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tives; elle souligne aussi les exigences scientifiques et la rigueur
dont témoignent les jeunes chercheurs de la reléve.

Le président de I'Acfas,

Camille Limoges
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La cytoimmunothérapie et 'immunodéficience acquise

suite a la maladie virale

Pierre Jolicoeur
Lucie Lamontagne

Département des sciences biologiques,
Université du Québec a Montréal

Introduction

L’expression de la pathogénicité virale est le résultat d'un déba-
lancement entre la replication virale et les mécanismes de défen-
ses immunitaires de I'h6te. La capacité de I'héte a effectuer une
réponse humorale et cellulaire anti-virale adéquate repose es-
sentiellement sur une lymphopoiése B et T normale qui ont lieu
respectivement dans la moelle osseuse (1) et le thymus (2).
L’élimination de l'infection virale par I'hdte nécessite la participa-
tion de plusieurs cellules immunitaires dont les lymphocytes B
(cu* su*), responsables de la réponse a médiation humorale et
sécrétant les anticorps capables d’induire la lyse des cellules
infectées en présence de complément ou de bloquer la fixation
des virus aux récepteurs spécifiques des cellules cibles (3), etles
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lymphocytes T cytotoxiques (CD4 CD8*) qui détruisent les cel-
lules infectées (4) alors que les lymphocytes T collaborateurs
(CD4+CD8") permettent, par la production de lymphokines, d'initier
une réponse inflammatoire facilitant I'élimination virale (5). Ainsi,
I'incapacité de I'héte a éliminer I'infection virale favorise le déve-
loppement de la persistance virale et de l'infection chronique
associée ou non a une immunodéficience. Cette immunodéfi-
cience est particulierement importante lorsqu'il s’agit d'infection
par un virus lymphotrope (4).

Le principe de la cytoimmunothérapie repose essentiellement sur
le transfert de cellules immunitaires syngéniques (6). Ainsi,
l'administration de ces cellules permet a I’h6te, immunodéficient,
de compenser la perte des cellules immunocompétentes afin
d'éliminer I'infection virale. La cytoimmunothérapie a été utilisée
pour le traitement de certaines infections virales induites notam-
ment par le virus de la chorioméningite lymphocytaire (7), le virus
herpes simplex (8) ou le virus influenza (9).

Le virus de I'hépatite murine de type 3 (MHV3), un coronavirus,
représente un excellent modéle d'étude des interactions virus-
lymphocytes impliquées dans le développement de
'immunodéficience. Les souris semi-susceptibles, tel que la F1
(C57BL/6 x A/J), ayant survécues a la maladie aigué, dévelop-
pent une maladie chronique caractérisée par une persistance
virale, une immunodéficience, associée a une perte importante
descellulesde lamoelle osseuse, de larate, duthymus etdu sang
périphérique, ainsi que I'apparition d’'une paralysie postérieure
(10-12). De plus, une chute progressive de toutes les classes
d'immunoglobulines sériques a été observée (13). Egalement, la
réponse d’hypersensibilité de type retardée et la culture lympho-
cytaire mixte ont été altérées chez ces souris (10, 14).

La présente étude a été entreprise afin d’'évaluer I'immuno-
déficience cellulaire acquise au cours de I'infection chronique, de
tenter de compenser les déficits cellulaires par la cytoimmu-
nothérapie a I'aide des différentes sous-populations de lympho-
cytes B et T et de rétablir une réponse humorale normale.




Matériel et méthodes

Souris

Des souris F1(C57BL/6 x A/J) femelles agées de quatre a six se-
maines, ont été obtenues de Jackson Laboratories (Bar Harbor,
Maine, U.S.A.). L'absence d'anticorps anti-MHV a été vérifiée par
latechnique ELISA en utilisant un surnageantde culture de MHV3
sur cellules L2 (fibroblastes de souris C3H en lignée continue)
comme antigéne. Les souris ont été gardées sous atmosphere
stérile, dans une animalerie autonome (Forma Scientific, Mari-
etta, OH, U.S.A.).

Virus

La souche MHV3 est un virus cléné (15) et cultivé in vitro surdes
cellules L2. Les propriétés pathogéniques de ce virus ont été
vérifiées régulierement. Le virus a été injecté a des souris parvoie
intrapéritonéale (i.p.), & une dose de 10°TCID_, dans un volume
de 0,1 ml de PBS. Des souris, formant les groupes témoins, ont
regu une injection i.p. de PBS.

Récolte des cellules du thymus et de |la moelle osseuse

Les souris ont été euthanasiées par dislocation cervicale. Les
cellules du thymus ont été obtenues par dissociation des tissus
thymiques puis, resuspendues dans 10 ml de milieu MEM (Mini-
mal essential medium, GIBCO Laboratories, Grand Island, N.Y.,
U.S.A.) contenant 10% de sérum de veau fétal (SVF), 100 unités/
ml de pénicilline et 100 ug/ml de streptomycine. Les cellules de
moelle osseuse ont été récoltées suite a un quadruple lavage de
l'intérieur des fémurs avec 1 ml de MEM avec SVF et antibi-
otiques. Les particules de tissus non-dissociés ont été éliminées
par sédimentation sur un coussin de 1 ml de SVF pendant 5
minutes. Par la suite, les suspensions cellulaires ont été centri-
fugées et resuspendues dans 1 ml de MEM avec SVF et antibio-
tiques. Les suspensions cellulaires ont été comptées électro-
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niguement (Coulter counter, model ZM, Coulter electronics,
Hialeah, FL) et la viabilité cellulaire a été vérifiée a I'aide du test
d’'exclusion au bleu de trypan.

Détermination des lymphocytes B matures et des sous-popula-
tions de lymphocytes T

Lestechniques de marquage des chaines mu de surface chezles
lymphocytes B ont été effectuées, par immunofluorescence,
selon les méthodes décrites par Park et Osmond (1). Les sous-
populations des cellules thymiques ont été caractérisées par la
présence des marqueurs de surface CD4 et CD8. Une suspen-
sion de cellules thymiques (4 x 107 cellules/ml) a été incubée avec
100 ul d’anticorps anti-CD4 de rat couplé a la FITC (Dimension
Laboratories, Mississauga, Ontario, Canada) pendant 30 minu-
tes sur glace. Les cellules ont été lavées deux fois par centrifu-
gation surune colonne de SFV a 200 x g pendant 7 minutes a 4°C.
Les cellules ont été incubées avec 100 ul d'anticorps anti-CD8
(Dimension Laboratories, Mississauga, Ontario, Canada) pen-
dant 30 minutes surglace. Apréslapériode de lavage, les cellules
ont été resuspendues et incubées avec 100 ul d’anticorps anti-
IgG-TRITC de souris (Cappel Biomedical, Malvern, PA, U.S.A.)
pendantune période additionnelle de 30 minutes. Les cellules ont
été lavées et resuspendues dans 1 ml de NaCl 0.15 M contenant
du EDTAdisodium 2,7mM additionné de 5% de ABS. Lescellules
ont été fixées dans une solution d’acide acétique/éthanol absolu
pendant 12 minutes sur glace, puis lavées et conservées toute la
nuit dans du PBS. Les lames ont été montées en utilisant un
milieu contenant 90% de glycérol (Fisher Scientific Co., Montréal,
Québec, Canada) dans du PBS pH 8.0 et 0,1% de p-phenylene-
diamine (Fisher Scientific Co., Montréal, Québec, Canada). Le
nombre absolu de cellules positives a été déterminé a partir du
pourcentage de cellules positives (sur 1,000 cellules) et du
compte cellulaire total de la moelle osseuse ou du thymus.
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Cytoimmunothérapie

Des souris ont regu, par voie i.p, une injection de 10° TCID,, de
virus MHV3 dans un volume de 0,1 ml de PBS. Les souris du
groupe témoin ont regu, par voie i.p., une injection d’'un volume
égal de PBS. Apres 15 jours post-infection, des souris ont regu
parvoie intraveineuse (i.v.) une injection de différentes combinai-
sons de sous-populations lymphocytaires suivantes, purifiées
par immunoadhérence (16) et cytotoxicité a I'aide des anticorps
spécifiques et du complément: lymphocytes T CD4*CD8, lym-
phocytes T CD4 CD8*, lymphocytes B su* a une concentration de
2,0 x 10¢ cellules dans un volume de 0,1 ml de PBS. Des souris
chroniquement infectées mais non-traitées avec les sous-popu-
lations cellulaires ont aussi été étudiées. Aux temps 0 et 30 jours
post-traitement, des groupes de trois souris ont été euthanasiés
et les parametres suivants ont été analysés: (i) nombres absolus
des différentes sous-populations lymphocytaires B et T et (ii)
détermination et quantification des classes des immunoglobu-
lines sériques a l'aide du test ELISA (Bio-Rad Laboratories,
Richmond, CA, U.S.A.).

Tests statistiques

Les pourcentages et les nombres absolus ont été évalués par le
testde la comparaison des moyennes (t de Student). Dans le cas
de l'inégalité des variances, le test t modifié de Student a été
utilisé. De plus, les rapports ont été évalués par le test U de
Wilcoxon-Mann-Withney (17).
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Résultats

Analyse des lymphocytes B de la moelle osseuse et des sous-

populations lymphoides du thymus chez des souris F1(C57BL/6
X infecté rle vi MHV3

Il a été démontré que l'infection par le MHV3 induit une atrophie
importante de la rate ainsi qu’une perte considérable des lympho-
cytesB et T (18). Cette perte peut étre causée par une diminution
des lymphocytes B et T dans la moelle osseuse et le thymus res-
pectivement. Afin de vérifier cette hypothése, les nombres
absolus des lymphocytes B et des sous-populations de lympho-
cytes T ont été évalués, dans la moelle osseuse et le thymus, a
0 et 30 jours post-infection chez des souris F1(C57BL/6 x A/J).
Des groupes de trois souris ont été infectés par voie i.p. avec 10°
TCID,, du virus MHV3. Les nombres absolus des lymphocytes B
et T ont été évalués parimmunofluorescence a double marquage.

Une baisse importante du nombre absolu des lymphocytes B
(cu*su*) au jour 30 post-infection (p <0,001) a été observée chez
les souris infectées par le virus MHV3 comparativement aux
souris non-infectées (Tableau I). Egalement, des diminutions des
nombres absolus des thymocytes CD4*CD8* (p <0,05), CD4*CD8
et CD4CD8* (p <0,01) ont été observées dans le thymus des
souris infectées parle virus MHV3. Le rapport CD4/CD8, effectué
a partir des nombres absolus des thymocytes CD4*CD8" et CD4
CD8*, est diminué chez les souris infectées par le virus MHV3.
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TABLEAU I. Nombre absolu de lymphocytes B matures (cu*su*)
de la moelle osseuse et des sous-populations de thymocytes
chez des souris F1(C57BL/6 x A/J) infectées par le virus MHV3

Lymphocytes Virus Temps post-infection (jours)
0 30

B (cu*su?*) Non-infecté 2,65+ 0,102 2,67 0,10
MHV3 2,70£0,10 1,10 £ 0,07

T (CD4+*CD8*) Non-infecté 3,92 +0,30 4,01 £0,30
MHV3 3,96 + 0,40 3,00+ 0,30

T (CD4*CD8) Non-infecté 0,86 +0,08 0,88 + 0,09
MHV3 0,80 + 0,08 0,53 + 0,04

T (CD4CD8*) Non-infecté 0,40 +£0,04 0,44 + 0,04
MHV3 0,40 + 0,04 0,29 + 0,01

Rapport Non-infecté 2,10 £0,10 217+ 01

(CD4/CD8) MHV3 2,08 +0,10 1,68 + 0,06

%) nombre absolu de lymphocytes (x 10°)

Anal lymphocytes B dans |la moelle osseuse des souri

F1 7BL/6 x A/J) infectées par le virus MHV
des lymphocytes B matures

traitées avec

Afin de vérifier si 'administration de lymphocytes B permet de
compenser la perte de cette population cellulaire dans la moelle
osseuse de souris infectées par le virus MHV3, le nombre absolu
des lymphocytes B (cu*su*) a été déterminé a 0 et 30 jours post-
traitement par immunofluorescence a double marquage, chez
des souris infectées et traitées avec des lymphocytes B. Les
résultats montrent que I'administration de lymphocytes B a induit
une augmentation significative de lymphocytes B matures de la
moelle osseuse a 30 jours post-traitement (p <0,05) (Tableau Il).
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TABLEAU II. Nombre absolu de lymphocytes B dans la moelle
osseuse des souris F1(C57BL/6 x A/J) infectées par le virus
MHV3 et non-traitées ou traitées, a 15 jours post-infection avec
des lymphocytes B matures (cu*su*)

Traitement Virus Temps post-traitement (jours)
0 30
Non-traité Non-infecté 2,60 £ 0,102 2,68+ 0,10
MHV3 1,79 £ 0,08 1,84 + 0,08
B (cu*su*) MHV3 1,86 + 0,08 2,64 +0,10

4) Nombre absolu (x 10°)

Analyse des sous-populations de lymphocytes thymiques des
souris F1(C57BL/6 x A/J) infectées par le virus MHV3 et traitées
av -populations lymphoc i i

Les nombres absolus des sous-populations de lymphocytes T ont
également été déterminés chez des souris chroniquement in-
fectées et traitées avec les lymphocytes purifiés CD4*CD8" et
CD4CD8*. Les cellules du thymus ont été récoltées a0 et 30 jours
post-traitement et les sous-populations de lymphocytes T ont été
analysées par immunofluorescence a double marquage. La
cytoimmunothérapie a I'aide de lymphocytes CD4*CD8" a induit
une augmentation significative du nombre absolu delymphocytes
CD4+CD8 a 30 jours post-traitement (p < 0,05) mais n’a pas
totalement compensé le déficit causé par l'infection virale (Ta-
bleau Ill). L’administration de lymphocytes CD4 CD8* a permis
de compenser le déficit de cette population cellulaire en induisant
une augmentation significative du nombre absolu de lymphocytes
CD4CD8* a 30 jours post-traitement (p < 0,05).
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TABLEAU III. Nombre absolu de lymphocytes thymiques
CD4+CD8 et CD4CD8* chez des souris F1(C57BL/6 x A/J)
infectées et non-traitées ou traitées, a 15 jours post-infection,
avec des sous-populations de lymphocytes T

Sous- Traitement  Virus  Temps post-infection (jours)
populations 0 30

thymiques

CD4+CD8  Aucun Non-infecté 0,87 + 0,09* 0,88 + 0,09

Aucun MHV3 0,50 +0,05 0,56 +0,06
CD4:CD8 MHV3 0,51 +£0,05 0,72+0,08
CD4CD8* MHV3 0,31 +£0,04 0,37 +0,04

CD4CD8* Aucun Non-infecté 0,41 + 0,04 0,40 + 0,04
Aucun MHV3 0,30 +0,03 0,26 +0,03
CD4+CD8 MHV3 0,30+0,03 0,29 +0,03
CD4CD8* MHV3 0,30 +0,04 0,39+ 0,04

2) Nombre absolu (x 10°)

Analyse d ra hymocytes CD4/CD8 de souris

F1(C57BL/6 x A/J) infectées par le virus MHV3 et traitées avec

des sous-populations de lymphocytes B et T

Le Tableau IV montre que seule l'injection de lymphocytes
CD4*CD8 a permis de compenser, au jour 30 post-traitement, la
chute du rapport CD4/CD8 (p < 0,01). Aucune correction des
rapports CD4/CD8 n’a été observée suite a I'administration de
lymphocytes CD4 CD8* ou B.
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TABLEAU 1IV. Rapport des lymphocytes CD4/CD8 thymiques
des souris F1(C57BL/6 x A/J) infectées par le virus MHV3 et non-
traitées ou traitées, a 15 jours post-infection, avec différentes
sous-populations de lymphocytes Bet T

Traitement Virus Tem ost-traitement (jour
0 30
Aucun Non-infecté 2,10+0,102 2,17 +0,10
Aucun MHV3 1,70 £ 0,08 1,76 £ 0,08
CD4+CD8 MHV3 1,65+ 0,08 1,96 + 0,09
CD4CD8* MHV3 1,70 £ 0,08 1,41 £ 0,05
B(cu*su*) MHV3 1,70 £ 0,07 1,67 £ 0,07

2) Rapport CD4/CD8

Pourcentage des différentes classes d'immunoglobulines séri-
ques chez des souris F1(C57BL/6 x A/J) infectées par le virus
MHV3 et traitées avec différentes sous-populations de lympho-
cytesBetT

Afin de vérifier si I'administration de sous-populations de lympho-
cytes B ou T permet de restaurer une réponse humorale normale,
le pourcentage des différentes classes d'immunoglobulines séri-
ques a été déterminé, par une méthode ELISA, a 0 et 30 jours
post-traitement. L'administration de lymphocytes CD4*CD8 a
permis d'augmenter de fagon trés significative les pourcentages
des différentes classes d'anticorps sériques a 30 jours post-
traitement (p <0,001) (Tableau V). L'injection de lymphocytes B
ou CD4CD8*, par contre, n'a pas permis de compenser
I'hypogammaglobulinémie.
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TABLEAU V. Pourcentage des différentes classes d'immuno-
globulines sériques des souris F1(C57BL/6 x A/J) infectées parle
virus MHV3 et non-traitées ou traitées, a 15 jours post-infection,
avec différentes sous-populations de lymphocytes B et T

Traite-  Temps post- Classes d'immunoglobulines sériques (%)
ment traitement
(jours) lgG1 IgG2a IgG2b I1gG3  IgM lgA

Aucun 0 46+2,6 43+25 86+4,8 45426 86150 39+21
30 4442 4 44126 88+5,0 48429 88+4,8 40+23

MHV3 0 20+1,2 18+1,2 35+1,8 29+1,6 25+19 17+1,2
30 1741,0 19+1,2 42424 30+1,5 26+1,7 18+1,2

CD4*CD8 0 2112 19+1,2 33+1,7 36+2,0 23+1,3 18+1,3
30 61£3,0 63+3,1 75+3,9 71+4,1 73442 30+2,0

CD4CD8* 0 5+0,02 15+1,3 16x1,1 17+1,3 20+1,3 17+1,3
30 740,08 510,08 17+1,1 12+1,2 19+1,2 18+1.4

B(cu*su*) 0 8+0,08 6+0,02 13+1,3 12+0,9 20+1,3 17+1,4
30 5+0,02 14+0,06 28+1,5 15+1,0 26+1,2 18+1,2

2) Le pourcentage des différentes classes d'immunoglobulines sériques a été
déterminé par un test ELISA.

Discussion

L'infection des souris F1(C57BL/6 x A/J) par le virus MHV3 a
induit une perte importante des lymphocytes B matures au niveau
de la moelle osseuse ainsi que des chutes de toutes les sous-
populations de lymphocytes T thymiques accompagnées d'un
débalancement du rapport CD4/CDS8.
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La perte des lymphocytes B et T est en accord avec les observa-
tions de Lamontagne et al. (12) au sujet de la perte importante de
la cellularité de la moelle osseuse et de I'atrophie du thymus. De
plus, I'incapacité de la moelle osseuse et du thymus a produire
des lymphocytes B et T ne permet pas de compenser la perte des
lymphocytes B et T au niveaude larate (18). Labaisse du nombre
de lymphocytes B matures dans la moelle osseuse est, en partie,
responsable de la diminution des taux d'anticorps sériques et
explique I'hypogammaglobulinémie observée par Leray et al. (13)
chez la souris chroniquement infectée. Aussi, la perte des
lymphocytes B et T ainsi que la chute du rapport CD4/CD8 a pour
effet de diminuer la collaboration cellulaire et de contribuer au
développement de I'immunodéficience humorale et de maintenir
I'animal dans un état suppressif, tel que démontré par la chute du
rapport CD4/CD8.

L'administration des sous-populations de lymphocytes B et T a
permis de compenser les déficits cellulaires observés chez des
souris F1(C57BL/6 x A/J) infectées par le virus MHV3. Cette
compensation s’est traduite par des augmentations du nombre
absolu de lymphocytes B matures (cu*su*) au niveau de la moelle
osseuse, de lymphocytes T CD4*CD8 et CD4CD8* au niveau du
thymus et du rapport CD4/CD8. L’administration des lympho-
cytes B ou T a eu pour effet de faire augmenter le nombre des
populations cellulaires correspondantes. Les effets du transfert
de lymphocytes ont déja été étudiés chez des patients atteints du
SIDA (19-22). Les résultats montrent une nette amélioration du
nombre de lymphocytes CD4*, cependant, cette augmentation
n'a été que transitoire puisque le taux de lymphocytes CD4* a
chuté de 1 a 2 mois post-traitement (19).

Le transfert de lymphocytes CD4*CD8 seulement a permis une
augmentationdes pourcentages des différentes classes d'immuno-
globulines sériques démontrant qu’un rétablissementdelaréponse
humorale s’est effectué. La présence de lymphocytes CD4*CD8
engendre une diminution de I'état suppressif de I'héte en aug-
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mentant le rapport CD4/CD8 afin de restaurer une réponse hu-
morale adéquate. Doll et Johnson (23) ont déja observé le re-
couvrement de la réponse humorale suite a I'administration de
lymphocytes T spléniques a des souris nues infectées parle virus
de la stomatite vésiculaire. L'administration de lymphocytes CD4
CD8* seuls aurait pour effet de maintenir et d'aggraver I'état
suppressif de I'héte, ne pouvant ainsi effectuer de réponses
humorales. L'incapacité de I'héte a générer une réponse hu-
morale normale démontre que l'immunodéficience humorale
résulte principalement de I'état suppressif de I'h6te da a la perte
des lymphocytes CD4*CD8 et a un taux plus élevé de lympho-
cytes CD4-CD8* plutét qu’a la perte de lymphocytes B fonction-
nels. Ce résultat confirme les observations de Leray etal. (13) a
I'effet que les lymphocytes spléniques résiduels chez la souris
chroniquement infectée sont encore fonctionnels.

Des travaux subséquents seront entrepris afin de mieux cerner
les mécanismes cellulaires favorisant le recouvrement de la
réponse immune et leurs conséquences immunopathologiques.
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Traitement anaérobie d’un effluent d’une

usine de pate thermomécanique

Josée Perron’, Jean-Guy Bisaillon’,
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Le procédé thermomeécanique de fabrication de pate est de plus
en plus utilisé au Québec et les effluents générés par ce procédé
sont toxiques a cause de la présence d'importantes quantités
d’'acides résiniques. L’effluent que nous avons utilisé avait une
demande chimigue en oxygene (DCO) de 5,9 g/l et contenait 32,0
mg/ld’acides résiniques. Cet effluent s’est avéré traitable anaéro-
biquement. Un consortium de bactéries anaérobies a été adapté
acet effluent. Nous avons utilisé des géotextilesdansles cultures
comme support pour permettre I'attachement des micro-organis-
mes et leurdéveloppement sous forme d'un biofilm. Le traitement
de l'effluent avec un tel procédé nous a permis d'obtenir les
pourcentages de réduction suivants: acides gras insaturés, 100;
sucres, 69; acides résiniques, 58; DCO, 38;tannin-lignine, 0. Les
acides résiniques qui sont les principales substances toxiques de
I'effluent n'ont pas tous été dégradés au méme degré. Ces
résultats démontrent la faisabilité du traitement anaérobie et que
des travaux additionnels sont requis afin d’en augmenter la
performance.
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Introduction

L'industrie des péates et papiers est un des principaux secteurs
d’activités économiques du Québec et du Canada. C’est aussiun
secteur qui génére un impact considérable sur I'environnement.
Dans ces usines, le procédé thermomécanique (PTM) est de plus
en plus utilisé pour la production de pate. Les effluents provenant
d’'une usine PTM peuvent causer des dommages considérables
aux cours d'eau s’ils ne sont pas traités (1). Ces effluents
contiennent de fortes concentrations de composés organiques
dissouts incluant des acides résiniques et gras qui sont toxiques
pour la vie aquatique (2).

La plupart des systéemes utilisés pour traiter les effluents PTM
sont des procédés de traitement biologiques aérobies. Le traite-
ment anaérobie d'effluents PTM est une alternative valable au
traitement aérobie caril ale potentiel de produire des effluents de
qualité comparable et ce a moindre codt. |l existe peu de travaux
concernant la traitabilité anaérobie d'un effluent PTM. Jurgensen
et al. (2) ont démontré la traitabilité des effluents PTM avec des
réacteurs anaérobies. Leur traitement en continu d'une eau
blanche PTM a donné une diminution de 60 a 80% de la DBO
soluble, de 30 2 60% de la DCO soluble, plus de 90% des acides
volatils et de 60 a 70% des sucres. Dans deux autres études
effectuées avec des effluents PTM, la DBO et la DCO ont été
réduites de fagon comparable suite a un traitement anaérobie (3,
4). A notre connaissance, la dégradation des acides résiniques
en conditions anaérobies n'a pas été rapportée et étudiée.

Dans ce travail, nous avons vérifié |a traitabilité d'un effluent PTM
et évalué la performance d'un traitement anaérobie sur les
principales familles de composés retrouvées dans cet effluent et
plus particulierement sur les acides résiniques.
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Matériels et méthodes

Provenance et conservation de I'effluent

Nous avons utilisé un effluent d’'une usine de pate ther-
momeécanique provenant du filtrat du 3¢ stade d’épuration de la
pate. L'échantillon, recueilli dans des contenants de verre d’'une
capacité de 20 litres, a été entreposé a 4°C en absence d’oxygéne.

Traitabilité de I'effluent

La traitabilité anaérobique de I'effluent a été vérifiée en détermi-
nant son potentiel méthane (BMP) et sa toxicité (ATA). Ces
déterminations ont été effectuées a I'aide de méthodes sem-
blables a celles utilisées par Cornacchio et al. (5). Les différentes
cultures ont été inoculées avec une boue activée provenant d’'un
digesteur anaérobie de I'usine de traitement des eaux usées de
la ville de Deux-Montagnes. Le volume de gaz produit pour
chacune des cultures a été mesuré en fonction du temps
d'incubation.

Caractérisation de I'effluent

L'effluent a été caractérisé a I'aide de méthodes standards
décrites dans le “Standard methods for the Examination of Water
and Wastewater” (6). Les sucres ont été mesurés par la tech-
nique utilisant I'acide phénol-sulfurique (7) et les acides gras
volatils ont été dosés par chromatographie en phase gazeuse
(CQG) apres extraction de I'éther. Les acides résiniques et les
acides gras insaturés ont aussi été dosés par CG a l'aide d’'une
méthode semblable a celle développée par Voss et Rapsoma-
tiotis (8).




A ion d’'un consortium a 'effluen

Un consortium de bactéries anaérobies a été constitué en
mélangeant dans des proportions égales de la boue activée du
digesteur anaérobie de la ville de Deux-Montagnes, un échantil-
lon du litde la riviere Donohue et du lisier de porc. Ce consortium
a été inoculé dans un milieu de culture chimiqguement défini
semblable a celui utilisé par Cornacchio et al. (1986) additionné
de protéose peptone (0,2% p/v) et d'effluent (60% v/v). Ces
cultures ont été incubées a 37°C sous un atmosphére contenant
un mélange de gaz 80% N, : 10% CO, : 10% H,. Le consortium
a été adapté a I'effluent PTM par repiquages successifs dans ce
milieu. Les repiquages des cultures ont été effectués lorsque la
production de gaz ralentissait.

Traitement de ['effluent

Le traitement de I'effluent a été effectué dans des bouteilles
sérologiques contenant un milieu de culture similaire a celui décrit
précédemment. Nous avons incorporé des géotextiles (Texel
Inc., Beauce-Nord, Québec) dans les bouteilles afin que les
micro-organismes puissent adhérer a ces supports et s'y déve-
lopper pour former un biofilm. Les cultures ont été incubées sous
des conditions semblables a celles décrites auparavant. Lorsque
la production de méthane des cultures ralentissait, 60% du milieu
de culture était vidangé et remplacé par du milieu frais. Cette
procédure a été effectuée a 6 reprises, ce qui équivaut a un total
de 141 jours d'incubation des textiles. Aprés cette période nous
avons considéré qu’un biofilm s'était développé et la totalité du
milieu de culture a alors été remplacée par du milieu frais. Ce
n'est qu'a partir de ce moment que nous avons évalué les effets
du traitement. Pour ce faire, nous avons caractérisé le milieu de
culture aprés 0 et 28 jours d’'incubation a I'aide des différentes
analyses utilisées pour la caractérisation de I'effluent.




Résultats

Traitabilité de I'effluent

Dans le test BMP, I'inoculation de la boue activée dans I'effluent
PTM a engendré la production de gaz en conditions anaérobies
et cette derniere a varié en fonction des temps d'incubation des
cultures (Fig. 1). Un maximum de 38 ml de gaz a été produit aprés
13 jours d’incubation de ces cultures. Par contre, I'inoculation de
la boue activée dans I'eau n’a produit qu'un maximum de 6 ml de
gaz. La différence entre ces volumes de gaz, soit 32 ml, serait

attribuable a la dégradation de l'effluent.

BMP
40
L=
g ===
/".’
~—
/
30 /
= /
E /
N /
© /
& /
® /
©
c 20 i
= 7
3 7
o /
a 7
10 /
/
/
. o
'
0 o 1 | 1 1 e 1
0 2 4 6 8 10 12

Jours d'incubation

Figure 1. Potentiel méthane (BMP) de I'effluent PTM
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En ce qui concerne le test ATA, les courbes de production de gaz
pour les cultures contenant des acides gras volatils en présence
d’effluent et en présence d'eau sont similaires jusqu’au 6° jour
d’incubation (Fig. 2). Parlasuite il n'y a plus de production de gaz
dans les cultures contenant de I'eau alors que cette production se
poursuit dans les cultures contenant de I'effluent.
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Figure 2. Toxicité (ATA) de I'effluent PTM

Caractérisation de 'effluent

L’effluent a été caractérisé chimiquement (Tableau I). Les con-
centrations des solides totaux et en suspension dans I'effluent
brut sont élevées. La demande chimique en oxygéne (DCO) de
I'effluent brut est 14 fois plus grande que la demande biochimigue
enoxygene (DBO,). Les sucres et le tannin-lignine sont présents
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en quantité importante dans I'effluent brut, par contre les com-
posés azotés et le phénol n'ont pas été détectés. Compte tenude
la grande quantité de matiére en suspension dans 'effluent brut
celui-ci a été centrifugé a 500 rpm pendant 1 minute avant d’étre
traité. L'effluent que nous avons utilisé pour le traitement anaéro-
bie contenait donc moins de solides totaux et en suspension,
moins de sucres et de tannin-lignine. La DCO de cet effluent a
aussi diminué tandis que la DBO, n'a pas beaucoup changé. Des
acides résiniques etdes acides gras insaturés sont présentsdans
cet effluent centrifuge.

TABLEAU 1. Caractérisation de I'effluent PTM

Effluent
Parameétres
(mg/l) Brut Centrifugé

Solides totaux 23063 5903
Solides en suspension 14090 647
Solides totaux volatils 13461 1825
Solides en suspension volatils 3728 384
pH 48 4,85
DCO 23301 5946
DBO, 1725 1525
Azote Kjeldahl <10 <10
Sucres 7470 1410
Tannin-lignine 4080 1380
Acide acétique 175 170
Phénol <10 <10
Acides résiniques N.D. 32,0
Acides gras insaturés (C,,) N.D. 7,28

N.D.: non déterminé
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Traitement de |'effluent

Letraitementanaérobie de I'effluent apermis d'obtenirles pourcen-
tages de réduction présentés au Tableau Il. La quantité des
solides totaux aprés une période de 28 jours d'incubation a
diminué alors que les solides en suspension n'‘ont pas été
affectés. Suite au traitement la DBO, a été réduite de fagon plus
importante que laDCO. Laconcentrationdes sucres aconsidéra-
blement diminué tandis que la lignine et le tannin se sont montrés
récalcitrants a la dégradation. La quantité des acides résiniques
a baissé de fagon importante et les acides gras insaturés ont
complétement disparus.

TABLEAU I1. Performance du traitement anaérobie de |'effluent

PTM
Jours d’incubation Diminution

Parameétres

(mg/l) 0 28 (%)
Solides totaux 7290 5570 24
Solides totaux volatils 2360 1910 19
Solides en suspension 629 675 0
Solides en suspension

volatils 524 577 0
DCO 7039 4364 38
DBO, 2330 1075 54
Sucres 1100 340 69
Tannin-lignine 1100 1100 0
Acides résiniques 28,6 11,9 58
Acides gras insaturés 6,9 0 100

Lesconcentrations des acides résiniques, principales substances
toxiques de l'effluent, n'ont pas toutes diminué au méme degré
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suite au traitement (Tableau Ill). Les acides abiétique et palustri-
que ont été les plus affectés alors que I'acide déshydroabiétique
I'a été faiblement.

TABLEAU III. Diminution des acides résiniques suite au traite-
ment anaérobie de I'effluent PTM

Jours d'incubation Diminution
Acide résinique

(mg/l) 0 28 (mg/l) (%)
Pimarique 0,45 0,21 0,24 54
Sandaracopimarique 1,38 0,82 0,56 41
Isopimarique 3.71 1,43 2,28 61
Palustrique 5,87 1,13 4,75 81
Lévopimarique 0,82 0,21 0,61 74
Déshydroabiétique 9,19 6,73 2,46 27
Abiétique 5,52 0,91 4,61 84
Néoabiétique 1,61 0,52 1,09 68

Discussion

Traitabilité de I'effluent

L'effluent PTM utilisé a permis une production de gaz significa-
tivement plusimportante que la culture témoin contenantde 'eau,
indiquant que I'effluent contient des substances biodégradables
et que le métabolisme endogéne de la boue activée est faible (5).
Cet effluent est considéré non toxique ou inhibiteur pour le
métabolisme anaérobie car les acides gras volatils ajoutés aux
milieux de culture témoin (contenant de I'eau) et contenant de
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I'effluent ont été minéralisés pour donner du gaz a la méme
vitesse dans ces deux cultures. Basé surla biodégradabilité et la
non toxicité de I'effluent dans le traitement a 'aide de la boue
activée, cet effluent provenant du filtrat du 3e stade d'épuration de
la pate thermomécanique doit étre considéré traitable anaéro-
biquement. En utilisant des tests similaires a ceux que nous
avons utilisés, Jurgensen et al. (2) ont déja démontré la traitabilité
de plusieurs effluents globaux provenant de différentes usines
PTM ainsi que d'effluents PTM spécifiques tels que I'eau blanche
et 'eau de lavage des copeaux de bois.

Caractérisation de |'effluent

La caractérisation de I'effluent PTM utilisé a révélé que celui-ci
était similaire a d'autres effluents PTM rapportés dans la littéra-
ture au point de vue de la concentration des solides en suspen-
sion (9, 10), du pourcentage que représente les sucres et la
lignine combinés par rapport aux solides totaux (10, 11, 12), etde
la concentration des acides résiniques et gras insaturés (13).
Compte tenu que I'importance des solides en suspension est
déterminée par I'efficacité de séparation des fibres a différentes
étapes du procédé (1), nous avons centrifugé I'effluent avant de
le traiter. Le rapport DBO/DCO de I'effluent centrifugé donne une
valeur comparable a celle rapportée par Jurgensen et al. (2) pour
plusieurs effluents PTM. En assumant que la DBO, représente
les deux tiers de la DBO totale, la valeur obtenue pour le rapport
DBO/DCO suggere que l'effluent serait dégradable a environ
37%. Le pH acide et I'absence d’azote de I'effluent nous amene
asuggeérer, comme d'autres auteurs I'ont déja fait avant nous, que
pour obtenir un traitement anaérobie optimal il faut ajuster le pH
de I'effluent et ajouter certains suppléments.
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Traitement anaérobie

Lorsdutraitement, seulementles substances solublesde 'effluent
ont été dégradées. L’efficacité du traitement en terme de réduc-
tionde la DCO, de la DBO et des sucres a été comparable a celle
obtenue par d'autres auteurs (2, 3, 4), pour le traitement anaéro-
bie d’effluents PTM. Contrairement aux sucres, lalignine n'a pas
été dégradée lors du traitement anaérobie. En fait, il est reconnu
que lalignine est récalcitrante a la dégradation anaérobie compte
tenu de son haut poids moléculaire et de I'inhabilité des microor-
ganismes anaérobies a la dépolymériser (14).

A notre connaissance, il s’agit de la premiére démonstration que
la concentration des acides résiniques de l'effluent peut étre
réduite de fagon importante par un traitement anaérobie. La
détoxification des acides résiniques a par contre été démontrée
en aérobiose avec le champignon Mortierella isabellina (15).
L'intérét pour un traitement anaérobie est évident compte tenu du
fait que la concentration des principales substances toxiques de
I'effluent (acides résiniques) ainsi que celle des substances
toxiques mineures (acides gras insaturés) sont réduites de fagon
importante. Des travaux sont présentement en cours afin
d'augmenter l'efficacité du traitement anaérobie de I'effluent
PTM.

Les auteurs remercient Louis Racine pour son excellent travail
technique et le Programme de développement académique du
Réseau de I'Université du Québec pour avoir soutenu financiére-
ment le projet.
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Développement et optimisation d’un biocapteur

ampéromeétrique pour le glucose basé sur I'immobilisation

physique de la glucose oxydase dans le polypyrrole
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Introduction

Un biocapteur est un outil analytique comprenant un élément bio-
logique, sensible a une substance, relié intimement a un trans-
metteur. L'objectif est de traduire un signal biochimique en un
signal électrique lequel est proportionnel a la concentration de la
substance a analyser. Cet arrangement particulier combine la
spécificité du systéme biologique (enzyme) et la sensibilité de la
détection électrochimique (transmetteur).

L’oxydation électrochimique du pyrrole en solution agueuse permet
la formation du polymeére de polypyrrole (PP) a la surface d’'une
électrode (1). Le polypyrrole a été proposé comme support
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d'immobilisation pour des enzymes telle la glucose oxydase
(GOX) (2, 3) et I'alcool déshydrogénase (4).

La glucose oxydase catalyse I'oxydation du B-D-glucose en acide
gluconique et en peroxyde d'hydrogene (H,O,) en utilisant
I'oxygéne moléculaire comme accepteur final d'électron.

GOX
B-D-Glucose + FAD ——» Acide gluconique + FADH,

O2 + FADH, —) FAD + H,O,

Le peroxyde diffuse jusqu’'a I'électrode de platine (Pt) ou il est
détecté par oxydation électrochimique a 0,7 volt versus une
électrode de calomel saturée (SCE).

0,7 V vs SCE

H,O, } 2H*+ O, + 26

Cette étude présente les résultats de I'optimisation d’'une élec-
trode enzymatique pour le glucose préparée parl'électrodéposition
du polypyrrole dans lequell’enzyme GOX estimmobilisée. L'effet
de la concentration d’enzyme lors de la polymérisation et de la
quantité (charge) de polypyrrole électrodéposée ont été étudiés.
L'enzyme immobilisée est caractérisée par une stabilité accrue
au pH etalatempérature. Lavaleurde laconstante de Michaelis-
Menten (K ) pour la glucose oxydase immobiliseée est similaire a
celle déterminée pour I'enzyme soluble. Egalement, le bio-
capteur est stable pour une période supérieure a un an lorsqu'il
est conservé a 4°C. Finalement, nos résultats indiquent que
I'immobilisation n'affecte pas la spécificité de la GOX envers le
glucose et d’autres sucres.
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Matériel

La gluccse oxydase de type VII-S (E.C.# 1.1.3.4) a été obtenue
de lacompagnie Sigma Chemical (St-Louis, U.S.A.) et le pyrrole,
d’'Aldrich (St-Louis, U.S.A.). La solution de glucose (AnalaR) a
été préparée dans |'eau distillée, filtrée sur 0,45 pm et laissée a
la température de la piéce pour une période de 24 heures avant
usage, afin de favoriser la formation du B-D-glucose.

Toutes les expériences ont été effectuées avecun systéeme atrois
électrodes conventionnelles utilisant comme référence une élec-
trode de calomel saturée. Les potentiels ont été appliqués au
systéme avec un bipotentiotat (Pine Instruments, Inc., U.S.A.)
modéle RDE4. Le courant en fonction du temps a été enregistré
sur un enregistreur XYY’ (Kipp & Zonen, U.S.A.) modele BD91.
L'agitation et le chauffage des solutions ont été effectués avec
une plaque chauffante et agitatrice Watman modéle 430.

Méthodes

1. Fabrication des électrodes

Les électrodes ont été fabriquées en fixant un disque de platine
de 0,28 cm? a la surface d'un tube de verre avec de la colle époxy.
Un fil de cuivre a été soudé au disque de Pt avec de I'époxy-
argent. Les électrodes ont été nettoyées par procédé électro-
chimique et polissage successif sur une pate de diamant (1 um)
et sur alumine aqueuse (0,05 um) (Buehler Ltd, U.S.A.).

2. Immobilisation de la GOX dans le PP

A 2 ml d’'une solution de KCl 10 mM dégazée, ont été ajoutés 52,5
ul de pyrrole fraichement distillé et de 2,5 a 1250 unités (U) de
GOX. Lesfilms de PP-GOX ont été générés en mode potentiosta-
tique 20,65V vs SCE. Le courant a été enregistré en fonction du
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temps et une charge variant de 3,2 a 821 mC/cm? a été obtenue
dans ces conditions. Les électrodes ont été lavées pendant 10
minutes dans une solution de PBS (tampon phosphate salin
contenant 125 mM en NaCl, 2,7 mM en KCl et 10 mM de tampon
phosphate ajustée a pH 7,5), en agitant pour enlever I'enzyme
adsorbée. Les électrodes ont été conservées dans une solution
PBS a 4° C.

3. Dosage du glucose ou d’autres sucres

Dans un volume de 5 ml de tampon phosphate a 21°C, la réponse
au glucose ou aux autres sucres a été évaluée a un potentiel de
0,7 V, jusqu’a ce que |'état stationnaire soit atteint. Un aliquot
d’'une solution concentrée du sucre a doser a été ajouté et le
courant a été enregistré a 1 minute avec agitation a 200 RPM
(rotation par minute) et/ou a 2,5 minutes aprés son arrét. Les
électrodes ont été lavées dans une solution fraiche de PBS avant
d'étre réutilisées. L'effetdu pH surl'activité catalytique de la GOX
immobilisée a été évalué en faisant varier le pH de 2,0 a 8,0 en
utilisant un tampon glycine, acétate ou phosphate 0,1 M selon le
pH. L’'effet de la température sur la dénaturation de I'enzyme
immobilisée ou soluble a été évalué a 50 et 60°C pendant une
période de 3 heures.

Résultats

La variation de la réponse en fonction de la charge par unité de
surface du film PP-GOX a été étudiée (Fig. 1a). Des films
d'épaisseurs différentes ont été obtenus en faisant varier la durée
de déposition. L'augmentation de la charge provogue une
diminution de laréponse du biocapteur. Lafigure 1b montre 'effet
de la concentration d'enzyme lors du processus d'électro-
polymérisation sur la réponse du biocapteur. On observe que
pour des films de 50 et 411 mC/cm?, il y a une diminution de la
réponse vers 100 U/ml.
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Effet de la charge de PP sur laréponse de I’élec-
trode au glucose.

L'électrodéposition a été effectuée en présence de pyrrole 0,3
M et de 500 U/ml de GOX. Le temps de polymérisation était
variable. Le dosage du glucose a €té effectué a une concen-
tration de 20 mM a pH 7,0, a 21° C, avec agitation.

Effet de la concentration de GOX (dans la solu-
tionde déposition) sur la réponse de I’électrode
au glucose.

L'électrodéposition a été effectuée en présence du pyrrole 0,3
M et a des concentrations variables de GOX. Une charge mo-
yenne de 411 mC/cm? (0) ou de 50 mC/cm? (=) a été déposée.

Le dosage du glucose a été effectué comme précédemment.

a été étudié surunintervalle variantde 2,2 a 8,0 (Fig.

2a). Les résultats obtenus montrent que I'enzyme conserve une
activité de 70% pour des pH variant de 4,0 a 7,5 et, que pour des




38

montre les

valeurs inférieures a 4,5 et supérieures a 7,5 I'enzyme perd une
large fraction de son activité. Le pH optimal pour I'activité de
I'enzyme immobilisée dans le polypyrrole estde 6,0. La figure 2b

cinétiques de désactivation pour I'enzyme immobi-

lisée et soluble. On observe une diminution de 20% par rapport
a I'activité initiale lorsque I'enzyme immobilisée est exposée a
50°C pendant 3 heures. Par contre, lors d'une incubation de 3
heures a 60° C, on enregistre une perte de 60% d'activité.
Cependant, I'enzyme soluble perd plus de 80% de son activité
apres une exposition de 3 heures a 60° C.

Courant (pA)

Figure 2a:

Figure 2b:
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Effet du pH sur l’activité catalytique de la GOX
immobilisée.

L'électrodéposition a été effectuée en présence de pyrrole 0,3 M,
de 100 U/ml de GOX et une charge moyenne de 75 mC/cm? a été
déposée. Le glucose a été dosé a une concentration de 20 mM

(sans agitation) et a une température de 21° C.

Cinétiques de désactivation pour ’enzyme immo-
bilisée et soluble.

L'électrodéposition a été effectuée enprésence de pyrrole 0,3 M,
de 65 U/ml de GOX et une charge moyenne de 75 mC/cm? a été
déposée. L'enzyme immobilisée a été exposée a 50 (0) et 60° C
(+) et I'enzyme soluble, a 60° C (A) pendant un maximum de 3
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heures a pH 6,0. Le glucose a été dosé a une concentration de
20 mM en absence d'agitation et & une température de 21° C.

La spécificité du biocapteur pour le glucose a été évaluée envers
différents sucres susceptibles d'interférer avec le glucose. Les
résultats sont présentés au tableau |. Ces tests ont été effectués
apH7,0eta21°C. Il estintéressant de noter qu'aucun signal n'a
été observé a la sensibilité requise pour détecter le glucose pour
I'ensemble des sucres testés.

TABLEAU 1. Spécificité du biocapteur.

Sucre concentration Réponse du biocapteur
(mM) (HA)
Glucose 20 0,45
Sucrose 24 n.d.
Maltose 20 n.d.
Fructose 20 n.d.
Lactose 10 n.d.

L'électrodéposition a été effectuée en présence de pyrrole 0,3 M,
de 500 U/ml de GOX et une charge de 390 mC/cm? a été obtenue.
Le dosage a été effectué a pH 7,0, 21°C avec agitation.

La stabilité du biocapteur a long terme est présentée a la figure
suivante. L'électrode a été conservée dans untampon PBS pH7,5
a 4°C entre chaque essai. Laréponse du biocapteur a été évaluée
périodiqguement. La réponse est stable pour environ 100 jours.
Au-dela de cette période, I'activité décroit pour atteindre 70% de
la valeur initiale et est conservée ainsi pour plus de 450 jours.
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Figure 3. Stabilité a long terme du biocapteur Pt-PP-GOX.

L'électrodéposition a été effectuée en présence de 0,3 M de
pyrrole, de 500 U/ml d’enzyme et une charge de 411 mC/cm? a
été déposée. Le glucose a été dosé a une concentration de 20

mM (avec agitation) a un pH de 7,0 et a température de la piéce.

La figure 4 montre une cinétique du type Michaelis-Menten,
obtenue avec le biocapteur optimisé. Nous avons fait varier la
concentration de glucose de 0 a 95 mM et le courant résultant a
été enregistré. Laréponse estlinéaire entre 0 et 15mM (r: 0,99).
Au-dela de 20 mM, il y a déviation a la linéarité.
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Figure 4a: Courbe de réponse au glucose obtenue avec le
biocapteur optimisé.
L'électrode a été préparée comme a la figure 2b. Le glucose a
été dosé a pH: 7,0, a 21°C et en absence d'agitation.

Figure 4b: Partie linéaire de la courbe de réponse au glucose
obtenue avec le biocapteur optimisé.

Discussion

L'immobilisation de la GOX dans un film de PP a été effectuée
suite a la polymérisation électrochimique du pyrrole en présence
de la GOX dans une solution aqueuse de KClI, a la surface d'une
électrode de platine (5). L'obtention d'une réponse ampérométri-
gue au glucose, lorsqu’'un potentiel approprié est appliqué, in-
dique que'enzyme estimmobilisée dansle polymeére. Undosage
du glucose avec une électrode de PP ne contenant pas de GOX
ne génere aucune réponse. Le mécanisme résultant de
I'incorporation de I'enzyme dans le PP n’est pas encore élucidé.
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L’épaisseur du film de PP-GOX dépend de la charge consommée
lors de sa préparation et augmente avec celle-ci (6).
L'augmentation de la réponse observée en diminuant |'épaisseur
du film (Fig. 1a) s’explique par des contraintes diffusionnelles du
peroxyde dans le polymére. La quantité d’enzyme présente
durant le processus d'électropolymérisation influence la réponse
du biocapteur (Fig. 1b). En fait, de telles variations ont déja été
observées (7). Lorsqu’on est en présence de la quantité optimale
de GOX, soit environ 50 U/ml pour des films de 50 et 411 mC/cm?,
I'enzyme répartie dans le film permet un taux de catalyse optimal
du glucose en peroxyde a I'interface Pt/polymeére. A 500 U/ml de
GOX, le peroxyde est plutdt produit a I'interface polymére/solu-
tion ce qui améne une diminution du signal car le peroxyde peut
alors diffuser dans la solution sans étre détecté a I'électrode de
platine.

Le pH optimal de la GOX immobilisée est de 6,0 par rapport a 5,6
pour I'enzyme soluble (8). Un tel déplacement vers les pH plus
alcalins est souvent observé lors d'immobilisation d’enzyme (9).
De plus, nos résultats montrent que I'enzyme immobilisée con-
serve son activité catalytique sur une plus grande gamme de pH
par rapport a I'enzyme soluble (8). Donc, 'immobilisation stabi-
lise la conformation de I'enzyme et a un effet protecteur. Nos
résultats montrent une augmentation de la stabilité thermique a
65°C de la GOX lorsqu’elle est immobilisée dans le PP. Les
polyméres peuvent augmenter |la stabilité thermique des en-
zymes en contrélant la nature et |la structure du micro-environne-
ment (10).

Les résultats de la stabilité along terme du biocapteur (Fig. 3) sont
intéressants. Nous constatons que la sensibilité du biocapteur
diminue légérement apres une utilisation prolongée. Cette obser-
vation permet de conclure que l'intégrité du film de PP est
conservée puisque l'enzyme n'est pas libérée en solution.
L'immobilisation physique de la GOX dans le PP démontre une
stabilité comparable a celle obtenue lors d’'une immobilisation
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chimique (11). De plus, nos résultats représentent une améliora-
tion de ce parameétre, puisque Foulds et Lowe (2) ont présenté des
résultats avec un biocapteur similaire, valable pour une période
de 21 jours seulement.

Nous savons que I'enzyme glucose oxydase soluble est spéci-
figue pour le B-D-glucose (12). Les résultats présentés au
tableau | indiquent que I'immobilisation de cette enzyme dans le
PP n'affecte pas sa spécificité (13).

Des résultats similaires a ceux de la figure 4a ont déja été
présentés (2) concernant un biocapteur préparé en absence de
I'anion chlorure durant le processus d'électropolymérisation.
Cependant, cette fagon de procéder rend la préparation des
électrodes beaucoup plus longue, soit 2 heures au lieu de 10
minutes comme dans notre cas. Le K _de I'enzyme immobilisée
est de 36 mM, semblable a celui de I'enzyme soluble (32 mM)
(14). Ceci permet de conclure que l'affinité de la GOX n’est pas
affectée par 'immobilisation. La concentration du glucose san-
guin est d'environ 4 mM, cette valeur se situant dans la portion
linéaire de la courbe de réponse présentée dans lafigure 4b. Ceci
procure I'avantage de pouvoir évaluer la concentration sanguine
du glucose sans dilution préalable, ce qui est trés important pour
les applications in vivo.

Nous avons décrit une méthode simple et rapide d'immobilisation
de laGOX dans un film de PP. Nous avons présenté les grandes
lignes de la caractérisation et de I'optimisation de ce biocapteur.
L'électropolymérisation a I'avantage d'étre une technique
d'immobilisation qui permet la miniaturisation puisqu’elle peut
étre effectuée sur des surfaces microscopiques. La préparation
de ces électrodes nécessite un temps de polymérisation court et
le colt de production est relativement faible.
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