HPLC . ..ot ettt are et et an e e e anes 114
3.2.2.4 - System Biosensor-FIA fiir das off-line Fermentations-Monitoring...... 114

3.2.3 - Methodik ....oniniiitit it e aaaes 114
3.2.3.1 - ProzeBfiihrung der Fed-Batch Fermentation FB- 017 ..................... 114
3.2.3.2 - Probenahme und -zufilhrung zum System Biosensor-FIA................ 115
3.2.3.3 - HPLC . it e ettt e eeaaa e 115
3.2.3.4 - Realisation des BiOSENSOTS....c.cccucieiiieiirieniareunemnerenenneencrennanns 115
3.2.3.5 - Funktionsbeschreibung der Mefzelle und des Systems Biosensor-

| 3 U O PSPPSR 115
3.3 - ERGEBNISSE UND DISKUSSION . ....euuiniititererineaneneaneneeneeeentaneensenranennenneaeens 117
3.3.1 - Voruntersuchungen zum Fermentations-Monitoring durch das System
BioSensOr-FLA ... e e 117
3.3.1.] - DS PETSIOM. Lttt iia e ee et et s e eee e ee e e e e eaanas 117
3.3.1.2 - Linearitét der Eichkurve und Einfluf} des Probeninjektionsvolumens ...117
3.3.1.3 - EinfluB der FlieBgeschwindigkeit des Tragerstroms....................... 119
3.3.1.4 - Reproduzierbarkeit und Analysenfrequenz der Messungen............... 119
3.3.1.5 - Langzeitstabilitiit fiir den in der CDEA-MeBzelle installierten
2301 s o) PP 120
3.3.2 - Studie der Parameter, die die Messungen im Verlaufe des Fermentations-
Monitorings beeinflussen KoOnnen............cocovoiiiiiiiiiiiiiieiinneiiiiinnennnnennn. 120
3.3.2.1 - EinfluB} unterschiedlicher pH- Werte des Trigerstroms ................... 120
3.3.2.2 - EinfluB} unterschiedlicher pH- Werte der Probe ...............ccooeiiae... 121
3.3.2.3 - EinfluB der Anderung in der Zusammensetzung der Kulturbrithe auf
die Messung von Penicillin-V ... ... 122
3.3.3 - Off-line-Monitoring der Penicillinkonzentration durch das System
Biosensor-FIA wihrend der Fermentation FB- 017.............cocoiiiiiiiinin. 123
3.3.3.1 - EIChKUIVE 1.ttt it i e e e et e e e reneeanans 123
3.3.3.2 - Standzeit des Systems Biosensor-FIA...........cicviciiiiiiieinnennnnes 123
3.3.3.3 - Prdsentation der mit dem System Biosensor-FIA erhaltenen off-line-
Resultate und Vergleich mit den HPLC-Mefergebnissen................. 124

3.4 - ZUSAMMENFASSUNG ....vuinitinneniteetenineneternaraseesesaenanesetaaarnsncncnenseessensnens 125



4 - AUTOMATISATION ET APPLICATION DU SYSTEME BIOCAPTEUR-FIA
POUR SUIVRE EN LIGNE (ON-LINE) LA PRODUCTION FERMENTAIRE DE
LA PENICILLINE-V ET POUR LE DOSAGE DE L'UREE CONTENUE DANS

LE SERUM HUMAIN . .cctvteteecsssssssoscccssocessssascssossssssssssssossooons 127
4.1 - RAPPEL BIBLIOGRAPHIQUE ........cuituiinininiininiinininieninieteenseeresneieneeneines 128
4.1.1 - Suivi de la fermentation en HENE.......ccooieeiiieciiiineiinnniineneeerinneeeane 128
4.1.2 - Dosage automatique de I'urée.........ooeiereiniiiiiiiintiiiii e 129
4.2 - MATERIELS ET METHODES....iuttueiuteureerueteecnrenerncerasenssasscosssnsencensensannans 131
4.2.1 - REACHES .. .euiiiii i e 131
4.2.1.1 - Réactifs pour la fermentation FBR- 022 et FB- 023 ................c...o0 131
4.2.1.2 - Réactifs pour le dosage de la pénicilline-V............cooooiiiiiiiiiil 131
4.2.1.3 - Réactifs pourle dosage del'urée.........cocoviiiiiiiiiiiiiiiiiinn 131
4.2.2 - ApPareillage. ... .ouiiiitit i 132
4.2.2.1 - Installation fermentaire FBR- 022 et FB-023...........ccooiiiiiiiii, 132
4.2.2.2- Appareillages pour les mesures de référence.........cccoevnvieninnnnnnn. 133
4.2.2.3 - Appareillage pour le systtme d'analyse biocapteur-FIA................... 133
4.2.2.4 - Appareillage (hardware) pour l'automatisation de I'analyseur............ 133
4.2.3 - MEhOGES ....eunininiiiii i 134
4.2.3.1 - L'interface échantillon-systéme d'analyse........ccccccoeivirinnenennnnnn. 134
4.2.3.2 - Automatisation du systeéme biocapteur-FIA....................oooill 134
4.2.3.3 - Logiciel pour l'automation du systeme biocapteur-FIA ................... 138
4.2.3.4 - Mesures de référence des concentrations de la pénicilline et de I'urée . ..140
4.2.3.5 - Statégie de la fermentation FBR- 022 et FB-023...................o.... 140
4.2.3.6 - Suivi en ligne de la concentration de pénicilline-V au cours de la
fermentation et mesures automatiques del'urée...............ooooeia... 140
4.3 - RESULTATS ET DISCUSSION .....uitinitintnttianeecenenaananenaneaeaanneenensasanenannans 142
4.3.1 - Mesure automatique de T'Urée. . ........ouiiiiiiiiiiiiiiiii e 142
4.3.1.1 - Linéarité, sensibilité, répétabilité et stabilité.........cccccevvrriniiiiins 142
4.3.1.2 - Dosage de l'urée dans les échantillons de sérum humain.................. 145
4.3.2 - Choix des paramétres opératoires de I'analyseur pour le suivi des
fermentations FBR-022 et FB-023 ..ottt 146
4.3.3 - Suivi en ligne de la concentration de la pénicilline au cours de la
FEIMENTAtioN ....ovniti i 148
4.3.3.1 - Courbes d'é€talonnage.....ccccceiiuiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiniiiiiaeaees 148
4.3.3.2 - Mesures €n igne ......ccoeoeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 149

4.3.3.3 - Comparaison des mesures en ligne avec celles hors ligne de 'HPLC...152
4.3.4 - Mesure de la pénicilline en ligne par le syst¢me biocapteur-FIA au cours de
la fermentation fed-batch FB- 023 .........cioiiiiiiiiiiiiiii i 154
4.3.4.1 - Application de la méthode moyenne pour le dosage en ligne ............. 154
4.3.4.2 - Comparaison des mesures en ligne avec celles hors ligne de 'THPLC...156



A4 - CONCLUSTION .ottt ittt et e et aa v e e e eeasaaaaans 158
CONCLUSION...... Ceteeentconsenasesesseasacsasesaasnanssacscacsenansnos tesvecnanne 159
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES..... et eeresecncesectesenesestesttacssenenseons 161

PUBLICATIONS. . tuieteiterecnsescsrssscsscsssssssassses seeevsssascscstonsesensaannn 173






INTRODUCTION
EINLEITUNG






INTRODUCTION

Les électrodes €lectrochimiques, telles que 1'électrode & pH, sont des outils simples
destinés a la détection et & la mesure de concentrations de substances inorganiques. La
robustesse de ce type de capteur a permis le développement de modeles autoclavables qui
autorisent leur utilisation dans les conditions oii le maintien de la stérilité est indispensable
(mesures in situ de cultures microbiologiques ou encore mesures in vivo).

Au cours de ces derniéres années, de nouveaux capteurs ont ét€ étudiés pour une
détermination sélective de produits organiques. Ces capteurs, appelés "Biocapteurs”, recélent
une composante biologique (enzymes, anticorps ...) associée au détecteur proprement dit. Cette
caractéristique leur confére une sélectivité de détection particuliérement attrayante, mais interdit
leur autoclavage. Bien que les biocapteurs permettent des dosages rapides, sensibles et
spécifiques, l'utilisation en routine de ces capteurs n'est pas encore trés répandue. Les
biocapteurs disponibles sur le marché sont rares. En effet, ces capteurs sont, dans de nombreux
cas, encore au stade du développement et les recherches continuent afin d'améliorer les
techniques d'immobilisation des composants biologiques et d'obtenir des capteurs plus
sensibles, plus fiables, plus stables et plus rapides.

Les électrodes enzymatiques, oll une enzyme est immobilisée sur 1'électrode, trouvent
notamment leurs applications dans les domaines de la médecine, de la détection des polluants
dans I'eau et du contrdle des fermentations.

Nous avons fix€ notre objectif sur ce dernier cas, car une analyse en continu par
biocapteur au cours des bioprocédés peut &tre d'un grand intérét analytique et économique. En
effet, une analyse plus fiable et en continu permet un contrdle et une modélisation du procédé
qui conduisent & une amélioration du rendement du produit. De plus, le suivi en continu d'un
processus industriel permet de diminuer les déchets et aussi de minimiser les risques d'une
pollution de I'environnement.

Or, une étude des fermentations présentant un intérét économique nous a révél€ qu'un
tel systeme n'avait toujours pas €t€ développé pour la mesure de la concentration de la
pénicilline lors de sa production par fermentation. Ce procédé garde pourtant une importance
majeure puisque la production de pénicilline a atteint 12000 t/an dans les années 80. De plus,
cette substance est parfaitement adaptée a un tel dosage par biocapteur car sa dégradation
enzymatique par la pénicillinase (produit commercialisé), provoque la libération d'ions H+
mesurables par un capteur €électrochimique de type électrode & pH. Ainsi, la réalisation d'une
électrode & pénicillinase en vue de son utilisation au cours d'une fermentation présente un
intérét certain.



Toutefois, les essais pour faire des mesures directement dans le fermenteur (in situ), &
I'aide d'un biocapteur, ont soulevé de graves problémes, en particulier 1'impossibilité d'obtenir
une é€lectrode stérile ou stérilisable, l'encrassement microbien de I'électrode et la forte
interférence biochimique du bouillon de culture sur la réponse du capteur.

Nous nous sommes donc fixés pour objectif, lors de cette étude, la réalisation d'un
systeme d'analyse qui contourne ces problémes de mesure in situ et posséde une durée de vie
assez longue pour garantir une exactitude et une fiabilit€ de la mesure. Un temps de réponse du
capteur suffisamment court est aussi & envisager pour des mesures en continu.

Le travail présenté ici décrit donc, d'une part, la mise au point d'une électrode a
pénicillinase & réponse rapide, et d'autre part, la mise au point d'un systéme d'analyse par
injection en flux continu (FIA), particuli¢rement adapté au suivi en ligne des fermentations,
mais aussi aux mesures rapides de routine. Pour arriver a notre but, nous €tions confrontés a de
multiples problémes analytiques qui ont ét€ résolus en plusieurs étapes.

La premiére étape consiste logiquement dans la réalisation du biocapteur. Donc, le
premier chapitre décrit:
la réalisation d'une électrode a pénicillinase a réponse rapide.

Ensuite (chapitre 2), pour les mesures en continu & cadence élevée, deux sytémes
différents de la FIA ont été€ congus dans lesquels le biocapteur est directement incorporé:
analyse par injection en flux continu (FIA): dosage direct et rapide de la
concentration de pénicilline par biocapteur.

Enfin, pour le suivi de la fermentation, un syt¢me biocapteur-FIA a été développé,
d'abord pour les mesures hors ligne (chapitre 3):
systeme biocapteur-FIA appliqué au suivi hors ligne de la production
fermentaire de la pénicilline-V.

Et puis, par l'automatisation de 1'analyseur, les mesures automatiques et en ligne au
cours de la fermentation par le biocapteur seront présentées (chapitre 4):
automatisation et application du systéme biocapteur-FIA pour suivre en ligne
(on-line) la production fermentaire de la pénicilline-V et pour le dosage de
I'urée contenue dans le sérum humain.

Les différentes parties étudiées comportent les rappels bibliographiques, les matériels et
méthodes utilisés et enfin les résultats et discussions.



EINLEITUNG

Elektrochemische Elektroden, wie z.B. die pH- Elektrode, sind einfach aufgebaute und
zuverldssige Sonden. Sie ermoglichen die Messung von anorganischen Substanzen und kénnen
aufgrund ihrer hohen Temperaturbestdndigkeit autoklaviert werden, was ihre Benutzung in
Einsatzgebieten erlaubt, die eine NaBdampfsterilisation erfordern (in situ- Messungen in
Fermenterbrithen oder auch irn vivo- Analysen).

Im Laufe der letzten Jahre sind neue Sensoren entwickelt worden, die eine selektive
Aufdeckung von organischen Substanzen mdglich machen. Diese Sonden bestehen aus der
Kombination einer auf eine bestimmte biologische Substanz ansprechenden Komponente
(Enzyme, Antikorper...) mit dem elektrochemischen Sensor, daher der Name "Biosensor”.
Diese Charakteristik verleiht dem Sensor eine hohe Selektivitdt, 148t aber die
NaBdampfsterilisation nicht zu. Obwohl Biosensoren eine rasche, sensitive und spezifische
Messung erlauben, ist ihr Einsatz fiir Routinemessungen noch nicht sehr verbreitet. Erst eine
geringe Anzahl von Biosensoren sind im Handel erhiltlich. Sie befinden sich hdufig noch in
der Forschungs- und Entwicklungsphase. Vor allem wird eine Weiterentwicklung der
Techniken zur Immobilisierung der biologischen Substanzen sowie eine Verbesserung der
Sensitivitit, der Zuverlédssigkeit, der Stabilitidt und der Rapiditit der Sensoren angestrebt.

Enzym-Elektroden werden haufig im Bereich der medizinischen Analyse, zur Ermittlung
toxischer Stoffe im Wasser und zur Kontolle von Fermentationsprozessen eingesetzt. ‘

Bei biotechnologischen Prozessen konnen on-line-Analysesysteme, in die Biosensoren
integriert sind, von groBer meBtechnischer und wirtschaftlicher Bedeutung sein. Eine
zuverlédssige und kontinuierliche Analyse ermdglicht die ProzeBkontrolle- und modellisation
von Bioprozessen, wodurch eine verbesserte Reaktionsfithrung und damit eine hohere
Produktausbeute erzielt werden kann. Zudem fiihrt die kontinuierliche Analyse eines
industriellen Prozesses zu einer Minimierung der dabei anfallenden Schadstoffe und folglich zu
einer reduzierten Umweltbelastung.

Die zu Beginn dieser Arbeit durchgefiihrte Literaturrecherche iiber Fermentationen von
wirtschaftlicher Bedeutung hat gezeigt, daB fiir die Penicillin-Fermentation die kontinuierliche
Analyse der Penicillinkonzentration mittels Biosensor noch nicht realisiert worden ist.

Die Produktion von Penicillin gehort zu den bedeutensten Prozessen in der
Biotechnologie. Die Jahresproduktion hat in den 80er Jahren 12000 Tonnen erreicht. Das
Penicillin kann durch einen elektrochemischen Sensor in Verbindung mit dem Enzym
Penicillinase gemessen werden. Penicillinase ist im Handel erhiltlich. Zur Bestimmung der
Penicillinkonzentration wird die Abnahme des pH-Wertes ausgenutzt, die mit der
enzymatischen Spaltung des Penicillins einhergeht. Im Verlaufe dieser Reaktion werden H*-
Ionen frei. Die Abnahme des pH- Wertes wird durch einen elektrochemischen Sensor, eine pH-
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Elektrode, erfaBt. Die so gegebenen Grundvoraussetzungen machen die Herstellung einer
Penicillin-Enzym-Elektrode zum kontinuierlichen Monitoring der Penicillinkonzentration
wihrend der Fermentation erstrebenswert.

Die Versuche, den Fermentationsprozef3 durch den Einsatz von Enzymelektroden direkt
im Bioreaktor (in situ) zu analysieren, haben groBe Probleme aufgezeigt. Schwierigkeiten
bereiten vor allem die Realisierung einer sterilen bzw. sterilisierbaren Elektrode. Zudem bilden
sich mit zunehmender Fermentationsdauer Deckschichten auf der Elektrode, die ebenso wie die
Anwesenheit zahlreicher Substanzen in der Kulturbrithe zu Meffehlern fiihren kdnnen.

Es wird deshalb die Realisierung eines Analysesystems angestrebt, das die fiir die in
situ- Messungen beschriebenen Probleme umgeht und eine ausreichende Standzeit,
MeBgenauigkeit und -sicherheit gewihrleistet. Die Entwicklung eines Sensors mit kurzer
Antwortzeit ist fiir den Einsatz bei kontinuierlichen Messungen anzustreben.

Die vorliegende Arbeit beschreibt zunéchst die Realisierung einer Penicillin-Elektrode
mit kurzer Antwortzeit und im folgenden die Entwicklung eines FlieBinjektionsanalysesystems
(FIA) zum on-line-Monitoring der Penicillin-Fermentation und zu Routinemessungen mit hoher
Analysenfrequenz.

In den folgenden vier Kapiteln wird der ProzeB von der Entwicklung des Biosensors bis
hin zu seinem Einsatz in einem automatisierten System erldutert.

Kapitel 1 beschriebt zunéchst die Entwicklung des Biosensors:

Realisierung einer Penicillin-Elektrode mit kurzer Antwortzeit.

Im 2. Kapitel wird die Entwicklung von zwei unterschiedlichen FlieBinjektions-
analysesystemen fiir Messungen mit hoher Analysenfrequenz behandelt, in die der Biosensor
direkt eingebunden ist:

FlieBinjektionsanalyse (FIA): direkte und rasche Messung der Penicillin-
konzentration mittels Biosensor.

Im folgenden wird die Entwicklung eines Biosensor-FIA-Systems erldutert, das fiir das
Fermentations-Monitoring geeignet ist (Kapitel 3):

Applikation eines Biosensor-FIA-Analysesystems zum off-line-Fermentations-
Monitoring von Penicillin-V.

Automatische Harnstoffanalysen und das Fefmentations-on-line-Monitoring der
Penicillinkonzentration mit Hilfe des entwickelten Analysators werden schlie8lich im letzten
Kapitel beschrieben:

Automatisierung und Applikation des Biosensor-FIA-Analysesystems zum on-
line-Fermentations-Monitoring von Penicillin-V und zur Messung von
Harnstoff in Proben des menschlichen Serums.

Alle Kapitel beinhalten jeweils eine Literaturrecherche, die Beschreibung der

eingesetzten Materialen und Methoden sowie die Diskussion der Ergebnisse.
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1-REALISATION D'UNE ELECTRODE A PENICILLINASE A REPONSE
RAPIDE. ESSAIS PRELIMINAIRES EN SYSTEME BATCH

Dans ce premier chapitre, la partie bibliographique décrit I'aspect de la détection de la
pénicilline par des biocapteurs ainsi que les possibilités de la réalisation d'un capteur. En outre,
les performances et les applications aux fermentations des biocapteurs a pénicillinase sont
exposées. Les applications fermentaires sont limitées aux systémes de mesure en batch et in
situ. Les systtmes de mesure qui permettent un suivi de la fermentation hors-ligne ou en ligne
sont présentés ultérieurement (chapitres 3 et 4).

L'objectif de cette premiére étape est la mise au point d'une électrode a pénicillinase & réponse
rapide, en vue de son utilisation pour les mesures en continu. Une réponse rapide assure une
cadence de mesure €levée pour l'analyse en batch, de méme qu'en continu, ce qui est important
pour l'application du capteur aux mesures de routine et dans un systéme automatisé. De plus,
une étude de la performance du biocapteur pour les mesures en batch est présentée dans ce

chapitre.

1.1 - RAPPEL BIBLIOGRAPHIQUE

1.1.1 - Importance de la pénicilline

Dans les années 1870, Pasteur et Joubert avaient déja observé et décrit un phénomene
d'antagonisme entre les organismes vivants. Bien que suivie par quelques travaux, cette
observation resta seulement un sujet scientifique et théorique sans application thérapeutique.
En 1929, Alexander Fleming observa l'action inhibitrice d' une souche de Penicillium notatum
sur une colonie de bactéries de la famille des Staphylocoques dans une boite de Pétri. En 1940,
Chain et ses collaborateurs réussissent, pour la premiére fois, a extraire et a purifier la
pénicilline. Par la suite, des recherches intensives révélerent une grande variété d'antibiotiques.
Parmi ceux-ci, la pénicilline a une trés grande importance.
Déja, pendant la deuxiéme guerre mondiale, une production industrielle de pénicilline fut
réalisée et son utilisation comme agent thérapeutique contre les infections bactériennes
révolutionna la médecine [Vandamme, 1984].
Un demi siécle apres le début de la production industrielle de pénicilline, le marché des
pénicillines est devenu trés important avec 12000 tonnes/an [Hersbach et al., 1984].
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1.1.2 - Dosage de la pénicilline
L'analyse des échantillons contenant de la pénicilline, que ce soit dans les produits

pharmaceutiques, les fermentations ou bien les fluides biologiques, est d'un grand intérét. 11

existe aujourd'hui divers processus analytiques pour déterminer la présence et/ou la production

de la pénicilline. Les méthodes principales sont basées sur les techniques suivantes [Van

Krimpen et al., 1987]:

1) Microbiologie, faisant intervenir des bactéries ou des micro-organismes. La méthode assure
une limite de détection tr€s basse et est ainsi notamment utilisée pour la détermination de la
pénicilline dans le lait.

2) Chromatographie : fréquemment utilisée en phase gazeuse et en phase liquide

3) Fluorescence spectrophotométrie. colorimétrie: bonne fiabilité pour la pénicilline contenue
dans un environnement non complexe (solution tampon). Dans un milieu plus complexe ou
plus riche en €léments, il peut arriver que le pic d'absorbance soit masqué, voire déplacé, ce
qui limite par conséquent la fiabilité des résultats.

4) Electrochimie par des voies potentiométrique, ampérométrique et conductimétrique.

5) Thermométrie par la mesure de I'enthalpie a l'aide d'un thermistor.

Dans ce travail, nous choisissons de doser la pénicilline par voie potentiométrique en
raison de la simplicité de l'appareillage, de la rapidité de la mesure et de la complexité du
milieu. L'application de cette méthode est possible en utilisant une électrode potentiométrique
en verre ou une enzyme, la pénicillinase, est immobilisée a la surface active de I'électrode
(méthode plus précisément décrite dans la suite de ce travail). Une variante de cette méthode
utilise soit un capteur enzymatique & semi-conducteur [Caras et Janata, 1980; Brand et al.
1989], appelé aussi ENFET (Enzyme Field-Effect Transistor), soit une électrode & fil enrobée
d'enzyme [Taguchi et al., 1990]. Ces deux derniers biocapteurs sont des capteurs miniaturisés.
Le principe de fonctionnement des trois capteurs est le méme: la mesure d'un potentiel
s'effectue soit directement par 1'électrode, soit par l'intermédiaire d'un transistor a effet de
champ. L'intérét des capteurs miniaturisés réside surtout au niveau de leur petite taille qui
permet un dosage in vivo en biomédical ou un dosage in vitro sur des micro-échantillons [Tran
Minh, 1991; Taguchi et al. 1990]. L'utilisation d'enzymes couplées avec des capteurs
électrochimiques permet un dosage direct dans les milieux de composition variable et troubles
optiquement, tel que le "bouillon” de culture d'une fermentation [Wang, 1984].

1.1.3 - Principe général du biocapteur

On différencie principalement les biocapteurs d'aprés la méthode de détection utilisée:
€lectrochimique, thermique, piézoélectrique et optique. Les biocapteurs électrochimiques
mettent en jeu des particules chargées électriquement, dans un milieu dissociant comme l'eau. Il
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s'établit un transfert de charges entre les especes chargées présentes et le capteur. La variation
résultante d'énergie libre & l'interface est détectée par le capteur et transmise & une chaine de

mesure sous la forme d'un signal électrique (Figure 1.1):

Biocapteur

Milieu
échantillon

Signal
électrique

Figure 1.1: Schématisation de la chaine de mesure avec un biocapteur

Dans un biocapteur enzymatique, le "biorécepteur” enregistre une modification
biochimique (p.e. & l'aide d'une enzyme), que le "transducteur” transforme en signal électrique
[Scheller et al., 1985]. Cette transformation du phénomene biochimique en signal électrique,
est assurée par un contact direct entre le transducteur et une substance bioactive et sélective,
I'enzyme, capable de reconnaitre spécifiquement la substance a doser. Ce couplage permet la
détermination spécifique et quantitative d'un grand nombre de substances organiques, et ainsi,
il a de nombreuses applications dans les secteurs d'activité industrielle: biomédical, agro-
alimentaire, protection de l'environnement et pour la défense [Tran Minh, 1991]. Dans ces
domaines, les €lectrodes enzymatiques et les thermistors enzymatiques ont €té particuliérement
étudiés [Wang et Stephanopoulos, 1984]. \

Le transducteur électrochimique que nous choisissons pour notre étude est une €lectrode
a pH en verre qui mesure les variations du pH provoquées par I'hydrolyse enzymatique de la
pénicilline. L'enzyme peut gtre immobilisée sur un support, soit par fixation covalente sur un
support membranaire, soit par utilisation d'un agent de pontage qui provoque la réticulation des
molécules. Le substrat diffuse a travers la couche enzymatique et il est hydrolysé au contact de

I'enzyme.

1.1.4 - Immobilisation des enzymes sur le transducteur
L'immobilisation des enzymes procure les avantages suivants [Messing, 1975]:
- I'ntilisation répétée des enzymes
- I'arrét de la réaction lorsqu'on retire I'enzyme de la solution analytique
- la solution analytique n'est pas contaminée par I'enzyme immobilisée

Le choix de la technique d'immobilisation dépend des conditions d'utilisation de
I'électrode. Les critéres déterminants ont été€ récemment étudiés par Kumaran et Tran Minh
(1992). Les enzymes peuvent étre immobilisées par des méthodes chimiques et/ou physiques.
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Principalement, on distingue 4 méthodes d'immobilisation de protéines biologiquement actives
[Silman, 1966; Weetall, 1974; Zaborsky, 1974]:

1) adsorption physique sur des supports inertes (verre, cellulose) ou des résines échangeuses
d'ions synthétiques. L'enzyme est fixée a la surface du support insoluble par I'établissement
d'interactions de type secondaire entre les groupes fonctionnels de 'enzyme et du support
(liaisons hydrogeéne, ioniques, interactions hydrophobes, de Van der Waals). Cette
adsorption exige des conditions de pH, température et force ionique précises. Aussi la
désorption, qui s'opére dés que les conditions opératoires varient, est le principal

inconvénient de cette méthode.

2) inclusion dans un gel: I'enzyme est emprisonnée a l'intérieur du réseau tridimensionnel d'une
matrice. La maille de la matrice assure, de maniére purement physique, la rétention de la
molécule enzymatique tout en permettant la diffusion du substrat.

3) liaison covalente sur support: une liaison covalente est établie entre un groupe fonctionnel de
I'enzyme et un groupe fonctionnel du support préalablement activé. Notamment, l'utilisation
d'une membrane "Pall” bioactive montre des résultats intéressants [Assolant-Vinet et Coulet,
1986].

4) réticulation et _coréticulation: il est possible d'immobiliser les molécules d'enzyme sans
utiliser de support en procédant a leur pontage covalent & l'aide de réactifs polyfonctionnels
tel que le glutaraldéhyde [Tran Minh et Broun, 1975]. Ces liaisons covalentes
intermoléculaires donnent des composés de haut poids moléculaire qui sont insolubles dans
I'eau. Il est également possible de coréticuler une enzyme et une protéine inactive, par
exemple, I'albumine. Celle-ci ajoutée a I'enzyme assure une dispersion plus homogeéne des
sites enzymatiquement actifs et elle augmente la taille de la molécule de 1'enzyme [Guyonnet,
1978].
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1.1.5 - Cinétique enzymatique du biocapteur
La cinétique d'une réaction enzymatique est gouvernée par I'équation de Michaelis-
Menten qui suppose la formation d'un complexe enzyme-substrat intermédiaire comme le

montre le schéma réactionnel;

k4 k
E+S —g—%» ES —» E+P
k 4

ou E représente l'enzyme; S, le substrat ; ES, le complexe enzyme-substrat et P, le
produit . Les constantes de vitesse de la réaction sont ki, k.1 et ko,

L'hypotheése de I'état stationnaire: d[ES]/dt=0 généralement admise, conduit a I'équation

(1.1) appliquable & une solution homogéne,

_ dIS] _ . dP} _,, _IS]
V=- d ~ta =V K.,+[S] (L.1)
oll K représente la constante de Michaelis, ce qui correspond a la concentration du substrat
pour laquelle V = V,,/2. Si les concentrations sont exprimées en [mol.I'1], alors K, est
en [mol.l'!] et V en [mol.lI'l.min"!]. V, est la vitesse maximale de la réaction.

Pour [S] >>k.,, Vm=k,2[Eo], ot [Eg] est la concentration initiale de I'enzyme. Pour une

enzyme donnée, la vitesse V dépend du rapport [S]/Kp.

Lorsque [S]/K, tend vers 0, V tend vers (V/K;)[S] = cinétique de premier ordre par
rapport a [S]. La vitesse de réaction augmente proportionnellement a la concentration du

substrat .

Lorsque [S]/K;, devient grand, V tend vers V,, = cinétique d'ordre z€ro par rapport a

[S]. La vitesse de réaction ne dépend pas de la concentration de substrat.

L'évolution 2 l'intérieur de la couche enzymatique de la concentration du substrat en
fonction du temps résulte du couplage entre la diffusion du métabolite et la réaction
enzymatique.
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agf] B (ag])diffusion ) (Q-E%) réaction (1:2)
ag:] B (ag:])diffusion ¥ (9—5%1) réaction (1-3)

A Térat stationnaire, la variation de la concentration résultant de la diffusion est égale a la
variation de la concentration résultant de la réaction. Les termes de diffusion de 1'équation ci-
dessus peuvent &tre exprimés par la seconde loi de Fick:

o[S] 02[S] :

alS] = D |
( ot )diffusion S asz (1.4)
d[P] _ p, QP s
( ot )diffusion P Oxg? (1.5)

ot  DgetDp sont les coefficients de diffusion du substrat et du produit a l'intérieur de la

couche active et xg, est I'épaisseur de la couche enzymatique.

La résolution numérique des équations précédentes permet de connaitre les profils de [S]
et [P] & l'intérieur d'une couche enzymatique.

Les evolutions qualitatives de ces profiles en fonction du temps et a I'état stationnaire
sont montrées respectivement sur les Figures 1.2a et 1.2b.

couche enzymatique [Sol couche enzymatique {Sol

T

~~ Milieu échantilion ~~ Milien échantillon

NN
Mt

Figure 1.2: Evolution de [P] en fonction du temps (a) et évolution de [P] et [S]
a l'état stationnaire (b), en fonction de l'épaisseur de la couche

La résolution numérique des équations 1.2 et 1.3 permet aussi d'en déduire la
dépendance du temps de réponse du capteur des parametres cinétiques et diffusionnels. La
résolution des équations exprime surtout que le temps d'obtention de 1'état stationnaire dépend
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du facteur xz%/Ds [Tran Minh et Broun, 1975] et par conséquent du carré de I'épaisseur xg. 11

est donc important de réaliser un capteur avec une couche enzymatique trés mince pour obtenir
un temps de réponse rapide, ce qui est notre objectif.

1.1.6 - Aspects pratiques: Caractéristiques spécifiques du biocapteur et des
parametres affectant sa réponse
Pour les mesures pratiques avec des biocapteurs donnés, la nécessité d'une
connaissance précise de ces propriétés ainsi que les influences sur le fonctionnement du capteur
sont a étudier et a prendre en compte.

1.1.6.1 - Courbe d'étalonnage, sensibilité et gamme de détection

Pour tester les performances d'un biocapteur mis au point et pour le dosage des
échantillons de concentration inconnue, une courbe de calibration est a effectuer. Pour la
mesure par biocapteur dont le transducteur est une électrode potentiométrique, la réponse de
I'électrode (en mV) est tracée en fonction de logarithme de la concentration de la substance a
doser. La réponse typique d'une telle mesure posseéde une zone de linéarité. De part et d'autre
de cette zone, la courbe évolue vers un plateau. Le plateau le plus élevé correspond a des
concentrations fortes en substance a doser, ([S]>>kp), et le plateau le plus bas représente la
limite de détection du capteur. Le plateau élevé traduit la saturation des sites actifs de 'enzyme.
La mesure par une €lectrode potentiométrique d'une concentration supérieure a 10 % de la
valeur du kp, n'assure plus une réponse lin€aire [Tran Minh et Broun, 1975]. Cependant, une
activité tres forte d'enzyme permet une linéarité au-dessus de la valeur du Ky, [Brady et Carr,
1980]. v

La sensibilité de I'électrode est dE/dc (mV.l.mol'l), ou E correspond a la différence de
potentiel. La sensibilité et la gamme de détection dépendent de chaque type d'électrode, mais
surtout de la constante Ky de Michaelis qui est caractéristique a chaque enzyme. En général, la
limite inférieure de détection est de l'ordre de 10 Mole et la gamme de détection s'étend de 2 a
5 décades [Guilbault, 1976].

1.1.6.2 - Temps de réponse et de lavage
Le flux de diffusion a travers la couche enzymatique ainsi que le temps de réponse
dépendent essentiellement de la nature de la couche enzymatique et de son épaisseur [Mell et
Maloy, 1975}, de la taille des molécules qui diffusent a travers celle-ci, de 'agitation du milieu
réactionnel et du type du transducteur.
La vitesse de la réaction enzymatique varie en fonction de la valeur du pH, de la
température, de la concentration en substrat et de la quantité et de la pureté de I'enzyme.

-
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Ces parametres doivent toujours étre pris en considération, et maintenus constants le
plus souvent possible d'une manipulation & une autre, afin de limiter la non-reproductibilité
due aux variations des conditions d'expérimentation. Les temps de réponse des €lectrodes
potentiométriques & enzymes sont compris entre 25 secondes et 30 minutes [Tran Minh,
1989]. Aprés la réaction enzymatique, il faut un lavage de 1'électrode pour revenir 2 la ligne de
base; pour cela une durée de 10 & 20 minutes est, en général, nécessaire.

1.1.6.3 - Stabilité du biocapteur
La stabilité d'une électrode enzymatique dépend de plusieurs facteurs:
- la fréquence d'utilisation de I'électrode
- la performance de la technique d'immobilisation utilisée
- la nature de l'enzyme
- la quantité et la pureté de I'enzyme
- les conditions expérimentales de mesure (pH, température, tampon, milieu de détection)

1.1.6.4 - Influence du pH et de la température

La réaction enzymatique est influencée par la valeur du pH et par la température. En ce
qui concerne l'effet du pH sur la réponse de 1'électrode, il existe une dépendance entre
I'activité enzymatique et la valeur du pH. La variation du pH a l'intérieur de la couche active
conduit a un changement de Vpy, et de Ky, [Atkinson et al., 1977]. D'autre part, une variation
du pH peut agir sur I'équilibre de dissociation du produit formé. Une influence sur la réponse
et la stabilité du biocapteur peut aussi résulter d'une variation de la température du milieu
environnant le capteur. Une augmentation de la température augmente l'activité catalytique,
donc la vitesse de la réaction, mais elle est aussi accompagnée d'une dénaturation thermique de
I'enzyme. Dans la pratique, avant l'essai du biocapteur, ces influences sont a étudier et une
mesure voisine de la température ambiante est avantageuse pour limiter les phénomeénes de

dénaturation.

1.1.6.5 - Effet des interférences
Une interférence de la réponse de 1'électrode se produit lorsqu'un composé modifie la
réponse vis-a-vis du substrat a doser. Trois types d'interférence peuvent survenir [Tran Minh,
1991]: ,
1) l'interférence sur le transducteur de base intervient parce que celui-ci n'est jamais
parfaitement spécifique a une certaine substance, ce qui rend le biocapteur également
sensible & d'autres substances.
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2) l'interférence sur l'activité de l'enzyme est provoquée par une augmentation ou diminution
de cette dernitre, respectivement par des activateurs ou des inhibiteurs présents dans le
milieu de I'échantillon.

3) linterférence sur les composés de 1a réaction se produit lorsqu'un composé réagit avec un
cosubstrat ou un produit de la réaction.

Tous ces problemes se posent notamment pour le dosage par biocapteur dans les
milieux complexes comme le milieu de la fermentation ou dans le sérum humain. Pour de telles
applications, des solutions techniques, capables de diminuer ou méme d'éliminer l'interférence
sur la réponse du capteur, doivent étre recherchées.

1.1.7 - Electrode a pénicillinase

Diverses €lectrodes enzymatiques ont ét€ largement étudiées dans la derni¢re décennie,
notamment pour l'analyse biochimique. L'intérét de détecter directement la pénicilline a conduit
au développement des €lectrodes a pénicillinase pour différentes applications.

1.1.7.1 - Principe et fonctionnement

La bibliographie cite la méthode électrochimique pour la détection de la pénicilline.
Comme transducteur, une électrode potentiométrique est utilisée. Les premiéres électrodes a
pénicillinase ont ét€ développées par Papariello et al. (1973) et Nilsson et al. (1973) en utilisant
une électrode a pH en verre ol la pénicillinase est immobilisée sur la surface active.

La potentiométrie est une méthode €lectrochimique basée sur la différence de potenuel
entre une €lectrode de mesure et une €lectrode de référence de potentiel constant. Le potentiel de
I'électrode de mesure dépend de la concentration des ions (H' pour la détermination du pH)
présents dans la solution. La différence de potentiel entre I'électrode de mesure et I'électrode de
référence est donnée par I'équation de Nernst:

E =Ey + 2,3 BI-:Ilog ag' (1.6)

ou: Eg est le potentiel normal de I'électrode utilisée (en mV), en association avec une
électrode de référence de type donné
2,3 RT/F estla pente théorique, dite de Nernst, de I'€lectrode

T =298 °K
R = 8,314 J.°K ''mol'!, constante molaire du gaz parfait
F = 96487 Coulomb.mol‘l, Constante de Faraday

ay est I'activité en ions H' de la solution étudiée



Rappel bibliographique -14- chapitre 1

Le potentiel de 1'électrode a pénicillinase peut €tre relié a la concentration de la
pénicilline comme ci-dessous [Papariello et al., 1973]:

log ay* =f {[pénicilline] } 1.7)

La pénicillinase appartient 2 la classe des hydrolases qui hydrolysent une molécule AB
en milieu aqueux suivant la réaction:

A-B + H-OH —» A-H + B-OH
La pénicillinase hydrolyse la liaison amide située dans le cycle B-lactame des

pénicillines, de sorte qu'il y a transformation de la pénicilline en acide pénicilloique, comme le
schématise la Figure 1.3:

/CH3
RCONH CH— CH C<
CH3
0=C N CH COOH
Pénicilline
Pénicillinase +
H0
/CH3
RCONH CH— CH C\
| I CH3
% II\I CH COOH
(0)
H H
Acide pénicilloique

R : chaine latérale pour Pén-V = @—-OCHz

Figure 1.3: Transformation enzymatique de la pénicilline en acide pénicilloique
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Les ions H* provenant de la dissociation de I'acide, diminuent le pH. La variation du pH
est alors mesurée par l'électrode & pH. La Figure 1.4 montre schématiquement le principe de
I'électrode a pénicillinase.

SUBSTRAT (PENICILLINE)

COUCHE ENZYMATIQUE ELECTRODE pH

Fig. 1.4: Principe d'action de l'é¢lectrode a pénicillinase

1.1.7.2 - Réalisation et performances du capteur

La libération des ions H* par la réaction enzymatique permet l'utilisation d'une €lectrode
a pH comme transducteur. Elle convient donc particulierement bien comme transducteur pour la
réalisation d'un biocapteur capable de détecter la pénicilline.

De nombreux travaux ont €t€ réalisés sur I'immobilisation de la pénicillinase directement
sur ou pres de la surface active de 1'électrode & pH en verre. L'enzyme est adsorbée sur un
disque de verre poreux qui est ensuite fixé a 1'électrode [Cullen et al., 1974; Rushling et al.,
1976]. L'inclusion d'une solution de pénicillinase entre deux membranes ou dans un polymere
fixés sur I'électrode a été également utilisée. La premicre électrode a pénicillinase a €té réalisée
[Papariello et al., 1973] par l'utilisation d'une membrane de nylon qui retient 'ensemble
polymere (polyacrylamide) et pénicillinase sur le verre de 'électrode. La m&me technique a été
appliquée avec une membrane de cellophane [Nilsson et al., 1973] et une membrane de dialyse
[Cullen et al., 1974; Kulis et al., 1980]. La membrane est fixée a 1'électrode par un joint
torique. Cette méthode a été perfectionnée par Tor et Freeman (1986) qui ont utilisé un
polymere trés réactif avec le verre et I'ensemble pénicillinase et polymere est ensuite immobilisé
par liaisons chimiques directement sur le verre de I'électrode.

La liaison covalente de I'enzyme avec une matrice assure une liaison solide, résistant
aux variations des conditions expérimentales et permettant une bonne stabilité¢ de I'enzyme
apres I'immobilisation [Bowers, 1986]. C'est pourquoi cette derniére technique a retenu toute
notre attention, car la durée de la fermentation exige une stabilit€ assez longue. De plus, une
immobilisation d'enzyme directement sur la surface active de I'électrode semble possible par
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cette méthode [Hewetson et al., 1979]. Dans cette €tude, la silanisation, puis le dépdt du
glutaraldéhyde, sont effectués par immersion d'un verre a porosité controlée. Enfin, I'électrode
a pénicillinase était réalisée en placant 1'électrode de verre précédemment traitée dans
approximativement 0,5 g de la préparation d'enzyme, afin de déposer une couche mince
d'enzyme pres de la surface active de I'électrode. Cet ensemble était retenu contre 1'électrode
par une membrane. Le temps de réponse de cette électrode était entre 5-10 minutes peu de
temps apres sa réalisation.

La réticulation de l'enzyme est expliquée ci-aprés. Le produit de départ est le
glutaraldéhyde (voit Figure 1.5). Il se forme un polymeére intermoléculaire par condensation
aldolique, donnant lieu & du polyglutaraldéhyde, selon I'équation [Richards et Knowles, 1968]:

o) O
V4

\C (CH,);C
-(CH,) s
H/ \H

2 OHC-(CH,)s-CHO——— OHC-(CH,);-CH=C-CH,-CH,-CHO

l
CHO

+ OHC-(CH,);-CHO

OHC-(CH2)3-CH=C-CH2-C=CH-(CH2)3-CHO
| |
CHO CHO
Fig. 1.5: Structure du monoglutaraldéhyde et formation du polyglutaraldéhyde

Le polyglutaraldéhyde réagit avec les fonctions amines primaires de I'enzyme pour
former des liaisons imines, qui sont stabilisées par résonance avec les liaisons éthyléniques.
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OHC-(CH,);-CH=C-CH,-C=CH-(CH,);-CHO
| I
CHO CHO

+ Enzyme - NH,

HN-Enzyme
|
/"N .CH- CH-CH,-CH-CH- "N
| |
Enzyme-NH CHO CHO

Figure 1.6: Réaction de l'enzjme et du polyglutaraldéhyde dans la

forme la plus commune

Les fonctions réactives du polyglutaraldéhyde permettent donc d'établir simultanément

plusieurs liaisons avec les groupements amines primaires de l'enzyme.

1.1.8 - Suivi de la fermentation: Mesure en ligne (in situ), hors ligne et quasi en

ligne

Des capteurs, qui sont directement installés (in situ) dans le fermenteur, permettent le
dosage en temps réel. _

L'analyse des échantillons a I'extérieur du fermenteur (mesure indirecte), est faite apres
un prélevement d'échantillon, par des mesures hors ligne (off-line) ou quasi en ligne (semi on-
line). Lorsque I'échantillon est prélevé automatiquement ou manuellement du fermenteur et est
fourni au systéme d'analyse manuellement, il s'agit d'une mesure hors ligne. Le délai entre le
prélevement et 'analyse peut étre de quelques minutes ou de plusieurs semaines. Pour des
mesures quasi en ligne, le prélevement, la préparation et I'approvisionnement de I'échantillon a
I'appareil d'analyse ainsi que la mesure doivent se dérouler de fagon entierement automatique.
Ce systeme permet l'analyse extérieure avec un retard de quelques minutes par rapport 2
I'analyse in situ.

Les mesures in situ et indirecte présentent chacune des avantages. L'analyse in situ ne
nécessite pas un systtme de prélévement. Le dosage en temps réel évite les changements
rapides de la concentration des composés considérés dans le milieu de fermentation et la
modification possible de I'échantillon aprés le prélévement. Cependant, ce probléme peut €tre
évité par une mesure rapide apres le prélevement. Les mesures indirectes présentent cependant
des avantages importants par rapport aux mesures in Situ:
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- plus de nécessité de la stérilisation du biocapteur

- possibilité de prétraitements des échantillons

- protection contre des perturbations électriques sur 1'électrode enzymatique [Clarke et al, 1982]
- possibilité de la manipulation de I'électrode enzymatique au cours de la fermentation

- facilité de la calibration du capteur au cours de la fermentation

1.1.9 - Electrodes enzymatiques appliquées a la fermentation

Les applications des biocapteurs, dans la mesure des parametres physiologiques
(substrats, produits et biomasse) au cours de la fermentation, sont devenues trés nombreuses
ces derniéres années [Bradley et al., 1991]. La mesure peut étre effectuée par des systémes
hors ligne et en ligne (off-line et on-line). Des applications in situ, hors ligne et en ligne des
électrodes enzymatiques au cours des différentes fermentations ont été présentées par Mascini et
Palleschi (1989). Les difficultés communes de telles mesures, en particulier pour la mesure in-
situ, ont été étudi€es par Clarke et al. (1985). Ce sont notamment:

- la réalisation de I'€lectrode stérile ou stérilisable

- I'encrassement microbien des électrodes (colmatage)

- l'interférence du milieu de culture sur la réponse du capteur

- la réalisation et la stabilité de I'étalonnage du capteur

- la variabilité des caractéristiques physicochimiques et physiologiques du milieu.

1.1.9.1 - Mesure in situ de la pénicilline

Malgré des difficultés considérables pour des mesures in-situ, les €lectrodes
enzymatiques ont été appliquées a différentes fermentations afin de détecter la concentration du
glucose [Enfors, 1979; Enfors, 1982; Cleland et Enfors, 1983; Cleland et Enfors, 1984;
Brooks et al., 1987/88; Holst et al., 1988; Rishpon et al., 1990]. Mais dans ces cas, les
fermentations €taient de courte durée (entre 5 et 28 heures), alors que les fermentations
industrielles sont en général plus longues, ce qui rend plus difficile les mesures a cause de
I'encrassement microbien sur I'€lectrode et la perte de sensibilité de celle-ci.

L'analyse de la pénicilline dans le milieu de la fermentation est particulierement
difficile, & cause de sa production dans un milieu complexe, avec une variation importante des
composants au cours du procédé [Demain, 1974]. En outre, la longue durée de cette
fermentation exige une bonne stabilité des capteurs utilis€s et souléve des problémes liés a

I'encrassement microbien.
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Jusqu'd présent, la littérature ne mentionne aucune détermination in siru de la
pénicilline par une électrode enzymatique au cours de la fermentation. Seuls, Enfors et Nilsson
(1979) ont présenté un schéma possible d'une telle application:

Le schéma de cette électrode est présenté a la
—

T
\

Figure 1.7. L'électrode est enfermée dans un étui en
acier; elle est entourée d'un tube étroit fermé par une
membrane qui permet l'introduction de l'enzyme.
L'¢lectrode, sans la pénicillinase, est introduite dans

le fermenteur et subit l'autoclavage. Ensuite, la

solution d'enzyme est introduite dans le tube, et se
trouve donc directement en contact avec le verre de

L L)

I'électrode. Ainsi, une dénaturation de 'enzyme au

e

cours de I'autoclavage du fermenteur est évitée.

Pi¢ces du dispositif: A, électrode en verre; ==
)
B, chambre d'enzyme; C, membrane; l\D i Yc !3

D, tube de transport de 'enzyme.

Figure 1.7: Schéma d'une électrode enzymatique pour la détermination
in situ de la pénicilline

Ce dispositif contourne le probléme de la stérilisation du biocapteur, mais n'évite pas
les autres difficultés de la mesure in situ, décrites au chapitre 1.1.9.

1.1.9.2 - Mesure en batch de la pénicilline au cours de la fermentation

Lorsque le biocapteur est utilisé€ a l'extérieur du fermenteur, les mesures se déroulent
selon le processus suivant:

1) prélevement d'un échantillon du fermenteur sous conditions stériles.
2) mesure de I'échantillon a l'extérieur du fermenteur.

La détermination de la concentration de la pénicilline s'effectue ensuite par une méthode
en ligne (voit chap. 4) ou hors ligne. Une analyse hors ligne est possible par une mesure soit en
batch, soit a I'aide de systeémes en écoulement (voit chap. 3).

Une mesure en batch représente la méthode la plus simple pour tester une €lectrode
enzymatique mise au point [Labuda, 1992]. Les applications en batch des électrodes a
pénicillinase pour mesurer la concentration de la pénicilline dans le milieu de culture sont
décrites apres un prélévement d'un échantillon du fermenteur [Nilsson et Mosbach, 1978;
Hewetson et al.,, 1979; Shen and Gu, 1988] et aprés ajout de concentrations connues de
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pénicilline-V dans le milieu. Les études ont été faites dans les cellules thermostatées en diluant
I'échantillon dans un tampon.

Cependant, cette mesure présente l'inconvénient d'étre discontinue et nécessite la
présence d'un manipulateur [Tran Minh, 1991]. De ce fait, cette méthode n'est pas transposable
a une analyse en ligne au cours d'une fermentation.
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1.2 - MATERIELS ET METHODES

1.2.1 - Réactifs
1.2.1.1 - Réactifs pour la fabrication des biocapteurs

- Substrat: pénicilline-V (SIGMA®) avec une masse moléculaire de 388,5g.mol-!

- Albumine: centre de transfusion sanguine

- Glutaraldéhyde: 25% dans l'ean (SIGMA®)

- Eau: Milli Q® ultrapure

- Pénicillinase: SIGMA® (Type 1, 2730 Unités.mg-! protéine ou 13,5% de protéine sont
contenus dans le lyophilisat), de Bacillus cereus:. La pénicillinase, aussi appelée la 83-
lactamase, est répertoriée sous le N° E.C. 3.2.5.6. Elle est produite par différentes bactéries
(Escherichia coli, Bacillus cereus), et de ce fait, sa structure varie, tout comme son poids
moléculaire (de 30 000 & S0 000 Da), suivant la souche bactérienne productrice. La littérature
définit I'unité enzymatique de la pénicillinase comme la quantité d'enzyme qui hydrolyse 1
micromole de Benzylpénicilline (Pénicilline-G) a 30°C et pH=7,0 en 1 minute. La
Phénoxyméthylpénicilline (Pénicilline-V) est plus rapidement catalysée par I'enzyme que la
pénicilline-G [Long, 1971].

1.2.1.2 - Composition et choix du tampon

Les conditions d'activité maximale de la pénicillinase sont & pH=7,0 pour une
température de 25°C [Barmann, 1969]. L'acide pénicilloique a un pka de 3. Il est complétement
ionisé a pH=7 [Woodward et al., 1949]. Donc, le dosage de la pénicilline & un pH de 7 est
avantageux. Nous choisissons une solution de phosphate de sodium dont le pka est 7,2
[Scopes, 1982]. Le tampon, composé d'une solution acide (NaH,POy) et d'une solution
basique (NagHPOy) possede une zone d'efficacité comprise entre pH=5,7 et pH=8,0 [Gomori,
1948]. Ces deux solutions sont mélangées de maniere a obtenir un tampon a pH=7,0 ou
pH=6,5 (application au fermenteur). Ce tampon est aussi intéressant car il stabilise de
nombreuses enzymes [Woodward et al., 1949]. Le chlorure de sodium & une concentration de
0,1 M, est ajouté dans chaque solution de tampon pour compenser les variations de force
ionique [Anzai et al., 1987] et pour stabiliser I'activité de 1'enzyme.
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1.2.1.3 - Composition du milieu de la fermentation
- Préparation du milieu d'aprés Hewetson et al. (1979).

1.2.2 - Appareillage
1.2.2.1 - Mesure électrochimique
- Trois types d'électrodes a pH en verre ont été utilis€s pour immobiliser 'enzyme: €lectrode de
verre Radiometer® (G242C), 4 fond plat; électrode Radiometer® E5036-0, choisie pour sa
configuration; électrode en verre Tacussel® (XG 160), ronde avec une partie 2 fond plat.
- Electrode de référence en verre: Tacussel® (XG 100), a fond plat.
- pH-métre: Radiometer® pH M-64; Research pH meter.
- Enregistreur 2 voies: Sefram® de type TGM 164
- Cellule thermostatée 2 25°C et agitée par agitateur Tacussel®; volume de travail: 25ml
- Vaporisateur & buse Letraset® de type G/80, employé pour l'immobilisation de I'enzyme

1.2.2.2 - Mesure spectrophotométrique
- Spectrophotometre : KONTRON INSTRUMENTS® (Uvikon 860)
- Cuve de spectrophotométrie : en quartz (HELLMA® 100 QS), trajet de 10 mm

1.2.3 - Méthodes
1.2.3.1 - Immobilisation d'enzymes par les techniques conventionnelles
Dans un premier temps, deux techniques utilisées et étudiées antérieurement dans notre
laboratoire pour la réalisation des capteurs enzymatiques a butyrylcholinestérase [El Yamani,
1987; Morelis et Coulet, 1990] ont été choisies pour la réalisation de 1'électrode a pénicillinase.

L'électrode de verre & fond plat est utilisée comme transducteur. Avant 1'immobilisation,
I'électrode est nettoyée selon le procédé suivant: trempages successifs dans de l'acide
chlorhydrique 0,1M, de l'eau distillée et de la soude 0,1M, 3 fois de suite et pendant 15
minutes chaque fois. Aprés avoir été laissée toute une nuit dans du tampon standard a pH 7,0,
elle est rincée avec de l'eau et essuyée parfaitement avec du papier extra-fin. L'immobilisation
est ensuite effectuée selon la maniére suivante:

1) 1000 unités d'enzyme pour 1ml d'albumine sont dissoutes dans une solution tampon
phosphate de sodium 0,01M et 0,1M de NaCl, ce qui correspond d'apres SIGMA® 3
2,7 mg de lyophilisat.ml-1

2) 10 ul de cette solution sont déposés sur la t€te de I'électrode

3) 15 ul de glutaraldéhyde a une concentration de 2,5% sont ajoutés

4) Le mélange est homogénéisé a 'aide d'une spatule



Matériels et méthodes -23- chapitre 1

5) Le mélange est laiss€ a 'air libre pendant 10 minutes, c'est le "temps de réticulation”
6) L'électrode est rincée a 'eau distillée
7) L'électrode est conservée dans un tampon phosphate de sodium 0,01M et 0,1M de NaCl.

-Technigue d'immobilisation conventionnelle II: Utilisation d'une membrane préfonctionnalisée

Des liaisons covalentes sont établies entre un groupe fonctionnel de I'enzyme et un
groupe fonctionnel du support. Le support utilisé est une membrane " Pall Immuno Affinity"
(Pall Bio Support Division) avec une porosité de 0,65 pm. La membrane possede des
groupements fonctionnels greffés, préts a réagir avec les fonctions libres des enzymes.
L'électrode Radiometer® E5036-0 posséde un dispositif pour la fixation de la membrane par
clippage. L'utilisation de cette membrane comme support offre une technique d'immobilisation
simple et rapide [Morelis et Coulet, 1990]. Dans notre laboratoire, le biocapteur de ce type est
réalisé selon le procédé suivant: '

1) Découpage de la membrane a I'emporte-piece (diametre 0,9cm)

2) Séchage sous N et silicagel pendant 2 heures

3) 100 unités d'enzyme sont dissoutes dans une solution de 1ml de tampon phosphate, ce qui
correspond d'apres SIGMA® 30,27 mg de lyophilisat.ml-1

4) Incubation de la membrane dans 1ml de cette solution pendant 2 heures sous agitation

5) Ringage dans le tampon phosphate (4 fois pendant 10 mn)

6) Séchage sous N, et silicagel pendant 2 heures

7) Incubation de la membrane dans une solution a 10% d'albumine a 46°C sous agitation,
pendant 15 mn |

8) Ringage dans le tampon phosphate (4 fois 10 mn)

9) Séchage sous N, et silicagel pendant 2 heures

10) Conservation a + 4°C.

1.2.3.2 - Nouvelle technique d'immobilisation par I'emploi des aérosols

A partir des méthodes conventionnelles d'immobilisation d'enzyme, nous avons réalisé
une nouvelle technique de dépdt de I'enzyme par I'emploi des aérosols.

Au préalable, les électrodes sont rincées comme mentionné dans le § 1.2.3.1.
L'électrode est alors séchée avec du papier fin avant d'€tre immergée pendant 15 minutes dans
une solution d'enzyme contenant 1480 unités de pénicillinase par ml de tampon, ce qui
correspond d'aprés SIGMA® 24 mg de lyophilisat.ml-1. Aprés séchage de I'électrode pendant
20 minutes a 4°C, elle est montée sur un rotateur horizontal, comme montré 2 la Figure 1.8.
Une solution aqueuse de glutaraldéhyde & 2,5% est alors vaporisée pendant 3 secondes sur la
partie sensible de 1'€lectrode en utilisant un vaporisateur a buse, sous une pression de 1,5 bar
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d'azote a la température ambiante, tout en maintenant 'électrode sous une rotation de 50
rotations.mn-1. La réticulation d'enzyme en présence de glutaraldéhyde sur I'électrode est
poursuivie pendant 15 minutes & 4°C, avant de rincer 1'électrode dans le tampon a la
température ambiante pendant 5 minutes. L'électrode est conservée dans le méme tampon a 4°C
quand elle n'est pas utilisée.

Axe rotatif (50 rpm)
@ ‘L_l S0 rom

Jetde
glutaraldéhyde

Réservoir
d'azote p=1,5bar

/ Vaporisateur

Figure 1.8: Equipement pour l'immobilisation d'enzyme par

U'emploi des aérosols

1.2.3.3 - Mesure photométrique
L'activit¢ de la pénicillinase dans le milieu €chantillon est déterminée par
spectrophotométrie. L'enzyme catalysetl'hydrolyse de la pénicilline-V en acide pénicilloique.
Nous mesurons la disparition de la pénicilline-V. Auparavant, une courbe de calibration a
permis de fixer les conditions opératoires de la mesure spectrophotométrique du substrat: milieu
tampon phosphate de sodium 0,1M & pH=7,0; température 25°C; concentration de la
pénicilline-V=5mM; longueur d'onde d'absorption maximale= 249nm.
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1.2.3.4 - Dosage direct dans le milieu échantillon (en batch)

La Figure 1.9 montre le dispositif de mesure. Les deux électrodes sont introduites
dans 25ml de tampon. Dans cette solution, nous ajoutons l'échantillon & mesurer.
L'homogénéité est assurée par l'agitateur. Le pH-métre indique la différence de potentiel entre
les deux é€lectrodes. Il est reli€ a l'enregistreur qui enregistre cette variation de potentiel et le
temps de réponse. Toutes les mesures sont effectuées a 25°C.

électrode

_ électrode de
enzymatique

référence

milieu
échantillon

circulation
d'eau
‘ thermostatée
[ pH- métre -l
1 -
. O
enregisteur agitateur

Wil SN TN SEDNEEESEeSS

Figure 1.9: Déroulement de la mesure directe dans le milieu échantillon

La concentration du substrat diminue continuellement a cause de la réaction
enzymatique, mais cette variation de concentration n'est détectable que si le volume du substrat
est petit. Ainsi, nous supposerons que la concentration en substrat reste constante pendant la
durée des mesures. La réaction qui se déroule au sein de la couche enzymatique ne perturbe pas
le milieu environnant d'une fagon significative.
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1.3 - RESULTATS ET DISCUSSION

1.3.1 - Caractéristique des réactifs et produits

Tout d'abord, quelques manipulations fondamentales sont présentées afin de mieux
connaitre l'importance des caractéristiques de la pénicillinase et de la pénicilline-V.

L'activité de la pénicillinase est déterminée dans une solution tampon au cours de
I'hydrolyse de la pénicilline-V (Figure 1.10 ). Le suivi de la diminution de I'absorbance ala
longueur d'onde de 249 nm permet d'atteindre la cinétique de la réaction enzymatique. Ainsi,
nous avons mesuré une activité de 1408 Unités par mg de protéine ce qui correspond a une

actvité de 198,5 Unités par mg de lyophilisat.
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Figure 1.10: Courbe de la diminution de l'absorbance.
Conditions opératoires: intervalle entre chaque mesure: 15 s; tampon phosphate:
0,IM a pH=7,0; température 25°C; concentration de la pénicilline-V: S5SmM;
longueur d'onde d’absorption maximale: 249nm; solution enzymatique
introduite: 5 il d'une concentration de 0,2 mg de lyophilisat.ml-1

L'activité de la pénicillinase a été €tudiée en spectrophotométrie en fonction du pH
(Figure 1.11). La pénicillinase libre offre un maximum d'activité & pH 7,0, et conserve une
forte activité pour des valeurs trés proches, ce qui confirme certains résultats déja publiés
[Hewetson et al., 1979].
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I'activité maximale

pourcentage de

Figure 1.11: Pourcentage de l'activité de la pénicillinase soluble en
Jonction du pH.
Conditions opératoires: tampon phosphate: 0,1 M & pH=7,0;
température 25°C; solution enzymatique introduite: 5 pl d'une
concentration de 0,2 mg de lyophilisat.ml-1; longueur d'onde
d'absorption maximale: 249 nm

Les stabilit€s d'une solution de pénicilline-V en fonction du temps dans le tampon
phosphate et dans le milieu de la fermentation ont été mesurées. La Figure 1.12 montre une
augmentation du signal au cours du temps dans les deux solutions. Elle est enregistrée comme
interférence par le biocapteur. Une hydrolyse spontanée de la pénicilline a lieu qui provoque
une variation du pH de l'échantillon. Elle est proportionnellement plus importante dans le
milieu de fermentation que dans le tampon et augmente, bien entendu, avec le temps. Aussi,
pour éviter des erreurs dues a la dégradation de la pénicilline, nous avons pris soin d'effectuer
les mesures des témoins rapidement apres leur préparation.
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Figure 1.12: Hydrolyse spontanée de la pénicilline-V
Conditions opératoires: tampon phosphate: 0,0IM a pH=7,0;
10 mM de la pén-V dans le tampon (w ) et dans le milieu de la
fermentation (v); température de stockage: 25°C; conc. de la solution
enzymatique immobilisée: 4mg de Iyophilisat.ml-1 de tampon.

1.3.2 - Biocapteurs réalisés par les méthodes conventionnelles

Plusieurs essais d'immobilisation de la pénicillinase d'aprés la méthode
conventionnelle-I (§ 1.2.3.1) ont été sans succés. Au bout de quelques minutes, la couche
enzymatique se détache de la surface du verre.

Par contre, la méthode d'immobilisation conventionnelle II (I'utilisation de 1a membrane
"Pall"), fournie une bonne réponse de l'électrode au substrat. La réponse de l'électrode
préparée par cette technique est représentée par I'évolution de la différence de potentiel (AE) en
fonction du temps (Figure 1.13).
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Figure 1.13: Réponse caractéristique d'un biocapteur a pénicillinase
réalisé par utilisation de la membrane '"Pall"
Conditions opératoires: tampon phosphate: 0,01M a pH=7,0;
conc. de la pén-V: 10mM;
données du biocapteur: voir § 1.2.3.1 - technique conventionnelle II

L'état stationnaire s'obtient au bout de 6 minutes (temps de réponse) avec une variation
du potentiel assez grande. L'épaisseur et la structure de la membrane ralentissent la diffusion
des corps en présence.

Mais, pour le syst¢tme de mesure que nous envisageons, un temps de réponse tres
rapide est nécessaire. Aussi nous avons recherché une nouvelle technique d'immobilisation
pour diminuer le temps de réponse.

1.3.3 - Etude des paramétres de réponse du biocapteur a pénicillinase réalisé
selon la nouvelle technique d'immobilisation
Hormis le transducteur, la couche enzymatique a une influence considérable sur le temps
de réponse du biocapteur. Afin de réaliser une €lectrode enzymatique a réponse rapide, le temps
de la migration de substrat vers l'intérieur de la couche enzymatique ot il est décomposé en
produit de réaction, doit étre rapide. Une couche enzymatique aussi fine que possible,
accompagnée d'une bonne agitation de la solution de I'€chantillon (ce qui fournit un apport
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constant en substrat) diminue le temps de réponse [Tran Minh, 1992]. La nouvelle technique
d'immobilisation est décrite dans le § 1.2.3.2.

La pénicillinase est greffée directement sur le transducteur en pulvérisant le
polyglutaraldéhyde sur la couche d'enzyme préalablement adsorbée [Meier et al., 1991].

Cette technique d'immobilisation est aussi applicable aux différentes enzymes, décrites
par Kumaran et al. (1991) et Tran Minh et al. (1990).

1.3.3.1 - Epaisseur de la couche enzymatique

La méthode d'immobilisation que nous avons développée, assure un dépdt extrémement
fin de la couche enzymatique sur I'extrémité sensible de 1'électrode de verre. La Figure 1.14
montre une €paisseur de la couche de 1-2 um, environ. Le temps de réponse d'un biocapteur
dépend de la fonction xg%/D (o xg est I'épaisseur de la couche enzymatique et D le coefficient
de diffusion), l'intervalle de temps pour atteindre 1'équilibre des concentrations peut ainsi étre
considérablement raccourci par une diminution de 1'épaisseur de la couche [Laidler et Bunting,
1973; Tran Minh et Broun, 1975].

Figure 1.14: Epaisseur de la couche de pénicillinase réticulée (vue au

microscope électronique); Grossissement: x 4000
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1.3.3.2 - Temps de réponse
En effet, le temps de réponse de 1'électrode préparée par cette nouvelle technique est trés
court, sans doute, a cause de l'extréme minceur du film d'enzyme immobilisée. Pour
différentes concentrations de la pénicilline-V, 1'état stationnaire s'obtient au bout de 5 a 10
secondes (figure 1.15).

60
50 - 20 mM
404 | : 10 mM
S 0] 5mM
E
B 20-
< ] 2.5mM
10 -
1 mM
01
0 10 20 30 40 50 60

temps de réponse (s)

Figure 1.15: Réponses caractéristiques de 1'électrode a pénicillinase en
fonction de différentes concentrations de pénicilline-V.
Conditions opératoires: tampon phosphate: 0,0IM a pH=7,0; conc. de la
solution enzymatique immobilisée: 4mg de lyophilisat.ml-1 de tampon.

Le Tableau 1.1 montre qu'un tel temps de réponse n'a encore jamais €t€ atteint pour une
€lectrode a pénicillinase par d'autres équipes de recherche (en incluant aussi bien les €lectrodes
ou le transducteur est en verre que les transducteurs basés sur des métaux oxydés).
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référence

Papariello et al. (1973)
Nilsson et al. (1973)

Cullen et al. (1974
Nilsson et Mosbach (1978)

temps de réponse

1-2 min
<2 min
1-20 min
2 min

1 min Enfors et Nilsson (1979
4-10 min Hewetson et al. (1979)
2-10 min Kulis et al. (1980)

2-3 min Tor et Freeman (1986)
5-10 min Anzai et Osa (1986)
5-10 min Anzai et al. (1987)
1,5-2 min Shen et Gu (1988)
0,5-5 min Flanagan et Carroll (1985

Taguchi et al. (1990)
notre €lectrode enzymatique

5-10 min
<(0.17 min

Tableau 1.1: Comparaison des temps de réponse cités dans la littérature pour des

électrodes a pénicillinase

Pour revenir 4 I'état initial, nous avons effectué un ringage de la cellule par l'introduction
d'un tampon neuf au moyen d'une pompe péristaltique, avec un débit de 40 ml.min-1. Un
prélévement simultané du tampon et du substrat a été effectué, sous pression réduite. En utilisant
ce procédé, le temps de lavage pour revenir  la ligne de base a ét€ de 2 minutes, environ.

Drautres enzymes (acétylcholinestérase, butyrylcholinestérase) ont €té immobilisées par
cette technique. Pour ces électrodes enzymatiques, les temps de réponse sont aussi trés courts,
par rapport a ceux obtenus avec les mé€mes types d'€lectrodes, citées dans la littérature
[Kumaran, 1991].

1.3.3.3 - Structure de la couche enzymatique
L'électrode préparée selon cette méthode montre aussi un réseau d'enzyme trés
homogene avant (Figure 1.16) et aprés réticulation a l'aide de la technique de vaporisation
(Figure 1.17). La couche homogéne assure une adhérence solide & la surface sensible de
I'électrode. Ainsi, un détachement du film enzymatique pour des raisons mécaniques (agitation

par barreau magnétique et ringage de 1'électrode) est évité.



chapitre 1

-33-

Résultats et discussion

tion du glutaraldéhyde

isa

.

t vapor

[linase avan
icroscope

.

P

énici

Couche de p

igure 1.16

F

x 600

Grossissement

lectronique);

é

(vue au m

du glutaraldéhyde

ion

t

isa
Gross

eés vapori

by

.

llinase apr

ici
(vue au microscope

.

-

en

Couche de p

A7

1

Figure

x 600

issement

b

ique)

lectron

é



Résultats-et discussion -34- chapitre 1

1.3.3.4 - Courbe d'étalonnage
La courbe, représentant la variation du potentiel, AE, en fonction du logarithme de la
concentration en pénicilline, montre une partie linéaire entre 1,5 mM et 15 mM (Figure 1.18).
La courbe donne une limite de détection de 0,1 mM environ.

60

AE (mV)
o

O T ——r—rTrrrTy —r—r—rTrrrT
10 ! 10 ° 0! 10 2
pénicilline-V (mM)
Figure 1.18: Courbe d’étalonnage pour ['électrode.
Conditions opératoires: tampon phosphate: 0,01 M a pH=7,0; conc. de la
solution enzymatique immobilisée: 4 mg de lyophilisat.ml-1 de tampon.

1.3.3.5 - Réversibilité

L'électrode a pénicillinase présente une bonne réversibilité. La réponse de 1'électrode est
sensiblement identique pour une concentration donnée en substrat si l'on utilise des
concentrations croissantes ou décroissantes du substrat (Figure 1.19). Nous avons seulement
observé un effet d'hystérésis relativement faible, c'est-a-dire 'obtention de denx états
stationnaires légérement différents pour les concentrations croissantes et décroissantes. Ce
phénomene peut s'expliquer par une autocatalyse de la réaction par le produit [Durand, 1981].
La concentration du substrat est augmentée en introduisant une solution de 500 mM de la
pénicilline-V dans la cellule et diminuée en introduisant une solution précalculée du tampon. La
différence des temps de réponses entre les concentrations croissantes et décroissantes du
substrat est due au temps plus élevé nécessaire pour atteindre I'homogénité quand on fait
décroitre la concentration. Dans ce cas, le volume 2 agiter est plus grand, comparé au petit
volume ajouté pour augmenter la concentration du substrat.

Pour revenir a 1'état initial, nous avons effectué aussi un ringage de la cellule par

I'introduction d'un tampon, avec un débit de 40 ml.min-1.
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Figure 1.19: Réversibilité de l'électrode
Conditions opératoires: tampon phosphate: 0,01 M a pH=7,0; conc. de

1

100 120 140 180 180 200

la solution enzymatique immobilisée: 2 mg de lyophilisar.ml-1 de tampon

1.3.3.6 - Stabilité de 1'électrode au stockage & basse température

La stabilité de l'électrode en fonction du temps a été mesurée périodiquement.

Premi€rement, nous avons appliqué un usage intermédiaire entre le stockage de I'électrode a

basse température et son utilisation en continu, d'apres le schéma suivant: apres la préparation

de 3 électrodes enzymatiques, chaque €lectrode a été utilisée pendant 7 heures par jour durant
une période de 5 jours, en dosant des concentrations différentes du substrat. Entre ces
manipulations et apres cette période, le capteur a été conservé dans le tampon phosphate a 4°C.
Nous avons constaté une bonne stabilité de I'électrode pendant les 12 premiers jours (Figure
1.20). Ensuite, on observe une perte d'activité. La diminution de l'activité au bout de 12 jours

peut s'expliquer par la dénaturation de 1'enzyme proprement dite et par la perte de 'enzyme par

rupture mécanique entre l'enzyme, le polyglutaraldéhyde et la surface de I'€lectrode.
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Figure 1.20: Stabilité de l'électrode
Conditions opératoires: conc. de la pénicilline-V: 5 mM; tampon phosphate:
0,01 M apH=7,0, les détails de 'utilisation sont présentés dans le texte; conc.
de la solution enzymatique immobilisée: 4 mg de lyophilisat.ml-1 de tampdn

1.3.3.7 - Influence de la température du milieu environnant

Nous avons fait varier la température de la cellule afin d'étudier l'influence de la
température sur l'activité de I'enzyme. Aprés chaque mesure effectuée a une température
donnée, la cellule est alors réajustée a 25°C (température témoin) pour réaliser une mesure de
contr6le. L'influence de la température de la cellule sur la réponse du biocapteur est montrée
dans la Figure 1.21.

Jusqu'a 45°C, la réponse du capteur reste constante et maximale. Au-dela de cette
température, la réponse de l'électrode est plus faible, sans que la perte d'activité soit
irréversible, puisqu'une nouvelle mesure & 25°C redonne la réponse maximale.

Nous pouvons constater que l'enzyme elle-méme n'est pas encore dégradée. Il s'agit
donc d'une diminution de son activité en fonction de la température, plutdt que d'une

dégradation irréversible de I'enzyme dans les conditions expérimentales.
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Figure 1.21: Influence de la température de la cellule sur la
réponse de l'électrode.
Conditions opératoires: conc. de la pénicilline-V: 5SmM; tampon
phosphate: 0,0IM a pH=7,0; conc.de la solution enzymatique
immobilisée: 4mg de Iyophilisat.ml-! de tampon,; stockage a 4 °C

1.3.3.8 - Influence de la valeur du pH

Nous avons procé€dé a I'étalonnage de 1'€lectrode a différentes valeurs du pH du tampon
et du milieu de la fermentation, & concentration constante du substrat. La courbe de la
Figure 1.22 montre que l'activité de la pénicillinase est optimale pour un pH compris entre 6,8
et 7,0 dans le tampon et autour d'un pH 2 7,5 dans le milieu de la fermentation. Pour les
mesures dans le tampon, nous constatons que le domaine d'activité maximale est plus restreint
que celui du milieu de fermentation.

Par conséquent, pour avoir des résultats reproductibles, nous avons effectué toutes nos
mesures sur des échantillons dont le pH est fixé et maintenu constant. Pour obtenir la sensibilité
la meilleure, nous avons choisi une valeur du pH & 7,0 pour les mesures ou le milieu

échantillon est le tampon.
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Figure 1.22: Effet de la valeur du pH sur la réponse de l'électrode
Conditions opératoires: conc. de la pénicilline-V: 10mM; mesures dans le
tampon phosphate-0,01M (+) et dans le milieu de la fermentation (m ),
composé selon Hewetson et al., (1979); conc. de la solution enzymatique
immobilisée: 4 mg de lyophilisar.mi-1 de tampon '

1.3.3.9 - Effet de la concentration du tampon
Nous avons procédé a I'étalonnage de I'électrode a différentes concentrations du milieu
tampon phosphate. Les courbes de la Figure 1.23 montrent que l'augmentation de la
concentration du tampon se traduit a la fois par:
- une baisse de la limite de détection,
- une baisse de la sensibilité
- une diminution de la partie linéaire de la courbe de réponse.

Cependant, parallelement a ces désavantages, les tampons phosphates plus concentrés
affaiblissent le bruit de fond de la réponse. Dong, il faut trouver un compromis entre une
sensibilité suffisante et un bruit de fond acceptable. Pour cette raison, nous avons opté pour un
tampon phosphate de concentration 0,01M, bien que les performances de 1'électrode soient

meilleures dans le tampon 0,005M.
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Figure 1.23: Effet de la variation de la capacité du tampon sur la
réponse de l'électrode.
Conditions opératoires. conc. de la pénicilline-V: 10 mM; tampons
phosphate sa pH=7,0; conc.de la solution enzymatique immobilisée:
4 mg de lyophilisat.ml-! de tampon;
conc. du tampon: (n) 0,005M; (8) 0,01M, (&) 0,05M; (<) 0,IM.

1.3.3.10 - Influence de la concentration du milieu de fermentation

Nous avons simul€ les conditions de mesure de la pénicilline-V pendant la fermentation.
Un étalonnage de I'électrode a été effectué successivement dans le tampon phosphate pur, dans
une forte dilution milieu de fermentation/tampon et enfin dans le milieu de fermentation pur.
Tous les échantillons n'ont pas €té filtrés. Les courbes de la figure 1.24 présentent les effets
des différents milieux sur la réponse du capteur: une diminution de la limite de détection, de la
sensibilité de 1'électrode et de la partie linéaire de la courbe d'étalonnage se produit dans les
solutions contenant une plus forte quantité du milieu de fermentation. La baisse de la sensibilité
peut s'expliquer par l'inhibition des substances contenues dans le milieu de fermentation

[Mascini et Palleschi, 1989].
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Figure 1.24: Comparaison des courbes de calibration enregistrées
dans les différentes solutions non filtrées
Conditions opératoires: solutions a pH=7,0; conc. de la solution
enzymatique immobilisée: 4mg de Iyophilisat.ml-1 de tampon;
milieux échantillon: (8) 100% tampon-0,0IM (&) 90% tampon /10%
milieu de fermentation, (B) milieu de fermentation nor dilué

1.3.3.11 - Influence de la concentration en enzyme immobilisée
Trois électrodes a pénicillinase ont €t€ mises au point en ne faisant varier qu'un seul
parametre de montage: la concentration en enzyme, tous les autres parameétres restant
identiques. La Figure 1.25 met en évidence les résultats obtenus et trois remarques s'imposent:
- la sensibilité de 1'électrode est d'autant plus élevée que la concentration en enzyme est forte.
- la partie linéaire de la courbe de réponse est d'autant plus longue que la concentration en

enzyme est forte.
- en-dessous d'une concentration minimale de substrat, les courbes de réponse sont identiques.
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Pour les faibles concentrations en substrat, la concentration en enzyme la moins élevée
est suffisante et une augmentation de celle-ci ne change pas les résultats dans ce domaine,
I'enzyme étant alors en excés. La limite de détection, de 1'ordre de 0,1mM, reste constante,
avec des concentrations différentes en enzyme [Tran Minh, 1991].
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Figure 1.25: Effet de la variation des concentrations de la solution
d'enzyme sur la réponse de l'électrode
Conditions opératoires: conc. du tampon: 0,0I1M a pH=7,0; concentration de la
solution enzymatique immobilisée: (8) 4mg de lyophilisat.ml-1 de tampon, ()
2 mg de lyophilisar.ml-! de tampon, (w) Img de lyophilisat.ml-1 de tampon.

1.3.3.12 - Reproductibilité de la réalisation du biocapteur

La reproductibilité du capteur pour les dosages de substrat a été étudiée pour trois
€lectrodes de méme type, mais préparées séparément. Les capteurs ont été réalisés en série, en
respectant soigneusement les mémes conditions du procédé d'immobilisation. Une bonne
reproductibilité du biocapteur est constatée pour les 3 électrodes différentes en ce qui concerne
leur sensibilit€ aussi bien que leur temps de réponse (Figure 1.26).On peut seulement observer
un faible écart de la ligne de base entre les capteurs, vraisemblablement dii au transducteur
méme: en effet, un €talonnage des électrodes a pH n'a pas été effectué avant I'immobilisation

d'enzyme.
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Figure 1.26: Reproductibilité des signaux obtenus avec 3 transducteurs, préparés
séparément selon la nouvelle technique d'immobilisation
Conditions opératoires: conc. de la pénicilline-V: SmM  tampon phosphate: 0,01M ;
conc. de la solution enzymatique immobilisée: 4mg de lyophilisat.ml-1 de tampon

1.4 - CONCLUSION

Nous avions pour objectif de réaliser une électrode enzymatique a réponse rapide en vue
de son utilisation au cours d'une fermentation.

D'abord, une étude bibliographique a révél€ tous les probleémes liés a des mesures en
cours de fermentation: notamment, stérilit€ et complexité du milieu, durée du procéssus.
Ensuite, une recherche bibliographique sur les systémes de mesure des produits et du substrat
en cours de fermentation nous a montré 'existence de plusieurs procédés, mais tous posent
des problémes concernant notamment leur facilité d'utilisation, leur sensibilité et leur stabilité.

Puis, en s'appuyant sur des techniques décrites dans la littérature, et basées sur la
formation de liaisons covalentes entre I'enzyme et un agent pontant, nous avons mis au point
une nouvelle technique dimmobilisation de I'enzyme sur I'électrode de verre [Tran Minh et al.,
1990; Meier et al., 1991; Kumaran et al., 1991].

Ce procédé assure un temps de réponse extrémement court et encore jamais atteint pour
une telle électrode. Cette performance est un avantage indéniable pour des mesures en continu.
De plus, cette électrode présente une réversibilité satisfaisante, une bonne reproductibilité des
performances du biocapteur €t une bonne stabilité pendant une durée compatible avec son
utilisation au cours d'une fermentation.

Enfin, nous avons analysé tous les parameétres pouvant agir, dans la pratique, sur le
comportement de l'enzyme immobilisée: le pH, les concentrations du substrét, du tampon
phosphate et du milieu de fermentation. Cette analyse nous a permis de déterminer les
conditions opératoires optimales d'utilisation de 1'électrode, notamment pour le suivi de la
fermentation, par son intégration dans le syst¢tme de mesure en flux continu.



CHAPITRE 2
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2 - ANALYSE PAR INJECTION EN FLUX CONTINU (FIA): DOSAGE
DIRECT ET RAPIDE DE LA CONCENTRATION DE PENICILLINE
PAR BIOCAPTEUR

LaFIA a éi€ appliquée pour le dosage de nombreux composés en phase liquide [Ruzicka
et Hansen, 1988]. L'association d'un biocapteur avec la FIA permet une cadence de mesure
€levée. Cependant la rapidité de l'analyse peut &tre limitée par le détecteur, comme dans notre
cas avec l'électrode enzymatique. Les courbes de réponse n'atteignent pas le plateau
- correspondant a l'état stationnaire (comme dans le cas de la mesure en batch), mais se
présentent sous forme de pic de réponse correspondant 2 la concentration du substrat & détecter.
La Figure 2.1 permet de comparer l'influence du temps de réponse de 1'électrode enzymatique
sur la hauteur et la forme du pic obtenue par le systeme FIA avec la réponse en systéme batch.
En travaillant avec un capteur a réponse rapide, compte tenu de la vitesse de passage de
I'échantillon vers le capteur, un temps court de cycle de mesure par la FIA est possible, tout en
assurant un pic élevé, ce qui améliore le rapport signal/bruit [Tran Minh, 1991].

A réponse a I'état stationnaire

b o o e e -

- réponse rapide d'un biocapteur

réponse (mV)

— réponse lente d'un biocapteur

P
temps

Figure 2.1: Réponses d'électrodes enzymatiques en batch et en systeme FIA

L'intérét des travaux présentés dans cette partie, réside dans l'exploitation des propriétés
de I'électrode a pénicillinase mise au point et notamment de son temps de réponse tres rapide,
en vue de l'intégrer dans le systéme FIA d'une facon performante, simple et fiable. Le montage
des systémes de FIA et la réalisation de deux types de cellule de détection sont réalisés dans le
but d'obtenir une cadence de mesure €levée. Ainsi il pourrait s'appliquer a des mesures de
routine, tel que le contrdle de médicaments, ce qui offre déja un vaste champ d'application pour
le systeme FIA [Rios et al., 1985].



Rappel bibliographique -44- chapitre 2

2.1 - RAPPEL BIBLIOGRAPHIQUE

2.1.1 - Définition d'un systeme d'analyse par injection en flux continu (FIA)

Le systeme FIA (Flow Injection Analysis) est une méthode basée sur I'injection d'un
échantillon liquide dans un flux continu mobile et non segmenté. L'échantillon injecté forme
une zone de liquide qui est alors transportée vers un détecteur. Les variations d'absorbance, du
potentiel de I'électrode ou d'un autre parametre physique, peuvent ainsi étre mesurées dés que
I'échantilion entre en contact avec le détecteur [Ruzicka et Hansen, 1988].

2.1.2 - Principe et caractéristiques de la FIA

Un systeéme simplifié de la FIA est présenté sur la Figure 2.2a. Ce systéme FIA
classique se compose d'une pompe pour le flux porteur, d'une vanne d'injection pour
I'échantillon, d'un réacteur et d'un détecteur. Selon le principe de détection utilisé, il est
possible de rajouter un réactif aux composants du flux porteur afin de réaliser la transformation
chimique nécessaire a 1'obtention d'un produit détectable.

Sur la Figure 2.2b on voit le comportement de 1'échantillon tout au long du syste¢me
FIA. Immédiatement apres l'injection de 1'échantillon dans le flux porteur, il se forme une zone
bien définie qui se disperse cependant durant son transfert vers le détecteur. Ainsi, la largeur du
pic détecté dépend proportionnellement de la dispersion dans le tube. La dispersion de
I'échantillon dans le flux porteur est due & la convection et aux diffusions axiale et radiale. On
peut constater que plus le temps entre l'injection et 1a détection est court, plus la dispersion est
faible, plus la dynamique du pic est importante et plus le temps de cycle de mesure peut étre
TaCCOUrCi.

La forme et la hauteur de I'amplitude du pic de réponse expriment la concentration de la
substance injectée et fournissent une information cinétique sur la réaction enzymatique ou
chimique qui se déroule en continu dans le flux [Ruzicka et Christian, 1990].

L'injection d'un faible volume d'échantillon dans un volume important soumis au
dosage conduit au phénoméne de dispersion (Figure 2.2). La dispersion s'exprime par:

D o (2.1)

- Cmax

ou D est le coefficient de dispersion, Cp la concentration de substance détectée a I'état
stationnaire et Cpax la concentration de substance représentée par le sommet du pic obtenu par
la FIA (voir Figure 2.3). L'état stationnaire est atteint lorsque tout le volume de la cellule est
occupé par I'échantillon. La dispersion croit & mesure que le volume d'échantillon injecté
diminue. En méme temps, la durée pour effectuer une mesure devient plus courte mais la



Rappel bibliographique -45- chapitre 2

sensibilité du signal diminue. Afin d'obtenir une cadence d'échantillonnage €levée tout en
respectant une sensibilité suffisante, un capteur a réponse rapide est donc nécessaire.
L'influence des paramétres opératoires de la FIA sur la cadence est donnée par 1'équation
suivante [Ruzicka et Hansen, 1984]:

(VR + 4VED=2)) 2.2)

teycle = Wp

ol teycle €5t le temps total nécessaire a la mesure d'un échantillon, Vg est le volume de réacteur,
VE(D=2) est le volume d'injection nécessaire pour atteindre 50% de la réponse obtenue a 1'état
stationnaire (dispersion=2) et Wp est le débit flux porteur (voir Figure 2.3). 11 est donc possible
de faire varier ces paramétres, afin d'obtenir un temps tcycie COurt et, par conséquent, une
cadence d'échantillonnage élevée, en acceptant les contraintes induites sur la sensibilité et la
consommation des réactifs, par exemple.

échantillon
vanne
pompe d'injection " détecteur
porteur =———#tO % 7 nyy—— [ déchets
4
4 réacteur
I'éaCﬁf --->.° —----—---'

détecteur

(b)

Figure 2.2: Configuration de base d'un systéeme FIA (a) et zone de
dispersion de l'échantillon dans le tube (b)
zone de dispersion immédiatement aprés l'injection (au temps tp) et au
moment du passage dans le détecteur (au temps 11)
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Figure 2.3: Pic de détection, dispersion et temps de mesure d'un
échantillon dans le systéme FIA

L'analyse par FIA comprend les caractéristiques suivantes:
- I'injection, par introduction rapide et ponctuelle de I'échantillon,
- le pilotage exact et reproductible des pompes et des vannes (analyse en temps fixe),
- le contrdle de la dispersion de I'échantillon entre l'injection et la détection.

Ces caractéristiques contribuent significativement aux avantages majeurs suivants:

- un systeme d'analyse fiable, exact et précis,

- une réduction du temps d'analyse, permettant 'augmentation de la cadence d'échantillonnage
(d'aprés Ruzicka et Hansen (1988) un systéme FIA performant devrait étre capable d'analyser
120 échantillons par heure),

- une réduction des cofits de main d'oeuvre,

- une large flexibilit€ permettant une bonne adaptation aux contraintes demandées,

- un faible volume d'échantillon,

- une automatisation simplifiée,

- une contamination du manipulateur évitée, par un systéme automatisé, dans les situations a
risques.

2.1.3 - Utilisation des enzymes immobilisées en FIA

Par leur sélectivité et leurs faibles cofits, les enzymes immobilisées représentent des
compléments attrayants aux avantages propres du systéme FIA. Elles offrent ainsi des
potentialités supérieures a celles des enzymes en solution, utilisées auparavant [Ruzicka et
Hansen, 1986]. Lorsque la technique enzymatique est combinée avec une méthode FIA, les
détecteurs électrochimiques sont les plus fréquemment utilisés [Ruz et al., 1988]. La
combinaison des enzymes immobilisées avec une méthode FIA a ét€ décrite a partir de 1982.
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Griéce a ses avantages, la FIA en association avec les techniques enzymatiques est devenue un
excellent systtme analytique et le nombre de ses applications augmente rapidement [Ruz et al.,
1988], dans différents domaines comme les bioprocédés [Nikolasjen et al., 1988], les études
cliniques [Solich et al., 1989], I'alimentation [Kiba et al., 1990], la pharmacie [Valcarel et De
Castro, 1989] et I'environnement [Kumaran et Tran Minh, 1992].

Dans toutes ces études, 1'enzyme est immobilisée dans un réacteur qui est installé devant
le détecteur approprié. Les incorporations directes des électrodes enzymatiques dans un
systéeme FIA, qui n'exige plus de réacteur enzymatique, sont trés rarement signalées. Les
électrodes enzymatiques incorporées directement dans le flux d'un syst¢me FIA ne répondent
pas & la demande d'une cadence d'échantillonnage élevée, c'est-a-dire une cadence minimale de
120 par heure, pour un syst¢me FIA performant (voir § 2.1.3). La diffusion lente des corps en
présence a travers la couche enzymatique, ce qui conduit & un temps de réponse compris entre
25 secondes et 30 minutes pour les mesures en batch [Tran Minh, 1989], est un obstacle pour
la réalisation d'une telle cadence.

Une détection directe par €lectrode enzymatique sensible au glucose est présentée par
[Trojanowicz et al., 1990]. Elle permet d'atteindre une cadence d'échantillonnage de 25 par
heure, environ. Une autre étude décrit la comparaison des performances d'un systéme FIA,
utilisé pour le dosage du L-glutamate, avec 1'enzyme immobilisée au sein d'un réacteur ou
directement sur I'électrode. La cadence d'échantillonnage réalisée par détection a l'aide d'un
réacteur enzymatique combiné avec une €lectrode de platine est de l'ordre de 120 échantillons
par heure, tandis que la détection directe par l'électrode enzymatique ne permet que 60
€chantillons par heure. L'explication de ce décalage est donnée par la diffusion lente du L-
glutamate a travers la couche enzytnatique immobilisée sur 'électrode [Yao et al., 1990].

2.1.4 - Applications de différentes techniques enzymatiques pour le dosage de

la pénicilline a I'aide d'un syst¢me FIA

Le dosage de la pénicilline & I'aide de la technique enzymatique coupl€ a la FIA est décrit
dans la bibliographie par les méthodes de détection suivantes: spectrophotométrie [Schneider,
1984; Yerian et al., 1988; Van Opstal et al., 1990; Xie et al., 1992; Carlsen et al., 1993],
thermo- ou enthalpimétrie [Decristoforo and Danielsson, 1984] et par la méthode
électrochimique [Rushling et al., 1976; Gnanasekaran and Mottola, 1985; Olsson, 1988;
Wolters and al., 1990].

Les performances des différents systémes FIA sont mentionnées ci-dessous en
distinguant les types de détecteurs apres la réaction enzymatique. Dans ces études, le réacteur a
pénicillinase est installé au sein de la chaine de systéme FIA, juste avant le détecteur, soit du
type thermométrique, spectrophotométrique ou électrochimique.
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2.1.4.1 - Détecteurs thermométriques et spectrophotométriques

Les détecteurs thermométriques & enzymes, appel€s aussi capteurs enthalpimétriques a
enzymes, détectent la substance & doser par l'intermédiaire de la variation d'enthalpie provenant
de la réaction enzymatique. Cette variation se déroule dans le réacteur et est mesurée a l'aide
d'une thermistance [Decristoforo and Danielsson, 1984]. La partie linéaire de la courbe
d'étalonnage obtenue par cette méthode est de l'ordre de 0,5 & 25 mM, et le coefficient de
variance du signal de réponse (r.s.d.) est inférieure a 1%. La cadence d'échantillonnage se situe
entre 40 et 45 mesures par heure.

Les détecteurs de type spectrophotométrique installés en bout de chaine FIA sont
mentionnés ci-dessous. Le flux porteur contenant l'acide pénicilloique (issu de la réaction
enzymatique dans le réacteur) est mélangé a la sortie du réacteur avec des solutions de chlorure
de mercure(Il) et d'acide molybdoarsénique [Schneider, 1984]. Ainsi, la formation du
molybdéne est mesuré par le spectrophotometre. Cependant, la conception du systéme FIA est
complexe a cause de l'utilisation nécessaire de deux réactifs qui doivent étre mélangés et
rajoutés au flux porteur. De plus, une température de 45°C, nécessaire, provoque 1'apparition
des bulles dans le systéme. Les performances du systéme ne sont données que pour
l'application au fermenteur et seront citées au chapitre 3.

La détermination de la pénicilline dans les formulations pharmaceutiques (gelules,
comprimés et solutions injectables) est décrite par l'intervention d'un autre réactif, 1'iode, a la
sortie du réacteur enzymatique [Van Opstal et al., 1990]. L'apparition de I'acide pénicilloique
suite & la réaction enzymatique, consomme l'iode dans ce systeme d'analyse. Avant
I'introduction au systéme FIA, de l'amidon est mélangé avec l'iode. La diminution de
I'absorbance du complexe iode/amidon, due & la consommation de l'iode, est détectée par le
spectrophotomeétre. Les performances rapportées de la FIA sont les suivantes: partie linéaire de
la courbe d'étalonnage entre 0,1 et 0,5mM; cadence: 30 échantillons par heure.

Tres récemment, ces deux méthodes "molybdéne” et "iode" adaptées a la FIA ont été
appliquées et comparées [Carlsen et al.,, 1993]. Le détecteur est dans ces cas le
spectrophotometre. La construction de cette chaine du systeme FIA est comparable avec le
systeme décrit auparavant [Van Opstal et al., 1990]. L'application du systéme FIA utilisant
cette méthode est exclusivement décrite pour le suivi de la fermentation de pénicilline et sera
citée au chapitre 3. ‘

Enfin, un syst¢me commercialis¢ de la FIA (Tecator FIAstar 5020®) a été utilisé afin de
détecter la concentration de la pénicilline via des fibres optiques [Yerian et al., 1988]. Au sein
du systéme, un réseau de fibres optiques est interfacé au réacteur, ot la pénicillinase est
immobilisée avec un indicateur coloré acide/base. Le changement de couleur, entrainé par la
variation de pH, est transmis & la cellule de détection qui est couplée au spectrophotometre. Les
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performances du systéme montre une partie linéaire de la courbe d'étalonnage jusqu'a 2mM. La
cadence d'échantillonnage n'est pas précisée.

2.1.4.2 - Détecteurs €électrochimiques associ€s au réacteur enzymatique

Le premier systéme d'analyse en continu de la pénicilline a été€ réalisé selon la méthode
conventionnelle en flux continu [Rushling et al., 1976]. L'échantillon est ici ajouté au flux de
tampon alternativement avec une solution de ringage au lieu d'étre injecté en une seule fois.
Cela entraine un pic de réponse plus large. Les conditions opératoires de l'analyseur en flux
continu conventionnel ont €t choisies afin de donner un teycle court (1 mn pour la réponse et
9 mn pour le lavage environ) et un seuil de sensibilité satisfaisant. Ainsi, une courbe
d'étalonnage linéaire entre 0,08 et 0,5mM a été obtenue. La reproductibilité de la méthode est
inférieure 4 2 %, mais la cadence d'échantillonnage ne dépasse pas 6 mesures par heure. Selon
Snyder (1980), le principal avantage du systéme FIA est de doubler la cadence des mesures.

Un premier systéme performant contenant un détecteur €lectrochimique associé au
réacteur enzymatique au sein d'un systeme FIA a été présenté en 1985 pour la détermination de
la pénicilline dans différents fluides biologiques [Gnanasekaran and Mottola, 1985].
L'analyseur assure une cadence jusqu'a 150 échantillons par heure. Cependant le domaine de
détection ne dépasse pas 0,05 &2 0,5 mM. Dans ce systéme, une €lectrode combinée de pH est
incorporée dans une cellule de détection a jet vertical.

Une chaine de systéme FIA proche de celle mentionnée auparavant, mais avec plusieurs
modifications afin d'améliorer l'exactitude des mesures, a été montée pour la détermination de
la pénicilline dans les préparations pharmaceutiques [Olsson, 1988]. L'influence de la force du
tampon sur la réponse de I'électrode a été diminuée par la préparation d'un mélange de
différentes solutions du tampon (avec divers pkg, liés entre des valeurs de pH de 6 a 8), afin
d'établir une relation linéaire entre le changement de pH et les concentrations des H' libérés,
durant la réaction enzymatique. Avec ce systéme, la partie linéaire de la courbe d'étalonnage se
situe entre 0,1 et 15 mM. Dans ce domaine le coefficient de variance du signal de réponse est
d'environ 2%. Une mesure de 60 échantillons par heure est possible.

Pour les trois analyseurs rapportés auparavant, la libération des ions H* est directement
mesurée par I'électrode de pH de type potentiométrique, tandis que la méthode suivante utilise
un détecteur ampérométrique pour mesurer la diminution de la concentration de 1'iode [Wolters
et al., 1990]. La chaine de mesure de la FIA correspond au systéme décrit sous le § 2.1.4.1
[Van Opstal et al., 1990]. Le systeme montre une courbe d’étalonnagé linéaire entre 0,05 et
0,25mM (r.s.d. < 1%) et une cadence de 20 échantillons par heure. Il présente donc une bonne

analogie avec les mesures de référence.
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2.1.4.3 - Dosages directs par biocapteurs

Récemment, un biocapteur a fibre optique a été réalis€. Il est capable de détecter la
concentration de la pénicilline griace a l'immobilisation, directement a I'extrémité des fibres
optiques, d'une membrane a enzyme/fluoresceine isothiocyanate [Xie et al., 1992]. La
membrane est maintenue par un joint torique, autour d'un tube en téflon, contenant le réseau
des fibres. Le capteur est incorporé dans une cellule de détection. La fluorescence, dépendante
du pH du complexe fluoresceine isothiocyanate, est utilisée afin de mesurer la variation du pH
en fonction de la pénicilline a l'aide d'un spectrophotometre. Une linéarité de la courbe
d'étalonnage entre 0 et 10 mM est obtenue avec ce capteur, mais la cadence est seulement de 6
échantillons par heure.

La détermination de la pénicilline directement par une électrode enzymatique incorporée
dans un syst¢éme FIA n'avait pas été décrite dans la bibliographie avant cette étude. Pourtant
I'utilisation d'une telle électrode permettrait une simplification majeure du systéme FIA par la
suppression du réacteur enzymatique. La perte de charge, qui risque de faire apparaitre des
bulles au sein de la solution et d'user plus rapidement le systéme d'analyse, serait éliminée du
méme coup. Ces problémes de perte de charge ont été constatées notamment lorsqu'un réacteur
de type "packed-bed" est utilis€é [Van Opstal et al., 1990]. Cependant, les contraintes,
notamment de cadences, imposées au capteur avaient, jusqu'alors, interdit la réalisation de
mesures directes par une €lectrode a pénicillinase incorporée dans le systeme FIA.

Le systtme qui va maintenant étre présenté a bénéfici€é du mode particulier
d'immobilisation de l'enzyme sur l'électrode (voir § 1) et de la réalisation de cellules de
détection appropriées pour contourner ces obstacles et permettre ainsi un dosage direct et rapide
de la pénicilline par un biocapteur intégré au systéme FIA.
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2.2 - MATERIELS ET METHODES

2.2.1 - Réactifs
- Pénicillinase de Bacillus cereus:: SIGMA® (Type 1, 2300 Unités.mg protéine-! ot 14,1 % de
protéines sont contenus dans le lyophilisat)
- Les auntres réactifs utilisés pendant les mesures avec le systéme FIA correspondent a ceux
décrits en § 1.2.1 pour les mesures en batch, & l'exception de 1'albumine qui n'était pas
employée.

2.2.2 - Appareillage et équipement pour le dosage par systeme biocapteur-FIA
- Electrode combinée en verre dINGOLD® (Lot 403-M8-S7) incorporée dans la cellule CDET;
cette €lectrode possede un embout plat d'or le nom d'électrode plate
- Electrode combinée en verre de SCHOTT® (H 8281) incorporée dans la cellule CDJV;
cette électrode posseéde un embout hémisphérique d'o le nom d'électrode hémisphérique
- pH-métre : Radiometer® pH M-64
- Enregistreur 2 voies: Sefram® type TGM 164
- Vaporisateur a buse Letraset® type G/30 employé pour I'immobilisation de l'enzyme
- Tuyaux: Tygon® de différents diametres
- Différents boucles d'injection: Rheodyne®
- Pompes péristaltiques a 2 voies: Ismatec SA®
- Vanne d'injection: Rheodyne®
- Cellules de détection, congues au laboratoire (voir § 2.2.3.2), thermostatées & 25°C

2.2.3 - Méthodes
2.2.3.1 - Immobilisation d'enzyme sur €lectrodes combinées en verre

L'immobilisation de la pénicillinase sur les parties sensibles des électrodes combinées
est réalisée selon la méthode décrite en § 1.2.3.2. Pour toutes les immobilisations effectuées,
les deux électrodes ont ét€ immergées dans une solution de la pénicillinase contenant 4 mg de
lyophilisat par 1 ml de tampon, ce qui correspond d'apres SIGMA® 2 1300 Unités de l'enzyme
Les éléments de référence des deux électrodes ont été€ protégés durant la période
d'immobilisation par des clips en plastique, afin d'éviter un contact avec les solutions d'enzyme
et de glutaraldéhyde.
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2.2.3.2 - Mise au point et fonctionnement des cellules & écoulement transversal
(CDET) et a jet vertical (CDJV)

Hormis les performances du biocapteur et les caractéristiques du systéme FIA, la cellule
de détection agit sur I'analyse, notamment au niveau de la rapidité et la sensibilité. Deux cellules
différentes, une cellule de détection & écoulement transversal (CDET) et une cellule a jet vertical
(CDIJV), ont €t€ construites et réalisées comme décrit ci-dessous. La conception des cellules
permet une régulation de la température pendant les mesures.

La littérature décrit 1a mesure directe par biocapteur incorporé dans des cellules de type
CDET [Trojanowicz et al., 1990; Yao et al., 1990], tandis qu'uniquement des capteurs non
biologiques ont €t€ installés dans des cellules de type CDJV [Frenzel et Britter, 1986; Douglas,
1989; Wang et Chen, 1991].

1) Cellule de détection & écoulement transversal (CDET)
La cellule de détection avec une entrée transversale ("flow-through entry") a la surface
active de l'électrode combinée (type plate d'Ingold®) est présentée dans la Figure 2.4.

vers le pH-métre
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Figure 2.4: Schéma du coeur de la cellule de type CDET

Elle est usinée & partir de pi¢ces cylindriques en plexiglas. A I'intérieur du cylindre se
trouve un piston en PTFE (@ = 8 mm, longeur = 40 mm). Deux canaux, percés a travers le
corps de la cellule, permettent l'introduction d'aiguilles de seringue (@ = 0,8 mm). L'aiguille
de gauche, au dessous de la couche enzymatique, assure l'entrée du flux dans l'espace de
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mesure. Apres le contact avec la couche enzymatique, le flux sort via l'autre aiguille (sortie),
assurant ainsi un écoulement transversal & la surface active de 1'€lectrode. La conception de la
cellule assure son étanchéité. Le volume mort minimal est d'environ 290 pl. 11 est déterminé par
des mesures de la masse de liquide 'occupant (n=10) aprés remplissage, évacuation et
soustraction des volumes dans les deux aiguilles. La majorité des études ont €té réalisées en
travaillant avec le volume mort minimal. La position du piston a été maintenue constante
pendant ces expériences. L'augmentation de volume de détection s'effectue par déplacement du
piston.

+ 2) Cellule de détection & jet vertical (CDJV)
Le dispositif d'entrée par jet vertical ("wall-jet entry") et perpendiculaire a la surface
active de I'électrode combinée de type hémisphérique (Schott®) est présenté dans la Figure 2.5.

vers le pH-métre

électrodedepH p et l'enregistreur
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Figure 2.5: Schéma du coeur de la cellule de type CDJV

Le fonctionnement de la cellule CDJV est modifi€ par rapport a la cellule CDET de la
fagon suivante: le piston en PTFE (@ = 10 mm, longeur = 45 mm) posséde un canal qui permet
I'introduction d'une aiguille de seringue (@ = 0,8 mm). La couche enzymatique est donc ainsi
arrosée de manicre frontale par le jet, ce qui assure la répartition du liquide sur toute la surface
du bulbe hémisphérique de I'électrode. La forme concave hémisphérique du piston permet la
minimalisation du volume mort. Celui-ci est de 167 pl environ pour la cellule CDJV.
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L'augmentation du volume de détection s'effectue de la méme mani€re que pour la cellule
CDET. L'évacuation se fait par une autre aiguille positionnée & la limite supérieure du bulbe de
mesure.

2.2.3.3 - Mesures FIA avec détection directe par biocapteur

Une photo et un schéma de principe des systémes FIA sont montrés dans les Figures
2.6a et 2.6b, respectivement. Pour chacune des deux différentes configurations de détection, la
ligne de base est obtenue en pompant une solution tampon a travers les cellules. Le débit
d'échantillon est maintenu constant & 2 ml.min-1. Les échantillons sont injectés dans le flux
porteur a l'aide de la vanne d'injection. Afin de réduire le temps mort entre l'injection et la
détection, les vannes sont installées a proximité des cellules. La mesure du signal s'effectue par
enregistrement de la variation du potentiel. Cette variation correspond a la hauteur du pic par
rapport a la ligne de base. Lorsque le flux porteur de la solution tampon pure arrive de nouveau
vers la cellule, le potentiel de I'électrode retourne a la ligne de base.

Figure 2.6a: Installation des systémes FIA pour le dosage direct par
électrode enzymatique incorporée aux cellules CDET et CDJV
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Figure 2.6b: Schéma de principe des systemes FIA pour le dosage direct par
électrode enzymatique incorporée aux cellules CDET et CDJV

2.2.3.4 - Variations des paramétres en systéme biocapteur-FIA

Une étude sur la flexibilité du systéme FIA, dans le but de I'adapter aux contraintes
définies précédemment, a été réalisée en faisant varier les parameétres suivants:
- Volume mort des cellules, par déplacement du piston
- Volume d'injection par montage des différentes boucles
- Dé€bit du flux porteur (tampon) par montage de tubes de différents diametres dans les pompes

péristaltiques
Pour ces essais, la température des cellules est régulée a 25 °C.
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2.3 - RESULTATS ET DISCUSSION

2.3.1 - Temps de réponse et sensibilité des biocapteurs utilisés en mode batch

Des études sur le temps de réponse ont ét€ menées avec un systeme batch pour
déterminer les conditions d'obtention de I'état stationnaire. En raison de la faible €paisseur de la
couche enzymatique, un trés court temps de réponse a été enregistré en utilisant les deux types
d'électrodes combinées & pénicillinase. La Figure 2.7 présente une réponse typique des
€électrodes. Une réponse de 100 % est atteinte en moins de 10 secondes. Ceci constitue la
principale caractéristique du capteur utilisé dans le syst¢éme FIA. Sur la courbe b on observe
une sensibilit€ inférieure de 1'électrode de type hémisphérique; celle-ci est probablement due a
une plus faible quantité d'enzyme immobilisée sur le capteur.

AE (mYV)
10 mV

10s
-} -

temps de réponse (s)

Figure 2.7: Réponse des ¢électrodes combinées a pénicillinase
Conc. de la pénicilline-V: SmM; tampon phosphate: 0,0IM a pH=7,0;
électrode plate (a) et électrode hémisphérique (b)
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2.3.2 - Dosage direct par biocapteur installé au sein du systtme FIA dans les
cellules CDET et CDJV: comparaison des 2 cellules
2.3.2.1 - Choix du débit du flux porteur
Nous avons étudié I'influence du débit du porteur sur la réponse de I'électrode en faisant
varier le débit entre 0,78 et 6,2 ml.min-l. Les deux cellules ont été testées avec les paramétres
constants suivants: pH du liquide & 7,0 (valeur optimale du pH, déterminée en § 1.3.3.8) et
volume d'injection de 100 ul. La Figure 2.8 montre deux domaines du débit qui affectent peu la
réponse des €électrodes, soit respcctchment autour de 1 ml.min-! et au-dela de 4 ml.min-!. Afin
de minimiser les risques d'erreurs de mesures dues & de petites pulsations de la pompe
entrainant des variations de flux porteur, nous avons effectué les manipulations suivantes avec
ces débits déterminés.

40

> 30-

g

S

=] =

= 20 4

h= £

S

= i

i

= 10+

K — o—
o * 1 v H S 1 M 1 v ] ¥ 1 ¥

0 1 2 3 4 5 6 7

débit du porteur (mil/min)

Figure 2.8: Effet du débit de porteur sur la réponse d'électrodes
Conc. de la pénicilline-V: SmM; tampon phosphate: 0,0IM a pH=7,0;
parametres FIA: volume d'injection: 100 ul; cellules CDET (w) et CDJV ()
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2.3.2.2 - Courbes d'étalonnage

Par rapport aux courbes de calibration en systeme batch, nous observons en syst¢me
FIA des courbes non Nernstiennes. Il existe une dépendance linéaire entre la différence de
potentiel AE et la concentration du substrat pour des faibles concentrations de substrat
inférieures a environ 15 mM. Ce phénomene sera analysé ultérieurement dans le § 3.3.1.2.

Les pics et les courbes de calibration pour différentes concentrations de pénicilline-V
sont présentés sur les Figures 2.9 (pics) et 2.10 (courbes) pour les cellules CDET et CDJV.
Dans les deux cas, il est possible de détecter un signal significatif pour les concentrations de
0,1 mM. Les courbes de calibration deviennent non linéaires pour les concentrations en
substrat supérieures a 15 mM (CDET) et 20 mM (CDJV). Cette perte de linéarité est due a une
conversion incompléte car la quantité d'enzyme immobilisée est limitée. De plus, l'activité
enzymatique diminue a cause de l'acidité du produit formé qui entraine une chute du pH dans le
microenvironnement du capteur. Ce fait pourrait expliquer la partie linéaire plus importante de
I'électrode de type plate installée dans la cellule CDJV parce que les variations de pH sont plus
faibles et affectent moins l'activité de I'enzyme. Un débit plus faible conduit & une
augmentation de la hauteur de pic, mais diminue la cadence des mesures. Ainsi, pour la cellule
CDET, des cadences des mesures d'environ de 33 h'l (w=0,78 ml.mn-!) et de 72 h-1
(w=4,0 ml.mn-!) ont été atteintes. Les cadences obtenues pour la cellule CDJV sont quasiment
identiques, avec 31 h-1 (w=0,78 ml.mn-!) et 70 h-! (w=4,0 ml.mn-1)

Ces résultats sont trés satisfaisants en comparaison avec ceux obtenus avec d'autres
techniques enzymatiques pour le dosage de la pénicilline a 1'aide d'un systeme FIA (§ 2.1.4).
Effectivement, ces autres analyseurs permettent des cadences de 6 & 60 échantillons par heure, a
I'exception du systéme présenté par Gnanasekaran et Mottola (1985). Ce systéme assure une:
cadence d'échantillonnage €levée, jusqu'a 150 par heure, mais il présente l'inconvénient d'un
domaine de détection plus restreint.
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Figure 2.9a: Pics de réponse pour la cellule CDET
Tampon phosphate: 0,0IM a pH=7,0. Paramétres FIA: volume
d'injection: 100 i, débit du porteur: 0,78 mi.min! (a) et 4,0 mLmin-! (b)
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Figure 2.9b: Pics de réponse pour la cellule CDJV
Tampon phosphate: 0,0IM a pH=7,0. Paramétres FIA: volume
d'injection: 100 ul; débit du porteur, 0,78 ml.min! (a) et 4,0 ml.min-! (b)
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Figure 2.10a: Courbes de calibration pour la cellule CDET
Tampon phosphate: 0,0IM a pH=7,0. Paramétres FIA: volume
d'injection: 100 pl, débit du porteur: 0,78 ml.min! (a) et 4,0 ml.min! (b)
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Figure 2.10b: Courbes de calibration pour la cellule CDJV
Tampon phosphate: 0,0IM a pH=7,0. Paramétres FIA: volume d'injection:
100 pl, débit du porteur: 0,78 ml.min! (a) et 4,0 mL.min! (b)
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2.3.2.3 - Effet du pH de I'échantillon

L'influence de la variation du pH de I'échantillon sur la réponse du capteur est montrée
sur la Figure 2.11 ou la valeur 100% a été attribuée a la réponse a pH 7,0. Pour les pH
inférieurs, nous observons une augmentation du pic de réponse due a une concentration initiale
plus élevée en H* dans la solution d'échantillonnage, ce qui amplifie artificiellement la réponse
de 1'électrode enzymatique. Par contre pour un pH plus basique, la valeur de la réponse de
I'électrode diminue. Ces variations sont plus importantes pour la cellule CDJV. Dans ce cas le
volume mort de la cellule (et donc la quantité de tampon) est plus petit et par conséquent, l'effet
du pH venant de I'échantillon est accentué.

Lors de la détection de la pénicilline, il est donc important de connaitre le pH de
I'échantillon pour utiliser la courbe d'étalonnage.
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Figure 2.11: Influence du pH de l'échantillon sur la réponse de l'électrode
installée dans la cellule CDET (et CDJV( W)
Conc. de la pénicilline-V: SmM; tampon phosphate: 0,0IM;
Paramétres FIA: volume d'injection: 100 l, débit du porteur: 0,78 mil.min?
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2.3.2.4 - Choix de la concentration du tampon et du volume d'injection

L'influence des diverses concentrations du tampon sur la réponse de 1'électrode
incorporée dans la cellule CDJV, et des différents volumes d'injection sur la réponse de
I'électrode incorporée dans la cellule CDET est présentée sur la Figure 2.12 et la Figure 2.13,
respectivement.

Un comportement similaire a ét€ observé pour les deux cellules. Seules les sensibilités
entre 'électrode plate et I'électrode hémisphérique sont différentes (voir § 2.3.1).

Nous avons procédé a I'étalonnage de 1'€lectrode avec différentes concentrations du
tampon phosphate. Les courbes de la Figure 2.12 montrent que l'augmentation de la
concentration du tampon se traduit par une baisse de la sensibilité.

Parallélement a cet inconvénient, les tampons phosphates plus concentrés affaiblissent le
bruit de fond de la réponse et étendent la partie linéaire de la courbe de calibration. Pour les
mesures avec les deux systémes biocapteur-FIA, comme pour les manipulations en batch, nous
avons choisi le tampon phosphate de concentration 0,01M, qui assure a la fois une sensibilité

de I'électrode suffisante et un bruit de fond faible.

80
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AE (mV)

60
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Figure 2.12: Effet de la concentration du tampon sur la réponse de l'électrode
installée dans la cellule CDJV
Conc. du tampon (pH=7,0): () 0,005M; (w) 0,0IM; (<) 0,025M; (a ) 0,05M
Paramétres FIA: volume d'injection: 100 ul; débit du porteur: 0,78 ml.min!
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En ce qui concerne le volume d'injection d'échantillon, la Figure 2.13 montre, pour la
cellule CDET, que plus ce volume est important plus le pic de réponse est grand. En utilisant un
volume d'injection de 100 pl, une sensibilité suffisante de l'électrode et une faible
consommation d'échantillon sont assurées. Pour les mesures avec les cellules CDET et CDJV,
un volume d'injection de 100 1 est donc préférable.
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Figure 2.13: Effet du volume d'injection sur la réponse de l'électrode
installée dans la cellule CDET.
tampon phosphate: 0,01M a pH=7,0; parameétres FIA: débit du
porteur: 1,1 ml.min, volume d'injection: 100 ul (m ) et 500 yl (o)

2.3.2.5 - Influence du volume de détection des cellules

Le volume de détection de la cellule est réglable: nous avons procédé€ a cette étude en
augmentant progressivement la distance entre la partie sensible de I'électrode et la surface tout
en haut du piston. Ceci a donné lieu a 1'établissement de la Figure 2.14 pour les capteurs
installés dans les cellules CDET et CDJV. L'importance de la variation de ce volume apparait
clairement.

La dispersion de I'échantillon devient plus importante dés lors que le volume mort dans
les cellules augmente. Par conséquent, le pic de réponse de 1'électrode diminue.
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Figure 2.14: Influence de la variation du volume mort dans les cellules
CDET (m) et CDJV (o)sur la réponse de l'électrode .
Conc. de la pénicilline-V: SmM; tampon phosphate: 0,01M a pH=7,0;
paramétres FIA: débit du porteur: 1,1 ml.min-, volume d'injection: 100 pl

2.3.2.6 - Stabilité des biocapteurs a température ambiante

La stabilité des deux €lectrodes a été examinée en fonction du temps (Figure 2.15). Les
€lectrodes furent installées pendant tout le temps d'observation dans les cellules a 25 °C, afin de
reproduire les conditions d'utilisation de routine en permanence dans un laboratoire. Quatre
électrodes (deux de type plat dans la cellule CDET et deux de type hémisphérique dans la
cellule CDJV) mesuraient dans le systéme FIA pendant environ 4 heures par jour. L'électrode
plate dans la cellule CDET montre une bonne stabilité pendant les 12 premiers jours. La perte
d'activité de I'électrode hémisphérique est plus rapide. Ce fait peut s'expliquer par la plus
grande quantité de l'enzyme immobilisée sur 1'électrode plate par rapport a l'enzyme
immobilisée sur I'électrode hémisphérique. Cela masque l'effet de la dénaturation d'enzyme.
De plus, nous supposons une dégradation plus importante de la couche enzymatique,
provoquée par 'arrosage frontal du jet sur I'électrode hémisphérique. ’
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Figure 2.15: Stabilité des électrodes dans les cellules CDET (w) et CDJV (o)
Conc. de la pénicilline-V: 5mM; tampon phosphate: 0,0IM a pH=7,0;
parameétres FIA: débit du porteur: 1,1 ml.min, volume d'injection: 100 pl

2.3.2.7 - Influence du temps d'utilisation du transducteur sur la sensibilité, la
répétabilité et la cadence d'échantillonnage

L'effet du temps d'utilisation des électrodes en verre, apres plusieurs immobilisations
d'enzyme, sur les performances du systémes FIA a été€ observé au cours de cette recherche. En
considérant la sensibilité, la répétabilité et la cadence de mesure obtenues par le systéme
biocapteur-FIA, on peut constater que la sensibilité et la répétabilit€ des mesures ne changent
guere méme apres deux ans d'utilisation des mémes transducteurs.

La répétabilité des mesures est toujours trés bonne pour les deux systémes d'analyses
utilisés pendant ce délai (Figure 2.16): les coefficients de variances (r.s.d.) sont de 0,46 et 0,18
pour les cellules CDJV (a) et CDET (b) respectivement, pour un nombre d'observations de 10.

La sensibilité pour les électrodes incorporées dans les cellules reste pratiquement

constante par rapport aux mesures réalisées dans un premier temps.



Résultats et discussion -67- chapitre 2

16,5 mV

28,5 mV

54 mn

(b)

Figure 2.16: Répétabilité des mesures par cellulles CDJV (a) et CDET (b)
Conc. de la pénicilline-V: SmM; tampon phosphate: 0,0IM a pH=7,0;
parameétres FIA: débit du porteur: 1,1 ml.min!, volume d'injection: 100 pl
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Cependant, la cadence des mesures diminue en fonction du délai d'utilisation
(réutilisation des transducteurs aprés plusieurs séries d'immobilisation). La Figure 2.17 montre
les pics obtenus pour les deux cellules aprés une premiére immobilisation. Une cadence
d'échantillon trés €levée a pu étre obtenue avec les deux cellules: 200 et 175 mesures par heure
avec les cellules CDEA et CDJV respectivement.
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Figure 2.17: Pics de réponse obtenus avec les cellules CDET (a) et CDJV (b)
apreés la premiere immobilisation d'enzyme
Conc. de la pénicilline-V: 5SmM; tampon phosphate: 0,01M a pH=7,0;
paramétres FIA: débit du porteur: 1,1 ml.min!, volume d'injection: 100 pl
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Cette trés bonne performance a été réalisée avec un débit porteur de 6,2 ml, et donc
relativement important. Les Figures 2.16a et 2.16b montrent que la cadence de mesure apres le
délai de deux ans ne dépasse guére 10 échantillons par heure, alors que, pour un méme débit
porteur (voisin de 1,1 ml.min-1), des cadences d'échantillons de 33 (Figure 2.9) pour la cellule
CDET et de 31 (Figure 2.10) pour la cellule CDJV avaient été obtenues dans un premier temps.
La cadence de mesure réalisée aprés le délai de deux ans ne dépasse cependant pas 10
échantillons par heure. Cette baisse de performance s'explique par le recouvrement du verre
d'électrode (effet colmatage) par les composés en présence pendant les mesures. Bien que des
ringages d'électrodes ont été soigneusement effectués avant chaque nouvelle immobilisation, ce
"film" s'épaissit avec le temps de l'utilisation du capteur et ralentit ainsi de fagon importante la
vitesse de diffusion entre la surface de verre et la solution a détecter.

2.4 - CONCLUSION

Dans ce chapitre, nous avons présenté la mise au point d'un procédé d'analyse associant
l'électrode a pénicillinase au systeme d'injection en flux continu (FIA). Un systéme d'analyse
par technique enzymatique-FIA couplant la détection directe de la pénicilline par biocapteur et
FIA n'a jamais ét€ décrit dans la littérature avant cette étude. ‘

Afin de réaliser le systéme biocapteur-FIA, remplissant toutes les propriétés nécessaires
a un systéme FIA performant, deux types de cellule de détection ont été congus et étudiés dans
notre laboratoire: les cellules CDET et CDJV.

Ces deux cellules, contenant des biocapteurs différents montrent des résultats
performants. Un des buts essentiels de nos expérimentations €était de déterminer l'influence des
différents parametres intervenant au cours des mesures. Nous avons constaté que des variations
(notamment du pH de l'échantillon) peuvent avoir des conséquences néfastes sur
I'interprétation des résultats obtenus. Toutefois, notre étude montre trés nettement que des
mesures en continu, rapides et fiables, sont possibles, sans nécessité d'une recalibration du
systéme, sur un délai de plusieurs jours, & condition de bien respecter les valeurs du pH des
échantillons. .

Les performances principales des deux cellules sont présentés dans le Tableau 2.1.
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| coyv |

Sensibilité (mV/mM) 2,0

Linéarité (mM) 0,120

Cadence (mesures/heure)

Wp=0,78 ml.min"! 31 33
Wp=4,0 ml.min-! 70 72
Wp=6,2 ml.min-! 175 200

L Influence des variations du =200 (pH: 7-56,4) | =125 (pH: 7—6,4)

pH de I'échantillon sur la

réponse (% / décade) =83 (pH: 7-7,6) =67 (pH: 7-7,6)

Influence des variations du| _; g ¢ < 10yl de | =3,5 % sur 10 pl de
volume mort sur la réponse

volume d'injection: 100 ! variation variation
| Stabilité 2 25 °Ceeten ¢ . l
fonctionnement (jours)
Apres 2 ans d'utilisation:
Sensibilité¢ (mV/mM) 2,0 3,2
Cadence (mesures/heure) 9 10
Wp=1,1 ml.min-!
Répérabilité - r.s.d. (%) <1% <1%

Tableau 2.1: Performances principales des cellules CDET et CDJV

Enfin, nous pouvons conclure que les configurations biocapteurs incorporés dans les
cellules CDET et CDJV et associ€s au systeéme FIA sont appropriées pour réaliser des mesures
en continues, fréquentes, simples, de faible cofit et fiables, dans la mesure olt un contrdle
attentif des parametres du systéme FIA est assuré.

Le procédé présenté, regroupe a la fois les avantages du biocapteur (voir § 1), et les
intéréts expérimentaux (mesure en continu, rapidité, reproductivité, flexibilité et fiabilité) et
€conomiques (faible volume d'échantillon et diminution des cofits de main d'ceuvre) de la FIA.
L'intégration du biocapteur dans le flux du systtme FIA, grice a deux types de cellule de
détection permet un dosage direct de la concentration de pénicilline [Meier et Tran Minh,
1992a]. La simplicité de cet analyseur est remarquable puisqu'il ne nécessite ni réacteur, ni
réactif.

Ce systeme biocapteur-FIA peut étre parfaitement appropri€ a différentes applications,
tel que le contréle en routine des médicaments.




CHAPITRE 3
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3 - SYSTEME BIOCAPTEUR-FIA APPLIQUE AU SUIVI HORS LIGNE
DE LA PRODUCTION FERMENTAIRE DE LA PENICILLINE-V

Le développement de nouveaux systemes d'analyse est une des priorités a la fois dans
I'industrie et dans les centres de recherche. La raison est que le suivi en continu d'un processus
industriel permet d'améliorer sa qualité en diminuant les déchets et en minimisant les risques
d'une pollution de 'environnement [Ruzicka, 1986].

Pour 'optimisation des bioprocédés, de meilleures souches de production, des réacteurs
performants ainsi qu'une bonne conduite de la réaction sont nécessaires. L'optimisation de la
conduite du procédé demande aussi une bonne connaissance du systéme réacteur-cellule. Ceci
peut étre atteint par une technique de mesure sophistiquée et une exploitation a I'aide de
modéles mathématiques [Schiigerl et al., 1987].

Le systeme d'analyse par biocapteur a pénicillinase-FIA présenté dans le chap. 2 a été
testé lors de mesures hors ligne au cours de la fermentation en bioréacteur. Ces essais ont été
réalisés lors d'un sé€jour de plusieurs semaines au "Center for Process Biotechnology" (CPB) a
I'Université technique du Danemark. Au CPB, la fermentation de la pénicilline est étudiée en
systeme fed-batch. Ce sont ces échantillons que nous avons utilisés pour nos essais.

Ce chapitre présente en premier lieu la production de la pénicilline par fermentation et
l'intérét du suivi de ce procédé. Puis l'adaptation du systéme de mesure de la pénicilline est
décrite. Pour cela, une cellule de détection & écoulement agité (CDEA), incorporant le
biocapteur, a été spécialement congue. Malgré les conditions difficiles qu'impose I'analyse de la
concentration de la pénicilline dans un milieu complexe de fermentation [Rushling et al., 1976],
une grande attention a ét€ apportée a la simplicité du systéme de mesure (pas de prédilution des
échantillons, une calibration unique sur toute la gamme de concentration et utilisation du
systéme FIA de base [Ruzicka et Hansen, 1988]).

Les mesures hors ligne obtenues avec le systeme biocapteur-FIA sont comparées ici aux
mesures hors ligne réalisées par HPLC.
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3.1 - RAPPEL BIBLIOGRAPHIQUE

3.1.1 - Intérét du suivi de la fermentation

Sans des mesures fiables et en temps réel, l'identification de 1'état actuel et le contrdle du
procédé sont difficiles. L'analyse des bioprocédés hors ligne, ou mieux en ligne, rend possible
leur contrdle et leur optimisation. Une analyse globale du procédé est en outre une nécessité
préalable & la modélisation de la fermentation.

La production de la pénicilline par fermentation est d'une grande importance
économique. Aussi, en permanence, une optimisation du procédé est a envisager.

Des systémes d'analyses en ligne sont utilisés pour la détermination des parametres
physiques du procédé [Carleysmith et Fox, 1984]. De plus, d'autres systémes en ligne
fournissant des informations sur les paramétres physiologiques au cours de la fermentation sont
nécessaires [Valentini et Razzano, 1983]. Une mesure plus précise et plus rapide permet un
rendement plus élevé et une intervention immédiate en cas d'une perturbation du procédé. Pour
obtenir un bon rendement, les microorganismes ont besoin a la fois d'une composition du
milieu et des paramétres physiques optimaux.

Dans le Center for Process Biotechnology (CPB) & 1'Université technique du Danemark,
la production de la pénicilline est réalisée selon un procédé de type fed-batch (alimentation
discontinue). Le glucose et I'ammonium sont d€ja mesurés en ligne [Christensen et al., 1991].
L'équipe de recherche envisage des mesures en ligne de tous les composants importants de la
fermentation. En ce qui concerne la détermination de la pénicilline, le dosage de cette substance
par un biocapteur est d'une grande importance. Le but de cette équipe de recherche est une
meilleure compréhension de ce bioprocédé trés complexe par une modélisation mathématique
déraillée. De plus par ce modele global et correct, il est possible de détecter des conditions
optimales du procéd€ et ainsi d'améliorer la production de la pénicilline.

3.1.2 - Fermentation de la pénicilline par 1a méthode Fed-Batch

La pénicilline est produite par les champignons Penicillium notatum et Penicillium
chrysogenum. La biosynthese des pénicillines a été étudiée en détail par Hersbach et. al (1984).
La pénicilline est un métabolite secondaire, c'est-a-dire que la phase de production intervient a
la fin de la croissance du champignon. La pénicilline est produite par trois acides aminés:
l'acide oi-aminoadipique, la cystéine et la valine. A la fin de la biosynthése, les pénicilllines
sont transportées a I'extérieur de la cellule. Cette production exocellulaire facilite le dosage de la
concentration de pénicilline.

La production industrielle de ce produit est effectuée généralement suivant le procédé
fed-batch dans des bioréacteurs de volumes supérieurs a 100.000 litres. Ce procédé en fed-
batch est préféré au procédé conventionel en batch lorsque les changements de concentration
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d'une ou plusieurs sources d'alimentation influencent le rendement de la production des
métabolites souhaités. Suivant la composition du milieu, les sources d'alimentation doivent étre
fournies au cours de la fermentation pour atteindre une production de biomasse optimale et pour
maintenir constant le taux de précurseur. Le procédé en fed-batch rend possible une
alimentation en continu [Yamane et Shimizu, 1984]. Diverses fermentations en fed-batch sont
décrites dans la bibliographie [Moller, 1987; Nilsson et Mosbach, 1978; Christensen, 1992]. A
ce sujet, des souches et parametres de procédé différents (valeur du pH, température, agitation,
alimentation d'oxygéne et composition du milieu) sont décrites. Dans le CPB, un milieu
contenant un mélange de glucose (source de carbone), d'ammonium (source d'azote) et d'acide
phénoxyacétique (précurseur de la pénicilline-V) est utilisé pour la fermentation [Christensen et
al., 1991]. En vue du dosage de la concentration de pénicilline par le biocapteur, 'évolution du
pH au cours de la fermentation est importante. La régulation du pH 2 une valeur constante
facilite la mesure par le biocapteur [Nilsson et Mosbach, 1978].

Des recherches approfondies sur la fermentation de la pénicilline, particuli€rement sur
I'aspect microbiologique et sur la biosynthése, ont été faites ces derni¢res années [Smith et al,,
1990; Jorgensen et al., 1992]. A ce sujet, diverses souches et diverses sources d'azote et de
carbone avec des paramétres physiques et chimiques variables du procédé ont été étudiées. De
méme, la composition du milieu a une importance déterminante. On distingue les milieux
synthétiques et complexes. Ces derniers sont principalement utilisés pour diminuer l'influence
des substrats inconnus sur la fermentation, dans le but de pouvoir décrire l'influence d'une
composition de milieu connu sur le déroulement de la fermentation. Cependant, les rendements
les plus €levés sont atteints avec des milieux complexes. Pour la production de la pénicilline, la
source hétérogéne de carbone et d'azote, le corn steep liquor, entraine une production de
biomasse plus rapide et plus élevée qu'un milieu synthétique [Pirt et Righelato, 1967].

Le premier but de 1'optimisation du procédé est la diminution de la durée de la
fermentation ainsi que I'augmentation de rendement de la substance désirée par rapport a la
quantité de substrat et du précurseur utilisés. Apres le début de la production industrielle de la
pénicilline en 1943 aux Etats-Unis, le rendement a ét€¢ amélioré constamment. Des réacteurs
plus performants, 1'optimisation du milieu du culture, ainsi que le remplacement de substrats
conventionnels par des matiéres premiéres moins codteuses, p. €. la n-paraffine (dérivé de la
raffinerie) comme source de carbone [Szarka et al., 1992] rendent possible une production de la
pénicilline moins onéreuse. De méme, la sélection de nouvelles souches plus performantes ces
derniéres années a joué un rdle important dans I'optimisation de la production. Jusqu'a la
derni¢re décennie, la sélection des souches a augmenté leur productivité, faisant ainsi passer la
production de la pénicilline-G a 30 - 40 g.1-! [Schiigerl, 1987].
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Au cours de ces dernicres années, des procédés d'analyses ont €té améliorés
considérablement. Ainsi, la mesure du pH et de la concentration de 'oxygene a ét€ effectuée en
ligne pour la premiére fois en 1972 par des capteurs stérilisables de pH et d'oxygéne pendant la
fermentation de la pénicilline [Pan et al., 1972]. Des mesures en ligne dans le but d'enregistrer
la concentration des parametres physiologiques sont envisagées. L'enregistrement en continu
de ces valeurs rend possible la description exacte de la cinétique microbienne et des transferts
de masse. Ces connaissances détaillées peuvent étre prises en considération pour réaliser une
modé€lisation de la fermentation. Ceci permettra une amélioration du procédé.

3.1.3 - Caractéristiques exigées pour le systtme de prélévement

La condition préalable pour une mesure en continu, hors ligne ou en ligne, est
I'obtention d'un échantillon en continu. Le systtme de filtration doit, d'une part éviter les
dangers d'une contamination du réacteur pendant la prise d'échantillon et, d'autre part, fournir
un flux suffisant, et si possible constant, pour la mesure pendant toute la durée de la
fermentation. Il ne doit pas y avoir de particules dans le flux d'échantillon. Souvent des
problémes apparaissent pendant la microfiltration [Rihse et Carduck, 1985]. Il se forme des
dépots sur les surfaces membranaires (effet de colmatage), qui limitent le passage de la solution
a filtrer du fait de la polarisation de concentration. Par conséquent, une rétention ainsi qu'une
limitation des perméats seront provoquées. Ces problémes apparaissent notamment pour des
milieux trés concentrés, comme c'est le cas lors de la fermentation de la pénicilline. On peut
remédier a ce probléme en utilisant une filtration "cross-flow". Lors d'un flux tangentiel sur la
membrane, seule une partie du flux traverse la membrane. Pendant la fermentation de la
pénicilline dans le CPB un module spécial de prélévement en ligne de la firme ABC®,
Miinchen [Apfel, 1990] a été utilis€ avec succes [Christensen et al., 1991].

3.1.4 - Techniques enzymatiques pour le suivi hors ligne des bioprocédés a
I'aide d'un systeme FIA

Différentes techniques d'analyses, comprenant la chromatographie, la spectro-
photométrie, plusieurs méthodes chimiques, des méthodes enzymatiques et des biocapteurs,
sont utilisées pour les mesures des échantillons de la fermentation [Bradley et al., 1991].

Les biocapteurs offrent des nouvelles possibilités de mesure pour une large gamme de
substrats et de produits. Plusieurs revues décrivent 'ensemble des applications des biocapteurs
pour le suivi des fermentations [Wang, 1984; Carleysmith et Fox, 1984; Brooks et Turner,
1987; Mascini et Palleschi, 1989; Bradley et al., 1991].

A cause de ses avantages importants (§ 2), la FIA est largement appliquée au suivi de la
fermentation en combinaison avec différentes méthodes de détection [Bradley et al., 1991;
Nielsen, 1992]. |
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Les techniques traditionnelles d'analyse hors ligne peuvent conduire & une mauvaise
reproductibilité des résultats de mesure, due au nombre limité d'échantillons et a la difficulté de
la reproductibilité du prélevement et du traitement des échantillons effectu€s manuellement.
Néanmoins, l'analyse des échantillons du milieu de la fermentation est jusqu'a nos jours
largement réalisée par des mesures hors ligne [Bradley et al., 1991].

Mais de toute maniére, les mesures hors ligne peuvent prouver 1'efficacité du systéme
biocapteur-FIA mis au point pour les mesures de la concentration de la pénicilline au cours de la
fermentation. En outre, ils peuvent donner des informations importantes pour la mise au point
du systéme d'analyse automatisé, nécessaire pour réaliser des mesures en ligne.

3.1.4.1 - Capteurs associés aux enzymes appliqués au dosage de la pénicilline
Pour le suivi hors ligne de la fermentation de la pénicilline, plusieurs systémes d'analyse
basés sur les techniques enzymatiques ont €té décrits afin de mesurer la concentration de la
pénicilline dans les échantillons du milieu de la fermentation. Ces différents types de systeme
"capteurs associés aux enzymes" ont déja été décrits dans le chapitre 2.1.4. Ici, nous nous
intéressons aux performances de ces systeémes lors du dosage au cours de la fermentation.

Les mesures réalisées avec ces systemes ont €té effectuées aprés le prélevement
d'échantillons dans le bioréacteur. Les détections de la concentration de pénicilline ont lieu a la
suite de la réaction enzymatique qui se déroule dans un réacteur, installé devant le détecteur
appropri€ dans la chaine de mesure FIA. Les séries de résultats ont été comparées avec celles
des méthodes de référence [Rushling et al., 1976; Schneider, 1984; Decristoforo et Danielsson,
1984; Gnanasekaran et Mottola, 1985]. En revanche, ces auteurs ne présentent ni un véritable
suivi de la fermentation pendant toute sa durée, ni une gamme de mesure couvrant l'ensemble
des concentrations obtenues généralement en fermenteurs de recherche (jusqu'a 50 mM).

L'analyseur décrit par Schneider (1984), ou la détection s'effectue par une méthode
spectrophotométrique, permet une cadence de mesure de 90 échantillons par heure, mais il
montre une bonne exactitude seulement dans la partie linéaire de la courbe d'étalonnage,
comprise entre 0,2 et 1,7 mM. Dans cette gamme de concentrations, une série d'échantillons du
milieu de la fermentation a ét€ dosée. Malgré la cadence d'échantillonnage élevée, plusieurs
inconvénients apparaissent: complexité du systéme (voir § 2.1.4), domaine d'utilisation réduit
pour le suivi de la fermentation, forte interférence de la pénicilline dégradée en acide
pénicilloique, ce qui demande des mesures supplémentaires afin de connaitre ces effets
(mesures des mémes échantillons mais sans réaction enzymatique).

Le systeme détecteur thermométrique & enzymes [Decristoforo et Danielsson, 1984],
présente un large domaine d'utilisation (environ de 4 2 50 mM). Les résultats obtenus pour
cette gamme montre une bonne corrélation avec la méthode de référence. Les échantillons de la
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fermentation ont ét€ prédilués de facon a ce que leur concentration corresponde a la partie
linéaire de la courbe d'étalonnage, soit de l'ordre de 0,25 a 25 mM. La cadence
d'échantillonnage est assez bonne: entre 40 et 45 mesures par heure.

Deux systemes de mesure de la concentration de pénicilline avec une électrode de pH
comme transducteur ont ét€ appliqués a la fermentation: 1'un selon la méthode conventionnelle
en flux continu [Rushling et al., 1976}, et l'autre selon la méthode d'injection en flux continu
(FIA) [Gnanasekaran et Mottola, 1985]. Le couplage enzyme-transducteur électrochimique
offre des avantages considérables pour le dosage des liquides optiquement troubles, notamment
par rapport aux systémes optiques d'analyse [Wang, 1984].

Les mesures réalisées selon la premiére méthode ont été effectuées dans une gamme de
concentration allant de 5 & 30 mM. La partie linéaire de la courbe d'étalonnage est comprise
entre 0,25 et 2 mM et une cadence de 6 mesures par heure a €t€ obtenue. Les chercheurs ont
présenté les résultats obtenus avec d'abord des échantillons non filtrés, puis d'autres filtrés.

Dans le premier cas, une mauvaise corrélation avec les mesures de référence a été
constatée. Les auteurs expliquent ce fait par l'interférence due a la présence de protéines dans le
milieu. Les protéines et les peptides du milieu peuvent atténuer la production enzymatique de
l'ion hydrogene et/ou affecter la réponse de I'électrode en verre en altérant sa sélectivité pour
l'ion hydrogéne. Par contre, les résultats obtenus apres une filtration des échantillons (seuil de
coupure= 10000 Da) montrent une bonne corrélation avec les mesures de référence, car la
plupart des protéines est retenue. Pour le systtme FIA combiné a l'électrode de pH,
Gnanasekaran et Mottola (1985) diluent les échantillons de la fermentation 100 fois, afin de
diminuer l'interférence provoquée par les différentes valeurs de pH des échantillons.
L'analyseur assure alors une partie linéaire de la courbe d'étalonnage jusqu'a 5 mM. Seul, le
dosage d'un échantillon de 32 mM de pénicilline est comparé a la méthode de référence, avec
un bon accord.

Récemment, Carlsen et al. (1993) ont présenté un systéme capable de suivre la
concentration de la pénicilline pendant toute la durée de la fermentation (voir Figure 3.1).

L'analyseur est basé sur la détection par spectrophotometre selon la méthode "iode"
(voir § 2.1.4). Les résultats obtenus par ce systéme montrent, pour toute la gamme de
concentrations, un trés bon accord avec les mesures de référence. Toutefois, les chercheurs ont
observé des interférences sur la mesure de la concentration de la pénicilline-V: interférence de la
pénicilline dégradée en l'acide pénicilloique et interférence du corn steep liquor dans le milieu
(source d'azote complexe). '

L'interférence due a l'acide pénicilloique a été évaluée en comparant les mesures
effectuées, pour un méme échantillon, dans le réacteur enzymatique et dans le méme réacteur en
I'absence d'enzymes (dummy reactor), qui sert alors de référence.
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L'interférence due au corn steep liquor a été prise en considération au début de la
fermentation par un facteur de correction. Cependant, cette interférence diminue ensuite et peut
éure négligée au cours de la fermentation.

De plus, ce systeme nécessite différents taux de dilution des échantillons au cours de la
fermentation et un syst¢me FIA relativement complexe (voir Figure 3.1).

réacteur réacteur
échantillon = enzymatique  de référence
d' 1;?Ielgtgon Q spectrophotomeétre
‘tampon ==Ji déchets
[ [/ serpon
déchets de réaction

amidon ==jimem
i0de wejiiumem W

serpentin de mélange

Figure 3.1 : Systéeme FIA pour le dosage hors ligne de la concentration de la
pénicilline au cours de la fermentation [Carlsen et al. ,1993]

3.1.4.2 - Détection directe par biocapteur de la pénicilline dans le milieu de la
fermentation

Le dosage hors ligne de la concentration de pénicilline par biocapteur avec systeme en
écoulement n'a pas encore été présenté, pour une fermentation, avant cette €tude. Les
contraintes imposées au systeme biocapteur-FIA, exposées dans le chapitre 2, sont encore plus
importantes pour les mesures dans le milieu de la fermentation. Notamment, l'encrassement
microbien des électrodes (effet de colmatage) et la variabilit€ de la composition du milieu
peuvent influencer la réponse du capteur par les effets suivants: perte de 'activité de I'enzyme,
inhibition de la réaction enzymatique et apparition des différentes interférences a cause de la
composition complexe du milieu. De plus, une bonne stabilité du capteur pendant la durée de la

fermentation est nécessaire.

Le systtme qui est présenté ici est capable de doser la concentration de la pénicilline
pendant la fermentation directement par un biocapteur en voie hors ligne, & I'aide d'un systeme
en écoulement . Le suivi du procédé a été effectué pendant une durée d'environ 250 heures.
Pendant la fermentation, une calibration unique sur toute la gamme des concentrations est

suffisante et un traitement des échantillons aprés prélévement n'est pas nécessaire.
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L'électrode enzymatique est incorporée dans une cellule de détection qui, par sa
construction, diminue et voire méme, €élimine les problémes mentionnés ci-dessus. L'unité

capteur-cellule est couplée & un simple systeme FIA.
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3.2 - MATERIELS ET METHODES

3.2.1 - Réactifs
3.2.1.1 - Réactifs pour la fermentation FBO -17
- Champignon: souche a haute productivité Penicillium Chrysogenum von
Novo Nordisk A/S
- Composition du milieu de production
Corn steep liquor 200 g.1-! Milieu

(NH),SO4: 12 gI-! Milieu
KH,POj4: 1 g.1'1 Milieu
Acide phenoxyacétique: 6 g.I'! Milieu
Sucrose: 3 g.I'1 Milieu
Pleuronic: 0,2 ml.I-1 Milieu

pour le contrdle du pH: 4 N NaOH/ 2 N H,SOq4
- Composition du milieu d'alimentation

Glucose: 500 g.1-1 Milieu

(NH4)>2S04: 46,7 g.1'1 Milieu

Acide phenoxyacétique: 33,3 g.I'1 Milieu
- taux d'alimentation:

0 - 10 heures aprés le début de la fermentation: 0 g.h-1
10 - 25 heures apres le début de la fermentation: 6 g.h-!
258me heyre jusqu'a la fin de la fermentation: 30 g.hl

3.2.1.2 - Réactifs pour la détermination de la pénicilline
- Méthode de référence par HPL.C
Les réactifs pour I'analyse par HPLC sont décrits par Christensen (1992).
- Electrode enzymatique et systeme FIA
- Substrat: pénicilline-V (SIGMA®) avec une masse moléculaire de 388,5g.mol-l
- Glutaraldéhyde: 25% dans l'eau (SIGMA®)
- Eau: Milli Q® ultrapure
- Pénicillinase: SIGMA® (Type 1, 2300 Unités.mg protéine-1)
- tampon phosphate: 0,01M avec du chlorure de sodium & une concentration de 0,1M, valeur
du pH du tampon pour les mesures de la pénicilline:
—7,0 dans le tampon
—6,5 dans le milieu de la fermentation ou dans le bouillon de culture
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3.2.2 - Appareillage
3.2.2.1 - Bioréacteur
Pour la fermentation de la pénicilline FB- 017, un bioréacteur MBR 15-L (MBR BIO
REAKTOR AG SWITZERLAND), avec un volume de travail de 10 litres a été utilisé (Figure
3.2).

Figure 3.2: Schéma du bioréacteur MBR 15-L

3.2.2.2 - Systéme de prélévement
Le systeme de prélévement comprend un module de filtration in situ de la société abc
Biotechnologie/Bioverfahrenstechnik GmbH, Miinchen (Figure 3.3).
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Figure 3.3: Schéma du module de filtre in situ pour un prélévement stérile
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3.22.3 - HPLC
L'appareil de 'HPLC (Waters-Millipore/Milford, MA) est décrit par Christensen
(1992).

3.2.2.4 - Systéme biocapteur-FIA appliqué au suivi de la fermentation

- Biocapteur
- Electrode combinée en verre d'INGOLD® (Lot 403-M8-S7)
- pH-métre : RADIOMETER® pH M-64
- Enregistreur 2 voies: Sefram® de type TGM 164
- Vaporisateur 2 buse Letraset® de type G/80 employé pour l'immobilisation de l'enzyme

- Systéme FIA/cellule de détection
- Tuyaux: TYGON® de différents diamétres

- 2 pompes péristaltiques & 2 voies: ISMATEC SA®

- Vanne d'injection avec différentes boucles d'injection: RHEODYNE®, USA

- Agitateur €lectromagnétique: MIKROLAB, Aarhus (Danemark)

- Cellule de détection, congue au laboratoire (voir § 3.2.3.5), thermostatée & 25°C

3.2.3 - Méthodes
3.2.3.1 - Conduite du procédé de la fermentation FB- 017

- Préculture
Pour toutes les fermentations de la pénicilline dans le CPB, 5 1 de préculture sont
inoculés avec des spores. Cette culture sert & la production de biomasse qui se déroule
pendant 50 heures dans un bioréacteur Chemap de 7 L.
- Fermentation en Fed-Batch FB- O17
1 1de la préculture sert pour inoculer la fermentation FBO- 17 qui se déroule dans
un bioréacteur MBR de 151 (volume de travail: 10 I). 9 1 du milieu de la production (voir
composition au § 3.2.1.1) sont ajoutés a la préculture. Avec cela, la fermentation de la
pénicilline en fed-batch est initialisée (t=0). La valeur du pH est réglée pendant toute la
fermentation 4 6,5 £ 0,1. L'alimentation (voir § 3.2.1.1) est effectuée 10 heures apres le
début de la fermentation. La durée, pour cette fermentation conventionnelle de la
pénicilline, est de 250 h dans le CPB.



Matériels et méthodes -82- chapitre 3

3.2.3.2 - Prélévement et introduction de I'échantillon dans le systeéme FIA

Le support de filtre est vissé dans le couvercle du bioréacteur. Il est placé parallelement &
I'axe d'agitation. La surface active de la membrane est positionnée dans les zones turbulentes
du réacteur, ce qui assure un flux tangentiel sur la surface de la membrane. La surpression dans
le bioréacteur est maintenue & 0,5 bar et le systeme de prélevement fournit un flux de filtrat
minimal de 1 ml.min-! durant la fermentation [Christensen et al., 1992]. Lors d'analyse hors
ligne, 10 ml d'échantillon sont prélevés et conservés a 4 °C jusqu'a la mesure.

L'introduction de l'échantillon dans le systéme FIA s'effectue en plongeant le tuyau
d'échantillon dans la solution & analyser. La durée entre I'introduction et I'injection manuelle est
de 60 secondes.

3.2.3.3 - HPLC

Avec le systeme HPLC, décrit par Christensen (1992), différents composés du milieu
de la fermentation peuvent étre analysés. Hormis le précurseur (acide phénoxyacétique) et son
dérivé (acide-p-OH-phénoxyacétique), il est possible de déterminer deux substances qui se
dégradent & partir de la pénicilline-V, et enfin la pénicilline-V, puis la p-OH-pénicilline-V. Ce
dernier composé n'est que faiblement produit & cause de la présence de l'acide-p-OH-
phénoxyacétique.

La pénicilline-V, aussi bien que la p-OH-pénicilline-V posse¢dent un cycle B-lactame. Le
biocapteur enregistre 1'hydrolyse diie a la coupure du cycle B-lactame. C'est pourquoi, dans la
suite de cette étude, nous comparons 1'addition des concentrations de ces deux pénicillines-V a

la mesure effectuée avec le systéme biocapteur-FIA

3.2.3.4 - Réalisation du biocapteur
L'immobilisation de la pénicillinase sur la partie sensible de I'électrode combinée est
réalisée selon la méthode décrite en § 1.2.3.2 et 2.2.3.1.

3.2.3.5 - Mise au point de la cellule a écoulement agité (CDEA) et
fonctionnement du systeme biocapteur-FIA

Le dispositif de la cellule de détection d'écoulement sous agitation ("stirred flow cell")
dans lequel I'électrode a pénicillinése (transducteur: électrode combinée en verre, type plate
d'Ingold®) est installée et le schéma du systtme biocapteur-FIA sont présentés sur la
Figure 3.4. Suite aux résultats constatés précédemment (chapitres 1 et 2) et aprés une
recherche bibliographique, nous avons développé une cellule de mesure, permettant dans la
méme unité la dilution du volume de I'échantillon et la mesure de sa concentration. Lorsque
I'échantillon entre dans la cellule de détection, il est dilué d'une fagon homogene et
reproductible par agitation constante. La cellule est usinée & partir de deux piéces cylindriques
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en plexiglas qui sont isolées l'une par rapport & 'autre. Le plexiglas permet une bonne visibilité
de l'intérieur de la cellule, ce qui permet la détermination du risque de colmatage au cours du
suivi et de porter reméde a ce probléme. L'écoulement (tampon + échantillon) est introduit par
l'aiguille de seringue de gauche dans le cylindre intérieur (@ = 20 mm) et I'évacuation du
liquide apreés la réaction enzymatique se fait en continu via l'aiguille de droite. Les aiguilles ont
un diamétre intérieur de 0,8 mm La construction de la cellule permet de faire varier le volume
de détection entre 1500 et 6000 pl. Cette variation est réalisée par déplacement vertical de
l'aiguille d'évacuation. Le volume mort choisi pour I'application a la fermentation est 2000 pul.
11 est déterminé par mesure de la masse occupant la cellule (n=10). Les aiguilles sont montées
dans le couvercle (en PTFE) de la cellule par un assemblage glissant et leurs positions sont
maintenues constantes pendant les expériences. Un volume de détection constant est donc
assuré pendant les mesures. '

Le fonctionnement du systéme biocapteur -FIA correspond a celui écrit au § 2.2.3.3.
Seulement, ici, il s'agit d'une "cellule ouverte" a €évacuation de liquide qui assure un volume
liquide de détection constant. Un volume constant a ét€ réalisé par un flux de sortie imposé
toujours supérieur a celui du porteur. Le débit d'échantillon est maintenu constant
a 1,1 ml.mn-! pendant les mesures.

vers le pH-metre
— .
et l'enregistreur

=g déchets
support de

I'électrode
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Figure 3.4: Schéma de principe du systéeme biocapteur-FIA pour le suivi hors
ligne de la concentration de pénicilline au cours de la fermentation
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3.3 - RESULTATS ET DISCUSSION

Les Figures qui appartiennent au chapitre 3.3 sont mises en annexe entre les versions
francaise et allemande.

3.3.1 - Etudes préliminaires destinées au suivi de la fermentation de la
pénicilline par le systéme biocapteur-FIA

La production de pénicilline par fermentation dure en général environ 10 jours. Une
fréquence tres €levée des analyses est toujours souhaitable, mais pas nécessaire pour une durée
aussi longue du procédé. Il faut noter aussi que la détermination est faite dans une grande
étendue de concentrations et dans un milieu complexe.

Suite & nos résultats obtenus précédemment et d'apres les études bibliographiques (voir
§ 3.1.4), nous avons mis au point une cellule permettant a la fois la dilution et la détection de
I'échantillon. Lors de I'entrée de I'échantillon dans la solution tampon et avant que la détection
de la concentration en pénicilline ne démarre, I'échantillon est rapidement dilué de facon
homogene et reproductible grice a un petit barreau magnétique a fréquence d'agitation
constante. Cette dilution de I'échantillon permet de réduire, voire d'éliminer les interférences
dues aux variations du pH de I'échantillon, des concentrations en inhibiteurs dans le milieu et
de la matrice de I'échantillon sur la réponse de I'électrode. Un dispositif de dilution
supplémentaire, qui est généralement mis en jeu dans un systeme FIA, n'est pas nécessaire en
utilisant la cellule CDEA.

Les différents paramétres influengant le systéme biocapteur-FIA ont été €tudiés, afin
d'optimiser la mesure de la pénicilline.

3.3.1.1 - Dispersion
La dispersion en fonction du volume de 1'échantillon est représentée sur la Figure 3.5.
Le phénomene de la dispersion est décrit au § 2.1.2. La Figure montre que pour D---> 1, la
sensibilité est plus importante (b), par contre la cadence de mesure diminue (a).

3.3.1.2 - Linéarité de la courbe d'étalonnage et influence du volume d'injection
La courbe de dispersion ne suffit pas a elle seule. Pour déterminer les meilleures
conditions de fonctionnement du systéme FIA pour le suivi du procédé, il est particuliérement
important d'effectuer une courbe d'étalonnage qui couvre toute la gamme des concentrations en
pénicilline obtenues au cours de la fermentation.
La réponse de l'électrode 4 la pénicilline-V est montrée dans la Figure 3.6a. La
sensibilité est augmentée par l'utilisation d'un grand volume d'injection. Cependant, des
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volumes d'injection plus élevés montrent une diminution du domaine linéaire de la courbe et
entrainent une atténuation de la cadence de mesure. Un bon compromis entre une sensibilité et
une gamme de lin€arité suffisantes est obtenu en utilisant un volume d'échantillon de 100 pl
Ainsi, une large gamme de linéarité de la courbe de calibration, jusqu'a 100 mM, est assurée.
En conséquence, les mesures pendant la durée totale de la fermentation sont réalisé€es avec un
volume d'échantillon de 100 pl sans changer les paramétres opératoires.

Théoriquement, le changement de potentiel devrait étre proportionnel au logarithme de la
concentration car les ions hydrogéne produits par la réaction enzymatique sont détectés par une
€lectrode de pH. Cette réponse est liée a I'équation de Nernst (voir § 1.1.7.1). En 1'absence de
catalyse enzymatique, la réponse enregistrée en systéme batch, traduit le changement de pH
entre le signal initial Eg et la réponse & 1'état stationnaire Eg,;:

AE = Egy - Eo=k; log A[H'] (3.1)

oll, [H'] représente le changement de la concentration en protons et k3, la constante du systéme
batch pour une température donnée.

Des réponses logarithmiques pour des mesures en batch de la pénicilline ont été
présentées dans ce travail (§ 1) et par différents auteurs [Papariello et al., 1973; Cullen et al.,
1974]. Dans tous ces cas, l'enzyme, la pénicillinase, était immobilisée. La production
1*

enzymatique des ions H" est proportionnelle i la concentration en substrat (cinétique du
ordre),

A[H} =k, [S] (3.2)

ot ky est un facteur constant pour une température donnée. Dans ces cas, la réponse de
I'électrode est proportionnelle au logarithme de la concentration du substrat (1a pénicilline):

AE = k3 log [S] (3.3)

oti ks est le facteur constant du systeme de mesure enzymatique.

Cependant, une linéarité de la réponse par rapport a la concentration en pénicilline a été
observée dans les systémes en flux utilisés pour la détection potentiométrique (Figure 3.6). Ce
fait a déja été observé dans le chapitre 2, mais aussi par d'autres auteurs [Rushling et al., 1976;
Olsson, 1988]. Cela peut étre dii au fait que la réponse a 1'état stationnaire n'est pas obtenue
avec le systeme FIA et pour conséquent, 1'équation de Nernst n'est plus valable. Les Figures
3.6b et 3.6c comparent les résultats de la FIA avec les mesures en batch obtenues avec
I'électrode & pénicillinase (voir Figure 1.18). La Figure 3.6b montre une courbe d'étalonnage
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semi-logarithmique en fonction du logarithme des concentrations de la pénicilline, tandis que
celle de la Figure 3.6¢ est une fonction linéaire des concentrations de la pénicilline. Sur la
Figure 3.6b, on peut voir une réponse de Nernst typique pour des mesures en batch, avec une
gamme linéaire de 1,5 & 15 mM. Par contre, la Figure 3.6¢c montre la dépendance directement
linéaire de la hauteur des pics de la FIA. Dans ce domaine, la réponse du pic pour le systéme
FIA est donnée par

AE= Ehayteur du pic ~ Eligne de base = K4 [S] (3.4)
ol k4 est le facteur constant du systeme FIA.

3.3.1.3 - Influence du débit du flux porteur
Comme pour les cellules CDET et CDJV, nous avons €tudié I'influence du débit du
porteur sur la réponse de 1'électrode en faisant varier le débit du flux porteur (Figure 3.7). Cette
figure montre qu'un domaine du débit autour de 1 ml.min"! assure une faible variation de la
réponse des €lectrodes. De méme, la variation est faible au-deld de 4 ml.min-l. Afin de
minimiser les risques d'erreurs de mesures dues a des petites pulsations de la pompe, nous
avons effectué les manipulations suivantes avec ces débits déterminés.

3.3.1.4 - Répétabilité et cadence de mesures
La répérabilité des pics obtenus pour une concentration de pénicilline lorsque celle-ci est
dissoute dans le milieu de fermentation est présentée dans la Figure 3.8. La déviation standard
(r.s.d.) des mesures est 0,94 %. En utilisant le débit porteur de 4 ml.min-!, nous réalisons une
cadence de 20 mesures par heure. Donc, théoriquement, une mesure toutes les 3 minutes est
possible, ce qui est largement suffisant au cours de cette longue fermentation.

3.3.1.5 - Stabilité du biocapteur incorporé dans la cellule CDEA

La stabilité de I'électrode a été examinée en fonction du temps (Figure 3.9), selon la
méthode décrite dans § 2.3.2.6: installation pendant 45 jours dans la cellule a 25 °C, mesures
pendant environ 4 heures chaque jour.

L'¢lectrode montre une bonne stabilité pendant environ 35 jours, ce qui garantit une
excellente performance pour son application a la fermentation. La méme €lectrode installée dans
la cellule CDET (§ 2) présente une bonne stabilité pendant environ 12 jours.

La meilleure stabilité 2 long terme constatée avec la cellule CDEA est due a une meilleure
conservation de la couche enzymatique. Effectivement, plusieurs él€ments peuvent étre
l'origine d'une usure plus importante avec la cellule CDET: montage différent de 1'électrode
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(détérioration provoquée par le passage du joint torique), géométrie de la cellule qui implique
dans ce cas des turbulences plus élevées.

3.3.2 - Etude des paramétres pouvant influencer le dosage au cours de la
fermentation

Pendant le processus de la fermentation, il se produit un changement significatif dans la
composition du milieu, tandis que la valeur de pH dans le réacteur reste approximativement
constante. Afin de déterminer les apparitions éventuelles des différentes interférences sur la
réponse de 1'électrode, nous avons €tudié les changements du pH de I'échantillon et du flux
porteur, ainsi qu'un changement de matrice de 1'échantillon au cours de la fermentation.

3.3.2.1 - Effet du pH du porteur

La valeur du pH du tampon montre une forte influence sur la sensibilité de 1'électrode
enzymatique incorporée dans la cellule CDEA (Figure 3.10). Les valeurs du pH des
échantillons du milieu de la fermentation sont toujours tenues constantes a 6,5 pendant cette
manipulation. Le pourcentage des variations du pic, ou la valeur 100% a ét€ attribuée a la
réponse a pH 6,5, est montré dans la figure. La variation de potentiel lors de la réaction
enzymatique est déterminée apres l'enregistrement de la ligne de base pour le tampon concerné.
Nous observons une diminution des hauteurs de pics pour les pH < 6,5, due a I'affaiblissement
de l'activité enzymatique, contrairement a des pH > 6,5 ou l'activité augmente. |

Il est donc important de bien contrdler le pH du tampon pendant le suivi de la
fermentation afin d'éliminer une telle interférence sur I'électrode.

3.3.2.2 - Effet du pH de I'échantillon

L'influence de la variation du pH de I'échantillon de la fermentation sur la réponse du
capteur est montrée sur les Figures 3.11a et 3.11b.

La valeur du pH du contenu du réacteur est fixée a 6,5. Cependant, afin de déterminer la
sensibilité de I'analyseur face 4 un changement de pH, nous avons fait varier le pH et enregistré
la réponse de I'électrode. _

La Figure 3.11a montre d'abord l'influence du pH des échantillons du milieu de la
fermentation sans et avec la pénicilline par la présentation des hauteurs de pic absolues.
Ensuite, le pourcentage de la variation du signal est présenté dans la Figure 3.11b. Dans cette
figure, les 100 % sont placés pour la valeur du pH a 6,5 (valeur du pH des échantillons de la
fermentation). Sur la Figure 3.11a, une variation du potentiel est aussi observée pour
I'échantillon sans la présence de la pénicilline. Elle est due a la présence des especes
interférentes dont la réaction avec les composés de la solution tampon modifie les équilibres de
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dissociation et entraine une légeére variation du pH. Ce facteur de décalage (1,3 mV pour les
mesures ot la pénicilline est contenue dans le milieu de la fermentation) est a prendre en compte
lors de I'exploitation des résultats. Cela est fait par la soustraction de cette valeur de la hauteur
du pic total. '

L'interférence de ces especes sur la réponse du transducteur peut étre donnée par la
modification empirique de I'équation de Nernst (1.6). Nicolsky et Tolmacheva (1937) ont
présenté une équation qui relie l'activité des especes d'ions avec le potentiel mesuré, en prenant
en compte les effets d'interférence de tous les composés. Cependant, 1a complexité du milieu
rend pratiquement impossible une telle étude.

En comparant la Figure 3.11b par rapport aux mesures effectuées avec les cellules
CDET et CDJV (voir § 2.3.2.3), une tendance €quivalente est constatée: augmentation des pics
de réponse pour les pH < 6,5, due a la concentration plus élevée des H*; et diminution des
réponses pour les pH plus basiques.

Cependant, ces variations sont beaucoup plus faibles pour la cellule CDEA, grice a sa
construction. Le volume mort de la cellule est plus grand et par conséquent, 'effet du pH
venant de l'échantillon est diminué. En effet, la Figure 3.11 montre seulement une faible
variation de la sensibilité du capteur autour de pH 6,5. Toutefois, un changement de pH plus
important peut provoquer une augmentation ou une diminution de la sensibilité du capteur.

3.3.2.3 - Influence de la variation du milieu de la fermentation sur la mesure de
la pénicilline-V

L'influence du changement des concentrations des principaux €léments présents dans le
milieu de la fermentation sur la mesure avec le systeme biocapteur-FIA a été étudi€e au cours de
la fermentation FB- 017.

Les Figures 3.12a/b montrent un changement important dans la composition du bouillon
de culture pendant la fermentation. De plus, 1a concentration des composés azotés organiques
(acides aminés, protéines, notamment apportés par le corn steep liquor et dissous dans le
milieu), change au cours de la culture. Par contre, une bonne régulation du pH a 6,5 peut étre
observée. L'influence du changement de la composition du bouillon sur la réponse du capteur
est montrée sur la Figure 3.13. Ici, par rapport au chapitre précédent, les concentrations des
especes interférentes changent aussi au cours de la fermentation.

Les hauteurs de pic sont observées pour l'introduction de 5 mM de la pénicilline-V
successivement dans le tampon pur (ce qui correspond a 100 % de la hauteur de pic), dans le
milieu de la fermentation (apres stérilisation) et dans le bouillon de culture apres différents
temps de la fermentation. On peut constater, premiérement, une forte diminution des hauteurs
de pic en pourcentage entre les mesures effectuées dans la solution tampon et dans le milieu de
la fermentation non inoculé juste avant l'initialisation du procédé. Deuxiémement,
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l'affaiblissement des réponses croit pour des mesures effectuées dans le bouillon de culture.
Les mesures ont €té faites avec deux volumes d'injection différents (100 et 500 pl). Ce qui est
remarquable, en vue de 1'application de l'analyseur pour le suivi de la fermentation, est que le
signal de I'électrode reste & peu pres stable, en utilisant un volume d'injection de 100 pl, pour
les mesures des échantillons prélevés au cours du procédé. Cela est dii a I'interférence moindre
des especes du bouillon sur le biocapteur en raison du taux de dilution plus élevé dans la cellule
CDEA, en injectant le volume de 100 pl.

Donc, l'avantage de l'utilisation de ce volume d'injection pour le suivi est encore
évident, apres son constat au chapitre 3.3.1.2. En outre, nous choisissons de réaliser la courbe
d'étalonnage pour le suivi par introduction des concentrations connues en pénicilline-V dans
une solution du bouillon de culture, prélevée apres la mise en route de la fermentation.

3.3.3 - Dosage hors ligne de la concentration de pénicilline par le systeme
biocapteur-FIA au cours de la fermentation FB- 017
3.3.3.1 - Courbes d'étalonnage

Pour le suivi de la fermentation, une courbe d'étalonnage est nécessaire. Les études
précédentes nous ont précisé€ l'avantage d'adopter les parametres de la FIA suivants: un volume
d'injection de 100 pl et un flux porteur autour de 1 ml.min-! ou autour de 4 ml.min-1. Notre
intérét dans cette application est une réalisation rapide de l'analyse. Comme une augmentation
de la vitesse du flux porteur diminue le temps de réponse du biocapteur dans le systéme FIA,
nous choisissons donc le débit de 4 ml.min-! pour la réalisation de la courbe d'étalonnage.

Nous avons constaté aussi (§ 3.3.2.3) qu'il est important d'effectuer la courbe
d'étalonnage avec des €chantillons ot 1a pénicicilline-V est dissoute dans le bouillon de culture.

En effectuant les mesures dans cette solution, nous obtenons une courbe d'étalonnage
avec un domaine lin€aire trés élargi, de 0 a environ 60 mM (Figure 3.14).

Le facteur de décalage (voir § 3.3.2.1) a éi€ déterminé dans le bouillon de culture avec
2,4 mV lors d'une mesure sans pénicilline-V. Il est pris en compte durant toutes les mesures au
cours de la fermentation.

La dépendance linéaire entre le changement de potentiel (mV-hauteur de pic) et la
concentration de la pénicilline simplifie la conversion des signaux hauteurs de pics en valeurs
de concentration en pénicilline. La concentration de 60 mM correspond 2 la concentration
maximale qui puisse &tre obtenue au cours de la fermentation. Donc, la courbe réalisée s'adapte
parfaitement au but envisagé, telle une seule courbe d'étalonnage couvrant toute la gamme de la
concentration en pénicilline produite lors de sa production fermentaire.
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3.3.3.2 - Stabilité du systéme biocapteur-FIA au cours du procédé

Les contraintes de l'entretien de l'analyseur au cours de la fermentation sont
extrémement faibles. Cela s'explique par le fait que I'activité du capteur reste stable durant le
procédé et qu'un changement des conditions opératoires du sytéme FIA n'est pas nécessaire
pour déterminer les concentrations en pénicilline sur toute la phase de production.

Des probléemes au niveau du fonctionnement de 1'analyseur n'ont pas eu lieu pendant la
durée du suivi de la fermentation. Cependant, une accumulation des especes, contenues dans
les solutions d'échantillon, a été€ observée dans le tuyau d'échantillon et aux parois de la cellule
de détection. Comme moyen préventif, nous avons changé ce tuyau tous les deux jours et en
méme temps un nettoyage de la cellule a été effectué. Un probléme de colmatage ("clogging™)
n'a pas été€ observé au cours du procédé griace a la répartition mince et lisse de la couche
enzymatique.

3.3.3.3 - Résultats des mesures hors ligne effectuées par le systéme biocapteur-
FIA et comparaison des mesures avec celles obtenues par HPLC

Au cours de la fermentation, la pénicilline-V est produite avec une petite quantité de la
para-hydroxy-pénicilline-V (p-OH-pén-V). La Figure 3.15 montre les deux concentrations en
fonction du temps de la fermentation, mesurées par la méthode de référence, 'HPLC. Comme
les deux pénicillines-V posseédent un cycle B-lactame, elles sont détectées par le biocapteur. La
méthode de comparaison la plus logique entre les résultats obtenus par le systéme biocapteur-
FIA et 'HPLC est donc la comparaison des concentrations de "pénicilline-V totale" (somme de
la pénicilline-V et de la p-OH-pén-V), mesurées par HPLC avec la pénicilline-V, détectée par le
biocapteur.

Sur la Figure 3.16, une comparaison des concentrations en pénicilline déterminées au
cours de la fermentation par les deux méthodes est présentée. La Figure montre le trés bon
accord entre les résultats obtenus hors ligne pour une large gamme de concentrations. De plus,
nous pouvons constater une bonne reproductibilité des mesures pour le suivi selon la méthode
biocapteur-FIA.
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3.4 - CONCLUSION

L'application du systeéme biocapteur-FIA pour le suivi hors ligne de 1a concentration de
pénicilline-V au cours de la fermentation [Meier et Tran Minh, 1992b] prouve les performances
de l'analyseur développé ici, malgré les conditions difficiles qu'impose une telle application.

Afin de réaliser un systéme d'analyse, d'une part, simple sur le plan de l'entretien et de
I'utilisation, et d'autre part, fiable au niveau de la précision de la mesure et au cours du temps,
nous avons développé une cellule de détection appropriée au besoin du suivi de la fermentation
permettant dans la méme unité la dilution et la mesure de 1'échantillon. Ainsi, une diminution,
voire I'élimination des interférences risquant d'influencer la réponse de I'électrode (changement
du pH de I'échantillon et de composition du bouillon) est réalisée. |

Dans un premier temps, nous avons étudié différents parametres pouvant influencer les
mesures. Ces études ont notamment montré que les débits du flux porteur et les volumes
d'injection ont une influence importante sur la réponse du capteur et sur la gamme linéaire de la
courbe d'étalonnage. De plus, nous avons observé une stabilité a long terme du biocapteur
incorporé dans la cellule CDEA qui dépasse largement la durée de la fermentation. La
répétabilité des mesures est trés bonne et le temps total de mesure d'un échantillon (environ 3
minutes), est tout a fait satisfaisant pour le suivi du procédé.

Les contraintes déterminées au cours de ces études préliminaires et la conception de la
cellule CDEA nous permettent de choisir les meilleures conditions opératoires, c'est a dire
celles qui assurent des mesures hors ligne avec les mémes paramétres de fonctionnement
pendant toute la durée de la fermentation.

Si le pH de la culture n'est pas maintenu constant, ses variations peuvent modifier la
réponse de I'électrode. Cependant, cette interférence peut étre réduite, voire €liminée, par une
modification simple du systeme FIA en ajoutant, par exemple, un dispositif permettant une
prédilution de I'échantillon.

Les résultats obtenus par le systtme biocapteur-FIA sont en bon accord avec ceux
fournis par la méthode de référence, 'HPLC. La méthode biocapteur-FIA présente l'avantage
d'étre facile a4 mettre en ceuvre, trés fiable, non exigeante en entretien et également tres
économique en comparaison avec des méthodes classiques, comme I'HPLC.

Les résultats trés satisfaisants obtenus lors du suivi hors ligne de la fermentation et la
conception simple du syst¢me biocapteur-FIA sont trés encourageants en vue de
l'antomatisation du systeéme. Ils permettent d'envisager la réalisation du but fixé initialement: le
suivi en ligne par biocapteur (et donc en temps réel) de la fermentation.
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Figure 3.5: Dispersion et pics de réponse de l'électrode en fonction
du volume de l'échantillon
Conc. de la pénicilline-V dans le tampon: SmM; tampon phosphate:
0,01M (pH=7,0). Paramétres FIA: débit du porteur: 0,78 ml.min.
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Figure 3.6: Courbes d'étalonnage pour différents volumes d'injection
Conc. de la pénicilline-V dans le milieu de la fermentation; tampon phosphate:
0,01M (pH=6,5). Paramétres FIA: débit du porteur: 1,1 ml.min!; volumes
d'injection: 50 ul (a); 100 ul (%); 250 ul (e), 500 ul (m ); (O) courbe
obtenue en batch (voir Figure 1.18); dérails sur la présentation des figures

dans le texte
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Figure 3.7: Effet du débit du porteur sur la réponse de l'électrode
Conc. de la pénicilline-V dans le milieu de la fermentation: SmM;
PH du tampon: 6,5; paramétres FIA: volume d'injection=100 pl.
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Figure 3.8: Répétabilité des mesures
Conc. de la pénicilline-V dans le milieu de la fermentation: 15mM;
pH du tampon: 6,5; paramétres FIA: volume d'injection=100 pl;
débit du porteur: 4,0 ml.min!.
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Figure 3.9: Stabilité de l'électrode dans la cellule CDEA

Figure 3.10: Influence du pH du tampon sur la réponse de l'électrode

pourcentage du signal

Conc. de la pénicilline-V dans le milieu de la fermentation: 15mM;

PH du tampon: 6,5, paramétres FIA: débit du porteur: 1,1 ml.min!; volume

d'injection: 100 ul ; dérails sur l'utilisation de l'électrode dans le texte.
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Conc. de la pénicilline-V dans le milieu de la fermentation: 5 mM;
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paramétres FIA: débit du porteur:4,0 ml.min!; volume d'injection: 250 ul.
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Figure 3.11: Influence du pH de l'échantillon du milieu de la fermentation sur
la réponse de Il'électrode
pH du tampon: 6,5; paramérres FIA: débit du porteur:4,0 ml.min!;
volume d'injection: 250 pl
(a): pics absolus pour échantillon sans pénicilline (W) et pour échantillon
contenant 5 mM de pénicilline (&)
b): pourcentage de la variation du signal.
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Figures 3.12a/b: Changement de quelques composés du bouillon de

pourcentage du signal

culture pendant le processus de la fermentation

Résultats donnés par le CPB.
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Figure 3.13: Réponse de l'électrode: mesures de la pénicilline dans le

tampon, dans le milieu de la fermentation et dans le bouillon

de culture au cours de la fermentation

Conc. de la pénicilline-V: 5 mM; pH des échantillons: 6,5; paramétres FIA:

débit du porteur: 4,0 ml.min!; volumes d'injection: (o ) 500 ul, (wm ) 100 ul;

dérails sur

la présentation de la figure dans le texte.
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Figure 3.14: Courbe d'étalonnage pour le suivi de la fermentation

DH des échantillons: 6,5; paramétres FIA: volume d'injection: 100 pl;
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Figure 3.15: Mesures hors ligne de la concentration de pénicilline au cours de

la fermentation, obtenues par 'HPLC (méthode de référence)

concentrations des différentes pénicillines: p-OH-pénicilline-V (e),

pénicilline-V (O) et pénicilline-V totale (+ );

Résuliats donnés par le CPB.
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3- APPLIKATION DES ANALYSESYSTEMS BIOSENSOR-FIA ZUM OFF-
LINE-FERMENTATIONS-MONITORING VON PENICILLIN-V

Die Entwicklung neuer Analysesysteme fiir die ProzeBkontrolle setzt sowohl in der
Industrie als auch an akademischen Forschungsinstituten eine der Prioritéten in der Forschung.
Dies begriindet sich dadurch, dafl eine kontinuierliche Uberwachung eines industriellen
Prozesses zu einer besseren Produktqualitit mit geringeren Riickstéinden fiihrt und auch zu
einer Minimierung industrieller Umweltbelastungen [Ruzicka, 1986].

Zur Optimierung biotechnologischer Prozesse werden bessere Produktionsstimme,
Reaktoren und eine gute Reaktionsfithrung benétigt. Um eine effektivere ProzeBfiihrung zu
erreichen, werden umfangreiche Informationen iiber das Reaktor-Zellen-System bendtigt, die
durch eine hochentwickelte MeBtechnik gewonnen und mit Hilfe geeigneter mathematischer
Modelle verarbeitet werden [Schiiger] et al., 1987].

Das entwickelte Penicillinsensor-FIA-Analysesystem (erldutert in Kapitel 2) ist zu off-
line-Messungen am Bioreaktor getestet worden. Ein mehrwochiger Aufenthalt im Center for
Process Biotechnology (CPB) an der Technischen Hochschule von Dénemark war dazu
erforderlich. Im CPB wird die Penicillin-Fermentation im Zulaufverfahren erforscht, wobei
stdndig Fermenterproben zur Verfiigung stehen.

Dieses Kapitel erldutert zundchst im aligemeinen die Produktion des Penicillins durch
die Fermentation sowie das Interesse an der Kontrolle des Prozesses und beschreibt dann die
Adaption des MeBsystems an die Fermentation. Dazu ist eine spezielle MeBzelle entwickelt
worden, in die der Biosensor intégriert ist. Trotz der schwierigen Bedingungen, die bei der
Analyse der Penicillinkonzentration in Fermenterbriihen vorliegen [Rushling et al., 1976], ist
groBer Wert auf Einfachheit des MeBsystems gelegt worden (keine Vorverdiinnung der Proben,
nur eine erforderliche Kalibrierung iiber den gesamten Konzentrationsbereich, Einsatz des FIA-
Grundsystems [Ruzicka und Hansen, 1988]).

Die mit dem Biosensor-FIA-System erzielten off-line-Messungen werden mit off-line-

HPLC-Messungen verglichen.

Um einen Uberblick iiber die unterschiedlichen Mefmethoden der Fermentations-
prozesse zu geben, insbesondere der Penicillin-Fermentation, sind in dieses Kapitel zusétzlich
die Unterkapitel 1.1.8 bis 1.1.9.2 in deutscher Ubersetzung miteinbezogen worden.
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3.1 - LITERATURRECHERCHE

3.1.1 - Zielsetzung bei der Fermentationsanalytik

Ohne zeitrelevante und zuverlédssige Mefdaten ist es sehr schwierig, den aktuellen
ProzeBstand zu identifizieren und den Prozef} zu kontrollieren. Die off-line- und besonders die
on-line-Analyse biotechnologischer Prozesse ermdglicht deren Kontrolle und Optimierung. Die
ProzeBoptimierung ist zudem eine Grundvoraussetzung fiir eine Fermentations-Modellbildung.

Die Penicillin-Fermentation ist von grofler wirtschaftlicher Bedeutung, eine stindige
ProzeBoptimierung ist deshalb anzustreben.

Zuverldssige MeBsysteme fiir die kontinuierliche Erfassung physikalischer
ProzeBparameter im Bioreaktor stehen bereits zur Verfiigung [Carleysmith und Fox, 1984].
Zusitzlich werden auch on-line-Mefsysteme bendotigt, die Informationen iiber die
physiologischen ProzeBparameter wahrend der Fermentation liefern [Valentini et Razzano,
1983]. Eine prézisere und schnellere Analytik fiihrt zu hoheren Produktionsraten und
ermoglicht bei ProzeBstorungen ein rasches Eingreifen. Um einen optimalen ProzeBverlauf zu
garantieren, erfordern die Mikroorganismen eine fiir sie optimale N&hrlosungszusammen-
setzung und auch Prozefparameter.

Im CPB an der Technischen Hochschule von Danemark wird die Penicillin-
Fermentation im Fed-Batch-Verfahren (Zulauf-Verfahren) durchgefiihrt. Glucose und
Ammonium werden bereits on-line gemessen [Christensen et al., 1991]. Die Forschungsgruppe
strebt eine komplette on-line-Messung aller fiir den FermentationsprozeB wichtigen
Komponenten an. Dem Einsatz eines Biosensors zur kontinuierlichen Ermittlung der
Penicillinkonzentration kommt dabei eine wichtige Rolle zu. Das Ziel der Forschungsgruppe ist
das bessere Verstehen dieses komplizierten Bioprozesses durch eine detaillierte mathematische
Modellbildung. Zudem ermoglicht die Erstellung eines umfangreichen, korrekten Modells die
Ermittlung optimaler Prozefbedingungen und somit eine Verbesserung der

Penicillinproduktion.

3.1.2 - Fed-Batch Penicillin-Fermentation

Penicillin wird produziert durch die Schimmelpilze Penicillium notatum und Penicillium
chrysogenum. Die Biosynthese des Penicillins ist von Hersbach et. al (1984) ndher untersucht
worden. Penicillin ist ein sekundires Metabolit. Das Penicillin wird aus drei Aminoséduren
gebildet: o-Aminoadipinsdure, Cystein und Valin. Fiir die Messung der Penicillinkonzentration
ist seine exozelluldre Produktion von groBer Wichtigkeit, wobei am Ende der Biosynthese das
Penicillin aulerhalb der Zelle transportiert wird.
Die industrielle Herstellung dieses Produkts wird meist in iiber 100.000 ltr.-Bioreaktoren im
Fed-Batch-Betrieb durchgefiihrt. Der Einsatz der Fed-Batch Fermentations-strategie ist
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gegeniiber den konventionellen Batch Verfahren vorzuziehen, wenn Konzentrationsinderungen
einer oder mehrerer Nihrstoffquellen die Produktionsrate des gewilinschten Metabolits
beeinflussen. Entsprechend der Mediumzusammensetzung miissen Nihrstoffe wahrend der
Fermentation zugefiihrt werden, um eine giinstige Biomasseproduktion zu erzielen und zum
anderen die Precursorrate konstant zu halten. Das Fed-Batch-Verfahren erméglicht eine
kontinuierliche Zufiitterung [ Yamane und Shimizu, 1984]. Verschiedene Fed-Batch Penicillin-
Fermentationen sind in der Literatur beschricben worden [Moller, 1987; Nilsson und Mosbach,
1978; Christensen, 1992]. Es werden dabei unterschiedliche Stimme und ProzeBparameter
(pH-Wert, Temperatur, Rithrung, Sauersoffversorgung und N&hrlosungszusammensetzung)
~ erwihnt. Im CPB wird eine N#hriosung, bestehend aus einer Mischung von Glucose (C-
Quelle), Ammonium (N-Quelle) und Phenoxyessigsdure (Precursor fiir Penicillin-V), im Laufe
der Fermentation zugefiihrt [Christensen et al., 1991]. Fiir die Messung der
Penicillinkonzentration durch den Biosensor ist der Verlauf des pH-Wertes wihrend der
Fermentation zu beachten. Die konstante Regelung des pH-Wertes erleichtert die Messungen
mit dem Biosensor [Nilsson und Mosbach, 1978].

Umfangreiche Untersuchungen zur Penicillin-Fermentation, die sich mit
mikrobiologischen Aspekten als auch mit Fragen der Biosynthese beschiftigen, sind in den
zuriickliegenden Jahren durchgefiihrt worden [Smith et al., 1990; Jorgensen et al., 1992].
Dabei wurden verschiedene Stimme, verschiedene N- und C-Quellen eingesetzt. Auch ist die
Auswirkung von unterschiedlichen physikalischen, chemischen und Reaktorbetriebsparametern
untersucht worden. Neben der Art des Stammes, hat die Zusammensetzung des Mediums eine
entscheidende Bedeutung. Man unterscheidet synthetische und komplexe Medien. Synthetische
Medien werden hauptsidchlich dazu eingesetzt, den Einflufl unbekannter Substrate auf die
Fermentation zu verringern, mit dem Ziel, den Fermentationsablauf in Abhédngigkeit einer
bekannten Nihrlosungszusammensetzung beschreiben zu kénnen. GroBere Produktionsraten
werden jedoch durch Einsatz komplexer Nihrlosungen erreicht. Speziell bei der Penicillin-
Fermentation bewirkt die heterogene C- und N-Quelle, Corn Steep Liquor, eine gegeniiber
einer synthetischen Nihrlosung raschere und héhere Biomasseproduktion [Pirt und Righelato,
1967].

Vorrangiges Ziel der Verfahrensoptimierung ist die Verkiirzung der Fermentationsdauer
sowie die Erhohung der Produktausbeute, bezogen auf eingesetzte Substrate und
Seitenprecursor. Nach dem Beginn der industriellen Produktion von Penicillin im Jahre 1943 in
den Vereinigten Staaten, ist die Produktionsrate stindig verbessert worden. Bessere Reaktoren,
die Optimierung der N#hrlosungszusammensetzung sowie der Ersatz bestimmter Substrate
durch billigere Rohstoffe, z.B. der Einsatz von n-Paraffinen (Raffinerienebenprodukt) als C-
Quelle [Szarka et al., 1992], ermdglichen eine kostengiinstigere Penicillinproduktion.
Bedeutend fiir die Produktionsoptimierung ist auch die Isolierung von neuen Penicillin-
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Hochleistungsstimmen in den zuriickliegenden Jahren. So wurde die Stdmme bis in die 80er
Jahre hinein so verbessert, da§ jetzt 30 - 40 g.I'! Penicillin-G produziert werden kdnnen
[Schiigerl, 1987].

In den letzten Jahren sind die Analyseverfahren erheblich verbessert worden. So
wurden der pH-Wert und die Sauverstoffkonzentration erstmals 1972 durch sterilisierbare pH
-und O3- Sensoren on-line wihrend der Penicillin-Fermentation gemessen [Pan et al., 1972].
Die Bestimmung der aktiven und inaktiven Biomasse ist moglich durch eine phototechnische
Analyse ("Image Analysis") [Packer et al., 1992]. On-line-Messungen, mit dem Ziel der
Erfassung wichtiger physiologischer Parameter, werden zunehmend angestrebt und realisiert
[Christensen et al., 1991; Johansen et al., 1992]. Die kontinuierliche Messung dieser Gro8en
ermdglicht eine sehr genaue Beschreibung der mikrobiellen Kinetik und des Stofftransports.
Diese detaillierten Kenntnisse kénnen zur Modellbildung der Penicillin-Fermentation
herangezogen werden, wodurch eine Optimierung der Penicillinproduktion erreicht werden

kann.

3.1.3 - Anforderungen an das Probenahmesystem

Die Voraussetzung fiir eine kontinuierliche off-line- bzw. on-line-Messung ist die
Gewinnung eines kontinuierlichen Probestromes. Das Filtersystem muf3 zum einen eine
Infektionsgefahr des Reaktors wihrend der Probenahme verhindern und zum anderen einen fiir
die Messung ausreichenden und, wenn méglich, konstanten Volumenstrom iiber den gesamten
Fermentationszeitraum liefern. Partikel sollten im Probestrom nicht vorhanden sein. Héufig
treten bei der Mikrofiltration Probleme auf [Ridhse et Carduck, 1985]. Auf der
Membranoberfliche bilden sich Deckschichten, die aufgrund der Konzentrationspolarisierung
den Durchtritt der zu filternden Fliissigkeit durch die Membrane behindern. Dadurch wird eine
Retention sowie eine Limitierung des Permeatflusses verursacht. Diese Probleme entstehen
besonders bei der Filtration stark konzentrierter Medien, wie es bei der Penicillin-Fermentation
der Fall ist. Abhilfe kann durch eine "cross-flow"-Filtration geschaffen werden. Dabei wird die
Membrane tangential iiberstrémt und nur ein Teil des Gesamtstromes durch sie gedriickt.
Wihrend der Penicillin-Fermentation im CBP wird ein spezieller in-line-Probenahmemodul der
Firma ABC, Miinchen [Apfel, 1990] mit Erfolg eingesetzt [Christensen et al., 1991].
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3.1.A - BioprozeBanalytik: Definition, Vor- und Nachteile von in situ, off-line
und on-line-Techniken (Ubersetzung Kap. 1.1.8)

Sensoren, die direkt im Bioreaktor installiert sind (in situ), erméglichen Echtzeit-
Analysen. Ein Probenahmesystem wird fiir diese Messungen bendtigt. Wenn die Probe manuell
oder automatisch dem Bioreaktor entnommen und nach einer Aufbereitung dem MeBsystem
manuell zugefiithrt wird, handelt es sich um eine off-line-Messung. Die Zeitspanne zwischen
Probeentnahme und Analyse kann dabei wenige Minuten oder mehrere Wochen betragen. Bei
on-line-Messungen erfolgen die Probenahme, die Aufarbeitung sowie die Zufiihrung der Probe
zum Analysegerdt und die Messung vollstindig automatisiert, so daf die zeitrelevanten
MeBwerte mit einer Verzégerung von wenigen Minuten gegeniiber dem Istzustand erhalten
werden. ’

Sowohl in situ -, als auch off- und on-line-Messungen haben ihre Vorziige. In situ-
Messungen erfordern kein Probenahmesystem und die Echtzeit-Analyse eliminiert das Risiko
einer raschen Anderung der Probenzusammensetzung (und somit die Konzentrationséinderung
zu analysierender Schliisselkomponenten) in der Zeit nach der Probenahme. Dieses Problem
kann jedoch durch die rasche Messung nach der Probenahme vehindert werden. Off- und on-
line-Messungen besitzen jedoch wichtige Vorteile gegeniiber ir situ -Messungen:

- Wegfall der Sterilisation des Biosensors

- Moglichkeit einer Probenaufbereitung

- Schutz gegen elektrische Interferenzen auf die Antwort des Biosensors [Clarke et al, 1982] -

- Mboglichkeit des Austauschs des Biosensors wéhrend der Fermentation, z.B. bei der
Denaturierung des Enzyms

- einfache Kalibrierung des Sensors

3.1.B - Biosensoren, angewandt bei Fermentationsprozessen (Ubersetzung §
1.1.9)

Die Applikationen von Biosensoren zur Messung physiologischer Parameter wihrend
der Fermentation sind in den letzten Jahren stark gestiegen [Bradley et al., 1991]. Die Messung
kann off-line, on-line oder in situ durchgefiihrt werden. Die Schwierigkeiten beim Einsatz von
Biosensoren in unterschiedlichen Fermentationsprozessen, insbesondere fiir die Messung in
situ, sind in der Literatur beschrieben worden [Mascini und Palleschi, 1989]. Es sind vor allem

folgende:

- Herstellung einer sterilen oder sterilisierbaren Elektrode
- Bildung von Deckschichten auf der Elektrode
- BeeinfluBung der Enzymaktivitét durch verschiedene, in der Kulturbriihe vorhandene

Komponenten
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- Durchfiihrung des Eichens und Stabilitéit des Sensors
- Variation der physik.-, chem.- und physiologischen Eigenschaften der Kulturbriihe

3.1.B.1 - Penicillinmessungen in situ (Ubersetzung § 1.1.9.1)

Trotz der groflen Probleme bei in situ-Messungen, sind einige Applikationen von
Biosensoren zur Glucosemessung wihrend der Fermentation beschrieben worden [Enfors,
1979; Enfors, 1982; Cleland und Enfors, 1983; Cleland und Enfors, 1984; Brooks et al.,
1987/88; Holst et al., 1988; Rishpon et al., 1990; Bradley und Schmid, 1991]. Allerdings war
in diesen Fillen die Fermentationszeit nur von kurzer Dauer (zwischen 5 und 28 Stunden). Die
Penicillin-Fermentation nimmt einen ldngeren Zeitraum in Anspruch (etwa 10 Tage), wobei die
Bildung von Deckschichten auf dem Biosensor und der Verlust an Sensitivitit des Sensors die
Messungen beachtlich erschweren.

Die Bestimmung der Penicillinkonzentration in der N&hrlosung ist besonders schwierig,
wegen der Produktion in einem reichhaltigen, komplexen Medium mit stark variierender
Zusammensetzung im Verlauf der Fermentation [Demain, 1974]. Die lange Fermentationszeit
erfordert zudem eine gute Langzeitstabilitdt des Sensors und verursacht die Bildung von
Deckschichten auf dem Sensor, was zu einer Beeinflussung des Stofftransports zwischen
Sensor und Analyt und einer Anderung der Enzymaktivitit fiihrt.

Die in situ -Penicillinmessung mittels Biosensor wéhrend der Fermentation ist bis heute

nicht beschrieben worden. In der Literatur wurde lediglich ein mogliches Schema (Fig. 3.B.1)
priasentiert [Enfors und Nilsson, 1979]. Die Vorrichtung beinhaltet folgende Teile:
A,Glaselektrode; B,Enzymkammer; C,Membrane; D,Bohrung fiir den Transport der
Enzymldsung.
Die Elektrode ist eingekapselt in ein Stahlgehduse. Eine kleine, durch eine Membrane
abgetrennte Bohrung erméglicht die Zufithrung der Enzymldsung. Vor dem Autoklavieren wird
die Elektrode ohne die Penicillinase im Bioreaktor installiert und anschlieBend eine
Penicillinaselosung in die Bohrung eingebracht, so dafl sie direkt in Kontakt mit der
Glaselektrode steht. Auf diese Weise wird eine Denaturierung des Enzyms wéhrend der
Autoklavierung des Bioreaktors verhindert. Eine Sterilisierung des Biosensors ist somit nicht
notwendig. Allerdings werden die anderen, in § 3.1.A beschrieben Schwierigkeiten bei in sizu-
Messungen nicht gelost.
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Abbildung 3.B.1: Funktionsschema einer Enzym-Elektrode zur in-situ-

Messung der Penicillinkonzentration [Enfors und Nilsson,
1979]

3.1.B.2 - Penicillinmessungen in Batch (Ubersetzung §.1.1.9.2)

Beim Einsatz des Biosensors auBerhalb des Bioreaktors ist der MeBablauf wie folgt:
i) Probeentnahme aus dem Bioreaktor unter sterilen Bedingungen
i) Messung der Probe auflerhalb des Bioreaktors

Die Ermittlung der Penicillinkonzentration erfolgt anschlieBend durch eine on-line-
Messung, beschrieben in § 4, oder durch eine off-line-Messung. Off-line-Messungen sind
moglich durch Anwendung der Batch-Analyse (sieche § 1) oder durch kontinuierliche
Durchflulanalysen, ndher beschrieben in diesem Kapitel. Das Batch-Analyseverfahren ist die
einfachste Methode, um einen Biosensor nach seiner Herstellung zu testen [Labuda, 1992]. Sie
wurde auch zur Messung der Penicillinkonzentration in der Fermentationsnédhrlosung
angewandt. Die Analyse mittels Biosensor erfolgt dabei in MeBzellen, in denen die Probe
verdiinnt wird [Nilsson und Mosbach, 1978; Hewetson et al., 1979; Shen und Gu, 1988].

Dieses Verfahren hat jedoch den Nachteil, diskontinuierlich zu sein und bendtigt
Bedienungspersonal [Tran Minh, 1991]. Die Batch-Analyse ermdglicht keine on-line-
Messungen.
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3.1.4 - Enzymtechnologie in Verbindung mit FlieBinjektionsanalyse (FIA) zur
off-line-Analyse von Bioprozessen

Unterschiedliche Analysetechniken, inbegriffen Chromatographie, Spektrophotometrie,
verschiedene chemische Methoden und Biosensoren, werden zur Messung von
Fermenterbrithen eingesetzt [Bradley et al., 1991].

Biosensoren bieten neue Moglichkeiten der Analyse fiir eine breite Palette
unterschiedlicher Substrate und Produkte. Mehrere Rezensionen beschreiben Applikationen von
Biosensoren zur I"Jberwachung von Bioprozessen [Wang, 1984; Carleysmith und Fox, 1984;
Brooks und Turner, 1987; Mascini und Palleschi, 1989; Bradley et al., 1991].

Wegen seiner Vorteile, behandelt in Kapitel 2, findet die FlieBinjektionsanalyse (FIA) in
Verbindung mit unterschiedlichen Detektionsmethoden hé&ufig Anwendung in der
MefBdatenerfassung wihrend der Fermentation [Bradley et al., 1991; Nielsen, 1992].

Der Einsatz traditioneller off-line-Analysemethoden kann zu einer schlechten
Reproduzierbarkeit der Mefresultate fithren, bedingt durch die limitierte Probenanzahl und die
Problematik der Reproduzierbarkeit der manuellen Probenahme und -aufbereitung.
Nichtsdestoweniger werden die meisten Analysen von Fermenterbriihen aber noch off-line
durchgefiihrt [Bradley et al., 1991].

Auf alle Fille konnen off-line-Messungen bereits die Qualitét des realisierten Systems
Biosensor-FIA zur Messung der Penicillinkonzentration in Fermenterbrithen unter Beweis
stellen. Zudem sind sie in der Lage, wichtige Aufschliisse zu geben iiber die fiir on-line-
Messungen nétige Automatisierung des Analysesystems.

3.1.4.1 - Einsatz enzymgestiitzter Sensoren zur Penicillinmessung
Unterschiedliche, auf der Enzymtechnologie basierende Mefsysteme, sind fiir das off-
line-Monitoring der Penicillin-Fermentation beschrieben worden, um die Penicillin-
konzentration in Fermenterproben zu bestimmen. Die Funktionsschemen der Systeme "Sensor
kombiniert mit Enzym" sind bereits in chapitre 2.1.4 erliutert worden. In dem nun folgenden
Kapitel werden die beim Fermentationsprozef} erzielten Resultate aufgezeigt.

Die durch den Einsatz enzymgestiitzter Sensoren durchgefiihrten Messungen sind nach
der Probenahme aus dem Bioreaktor realisiert worden, wobei die Resultate mit
Referenzmethoden verglichen wurden [Rushling et al., 1976; Schneider, 1984; Decristoforo
und Danielsson, 1984; Gnanasekaran und Mottola, 1985]. Allerdings beschreiben die Autoren
weder ein Monitoring iiber die Fermentationsdauer, noch eine geschlossene MeBreihe {iber den
gesamten Konzentrationsbereich (in den Forschungsinstituten werden héufig
Penicillinkonzentrationen bis 50 mM realisiert). Die Konzentrationen wurden dabei von
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verschiedenen Detektoren erfaflt, die in der FIA-MeBkette hinter einem Enzymreaktor installiert
sind, in dem zuvor die enzymatische Reaktion erfolgte.

In einem von Schneider (1984) dargestellten FIA-System erfolgt die Detektion nach
einer photometrischen Methode. Die MeBapparatur ermdglicht die Analyse von 90 Proben pro
Stunde, zeigt allerdings lediglich eine gute Mef3genauigkeit im linearen Bereich der Eichkurve,
zwischen 0,2 und 1,7 mM. In diesem Bereich ist eine Serie von Fermenterproben analysiert
worden. Die Ergebnisse weisen, abgesehen von der hohen Analysefrequenz, mehrere Nachteile
auf: der Analysator ist komplex; der Bereich der Anwendbarkeit fiir das Fermentations-
Monitoring eingeschrinkt; die Analyse verfdlscht durch das Auftreten der Penicillosiure, einem
- Zersetzungsprodukt des Penicillins; zusdtzliche Messungen werden notwendig, um die
Abhingigkeit der Sensorantwort von dieser Substanz auszuschlieBen (erneute Messung der
gleichen Probe, aber ohne vorherige enzymatische Katalyse).

Der von Decristoforo und Danielsson (1984) présentierte FIA-Enzymthermistor zeigt
einen breiten Anwendungsbereich (zwischen 4 und 50 mM) fiir das Fermentations-Monitoring
auf. In diesem MefBbereich ist mit der Vergleichsmethode eine gute Korrelation erzielt worden.
Die Linearitdt der Eichkurve betrdgt 0,25 bis 25 mM. Proben mit einer htheren Konzentration
sind zuvor verdiinnt worden, so dafl eine Messung im linearen Bereich méglich wurde. Die
Analysenfrequenz des MeBsytems betrdgt 40 - 45 Proben pro Stunde.

Zwei MeBsysteme, in denen pH-Elektroden als Transducer dienen, sind zu Messungen
in Fermenterbriihen eingesetzt worden: Detektion der Penicillinkonzentration mit Hilfe eines
konventionellen, kontinuierlichen Durchflufisystems [Rushling et al., 1976] und mittels FIA
[Gnanasekaran und Mottola, 1985]. Die Kombination Enzym-elektrochemischer Transducer
bietet bedeutende Vorteile bei Messungen in trilben Fliissigkeiten, besonders gegeniiber
optischen Analysesystemen [Wang, 1984].

Die mit der erstgenannten Methode durchgefiihrten Messungen sind im
Konzentrationsbereich zwischen 5 und 30 mM realisiert worden. Der lineare MeBbereich
betrdgt 0,25 bis 2 mM und die Analysefrequenz 6 Proben pro Stunde. Die Messungen sind
zundchst mit nicht filtrierten und anschlieBend mit filtrierten Proben auséefﬁm worden. Fiir die
nicht filtrierten Proben wurde eine schlechte Korrelation diagnostiziert. Die Autoren erklidren
dies mit der Anwesenheit von Proteinen in der Probe: Proteine und Peptide in der Kulturbriihe
konnen die enzymatische Produktion von Wasserstoffionen vermindern und/oder die
Selektivitdt fiir das Wasserstoffion bei der Messung mit der Glaselektrode beeintridchtigen.
Dagegen zeigen die nach der Filtration der Proben (cut off= 10000 Da) durchgefiihrten
Analysen eine gute Ubereinstimmung mit den Referenzmessungen. Durch die Filtration
konnten die meisten Proteine zuriickgehalten werden. Die Messungen mit dem von
Gnanasekaran und Mottola (1985) prasentierten Analysator wurden nach einer Verdiinnung der
Fermenterproben um den Faktor 100 durchgefiihrt. Eine Verfilschung des MeB3signals durch
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unterschiedliche pH- Werte der Proben konnte dadurch reduziert werden. Der Analysator
ermoglicht eine lineare Eichkurve bis zu einer Penicillinkonzentration von 5 mM. Lediglich die
Messung einer Fermenterprobe (32 mM) ist in der Publikation mit der Referenzmessung
verglichen worden. Die Messung zeigt eine gute Ubereinstimmung.

Ein MeBsytem, das ein Monitoring der Penicillinkonzentration iiber die gesamte
Fermentationsdauer ermdglicht, ist kiirzlich von Carlsen et al. (1993) vorgestellt worden. Die

Abbildung 3.1 zeigt das Funktionsschema.

Injektionsventil
Probe == Enzymreaktor Referenzreaktor
Q / Photometer
Puffer =jim. Ablauf
H Reaktionsschleife
Stiirke = Ablauf
Jod =i )—W
Vermischungsschlange

Abbildung 3.1: FIA-System fiir die off-line-Messung der Penicillin-
konzentration wdhrend der Fermentation
[Carlsen et al., 1993]

Das Detektionsprinzip des Analysators basiert auf der photometrischen Methode (niher
erldutert unter § 2.1.4). Die mit dem System erzielten Resultate zeigen eine sehr gute
Ubereinstimmung mit den Referenzmessungen iiber den gesamten Konzentrationsbereich.
Durch das Entstehen der Penicillosdure und die Anwesenheit von Corn Steep liquor in der
Kulturbriihe sind die Messungen der Penicillinkonzentration verfalscht worden.

Die MeBverfilschungen durch die Penicillosdure wurden durch nochmalige Messung
der gleichen Probe, aber ohne vorherige Katalyse im Enzymreaktor, eliminiert. Die Probe
durchflieBt dabei denselben, jedoch enzymfreien Reaktor (dummy reactor).

Die durch die Anwesenheit von Corn Steep liquor provozierten MeBverféalschungen sind
zu Beginn der Fermentation durch einen Korrekturfaktor beriicksichtigt worden. Diese
Beeintridchtigung vermindert sich jedoch im Laufe der Fermentation und kann schlieBlich
vernachldssigt werden.

Unterschiedliche Verdiinnungsraten sind wihrend der Fermentation notwendig, ebenso

ein relativ komplexes FIA- System (siehe Abbildung 3.1).
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3.1.4.2 - Enzym-Elektroden zur direkten Penicillinmessung in Kulturbriithen

Eine kontinuierliche Durchfluflanalyse zur off-line-Erfassung der Penicillin-
konzentration mittels Biosensor ist in der Literatur bis zu dieser Arbeit fiir eine Penicillin-
Fermentation nicht nachweisbar. Die an das Biosensor-FIA-Analysesystem gestellten
Anforderungen, erldutert in Chapitre 2, erhdhen sich noch bei Messungen in Fermenterbriihen.
Besonders die Bildung von Deckschichten auf der Elektrode und die Variation in der
Zusammensetzung der Nahrlosung konnen das Sensorsignal durch folgende Effekte
beeintrdchtigen: Verminderung der Enzymaktivitdt, Hemmung der enzymatischen Reaktion und
MeBverfdlschungen aufgrund von Konzentrationsénderungen in der Kulturbriihe. Zudem ist
eine gute Stabilitdt des Biosensors tiber die Fermentationsdauer hinaus notwendig.

Die im folgenden présentierte MeBmethode beschreibt die kontinuierliche
DurchfluBanalyse der Penicillinkonzentration durch die direkte Installierung der Penicillin-
Enzym-Elektrode im Durchfluflsystem. Die Messungen sind im off-line-Verfahren iiber eine
ProzeBdauer von etwa 250 Stunden durchgefiihrt worden. Wihrend der Fermentation ist nur
eine Kalibrierung iiber den gesamten Konzentrationsbereich und keine Vorbehandlung der
Proben erforderlich. Die Enzym-Elektrode ist in einer fiir diese Anwendung speziell
entwickelten MeBzelle montiert, die durch ihre Konzeption die zuvor aufgefiihrten Probleme
vermindert bzw. eliminiert. Sensor und MeBzelle sind mit einem Basis-FIA-System kombiniert.
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3.2 - MATERIAL UND METHODIK

3.2.1 - Reaktive
3.2.1.1 - Reaktive bei der Penicillin-Fermentation FB- O17
- Pilz: Hochleistungsstamm Penicillium chrysogenum von Novo Nordisk A/S
- Komposition des Produktionsndhrmediums
Corn steep liquor: 200 g.1-1 Nahrlgsung

(NH);SOyq: 12 g1 Nahrlosung
KH;POy: 1 g.l-! Nihrldsung
Phenoxyessigsdure: 6 g.1-1 Nahrlosung
Sucrose: 3 gl! Nihrlssung
Pleuronic: 0,2 ml.l-1 Nghrlgsung

pH-Wert Kontrolle: 4 N NaOH/ 2 N H3SOq4

- Prozessregelungsreaktive (Komposition der Zufiitterungslosung)
Glucose: 500 g.I'! Ndhrlssung
(NH4)2S04: 46,7 g1 Nihrlosung
Phenoxyessigsdure: 33,3 g.1-! Nihrlésung

- Rate der Zufiitterung:
0 - 10 Stunden nach Fermentationsbeginn: 0 g.h-!
10 - 25 Stunden nach Fermentationsbeginn: 6 g.h-1
25. Stunde bis Ende der Fermentation: 30 g.h'1

3.2.1.2 - Reaktive bei der Penicillinanalyse
- Referenzmethode: HPLC
Die Reaktive zur HPLC- Analyse sind beschrieben bei Christensen (1992).
- Enzym-Elektrode und Betreiben des FIA- Systems
- Penicillin-V: Molekulargewicht 388,5 g.mol-! von SIGMA
- Glutaraldehyd: 25% ige Losung von SIGMA
- destilliertes Wasser: Milli Q
- Penicillinase: Type 1, 2300 Unités.mg-! protéine von SIGMA (E.C. 3.2.5.6)
- Phosphatpuffer (0,01 M) mit NaCl (0,1 M)
- pH-Wert des Puffers fiir die Penicillinmessungen:
7,0 in der Pufferlésung (Bezeichnung in den Abbildungen: "tampon™)
—6,5 im Ndhrmedium (Bezeichnung in den Abbildungen: "milieu de la fermentation”)
—6,5 in der Kulturbrithe (Bezeichnung in den Abbildungen: "bouillon de la culture")
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3.2.2 - Apparatur
3.2.2.1 - Bioreaktor
Fiir die Penicillin-Fermentation FB- O17 wurde ein MBR 15-L Bioreaktor (MBR BIO
REAKTOR AG SWITZERLAND), mit 10 L Arbeitsvolumen und analogem Kontrollsytem,
eingesetzt (Abbildung 3.2).

Abbildung 3.2: MBR 15-L Bioreaktor
3.2.2.2 - Probenahmesystem

.Das Probenahmesystem besteht aus dem in-line-Filtermodul der Firma abc
Biotechnologie/Bioverfahrenstechnik GmbH, Miinchen (Abbildung 3.3).
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Abbildung 3.3: In-line-Filtermodul zur sterilen Probenahme
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3.2.2.3 - HPLC
Nihere Beschreibung des Gerdtes (Waters-Millipore/USA) bei Christensen (1992).

3.2.2.4 - System Biosensor-FIA fiir das off-line-Fermentations-Monitoring

- Biosensor
- kombinierte pH-Glaselektrode: INGOLD, Paris(Lot 403-M8-S7)
- pH-Meter : RADIOMETER, Kopenhagen (pH M-64)
- Schreiber : SEFRAM, Paris (TGM 164)
- Spritzpistole: Letraset, Paris (G/80), eingesetzt fiir die Enzymimmobilisierung

- System FIA/Mefzelle
- Pumpschlduche aus Tygon mit unterschiedlichen Durchmessern: BIOBLOCK, Ilikirch

(Frankreich)
- 2 Schlauchpumpen (2 Wege): ISMATEC SA, Ziirich
- Injektionssystem: Injektionsventil mit variablen Probeschleifen, RHEODYNE, USA
- Elektromagnetischer Riihrer: MIKROLAB, Aarhus (Ddnemark)
- MeBzelle: Entwickelt und hergestellt im Institut bzw. der Institutswerkstatt (siche § 3.2.3.5),
Thermostatisierung der Zelle auf 25 °C

3.2.3 - Methodik
3.2.3.1 - ProzeBfiihrung der Fed-Batch Fermentation FB- O17

- Yorkultur
Fiir alle Penicillin-Fermentationen im CPB werden 5 1 der Vorkultur mit Sporen
beimpft. Die Kultivierung dient der Biomasseproduktion und erfolgt iiber 50 Stunden in einem
7 1I- Chemap Bioreaktor.

- Fed-Batch Fermentation FB- O17

1 1 der Vorkultur dient als Inoculum fiir die Fermentation FB- 017 (Hauptkultur), die
mit dem 15 lir- MBR Bioreaktor (Arbeitsvolumen 10 1) durchgefiihrt wird. 9 1 des
Produktionsmediums (Zusammensetzung s. Kap. 3.2.1.1) werden der Vorkultur zugesetzt.
Damit ist die Fed-Batch Penicillin-Fermentation initialisiert (t=0). Der pH- Wert wird wihrend
der gesamten Fermentationsdauer auf 6,5 * 0,1 geregelt. Die Zufiitterung (s. Kap. 3.2.1.1)
erfolgt 10 Stunden nach Fermentationsbeginn. Die Dauer fiir die vorliegende konventionelle
Penicillin-Fermentation betrégt im CPB bis zu 250 h.
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3.2.3.2 - Probenahme und -zufithrung zum System Biosensor-FIA
Der Filtermodul ist im Deckel des Bioreaktors verschraubt und parallel zur Riihrerachse
montiert. Die aktive Membranflache des Probenahmemoduls ist in turbulenten Zonen des
Fermenters positioniert, wodurch die Membranoberfldche tangential angestrémt wird. Der
Uberdruck im Bioreaktor ist wihrend der Fermentation auf 0,5 bar geregelt. Das abc-
Probenahmesystem liefert wihrend der gesamten Fermentation einen Mindestfiltratstrom von
Iml.min"! [Christensen et al., 1991]. Zur off-line-Analyse werden in einem bestimmten Zeittakt
ca. 10 ml Probenfliissigkeit entnommen und bis zur Messung bei 4 °C aufbewahrt.
Die Aufgabe der Proben in das System Biosensor-FIA erfolgt durch Eintauchen des
- Pumpschlauches in die Probenfliissigkeit. Der Zeittakt zwischen Aufgabe der Probe und der
manuellen Injektion betréigt 60 Sekunden.

3.2.3.3 - HPLC

Durch das bei Christensen (1992) beschriebene HPLC- Mefverfahren kénnen folgende
Komponenten in der Fermentationsbrithe analysiert werden: die Konzentrationen vom
Precursor (Phenoxyessigsdure) und seinem Derivat (p-OH-Phenoxyessigsdure), von zwei
Zersetzungsprodukten des Penicillin-V, sowie von Penicillin-V und p-OH-Penicillin-V. Die
Produktion von p-OH-Penicillin-V erfolgt in geringer Konzentration und wird durch die
Anwesenheit der p-OH-Phenoxyessigsdure hervorgerufen.

Einen B-Lactamring besitzen sowohl p-OH-Penicillin-V als auch Penicillin-V. Der
Biosensor ermittelt die bei der Hydrolyse (Spaltung des B-Lactamrings) frei werdende H* -
Konzentration. Deshalb werden im folgenden die Konzentrationen dieser beiden Penicillin-V
addiert und mit den Messungen der Penicillin-V-Konzentration, erhalten durch das System
Biosensor-FIA, verglichen.

3.2.3.4 - Realisation des Biosensors
Die Immobilisierung des Penicillinase-Enzyms direkt unter die Glaselektrode ist in den
Chapitres 1.2.3.2 und 2.2.3.1 beschrieben (in englischer Sprache bei Meier et al, (1991).

3.2.3.5 - Funktionsbeschreibung der MeBzelle und des Systems Biosensor-FIA

Zur Erfassung der Penicillinkonzentration in Fermentationsbriihen ist eine spezielle
MeBzelle entwickelt worden. In der Folge wird, um MiBverstindnisse auszuschlieBen, die
Abkiirzung CDEA fiir "cellule & écoulement agité" beibehalten.

Abbildung 3.4 zeigt die MeBzelle CDEA, in die der Penicillinsensor (Transducer:
kombinierte Glaselektrode von der Fa. Ingold) integriert ist, sowie das Funktionsschema des
Systems Biosensor-FIA. Aufgrund der zuvor ermittelten Resultate (Chapitres 1 und 2) und
nach der Literaturrecherche, wurde eine Mefzelle entwickelt, die in einem einzigen Bauelement
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die Verdiinnung und Detektion der Probe erméglicht. Sobald die Probe in den Detektionsraum
gelangt, wird sie verdiinnt. Eine homogene und reproduzierbare Durchmischung der zu
analysierenden Fliissigkeit wird durch eine konstante Frequenz des elektromagnetischen
Riihrers gesichert, bevor die Detektion der Penicillinkonzentration beginnt. Die Zelle besteht
aus zwei gegeneinander abgeschlossenen Plexiglaszylindern. Dieser Werkstoff ermdglicht eine
gute Einsicht ins Innere der Zelle, wodurch im Laufe des Monitorings die Bildung von
Deckschichten ("Clogging") im Analyseraum rasch erkannt und Abhilfe geschaffen werden
kann. Der Transportstrom (Puffer + Probe) wird durch die linke Einstichnadel in den inneren
Zylinder geleitet (@ = 20 mm) und nach der enzymatischen Reaktion kontinuierlich durch die
rechte Einstichnadel abgesaugt. Die Nadeln haben einen Innendurchmesser von 0,8 mm. Um
eine konstante Volumenregelung zu gewihrleisten, ist der Ablaufstrom etwas hoher als der
Zufiitterungsstrom gewdhlt. Die vertikale Verschiebung der rechten Nadel ermdglicht eine
Variation des Detektionsvolumens zwischen 1500 und 6000 pl. Fiir das Fermentations-
Monitoring ist ein Detektionsvolumen von 2000 pl gewéhlt worden. Das Volumen wurde durch
mehrfache Gewichtsmessung (n=10) der in der Zelle befindlichen Fliissigkeit ermittelt. Die
beiden modifizierten Einstichnadeln sind durch Ubergangspassungen im Deckel der Zelle
montiert, wodurch eine vertikale Verschiebung der Nadeln verhindert, und somit die
Konstanthaltung des Detektionsvolumens wihrend der Messungen gewihrleistet wird.

Die MeBdurchfithrung der FlieBinjektionsanalyse verlduft wie folgt: Erfassung des
MeBsignals der Grundlinie vor der Probeninjektion, Messung der Peakhdhe nach Injektion der
Probe in den Transportstrom (Pufferlsung), Wiedererlangung der Grundlinie infolge der
Evakuierung des Probevolumens. Der Volumenstrom der Proben betrigt fiir alle Messugen

1,1 ml.min-l.

zum pH- Meter

und zum Schreiber
Zufiihrung 3
B A blauf
Probe Elektrodenhalterung
Puffer
Injektionsventil Ablauf ]
Regulierung des

Detektionsvolumens

Wasser
thermostatisiert

agl
Rithrer

Abbildung 3.4: Funktionsbeschreibung des Analysesystems Biosensor-FIA fiir
das Fermentations-Monitoring der Penicillinkonzentration
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3.3 - ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Die Abbildungen zu Kapitel 3.3 befinden sich im Anhang zwischen der franz&sischen

und deutschen Fassung.

3.3.1 - Voruntersuchungen zum Fermentations-Monitoring durch das System
Biosensor-FIA

Die Penicillin-Fermentationen dauern iiblicherweise ca. 10 Tage. Eine hohe
Analysenfrequenz ist daher nicht notwendig. Allerdings sind die Messungen in einem groBen
Konzentrationsbereich und in einem komplexen Medium durchzufiihren.

Im Anschluf3 an die zuvor erhaltenen Resultate und die Literaturrecherche (siche §
3.1.4), ist eine MeBzelle hergestellt worden, die sowohl die Verdiinnung als auch die Messung
der Probe erlaubt. Nach der Injektion der Probe in die Pufferlésung wird sie rasch und
homogen verdiinnt. Die Agitation erfolgt mit Hilfe eines elektromagnetischen Riihrers, noch
bevor die eigentliche Messung der Penizillinkonzentration beginnt. Die Probenverdiinnung
ermoglicht eine Reduzierung oder sogar Eliminierung der MeBverfélschungen (bedingt durch
den pH-Wert der Probe, Anwesenheit von Inhibitoren in der Kulturbriithe, Verdnderung der
Probenmatrix). Eine zusitzliche Verdiinnungsvorrichtung, die gewohnlich bei einem FIA-
System benétigt wird, entfillt beim Einsatz der CDEA- MeBzelle.

Um die opimalen Operationsbedingungen des Systems Biosensor-FIA fiir das on-line-
Fermentations-Monitoring zu bestimmen, sind unterschiedliche Parameter untersucht worden.

3.3.1.1 - Dispersion
Abbildung 3.5 zeigt die Dispersion in Abhédngigkeit vom Injektionsvolumen der Probe.
Die Eigenschaften unterschiedlicher Dispersionen sind in § 2.1.2 beschrieben. Die Abbildung
verdeutlicht, daB fiir D ---> 1 ein hohes Sensorsignal erzielt wird (b), was allerdings mit einer

Reduzierung der Analysenfrequenz verbunden ist (a).

3.3.1.2 - Linearitit der Eichkurve und Einflu} des Probeninjektionsvolumens

Die Dispersionskurve alleine geniigt nicht, um die optimalen Funktionsbedingungen des
Systems Biosensor-FIA fiir das Fermentations-Monitoring festzustellen. Von Wichtigkeit ist
vor allem die Realisierung einer linearen Eichkurve, die den gesamten Konzentrationsbereich
des Penicillins abdeckt, der wiahrend der Fermentation durchlaufen wird.

Abbildung 3.6 zeigt mehrere Eichkurven. Die MeBsignale sind in Abh#ngigkeit von der
Penicillinkonzentration aufgetragen. Die Sensitivitit erhoht sich bei der Injektion eines groferen
Probevolumens. Jedoch ist die Injektion groBerer Probevolumen mit einer Verkiirzung des
linearen Bereiches der Eichkurve verbunden. Das Einbringen eines Injektionsvolumens von
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100 pl in den Transportstrom gewihrleistet einen guten Kompromifl zwischen einer
ausreichenden Sensitivitdt und einem ausgedehnten linearen Bereich der Eichkurve (bis zu einer
Penicillinkonzentration von 100 mM). Folglich werden die Messungen wihrend der gesamten
Fermentationsdauer mit einem Injektionsvolumen von 100 pl durchgefiihrt. Auch die
Anderung aller anderen Systemparameter ist wihrend des Prozesses nicht notwendig.

Theoretisch miiBite die Potentialdnderung in einem bestimmten Bereich linear zur
logarithmisch aufgetragenen Penicillinkonzentration verlaufen, da die durch die enzymatische
Reaktion erzeugten Wasserstoffionen mit Hilfe einer pH- Elektrode nachgewiesen werden.
Diese Antwort ist an die Gleichung von Nernst gekniipft (siehe § 1.1.7.1). In Abwesenheit der
enzymatischen Katalyse vermittelt die registrierte Sensorantwort im Batch- Analysemodus die
Veridnderung des pH- Wertes zwischen dem Initialsignal (Grundsignal) E, und der Sensor-
antwort Eg,; nach Erreichen des stationdren Zustandes:

AE = Eg; - Eg =k log A[H'] (3.1)

wobei [H*] die Anderung der Protonenkonzentration und k; ein konstanter Faktor fiir die
Batch- Analyse ist (bei gegebener, konstanter Temperatur).

Wihrend der Untersuchungen im Batch- Analysemodus (§ 1) und auch in anderen
Arbeiten [Papariello et al., 1973; Cullen et al., 1974}, sind fiir die Messungen des Penicillins
logarithmische Eichkurven ermittelt worden. In allen Fillen ist das Penicillinase-Enzym
immobilisiert worden. Setzt man die Proportionalitidt zwischen den durch die enzymatische
Reaktion freiwerdenden H¥- Ionen zu der Substratkonzentration [S] voraus (Kinetik 1.

Ordnung),
AH"] =k, [S] (3.2)

wobei kj ein konstanter Faktor ist (bei gegebener, konstanter Temperatur), so ist die
Potentialénderung proportional zur logarithmisch aufgetragenen Substratkonzentration:

AE = k3 log [S] (3.3)

wobei k3 ein konstanter Faktor fiir die enzymatische Analyse ist (bei gegebener, konstanter
Temperatur).

Unterdessen ist fiir die kontinuierliche, potentiometrische DurchfluBanalyse der
Penicillinkonzentration eine lineare Abhéngigkeit zwischen der Potentialinderung und der
Substratkonzentration festzustellen (Abbildung 3.6). Dieses Phanomen wurde bereits zuvor in
dieser Arbeit (§ 2), aber auch von anderen Autoren beobachtet [Rushling et al., 1976; Olsson,
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1988]. Eine mogliche Erkldrung ist das Nichterreichen des stationdren Zustandes bei der
Analyse mit dem FIA- System, wodurch die Gleichung von Nernst seine Giiltigkeit verliert. In
den Abbildungen 3.6b und 3.6c werden mehrere mit dem FIA- System realisierten
Penicillineichkurven mit der durch das Batch- System (siche Abbildung 1.18) erhaltenen
verglichen. Die Abbildung 3.6b zeigt die halblogarithmischen Verldufe der Eichkurven,
wogegen in Abbildung 3.6¢c sowohl die Penicillinkonzentrationen als auch die
Potentialdnderung linear aufgetragen sind. In der Abbildung 3.6b kann man einen typischen
Nernstschen Kurvenverlauf fiir die durch das Batch- System erhaltene Eichkurve feststellen,
mit einem linearen Bereich zwischen 1,5 und 15 mM. Die direkte lineare Abhéngigkeit der mit
dem FIA- System registrierten Peakhohen von der Penicillinkonzentration wird in der
Abbildung 3.6¢c deutlich. Im Bereich der linearen Abhingigkeit ist das Peaksignal durch
folgende Gleichung gegeben:

AE= Epeakhohe - EGmndsignal =kq [S] (3.4)

wobei ky4 ein konstanter Faktor fiir das FIA-Analysesystem ist (bei gegebener, konstanter

Temperatur).

3.3.1.3 - EinfluB der FlieBgeschwindigkeit des Trégerstroms

Ebenso wie fiir die Mefzellen CDET und CDJV (§ 2), wird der EinfluB der
FlieBgeschwindigkeit der Pufferlosung auf die Antwort der in die CDEA- MeBzelle installierten
Enzym-Elektrode untersucht. Die Abbildung 3.7 zeigt eine geringe Sensitivititsdnderung des
Sensorsignals fiir die im Bereich der FlieBgeschwindigkeit von 1 ml.min-! durchgefiihrten
Messungen. Ebenso ist die Sensitivitdtsdnderung schwach, wenn die Messungen mit
FlieBgeschwindigkeiten groBer als 4 ml.min-! durchgefiihrt werden. Um das Risko von
MeBfehlern aufgrund von FlieBgeschwindigkeitsschwankungen zu minimieren (die
Schlauchpumpe arbeitet nicht absolut pulsfrei), werden fiir die folgenden Messungen die
determinierten Geschwindigkeitsbereiche gewahlt.

3.3.1.4 - Reproduzierbarkeit und Analysenfrequenz der Messungen
Die Reproduzierbarkeit der Peaks fiir eine im Ndhrmedium ("milieu de la fermentation”)
enthaltene Penicillinkonzentration ist in Abbildung 3.8 wiedergegeben. Eine gute Reproduzier-
barkeit (r.s.d. = 0,94 %) wird mit dem Analysator erreicht. Fiir die FlieBgeschwindigkeit des
Transportmediums von 4 ml.min-!, wird ein Probendurchsatz von 20 pro Stunde erhalten.
Demnach ist eine Analyse alle 3 Minuten theoretisch moglich, was bei dieser langen

Fermentationszeit bei weitem ausreicht.
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3.3.1.5 - Langzeitstabilitit fiir den in der CDEA-MeBzelle installierten Biosensor

Die Abbildung 3.9 zeigt den Verlauf der Langzeitstabilitdt der Enzym-Elektrode. Sie
wurde nach der unter § 2.3.2.6 beschriebenen Methode ermittelt: Installation des Sensors
wihrend 45 Tagen in der auf 25 °C thermostatierten MeBzelle, MeBdurchfiihrungen wihrend
ca. 4 Stunden pro Tag.

Die Elektrode zeigt eine gute Stabilitit iiber eine Zeitspanne von 35 Tagen, was eine fiir
ihren Einsatz wihrend der Penicillin-Fermentation sehr wichtige Eigenschaft ist. Die gleiche
Elektrode, installiert in die Mefzelle CDET (§ 2), besitzt eine gute Stabilitét iiber 12 Tage
hinweg.

Die hohere Langzeitstabilitdt des Sensors in der CDEA- Zelle begriindet sich durch eine
bessere Konservierung des Enzymfilms. Die stirkere mechanische Belastung der auf die
Elektrodenflache immobilisierten Penicillinase kann durch verschiedene Effekte in der CDEA-
Zelle verursacht werden: mechanischer Abrieb bei der Montage der Elektrode (Quetschung des
Enzymfilms beim Passieren des Dichtrings), stirkere Turbulenzen durch die gegebene
Zellen/Elektroden- Geometrie.

3.3.2 - Studie der Parameter, die die Messungen im Verlaufe des
Fermentations-Monitorings beeinflussen konnen
Wihrend der Fermentation findet eine bedeutende Anderung in der Zusammensetzung
der Kulturbriihe statt, wohingegen der pH- Wert im Reaktor annihrend konstant geregelt wird.
Um eine eventuelle Beeintréichtigung der Sensorantwort zu ermitteln, werden im folgenden der
EinfluB unterschiedlicher pH- Werte der Proben und des Trigerstroms sowie die sich dndernde
Probenmatrix untersucht. '

3.3.2.1 - EinfluB unterschiedlicher pH- Werte des Trégerstroms

Unterschiedliche pH- Werte der Pufferlosung konnen zu einer betrdchtlichen
Beeinflussung des Sensorsignals fithren (Abbildung 3.10). Die pH- Werte der Proben sind bei
diesen Untersuchungen konstant (pH=6,5). Fiir die Messung bei einem pH- Wert des
Tréagerstroms von 6,5 (Normalfall), wird der ermittelten PeakhGhe eine Sensorantwort von
100 % zugeordnet. Nach Erreichen einer stabilen Grundlinie, wird die im Verlauf der
enzymatischen Reaktion stattfindende Potentialinderung ermittelt. Es ist eine Abnahme der
Sensorantwort fiir pH- Werte < 6,5 zu beobachten, was auf eine geringere Enzymaktivitit
zuriickzufiihren ist, im Gegensatz zu den Messungen bei pH- Werten > 6,5, hier erhoht sich
die Aktivitit. _

Um MeBverfédlschungen zu vermeiden, ist der pH- Wert der Pufferlosung wihrend des
Fermentations-Monitorings stindig zu kontrollieren.
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3.3.2.2 - EinfluB unterschiedlicher pH- Werte der Probe

Die Abbildungen 3.11a und 3.11b verdeutlichen den EinfluB der Anderung des pH-
Wertes der Probe auf die Sensorantwort.

Der pH- Wert der Fermenterbriihe ist auf 6,5 geregelt. Um jedoch eine mogliche
Beeinflussung der Sensorantwort bei einer Regelstérung festzustellen, sind mehrere Proben
mit zuvor modifiziertem pH- Wert analysiert worden.

Die Abbildung 3.11a zeigt zunidchst den EinfluB verschiedener pH- Werte des
Nihrmediums. Dabei wurden zwei verschiedene Mefireihen durchgefiihrt: In der ersten sind
Kulturbriihen ohne und in der zweiten mit Penicillin analysiert worden. Die Absolutwerte der
gemessenen Peaks sind in Abbildung 3.11a dargestellt. Abbildung 3.11b zeigt dagegen die
prozentuale Potentialdnderung. Die Sensorantwort von 100 % wird dem pH- Wert von 6,5
zugeordnet, was dem Normalfall wihrend der Fermentation entspricht. In Abbildung 3.11a ist
eine Potentialinderung auch ohne Pridsenz von Penicillin zu beobachten ("échantillon sans
pénicilline"). Sie ist auf die Anwesenheit von bestimmten Substanzen im N#hrmedium
zuriickzufiihren, die mit den in der Pufferlosung enthaltenen Komponenten reagieren und das
Dissoziationsgleichgewicht modifizieren. Das fithrt zu einer geringen Variation des pH-
Wertes, die von der pH- Elektrode registriert wird. Diese Abweichungskonstante (1,3 mV fiir
die Messungen im Nidhrmedium) ist bei der Resultatsauswertung zu beriicksichtigen: der Wert
der Konstanten wird von der gemessenen Peakhohe substrahiert.

Die Auswirkungen der Prdsenz diverser Komponenten auf die Aktivitdt der zu
messenden lonensorte, und somit auf das Mefsignal, kénnen durch eine von Nicolsky und
Tolmacheva (1937) aufgestellte Gleichung erfaflt werden. Es handelt sich dabei um eine
Modifizierung der Nernstschen Gleichung (1.6). Jedoch macht die komplexe und variierende
Zusammensetzung des Nihrmeditms eine solche Studie in der Praxis unrealisierbar.

Vergleicht man die in Abbildung 3.11b dargestellten Resultate mit den in den MeBzellen
CDET und CDJV erzielten (siehe § 2.3.2.3), so wird eine equivalente Tendenz deutlich:
Erhohung der Peaks fiir die pH-Werte < 6,5, zuriickzufiihren auf die hthere Konzentration der
H*- Jonen und Verminderung der Peakhdhe fiir die pH- Werte > 6,5.

Jedoch sind die Schwankungen der PeakhShen wesentlich geringer bei Benutzung der
CDEA- MefBzelle. Das Totvolumen der Zelle ist gréBer, wodurch der Effekt einer
MefBverfélschung durch variierende pH- Werte der Probe vermindert wird. Das Diagramm zeigt
lediglich eine geringe Sensitivitdtsinderung der Sonde fiir kleine pH- Abweichungen vom
geregelten Sollwert (pH 6,5). Allerdings verursachen groBere Abweichungen der pH- Werte
der Proben vom Sollwert eine MeBverfilschung des Sensorsignals.
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3.3.2.3 - EinfluB der Anderung in der Zusammensetzung der Kulturbriihe auf
die Messung von Penicillin-V

Der EinfluB der Konzentrationsinderung der in der Kulturbriihe enthaltenen
Komponenten auf die Messung mit dem System Biosensor-FIA wurde im Laufe der
Fermentation FB- 017 untersucht.

Die Abbildungen 3.12a/b zeigen eine bedeutende Variation in der Zusammensetzung der
Kulturbriihe wihrend der Fermentation. Uberdies verdndert sich die Konzentration der
organischen Stickstoffquellen (Aminosduren, Proteine und corn steep liquor). Hingegen kann
eine gute Regelung des pH- Wertes auf 6,5 beobachtet werden. Den EinfluB der sich
verdndernden Kulturbrithenzusammensetzung auf die Antwort des Sensors zeigt Abbildung
3.13. Im Vergleich zu den vorherigen Kapiteln verdndert sich also die Zusammensetzung
(Matrix) der Probe im Verlauf der Messungen am Bioreaktor.

Die Peakh6hen sind bei dieser Untersuchung nacheinander in folgenden Fliissigkeiten,
bei einem Konzentrationsgehalt von 5 mM Penicillin-V, ermittelt worden: in der reinen
Pufferlosung (Sensorantwort von 100 % ist dieser Messung zugeordnet), im sterilisierten
Nihrmedium ("milieu de la fermentation”) und in der Kulturbriihe ("bouillon de la culture").
Die Messungen in der Kulturbrithe wurden iiber die gesamte Fermentationsdauer durchgefiihrt.
Die Proben sind dazu im Laufe der Fermentation vom Probenahmesystem entnommen worden.
Man kann zunichst eine starke Abnahme der PeakhShen zwischen den Messungen der reinen
Pufferlosungsprobe ("tampon”) und der noch nicht angeimpften Néhrmediumsprobe
feststellen. Zudem ist eine weitere Verminderung des Sensorsignals wihrend der Analyse der
Kulturbriihenproben ersichtlich. Die Messungen wurden mit zwei unterschiedlichen
Injektionsvolumen durchgefiihrt: 100 und 500 pl. Fir das Fermentations-Monitoring ist die
Zusicherung der iiber die gesamte ProzeBdauer annihernd konstanten Sensorantworten, bei
Benutzung des Injektionsvolumens von 100 pl, von groBer Bedeutung. Dies ist auf die
geringere Beeintrachtigung der Elektrodenantwort durch die in der Kulturbriihe enthaltenen
Substanzen zuriickzufiihren: die Verdiinnungsrate der Probe in der Zelle CDEA ist bei der
Injektion von 100 pl Probenvolumen hoher.

Diese Untersuchung verdeutlicht die positive Auswirkung der Verwendung einer 100 pl
Injektionsschlaufe auf die MeBgenauigkeit des Analysators wihrend des Fermentations-
prozesses. Zuvor (§ 3.3.1.2) zeigte sich bereits ein vorteilhaftes Verhalten auf das
MeRBverfahren: ausreichende Sensitivitdt und ausgedehnter linearer Bereich der Eichkurve.
Dariiber hinaus ist es zweckmiBig, die Eichkurve fiir das Monitoring mit Proben der
Kulturbriihen durchzufiihren, in die bekannte Penicillinkonzentrationen zugesetzt werden.
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3.3.3 - Off-line-Monitoring der Penicillinkonzentration durch das System
Biosensor-FIA wihrend der Fermentation FB- 017
3.3.3.1 - Eichkurve

Fiir das Fermentations-Monitoring muB} zunéchst eine Eichkurve ermittelt werden. Die
vorangegangenen Untersuchungen haben mehrere Vorteile aufgezeigt, um folgende FIA-
ProzeBparameter zu wihlen: Injektionsvolumen = 100 pl und Fliegeschwindigkeit des
Trigerstroms entweder im Bereich von 1 ml.min"! oder oberhalb von 4 ml.min-1. Das Interesse
bei diesem Monitoring besteht in einer raschen Analyse der dem Biorektor entnommenen
Proben. Da eine Erhdhung der FlieBgeschwindigkeit des Tragerstroms die Antwortzeit des
Biosensors im FIA- System vermindert, wird eine Trigerstromstirke von 4 ml.min-! fiir die
Erstellung der Eichkurve gewihlt.

Abbildung 3.14 zeigt die Eichkurve, ermittelt durch das Zusetzen bekannter
Penicillinkonzentrationen in die Kulturbriihe. Es besteht eine lineare Abhéngigkeit zwischen
der Potentialinderung und der Penicillinkonzentration von 0 bis ca. 60 mM. Die
Abweichungskonstante (siehe § 3.3.2.1) fiir die mit Proben der Kulturbriihe durchgefiihrten
Messungen betrdgt 2,4 mV. Sie ist von Beginn der Fermentation an fiir das gesamte
Monitoring beriicksichtigt worden.

Die lineare Abhangigkeit zwischen der Potentialinderung (Peakgrofe in mV) und der
Penicillinkonzentration vereinfacht die Umrechnung der gemessenen Peakgrofe in die wihrend
des Monitorings zu bestimmende Penicillinkonzentration. Im Verlauf des Prozesses kann
erfahrungsgemiB eine maximale Konzentration von 60 mM erreicht werden. Folglich paBt sich
die erstellte Eichkurve gut dem gesetzten Ziel an, ndmlich die Dosierung des Penicillins mit
einer einzigen Eichkurve im gesamten, wihrend der Fermentation durchlaufenen

Konzentrationsspektrum zu gewihrleisten.

3.3.3.2 - Standzeit des Systems Biosensor-FIA

Wihrend des Fermentations-Monitorings sind nur sehr wenige Wartungsarbeiten am
Analysator vorzunehmen. Dies erklért sich aus der Tatsache, daf3 die Aktivitit des Sensors iiber
die ProzeBdauer hinaus stabil bleibt und Anderungen der FIA- Betriebsparameter zur Messung
der Penicillinkonzentrationen nicht vorgenommen werden miissen.

Beim gesamten Monitoring wurden keinerlei Funktionsprobleme des Analysators
festgestellt. Allerdings ist eine Anhdufung der in der Kulturbriihe enthaltenen Partikel im
Probenschlauch beobachtet worden, ebenso im Innenraum der MeBzelle. Dieser Pumpschlauch
wurde aus Sicherheitsgriinden alle zwei Tage ausgewechselt und zur gleichen Zeit eine
Reinigung der Zelle vorgenommen. Die Bildung einer Deckschicht am Biosensor wurde nicht
beobachtet, dank der diinnen und glatten Schicht des immobilisierten Enzymfilms.
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3.3.3.3 - Prisentation der mit dem System Biosensor-FIA erhaltenen off-line-
Resultate und Vergleich mit den HPLC-MeBergebnissen

Wihrend der Fermentation entsteht auch eine kleine Menge an p-OH-Penicillin-V ("p-
OH-pén-V"). Abbildung 3.15 zeigt die beiden Konzentrationsverldufe in Abhéingigkeit von der
Fermentationszeit. Die Analysen sind mit der HPLC- Referenzmethode durchgefiihrt worden.
Da die beiden Penicillin-V einen B-Lactamring besitzen, werden sie auch beide durch den
Biosensor gemessen. Die logischste Vergleichsmethode zwischen den erhaltenen Ergebnissen
mit dem Biosensor-FIA- und HPLC- System ist also die Gegeniiberstellung der
Konzentrationen von "pénicilline-V totale” (Summe von Penicillin-V und p-OH-Penicillin-V),
die durch das HPLC- Gerit ermittelt worden sind, mit den vom Biosensor ermittelten Werten.

Abbildung 3.16 stellt einen Vergleich der Penicillinkonzentrationen dar, die im Laufe
der Fermentation von beiden off-line- Methoden bestimmt wurden. Die Abbildung verdeutlicht
eine gute Ubereinstimmung der MeBergebnisse iiber einen breiten Konzentrationsbereich.
AuBlerdem zeigt die durch das System Biosensor-FIA erhaltene MeBkurve einen
kontinuierlichen Verlauf, was auf die gute Reproduzierbarkeit der Analysen zuriickzufiihren

ist.
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3.4 - ZUSAMMENFASSUNG

Die Anwendung des Systems Biosensor-FIA fiir das off-line-Fermentations-Monitoring
der Penicillin-V-Konzentration beweist die Leistungsfahigkeit des entwickelten Analysators
[Meier et Tran Minh, 1992b], trotz der Schwierigkeiten einer solchen Applikation.

Um ein Analysensystem zu entwickeln, das einerseits einfach in der Unterhaltung und
Anwendung ist, andererseits eine gute Mefgenauigkeit und- zuverlédssigkeit iiber das gesamte
Monitoring hinaus gewéhrleistet, wurde eine MeB3zelle entwickelt, die den Bediirfnissen der
Messungen am Bioreaktor angepalt ist und in einem Bauelement sowohl die Verdiinnung als
auch die Messung der Probe erlaubt. Die Konstruktion der Zelle reduziert bzw. eliminiert das
Risiko von MeBverfilschungen der Elektrodenantwort durch die Anderung des pH- Wertes der
Probe und der Zusammensetzung der Kulturbriihe.

Zunichst wurden Parameter untersucht, die die Messungen wihrend des Fermentations-
Monitorings beeinflussen kénnen. Die Ergebnisse zeigen, daB die Wahl des Tragerstroms und
des Injektionsvolumens sowohl die Antwort des Sensors, als auch den Verlauf der Eichkurve,,
beeinflussen kdnnen. AuBerdem ist eine Langzeitstabilitdt des in die CDEA- MefBzelle
integrierten Biosensors beobachtet worden, die die Fermentationsdauer bei weitem iiberdauert.
Die Reproduzierbarkeit der Messungen ist sehr gut und die Zeit fiir eine Probenanalyse (ca.
drei Minuten) ermdglicht eine theoretisch sehr hohe Analysenfrequenz beim Monitoring.

Die durch Voruntersuchungen ermittelten MeBverfalschungsrisiken und die
Konstruktion der CDEA- MeBzelle lassen die Auswahl geeigneter FIA- Betriebsparameter zu.
Die gewihlten Parameter ermoglichen das off-line-Monitoring wihrend der gesamten
Fermentationsdauer ohne ihre Anderung.

Wird der pH- Wert der Kulturbrithe nicht konstant geregelt, kdnnen seine
Abweichungen vom Sollwert die Elektrodenantwort verfilschen. Diese Beeintrichtigung kann
jedoch durch eine einfache Aufbaudnderung des FIA- Systems verringert bzw. eliminiert
werden: Einbau eines Bauelements in das FIA- System, in der die Probe vorverdiinnt wird.

Die mit dem System Biosensor-FIA erhaltenen Resultate stimmen gut mit denen der
HPLC-Referenzmethode iiberein. Die Biosensor-FIA-Methode besitzt den Vorteil, in der
Ausfiihrung einfach und sehr zuverldssig zu sein. AuBlerdem benétigt dieser Analysator nur
eine geringe Unterhaltung und Wartung. In der Kostenfrage (Anschaffung und Unterhaltung)
ist das entwickelte System klassischen Analysatoren, wie einem HPLC- Gerit, iiberlegen.

Die erzielten Ergebnisse des off—line-Fermentations-Monitoﬁngs und der einfache
Aufbau des Systems Biosensor-FIA sind sehr ermutigend mit Hinblick auf die Automatisierung
des Systems. Sie stellen eine gute Basis dar fiir die Verwirklichung des zu Anfang gesetzten
Ziels: das on-line-Fermentations-Monitoring durch den Biosensor und somit die quasi
Echtzeitanalyse der Proben.
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4 - AUTOMATISATION ET APPLICATION DU SYSTEME
BIOCAPTEUR-FIA POUR SUIVRE EN LIGNE (ON-LINE) LA
PRODUCTION FERMENTAIRE DE LA PENICILLINE-V ET POUR LE
DOSAGE DE L'UREE CONTENUE DANS LE SERUM HUMAIN

Le systeme de détection biocapteur-FIA se préterait bien au suivi en ligne (on-line) des
procédés de fermentation de la pénicilline, car les mesures hors ligne de la concentration de la
pénicilline par ce systéme sont déja trés satisfaisantes (§ 3).

Des mesures fiables et fréquentes sont importantes pour optimiser le procédé et obtenir
une production élevée de pénicicilline (§ 3.1.1). Jusqu'a présent, des techniques de détection
traditionnelles, telles que la calorimétrie [Niedermayer et al.,1960] et 'HPLC [Mboller et al.,
1986], ont été utilisées pour la détection en ligne de la concentration en pénicilline pendant la
fermentation. Cependant, la mesure en ligne de la pénicilline par biocapteur, méme basée sur
une détection enzymatique, n'a pas encore €té développée, & notre connaissance.

Ce travail décrit la mesure en ligne de la pénicilline-V par le systeme biocapteur-FIA.
Les échantillons soutirés du bioréacteur sont directement introduits dans le systeme FIA. Les
mesures se déroulent automatiquement pendant toute la durée de la fermentation.
Simultanément, la concentration instantanée de la pénicilline-V est suivie sur I'écran d'un
l'ordinateur et les hauteurs des pics de mesures sont reproduits sur l'enregistreur.

Les €léments essentiels pour le suivi en ligne de la fermentation incluent le systéme de
prélevement, l'analyseur et un ordinateur. Dans le cas du systeme FIA, une automatisation est
nécessaire afin de pouvoir effectuer les mesures en ligne. La simplicité de 1'ensemble
biocapteur-FIA facilite 'automatisation de 1'analyseur, et de ce fait donne un avantage
supplémentaire a ce systéme. L'automatisation associe au systtme de détection proprement dit,
un convertisseur analogique-digital et un microordinateur qui permet, par l'intermédaire d'une
interface, la commande des pompes et vanne d'injection et la gestion des séquences
programmées. L'interface ordinateur-analyseur (l'analyseur est déja décrit dans § 3) sera
présentée avant les résultats de la mesure en ligne de la pénicilline.

Dans ce chapitre, les performances du systeme biocapteur-FIA pour la détermination
automatique de l'urée dans le sérum humain sont présentées également, mais de facon moins
déraillée.

Les résultats obtenus pour la détermination en ligne de la pénicilline-V sont comparées
avec ceux obtenus par des mesures hors ligne par I'HPLC, tandis que les résultats de l'urée
sont comparés avec ceux obtenus par des mesures spectrophotométriques effectuées dans un
laboratoire médical.
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4.1 - RAPPEL BIBLIOGRAPHIQUE

4.1.1 - Suivi de la fermentation en ligne

Afin d'étre capable de réaliser le suivi et le contrdle du procédé ("Process monitoring
and control”), des mesures en ligne ou quasi en ligne des différents paramétres importants
s'imposent d'abord. Ces mesures des concentrations des composés importants sont 1'un des
problémes majeurs a résoudre pour la réalisation du suivi et du contrdle des bioprocédés
[Wang, 1984]. Différents systémes sont décrits pour le dosage en ligne (in sizu ) ou quasi en
ligne (le prélevement, la préparation et l'approvisionnement de 1'échantillon & l'appareil
d'analyse et la mesure se déroulent de fagon entierement automatique) au cours des
fermentations [Wang et Stephanopoulos, 1984, Schiigerl et al., 1987]. Le dosage quasi en
ligne se déroule seulement quelques minutes aprés le prélévement, donc pratiquement en temps
réel. Pour simplifier la terminologie, dans la suite de ce travail, les systémes quasi en ligne
seront assimilés a des mesures en ligne. Les auteurs, cités ci-dessus, incluent dans leurs revues
bibliographiques les détecteurs classiques, comme 'HPLC ou la calorimétrie, et aussi les
systemes de détection par FIA. A I'heure actuelle, les systémes FIA sont notamment étudi€s
pour le suivi en ligne des bioprocédé€s; plusieurs auteurs mentionnent la mise en jeu du sytéme
FIA avec des enzymes immobilisées [Purchades et al., 1990; Stocklein et al., 1994; Bradley et
al., 1991; Nielsen, 1992].

Dans ces derniéres années, plusieurs analyseurs "FIA-enzyme immobilisée" ont été
décrits pour le suivi en ligne de différentes fermentations. Le suivi de la concentration du
substrat glucose est notamment décrit par différents groupes de recherche. Dans ces cas, un
détecteur a €t€ coupl€ & un réacteur enzymatique et incorporé dans un systéme FIA [Nielsen et
al., 1989; Garn et al., 1989; Nielsen et al., 1990; Benthin et al, 1991] et une électrode a
glucose oxidase a ét€ incorporée dans un systeme FIA [Appelqgvist et Hansen, 1990].

Bien que l'intérét du suivi par biocapteur de la concentration en pénicilline au cours de la
fermentation soit envisagé depuis plusieurs années [Rushling, 1976], ce but n'a pas ét€ atteint
jusqu'a maintenant, de méme pour un systeme FIA couplé & un réacteur enzymatique. Méme si
les problémes pour cette réalisation sont moindres que ceux décrits pour le dosage in situ (voir
§ 1.1.9.1), a cause de la flexibilité du syst¢me FIA qui permet un traitement de 'échantillon &
lI'extérieur du bioréacteur, la mesure par biocapteur reste néanmoins difficile a réaliser. Les
conditions difficiles de I'analyse restent toujours présentes: dosage dans un milieu complexe,
probléme de I'encrassement microbien du détecteur et longue durée de cette fermentation. La
bonne stabilit€ de I'analyseur est importante pour les mesures en ligne, car si des recalibrations,
changements des parametres de la FIA ou méme le remplacement du capteur durant le suivi du
procédé€ sont possibles, elles rendent les mesures plus difficiles, plus complexes et plus chéres.
Ces opérations doivent donc étre supprimées dans la conception d'un type industrielle.
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4.1.2 - Dosage automatique de l'urée

La mesure de 'urée dans le sérum humain est fréquemment demandée dans le diagnostic
clinique, 2 la fois en cas d'urgence et pour les contrles de routine [Mascini et Palleschi, 1983].

Aussi pour la détection de l'urée, une électrode & pH combinée peut étre utilisée comme
transducteur, afin de réaliser une électrode enzymatique sensible a 'urée. Dans ce cas,
I'enzyme, l'uréase, est immobilisée sur le transducteur. Lors de la réaction enzymatique, il se
déroule une consommation des ions H*. Le principe du biocapteur est donc basé sur la
détermination de la variation du pH lors de I'hydrolyse enzymatique de l'urée par l'uréase
(Figure 4.1).

Substrat (UREE)

COUCHE DE L'UREASE

-

(NH)LO + 2l 0 + H¥ Z_E2€ g oNHY+ HCOS
GLASS MEMBRANE

Fig. 4.1: Principe d'action de l'électrode a uréase

La détection de l'urée dans le sang basée sur une réaction enzymatique (enzyme: uréase)
et utilisant la FIA a été présentée par différents groupes de recherche [Ruzicka et al., 1979;
Solich et al., 1989; Narainesingh et al., 1990].

Les systémes présentés par Solich et al. (1989) et Narainesingh et al. (1990) détectent
I'urée dans le sang, aprés conversion enzymatique dans un réacteur, respectivement par
spectrophotométrie et fluorescence.

Un systeme d'analyse, ol le détecteur est une électrode a pH a été présenté par Ruzicka
et al. (1979). L'ammoniaque produite est détectée par le changement de pH provenant de
I'hydrolyse de I'urée dans le réacteur enzymatique. Les auteurs ont obtenu une relation linéaire
entre la variation du potentiel de I'électrode et la concentration en urée dans un domaine de 0 a
15 mM, et un coefficient de variance du signal de réponse (r.s.d.) inférieur a 1%. La cadence
d'échantillonnage est 60 mesures par heure.
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Les mesures de l'urée dans le sérum humain sont effectuées actuellement dans les
laboratoires médicaux par des "Autoanalyseurs” traditionnels, qui utilisent par exemple la
spectrophotométrie, de facon automatique aprés le prélévement et la mise en flacon de
I'échantillon [Meley, 1992]. L'automatisation, tout en diminuant le cofit des analyses, est trés
appréciée a cause du traitement et de 'analyse automatiques des €chantillons. Elles permettent
aussi une trés bonne reproductibilité des mesures [Brunner, 1992].

Le systéme biocapteur-FIA (cellule CDEA) est appliqué aux mesures de 1'urée. Au lieu
de I'immobilisation de la pénicillinase sur 1'électrode de pH, ici I'enzyme, I'uréase est fixée au
transducteur.
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4.2 - MATERIELS ET METHODES
4.2.1 - Réactifs
4.2.1.1 - Réactifs pour la fermentation FBR- 022 et FB- 023
- Champignon: voir § 3.2.1.1
- composition du milieu de la production pour la fermentation FBR- 022
La composition est équivalente a celle de FB- 017 (voir § 3.2.1.1), 4 'exception de la
concentration de l'ammonium qui est ici de 33 g.I-! pour FBR- 022. En outre, 148 heures
apres le début de la fermentation, 8 litres du bouillon de la culture ont été enlevés et le
bioréacteur a été rempli ensuite avec le méme volume de milieu de production frais.
- composition du milieu de 1a production pour la fermentation FB- 023
équivalente a celle de FB- 017 (voir § 3.2.1.1)
- composition du milieu d'alimentation
équivalente a celle de FB- 017 (voir § 3.2.1.1), a I'exception de la concentration de
(NHa4)2S0O4 qui est de 46,7 g.I'1 pour les fermentations FBR- 022 et FB- 023
- taux d'alimentation pour FBR 0-22:

0 - 6 heures aprés le début de la fermentation: 0 g.h!
6 - 48 heures apres le début de la fermentation: 70 g.h-1
49 - 148 heures apreés le début de la fermentation: 80 g.h-1
149- 160 heures aprés le début de la fermentation: 70 g.h-t
1602me heure et jusqu'a la fin de la fermentation: 80 g.h-!
- taux d'alimentation pour FB- 023:
0 - 6 heures apres le début de la fermentation: 0 g.hl
6 - 48 heures apres le début de la fermentation: 70 g.h-l
49%me heure et jusqu'a la fin de la fermentation: 80 g.h'l

4.2.1.2 - Réactifs pour le dosage de la pénicilline-V
Les réactifs utilisés pour les mesures par HPLC (méthode de référence) et par systéme
biocapteur-FIA correspondent a ceux décrits dans § 3.2.1.2.

4.2.1.3 - Réactifs pour le dosage de 'urée
- Spectrophotométrie (mesure de référence)
Les réactifs pour I'analyse par spectrophotométrie sont décrits par Neumann et

Ziegenhorn (1977).

- Electrode & uréase et systéme FIA
- Substrat: urée (SIGMA®) avec une masse moléculaire de 60,06 g.mol-!
- Glutaraldéhyde: 25% dans l'cau (SIGMA®)
- Eau: Milli Q® ultrapure
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- Uréase: SIGMA® (type C 3, 782 Unités.mg-1 lyophilisat); I'uréase est répertori€e sous le N°
E.C. 3.5.1.5. Elle est produite a partir des Jack Beans. L'unité enzymatique de I'uréase est
généralement définie comme la quantité d'enzyme qui hydrolyse 1 micromole de NH3 de
l'urée a 25°C et pH=7,0 en 1 minute

- Composition (voir § 1.2.1) et concentration du tampon phosphate: 0,01M avec une
concentration de 0,1 M du chlorure de sodium, valeur du pH du tampon: 7,75

- Concentration de 'uréase pour l'immobilisation: 782 unités d'uréase par ml de tampon, ce qui
correspond & 16 mg de lyophilisat par ml

- Echantillons de sérum humain: des échantillons contenant de 1'urée, fournis par le Laboratoire
Médical Fauriel (St.-Etienne), sont centrifugés & 3000 tours.min-! pendant 10 minutes; la
valeur du pH des échantillons est de 7,75 = 0,05. L'adge des échantillons est inférieure a jourQ

4.2.2 - Appareillage
4.2.2.1 - Installation fermentaire FBR- 022 et FB- 023

Figure 4.2: Schéma du bioréacteur Chemap 41-L
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- Bioréacteur
Pour les fermentations de la pénicilline FBR- O22 et FB- 023, un bioréacteur Chemap
41-L (Chemap, Suisse), avec un volume de travail de 25 litres a ét€ utilisé (Figure 4.2).

- Systéme de prélévement (voir § 3.2.2.2)

4.2.2.2- Appareillages pour les mesures de référence

L'appareil de I'HPLC pour les mesures hors ligne de la concentration de pénicilline-V
des échantillons du bioréacteur est décrit par Christensen (1992).

Les mesures de référence pour l'urée ont été effectuées au Laboratoire Médical Fauriel
(St.-Etienne) par un autoanalyseur, basé sur la méthode spectrophotométrique.

4.2.2.3 - Appareillage pour le systéme d'analyse biocapteur-FIA
L'appareillage pour la réalisation de 1'€lectrode a pénicillinase et de I'électrode a uréase,
de méme celui du systeme FIA/cellule de détection, correspondent & ceux décrits en § 3.2.2.2.

4.2.2.4 - Appareillage (hardware) pour l'automatisation de 'analyseur
- Eléments d'automatisation
- module 6B11 (ANALOG DEVICES® (Norwood, U.S.A.)
- support 6BP04-2 (ANALOG DEVICES®)
- module 6B50-1 avec 24 E/S voies (ANALOG DEVICES®)
- support EGS08000 de CELDUC (Sorbiers, France)
- ordinateur (Macintosh Plus)
Le schéma de connection des éléments est décrit en § 4.2.3.2.

- Pompes. tuyaux. valves et actuateur
- 2 pompes péristaltiques 4 2 voies: ISMATEC SA®, Suisse

- Tuyaux: TYGON® de différents diametres (Bioblock, Ilikirch, France)
- électrovanne a pincement de deux tubes I'un fermé, 'autre ouvert C92924/ 12V (Bioblock)
- actuateur pneumatique connecté a la vanne d'injection (Rheodyne, U.S.A.)
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4.2.3 - Méthodes
4.2.3.1 - L'interface échantillon-systéme d'analyse

Pour le suivi de la fermentation, le syst¢éme de prélévement comme décrit en § 3.2.2.2,
est couplé directement au systéme biocapteur-FIA (décrit en § 3.2.3.5) par connection du tuyau
venant du module de filtration avec celui de 1'échantillon de I'analyseur (voir Figure 4.3b). Le
flux de filtrat est contrdlé par une pompe péristaltique. La durée du séjour de I'échantillon dans
le module et dans le tube de connection entre la membrane et le systéme d'analyse est de 25
minutes environ.

L'analyseur effectue le dosage automatique des échantillons avec une cadence
préalablement définie. Pour les dosages de l'urée, les flacons des différents prélévements sont

raccordés manuellement a 1'analyseur.

4.2.3.2 - Automatisation du systéme biocapteur-FIA
L'automatisation du systtme FIA a été effectuée au laboratoire avec l'aide de M.
Lantreibecq a partir des manuels d'utilisation [Microsoft Quick BASIC (1986) - user's guide;
Analog Devices (1989) - 6B series user's manual et addendum to the 6B user's manual, Celduc
relais (1992) - interfaces d'automatismes]. La mise au point des appareillages (hardware) et du
logiciel pour l'automatisation du systeme FIA a été spécifiquement adaptée a nos besoins
d'application.

Une photo et un schéma de principe de l'ensemble du systéme biocapteur-FIA
automatis€ sont montrés respectivement sur les Figures 4.3a et 4.3b. En outre, un schéma de
connection des différents éléments d'automatisation est présenté sur la Figure 4.4.

Le signal analogique issu du pH-métre est converti en signal numérique équivalent via le
module 6B11, monté sur le support 6BP04-2. Le module 6B50-1 est un support E/S
(entrée/sortie) qui fournit 24 E/S voies numériques. Les voies E/S sont connectées a des relais
statiques montés sur le support EGS08000. Ces relais pilotent les vannes et les pompes.
L'injection automatique de 1'échantillon est réalisée par un actuateur pneumatique & temps
contrdlé connecté avec la vanne d'injection. Une microélectrovanne a deux voies (soit arrét de
I'eau, soit arrét de I'échantillon) contrdle le flux de 1'échantillon et de 'eau de ringage.

Pendant les mesures, la différence de potentiel entre le sommet du pic et la ligne de base
est automatiquement enregistrée par I'ordinateur et I'enregistreur. Les modules 6B11 et 6B50-1
sont réli€s au port série RS-232 de I'ordinateur (via le convertisseur RS 232/RS 485) ce qui
permet l'enregistrement du signal et 1a commande des relais.
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Figure 4.3a: Installation du systéme biocapteur-FIA pour suivre en ligne la
concentration de la pénicilline au cours de la fermentation ou
pour le dosage automatique de l'urée
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4.2.3.3 - Logiciel pour l'automation du systeéme biocapteur-FIA

Le logiciel pour I'automatisation du systéme biocapteur-FIA est €crit en Microsoft Quick
BASIC et contient des sous-programmes pour le contréle de la vanne d'injection,
I'électrovanne a pincement de deux tubes, des pompes, 'acquisition de données, la calibration
et le traitement des données. La Figure 4.5 présente une description schématique du logiciel
pour suivre la fermentation et pour la mesure automatique de 'urée.

Le programme assure I'enregistrement de la ligne de base, 1'injection de 1'échantillon,
I'enregistrement du signal de réponse et la préparation de l'injection de 1'échantillon suivant. La
variation du potentiel enregistrée par l'ordinateur correspond 2 la différence entre la moyenne
des 6 valeurs maximales du pic lors de la réponse, calculée par le logiciel, et le signal de la ligne
de base enregistré immédiatement avant l'injection de I'échantillon. L'enregistrement des
signaux est sauvegardé sur le disque dur. La concentration est ensuite calculée grice aux
constantes (pente et valeur du facteur de décalage) fournis par 1'étalonnage. Les sous-
programmes de traitement des données sont divisés en deux parties: premiérement, I'étalonnage
du syst¢me en utilisant des concentrations connues de substrat et deuxieémement I'analyse des
échantillons au cours de la fermentation, voire pendant les mesures automatiques de l'urée.

En mode étalonnage, les hauteurs de pics en mV sont mesurées pour chaque
concentration des standards d'étalonnage. Quatre standards de différentes concentrations sont
généralement utilisé€s pour tracer la courbe d'étalonnage. La pente et la constante de la courbe
d'étalonnage sont calculées a I'aide d'un sous programme de régression linéaire.

En mode analyse, des mesures répétitives d'un échantillon sont possibles. Dans ce cas,
la moyenne du changement de potentiel est calculée, puis convertie en valeur de la concentration
du substrat en utilisant les coefficients déterminés d'aprés des calculs préalables.
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BE, boucle d'échantillon; PTD, pompe péristaltique du tampon et des déchets; PE, pompe péristaltique d'échantillon ; VI, vanne d'injection; MEV,
microélectrovanne; PEV POS 1, flux échantillon ouvertitampon fermé; PEV POS 2, flux tampon ouvertl/échantillon fermé; CONC ST, concentration du

standard; NST, nombre de standards; Yo, valeur de décalage (mV) pour la conc. de pénicilline=0

* ces fonctions ne sont pas wlilisées pour les mesures de l'urée.
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4.2.3.4 - Mesures de référence des concentrations de la pénicilline et de 1'urée

- pénicilline-V hors ligne dans les échantillons fermentaires
La méthode est décrite par Christensen (1992).

- 'urée dans les échantillons de sérum humain
La méthode spectrophotométrique pour les mesures de référence est décrite par

Neumann et Ziegenhorn (1977). r

4.2.3.5 - Stratégie de la fermentation FBR- 022 et FB- 023

La fermentation FB- 023 est conduite d'une maniere classique, c'est-a-dire en mode fed-
batch (voir § 3.2.3.1): la phase d'alimentation débute apres 6 heures de culture selon les taux
décritsen § 4.2.1.1.

Lors de la fermentation FBR- 022 par contre, une partie de la solution (8 litres) du
bouillon de culture a été soutirée du bioréacteur et remplacée par du milieu de production. Ce
mode de procédé, appelé "repeated fed-batch", permet une production de la pénicilline pendant
une durée prolongée en conservant sa productivité a la valeur maximale. La détermination de
I'efficacité au niveau de la productivité et des coiits de fermentation fait partie des sujets de
recherche au CPB.

Ces études impliquent des exigences majeures pour l'analyse en ligne par le systéme
biocapteur-FIA, tel que le suivi de la fermentation pendant une durée supérieure a celle des
procédés traditionnels.

4.2.3.6 - Suivi en ligne de la concentration de pénicilline-V au cours de la
fermentation et mesures automatiques de l'urée

La ligne de base est établie en pompant la solution tampon dans la cellule CDEA (voir
Figure 4.2a/b). Pour I'application au bioréacteur, la vitesse du flux porteur est choisie autour
de 1 ml.min-!, selon les observations du § 3.3.1.3, soit 0,95, voire 1,1 ml.min-1. Pour les
mesures automatidues de l'urée, un flux porteur de 4,0 ml.min-! est choisi, ce qui correspond a
l'autre domaine peu sensible aux variations de débit (voir § 3.3.1.3). Mais, ce débit assure une
cadence de mesures plus élevée.

La courbe de calibration est établie en ajoutant de la pénicilline-V commerciale au
bouillon de culture filtré qui est prélevé entre la 52me et 62me heure apres le début de la
fermentation. Des solutions étalons de la pénicilline-V de 9,0; 12,9; 25,8; 38,7; 51,5; 60,6 et
64,4 mM (ce qui correspond respectivement a 3,5; 5; 10; 15, 20; 23,5 et 25 g.1-1) sont
préparées et la courbe d'étalonnage AE en fonction de la concentration en pénicilline est ensuite
construite en injectant 4 de ces échantillons ainsi qu'un échantillon de bouillon sans pénicilline
("blank sample”). On détermine ainsi la pente et le facteur de décalage.
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Avant chaque séquence d'étalonnage, la cellule de détection et la surface active de
I'élecorode enzymatique sont nettoyées avec la solution tampon.

Le méme processus est effectué pour obtenir la courbe d'étalonnage de 1'urée. Mais cette
courbe est réalisée en ajoutant 1; 2,5; 5 et 7,5 mM de l'urée commerciale dans le tampon ol un
facteur de décalage n'a pas été déterminé.

Les mesures des échantillons du bioréacteur, ou de sérum humain, dans le cellule CDEA
se déroulent selon la description au § 3.2.3.5. Les échantillons ne nécessitent donc pas le
prétraitement effectué dans le systeme FIA (p.e. zone d'échantillonnage avant la mesure:
injection de 1'échantillon dans un flux porteur ot il est dilu€) et sont directement injectés par la
vanne d'injection dans le flux porteur qui les transporte vers la cellule. Le volume mort est de
2000 ul et le volume d'injection de 100 pl (choix selon les observations au § 3.3.1.2).

Avant d'entrer dans le systéme analyseur, le flux échantillon passe 2 travers une
microélectrovalve dans laquelle un tuyau est dans la position ouverte et I'autre dans la position
fermée. Le tuyau de prélevement de I'échantillon est ouvert jusqu'a l'injection de 1'échantillon
dans le flux porteur. Aprés l'injection, de l'eau est utilisée pour nettoyer le tuyau de
I'échantillon et de la vanne d'injection. Ceci est possible par la manceuvre de la deuxiéme
position de la microélectrovanne, immédiatement apres l'injection de I'échantillon: le flux de
I'échantillon est arrété tandis que le tube de I'eau est ouvert. L'encrassement ("clogging™) du
tuyau porteur et de la cellule/électrode enzymatique est €vité pendant le cycle de mesure par un
flux de tampon frais apres l'injection. Les temps d'équilibre hydrodynamique, c'est-a-dire des
temps nécessaires pour atteindre les états stables et reproductibles, sont déterminés lors des
études (voir § 4.3.1 et § 4.3.4.1).
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4.3 - RESULTATS ET DISCUSSION

Pour les deux applications présentées ici, les exigences sont différentes. Le suivi de la
fermentation demande une cadence de mesure moins €élevée a cause de la longue durée de la
fermentation de la pénicilline, mais la détermination est faite dans une grande €tendue de
concentrations et dans un milieu complexe. Au contraire, dans les échantillons de sérum
humain, le domaine des concentrations est plus petit, et une cadence de mesure des échantillons
plus élevée est appréciée dans les analyses médicales de routine. Pour satisfaire ces exigences,
le volume d'injection, la vitesse du flux et la force du tampon sont ajustés pour avoir une bonne
reproductibilité, ainsi qu'une exactitude et une cadence adaptées aux besoins.

4.3.1 - Mesure automatique de l'urée
4.3.1.1 - Linéarité, sensibilité, répétabilité et stabilité

Nous avons effectué plusieurs études préliminaires en utilisant 1'électrode & uréase,
installée dans la cellule de détection & écoulement agité (CDEA) et incorporée au systeme FIA
automatis€. Pour ces études, l'urée est dissoute dans le tampon phosphate.

La Figure 4.6 montre les pics de réponse (4.6a) pour différentes concentrations en urée.
Nous choisissons ici des conditions opératoires (force du tampon, parametres FIA) de telle
maniere qu'une forte sensibilité du capteur soit obtenue; par contre, pour cette application, une
large gamme de linéarité de la courbe d'étalonnage n'est pas nécessaire. La gamme normale des
concentrations de I'urée dans le sang est de 2 2 § mM [Narainesingh, 1990]. A partir de la
Figure 4.6a, ol le changement de potentiel AE est représenté en fonction de la concentration en
urée, nous €établissons la courbe d'étalonnage (Figure 4.6b). On peut constater une bonne
sensibilité de I'électrode en utilisant une solution tampon avec une concentration moiti€ de celle
habituellement utilisée pour les dosages de la pénicilline. Cependant, le domaine linéaire de
0 a2 9 mM est relativement restreint.
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Figure 4.6: Pics de réponse (a) et courbe d'étalonnage (b) pour la mesure de
l'urée par le systéeme biocapteur-FIA
Tampon phosphate: 0,005 M a pH=7,75; paramétres FIA: volume
d'injection: 100 ul; débit du porteur: 0,78 mimn-! (a) et 4,0 mi.mn! (b)
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La répétabilité des pics obtenus pour des échantillons d'urée est présentée dans la Figure
4.7. Le coefficient de variance (r.s.d.) est de 1,94 pour un nombre d'observations de 10.

AE (mV)
10 mV

M

10 mn

temps (mn)

Figure 4.7: Répétabilité des mesures de l'urée par systéme biocapteur-FIA
Conc. de l'urée: 5SmM; tampon phosphate: 0,005M a pH=7,75;
paramétres FIA: débit du porteur: 4,0 ml.mn!; volume d'injection: 100 pl

La stabilité du biocapteur a uréase en fonction du temps a été étudiée a température
ambiante (Figure 4.8). L'électrode était installée pendant toute la durée de 1'observation dans
les cellules & 25 °C, afin de reproduire les conditions d'utilisation de routine dans un
laboratoire. Deux électrodes faisaient des mesures pendant environ 8 heures par jour. La perte
d'activité de I'€lectrode a uréase est tres forte. Ce phénomene est dii, probablement, a la
dénaturation rapide de I'enzyme proprement dite et en particulier au relargage de l'enzyme par
rupture des liaisons covalentes entre I'enzyme, le glutaraldéhyde et le support. Ce deuxi¢me
phénomene se passe en particulier pour les biocapteurs réalisés selon la nouvelle technique, ou
l'adsorption de I'enzyme a ét€ effectuée a partir d'une solution avec une concentration en masse
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de lyophilisat élevée [Kumaran et al., 1991]. Ceci est le cas pour l'adsorption de la solution de
I'uréase.
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Figure 4.8: Stabilité de l'é¢lectrode a uréase dans la cellule CDEA
Conc. de l'urée: SmM; tampon phosphate: 0,005M a pH=7,75;
paramérres FIA: débit du porteur: 4,0 mi.mn!; volume d'injection: 100

4.3.1.2 - Dosage de l'urée dans les échantillons de sérum humain
Les échantillons de sérum, fournis par le laboratoire médical, sont directement injectés
dans le flux porteur du systeéme biocapteur-FIA. La Figure 4.9 montre la comparaison des
résultats obtenus par l'analyseur avec ceux de la méthode de référence (méthode clinique, basée
sur la spectrophotométrie). Un bon accord est obtenu entre ces deux dosages dans la gamme
normale des concentrations de l'urée dans le sang. Le coefficient de corrélation est de 0,99715.
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Figure 4.9: Comparaison des résultats pour le dosage de l'urée dans les
échantillons de sérum humain obtenus par l'analyseur (B) et
par méthode de référence (Fl)
tampon phosphate: 0,005M a pH=7,75; paramétres FIA:
débir du porteur: 4,0 ml.mn!; volume d'injection: 100 ul

4.3.2 - Choix des parametres opératoires de I'analyseur pour le suivi des
fermentations FBR- 022 et FB- 023

La Figure 4.10 présente les pics de réponse, enregistrés par l'ordinateur a partir de
l'injection de 1'échantillon, pour différents flux porteurs. L'intervalle entre chaque mesure du
changement de potentiel est de 2 secondes. La durée d'un cycle de mesure dans le systeme FIA
dépend aussi de la concentration de pénicilline. Une concentration importante de pénicilline-V
(64,4 mM, ce qui correspond a la concentration maximale obtenue par fermentation) est choisie
pour mesurer la durée d'un cycle lorsque différents flux porteurs sont utilisés.
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D'apres les études effectuées au § 3.3.1.3, nous choisissons pour le suivi des
fermentations FBR- 022 et FB- 023 un débit du flux porteur de respectivement 0,95 et de
1,1 ml.mn-1. Pour ces flux, une gamme linéaire pour des concentrations en pénicilline de

0 a environ 100 mM est obtenue en utilisant un volume d'injection de 100 pl (voir

Figure 3.6). La Figure 4.10 montre que le temps d'équilibre hydrodynamique (le temps total

nécessaire 4 la mesure d'un échantillon: teycle) €st environ 11 mn pour le débit de 0,95 ml.mn-1.

Afin d'assurer un retour complet au potentiel de la ligne de base pendant la fermentation enti€re,

une durée d'analyse active de 12 minutes a ét€ choisie pendant les deux procédés.
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Figure 4.10: Allure des pics de réponse en fonction du ﬂux porteur
parametres FIA: volume d'injection: 100 p;
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4.3.3 - Suivi en ligne de la concentration de la pénicilline au cours de la
fermentation fed-batch répétée FBR- 022
Pour les mesures en ligne, nous comparons aussi les résultats obtenus par le systéme
biocapteur-FIA et par 'HPLC. Pour simplifier la terminologie, la pénicilline-V, détectée par le
systéme biocapteur-FIA sera appelée "pénicilline-V totale”, ce qui inclut la somme de la
pénicilline-V et de la para-hydroxy-pénicilline-V.

4.3.3.1 - Courbes d'étalonnage

La durée du cycle de la mesure choisie est de 21 mn pendant cette fermentation. Elle
inclut la durée d'analyse active, le temps d'alimentation de la boucle d'injection par
I'échantillon, soit 2 mn, et un temps ou seul le flux de tampon passe dans la cellule avant la
mesure proprement dite. Ce dernier temps, fixé & 7 mn, assure des conditions
hydrodynamiques reproductibles et un ringage de la cellule CDEA et de la surface active du
capteur. Dans l'optique d'une fermentation de longue durée, une cadence de 2 mesures par
heure suffit pleinement pour le besoin analytique et évite de solliciter de fagon importante le
systeme d'analyse.

Nous avons effectué 3 courbes d'étalonnage au cours du suivi du procédé a partir du
bouillon de culture, prélevé entre les 5¢me et 62me heures.

Ces 3 courbes montrent un domaine linéaire de 0 a environ 65 mM (Figure 4.11).
Les facteurs de décalage sont de 3,5 mV, 3,7 mV et 2,9 mV pour les mesures effectuées apres
respectivement 6 h, 1499 h et 224,25 h. Ils sont pris en compte par leur soustraction de la
hauteur du pic total. La pente de la courbe d'étalonnage (unité: mV.mM-1) est calculée apres la
mesure du 4°me échantillon d'étalonnage. Les pentes obtenues au cours de la fermentation sont
en mV.mM-1: 0,478, 0,462 et 0,468 pour les mesures effectuées aprés respectivement 7 h,
149 h et 224 h. Les différences de ces pentes ne sont pas significatives. Ces résultats montrent
un avantage supplémentaire en ce qui concerne ['étalonnage de I'analyseur: non seulement le
domaine linéaire de la courbe d'étalonnage couvre toute la gamme des concentrations de
pénicilline obtenues au cours de la fermentation, mais seule une droite d'€talonnage suffit
pratiquement pour obtenir toutes les concentrations de pénicilline pendant toute la durée du
procédé, en raison de l'excellente stabilité du systéme biocapteur-FIA.
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Figure 4.11: Courbes d'étalonnage au cours de la fermentation fed-batch
répétée FBR- 022
Courbes effectuées aprés 6 h(+), 149,3 h (X} et 224,7 h (D) ;
Paramétres FIA: volume d'injection: 100 pl; débit du porteur: 0,95 ml.mn!

4.3.3.2 - Mesures en ligne
Quelques pics de réponse de l'analyseur, enregistrés par l'ordinateur, sont représentés
dans la Figure 4.12. On peut observer que l'enregistrement des pics par ordinateur fonctionne
parfaitement au cours de la fermentation. La ligne de base n'est plus complétement rétablie au
cours du procédé. Mais ce 1éger décalage inférieur & 2 mV est ensuite éliminé par le passage du
flux porteur dans la cellule avant le dosage suivant (voir aussi Figure 4.15).
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Figure 4.12: Enregistrement des courbes de réponse au cours de la
fermentation fed-batch répétée FBR- 022 '
Mesures aprées 76,8 h(®), 122,3 h (-), 224,7 h (X) et 243,7 h (®);
Paramerres FIA: volume d'injection: 100 pl; débit du porteur: 0,95 ml.mn!

Au cours du suivi en ligne de la fermentation FBR- 022, nous avons rencontré quelques
problémes: notamment l'interruption accidentelle du flux de prélévement, le colmatage a
l'intérieur de la vanne d'injection de l'analyseur et le non-fonctionnement du systeme HPLC et
donc impossibilité de mesures hors ligne de référence en temps réel. Les difficultés rencontrées
lors du suivi en ligne par systéme biocapteur-FIA et les procédures de maintenance et de

I'étalonnage nécessaires sont consignées dans le Tableau 4.1.
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Temps de lal
fermentation

Problémes lors des
mesures

Maintenance et

calibrations

(h)
6 étalonnage
42,8 - 46,8 prélévement interrompu "
60,8 rincage de la cellule et de |
I'€lectrode enzymatique
111,8 remplacement de tous les
tuyaux
1123 ringage de la cellule et de
I'€lectrode enzymatique
133,8 - 141,8 prélévement interrompu
147.3 - 1493 remplacement du milieu
étalonnage
165,8 - 166,8 prélévement interrompu
177,2 - 179,2 prélévement interrompu
184,2 - 188,7 prélévement interrompu
210,7 - 213,5 sauvegarde des mesures
interrompue
220,5 - 224,7|  vanne d'injection colmatée étalonnage
224 rincage de la cellule et de
I'électrode enzymatique et
remplacement de tous les
tuyaux
253,2 - 263’&2 prélévement interrompu

Tableau 4.1: Probléemes rencontrés, maintenance et étalonnage de l'analyseur
lors du suivi en ligne de la fermentation FBR- 022

L'interruption du flux de prélévement n'est pas due a I'analyseur, mais au systéme de
prélevement lui-méme, avant I'entrée du flux dans le syst¢éme biocapteur-FIA.

La Figure 4.13 montre, affichés séparément, tous les points de mesures obtenus par
I'analyseur. Les résultats présentent une trés bonne fiabilité sur un temps de suivi en ligne de

264,2 heures, malgré les difficultés rencontrées.



Résultats et discussion -152- chapitre 4

80 1 L1 I L 1 L i 1 i 1 1 ' I 1 1 ! 1 1 i [ i L 1

—~ 70 —: .Oo‘t E—
E 3 & C
. 'Y -

E 60 remplacement - -
® ] de 8 1 de milieu < -
= 50 — —
2 . \L > -
et n M C
40 — . C

| F3 S [

> ] ¥ ,a‘*'v' C
= 30 2 »° -
-5 ] s o :
- 1 il s -
2 20 t"gﬂ il -
& 3 g'fb“"} L
=10 & -
E ~ hal L

0 Mf‘; H 1 T ] 1 H 1 T H H T H T L

I I i T 1 I H T I T l ¥ EA l ¥ 1

0 50 100 150 200 250 300

temps de fermentation (h)

Figure 4.13: Concentrations en pénicilline-V totale dosées en ligne par le
systéeme biocapteur-FIA au cours de la fermentation FBR- (22
Temps de suivi en ligne: 264,2 heures
Paramétres FIA: volume d'injection: 100 pl; débit du porteur: 0,95 ml.mn-!

4.3.3.3 - Comparaison des mesures en ligne avec celles hors ligne de 'HPLC

Malheureusement, l'appareil de I'HPLC est tombé en panne au début de la fermentation
FBR- 022 et sa réparation n'était pas possible avant 7 jours apres la fin de la fermentation. Afin
d'éviter une dégradation possible de la pénicilline (voir Figure 1.12), tous les échantillons
prélevés pour les mesures de référence hors ligne ont été congélés. Cependant, une congélation
des échantillons n'empéche pas une faible dégradation de la pénicilline dont la concentration
dans les échantillons est supérieure 2 25 mM. Ainsi, pour les concentrations élevées a la fin de
la fermentation, cette dégradation peut atteindre 10 % de la valeur initiale {Christensen, 1993].
De ce fait, la comparaison des mesures en ligne avec celles de référence, effectuées apres la

congélation des échantillons, reste limitée.
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Les comparaisons des résultats obtenus avec les deux méthodes montrent un bon accord
pendant les premieres 200 heures du procédé (Figure 4.14). En effet, a la fin de la
fermentation, ol la concentration en pénicilline devient importante, un décalage maximal de
14 mM est observé entre les mesures en ligne et celles de référence. Cependant, une deuxiéme
mesure par le systéme biocapteur-FIA, aprés la congélation des échantillons, donne aussi des
valeurs moins importantes pour les concentrations €levées. Ceci €tant probablement dii & une
possible dégradation de la pénicilline.
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Figure 4.14: Concentrations en pénicilline-V totale au cours de la fermentation
dosées par systéeme biocapteur-FIA et par HPLC
Suivi en ligne par le systéme biocapteur-FIA (—); mesures hors ligne aprés
congélation des échantillons par HPLC (-+) et par systéme biocapteur-FIA (8);
détails sur la présentation de la figure dans le texte.
paramétres FIA: volume d'injection: 100 ul; débit du porteur: 1,1 ml.mn-!
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4.3.4 - Mesure de la pénicilline en ligne par le systéme biocapteur-FIA au
cours de la fermentation fed-batch FB- 023
Lors de ce procédé, le flux de préleévement du bioréacteur était assuré sans interruption.
Aussi, il était possible d'effectuer les mesures de référence par l'appareil dHPLC quelques
heures aprés le prélévement. Une comparaison directe des résultats obtenus en ligne par le
systeme biocapteur-FIA avec ceux de la référence est donc tout a fait possible.

4.3.4.1 - Application de la méthode moyenne pour le dosage en ligne

En vue d'améliorer encore la précision du suivi en ligne de la fermentation, la méthode
de la moyenne des mesures est utilisée. De méme, pour cette fermentation, une cadence de
2 mesures par heure est choisie, ce qui correspond a environ 220 paires de mesures. Au cours
de la fermentation, les valeurs sont affichées en temps réel sur I'écran apres le calcul de la
moyenne des deux mesures répétitives.

La Figure 4.15 présente un extrait du suivi noté par l'enregistreur entre la 157%me et
161éme heure de la fermentation. Les pics obtenus par l'application de la méthode moyenne
montre la réalisation des mesures. L'intervalle de temps entre la premiére et la deuxieme
injection répétitive est de 19 minutes (analyse active = 12 mn, alimentation de la boucle
d'injection par I'échantillon = 1 mn et passage du flux de tampon seul dans la cellule avant la
mesure = 6 mn). En raison du court intervalle de temps entre les deux prélevements, le
changement de la concentration de la pénicilline dans ces deux échantillons n'est pas
significatif. Apres les deux mesures, l'analyseur est en état d'attente avant de refaire le méme
cycle de dosage, 60 minutes apres le début de la premiere mesure.

L'exploitation de ces mesures est montrée par la figure suivante (Figure 4.16),
également pour l'intervalle entre la 1578me et 161éme heure de la fermentation. Cette figure
montre les signaux de la premicre et deuxieéme mesure et 1'affichage du signal du suivi en ligne
par l'ordinateur, apres le calcul de la moyenne des deux mesures répétitives. Ainsi, une
interprétation plus fiable des résultats du suivi de la concentration de la pénicilline pendant le
procédé est assurée.
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temps de la fermentation (h)

Figure 4.15: Pics de réponse enfegz'strés lors du suivi en ligne de la
concentration de la pénicilline-V totale
Enregistrement des réponses entre la 157éme er 161éme heure; paramétres
FIA: volume d'injection: 100 pl; débit du porteur: 1,1 ml.mn-!
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Figure 4.16: Application de la méthode moyenne pour le suivi en ligne de
la concentration de la pénicilline-V totale
Réponses obtenues entre la 157¢me er 161éme heure par le systéme
biocapteur-FIA; 1¢¢ mesure (), 2éme mesure (w ) et affichage en ligne par
ordinateur apreés le calcul de la moyenne des deux mesures (—);
paramétres FIA: volume d'injection: 100 pl; débit du porteur: 1,1 ml.mn!
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Pendant le suivi en ligne de la fermentation FB- 023, une performance encore meilleure
par rapport au procédé précédent a été obtenue par le systtme d'analyse. Le probléme du
colmatage a l'intérieur de la vanne d'injection de I'analyseur qui avait provoqué une interruption
du suivi durant 4 heures, a pu étre évité grice aux précautions suivantes: nettoyages de la vanne
d'injection, de la cellule et de I'€lectrode apres 72, 144 et 216 heures. De plus, tous les tuyaux
ont été changés aprés 120 heures. Ainsi, un colmatage important de tous ces €léments n'a pas

été observe .

4.3.4.2 - Comparaison des mesures en ligne avec celles hors ligne de 'HPLC

La figure 4.17 montre en comparaison les résultats de la concentration en pénicilline-V
totale obtenus par le systéme biocapteur-FIA et par la méthode de référence, 'HPLC. Sur la
courbe en ligne plusieurs petites irrégularités sont visibles (apres environ 40, 90 et 140 heures
et aussi a la fin du suivi entre la 1908me et 2208me heure). Elles peuvent avoir des origines
différentes (voir § 3.3.2). Probablement, I'apparition d'une ou des différentes interférences sur
la réponse de I'électrode affecte la réponse de 1'électrode. Ces interférences peuvent €tre
provoquées par un changement de structure de I'échantillon ou/et des changements du pH de

I'échantillon au cours de la fermentation.

Néanmoins, la Figure 4.17 montre un bon accord entre les mesures en ligne et celles
obtenues par la méthode de référence: les résultats obtenus par le systtme biocapteur-FIA
représentent une excellente démonstration finale des capacités de cet analyseur.
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Figure 4.17: Concentrations en pénicilline-V totale au cours de la fermentation
dosées par systeme biocapteur-FIA et par HPLC
Suivi en ligne par le systéme biocapteur-FIA (—);
mesures hors ligne par HPLC ()
parameétres FIA: volume d'injection: 100 pl; débit du porteur: 1,1 ml.mn-!
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4.4 - CONCLUSION

L'analyseur développé pendant cette étude a €t€ automatisé et appliqué au suivi en ligne
de la concentration de pénicilline-V au cours de sa production par fermentation et au dosage
automatique de 'urée dans les échantillons de sérum humain.

Cette derniére étude a permis de montrer l'applicabilité du systeme biocapteur-FIA
méme si des recherches complémentaires sont nécessaires afin d'améliorer en particulier la
stabilité de I'analyseur.

Pour le suivi en ligne de la concentration de pénicilline-V, le systeme biocapteur-FIA a
permis d'obtenir des résultats trés satisfaisants. En effet, ses performances analytiques
(fiabilité, exactitude) alliées a sa simplicité sont parfaitement exploitables pour le suivi d'un
bioprocédé.

La simplicité de 1'analyseur se retrouve a toutes les étapes :

- une réalisation rapide et simple du biocapteur, mais aussi de la chaine de mesure biocapteur-
FIA (qui nécessite une seule vanne d'injection et pas de prédilution),

- lors de l'utilisation, les besoins de maintenance sont faibles dans la mesure ot aucun réactif
autre que la solution tampon n'est ajouté et la consommation de cette solution est seulement
de 1,5 litre par jour. D'autre part, une seule courbe d'étalonnage couvre toute la gamme de la
concentration en pénicilline produite au cours de la fermentation. De plus, en raison de la
stabilité du biocapteur, elle peut &tre utilisée durant tout le suivi sans réétalonnage du
biocapteur. La conséquence de cette simplicité d'utilisation est un coiit réduit (environ 200 F)
pour I'intégralit€ du suivi en ligne de la fermentation.

Tous ces avantages présentent un intérét certain pour l'installation permanente de
I'analyseur biocapteur-FIA au CPB, méme en comparaison avec I'analyseur développé au CPB
(§ 3.1.4.1). Les performances analytiques des deux systémes, qui utilisent tous les deux la
FIA, sont comparables [Carlsen et al., 1992] ; mais le systéme biocapteur-FIA se différencie
par les avantages déja mentionnés.

Notre analyseur présente toutefois l'inconvénient d'€tre sensible aux variations du pH
des échantillons. Ce fait peut gé€ner le suivi des fermentations ou le pH de la culture n'est pas
maintenu constant. Pour réduire, voire éliminer ce probléme, une modification possible du
systeéme FIA a été€ présentée (§ 3.4). L'automatisation de 1'analyseur offre aussi une possibilité
supplémentaire : la connexion de la mesure du pH & l'ordinateur permettrait de sélectionner la
pente de la courbe d'étalonnage optimale.
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CONCLUSION

Le but de ce travail était la réalisation d'une électrode enzymatique destinée au suivi d'un
processus de fermentation.

Une étude bibliographique a révé€l€ l'intérét de mesurer en continu la concentration de la
pénicilline au cours de sa production fermentaire et de réaliser pour cela une électrode a
pénicillinase.

Ainsi, nous avons mis au point une nouvelle technique d'immobilisation de I'enzyme
sur I'électrode de verre. Cette électrode enzymatique présente des performances répondant aux

besoins de dosages en continu au cours de la fermentation.

Par la suite, nous avons élaboré un procédé d'analyse associant 1'électrode a
pénicillinase au systéme d'injection en flux continu (FIA).

Deux types de cellule de détection de géométrie différente et utilisant des biocapteurs ont
été congus et leurs performances €tudiées et comparées. Dans une cellule, I'écoulement de
I'échantillon traverse transversalement la surface active de 1'électrode enzymatique (cellule
CDET) et dans l'autre cellule, I'écoulement est conduit en jet vertical vers la surface active
(cellule CDJV). L'ensemble, cellule de détection/biocapteur, est incorporé au sein d'un systéme
FIA. En raison de sa simplicité, l'analyseur ne nécessite ni réacteur, ni réactif. Ce systéme
d'analyse couplant la détection directe de la pénicilline par un biocapteur avec un systéme FIA
est décrit pour la premiére fois dans la littérature. Les cellules CDET et CDJV, combinées a la
FIA, permettent des mesures ﬁablés, 4 un faible cofit et avec une cadence d'échantillon élevée.
Cet analyseur peut satisfaire un grand nombre d'applications, par exemple le contrdle en routine

des médicaments.

Pour le suivi d'une fermentation par biocapteur, objectif initial de ce travail, une cellule
de détection appropriée a ce besoin, la cellule & écoulement agité (CDEA), a €té€ réalisée et
incorporée dans le systeme FIA. Elle permet, dans Ia méme unité, la dilution et la mesure de
I'échantillon ; de plus, les interférences sur le biocapteur, telles que les variations du pH et de la
structure de 'échantillon, sont diminuées, voire éliminées.

Par une étude des différents parameétres de fonctionnement de la FIA, nous avons
déterminé les débits du porteur et les volumes d'injection optimaux pour l'application a la
fermentation. Nous avons aussi constaté que la stabilité a long terme du biocapteur incorporé
dans la cellule CDEA dépasse la durée de la fermentation et qu'une cadence de 20 échantillons
par heure, largement satisfaisante pour le suivi du procédé, peut étre obtenue avec 1'analyseur.
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Pour ]e suivi hors ligne de la concentration de pénicilline-V au cours de la fermentation,
les mesures effectuées avec le systeme biocapteur-FIA sont non seulement en bon accord avec
celles fournies par la méthode de référence, 'HPLC, mais de plus, notre analyseur présente
I'avantage d'étre facile & mettre en ceuvre, trés fiable, non exigeant en entretien et également trés
économique par rapport aux méthodes classiques, comme I'HPLC.

Ces résultats wes satisfaisants pour le suivi hors ligne de la fermentation nous ont
conduits a automatiser le systtme FIA afin de réaliser le suivi en ligne de la concentration en
pénicilline au cours de la fermentation.

Le systéme d'analyse permet également le dosage automatique simple de 1'urée dans des
échantillons de sérum humain. Ces mesures prouvent l'adaptabilité de I'analyseur a la détection

de substances autres que la pénicilline.

Le systéme biocapteur-FIA est parfaitement exploitable pour le suivi d'un bioprocédé.
En effet, ses performances analytiques (fiabilité, exactitude) alliées & sa simplicité ont permis
d'obtenir d'excellents résultats lors du suivi en ligne de la concentration en pénicilline-V au
cours de sa production. Ce systéme d'analyse permet de suivre le procédé dans son intégralité,
avec une seule courbe d'étalonnage, couvrant toute la gamme de la concentration en pénicilline

produite au cours de la fermentation.

Dans le cas ou le pH de la culture n'est pas maintenu constant, la variation du pH des
échantillons au cours de la fermentation peut étre a l'origine d'une dérive importante de la
réponse du capteur. Cependant, une modification de la construction de la FIA et/ou un
traitement des données par l'ordinateur peuvent résoudre ce probléme.

Gréce aux performances de notre syst¢me biocapteur-FIA, l'installation permanente de
cet analyseur est envisagée pour le suivi des fermentations de la pénicilline-V au CPB (Center
for Process Biotechnology) de 1'Université de Danemark.
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ABSTRACT

This work concerns the development of an enzyme electrode which can be used for
continuous on-line measurement in a fermentation process.

Firstly, it was necessary to develop a new enzyme immobilization technique which would
be applicable to a number of different enzymes. This technique is based on covalent bonding
between the enzyme and the linking agent: glutaraldehyde. The method consists first of enzyme
adsorption and then of deposition by vaporisation of the linking agent onto the sensitive end of
pH glass electrodes. This immobilisation technique ensures a very short response time of the
biosensor. Such performance is an undeniable advantage for continuous measurement by
methods such as FIA.

We then designed several FIA systems which incorporate three different detection cells,
each configured to specific analytical needs. Pencillin and urea electrodes, prepared using the
above technique, were installed and used in these cells. The biosensor-FIA systems thus
developed require neither an enzyme reactor nor reactants. In addition to this, the very short
response time of the biosensors together with the advantages of the FIA system and the specific
properties of the detection cells lead to a high sample throughput.

This analysis system was applied to the on-line measurement of the penicillin concen-
tration during its production by fermentation and to automatic measurements of the urea
concentration in human serum samples. For this, we have automated the biosensor-FIA system
and designed a new stirred-flow detection cell for the installation of the penicillin and urea
electrodes.

This biosensor-FIA system gives satisfactory results for the determination of urea and
has proved especially performant in both off- and on-line monitoring of penicillin concentration
during its production in several fermentations (each run-time was approximately 250 hrs). In a
direct comparison with a classical analytical method (HPLC), the biosensor-FIA system was
shown to be preferable due to a combination of its on-line measurement possibilities together
with its reliability, simplicity and low cost.

In making possible the immediate use of the penicillin concentration by the central com-
puter in a fermentation installation, the biosensor-FIA system is an important step towards better
control and modelisation of bioprocesses. '






ABSTRACT
Die vorliegende Arbeit beschreibt die Herstellung einer Enzym-Elektrode, die fiir das
on-line-Monitoring an Fermentationsprozessen eingesetzt werden kann.

Es wurde eine neue Technik zur Enzym-Immobilisierung entwickelt, die fiir die
Fixierung verschiedener Enzyme verwendbar ist. Sie basiert auf der Bildung von kovalenten
Bindungen zwischen dem Enzym und dem bifunktionellen Reagenz Glutaraldehyd. Dabei wird
zunichst das Enzym auf das selektive Ende einer pH- Elektrode adsorbiert und anschlieBend
das bifunktionelle Reagenz zur intermolekularen Quervernetzung des Enzyms durch Zerstduben
auf den Enzymfilm aufgebracht. Die Enzym-Immobilisierungstechnik gewéhrleistet eine extrem
kurze Antwortzeit des Biosensors. Diese Eigenschaft stellt einen bedeutenden Vorteil bei
kontinuierlichen Messungen, wie z.B. die FlieRinjektionsanalyse (FIA), dar. ‘

In der Folge wurden FIA-Systeme mit drei unterschiedlichen MeBzellen entwickelt, die
den analytischen Bediirfnissen angepasst sind. Penicillin- und Harnstoffelektroden, die nach
der oben genannten Methode hergestellt wurden, sind in die MeBzellen installiert worden. Die
so konzipierten Biosensor-FIA-Systeme bendtigen weder einen Enzymreaktor, noch Reaktive.
AuBerdem 148t die sehr kurze Antwortzeit des Biosensors, die an die Vorteile des FIA-Systems
und die spezifischen Eigenschaften der MefBzellen gekniipft ist, eine sehr hohe
Analysenfrequenz zu.

Das Analysesystem wurde zum on-line-Fermentations-Monitoring der Penicillin-
konzentration und zur automatischen Messung von Harnstoff in Proben des menschlichen
Serums eingesetzt. Um diese Applikationen zu erméglichen, wurde das Biosensor-FIA-System
automatisiert. Die Penicillin- und Harnstoffelektroden sind in einer speziell fiir diese
Anwendungen entwickelten MefBzelle installiert, in der die Verdiinnung und Messung der Probe
erfolgt.

Die erhaltenen Ergebnisse bei der Bestimmung der Harnstoffkonzentration sind gut. Vor
allem hat sich das Analysesystem beim off-line- und on-line-Monitoring der Penicillin-
konzentration wihrend mehrerer Fermentationen iiber eine Dauer von ca. 250 Stunden bewahrt.
Das Biosensor-FIA-System zeigt im Vergleich zur klassischen HPLC-Analysemethode mehrere
Vorteile: Realisierung kontinuierlicher on-line-Messungen, hohe Zuverlidssigkeit, geringe
Kosten und einfacher Funktionsaufbau.

Die durch die on-line-Analytik unmittelbar verfiigbare Penicillinkonzentration bietet die
Mboglichkeit der on-line-Auswertung durch den Zentralcomputer in der Fermentations-
versuchsanlage. Auf diese Weise kann das entwickelte Biosensbor-FIA—System einen
bedeutenden Schritt in der Verbesserung der Kontrolle und/oder Modellbildung von

Bioprozessen leisten.









RESUME

Ce travail concerne la réalisation d'une €électrode enzymatique utilisable pour le suivi en
ligne (on-line) d'un procédé de fermentation.

Cette étude a nécessité la mise au point d'une nouvelle technique d'immobilisation,
applicable a différentes enzymes. Elle est basée sur la formation de liaisons covalentes entre
I'enzyme et I'agent pontant: le glutaraldéhyde. La méthode consiste en une adsorption de
I'enzyme suivie du dépdt, par vaporisation, de I'agent réticulant sur I'extrémité sensible des
€lectrodes de pH en verre. Ce procédé d'immobilisation assure un temps de réponse
extrémement court du biocapteur. Cette performance est un avantage indéniable pour des
mesures en continu, tel qu'un systéme d'analyse par injection en flux continu (FIA).

Par la suite, nous avons développé des systémes FIA incorporant trois différents types
de cellules de détection appropriées aux besoins analytiques. Des électrodes a pénicillinase et a
uréase, préparées selon la méthode décrite ci-dessus, ont été installées et utilisées dans ces
cellules. Les systémes biocapteur-FIA, ainsi congus, ne nécessitent alors ni réacteur
enzymatique, ni réactif. De plus, le temps de réponse trés court du biocapteur allié aux
avantages de la FIA et aux spécificités des cellules a permis d'obtenir une cadence de mesure
" tres élevée.

Ce systeme d'analyse a €té appliqué aux mesures en ligne de la concentration de
pénicilline au cours de sa production fermentaire et aux mesures automatiques de I'urée dans les
€chantillons de sérum humain. Pour cela, nous avons automatisé le systéme biocapteur-FIA et
congu une nouvelle cellule a écoulement agité pour l'installation des €lectrodes a uréase et a
pénicillinase.

Ce systeme biocapteur-FIA donne des résultats satisfaisants pour la détermination de
l'urée et surtout s'est révélé extrémement performant pour le suivi hors ligne et en ligne de la
concentration de pénicilline pendant plusieurs fermentations d'une durée de 250 heures environ.
Dans ce demier cas, la comparaison des mesures effectuées avec le systeme biocapteur-FIA et
une méthode classique de dosage (HPLC) est favorable a I'analyseur biocapteur-FIA qui assure
des mesures en ligne avec une bonne fiabilité et 2 un moindre cofit, mais aussi en raison de sa
simplicité.

En rendant possible une exploitation immédiate des mesures en ligne de la concentration
en pénicilline par 'ordinateur central de 1'installation fermentaire, le systéme biocapteur-FIA
présente un pas important dans l'amélioration du contrdle et/ou de la modélisation des

bioprocédés.

MOTS-CLEFS:
Biocapteurs - Immobilisation - Electrodes enzymatiques - Pénicilline - Urée - FIA (Flow
Injection Analysis) - Automatisation - Fermentation - Suivi en ligne (on-line Monitoring)




