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ABSTRACT 

The use of enzymes, in some cases, face challenges due to less stability towards extreme 
condition, purification of intermediate products from each step of a multistep reaction or even 
finding the appropriate technology to follow the reaction predominantly when the sample is 
complex or raw material. To overcome this need, in addition of doing enzyme engineering, 
enzyme immobilization on solid support has become standard though the recent trends are more 
focused towards enzymeôs microenvironment engineering. In the second chapter of this thesis, 
we explored the templated effect of phage on enzyme activity.  We evaluated the effect of solution 
parameters on the catalytic activity of phage displayed Bacillus subtilis Lipase A (BSLA). While 
the pH and temperature-activity profiles of BSLA were not intrinsically affected by phage display, 
the nanoscale distribution of BSLA within the micellar assay buffer was. This causes a 
pronounced increase of activity of phageïBSLA relative to the free enzyme, due to the 
accumulation of phageïBSLA at the substrate-rich micelles. Considering this result, attention 
should be taken and similar effects should be considered when selecting other enzymes/proteins 
by phage display, as the activity of the displayed protein may differ from that of the free protein. 

Then, we explored the potential of nanoscale distribution of multi-enzyme templated phage. We 
immobilized glucose oxidase and horseradish peroxidase onto the p8 major coat protein on the 
M13 phage that already displayed BSLA on its p3 coat protein. These three enzymes together 
perform a cascade reaction. We explored whether this model three-enzyme cascade system, 
yields an advantageous acceleration of the overall reaction relative to the free enzymes in 
solution. Phages were crosslinked by biotinïstreptavidin interactions, which appeared to create a 
more favorable microenvironment. Our result indicated that the three-enzyme cascade, 
BSLA GOx HRP, can indeed be enhanced compared to the free enzymes in solution by 
templating on a phage. Ultimately, this proof-of-concept study suggests that phage-templated 
enzyme cascade systems may be promising platforms for green manufacturing, though predicting 
the effect of microenvironmental effects on all the enzymes remains a challenge.  

Later, we investigated terahertz (THz) emission technology for label-free monitoring of chemical 
changes. Enzymatic reactions are typically monitored using surrogate substrates that produce 
quantifiable optical signals. In this study, THz emission technology is used as a non-invasive and 
label-free technique to monitor the kinetics of lipase-induced hydrolysis of several substrate 
molecules (including the complex substrate whole cowôs milk) and horseradish peroxidase-
catalyzed oxidation of o-phenylenediamine in the presence of hydrogen peroxide. This technique 
was found to be quantitative, and kinetic parameters are compared to those obtained by proton 
NMR spectroscopy or UV/Vis spectroscopy. This study sets the stage for investigating THz 
emission technology as a tool for research and development involving enzymes, and for 
monitoring industrial processes in the food, cosmetic, detergent, pharmaceutical, and biodiesel 
sectors. 

 

Keywords: Phage display; Enzyme; Bacillus subtilis lipase A (BSLA); Substrate micelles; 

Enzyme cascade; crosslinking; Microenvironment; Glucose oxidase; Horseradish peroxidase; 

Candida Antarctica lipase B (CALB); Terahertz emission; Milk. 
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Dans certains cas, l'utilisation d'enzymes est confrontée à des défis tels que l'instabilité dans des 
conditions extrêmes, la purification des produits intermédiaires de chaque étape d'une réaction à 
plusieurs étapes, ou même la recherche de la technologie appropriée pour suivre la réaction de 
manière prédominante lorsque l'échantillon ou la matière première sont complexes. Pour 
répondre à ce besoin, en plus de l'ingénierie des enzymes, lôimmobilisation sur un support solide 
est devenue un standard, bien que les tendances récentes soient plus axées sur l'ingénierie du 
microenvironnement. Dans cette thèse, nous avons exploré l'effet modélisé du phage sur l'activité 
enzymatique.  Nous avons évalué l'effet des paramètres de la solution sur l'activité catalytique de 
la lipase A de Bacillus subtilis (BSLA) affichée par le phage. Alors que les profils d'activité en 
fonction du pH et de température de la BSLA n'étaient pas affectés par l'affichage du phage, la 
distribution à l'échelle nanométrique de la BSLA dans le tampon d'essai micellaire l'était. Cela a 
causé une augmentation prononcée de l'activité du phage-BSLA par rapport à l'enzyme libre, en 
raison de l'accumulation du phage-BSLA dans les micelles riches en substrat. Compte tenu de 
ce résultat, il convient de faire attention lors de la sélection d'autres enzymes/protéines par 
affichage phagique, car l'activité de la protéine affichée peut différer de celle de la protéine libre.  

Ensuite, la glucose oxydase et la peroxydase de raifort ont été immobilisées sur la protéine 
d'enveloppe majeure P8 du phage-BSLA, ces trois enzymes effectuant ensemble une réaction 
en cascade. Puis, les phages ont été réticulés par des interactions biotine-streptavidine, ce qui 
semble créer un microenvironnement différent autour des enzymes. Nos résultats indiquent que 
la cascade de trois enzymes, BSLAҦGOxҦHRP, peut en effet être améliorée par rapport aux 

enzymes libres en solution par la fixation d'un modèle sur un phage. En fin de compte, cette étude 
de preuve de concept suggère que les systèmes de cascade d'enzymes modélisés par des 
phages peuvent être des plateformes prometteuses pour la fabrication écologique, bien que la 
prédiction de l'effet du microenvironnement sur toutes les enzymes reste un défi.  

Enfin, nous avons étudié la technologie d'émission terahertz (THz) pour le suivi sans étiquette 
des changements chimiques. Les réactions enzymatiques sont généralement surveillées à l'aide 
de substrats de substitution qui produisent des signaux optiques quantifiables. Dans cette étude, 
la technologie d'émission THz est utilisée comme une technique non invasive et sans marqueur 
pour surveiller la cinétique de l'hydrolyse induite par la lipase de plusieurs molécules de substrat 
(y compris le substrat complexe qu'est le lait de vache entier) et l'oxydation catalysée par la 
peroxydase de raifort de l'o-phénylènediamine en présence de peroxyde d'hydrogène. Cette 
technique s'est avérée quantitative, et les paramètres cinétiques sont comparés à ceux obtenus 
par spectroscopie RMN des protons ou par spectroscopie UV/Vis. Cette étude ouvre la voie à 
l'étude de la technologie d'émission THz en tant qu'outil de recherche et de développement 
impliquant des enzymes. 

 

Mots clés : Affichage de phages ; Enzyme ; lipase A de Bacillus subtilis (BSLA) ; micelles de 

substrat ; cascade d'enzymes ; réticulation ; microenvironnement ; glucose oxydase ; peroxydase 

de raifort ; lipase B de Candida antarctica (CALB) ; émission térahertz ; lait. 
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Titre : Phénomènes à l'échelle nanométrique influençant les 

enzymes révélées par les phages et technologies émergentes 

pour analyser l'activité vers des substrats complexes 

1. INTRODUCTION 

Les enzymes catalysent les réactions chimiques avec une grande spécificité et efficacité. Leur 

utilisation industrielle fait donc l'objet d'une demande croissante, en particulier dans le domaine 

des soins de santé et de la fabrication "verte".1-4 Les enzymes sont couramment utilisées pour la 

production de produits de la vie quotidienne, tels que le papier, le textile, l'alimentation, les 

aliments pour animaux, les produits de nettoyage, les produits chimiques et pharmaceutiques, 

etc. Certaines des enzymes les plus utilisées industriellement sont les lipases,5 Ŭ-amylase,6 

protéase,7 lactase,8 estérase,9 phospholipases,10 pectinases,11 etc. La combinaison de plusieurs 

enzymes ensemble réalise également des réactions utilisées dans notre vie quotidienne.  Par 

exemple, les détergents sont complétés par des protéases, des lipases, des amylases, des 

oxydases, des peroxydases et des cellulases afin de rompre différents types de liaisons 

chimiques dans l'eau. Il est essentiel qu'ils conservent leur activité à des températures élevées 

(60 °C) et à des valeurs de pH élevées (pH 9-11), particulièrement lorsqu'ils sont mélangés à 

d'autres composants de la poudre à laver. En outre, la combinaison de réactions enzymatiques 

dans un processus bio-catalytique en plusieurs étapes et en un seul pot apporte des avantages 

supplémentaires, notamment le fait qu'il n'est pas nécessaire d'isoler les intermédiaires de 

réaction car ils sont directement transférés à l'étape suivante de la séquence réactionnelle. 12-

14Ainsi, en raison de la forte demande d'enzymes, les chercheurs se concentrent sur 

l'identiýcation et la production de biocatalyseurs robustes, stables et adaptés à une application 

dans une gamme plus large de processus industriels.  

Tout d'abord, le développement de la technologie moderne de l'ADN recombinant permet aux 

chercheurs de produire des enzymes à partir de micro-organismes recombinants, et de modifier 

la fonction d'une enzyme en termes de stabilité, de spécificité et de stéréosélectivité. Le réglage 

des enzymes par l'ingénierie des protéines permet de créer des enzymes qui fonctionnent mieux 

dans des conditions non naturelles, comme dans des solvants organiques ou à des pH ou 

températures extrêmes, ou avec des substrats non naturels.15 Par exemple, en changeant un 

seul acide aminé (Asn336Ser) de l'amine oxydase, on obtient une large spécificité de substrat et 
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une haute énantiosélectivité vis-à-vis d'une large gamme d'amines chirales par rapport à l'enzyme 

de type sauvage. 16 

Ensuite, l'immobilisation de l'enzyme sur un support solide ou une modification chimique 

augmente également la stabilité et la réutilisabilité des enzymes. Alors que les approches 

génétiques permettent la découverte,17,18 la mutation17 et la conception de nouveau design19 

d'enzymes ayant l'activité désirée, l'immobilisation est tout aussi importante pour doter les 

catalyseurs enzymatiques de caractéristiques importantes pour les applications pratiques, 

notamment la résistance mécanique, la réutilisabilité, la stabilité et même une meilleure 

performance catalytique.20-24 Le comportement des enzymes immobilisées diffère de celui des 

enzymes dissoutes en raison des effets du matériau de support, ou matrice, ainsi que des 

changements de conformation de l'enzyme qui résultent des interactions avec le support et de la 

modification covalente des résidus d'acides aminés.  

Enfin, la tendance plus récente de l'ingénierie enzymatique est une approche qui se concentre 

sur le contrôle de l'environnement à l'échelle nanométrique et microscopique d'une enzyme dans 

le but de promouvoir des conditions optimales à proximité de l'enzyme malgré des conditions 

défavorables dans l'environnement global. Un microenvironnement favorable peut améliorer les 

performances de l'enzyme en contrôlant le pH et la température locaux, en concentrant les 

réactifs et les cofacteurs, en améliorant l'efficacité des réactions par compartimentation (en 

particulier pour les réactions en cascade), etc. Ces effets peuvent être utiles pour réguler la 

performance de l'enzyme sans nécessiter d'ingénierie de l'enzyme. 25 Par exemple, les 

interactions électrostatiques entre un substrat chargé et des résidus de charge opposée à la 

surface de l'enzyme peuvent augmenter la concentration locale du substrat à proximité du site 

actif de l'enzyme.  Par conséquent, l'ADN est lié à l'enzyme pour créer des structures enzyme-

ADN qui renforcent les interactions de liaison substrat-enzyme loin du site actif, ce qui entraîne 

une augmentation des concentrations locales de substrat, réduisant efficacement la constante de 

Michaelis apparente (KM,app) et entraînant des taux catalytiques plus élevés à de faibles 

concentrations globales de substrat. 26,27 Il est donc très intéressant de trouver des moyens 

d'optimiser la performance des enzymes, de nouvelles stratégies d'ingénierie du 

microenvironnement et de comprendre les mécanismes sous-jacents. La plupart du temps, 

l'ingénierie du microenvironnement est la combinaison de l'ingénierie des protéines et de 

l'immobilisation car ces deux événements créent une distribution modifiée à l'échelle 

nanométrique autour de l'enzyme (Figure 1). 
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En outre, la plupart des processus biologiques sont en fait accomplis par des voies de synthèse 

multi-enzymes. Par exemple, le métabolisme du glucose par la glycolyse implique la participation 

de dix enzymes qui travaillent de manière séquentielle et efficace. Sur le plan industriel, la 

combinaison de réactions enzymatiques dans un processus bio-catalytique à plusieurs étapes et 

à un seul pot apporte des avantages supplémentaires, notamment l'absence de nécessité d'isoler 

les intermédiaires réactionnels, car ils sont directement transférés à l'étape suivante de la 

séquence réactionnelle. Globalement, cela peut réduire les coûts, le temps, les efforts et 

augmenter le rendement final du produit. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Représentation schématique d'une approche multidisciplinaire visant à créer des biocatalyseurs 
optimaux. La mise en îuvre des biocatalyseurs dans les technologies industrielles devra non seulement tenir 
compte de l'optimisation de la fonctionnalité de l'enzyme, mais aussi de l'augmentation de la stabilité 
opérationnelle de l'enzyme à l'interface avec les supports utilisés pour l'immobilisation. 

En outre, l'utilisation d'enzymes dans divers domaines est parfois confrontée à des difficultés liées 

à la difficulté de trouver les bons outils et la bonne technologie analytique pour surveiller la 

réaction enzymatique. Cela est particulièrement vrai lorsque le produit de départ est complexe 

(c'est-à-dire des mélanges de substrats), hétérogène et absorbe/diffuse la lumière, ou même 

lorsque la cinétique de la réaction est trop rapide pour être suivie par des techniques 

conventionnelles (par exemple, la chromatographie). La plupart des réactions enzymatiques sont 
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contrôlées à l'aide de substrats de substitution qui produisent des signaux commodément 

quantifiables (par exemple, optiques) dans des conditions de réaction modèles qui simplifient 

l'analyse. Pour répondre à ces besoins non satisfaisant, dans cette thèse, nous avons essayé de 

comprendre : 

1) L'effet du modelage sur un modèle à l'échelle nanométrique, et l'influence de ce 

modèle sur la distribution à l'échelle nanométrique en solution. Pour explorer cette posibilité, 

le bactériophage M13 a été utilisé comme modèle à l'échelle nanométrique où la lipase A de 

Bacillus subtilis (BSLA) a été exprimée sur sa protéine d'enveloppe mineure p3 comme protéine 

de fusion. L'activité de la BSLA fixée par le phage a été comparée à celle de la BSLA libre en 

modifiant les environnements de réaction, c'est-à-dire le pH, la force ionique du tampon, la 

température et l'ajout de PEG non réactif. 

 

2) Ayant constaté que la distribution à l'échelle nanométrique a un effet important sur 

l'activité, nous avons exploré le potentiel de la distribution à l'échelle nanométrique, par 

l'oligomérisation contrôlée d'enzymes placées sur un modèle à l'échelle nanométrique. De 

plus, nous avons exploré l'influence de la distribution à l'échelle nanométrique sur la 

communication entre les enzymes. Pour atteindre cet objectif, deux autres enzymes, la glucose 

oxydase (GOx) et la peroxydase de raifort (HRP), ont été fixées à la protéine d'enveloppe majeure 

p8 sur la matrice du phage portant la BSLA. Ces trois enzymes participent ensemble à une 

réaction en cascade. Ce phage M13 porteur d'enzymes (c'est-à-dire un modèle nanométrique) a 

été oligomérisé par réticulation et l'effet de l'oligomérisation sur la réaction en cascade des 

enzymes a été étudié.  

 

3) Par la suite, nous avons mis au point une technique analytique adaptée à l'analyse 

de substrats complexes, et pouvant être utilisée avec les enzymes complexes 

immobilisées à l'échelle nanométrique mentionnées ci-dessus. En se basant sur ces 

résultats, nous avons examiné si la technologie d'émission THz peut être utilisée pour 

l'enzymologie quantitative en temps réel et sans marquage d'une lipase vis-à-vis de quatre 

substrats " optiquement inactifs ", notamment le butyrate de méthyle (BuOMe), l'acétate d'éthyle 

(AcOEt), l'octanoate de méthyle (OcOMe) et l'acétate de benzyle (AcOBn), ainsi que pour 

l'analyse qualitative d'un substrat " complexe " modèle, le lait de vache entier. 

 

2. MÉTHODES EXPÉRIMENTALES 
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2.1 L'effet du modelage sur un modèle à l'échelle nanométrique, et l'influence de ce modèle 
sur la distribution des nanoparticules en solution 

2.1.1 Affichage du phage M13 de la lipase A de Bacillus subtilis (BSLA) 

Conception des amorces, construction des plasmides et affichage des phages de BSLA 

BSLA a été exprimé sur la protéine d'enveloppe mineure p3 du phage M13 par une méthode 

d'affichage basée sur le « phagemid ». La séquence d'ADN de LipA a été acquise à partir de 

l'ADN génomique de B. subtilis (ATCC® Number: 23857D-5Ê, Cedarlane ,Canada)) en utilisant 

l'amorce directe et inverse comme suit : LIPF-5' ATAT GGCC CAGC C GGCCATG GCG ATG 

AAA TTT GTA AAA AGA 3', LIPR-5' ATAT GGCC TCCCG GGCC TTA ATT CGT ATT CTG GCC 

3'. Les sites de restriction sont mentionnés en gras italique. La séquence lipA a été amplifiée à 

partir de l'ADN génomique de B. subtilis 168 en utilisant les amorces LIPF et LIPR. La PCR a été 

réalisée en utilisant l'ADN polymérase Phusion HF avec le protocole PCR : 30 s 98 °C, 35 cycles 

de 10 s 98 °C, et 15 s 72 °C. À la fin, la production d'ADN a été terminée pendant 10 min à 72 

°C. Le fragment de gène amplifié a été purifié à l'aide du kit de purification QIAquick PCR 

(QIAGEN) digéré avec SfiI. Le gène codant 639-bp pour BSLA a été cloné dans le phagemid 

pADL-20c (Antibody Design Laboratories) pour construire le plasmide recombinant selon le 

protocole du fabricant. L'ADN d'insertion purifié et digéré et le phagemid ont été ligaturés à l'aide 

de la ligase T4 et transformés en cellules ultracompétentes XL10-Gold selon le protocole du 

fabricant. Avant lôaffichage du phage, la cellule transformée a été séquencée pour vérifier la 

séquence correcte des paires de bases (Plate-forme d'Analyses Génomiques, Université Laval, 

Québec). Le stock a été conservé à -80 °C avec 50% de glycérol jusqu'à son utilisation.  

Les bactéries contenant des phagémides ont été inoculées dans une plaque d'agar LB et 

incubées pendant la nuit à 37°C. Une seule colonie a été cultivée dans 3 mL de 2× YT à 37°C 

dans un incubateur à agitateur pendant la nuit, puis on a procédé à une PCR avec les amorces 

LIPF et LIPR. Seuls les tubes positifs à la PCR ont poursuivi leur croissance jusqu'à ce qu'une 

DO de 0,5 à 600 nm soit atteinte. Dans cette phase de croissance exponentielle, 1 µL de phage 

auxiliaire (provenant d'un stock de 2,0 ×1012 pfu/mL) a été ajouté à chaque 1 mL de culture 

bactérienne (à une concentration finale de 2 × 109 phages/mL). Après 16 h de croissance à 30 

°C (incubateur à agitation), la culture a été centrifugée et le surnageant contenant les phages a 

été transféré dans un autre tube, laissant les bactéries dans le culot, et les phages ont été 

précipités par l'addition de PEG/NaCl contenant 20 % p/v de polyéthylène glycol (8 kDa)/2,5 M 

NaCl. Les phages précipités ont été remis en suspension dans 0,5 ml de tampon Tris-HCl 10 mM 

(pH 7,4). Le nombre de particules de phage en suspension a été déterminé par 

http://www.atcc.org/Products/All/23857D-5.aspx
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spectrophotométrie.  La relation entre le nombre de virions et l'absorption a été calculée à l'aide 

de l'équation suivante : Virions/mL = (Ab269 - Ab320) × (6 × 1016) ÷ 4569 

2.1.2 Activité enzymatique des phages-BSLA 

Le tampon d'essai pour mesurer l'activité catalytique était composé de 50 mM de phosphate de 

sodium, pH 8, 0,36% de Triton X-100 (v/v) et 0,1% (p/v) de gomme arabique. Ce tampon a été 

utilisé pour tous les essais enzymatiques et modifié si nécessaire pour étudier l'effet des additifs. 

L'activité enzymatique a été déterminée par spectrophotométrie via l'hydrolyse de l'octanoate de 

4-nitrophényle (4-NPO). Le KM, la vitesse maximale (Vmax) et le nombre de tours (kcat) de la lipase 

native et de celle liée aux phages ont été déterminés en utilisant des concentrations de substrat 

allant de 0,05 mM à 2 mM dans 0,1 mL de tampon de test en présence de 1,9 µg/mL de lipase 

ou de 5 × 1012 particules de phage/mL. L'absorbance a été mesurée à 410 nm pour la production 

de 4-nitrophénol. Dans tous les cas, l'hydrolyse de fond du substrat dans les témoins sans 

enzyme (blancs) a été soustraite des données de l'échantillon. Les réactions ont été répétées en 

trois exemplaires.  

 2.1.3 Effet des additifs sur l'activité enzymatique 

Pour évaluer l'effet des additifs sur l'activité enzymatique, on a utilisé dans tous les cas la BSLA 

native (1,2 µg/mL) et la BSLA phagique (1 × 1012 particule de phage) avec 0,2 mM de 4-NPO. 

Par la suite lôactivit® a ®t® mesur®e en pr®sence de tous les additifs. L'effet du pH sur l'activité de 

la lipase a été mesuré dans le tampon d'essai ayant différents pH (pH 4-12). L'activité 

enzymatique a également été mesurée dans des solutions équivalentes contenant 0,5 mM de 

NaCl. Pour mesurer l'activité enzymatique en présence de sel, des cristaux solides de NaCl ont 

été ajoutés au tampon d'essai pour atteindre des concentrations finales de 0 à 2000 mM, et 

l'activité enzymatique a été mesurée. L'effet du PEG ou du phage M13 de type sauvage en tant 

qu'agents d'encombrement sur l'activité catalytique de la BSLA native et phagique a été évalué à 

différentes concentrations (en pourcentage) de PEG (8 kDa ; 0-20 % en poids) ajoutées au 

tampon d'essai. Pour observer l'effet du M13 de type sauvage, une solution mère de M13 (3 × 

1015 phages/mL) a été préparée dans un tampon TBE 1× (tampon Tris-HCl 10 mM, pH 7,4, 

contenant 1 mM d'EDTA) et 0,12 µL ou 1,2 µL de cette solution a été ajouté à 100 µL de tampon 

d'essai pour obtenir 0,069 ou 0,697 mg/mL de phage. La concentration de phage en solution a 

été calculée en utilisant le poids moléculaire de M13 (1,2 × 107 Da). L'effet de la température sur 

l'activité de la lipase a été mesuré dans une plage de 24 à 70 °C. Alternativement, la BSLA native 
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et la BSLA avec phage ont été incubées à des températures de 24 - 80 °C pendant 20 minutes, 

puis l'activité  a été mesurée à température ambiante avec le phage-BSLA traité thermiquement. 

De plus, les BSLA natifs et les phages ont été incubés à 65 ºC pendant 2 à 20 min, puis l'activité 

a été mesurée à r.t. Les réactions ont été répétées en trois exemplaires. 

2.2 Exploration du potentiel de la distribution à l'échelle nanométrique par 

l'oligomérisation d'enzymes placées sur un modèle à l'échelle nanométrique 

2.2.1 Conception et concept des oligomères 

Le phage-BSLA a été choisi comme modèle à l'échelle nanométrique, tandis que les deux autres 

enzymes, la glucose oxydase (GOx) et la peroxydase de raifort (HRP), ont été attachées au 

phage scafold en utilisant des interactions non covalentes de haute affinité. Plus précisément, la 

HRP a été immobilisée sur protéine majeure de l'enveloppe de la P8 sous la forme d'un conjugué 

anticorps anti-P8-HRP. En revanche, la GOx-biotine a été immobilisée par l'intermédiaire d'un 

conjugué anti-P8-biotine et d'un lieur de streptavidine. Un tampon phosphate 10 mM pH 7,4 a été 

utilisé pour la préparation des échantillons et les tests enzymatiques. Le ratio BSLA-phage : GOx 

: HRP a été maintenu constant à 1 :1 :1 et la quantité d'anti-P8-biotine et de streptavidine a été 

modulée pour contrôler la densité de réticulation (Figure 7a). En bref, la GOx-biotine et l'anti-P8-

biotine ont été ajoutées au tampon phosphate (10 mM, pH 7,4), puis la streptavidine a été ajoutée. 

La solution a été incubée pendant 2 heures à température ambiante sur un rotateur. Ensuite, 

l'anti-P8-HRP a été ajouté, mélangé, et enfin le BSLA-phage a été ajouté. Puis la solution a été 

incubée pendant 2 heures à température ambiante sur un agitateur rotatif, puis conservée à 4 °C 

jusqu'à une analyse ultérieure. Un échantillon témoin a également été préparé en remplaçant le 

BSLA-phage par du BSLA libre en l'absence de lieurs. La première enzyme de la cascade, BSLA, 

hydrolyse le 6-O-acétyl glucose pour produire du D-glucose, qui est ensuite oxydé par GOx pour 

produire du peroxyde d'hydrogène. La HRP utilise ensuite ce peroxyde d'hydrogène pour 

convertir l'o-phényl diamine (oPD) en 2,3-diaminophénazine (DAP), qui peut être mesurée par 

spectroscopie.  

 

2.1.2 Cinétique de Michaelis-Menten des enzymes avant et après immobilisation                        

Une analyse cinétique de la HRP a été réalisée par spectrophotométrie. Des solutions mères de 

HRP (5 nM) et d'anti-P8-HRP (5 nM) avec le phage-BSLA (8,3 nM) ont été préparées dans un 

tampon phosphate 10 mM à pH 7,4. La concentration de l'oPD a varié dans la gamme de 0,03 à 
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2 mM tandis que la concentration de H2O2 était fixée à 1 mM dans les réactions. L'analyse 

cinétique de la GOx a été réalisée sous forme de réaction couplée avec la HRP en présence d'un 

excès d'anti-p8-HRP, de sorte que l'activité de la GOx soit l'étape limitant la vitesse de la réaction. 

Dans les conditions examinées ci-dessous, un excès de 3 fois l'anti-P8-HRP a été utilisé afin que 

la vitesse de réaction devienne indépendante de la concentration de HRP. Un échantillon en 

cascade a été préparé dans un tampon phosphate 10 mM pH 7,4 contenant 6,7 nM d'anti-P8-

biotine, 2 nM de streptavidine, 6,7 nM de GOx-biotine, 25 nM d'anti-P8-HRP sur 8,3 nM de phage-

BSLA. Des concentrations similaires de GOx-biotine et d'anti-P8-HRP ont été utilisées pour 

préparer une solution où l'anti-P8-biotine, la streptavidine et le phage-BSLA étaient absents. Pour 

mesurer la cinétique de la réaction, le D-glucose a été utilisé dans une gamme de 10-70 mM 

tandis que la concentration de l'oPD était fixe (30 mM). Dans tous les cas, la production de DAP 

a été mesurée à 415 nm (Ů415 =16,700 M-1-cm-1) en fonction du temps. L'analyse cinétique de la 

BSLA a été déterminée par l'hydrolyse de la 4-NPO. Une solution mère de 10 mM de 4-NPO dans 

du méthanol a été préparée. Des réactions avec différentes concentrations de la solution de 4-

NPO (0,05-4 mM) ont été préparées dans 0,1 mL de tampon d'essai (tampon phosphate 50 mM 

contenant 0,1% de gomme arabique et 0,36% de Triton X-100). La réaction a été initiée par des 

enzymes à une concentration finale de 343 nM de BSLA ou 64 nM de phage-BSLA et 

l'absorbance a été mesurée à 410 nm pour la production de 4-nitrophénol (coefficient d'extinction 

molaire 18 000 M-1-cm-1). Dans tous les cas, les échantillons témoins ne contenant pas d'enzyme 

ont été soustraits des données des échantillons correspondants pour tenir compte de la 

dégradation du substrat. Les réactions ont été répétées en trois exemplaires. 

2.2.3 Activité catalytique de l'enzyme simple et de l'enzyme en cascade en utilisant des 
oligomères 

Pour l'activité HRP de 1-5, des solutions de réaction ont été préparées avec 5 µL d'oPD (à partir 

d'un stock de 0.1 M dans PBS), 1 µL de H2O2 (à partir d'un stock de 0.1 M) dans 84 µL de PBS, 

et finalement 10 µL des solutions de stock de 1-5 (les échantillons de cascade assemblés) ont 

été ajoutés pour commencer la réaction. Pour l'activité GOx  HRP de 1 à 7, des solutions de 

réaction ont été préparées avec 5 µl d'oPD (à partir d'un stock de 0,1 M dans du PBS), 10 µl de 

D-glucose (à partir d'un stock de 0,1 M), dans 75 µl de PBS, et finalement 10 µl des solutions 

mères de 1 à 7 ont été ajoutés pour commencer la réaction. Pour le HRP BSLA GOx  des 

échantillons en cascade 1-7, des solutions contenant 25 µL d'oPD (à partir d'un stock de 0,1 M 

dans du PBS) et 25 µL de 6-O-acétyl-D-glucose (à partir d'un stock de 0,2 M dans du PBS) ont 

été préparées. La catalyse a été initiée par l'addition de 50 µL des solutions mères de 1-7. Dans 
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tous les cas, la production de DAP a été mesurée à 415 nm (Ů415 =16,700 M-1-cm-1) en fonction 

du temps. De plus, les échantillons témoins ne contenant pas d'enzyme ont été soustraits des 

données des échantillons correspondants pour tenir compte de la dégradation du substrat. Les 

réactions ont été répétées en triplicata.  

2.3 Mise au point d'une technique analytique pour l'analyse de substrats 

complexes : Suivi quantitatif et sans étiquette de la cinétique enzymatique par 

émission de térahertz  

2.3.1 Configuration optique Térahertz 

Le composant clé du montage optique térahertz est la plaque de détection, composée d'une 

couche de Si (600 nm d'épaisseur) déposée sur un substrat de saphir de 500 µm d'épaisseur. La 

couche supérieure s'oxyde naturellement en SiO2 (épaisseur de ~3 nm ; figure 2). Le faisceau 

de la pompe optique frappe la plaque de détection à un angle d'incidence de 45º dans l'air, depuis 

le côté saphir, ce qui permet à la plaque de détection d'être parallèle à la table optique. Un porte-

échantillon en plastique a été fabriqué par impression 3D et fixé à la plaque de détection avec un 

adhésif résistant à l'eau. Le rayonnement THz est généré à travers la couche de Si par 

l'accélération des porteurs libres par le champ de déplétion.  

 

 

Figure 2 : L'émission THz émane d'une " plaque de détection " composée d'un film SiO2/Si déposé sur un 
saphir de qualité laser. Une couche d'appauvrissement est formée près de la limite SiO2/Si en raison de la 
flexion de la bande et donne lieu à un champ électrique local (ű2 - ű1). Lorsqu'un laser femtoseconde frappe 
la plaque de détection, des porteurs sont générés dans le film de Si, qui sont ensuite accélérés par ce champ. 
Cela génère une impulsion THz dans la direction spéculaire de la réflexion. L'amplitude du signal THz est 
influencée par l'échantillon, car la finesse de la couche de SiO2 rend ű2 sensible à la composition chimique 
de l'échantillon. 

2.3.2 Surveillance de l'activité enzymatique à l'aide du dispositif optique THz 
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L'activité de l'enzyme Candida antactica lipase B (CALB) avec quatre substrats " optiquement 

inactifs ", dont le butyrate de méthyle (BuOMe), l'acétate d'éthyle (AcOEt), l'octanoate de méthyle 

(OcOMe) et l'acétate de benzyle (AcOBn), a été comparée aux données obtenues par 

spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN 1H). Les réactions pour CALB ont été 

réalisées dans un tampon phosphate 50mM, pH 8, contenant 0,1 vol% de Triton X-100 et 0,36% 

en poids de gomme arabique. À titre d'exemple représentatif, 168 µL de tampon de dosage ont 

d'abord été placés sur la plaque de détection. L'amplitude du signal THz a été enregistrée à 

intervalles de 9 secondes. Une fois que le signal THz est devenu stable (~2 minutes), 2,1 µl de 

BuOMe (pour atteindre une concentration finale de 100 mM) ont été ajoutés au puits d'échantillon 

et mélangés avec l'embout de la pipette pendant que l'amplitude THz était enregistrée en continu. 

Après environ 1 à 2 minutes, le signal THz est devenu stable, mais a été surveillé pendant 5 

minutes pour visualiser un signal clairement stable. À ce stade, la réaction enzymatique a été 

initiée en ajoutant 5 µL de CALB (à partir du stock de 0,35 mM dans le tampon d'essai) pour 

atteindre une concentration finale de 9,7 µM. L'amplitude du THz a été surveillée jusqu'à ce que 

la réaction soit terminée (environ 10 minutes). Ce processus a été adapté pour obtenir différentes 

concentrations de substrat, et répété pour tous les autres substrats.  

3. RÉSULTAT ET DISCUSSION 

3.1 L'effet du modelage sur un modèle à l'échelle nanométrique, et l'influence de ce modèle 
sur la distribution des nanoparticules en solution 

 

Nous avons affiché la BSLA sur le bactériophage M13, le phage filamenteux le plus couramment 

utilisé pour la technologie d'affichage des phages. De plus, les lipases sont largement utilisées 

dans l'industrie et les réactions typiques des lipases se produisent dans des émulsions 

organiques-aqueuses. BSLA était donc un excellent modèle pour étudier l'influence du phage 

scafold sur l'activité enzymatique dans des solutions colloïdales complexes. Le système 

phagemid permet non seulement d'élargir la taille limite de la protéine affichée, mais aussi de 

maintenir un niveau d'affichage faible, de sorte que les protéines d'enveloppe de type sauvage 

conservent leur fonction naturelle. Dans notre cas, de zéro à une copie de BSLA a été affichée 

pour cinq copies de pIII, de sorte que le phage a encore restauré son ineffectivité ; cependant, en 

raison du niveau d'affichage variable, il était difficile d'estimer la concentration exacte de BSLA. 

Comme nous avons observé que le phage-BSLA et le BSLA libre donnaient une valeur KM 
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similaire pour l'hydrolyse de la 4-NPO à l'état d'équilibre (0,42 ± 0,06 et 0,4 ± 0,1 mM pour le 

BSLA natif et le phage-BSLA respectivement) (Figure 3a).  

 

Figure 3 : Caractérisation du phage affiché BSLA. (a) Analyse Western Blot avec anticorps 
monoclonal anti-M13 p3 de souris (M : échelle de poids moléculaire, voie 1 : phage 
affiché BSLA, voie 2 : M13 de type sauvage, voie 3 : phage auxiliaire M13KO7). (b) 
Tracé de Lineweaver-Burke pour déterminer le KM du phage affiché BSLA. Les 
données sont présentées sous forme de moyenne ± SD (n = 3).  

Ces résultats sont similaires aux données publiées par d'autres, 28  et suggèrent que la fusion de 

BSLA sur la capside du phage n'a pas influencé l'affinité du substrat et que BSLA est 

correctement repliée. Cependant, comme la concentration de BSLA dans les échantillons de 

phage était difficile à estimer (en raison du niveau d'affichage variable), la concentration de BSLA 

native et de BSLA fixée sur le phage a été ajustée de façon empirique pour obtenir des taux de 

réaction similaires qui convenaient à l'analyse. Ensuite, les valeurs de Vmax déterminées à partir 

de cette analyse ont été converties en nombres de rotation kcat (mole de produit formé par mole 

de BSLA par seconde), pour comparer l'activité enzymatique sur une base molaire. Pour le 

phage-BSLA, le kcat est rapporté au nombre de phages en solution, ce qui surestime la 

concentration en enzyme. La kcat a été trouvée à 1,28 s-1 et 5,6 s-1 pour BSLA et phage-BSLA, 

respectivement. Une augmentation similaire de la kcat a été observée par Dröge et al. (18 s-1 et 

84 s-1, respectivement, pour la lipase libre et la lipase affichée par le phage).28 Ainsi, en 

conjonction avec l'analyse Western Blot (Figure 3a), l'augmentation de kcat dans ces échantillons 

de phage, lorsqu'elle est normalisée à la concentration molaire de BSLA ou de phage, suggère 

que la BSLA affichée par le phage est substantiellement plus active que sa forme libre en solution.  

Pour mieux comprendre ces différences, des expériences ont été réalisées pour évaluer l'effet de 

l'affichage du phage sur les profils d'activité de l'enzyme en fonction du pH et de la température, 

ainsi que sur sa distribution à l'échelle nanométrique dans le tampon d'essai colloïdal. L'activité 



xviii 
 

optimale de la lipase de la souche 168 de Bacillus subtilis est de pH 10, alors qu'un pH optimal 

de 8-9 a été signalé pour les lipases de certaines espèces de Bacillus (Ma et al., 2006 ; Nawani, 

Khurana, & Kaur, 2006). Comme l'illustre la figure 4a, l'activité de la BSLA, qu'elle soit libre ou 

attachée à un phage, est optimale dans cette gamme de pH. L'ajout de NaCl 0,5 M à ces solutions 

a donné des conclusions similaires, bien que les valeurs absolues de l'activité aient augmenté 

d'un facteur de 2 à 4 pour le phage-BSLA (Figure 4b).  

 

Figure 4 :  Profils pH-activité pour BSLA et phage-BSLA. L'activité a été mesurée soit dans le tampon 

d'essai (a), soit dans le tampon d'essai complété par 0,5 M NaCl (b). Les données sont 
présentées en tant que moyenne + SD (n = 3).  

Afin de déterminer si l'affichage phagique modifiait la stabilité de l'enzyme, l'activité catalytique a 

été mesurée à différentes températures, ainsi qu'à température ambiante après une pré 

incubation à une température donnée pendant 20 min. Dans la figure 5a, l'activité a augmenté 

en fonction de la température pour les deux formes de BSLA, et une augmentation de 2 à 3 fois 

de l'activité a été observée entre la température ambiante et 65°C pour les deux échantillons. 

Aucun effet important du phage display sur l'activité dépendant de la température n'a été observé. 

Ensuite, les enzymes ont été incubées pendant 20 minutes à différentes températures, puis 

l'activité a été mesurée (Figure 5b). Les résultats montrent que les deux formes de BSLA 

commencent à perdre leur activité à 30°C, et que l'activité diminue progressivement avec la 

température. Aucune différence évidente n'a été observée entre BSLA et phage-BSLA. En ce qui 

concerne la stabilité à haute température, la BSLA et le phage-BSLA ont été incubés à 65°C 

pendant différents temps, puis l'activité a été évaluée à t.r. (Figure 5c). Les résultats montrent 

que la BSLA native perd ~33% d'activité en 2 min, mais reste stable par la suite. En revanche, le 

phage-BSLA a perdu la plupart de son activité en 10 minutes, ce qui suggère qu'un autre 

mécanisme de perte d'activité pourrait être en jeu.  
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Figure 5 :  Stabilité thermique de BSLA et de phage-BSLA. (a) Activité catalytique mesurée en fonction 
de la température. (b) Activité catalytique mesurée au r.t., après une pré-incubation à 
température variable pendant 30 minutes. (c) Activité catalytique mesurée au r.t. après une 
pré-incubation à 65°C pendant différents temps. Les données sont présentées sous forme de 

moyenne + écart-type (n = 3). BSLA, Bacillus subtilis Lipase A ; r.t., température ambiante. 

 

Étant donné que l'affichage du phage ne semble pas affecter l'environnement local ou la stabilité 

de la BSLA, l'activité accrue de la BSLA-phage par rapport à la BSLA libre pourrait résulter d'une 

distribution différente à l'échelle nanométrique dans le tampon d'essai hétérogène. Par exemple, 

l'accumulation près des micelles riches en substrat pourrait entraîner une activité accrue.  

 

 

Figure 6:  Effet du sel, du PEG et du phage de type sauvage sur l'activité catalytique. Influence du NaCl 

(a), du PEG 8 kDa (b), et du M13 de type sauvage (c) sur l'activité catalytique de BSLA et du 
phage-BSLA. Les données sont présentées en tant que moyenne + SD (n = 3). BSLA, Bacillus 
subtilis Lipase A ; PEG, poly (éthylène glycol). 
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Pour caractériser cette possibilité, l'effet de la concentration en sel sur l'activité enzymatique a 

été évalué tout en maintenant un pH constant de 8. L'activité de la BSLA a augmenté d'un facteur 

de ~16 sur la gamme de concentration en sel examinée, alors que l'activité moyenne de la phage-

BSLA est restée constante sur cette même gamme (Figure 6a). Ce résultat suggère que la BSLA 

et la phage-BSLA se trouvent dans des environnements nanométriques qui répondent très 

différemment au sel, ce qui pourrait être à l'origine de l'activité apparente plus élevée de la phage-

BSLA par rapport à la BSLA native. En effet, une explication possible de cette observation est 

que le phage-BSLA peut être partiellement associé aux micelles de gomme arabique/ Triton-X 

(qui contiennent le substrat hydrophobe 4-NPO) et que la présence du BSLA est plutôt 

prédominante dans la phase aqueuse où la concentration du substrat est beaucoup plus faible. 

Ainsi, une augmentation de la concentration en sel pousserait la BSLA de la phase aqueuse vers 

les micelles, ce qui s'apparente à un effet de relargage. Pour valider cette hypothèse, du poly 

(éthylène glycol) (PEG, 8 kDa) a été ajouté au tampon d'essai, en raison de sa capacité connue 

à exercer un effet de volume exclu sur les protéines en solution. L'ajout de PEG 8 kDa à la solution 

devrait chasser les protéines et les phages de la phase aqueuse (c'est la prémisse de la 

précipitation des protéines et des phages induits par le PEG), et potentiellement vers l'interface 

des micelles. Comme l'illustre la figure 6b, l'activité de la BSLA a progressivement augmenté 

pour atteindre le triple de sa valeur initiale après l'ajout de PEG, ce qui suggère une redistribution 

de la BSLA vers les micelles riches en substrat. En revanche, l'activité de la phage-BSLA n'a pas 

été affectée par la présence de PEG. Ces résultats combinés suggèrent que la différence 

d'activité entre BSLA et phage-BSLA réside principalement dans l'association préférentielle du 

phage-BSLA avec les micelles de substrat. Enfin, pour valider que les phages eux-mêmes 

n'affectent pas d'une manière ou d'une autre l'activité, par exemple en modifiant la structure des 

micelles contenant le substrat, le phage M13 de type sauvage a été ajouté au tampon de test. En 

effet, alors qu'une augmentation rapide de l'activité de la BSLA libre a été observée après l'ajout 

d'une petite quantité de phage, l'augmentation globale de l'activité était faible (< ~1,5 fois) et s'est 

rapidement stabilisée à une concentration plus élevée de phage (Figure 6c). Dans l'ensemble, 

ce travail illustre que le microenvironnement et la stabilité de BSLA ne semblent pas être 

intrinsèquement affectés par l'affichage du phage, bien que le phage ait modifié la distribution à 

l'échelle nanométrique de BSLA dans le tampon d'essai micellaire. 

 

3.2 Exploration du potentiel de la distribution à l'échelle nanométrique par 
l'oligomérisation d'enzymes placées sur un modèle à l'échelle nanométrique 
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Conception et concept des oligomères 

Après avoir considéré que ni le microenvironnement ni la stabilité de BSLA n'étaient affectés par 

la présence du phage, nous avons présenté dans le deuxième chapitre un modèle de cascade 

de trois enzymes, où les trois enzymes étaient immobilisées sur le même phage. GOx-biotine a 

été immobilisée sur la protéine d'enveloppe majeure P8 du phage-BSLA via un conjugué anti-P8-

biotine et une liaison streptavidine. En raison de l'une des plus fortes interactions non covalentes 

connues dans la nature rapportée à ce jour (l'affinité de liaison, Ka, est de ~1015 molL-1) 29-31, le 

complexe streptavidine-biotine est largement utilisé dans divers outils biologiques, notamment 

pour les étiquettes d'affinité, la détection et l'immobilisation des protéines et les applications de 

détection biochimique, en particulier dans l'identification de nouvelles cibles médicamenteuses 

possibles 32. Cette plateforme de conjugaison a été considérée comme idéale pour étudier les 

possibilités et les limites des réactions en cascade déclenchées par les phages, en raison de la 

commodité de maintenir constant le ratio des enzymes, tout en contrôlant le degré de réticulation 

des phages via les quantités relatives de streptavidine et d'anti-P8-biotine (figure 7).  
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Figure 7 :  Illustration de la cascade de phages ®tudi®e dans cette ®tude. (a) Stîchiom®trie des 

composants utilisés pour assembler les cascades. (b) Analyse NTA de BSLA-phage et 2. 

 

La caractérisation de l'immobilisation de l'enzyme a été suivie par une analyse de suivi des 

nanoparticules (NTA). L'analyse de BSLA-phage par NTA révèle une population d'espèces 

monomères en solution, avec une taille de ~125 nm. L'analyse de l'échantillon 2 (non réticulé) a 

montré plusieurs populations d'espèces en solution, avec des populations majeures à ~140 nm 

190nm, 235 nm. Considérant que le diamètre hydrodynamique (DH) approximatif d'un anticorps 

de la famille des immunoglobulines G est de ~12 nm, l'augmentation de 125 à 140-235 nm reflète 

approximativement l'addition des composants au phage (anti-P8-HRP, anti-P8-biotine, 

streptavidine, GOx-biotine). 

 

Effet direct de l'immobilisation des phages 
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Pour évaluer l'effet de l'immobilisation des enzymes sur la matrice phagique, une analyse de 

Michaelis-Menten a été réalisé (Figure 8. En général, l'immobilisation des enzymes sur la matrice 

phagique a eu un effet intrinsèque sur l'activité de toutes les enzymes, comme l'indique une faible 

augmentation du KM. Ceci pourrait éventuellement suggérer une petite perturbation structurelle 

de la protéine conduisant à une distorsion du site catalytique. Les valeurs obtenues sont similaires 

à celles trouvées dans la littérature pour ces enzymes/substrats. 28,33,34 De plus, une augmentation 

d'environ 3 fois de la kcat a été observée pour la HRP, alors que la kcat de GOx n'a pas été 

modifiée par l'immobilisation sur le phage. Une augmentation d'environ 6 fois de la kcat a été 

observée pour BSLA, ce qui est cohérent avec des observations antérieures lors de l'utilisation 

de solutions micellaires d'octanoate de 4-nitrophényle (4-NPO) comme substrat.34 Augmentation 

de kcat a été rationalisée par une interaction préférentielle du phage BSLA avec les micelles du 

substrat, par rapport au BSLA seul.  

 

 

 

Figure 8 : Caractérisation individuelle des propriétés des trois enzymes immobilisées sur la matrice 
phagique. Graphiques de Michaelis-Menten pour (a) HRP, (b) GOx, et (c) BSLA. (d) Paramètres 
de Michaelis-Menten. Notez que les graphiques a-c sont normalisés à une concentration 
d'enzyme de 1 nM, pour faciliter la comparaison. Données présentées en tant que moyenne + 
ou ± SD (n = 3).  
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Effet de la réticulation du phage et de la densité de greffage    

Pour mieux comprendre l'influence de la modélisation phagique sur les enzymes pour les sept 

différents systèmes de cascade de la Figure 7, les propriétés catalytiques de la HRP ont été 

évaluées par l'ajout d'oPD et de H2O2, tandis que le couple GOx HRP a été évalué par l'ajout 

de glucose et d'oPD. Enfin, la cascade entière a été analysée par l'ajout de 6-O-acétyl glucose et 

d'oPD. Comme l'illustre la figure 9a, l'augmentation du degré de réticulation (échantillons 2 à 5) 

a produit une augmentation de 1,2 à 1,6 fois de l'activité du HRP par rapport à l'échantillon 1 

(solution). Compte tenu du grand nombre de copies et de la charge négative de la principale 

protéine d'enveloppe de la P8, ces résultats pourraient suggérer que l'amélioration reste un effet 

intrinsèque de l'immobilisation sur l'activité de la HRP,35 peut-être due à une acidification locale, 

comme on le soupçonne de se produire sur d'autres modèles à charge négative. 36 Analyse de la 

paire de HRP  GOx en utilisant le D-Glucose comme substrat pour initier la cascade a conduit 

à l'observation que le taux de production de DAP a diminuée par rapport à l'utilisation de la HRP 

seule. Cela suggère que la GOx est l'enzyme la plus lente des deux et qu'elle limite donc la 

vitesse de la cascade. Les échantillons non réticulés (2) et réticulés à l'intérieur des phages (3) 

n'ont montré qu'une augmentation d'un facteur 1,5 du taux de catalyse, tandis que la réticulation 

entre les phages a conduit à une augmentation d'un facteur 3 du taux de catalyse (échantillon 5) 

par rapport aux enzymes libres en solution (Figure 9b). Les taux de catalyse plus élevés observés 

lors de la réticulation inter-phages (4 et 5) suggèrent que le microenvironnement dans lequel 

évolue GOx est plus acide, en raison de la plus grande proximité de l'enzyme avec la matrice 

phagique chargée négativement (due à la réticulation). L'augmentation du degré de greffage de 

la GOx et de la HRP sur la matrice phagique (échantillon 7) a conduit à une augmentation du 

taux absolu de catalyse (Figure b) et à la disparition de la phase transitoire avant d'atteindre la 

cinétique de l'état stable. Dans ces conditions de greffage plus élevées, une augmentation 

d'environ 1,3 fois de l'activité est maintenue par rapport au contrôle en solution (6). L'analyse de 

la cascade BSLA GOx  HRP  en utilisant le 6-O-acétyl glucose pour initier l'ensemble de la 

cascade (Figure 9c), pour les échantillons 2-4, une augmentation de l'activité catalytique de ~1,4-

1,9 fois a été observée qui était indépendante de la densité de réticulation. Cependant, 

l'échantillon 5 a présenté une augmentation de l'activité de 4,6 fois, ce qui indique que la 

réticulation interphagique a un effet bénéfique sur la cascade. Les résultats combinés de cette 

étude indiquent que la cascade de trois enzymes, BSLA GOx HRP, peut en effet être 

améliorée par rapport aux enzymes libres en solution par le modelage sur un phage. Cette étude 

de preuve de concept suggère que les systèmes de cascade d'enzymes modélisés par des 

phages peuvent être des plateformes prometteuses pour la fabrication écologique, bien que la 
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prédiction de l'effet des effets micro-environnementaux sur toutes les enzymes puisse être un 

défi. 

 

 

Figure 9 :  Réactions en cascade. a) Schéma de l'ensemble de la réaction en cascade. b) Graphique de 
la formation du produit en fonction du temps par tous les échantillons assemblés pour b) 
HRP, c) GOx-HRP, d) BSLA-GOx-HRP. Comparaison de l'activité enzymatique parmi les 
échantillons assemblés e) HRP f) GOx-HRP g) comparaison de l'activité BSLA-GOx-HRP.  

 

3.3 Suivi quantitatif et sans marqueur de la cinétique enzymatique à l'aide de l'émission de 

térahertz 

La cinétique de la lipase vers les substrats non optiques, BuOMe et AcOEt) a été suivie par la 

technologie d'émission THz. Une expérience illustrative utilisée pour mesurer l'activité catalytique 

de la lipase vers le substrat, BuOMe, est présentée dans la Figure 10. Le signal initial (impulsion 

THz) correspondant au tampon d'essai stable dans le temps et normalisé à zéro. Lors de l'ajout 

du substrat, une forte augmentation a été observée en raison de l'équilibre entre le BuOMe en 

solution et celui adsorbé sur le film de SiO2 ("Eq." dans la Figure 10a, b ; régi par l'équilibre 1). 
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Par la suite, un plateau a été atteint, la composition chimique dans la région affectant l'amplitude 

THz ("région de détection") reflétant celle de la solution brute. L'ajout de lipase produit un 

deuxième changement brusque de l'amplitude THz causé par l'adsorption de la lipase (équilibre 

2) sur le film de SiO2, la réaction enzymatique se produisant à cet endroit, et l'équilibre du produit 

résultant entre la plaque de détection et la solution (équilibre 3). Dans la "région d'analyse" 

suivante, la réaction enzymatique devient l'étape limitant la vitesse du système et peut être 

utilisée pour la quantification, jusqu'à ce qu'un plateau final soit observé lorsqu'il ne reste plus de 

substrat. Pour la quantification du produit, l'amplitude THz (µV) est nécessaire pour convertir en 

unités de concentration, les courbes d'étalonnage pour le substrat et le produit ont été établies à 

partir des plateaux 'Substrat' et 'Produit', respectivement, en faisant varier la concentration initiale 

des substrats (Figure 10c pour BuOMe et 10d pour AcOEt). 

 

Figure 10 : (a) Influence des équilibres de l'échantillon et des réactions chimiques sur l'amplitude de 
l'émission THz. (a) Équilibres impliquant le substrat (S), l'enzyme (E) et les produits (P) ainsi 
que les réactions ayant un effet sur l'émission THz. (b) Déroulement typique d'une expérience 
utilisée pour mesurer l'activité de la lipase vers le BuOMe. Courbes de l'amplitude THz 
mesurée au "plateau du substrat" et au "plateau du produit" en fonction de la concentration 
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de BuOMe (c) et d'AcOEt (d). Ces courbes linéaires sont utilisées pour convertir l'amplitude 
THz en unités de concentration de produit. Données présentées sous forme de moyenne + 
écart-type, n = 3. 

 

La concentration molaire du produit à un moment donné peut être extraite de l'amplitude THz 

brute selon l'équation suivante, de sorte que la cinétique de la réaction peut être comparée à 

d'autres techniques analytiques.   

╟◄
╣╗◑◄ ♪╢

♫ ♪
 

où [P]t est la concentration du produit au temps t (en mM), THzt est l'amplitude THz au temps t 

(en µV), [S]0 est la concentration du substrat au temps zéro (en mM),  est la pente de la courbe 

d'étalonnage du substrat (µV/mM), et  est la pente de la courbe d'étalonnage du produit 

(µV/mM). Pour la comparaison, la cinétique de la réaction a été également suivie par 

spectroscopie RMN 1H, via l'intégration des pics correspondant aux molécules de produit en 

fonction du temps. De façon remarquable, les valeurs mesurées de KM étaient très similaires pour 

les deux techniques, tandis que kcat était ~2-6 fois plus élevé lorsqu'il était mesuré par émission 

THz. 
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Figure 11 : Plots de Michaelis-Menten des données obtenues par émission THz et spectroscopie RMN 1H 

BuOMe (a) ou AcOEt (b) utilisés pour déterminer les paramètres enzymatiques kcat et KM. Le 
tableau montre les paramètres cinétiques obtenus par émission THz et comparés à ceux 
obtenus par RMN. Les données sont présentées sous forme de moyenne + écart-type, n = 3. 

 

La reproductibilité des données THz et la grande linéarité des courbes d'étalonnage suggèrent 

que l'émission THz peut être utilisée comme un outil quantitatif. En ce qui concerne la différence 

avec le résultat de la RMN 1H, l'hyperactivation des lipases a été signalée dans certaines 

publications lorsque l'enzyme est adsorbée sur une surface hydrophobe, entraînant une 

augmentation de l'activité d'environ 3 fois pour certains substrats 37,38 Les lipases ont en effet une 

grande affinité pour les surfaces hydrophobes (comme la plaque de détection recouverte de 

molécules de substrat ester hydrophobe), ce qui les place dans un environnement localement 

hydrophobe. L'analyse de la technologie d'émission THz de la figure 11 à l'aide d'un modèle de 

Hill (plutôt que Michaelis-Menten) a produit des ajustements fiables aux données (R2 >0,98) et a 

indiqué une déviation de la cinétique de Michaelis-Menten. Le "coefficient de coopérativité", n, 

était supérieur à un, ce qui a été interprété comme une altération potentielle de la structure 

moléculaire de l'enzyme lors de son immobilisation sur la plaque de détection 39 Notez que 

lorsque n = 1, l'équation de Hill se réduit à l'équation de Michaelis-Menten. Cela expliquerait donc 

les taux de réaction plus élevés observés par l'émission THz, sans effet sur KM/K0,5. Dans 

l'ensemble, ces résultats confirment que la technologie d'émission THz est sensible aux 

changements chimiques et peut être utilisée pour le suivi quantitatif des réactions chimiques. 

Pour illustrer le potentiel de l'émission THz pour surveiller qualitativement les processus 

catalytiques dans des échantillons complexes, de la lipase a été ajoutée à un échantillon de lait 

de vache entier, qui est un substrat complexe composé de variétés de graisses, de protéines, de 

sucres et de sels, difficile à analyser par les techniques analytiques habituelles.  
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Figure 12 :  Activité de la lipase dans le lait entier et activité de la peroxydase de raifort par la technologie 
d'émission THz. (a) Changements du pH et de l'amplitude THz du lait de vache entier exposé 
à la CALB (n = 1). (b) Vitesses de réaction en fonction de la concentration utilisées pour 
déterminer les paramètres cinétiques enzymatiques de la peroxydase du raifort par analyse 
de Michaelis-Menten par émission THz et absorption optique (UV/Vis). Données présentées 
sous forme de moyenne + écart-type, n = 3-4. 

 

L'ajout de CALB au lait entier (figure 12a) a entraîné une augmentation de l'amplitude THz due 

à l'hydrolyse des molécules de graisse. Cela a coïncidé avec une diminution du pH de 6,8 à 5. 

Ensuite, un plateau de l'amplitude THz a été observé en raison de la consommation complète de 

la graisse dans l'échantillon, et aucune autre évolution du pH n'a été observée. 

Remarquablement, à 40 minutes, une seconde augmentation de l'amplitude THz a été observée 

en raison de la gélification du lait causée par la déstabilisation des micelles de caséine induite 

par l'acide. La gélification produit un changement important dans la micro/nanostructure de la 

solution, influençant ainsi les interactions chimiques avec la plaque de détection. Ainsi, en plus 

de détecter les changements chimiques dans cet échantillon complexe, l'amplitude de l'émission 

THz était sensible aux changements physiques qui peuvent être importants pour certains 

processus industriels. Enfin, pour illustrer que cette technique d'émission THz est applicable à 

d'autres systèmes enzymatiques, l'oxydation de l'oPD par la peroxydase de raifort et le H2O2 a 

été mesurée, et comparée aux données obtenues par absorbance optique. Comme l'illustre la 

figure 12b, les paramètres cinétiques obtenus par l'analyse de Michaelis-Menten étaient 

hautement comparables par les deux techniques, et les effets induits par l'immobilisation, tels que 

ceux observés pour la lipase, n'étaient pas présents. Ces données prouvent que la technologie 

d'émission THz peut être appliquée à d'autres systèmes enzymatiques.  

4. CONCLUSION  


