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INTRODUCTION

Le sol est un systéme poreux présentant trois
phases : solide, liquide, gaz. Ceci représente un milieu tres

particulier pour 1l'activiteé biologique.

En effet, la majorité des recherches en biologie
se fait en milieu liquide (tube a essai du biochimiste ou du
microbiologiste). On congoit aisement que ce type d'etude
puisse facilement s'appliquer aux écosystémes aquatiques. Par
contre, les facteurs physicochimiques intervenant dans
l'écologie des microrganismes du sol ne vont pas déependre
uniquement de la composition de la solution aqueuse.

Trois nouveaux parametres liés a la porosité du

milieu interviennent :

- un facteur steérique lié 3 la forme et a

la dimension des pores,

- un facteur hydrique lié a la présence ou
non d'une phase aqueuse dans ces pores,

- un facteur interfacial 44 au fait que la
phase solide délimitant ces pores
présente une grande surface adsorbante.

La prise en compte de tous ces facteurs rend le
probleéme tres complexe. Il est pourtant un aspect de l'activité
biologique des sols pour lequel il est legitime de privilegier
le facteur interfacial : l'activite des enzymes exocellulaires.



Les enzymes exocellulaires jouent un role treés
important dans les sols. En effet, les eléments neécessaires a
la vie C, N, S et P participent a des cycles biogéochimiques
dans lesquels ils sont successivement incorporés dans des

molécules biologiques puis libéres.

Les microrganismes réalisent la majeure partie
des degradations permettant la restitution de ces eléments sous

une forme assimilable.

Or les microrganismes ne peuvent faire passer les
macromolécules du milieu extérieur au travers de leur membrane
pour les dégrader dans le milieu intracellulaire. Ils doivent
donc excréeter des enzymes exocellulaires qui vont dégrader ces
polyméres en monomeres constitutifs (cellulases, protéases) ou
liberer certains groupements (arylsulfatases, phosphatases). Il
peut alors exister des perméases membranaires specifiques de
ces petites molecules permettant leur transfert a l'intérieur

de la cellule.

Les enzymes exocellulaires du sol se trouvent
donc, cas assez rare en biologie, dans un milieu exterieur non
controlé comme le serait un milieu intérieur. Elles vont en
particulier se trouver en presence de certains minéraux aux
surfaces fortement chargees et de grande aire specifique, les
argiles, et qui vont donc montrer une grande capacite
d'adsorption vis-a-vis de ces enzymes. Cette adsorption va

entralner une perturbation du fonctionnement enzymatique.

Mais si les caracteristiques de cette
modification du fonctionnement enzymatique sont assez
unanimement reconnues (en particulier le deplacement de
l'optimum d'activite vers les pH alcalins), il en va autrement
des explications de ce phenomene (concentration des protons a

la surface de l'argile ou modification de conformation de

l'enzyme).



L'objet de cette etude est donc d'apporter une
contribution a la connaissance des mécanismes responsables des
modifications de l'activité des enzymes adsorbees.



CHAPITRE 1

INTERACTIONS ENTRE LES ENZYMES ET LES ARGILES :

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1. INTRODUCTION

De nombreuses revues bibliographiques ont deja
eté publiees sur ce sujet (DURAND, 1965 ; SKUJINS, 1976 ;
BURNS, 1978 ; THENG, 1979 ; BURNS ; 1984).

Une importante partie des publications citees
dans ces revues concerne l'activite enzymatique naturelle des
sols. Nous ne nous y intéresserons pas car, l'objet de cette
thése éetant d'étudier les mécanismes expliquant 1les
perturbations de l'activité enzymatique dues aux argiles, ceci
implique que l'on puisse comparer l'activitée de l'enzyme libre
et celle de 1l'enzyme adsorbee. En conséquence, nous
restreindrons notre éetude aux travaux portant sur des enzymes
préalablement isolees a partir de microrganismes ou de tissus,

et que l'on peut ajouter a des suspensions d'argile.

1.2. ADSORPTION DES PROTEINES SUR LES ARGILES

1.2.1. CINETIQUE DE L'ADSORPTION

Le phenomene est trés rapide. Selon ARMSTRONG et
CHESTERS (1964), 90 % de l'adsorption maximale est atteinte en
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Figure 1.1. : Variation de d(001) avec la
quantité de lysozyme adsorbée
par la montmorillonite.

(Mc LAREN et al, 1958)



3 minutes. Cet ordre de grandeur est confirme par d'autres
auteurs (Mc LAREN et al, 1958 ; MORGAN et CORKE, 1976). SIMPSON

et HUGHES (1978) consideérent que l'équilibre est atteint au

bout d'une heure.

1.2.2. DONNEES OBTENUES PAR DIFFRACTION DES RAYONS X

La présence de protéines augmente la distance
interfeuillets de la montmorillonite (TALIBUDEEN, 1955 ; Mc
LAREN et al, 1968 ; HARTER et STOTZKY, 1973 ; ALBERT et
HARTER, 1973 ; SIMPSON et HUGHES, 1968).

HARTER et STOTZKY (1973) montrent, en comparant
des donnees obtenues par diffraction des RX et par microscopie
électronique, que la caséine, la chymotrypsine, le lysozyme,
l'ovomucoide et la catalase s'adsorbent sur les surfaces
basales de la montmorillonite. Seule, 1la pepsine, de point
isoelectrique bas, semblerait s'adsorber sur les surfaces

laterales.

L'interpretation des distances entre les
feuillets des complexes montmorillonite-protéine varie selon

les auteurs.

Selon Mc LAREN et al. (1958) la distance d(001)
augmente progressivement avec la quantite de'lysozyme adsorbe
(figure 1.1.). Ils interpretent cette distance d(00l) comme une
valeur moyenne reflétant la présence de feuillets ayant
intercalé la protéine et d'autres ne l'ayant pas intercalée.

Travaillant également sur le lysozyme, ARMSTRONG
et CHESTERS (1964) estiment par contre que l'etroitesse des
pics de diffraction est incompatible avec l'interprétation
précedente. Pour expliquer les variations de d(001) avec la
quantité de protéines fixées, ils considérent que la molécule
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de lysozyme a une forme ellipsoidale et qu'elle peut s'adsorber

(figure 1.2) :

- soit avec le grand axe parallele a la
surface : en couches monomoléculaires,
puis en couches bimoleculaires quand la
quantité de protéines fixdes s'accrolit,

- soit avec le grand axe perpendiculaire a
la surface et en couches bimoléculaires
aux plus fortes quantités fixees.

Commentant les travaux de Mc LAREN (1958), THENG
(1979) fait remarquer que les points obtenus sur la figure 1.1
l'ont été pour des valeurs de PH variant entre 1,9 et 10,3 et
des forces ioniques allant de 0,0375 i 0,1375 M. Dans ces
conditions des changements de conformation de la protéine
peuvent également rendre compte des résultats observees.

Enfin, SIMPSON et HUGHES (1978), en etudiant les
complexes montmorillonite-arylsulfatase, montrent que
l'espacement basal d(00l1) est de 1,9 nm, ce qui ne laisse
qu'une épaisseur de 0,9 nm pour la protéine. Or le diametre de
celle-ci peut etre estimé a 5 nm en solution. Ils concluent
donc a une dénaturation de cette enzyme lors de son adsorption.

1.2.3. NATURE DES FORCES IMPLIQUEES DANS L 'ADSORPTION

1.2.3.1. Forces électrostatiques

Mc LAREN et al (1958) ont montre que la
saturation des surfaces de montmorillonite par le lysozyme
entrainait la libération de 1la Presque totalité du sodium
echangeable. Ce mécanisme d'échange ionique est confirme par
ALBERT et HARTER (1973) qui récupeérent une quantité de sodium
correspondant a 97 % de la capacite d'échange d'une smectite
lorsqu'ils ajoutent du lysozyme dans le rapport pondéral 2 : 1

(protéine : argile).



Quantita adsorbée (g.g_l)

Figure 1.3. : Relation entre la quantité maximale
de protéine adsorbée par la montmoril-
lonite et le pH de la suspension.

Les lignes verticales en pointilleé
indiquent le point isoélectrique
des protéines

Ch
Ge
He
La
Ly
Pe

chymotrypsinogéne
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hémoglobine
B-lactoglobuline
lysozyme

pepsine

(Mc LAREN, 1958)



HAMZEHI et PFLUG (1981) etudient 1'adsorption de
5 enzymes sur 3 argiles sodiques : la kaolinite, 1la
palygorskite et la montmorillonite dont les capacités d'échange
cationique croissent dans cet ordre. Ils observent que pour

toutes les enzymes la quantité maximale adsorbée suit ce

classement.

HARTER et STOTZKY (1971) étudient 1'influence de
l'ion compensateur de la charge de la montmorillonite sur la
quantité de protéines adsorbées. Ils trouvent que cette

+ 2+ 3+

quantite diminue dans l'ordre H ¥ > Na > Ca > Al >

La 3+ > Th 4% - Ce comportement peut aussi bien refléter la
capacité décroissante de la protéine 3 déplacer ces ions que la
moindre accessibilité des surfaces minérales interfolaires.
D'aprés LARSSON et SIFFERT (1983) la derniere hypothése est
vraisemblable puisqu'il n'y aurait pas de diffusion laterale
lors de l'intercalation de proteines entre les feuillets de

montmorillonite.

Une observation en faveur des forces
électrostatiques est la diminution de 1l'adsorption lorsque la
protéine est acétylée (HAMZEHI et PFLUG, 1981). L'acetylation
touche les groupements hydroxyles, sulfhydryles et amines.

1.2.3.2. Forces de Van der Waals

La faible désorption des proteines lors de
l'elution par des solutions salines incite HARTER (1975) a
penser que les forces électrostatiques ne sont pas les seules
impliquées et que les forces de Van der Waals doivent

intervenir.

Mc LAREN et al (1958) ainsi que HAMZEHI et
PFLUG (1981) ont étudié l'adsorption en fonction du pH. Ils
montrent que 1'adsorption maximale a lieu au voisinage du point

isoélectrique de la protéine (figure 1.3).

Selon HAMZEHI et PFLUG cela s'expliquerait par le
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fait que c'est en ce point que la solubilitée est la plus
faible. La protéine ne portant pas de charge nette au point
isoelectrique, les forces de liaison seraient probablement du

type Van der Waals.

MORGAN et CORKE (1976) obtiennent un certain
degre de désorption en traitant les complexes argile-protéine
par de l'uree 8 M, alors qu'en absence d'uree il n'y a pas de
désorption. Ils en concluent que les liaisons hydrogene

interviennent.

1.3. ACTIVITE DES ENZYMES ADSORBEES SUR LES ARGILES

1.3.1. OBSERVATIONS

Un effet trés généralement observé est le
déplacement de l'optimum de pH de l'activité de l'enzyme
adsorbée vers des valeurs plus élevées (tableau 1.1). Le
déplacement d'optimum peut atteindre 2 unités pH (Mc LAREN et
ESTERMANN, 1957, Mc LAREN et PETERSON, 1965) et rares sont les
auteurs n'observant pas ce deplacement (HASKA, 1981).

On observe egalement une baisse de 1'activite des
enzymes adsorbées (SKUJINS et al, 1973 ; ALIEV et al, 1976 :
MAKBOUL et OTTOW, 1979 ; PFLUG, 1982).

Ces deux effets sont observés aussi bien avec la

kaolinite que la montmorillonite (figure 1.4).

1.3.2. INTERPRETATIONS

1.3.2.1. Hypotheése d'une influence de la couche

diffuse sur le site actif

Cette hypothese repose sur le déplacement de

l'optimum d'activite de 1l'enzyme adsorbée (ApH). En effet, les
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argiles étant chargées négativement, les ions au voisinage de
la surface doivent se repartir selon une distribution de

Boltzmann.

En conséquence le PH interfacial (pH i ) est

relié au pH de la solution (pH s ) par la relation :

PH ; = pH g + 0,43e¥/kT

On peut également utiliser une relation faisant
intervenir le potentiel electrocinétique £ (exprimé en mV),
selon HARTER et ROE (1940) :

pH i~ pH = £/60

Ainsi le site actif de l'enzyme adsorbée se
trouve placé dans un microenvironnement de PH plus acide que
l'enzyme en solution, d'ou le pH observe (Mc LAREN et
ESTERMANN, 1957 ; Mc LAREN et PACKER, 1970 ; KATCHALSKI et al,
1971 ; ALIEV et al, 1976 ; DOUZOU et PETSKO, 1984).

Cette hypothese est séduisante. Nous ferons

toutefois quelques remarques.

- Il n'existe aucun travail montrant a la fois 1'influence du
PH et de la force ionique sur l'activite des enzymes
adsorbées sur les argiles. Or, selon la théorie de GOUY et
CHAPMANN, l'épaisseur de la couche diffuse X -1 diminue avec
1'élévation de la force ionique I :

-1 -1/2
X (nm) ~ 0,3, 1/

D'apres cette relation le déplacement d'optimum de pH devrait
diminuer avec la force ionique (DOUZOU et PETSKO, 1984) comme

cela est indiqué sur la figure 1.5.

On devrait observer une activite de l'enzyme adsorbée plus
forte que celle de l'enzyme libre au-dessus d'un certain pH.
Or toutes les figures publiées montrant apparemment cet effet



Vmax

vrnax

Vmax

Figure 1.5. : Effet de la force ionigue sur les
courbes d'activité en fonction du pH
des enzymes adsorbées
a. Enzyme libre

b. Enzyme adsorbée sur une surface
€lectronégative

c. Effet de la force ionique.

(DOUZOU et PETSKO, 1984).
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(Mc LAREN et ESTERMANN, 1957 : BENESI et Mc LAREN, 1975) sont
en fait exprimées en activité relative par rapport au maximum

d'activite (figure 1.6).

Par contre, lorsque les activites sont exprimees en valeur
absolue, la courbe représentant l'activité de l'enzyme en
presence d'argile reste toujours comprise dans l'enveloppe de
celle représentant l'activite en fonction du pH de l'enzyme
en solution (ALIEV et al, 1976 ; PFLUG, 1982) comme on peut

le voir sur la figure 1.4

L'interprétation de ces courbes est compliquée par le fait
qu'a de trés rares exceptions (SKUJINS et al, 1974) il n'est
pas verifié si l'enzyme est totalement adsorbée sur tout le

domaine de pH etudie.

1.3.2.2. Hypothese d'un changement de
conformation sous l'effet des forces de

Van der Waals

Cette hypothése (MORGAN et CORKE, 1976 ; HAMZEHI
et PFLUG, 1981 ; PFLUG, 1982 ; MAKBOUL et OTTOW, 1984) peut
rendre compte d'un phénomeéne que n'explique pas la précedente,
d savoir la diminution d'activité de l'enzyme adsorbée par

rapport a l'enzyme libre, quel que soit le pH &tudis.

Elle s'appuie principalement sur le fait que la
quantite maximale d'enzyme adsorbee s'observe a son point
isoélectrique (Mc LAREN et al, 1958 ; ARMSTRONG et CHESTERS,
1964 ; HAMZEHI et PFLUG, 1981).

r

Un autre argument repose sur les modifications de
la vitesse maximale et de la constante de Michaelis de 1l'enzyme

désorbée (MAKBOUL et OTTOW, 1984).

L'hypotheése modification de conformation (mais
non nécessairement due aux forces de Van der Waals) est
renforcée par les résultats de diffraction des RX montrant que

la distance interfeuillets de certains complexes



Activité relative

PH de la solution

Figure 1.6. : Activité de 1la chymotrypsine
en solution () et adsorbée
sur la kaolinite (@)

(Mc LAREN et ESTERMANN) .
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montmorillonite-protéine est inférieure au diametre de ces
protéines en solution (SIMPSON et HUGHES, 1978).

Par contre, la principale critique que l'on peut
faire a l'encontre de cette hypotheése est qu'elle n'explique
pas du tout le fait que le pH optimal de l'enzyme adsorbée soit

déplace vers les pH éleves.



CHAPITRE 2

ETUDE DES INTERACTIONS ENTRE LA B-GLUCOSIDASE

ET LA MONTMORILLONITE : HYPOTHESE D'UN CHANGEMENT

DE CONFORMATION SOUS LA DEPENDANCE DES FORCES ELECTROSTATIQUES

2.1. INTRODUCTION

2.1.1. NECESSITE D'UN NOUVEAU MODELE POUR EXPLIQUER
L'INFLUENCE DES ARGILES SUR LES ACTIVITES

ENZYMATIQUES.

Nous avons vu lors de notre etude bibliographique
que les deux principaux effets des argiles sur l'activite des
enzymes etaient :

- une diminution globale d'activite

- un déplacement vers les pH alcalins du pH optimal

de la reaction.

Nous avons également vu que deux modeles
contradictoires avaient etée développeés pour expligquer ces
effets :

- un premier modele impliquant que l'enzyme
adsorbée conserve la méme conformation qu'a l'etat libre et
expliquant le deplacement de pH optimal vers les pH alcalins
par le fait que le site actif de l'enzyme se trouve dans un

microenvironnement de pH plus acide au voisinage de la surface
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qu'au sein du solvant aqueux (couche diffuse de la théorie de
GOUY et CHAPMAN). Les deux principales critiques que 1l'on peut

faire a ce modele sont les suivantes :

. les mesures d'epaisseur des proteines
adsorbees sur la montmorillonite par
diffraction des rayons X montrent que dans
certains cas elles ont subi une
dénaturation telle qu'elles sont déroulées
a la surface de l'argile. Ce n'est bien sur
pas un cas genéral, mais il suffit a
introduire le doute car entre la
dénaturation totale et le maintien de la
conformation native, il doit bien exister
des stades intermédiaires que l'on ne peut
déceler par de simples mesures d'épaisseur
en diffraction des RX.

les valeurs des deplacements d'optimum de
pH sont trop elevees compte tenu de
l'influence de la force ionique sur
l'epaisseur de la couche diffuse et des

dimensions moyennes d'une enzyme.

- un second modele explique les effets observes par
une modification de conformation de l'enzyme adsorbee due
exclusivement aux forces de Van der Waals, ceci etant appuye
sur le fait que la quantite maximale de protéine adsorbeée est
trouvée au point isoélectrique de celle-ci. L'effet primaire du
pH ne va donc jouer que sur l'adsorption plus ou moins grande
de l'enzyme, l'état structural de l'enzyme adsorbee etant
indépendant du pH. C'est justement la que peut se situer la
principale critique de ce modele : le deplacement d'optimum de
pH resulte donc des caracteristiques nouvelles de l'enzyme
modifiée par 1l'adsorption, mais il n'y a aucune raison a ce que
l'optimum d'activité de celle-ci soit systématiquement décale
vers les pH plus éleves.

Hormis ces critiques, nous n'avions pas de modele de rechange

bien précis lorsque nous avons commence cette etude, ¢ 'est
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pourquoi le modele gue nous proposons sera introduit
ulterieurement dans la discussion pour unifier les
interpretations de nos résultats expérimentaux. Disons
simplement que tout est parti de la constatation qu'aucun
chercheur n'avait etudie l'effet conjoint de la force ionique
et du pH sur l'activité des enzymes adsorbeées sur les argiles.
Nous avons realisée cette etude, puis toutes les autres

expériences se sont enchalnées logiquement.

2.1.2. CHOIX DU SYSTEME EXPERIMENTAL.

2.1.2.1. L'enzyme

Pour n'etudier que l'effet de l'argile sur
l'enzyme, il fallait que ni le substrat, ni le produit formé au
cours de la reaction ne s'adsorbent eux-mémes sur l'argile pour
ne pas modifier la constante apparente de Michaelis (CERVELLI
et al., 1973) et ne pas fausser la mesure de la quantite de

produit apparu.

Nous avons donc elimine non seulement les
substances cationiques du fait des charges nettes négatives des
argiles, mais egalement les substances comportant des
groupements phosphate ou sulfate car ces anions peuvent se
complexer sur les surfaces laterales des argiles. Or, ce simple
constat elimine d'embléee trois des quatre cycles
biogeochimiques auxquels participent des enzymes exocellulaires
du sol : cycle de l'azote (protéases libérant des oligopeptides
et des acides amineés zwitterioniques, amidohydrolases liberant
le cation ammonium), cycle du phosphore (phosphatases liberant

l'anion phosphate), cycle du soufre (arylsulfatases liberant

l'anion sulfate).

De plus, les substrats electriquement neutres ont
l'avantage de simplifier les interpretations dans les

discussions sur le modele impligquant la couche diffuse.
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Nous avons donc restreint notre choix aux enzymes
intervenant dans le cycle du carbone. Parmi celles-ci, nous
éliminerons les amylases et les cellulases qui hydrolysent des
polyméres neutres (naturels ou leurs derivés de synthese
solubles) car ces polymeres s'adsorbent spontanément sur les
argiles sous l'effet des forces de Van der Waals. Il restait le
choix entre les o -glucosidases, B —-glucosidases et invertases.
Nous avons finalement choisi la B8 -glucosidase car elle
intervient dans une des reactions consécutives de degradation
de la cellulose, biopolymere quantitativement le plus important
dans les sols. De plus, certains auteurs consideérent l'activite

8 -glucosidasique des sols comme un revélateur possible de
l'aptitude de ceux-ci a dégrader la cellulose (SARATHCHANDRA et

PERROTT, 1984).
2.1.2.2. L'argile

Mc LAREN avait jeté les bases de sa theorie a
partir d'expériences portant sur les interactions
enzyme-kaolinite. Les experiences menées ultérieurement avec la
montmorillonite (DURAND) montrerent le meme type d'effet. La
montmorillonite saturée par les ions Na N presente de nombreux
avantages experimentaux sur la kaolinite. En effet, la
montmorillonite sodique est presque entierement dissociée en
feuillets élémentaires en suspension, ce qui fait que l'aire
des surfaces accessibles a l'enzyme est tres elevée : 800 m2/g
de montmorillonite ; cette valeur n'etant que de l'ordre de 15
m?/g pour une kaolinite. Autre consequence de cette
dissociation en feuillets, la montmorillonite sodique en
suspension va présenter un tres large exces de surfaces basales
par rapport aux surfaces latérales. En prenant une taille
moyenne de feuillet de 200 nm x 200 nm x 1 nm, les surfaces
basales représentent 99 % de l'aire totale, les surfaces
laterales 1 %. Or, cette minimisation des surfaces laterales
simplifie 1'interpretation des resultats car elles ont toujours
des charges variables en fonction du pH (rupture du réseau
cristallin laissant des valences insatisfaites et responsables
de la fixation de protons ou d'hydroxyles, alors que les
surfaces basales, dans le cas de la montmorillonite, portent

une charge élevee (capacité d'échange cationique de 1l'ordre de
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10 ~3 éq.q -1 indépendante du pH, et dont l'origine vient de
la substitution d'atomes d'Al par des atomes de Mg dans la
couche octaedrique. Cette indépendance de la charge electrique
du mineral vis-a-vis du pH facilite les interprétations face a
une enzyme qui en tant que polyampholyte voit sa charge varier
avec le pH, et ceci justifiera que nous fassions de la
montmorillonite sodigue un minéral modeéle pour 1'élaboration

d'un nouveau modele d'interaction.

2.2. MATERIELS ET METHODES

2.2.1. MATERIELS.

2.2.1.1. Préeparation de la montmorillonite sodigue.

La fraction inferieure a 2 um d'une montmorillonite
du Wyoming est séparée par centrifugation. L'argile est saturée
en sodium par apport d'une solution 1 M de NaCl, puis lavée a
l1'eau bipermutée. Le traitement est répéteé deux fois.
L'élimination de sels en excés est achevée par dialyse jusqu'a

ce que l'on ne détecte plus de chlorure par le test Ag NO3.
2.2.1.2. Enzymes, substrat et tampons.

La Bf-glucosidase d'Amandier (Amygdalus communis)
vient de la firme SIGMA (G-8625, type II). La —-glucosidase
d'Aspergillus niger est une impureté contenue dans une
préparation commerciale de cellulase d'Aspergillus niger vendue

par SIGMA (C-7377, type I).

Le substrat utilisé pour doser l'activité B -gluco-
sidasique est le 4—nitrophényl—8 -D-glucopyranose (laboratoires

SARGET) .

Les tampons sont préparés en acidifiant avec HC1l
des solutions de citrate trisodique (pH 1 a pH 7,5) ou de
phosphate trisodique (pH 7 a pH 8,5).



- 26 -

2.2.2. METHODES

La plupart des experiences sont realisees en
mesurant l'activite enzymatique selon trois protocoles

difféerents : A, B et C.

2.2.2.1. Protocole A : activité de l'enzyme en

l'absence d'argile

Cette mesure est destinee a determiner 1l'activite
spécifique de l'enzyme en solution en fonction du pH et a

servir ainsi de témoin pour les autres mesures.

[V}

Toute 1l'expérience se déroule dans un bain marie
25°C.
- On apporte séquentiellement dans un tube a

essai le tampon, l'enzyme et éventuellement une solution de Na

Cl.

- On laisse un temps d'incubation de 2

heures.

- La mesure d'activité commence avec 1'apport

du substrat. Le temps de reaction est de 20 minutes.

- La réaction enzymatique est arréetéee par

apport d'une solution alcaline de Na,CO, 0,2 M (pH 11).

- Le pH eéleve permet le dosage
spectrophotometrique direct du 4-nitrophénol, produit de la
réaction, qui absorbe la lumiere a 400 nm en conditions
alcalines. Nous avons verifié que la loi de Beer-Lambert etait
respectée dans le domaine de concentration étudié et nous
avons determiné le coefficient d'extinction molaire :€ =

1,783. 10%m 1 .em 71 .



- 27 -

Les concentrations finales (avant l'apport de

Na CO3) sont :

2

- B-glucosidase d'Amandier : 8,35 pg.ml -1

B -glucosidase d'Aspergillus niger : 385

K g.ml

4-nitrophényl-g-D-glucopyranose : 10mM

- La concentration du tampon et de Na Cl
détermine la force ionique et nécessite quelques explications.
En effet la notion de force ionique, qui provient de la théorie
de DEBYE et HUCKEL, ne se quantifie que pour des ions que l'on
peut considerer comme des charges ponctuelles. Ce n'est pas le
cas des anions citrate ou phosphate. L'emploi d'un tampon étant
nécessaire dans cée type d'expérience, nous avons estimé la
force ionique par la concentration en ions Na * introduits par
le tampon trisodique ou par la solution de Na Cl. En
conséquence, les différentes forces ioniques ont eté obtenues

de la fagon decrite dans le tableau 2.1.

2.2.2.2. protocole B : activité de l'enzyme en

presence d'argile

Cette mesure est la somme des activites
correspondant a la fraction enzymatique adsorbée et a la

fraction enzymatique libre.

Les seules differences avec le protocole A sont les

suivantes

- au debut on apporte dans l'ordre : le
tampon, l'enzyme, la montmorillonite et éventuellement une

solution de Na Cl.

- Avant d'effectuer le dosage spectrophoto-
métrique du produit de la réaction enzymatique, on élimine la

montmorillonite par centrifugation. Il a été vérifié que le



Tableau 2.1. : Concentration finale en Na+ selon
les guantités de tampon et de
NaCl apportées.

[Na+:l (mM) : [tampon trisodiqugl [Nacﬂ (mM)
(mM)
2 0,7 0
10 3,5 0
20 7 0
40 7 20
270 [J 250
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4 -nitrophénol ne s'adsorbait pas sur la montmorillonite.

La concentration finale de montmorillonite sodique

est 3 mg.ml =l

2.2.2.3. Protocole C : activité du surnageant de

centrifugation

Cette mesure consiste a séparer par centrifugation
l'enzyme libre (surnageant) de l'enzyme adsorbée sur la
montmorillonite (culot) ; puis a doser 1l'enzyme libre en
mesurant l'activite dans le surnageant. On connailt ainsi la

composante revenant a l'enzyme libre dans la mesure faite selon

le protocole B.

Le protocole est presque semblable au protocole B.

La seule difference est qu'apres les deux heures d'incubation
le mélange est centrifugé pendant 15 minutes a environ 30 000
g. On mesure ensuite l'activité d'une aliquote de surnageant

comme dans les protocoles différents.

2.2.2.4. Mode operatoire des differentes

experiences

Les expéeriences montrant l'effet du pH et de la
force ionique (paragraphe 2.3.1.) correspondent rigoureusement

aux protocoles A, B et C.

Les expeéeriences montrant 1'influence du pH initial
sur l'activite de la B -glucosidase adsorbée (paragraphe
2.3.2.) sont realiseées en laissant une serie de melanges
identiques correspondant au protocole B (force ionique de 20
mM, tous les pH identiques) subir une preincubation de 2
heures. Le pH est ensuite modifié en ajoutant du tampon citrate
concentré ayant des pH differents. On laisse incuber de nouveau
2 heures, avant de mesurer l'activité. La force ionique est de
170 mM. Trois series de pH de préincubation ont ete etudiees
3,6 - 4,2 et 5,7. Les pH de mesure d'activite vont de 2,5 a

6,5.
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Figure 2.1. : Effet de la montmorillonite sur 1'acti-

vité de la B-glucosidase d'Amandier

[ﬁaf] = 2 mM .
O : Témoin (A)
[0 : En présence de montmorillonite (B)
¢ : Surnageant (C)

Symboles ouverts pour le tampon citrate
Symboles fermés pour le tampon phosphate.



Les mesures d'activite des deux -glucosidases
mélangées suivent les protocoles A, B et C pour une force
ionique de 20 mM. La seule différence réside dans une légere

modification des concentrations finales d'enzyme :
- B -glucosidase d'Amandier : 3,75 ug.ml

- B -glucosidase d'Aspergillus niger : 280

ug .ml -1

2.3. RESULTATS ET DISCUSSION

2.3.1. INTERACTIONS ENTRE LA B-GLUCOSIDASE ET LA
MONTMORILLONITE EN FONCTION DU PH ET DE LA
FORCE IONIQUE.

2.3.1.1. B-glucosidase d'Amandier.

Les resultats correspondant aux forces ioniques de
2, 10, 20, 40 et 270 mM sont présentes respectivement sur les

figqures 2.1 a 2.5.

Sur chaque figure les courbes A, B et C
correspondent respectivement a l'activité enzymatique du témoin
sans argile, a l'activité enzymatique en présence d'argile et a
l'activite enzymatique du surnageant (cf. protocoles decrits
précéedemment ). Rappelons simplement que la courbe B represente
la somme des activités de l'enzyme a l'état libre et a l'etat
adsorbée, alors que la courbe C ne mesure que l'activite de la

fraction non adsorbee.

L'observation simultanée des figures 2.1 a 2.5 (on
peut se reporter a la figure 2.6 qui les représente ensemble a
échelle réduite) fait apparaitre trois domaines de pH dans les

courbes d'activite en presence de montmorillonite (courbes B) :
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Figure 2.2. : Effet de la montmorillonite sur
l'activité de la B-glucosidase
d'Amandier

[va*] = 10 mm
O : Témoin (A)
O : En présence de montmorillonite (B)
{ : Surnageant (C)

Symboles ouverts pour le tampon citrate
Symboles fermés pour le tampon phosphate.
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Figure 2.3. : Effet de la montmorillonite sur l'activiteé
de la B-glucosidase d'Amandier

[va*] = 20 mu
O : Témoin (A)
[J: En présence de montmorillonite (B)
{ : Surnageant (C)

Symboles ouverts pour le tampon citrate
Symboles fermés pour le tampon phosphate.
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Figure 2.4. : Effet de 1la montmorillonite sur
l'activité de 1a B-glucosidase
d'Amandier

[Na+] = 40 mM

Témoin (A)

O

O
¢ : Surnageant (C)

En présence de montmorillonite (B)

Symboles ouverts pour 1le tampon citrate
Symboles fermés pour le tampon phosphate.
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Figure 2.5.

: Effet de la montmorillonite sur
l'activité de la B-glucosidase
d'Amandier
[Na+] = 270 mM
O : Témoin (A)
0 : En présence de montmorillonite (B)

¢ : Surnageant (C)

Symboles ouverts pour le tampon citrate
Symboles fermés pour le tampon phosphate.
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_ pH inférieurs a 4 : on n'observe aucune activité

enzymatique, quelle que soit la force ionique.

- pH compris entre 4 et 6 : l'activité croit
jusqu'a un maximum situé vers 5,5 puis redécroit
ensuite jusqu'a pH 6. Le rapport B/A a ce premier
maximum varie avec la force ionique. Il est de 20
$ 3 2 mM, 50 $ a 10 mM, puis atteint une valeur
fixe de 60 % pour les forces ioniques

superieures.

- pH supérieurs a 6 : on observe que l'activite
crolt puis décrolt avec apparition d'un maximum
vers pH 7. Ce deuxieme maximum est d'autant plus
marquée que la force ionique est faible. A 2 mM il
est nettement superieur au premier maximum. A 10
mM il ne lui est que légéerement supérieur. A 20
mM il devient légérement inférieur au premier
maximum. A 40 mM on n'observe plus qu'un
épaulement et a 270 mM le deuxieéme maximum a

completement disparu.

Si l'on observe maintenant les courbes d'activite

du surnageant (courbes C), on n'observe plus que deux domaines

de pH :

_ pH inférieurs 3 6 : aucune activité quelle que

soit la force ionique.

- pH supérieurs a 6 : l'activité crolt jusqu'a un
maximum vers pH 7 puis redécrolt. Ce maximum
atteint des valeurs elevees a basse force ionique
et s'estompe avec l'augmentation de force ionique

pour disparaltre a 270 mM.

Insistons sur le fait que l'activité mesuree par la
courbe C ne se rapporte pas, contrairement aux courbes A et B,

3 une méme gquantité d'enzyme. Il s'ensuit que le deplacement
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apparent du maximum de la courbe C par rapport a la courbe A
n'est pas di a un changement des proprietes catalytiques
vis-a-vis du pH mais refléte la quantité d'enzyme non adsorbee

en fonction du pH.

L'effet combiné du pH et de la force ionique nous
suggere un nouveau modele pour expliquer l'effet des argiles
sur l'activite enzymatique. Ce modele fait jouer un role
préeponderant aux forces electrostatiques sans negliger
toutefois les forces de Van der Waals et repose sur les

considerations prealables suivantes :

- Les enzymes, comme toutes les protéines, ont des
propriétés polyamphoteriques dues a la presence
d'acides amines ionisables néegativement (acide
aspartique, acide glutamique) ou positivement
(lysine, arginine, histidine). En consequence la
charge. nette de l'enzyme est positive en dessous
du point isoelectrique, neutre en ce point et
chargée negativement pour les pH situes

au-dessus.

- La montmorillonite porte essentiellement une
charge éelectrique négative indépendante du pH due
a des substitutions isomorphiques octaedriques
d'al 3+ par Mg 2+ .

A partir de cette distinction entre la charge
variable de l'enzyme et la charge fixe de la montmorillonite,

nous pouvons interpréter les resultats obtenus de la fagon

suivante :

- a pH superieur a 6, l'enzyme se trouve au-dessus
de son point isoélectrique. Elle est chargee
negativement. Aux faibles forces ioniques les
repulsions electrostatiques avec la surface
minérale de méme charge sont telles que l'enzyme
ne peut s'adsorber. Dans ces conditions 1la

montmorillonite ne peut affecter l'activite
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enzymatique. Lorsque la force ionique augmente,
les forces électrostatiques sont progressivement
ecrantées. A force ionique élevée, les forces de
répulsion electrostatiques deviennent plus
faibles que les forces d'attraction de Van der
Waals, indépendantes de la force ionique, et

l'enzyme est adsorbee.

- entre pH 4 et pH 6 l'enzyme est peu chargée car
elle se trouve au voisinage de son point
isoélectrique. Les interactions électrostatiques
sont donc tres faibles. Par contre, les forces
d'attraction de Van der Waals subsistent et
provoquent l'adsorption de l'enzyme. Ces forces
ne seraient toutefois pas suffisamment intenses
pour modifier profondément la structure de
l'enzyme et l'activité de l'enzyme a 1'état

adsorbé est peu perturbée.

- a pH inferieur a 4, l'enzyme se trouve en dessous
de son point isoelectrique et porte une charge
positive donc les interactions entre la protéine
et la surface de la montmorillonite seraient dues
aux forces électrostatiques attractives et aux
forces de Van der Waals. La resultante de ces
forces serait suffisamment importante pour
induire une modification de conformation de
l'enzyme telle qu'elle perd son activite

catalytique.

On peut gquantifier l'activite relative R de
l'enzyme adsorbée en rapportant l'activité provenant de la
fraction adsorbée (B - C) a l'activité d'une quantité agale

d'enzyme en solution (A - C)
R=(B-C)/(A-2C)

On peut de méme obtenir la proportion d'enzyme

adsorbée en faisant le rapport (A - C)/A.
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Figure 2.7.

: Activité relative R (A) et quantité

relative non adsorbée L (4A) de
B-glucosidase d'Amandier en présence
de montmorillonite

[Na’j = 2 mM.



Toutefois la comparaison avec la fonction R est
plus facile si on considere la proportion d'enzyme non adsorbée
L = C/A car, selon notre modéle, R et L sont des fonctions
variant dans le méme sens. Elles augmentent lorsque les forces

d'attractions décroissent, c'est-a-dire lorsque croit le pH.

Nous avons repreésenté ces courbes pour les forces
ioniques de 2 mM (fig. 2.7), 40 mM (fig. 2.8) et 270 mM (figq.
2.9).

Les courbes L, de valeur nulle en dessous de pH 6,
croissent a partir de cette valeur avec une pente d'autant plus
forte que la force ionique est faible. Ceci confirme
l'importance des forces électrostatiques dans les phénomeénes

d'adsorption.

Aux forces ioniques 40 et 270 mM, les courbes R ont
une valeur nulle en dessous de PH 4, puis augmentent jusqu'a
une valeur de 60 % a pH 5,5 pour redécroitre ensuite. Cette
diminution a pH élevé est inattendue et semble contredire notre
hypotheése de forces d'attraction décroissant avec le PH.

On peut toutefois lever cette contradiction en
raisonnant non plus sur la protéine dans son intégralité, mais
sur les acides aminés qui la constituent. Il est connu que la
stabilite de 1° enzyme en milieu isotrope est maximale en son
point 1soelectr1que. On peut penser qu'a une interface
electrlquement chargee, 1 apparition d'un exces de charge, dans
un sens ou l'autre, va destabiliser 1la structure de 1la
protéine. Ceci a déji &té vu pour les PH acides ; nous n'y

reviendrons pas.

Pour les pH alcalins, cela se produira lorsque
l'enzyme se trouve au-dessus de son point isoélectrique et dans
des conditions pour lesquelles elle reste néanmoins adsorbée
(force ionique suffisamment elevée). Ainsi pour les pH acides
les deformations sont dues a des forces d'attraction
electrostathues. Inversement, aux pH alcalins, les
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Figure 2.8. : Activité relative R (A) et gquantité
relative non adsorbée L (A) de
B-glucosidase d'Amandier en présence
de montmorillonite

[Na+] = 40 mM.
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Figure 2.9,

: Activité relative R (A) et quantité

relative non adsorbée L (A) de
B-glucosidase d'Amandier en présence
de montmorillonite

[va*] = 270 mm.
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(M) de sérum albumine humaine adsorbée
sur du platine. Les potentiels

appliqués sont indiqués entre
les lignes verticales en pointillé.

(MORRISSEY et al, 1976)
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déeformations de l'enzyme adsorbee ont pour origine les forces

de répulsion electrostatiques.

Nous avons éeté confortées dans cette hypothese par
les travaux de MORRISSEY et al. (1976). Ils mesurent par
ellipsometrie l'épaisseur d'un film de protéines adsorbé sur
une electrode de platine dont ils font varier le potentiel
électrique. Les protéines etudiées sont chargées negativement
au pH de l'expéerience. Lorsque le potentiel applique est
negatif, 1l'épaisseur du film augmente (fig. 2.10). A l'inverse,
lorsque le potentiel est positif, l'epaisseur de la couche
proteique diminue. La serum albumine humaine passe d'une
epaisseur de 65 nm a 20 nm lorsque le potentiel passe de
-0,2 VA + 0,3 V alors que la quantité de proteines adsorbee
reste constante (fig. 2.10). Ceci montre que le phénomene
mesuré est bien une modification de structure de la proteine et

non une variation du nombre de couches de protéines adsorbees.

Ainsi, dans ces experiences, les isothermes
d'adsorption ne permettent pas de distinguer entre des surfaces
de charge opposée. Par contre, des mesures liées a un parametre
de structure, l'ellipsometrie dans le travail de MORRISSEY ou

l'activite enzymatique dans notre travail, permettent cette

distinction.

Par ailleurs, le fait que la quantite maximale de
proteines adsorbée sur les argiles soit trouvee au voisinage du
point isoeélectrique (Mc LAREN et al, 1958) ne signifie pas que
seules les forces de Van der Waals jouent un role dans les
interactions. Cette confusion est a l'origine du modele de
modification de conformation par les forces de Van der Waals
qui ne peut expliquer rationnellement le deplacement de

1'optimum d'activité de l'enzyme adsorbee vers les pH alcalins.

Il reste a expliquer pourquoi l'activite de
l'enzyme adsorbee ne dépasse pas 60 % de celle de l'enzyme en

solution. Nous pouvons faire trois hypothéses :

- Une partie des enzymes s'adsorbe avec le site
actif contre la surface minerale et ne peut donc

déegrader le substrat.
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Figure 2.11. : Effet de la montmorillonite sur
l'activité de la B-glucosidase
d'Aspergillus niger

[Na+j = 2 mM
O : Témoin (A)
O : En présence de montmorillonite (B)
¢ : Surnageant (C)

Symboles ouverts pour le tampon citrate
Symboles fermés pour le tampon phosphate.
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- I1 existe plusieurs isoenzymes de points
isoelectriques différents qui vont se trouver
avec une charge nulle, donc une configuration
active conservee, a des pH differents. Les deux
principales isoenzymes de la B-glucosidase
d'Amandier ont des points isoélectriques de 4,4
et 6,4 (JDANOV et al, 1977).

- Il y a, méme au point isoeélectrique, une légere
déformation de la protéine due a des interactions
entre charges negatives et positives de l'enzyme

et la surface negative de l'argile.

2.3.1.2. B-glucosidase d'Aspergillus niger.

Les experiences correspondant aux forces ioniques
de 2, 20 et 270 mM sont representées sur les figures 2.11, 2.12

et 2.13.

On constate en observant les courbes A, B et C une
relative insensibilité a la force ionique, ce qui contraste

avec les resultats obtenus avec la B-glucosidase d'Amandier.

On s'apergoit que.la principale différence est
1l'independance par rapport a la force ionique de la courbe C
d'activité du surnageant : a partir de pH 5,5, il n'y a plus de
fraction enzymatique adsorbee aussi bien a 2 mM qu'a 270 mM.
Une conséquence indirecte de ce comportement est gue la courbe
B ne peut presenter comme precéedemment de deuxieme maximmum
dont la valeur varie avec la force ionique. Cette remarque
étant faite, le modéle elaboré pour la B-glucosidase d'Amandier

reste valable.

Les courbes d'activité relative R et de proportion

d'enzyme non adsorbée L pour la force ionique 20 mM sont

présentees sur la figure 2.14.
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Figure 2.12.

: Effet de la montmorillonite sur 1l'activité
de la B-glucosidase d'Aspergillus niger

[va*] : 20 mu
QO : Témoin (A)
O : En présence de montmorillonite (B)
{ : Surnageant (C)

Symboles ouverts pour le tampon citrate
Symboles fermés pour le tampon phosphate.



1.25¢

1.007t

0.75¢}

0.50¢

V(nmol.s")

0.25

0.00|

pH

Figure 2.13. : Effet de la montmorillonite sur
l'activité de la B-glucosidase
d'Aspergillus niger

[Na+] = 270 mM
QO : Témoin (A)
[0 : En présence de montmorillonite (B)
¢ : Surnageant (C)

Symboles ouverts pour le tampon citrate
Symboles fermés pour le tampon phosphate.
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Figure 2.14. : Activité relative R (A) et gquantité
relative non adsorbée L (A) de
B-glucosidase d'Aspercillus niger en
présence de montmorillonite

[va*] = 20 mu.
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Les propriéetes moléculaires responsables des
differences entre les deux B-glucosidases sont probablement une
plus grande proportion d'acide aminés a chalne latéerale
carboxylique pour Aspergillus niger. Ainsi au-dessus du point
isoelectrique la charge nette peut prendre des valeurs elevees
conduisant a des repulsions electrostatiques supérieures en
valeur absolue aux forces d'attraction de Van der Waals, meme
aux forces ioniques élevées. Cet exces d'acides aminés
anioniques semble confirme par le fait que l'adsorption n'est
totale que jusque vers pH 3-4 contre pH 6 pour la B-glucosidase
d'Amandier, ce qui traduirait un point isoélectrique plus bas

pour Aspergillus niger.

2.3.2. INFLUENCE DU PH INITIAL SUR LES COURBES D'ACTIVITE
EN FONCTION DU PH DE LA B-GLUCOSIDASE D'AMANDIER

ADSORBEE SUR LA MONTMORILLONITE.

Les résultats portés sur la figure 2.15 montrent
que l'enzyme préincubée en l'absence d'argile est stable, dans
les limites de temps de l'experience, aux pH 3,6 - 4,2 et 5,7.

Par contre, lorsque la preincubation a ces mémes pH
a lieu en presence de montmorillonite, les valeurs maximales

obtenues entre pH 5 et 5,5 sont differentes.

Exprimees par rapport au témoin (B/A), ces valeurs

maximales sont :

- 0 % pour pH i = 3,6
- 20 % pour pH i = 4,2
- 60 % pour pH i = 5,7.

Ces experiences permettent de déemontrer de fagon
indiscutable que les modeles decrivant l'interaction
enzyme-argile par un effet de couche diffuse au niveau du site
actif ou par une modification de conformation sous l'effet des

forces de Van der Waals ne sont pas adéquats.
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Figure 2.15. : Effet d'une préincubation 3 un pH
différent de la mesure d'activité
enzymatique

Protocoles A et B
Le pH indiqué en indice est celui
du milieu de préincubation.
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En effet, selon le modele de couche diffuse,
1l'enzyme, n'ayant pas subi d'alterations structurales, doit
garder la méme activite quel qu'ait éte le pH de preincubation
antérieur puisque le nouveau pH interfacial résulte d'un

équilibre instantané.

Pour des raisons differentes le modeles de
modification de conformation sous l'effet de forces de Van der
Waals laisse également prévoir une activité indépendante du pH
de préincubation. En effet, ces forces étant indépendantes du

PH, la modification de la structure doit également éetre

independante du pH.

Par contre le modele de modification de
conformation impliquant les forces électrostatiques peut
expliquer les résultats obtenus, a condition de considérer que

ces alterations sont irreversibles.

Cette irreversibilité peut s'expliquer par le grand
nombre de liaisons que la proteine contracte avec la surface
lorsqu'elle se déploie sous l'effet des attractions
electrostatiques. La rupture de toutes ces liaisons en meme
temps exigerait une éenergie d'activation trés élevée lors d'une

elevation ultéerieure de pH.

Remarquons que cette experience permet d'eliminer
une hypotheése qui, bien que n'ayant jamais été invoquée,
pourrait expliquer le deplacement de pH optimal en présence
d'argile. Lorsqu'une enzyme fonctionne a une interface, un
equilibre s'etablit entre la vitesse de consommation du
substrat et l'approvisionnement par diffusion de l'enzyme en
substrat. Ainsi la concentration en substrat peut etre beaucoup
plus faible a l'interface que dans la solution. Si la constante
de Michaelis est plus élevée aux pH acides cela peut expliquer
le deplacement de pPH optimal. Mais dans ce cas nous avons
encore un modele d'equilibre instantané incompatible avec

l'irréversibilité des effets du pH.
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Figure 2.16.

: Activité d'un mélange de B-glucosidases

Protocole A
A : Amandier (Ap)
{ : A. niger (Af)
(0 : mélange (Apf)
O : sommation de Ap + Af

Symboles ouverts pour le tampon citrate
Symboles fermés pour le tampon phosphate.
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2.3.3. ACTIVITE D'UN MELANGE DE B-GLUCOSIDASE D'AMANDIER
ET D'ASPERGILLUS NIGER EN PRESENCE DE

MONTMORILLONITE.

L'activité d'un meélange des deux B-glucosidases
est la somme des activités individuelles de ces enzymes, tant
pour les expériences de type A (fig. 2.16), B (fig. 2.17) et C
(fig. 2.18). Les pH optimaux trés differents des enzymes en
solution rendent les resultats trés significatifs (pH 3,5 pour

Aspergillus niger ; pH 5,5 pour 1'Amandier).

Cette expérience peut sembler sans grand intéret,
car de resultat previsible. Nous l'avons pourtant realisée pour
disposer d'un argument contre une hypothese possible, bien que
jamais formulée, expliquant le déplacement de pH optimal de
l'enzyme adsorbeée par un phénoméne d'agrégation des feuillets
de ‘montmorillonite. Cette hypothese consiste a supposer que les
enzymes, chargées positivement en dessous de leur point
isoélectrique, provoquent la floculation de la montmorillonite.
L'enzyme se trouve alors piégée entre les feuillets d'argile,
ce qui produit une baisse d'activite par limitation de 1la
diffusion du substrat jusqu'au site actif. A priori cette
hypothese et celle faisant intervenir les forces
électrostatiques dans la modification de conformation sont
difficiles a séparer a partir des experiences réalisces
précédemment car le mécanisme de base est le méme, a savoir les
interactions entre une enzyme chargée positivement et une

surface minérale chargée négativement.

Le faible taux de recouvrement de 1la
montmorillonite par la R-glucosidase d'Amandier (inferieur a
1 %), dd a la faible quantité d'enzyme utilisée, est bien sir
un argument contre cette hypothese de floculation. On
attendrait plutot dans ces conditions un effet floculant (donc
inhibiteur) augmentant avec la force ionique, ce qui est

contraire a l'observation.
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Figure 2.17. : Activité d'un mélange de B-glucosidases
Protocole B
A : Amandier (Bp)
¢ : A. niger (Bf)
[]; mélange (Bpf)
O : sommation de Bp + Bf

Symboles ouverts pour le tampon citrate
Symboles fermés pour le tampon phosphate.
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L'additivite des activites enzymatiques des
B~-glucosidases d'Amandier et d'Aspergillus niger dans les
expériences de type A, B et C va donner un argument

supplementaire pour éliminer 1'hypothése de floculation.
Le raisonnement est le suivant :

- Le mélange ne modifie pas les propriétés
d'adsorption de chacune des enzymes. A pH 3,7
l'adsorption de chacune des deux enzymes est
totale (fig. 2.18).

-~ A pH 3,7 l'activité relative de 1'enzyme adsorbée
R = (B -C)/(A - C) est de 0,70 pour Aspergillus
niger et de 0,00 pour 1l'Amandier.

Donc, en observant ce qui se passe a PH 3,7 on peut

faire deux hypotheéses :

- premiére hypothése : la floculation dépend de la
fraction protéique d'Aspergillus niger car c'est
la plus concentree. Nous interpretons les 70 %
d'activité relative comme atant dus i 30 %
d'enzymes situees entre les feuillets. En ce cas
l'activité du mélange en présence d'argile
devrait etre 70 % de celle du mélange en
solution, soit 0,95 nmol.s S Or, elle n'est
que de 0,57 nmol.s -1 , c'est-a-dire pratiquement
identique a la valeur obtenue pour la seule

B-glucosidase d'Aspergillus niger

(0,53 nmol.s -1 ).

- deuxieme hypothése : la floculation dépend au
contraire de la B-glucosidase d'Amandier car
c'est elle qui a le point isoélectrique le plus
eleve. L'activité relative nulle de cette enzyme
nous conduit a supposer que la totalitée des
enzymes est piegée entre les feuillets. Nous
devrions donc n'observer aucune activité avec le
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Figure 2.18. : Activité d'un mélange de B-glucosidases
Protocole C
/A : Amandier (Cp)
$: A. niger (Cf)
J.: mélange (Cpf)

O: sommation de Cp + Cf



mélange en presence de montmorillonite. Ce n'est

pas le cas.

Nous voyons donc que les consequences logiques de
1'hypothése de floculation (différentes enzymes adsorbées sur
un méme feuillet doivent avoir le méme taux d'inactivation) ne

sont pas vérifiées. Nous rejetons donc cette hypothese.

2.4. CONCLUSION

Nous avons montre que les modeles expliquant le
déplacement de pH optimal des enzymes adsorbees sur les argiles
par un effet de couche diffuse ou par une modification de la

structure de l'enzyme par les forces de Van der Waals ne

convenaient pas.

En effet, ces deux modéles n'auraient pas du
montrer une influence du pH initial lors d'experiences pour
lesquelles le pH d'incubation avec la montmorillonite differe

du pH de mesure d'activite enzymatigque.

L'étude de l'activite de la B-glucosidase en
presence de montmorillonite lorsque 1l'on fait varier le pH et
la force ionique nous conduit a proposer un nouveau modele qui
attribue un role tres important aux forces électrostatiques

dans les modifications de conformation de l'enzyme.

Ainsi, on peut distinguer 3 domaines de pH selon la

charge nette que porte l'enzyme :

- pH inférieur au point isoélectrique : les forces
electrostatiques entre l'enzyme et la surface
d'argile sont attractives et conduisent a une

perte de la configuration active.



- PH voisin du point isoélectrique : la charge
electrlque de l'enzyme est faible et elle est
donc adsorbée sur la surface minerale par les
forces de Van der Waals. Ces forces ne sont pas
assez intenses pour modifier 1la sStructure

proteique et l'enzyme reste active.

- pH superieur au point isoélectrique : l'enzyme
est chargee negatlvement et ne s'adsorbe pas sur
l'argile. Toutefois a des forces ioniques éleveées
les forces de repulsion electrostathues peuvent
etre plus faibles que les forces d°' attraction de

Van der Waals et 1° enzyme s'adsorbe.



CHAPITRE 3

INTERACTIONS B-GLUCOSIDASE-SURFACES MINERALES :

COMPARAISON DES EFFETS DE LA GOETHITE, DE LA KAOLINITE

ET DE LA MONTMORILLONITE

3.1. INTRODUCTION

Dans le chapitre précédent nous avons proposé
un modele d'interaction qui fait jouer un rdle important a la
charge électrique portée par la surface minerale. Mais les
minéraux rencontres dans les sols ne sont pas tous aussi
electronegatifs que la montmorillonite (C.E.C.=
10 =3 &q.g !
kaolinite qui est décrite comme une argile peu chargée,
(C.E.C. de l'ordre de 10 ~° eq.g Ly, 11 Gtait egalement
intéressant d'etudier un autre groupe de minéraux rencontres
dans les sols, les oxyhydroxydes de fer qui sont des mineraux
a charge variable en fonction du pH. Nous avons choisi la
goethite ( o FeOOH) qui devrait etre chargée positivement dans

le domaine de pH etudie (point de charge nulle vers pH 8,5).

) . C'est pourgquoi nous avons etudie la

3.2. MATERIELS ET METHODES

3.2.1. MATERIELS

Seule la B-glucosidase d'Amandier a ete

utilisee. Pour les substances organiques utilisees, voir le

paragraphe 2.2.1.2.



3.2.1.1. Préparation de la kaolinite

Une kaolinite de St Austell de dimension
inférieure a 2 um est saturée en sodium par contact avec une
solution de NaCl. On apporte ainsi une quantité de sodium
égale a environ 20 fois la capacité d'echange en deux fois.
L'élimination des sels en excés se fait par lavage a l'eau
bipermutee et centrifugation jusqu'a ce que le test de
detection des chlorures avec Ag NO3 se montre negatif.

3.2.1.2. Préparation de la goethite

La goethite a été préparée selon le protocole
de SCHWERTMANN et al. (a paraltre) en ajoutant de la KOH &
une solution de Fe (NO3)3 et en laissant vieillir ce mélange

deux semaines a 20°C.

3.2.2. METHODES

Les protocoles A, B et C sont les memes que

dans le chapitre 2.

Les experiences montrant 1'effet du PH et de la
force ionique sur les interactions B-glucosidase-goethite
(paragraphe 3.3.1) et B-glucosidase-kaolinite (paragraphe
3.3.3.) correspondent aux protocoles A, B et C avec les
concentrations minerales finales suivantes :

- goethite : 3 mg. ml -1

- kaolinite : 12 mg. ml -1

La comparaison de l'affinitée de 1la
B-glucosidase pour les surfaces de goethite et de
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montmorillonite (paragraphe 3.3.2.) se compose de 3

experiences

- Dans une premiere expérience on
effectue un mélange de B-glucosidase et de goethite selon un
protocole de type B. On laisse s'écouler un temps de 2
heures. Puis on ajoute une suspension de montmorillonite. On

attend a nouveau 2 heures. On mesure enfin l'activite

enzymatique.

- La seconde expeérience est construite
sur le méme modele que la précédente, mais on apporte la

montmorillonite avant la goethite.

- Dans la troisieme expérience, on
mélange préalablement la goethite et la montmorillonite. Puis
on 1l'ajoute a la B-glucosidase selon le protocole B. Aprés

avoir attendu 4 heures, on mesure l'activite enzymatique.

Dans ces 3 expéeriences la concentration finale

de goethite est 3 mg.ml -1 et celle de montmorillonite est

0,3 mg.ml -1

L'etude de l'influence des surfaces specifiques
de la kaolinite et de la montmorillonite est realisée a
partir d'une serie d'expériences de type C (a pPH 5 et a une
force ionique de 20 mM) dans lesquelles on apporte des
quantités variables de montmorillonite ou de kaolinite tout

en gardant constante la quantite de B -glucosidase.

3.3. RESULTATS ET DISCUSSION

3.3.1. INTERACTIONS B-GLUCOSIDASE-GOETHITE EN FONCTION

DU PH ET DE LA FORCE IONIQUE.

Les résultats sont présentés sur les figures

3.1., 3.2. et 3.3. qui correspondent respectivement aux
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Figure 3.1. : Effet de la goethite sur l'activité
de la B-glucosidase d'Amandier

[Na{] =2 mM
O : Témoin (A)
O : En présence de goethite (B)
{ : Surnageant (C)

Symboles ouverts pour le tampon citrate
Symboles fermés pour le tampon phosphate.
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Figure 3.2,

pH

Effet de la goethite sur l'activité
de la B-glucosidase d'Amandier

[Na{] = 20 mM
O : Témoin (A)
I : En présence de goethite (B)
¢{ : Surnageant (C)

Symboles ouverts pour le tampon citrate
Symboles fermés pour le tampon phosphate.
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Figure 3.3, : Effet de la goethite sur l'activité
de la B-glucosidase d'Amandier

[Na*] = 270 mm
O : Témoin (A)
O : En présence de goethite (B)
¢ : Surnageant (C)

Symboles ouverts pour le tampon citrate
Symboles fermés pour le tampon phosphate.
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forces ioniques de 2, 20 et 270 mM. Les courbes A, B et C
correspondent au protocole décrit dans "matériel et méethode".
Les résultats obtenus avec la goethite sont trés différents

de ceux observes avec la montmorillonite.

Aux trois forces ioniques etudiées, on
constate que la courbe B d'activité en présence de goethite
est presque identique a la courbe témoin A. En particulier il

n'y a pratiquement pas d'inhibition a pH acide.

Si l'on compare les courbes d'activite de la
fraction non adsorbeée, on observe qu'il y a un effet tres
marqué du tampon. Dans le cas de la montmeorillonite on
rappelle que les courbes obtenues avec les tampons citrate et

phosphate étaient identiques.

A l'inverse avec la goethite et pour une force
ionique de 2 mM (fig. 3.1) on note que l'activité du
surnageant est nulle a partir de pH 7,5 avec le tampon
citrate. Par contre, dans les mémes conditions de force
ionique, l'activité observée avec le tampon phosphate est
égale au témoin A. Cette différence de comportement s'attenue

quand la force ionique augmente (fig. 3.2 et 3.3).

Ces résultats sont incompatibles avec le

maintien simultané des deux hypothéses de départ :

- la surface de goethite est chargee
positivement en dessous du point de charge nulle gui, selon
les auteurs, se situe vers pH 8-9 (PARFITT, 1978 ; HUNTER et
NEVILLE, 1980 ; BOWDEN et al., 1980).

- La surface minérale modifie 1l'activite
enzymatique en induisant des changements de structure de la

protéeine dus principalement aux forces d'attraction

eélectrostatiques.
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Charge de surface (x 10—10moles/cm2)

Figure 3.4. : Charge nette de la goethite
A : KCl 0,01 M seul

B : en présence d'une concentration
initiale de phosphate 645 uM

(0 : en présence d'une concentration
initiale de citrate 365 uM

(BOWDEN et al, 1980).



- 69 -

Ainsi, aux pH inférieurs a 4, on devrait avoir
des valeurs d'activité non nulles pour le surnageant. En
effet l'enzyme ne devrait pas s'adsorber car, d'apres les
résultats obtenus avec la montmorillonite, la B-glucosidase
porte une charge positive. Il devrait donc y avoir une
répulsion electrostatique avec la surface de goethite. Or, il
n'en est rien. De méme nous devrions observer au-dessus de pH
6 non seulement une adsorption totale de 1'enzyme mais
également une inhibition trés nette car 1l'enzyme porte une

charge négative. Ce n'est pas du tout le cas.

Au contraire, tout se passe comme si la surface
de goethite était electriquement neutre en présence du tampon
citrate, car il n'y a pratiquement pas d'inhibition de
l'enzyme adsorbee. Inversement la surface de ce minéral
serait chargée négativement en présence du tampon phosphate,

car il y a peu d'enzyme adsorbée surtout a faible force

ionique (figure 3.1.).

D'une fagon genérale les oxyanions sont
specifiquement adsorbeés par les oxyhydroxydes de fer et
d'aluminium. En particulier la goethite adsorbe les anions
phosphate, sulfate, arsénate et citrate par échange de ligand
avec les groupements OH et OH * de surface (HINGSTON et al.,
1972 ; HINGSTON et al., 1974 ; PARFITT, 1978 : BOWDEN et al.,

1980).

Cette adsorption specifique se traduit par une
modification du potentiel de surface de 1l'oxyde considére.
Pour le cas qui nous intéresse, la fixation d'anions citrate
par la goethite a pour effet d'abaisser le point de charge
nulle de 8,5 a 5, et de diminuer fortement la valeur absolue

de la charge comme cela est indiqué sur la figure 3.4 (BOWDEN
et al., 1980).

Ceci explique donc les resultats obtenus avec

le tampon citrate, car selon notre modele une surface trés
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faiblement chargée ne modifiera pas la conformation de

l'enzyme.

Par contre, la fixation de phosphate par la
goethite (BOWDEN et al., 1980) rend la surface du minéral
tres electronégative au-dessus de pH 7. La encore, il y a
un bon accord entre les travaux de BOWDEN et nos résultats
puisque pour des pH compris entre 7 et 8 et a une force
ionique faible (2 mM) l'enzyme, qui se trouve situee
au-dessus de son point isoélectrique, ne s'adsorbe pas par
suite d'une repulsion de nature electrostatique. Par contre,
avec le tampon citrate, les forces de repulsion seront
faibles et l'enzyme s'adsorbera sous l'effet des forces de

Van der Waals.

Ces experiences avec la goethite permettent
egalement d'éliminer une des trois hypothéses proposées dans
la chapitre precéedent pour expliquer que l'activité maximale
de la B-glucosidase adsorbee sur la montmorillonite reste

toujours inférieure a celle mesuree en solution..

Rappelons que les hypotheéses proposeéees
etaient :
- une partie des enzymes est adsorbee

aleatoirement avec le site actif contre la paroi minerale,

~ 1l existe plusieurs isoenzymes de points

isoélectriques différents,

- bien que la resultante des forces
s'appliquant sur la proteine soit faible, il y a des tensions
induites par les forces électrostatiques, la surface minérale
etant repulsive pour les acides aminés anioniques et

attractive pour les acides amines cationiques.

La goethite neutre (ions citrate) ne montre pas
cet effet inhibiteur. On peut éliminer la premiere hypothése
qui ne dépend pas de la charge de la surface. Par contre, les
deux dernieres hypotheses restent valables, la faible valeur
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des forces électrostatiques ne pouvant plus agir de fagon
differentielle selon le pH sur les isocenzymes, ni agir sur

les acides aminés de charge différente de l'enzyme.

3.3.2. AFFINITE COMPAREE DE LA B-GLUCOSIDASE POUR LES
SURFACES DE GOETHITE ET DE MONTMORILLONITE.

Pour savoir si la proteine s'adsorbe
seélectivement sur la montmorillonite ou la goethite, nous
avons mesuré l'activité enzymatique de la B —glucosidase pour
des ordres diffeérents d'apport des minéraux. Cette atude a
été réalisée avec des quantités de minéraux telles que l'aire
des surfaces d'adsorption soit constante, 3 mg .ml -1 pour la
goethite (aire spécifique = 80 ng -1 ) et 0,3 mg.ml B pour

la montmorillonite (aire specifique = 800 m2.g -1,

Nous voyons sur la figure 3.5 que la courbe
d'activité en fonction du pH est déterminée par le mindral

apportée en premier.

Nous pouvons interpréter ce resultat en
admettant que l'enzyme est adsorbée irréeversiblement par la
premiere surface qu'elle rencontre. Dans la limite de temps
de notre expérience (4 h) il n'y aurait pas d'échange notable
de l'enzyme entre les surfaces de goethite et de
montmorillonite. En effet, nous aurions les mémes résultats
quel que soit l'ordre d'apport des deux minéraux dans

1'hypothese d'un échange rapide.

Ces resultats sont en accord avec ceux de BRASH
et al. (1983) montrant que les protéines ne se désorbent des
surfaces solides que s'il y a un échange avec les protéines
en solution. En particulier il n'y a pas de désorption
observables au bout d'une dizaine d'heures quand on élimine

les protéines en solution.

Pour les pH inférieurs a 5, c'est-a-dire dans

le domaine dans lequel on peut déterminer sans ambiguitéd le
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Figure 3.5. : Influence de l'ordre d'apport de la
goethite et de la montmorillonite sur
l'activité de la B-glucosidase
d'Amandier.

[0 : Goethite puis montmorillonite (GM)

: Montmorillonite puis goethite (MG)

O

A : Goethite et montmorillonite
apportées en méme temps

A

Moyenne des courbes GM et MG.
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mineral qui conditionne l'activité de la B8 -glucosidase,
l'adsorption est totale. Cette absence d'enzymes libres

explique donc l'irréversibilité observée.

Si 1l'on ajoute en meme temps la goethite et la
montmorillonite, on constate (figure 3.5) gque la courbe
experimentale est la moyenne des deux courbes "montmoril-
lonite-goethite” et "goethite-montmorillonite". Comme les
aires des surfaces de montmorillonite et de goethite sont
égales, nous pouvons conclure que nous avons la méme
probabilite d'adsorption de la R-glucosidase par la goethite
et la montmorillonite. Ce resultat est intéressant car a pH
acide, les forces d'attraction plus élevees avec la
montmorillonite qu'avec la goethite. On pouvait donc penser
que l'adsorption se serait faite preférentiellement sur la

montmorillonite, ce qui est contraire a l'observation.

Pour rendre compte de nos observations, nous
sommes conduits a proposer un modéle ol interviendraient

successivement les phénomeénes d'adsorption et de transition

conformationnelle.

- la premiére etape, l'adsorption, ne nécessite
que des energies d'attraction faibles. La cinetique
d'adsorption est réglée par la diffusion de l'enzyme vers la
surface qui se comporte comme parfaitement adsorbante,
c'est-a-dire que tout choc moléculaire sur la surface conduit
a une adsorption. Les forces d'attraction electrostatiques
n'interviennent pas dans la cinétique d'adsorption car elles
n'agissent gu'a courte distance. Cette hypothése rend
parfaitement compte de l'egalite d'affinité de 1'enzyme pour

la goethite et la montmorillonite.

Dans ces conditions la cinetique d'adsorption

obdit i une loi en t 172 (ScEMITT, 1983 ).

N (t) = 2 C (Dt/ 1) 172



avec .

N = nombre de molecules adsorbees
C = concentration en solution

D = coefficient de diffusion

t = temps

T = 3,14

Cette cinetique en t /72 4 deja eté observee pour des
protéines s'adsorbant a des interfaces fluide-fluide (MAC

RITCHIE, 1978).

- La deuxieme étape consiste en une transition
conformationnelle de l'enzyme a l'interface qui ne se produit
que pour des energies d'interaction fortes (montmorillonite
et pH inferieur au point isoelectrique de l'enzyme) et non
pour les energies d'interaction faibles (goethite ayant fixé
des anions citrate et sur tout le domaine de pH).

Ce modele impliquant deux etapes simplifie
également l'idée que l'on peut se faire de l'interaction
d'une enzyme avec un ensemble de plusieurs especes minerales

(cas d'un sol).

L'activité enzymatique Y en présence de n

mineraux peut etre ecrite :

i=n
avec : Y =
n

(L8,

1l=n 1

S; = aire developpee par la surface minerale i si
les conditions de pH et de force ionique font
que la surface se montre attractive vis-a-vis
de l'enzyme, S;{ = 0 si ces conditions font

qu'elle se montre répulsive.
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X; = activité de l'enzyme adsorbée sur la surface
minérale i (X; diminuant lorsque les forces

d'attraction vers la surface augmentent).

Remarquons que si l'adsorption avait ete
fonction de la valeur des energies d'attraction, nous
n'aurions pas pu prevoir l'effet d'un mélange de minéraux sur
l'activité enzymatique a partir des effets des minéraux pris
isolément. Il aurait fallu déterminer en plus pour chaque
mineral la cinetique d'adsorption de l'enzyme pour prévoir la
répartition sur les différents mineraux du mélange. Ceci
aurait posée des problemes pratiques de mesure car
1'adsorption est tres rapide, de l'ordre de guelques minutes
(ARMSTRONG et CHESTERS , 1964 ; MORGAN et CORKE, 1976 :
SCHMITT, 1983).

3.3.3. INTERACTIONS B-GLUCOSIDASE-KAOLINITE EN
FONCTION DU PH ET DE LA FORCE IONIQUE.

Les experiences menées aux forces ioniques 2
mM, 20 mM et 270 mM sont représentées respectivement sur les

figures 3.6, 3.7 et 3.8.

L'experience menee a 270 mM présente des
résultats semblables a ceux obtenus dans les mémes conditions
avec la montmorillonite : adsorption complete de l'enzyme sur
tout le domaine de pH, pH optimal de l'enzyme adsorbée égal a
5 tout comme l'enzyme libre . A ce pH, l'activité de l'enzyme

adsorbee atteint 60 % de celle de l'enzyme libre.

A force ionique moyenne (20 mM) les resultats
sont egalement tres semblables a ceux obtenus avec la
montmorillonite. L'enzyme adsorbée n'a pas d'activité aux pH
inferieurs a 4, et présente une activité optimale d'environ
60 % de celle du témoin vers pH 5,5. La seule petite
différence est observee pour des pH supérieurs a 6. En effet,
l'activitée du surnageant est un peu plus faible que pour la

montmorillonite, ce qul se traduit par 1l'absence d'un
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Figure 3.6.

Effet de la kaolinite sur l'activité
de la B-glucosidase d4d'Amandier

[Naf] = 2 mM
Q : Témoin (A)
0 : En présence de kaolinite (B)
{ : Surnageant (C)

Symboles ouverts pour le tampon citrate
Symboles fermés pour le tampon phosphate.
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Figure 3.7. : Effet de la kaolinite sur l'activité

de la B-glucosidase d'Amandier
[va*] = 20 mm
O : Témoin (A)
[0 : En présence de kaolinite (B)

{ : Surnageant (C)

Symboles ouverts pour le tampon citrate
Symboles fermés pour le tampon phosphate.
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Figure 3.8. : Effet de la kaolinite sur l'activité
de la B-glucosidase d'Amandier

I:Na+] = 270 mM
O : Témoin (A)
O : En présence de kaolinite (B)
¢ : Surnageant (C)

Symboles ouverts pour le tampon citrate
Symboles fermés pour le tampon phosphate.
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deuxieme maximum sur la courbe B. De ce point de vue, les
resultats avec la kaolinite pour une force ionique 20 mM
ressemblent plus aux resultats obtenus avec la
montmorillonite a une force ionique de 40 mM (ou méme un peu

plus car 1l'épaulement a partir de pH 6 est moins marque).

A faible force ionique (2 mM) on observe une
activité en présence de kaolinite se traduisant par une
courbe B de meme forme gu'avec la montmorillonite :
inhibition de l'activité enzymatique trés forte a pH acide et
augmentation trés forte au-dessus de pH 6 correspondant a une
augmentation de la fraction non adsorbeée. Par contre, les

deux difféerences par rapport a la montmorillonite gue 1l'on

remarque sont :

- une différence quantitative : l'activiteé
observée a pH 6, Jjuste avant la rupture de pente est de 40 %
de celle du témoin alors qu'elle n'est gue de 20 % en

presence de montmorillonite.

- une difféerence gualitative : la courbe
d'activite du surnageant montre a pH alcalin une différence
marquee selon que 1l'on emploie du tampon citrate ou du tampon
phosphate : les valeurs sont plus faibles avec le tampon
phosphate (4 fois plus faible a pH 6,5) et paraissent

decalées vers les pH alcalins).

Nous allons d'abord interpréter les resultats
obtenus selon notre modele d'interaction des enzymes avec les
minéraux et ensuite, nous confronterons nos conclusions aux

résultats obtenus par d'autres auteurs.

La treés grande ressemblance des résultats
obtenus avec la kaolinite et la montmorillonite nous conduit
a tenir le méme raisonnement qu'avec cette derniere : la
kaolinite (en tampon citrate) est electronégative sur tout le
domaine de pH étudié, a pH acide l'enzyme chargée
positivement subit des forces electrostatiques gqui la

denaturent, au voisinage du point électrique l'enzyme est
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adsorbee par des forces de Van der Waals qui ne sont pas
assez intenses pour deformer sa structure et au-dessus du
point isoelectrique l'enzyme ne s'adsorbe pas a force ionique
faible (répulsion electrostatique) et s'adsorbe a force
ionique élevée (ecrantage des forces de répulsion
electrostatiques qui deviennent inferieures aux forces

d'attraction de Van der Waals).

Le champ electrique de surface de la kaolinite
serait toutefois peu inferieur a celui de la montmorillonite
comme semble le suggérer la moindre inactivation de
l'activite enzymatique a faible force ionique et la plus

faible valeur de la fraction libre a force ionique moyenne.

Mais alors que la forte charge negative des
surfaces de montmorillonite n'est mise en doute par personne,

il n'en est pas de méme pour la kaolinite.

Le role dans l'origine de la charge de la
dissociation-protonation des groupements silanol et aluminol
de bord du cristal n'est pas contesteé et rend compte de la
variation avec le pH de cette charge. Les surfaces de bord
peuvent representer 20 % de l'aire totale des surfaces ce qui

est nettement plus que pour la montmorillonite.

Par contre, il y a une controverse sur le point
de savoir si la kaolinite porte ou non une charge négative
due a des substitutions isomorphiques sur les surfaces
basales. FERRIS et JEPSON (1975) pensent que les surfaces
basales ne sont pas chargées car la mesure de la capacite
d'echange cationique en fonction du pH montrerait 1'absence
de charges négatives a bas pH. A 1l'opposée, BOLLAND et al
(1976) font remarquer dgque les réesultats des auteurs
précédents peuvent étre faussés par la liberation de cations
al 3* 3 bas pH et si on corrige les mesures de capaciteée
d'echange par ce facteur, on trouve que la kaolinite porte
une charge négative indépendante du pH en plus de celle
provenant de la dissociation des hydroxyles de bord. Ils
montrent méme que sur des échantillons de kaolinite d'origine
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différente, on trouve des densités surfaciques de charge trés
voisines de celle de la montmorillonite (1,1 a 1,5.10 ~6

- -2
eq.m ).

Une derniere hypothése (TALIBUDEEN et GOULDING,
1983) considere que la charge indépendante du pH mesurée avec
les échantillons de kaolinite proviendrait d'impuretés de

type mica ou smectite.

La similitude des résultats obtenus nous amene
a conclure qu'il existe sur la kaolinite et la
montmorillonite des surfaces ayant des densités de charges

surfaciques voisines.

- ler cas : la C.E.C. est due a des charges
variables. Dans ce cas, on ne devrait pas observer
d'adsorption aux bas pH car les sites sont charges
positivement. Toutefois, l'adsorption d'ions citrate peut
abaisser le potentiel comme nous l'avons observe avec la
goethite. Cette hypotheése est raisonnable car, au-dessus de
pH 6, les quantités adsorbées dependent du tampon.

- 2me cas : la C.E.C. est due a des charges
variables et a des substitutions isomorphiques. Nous allons
essayer de verifier cette hypothése en étudiant comment

varient les quantites adsorbées en fonction de la

concentration en argile.

3.3.4. INFLUENCE DE L'AIRE SPECIFIQUE DE LA KAOLINITE
ET DE LA MONTMORILLONITE.

Comme nous n'employons pas une enzyme purifiece,
il est difficile de calculer le taux de recouvrement des
surfaces minerales par l'enzyme car nous ignorons la taille

et la forme des autres contaminants proteiques présents.

Néanmoins, les surfaces specifiques de la

kaolinite de St Austell (14 m%.g ~1 ) et de la
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montmorillonite du Wyoming (environ 800 m2.g -1 ) eétant

connues on peut comparer leur pouvoir adsorbant vis-a-vis de
la B-glucosidase en faisant varier la concentration massique
de ces mineraux. La mesure du pouvoir adsorbant est realisee
en etudiant 1l'activite du surnageant (selon le protocole
habituel) a pH 5 et a une force ionique de 20 mM car, dans
ces conditions, les surfaces de kaolinite et de
montmorillonite sont parfaitement adsorbantes. Ces conditions
sont egalement celles ou la B-glucosidase en solution
présente son activité optimale, ce qui accrolt la précision

de la détermination des quantités d'enzyme non adsorbees.

Les resultats sont présentés sur la figure 3.9.
Si l'on prend comme point de comparaison les concentrations
massigques pour lesquelles 50 % de l'enzyme est adsorbee, il
faut 55 fois plus de kaolinite que de montmorillonite. Il est
interessant de noter que le rapport des aires specifiques de

la montmorillonite et de la kaolinite est pratiquement

identique a cette valeur.

Au vu de ces resultats on peut conclure que les

surfaces basales sont impliquees dans l'adsorption. En effet

- aux taux de recouvrement importants : si les
surfaces latérales etaient les seules
impliquees, le rapport des concentrations

massiques aurait du etre d'environ 250.

- aux faibles taux de recouvrement : on a
montré précédemment que l'adsorption éetait un
phénoméne controlé par la diffusion et non
par 1'intensité des forces de nature

attractive.

Par ailleurs et selon le modéle proposée pour
expliquer l'activite de la 8 —glucosidase en fonction du pH,
nous sommes obliges d'admettre que les surfaces basales de la

kaolinite portent une charge neéegative.



3.4. CONCLUSION

La charge électrique de la goethite varie selon
la nature des oxyanions qui se complexent avec les hydroxyles
de surface. En présence d'ions citrate la surface est neutre.
En consequence l'activite de l'enzyme adsorbée est
integralement conservee. Ceci confirme 1'hypothese de
l'intervention des forces électrostatiques dans la
modification de conformation des enzymes adsorbées sur la
montmorillonite puisque les seules forces d'attraction de Van

der Waals semblent incapables de modifier la structure

proteique.

En présence d'ions phosphate et a pH alcalin la
surface de goethite est au contraire negative. La
B-glucosidase, qui est également chargée negativement a ces

pH, ne s'adsorbe pas.

Une comparaison des effets de 1la
montmorillonite et de la kaolinite sur l'activité enzymatique
indique que leur densité surfacique de charge serait voisine.
Seule l'aire spécifique de ces argiles les distingue lorsque
l'on fait varier les rapports entre gquantite d'enzyme et

quantite d'argile.

L'adsorption de la B-glucosidase sur une
surface minérale est irreversible. Le phenomene observé se

decompose en deux etapes :

- une adsorption gui ne necessite pas des
forces d'attraction elevees. La cinetique
d'adsorption est limitee par la diffusion.
Ainsi, aux pH ou l'enzyme est chargee
positivement ou neutre, la probabilite
d'adsorption est la meme pour une surface
negative de montmorillonite ou une surface

neutre de goethite recouverte de citrate.
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- un rearrangement de la structure de l'enzyme
a l'interface lorsque les énergies
d'attraction sont fortes. Ceci explique que
l'enzyme chargée positivement a pH acide perd
sa conformation active avec la
montmorillonite mais non avec la goethite en

tampon citrate.



CHAPITRE 4

EFFET D'UN REVETEMENT ORGANIQUE SUR LES INTERACTIONS

8 —GLUCOSIDASE-MONTMORILLONITE

4.1. INTRODUCTION

Nous avons deja etudie l'effet de surfaces
minérales nues (montmorillonite, kaolinite, goethite) sur
l'activite de la B-glucosidase. Dans le cas de la goethite,
nous avons toutefois noté que l'adsorption d'anions citrate ou
phosphate jouait un rdole considerable. Ceci laisse présager
l'importance gque peuvent jouer les molécules organiques
adsorbées en modifiant les conditions physico-chimiques a
l'interface solide-liquide.

Or, on sait que dans les sols une quantité notable
de matiére organique se trouve etroitement liée a la phase
minerale (complexe argilo-humique). Il est donc nécessaire
d'eétudier l'effet sur l'activité enzymatique de surfaces
mineérales recouvertes de différents types de substances
organiques modeles et de les comparer avec celui induit par des
fractions fines de sols naturels extraites sans destruction de
la matiere organique. Seule, cette etude peut permettre de dire
dans quelle mesure le modele d'interaction que nous avons
proposé précédemment refléte ce qui se passe réellement dans le

milieu naturel.
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4.2. MATERIELS ET METHODES

4.2.1. MATERIELS ET METHODES

4.2.1.1. Preparation du complexe

montmorillonite-pentylammonium

Le complexe est formé par échange ionique entre une
montmorillonite du Wyoming et une solution de chlorure de
pentylammonium. On apporte 5 fois la capacite d'echange en

trois cycles de saturation, puis lavage et centrifugation.

4.2.1.2. Préparation de la fraction argileuse de

de sol
L'échantillon provient d'un sol limoneux maintenu

en jachere nue avec apport de fumier (100 tonnes
ha % .an ~! ). La fraction granulométrique inférieure 3 2 um

de ce sol est obtenue par sédimentation.

Cette fraction contient 6,4 mg de N. g -l et 51 mg

de C.g -l ge repartissant en :
- acides fulviques : 21 %
- acides humiques : 29 $%

— humine : 50 %

La composition minérale est :
- smectites et interstratifies : 43 %

- illite : 34 %
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- kaolinite : 10 %

L'aire specifique est 220 m2.g -1

La capacité d'échange cationique du support minéral

seul est 3,2.10 -4 éq.g -l et celle du complexe organo-minéral

est 6,3.10 4 eq.g -1

4.2.1.3. Polyméres et enzyme

Le polyethyléne glycol 10 000 vient de la firme
MERCK (Art. 821881).

Le lysozyme de blanc d'oeuf de poule vient de la

firme SIGMA (L-6876).

On utilise 1la B-glucosidase d'Amandier

précedemment decrite (paragraphe 2.2.1.2.).

4.2.2. METHODES

Les protocoles A, B et C sont les memes que dans le

chapitre 2.

Les experiences effectuées avec le complexe
montmorillonite-pentylammonium et avec la fraction argileuse de
sol correspondent aux protocoles A, B et C a une force ionique
20 mM et 3 une concentration minérale de 3 mg.ml ~% .

(paragraphes 4.3.1. et 4.3.4.).

L'influence sur l'activite enzymatique d'un
recouvrement de la montmorillonite par le polyethylene glycol
(paragraphe 4.3.2.) est eétudiée par une série d'expériences de
type A, B et C dans lesquelles on mélange d'abord le lysozyme
et la montmorillonite. On attend 2 heures. Puis on apporte la
B-glucosidase d'Amandier. On laisse a nouveau 2 heures

d'incubation uis on mesure l'activité enzymatique.
: P
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Figure 4.1. : Effet d'un complexe montmorillonite-
pentylammonium sur l'activité de 1la
B~glucosidase d'Amandier

[va*] = 20 mm
O : Témoin (A)
O : En présence du complexe (B)

¢ : Surnageant (C)
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Cette étude est complétée par une autre expérience
de type B dans laquelle on melange d'abord la montmorillonite
et la B-glucosidase. On attend 2 heures. On apporte le
polyethylene glycol. Aprés 2 heures, on mesure l'activite.

Dans ces deux séries d'expeériences le rapport
ponderal polyéthyléne glycol/montmorillonite est égal a 0,3. Ce
rapport est suffisant pour saturer les surfaces minérales par
le polymere (PARFITT et GREENLAND, 1970 ; CHASSIN, 1975).

L'influence d'un recouvrement de la montmorillonite
par le lysozyme est etudiée de la méme fagon que pour le

polyethylene glycol (paragraphe 4.3.3.).

Le rapport ponderal lysozyme/montmorillonite est
egal a 3, ce qui est, la encore, suffisant pour saturer les

surfaces minérales (Mc LAREN, 1958).

4.3. RESULTATS ET DISCUSSION

4.3.1. ACTIVITE ENZYMATIQUE EN PRESENCE D'UN COMPLEXE
MONTMORILLONITE-PENTYLAMINE.

On observe sur la figure 4.1 que la B-glucosidase
en présence d'un complexe montmorillonite-pentylammonium
(courbe B) se comporte comme la montmorillonite sodique : on
n'observe pas d'activite en dessous de pPH 4, puis on a un
premier pic d'activité a pH 5,5 dd a l'enzyme adsorbée, et
enfin un deuxieme pic d'activité a pH 7 di a la fraction de

l'enzyme non adsorbee.

Ce comportement n'est pas celui auquel nous nous
attendions. En effet, l1l'idée que nous avions suivie etait
d'etablir un paralléle avec les travaux de P. CHASSIN et C.

JOUANY qui, en étudiant les composantes polaires et dispersées



Figure 4.2. : Effet d'un recouvrement de la montmo-
rillonite par le polyéthyléne glycol sur
l'activité de la B-glucosidase d'Amandier

O : Témoin (A)

- Polyéthyléne. glycol apporté avant
la B-glucosidase :

0 : En présence du complexe (B)
¢ : Surnageant (C)

- B-glucosidase apportée avant le poly-
éthyléne glycol :

A: En présence du minéral (B)



des eénergies de surface de complexes montmorillonite-
alkylamines, établissent que la surface perd rapidement les
caracteres de la montmorillonite pour ne plus présenter que
ceux de la phase organique a partir d'une certaine longueur de
la chaline hydrocarbonée. Nous pensions donc que la surface
aurait présenté un caractére electriquement neutre se
traduisant par une activité de l'enzyme adsorbée semblable a ce
que nous avons observeé avec la goethite en présence de citrate.

Nous sommes donc conduits a faire 1l'hypothése qu'il
y a eu un échange entre les molecules d'enzyme et une partie

des molécules de pentylamine a la surface de la montmorillonite

montmorillonite-pentylammonium + B-glucosidase ——>
montmorillonite- B-glucosidase + pentylammonium

Cet echange peut facilement s'expliquer par la disproportion
des poids moleculaires : 80 pour la pentylamine, de l'ordre de
105 pour la PB-glucosidase. Bien que dans les deux cas le
facteur prépondérant responsable de 1l'adsorption soit le méme,
a savoir les interactions électrostatiques entre groupements
aminés electropositifs et surface d'argile &lectronégative, on
sait que pour des macromolécules d'une méme série chimique la
sélectivité pour une surface augmente avec le poids moléculaire
(SCHMITT, 1983). En prenant comme densité de charge de 1l'argile
une aire de 1,35 nm? par charge élementaire et en considérant
la B-glucosidase comme une protéine globulaire de 5 nm de
diametre, on peut calculer que 1l'adsorption de l'enzyme
nécessite le départ de 15 molécules de pentylamine dans

1'hypothese d'un maintien de la structure de la protéine.

4.3.2. EFFETS DU POLYETHYLENE GLYCOL SUR LES INTERACTIONS
ENTRE LA B-GLUCOSIDASE ET LA MONTMORILLONITE.

Nous avons distingue deux cas suivant 1 'ordre

d'apport de la B-glucosidase et du polyéthyléne glycol.
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de la B-glucosidase d'Amandier
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4.3.2.1. Apport de B -gluccsidase précedant celui de

polyéthylene-glycol.

La figure 4.2 montre que dans ce cas l'effet obtenu
est tres proche de ce qu'il est avec la montmorillonite sodique
pure. Ceci est en accord avec l'irreversibilité déja notée des
altérations structurales de la B-glucosidase adsorbée sur la

montmorillonite.

4.3.2.2. Apport de polyethylene glycol précedant

celui de B-glucosidase.

Dans cette situation expérimentale, on constate
qu'en dessous de pH 4, on a une inactivation totale de l'enzyme
et qu'a partir de pH 5,5, l'activité est identique au témoin
sans argile. L'activite du surnageant est nulle en dessous de

pH 5.

Une hypothese simple peut expliquer ces résultats.
En dessous de pH 4 nous avions deja considéré que l'enzyme
portait une charge positive nette, on peut donc supposer
qu'elle déplace le polyéthyléne glycol qui, &tant neutre, est
moins énergétiquement fixé a la surface. L'enzyme adsorbée
subit alors les altérations structurales qui se produisent a
ces pH avec les surfaces nues de montmorillonite. Par contre,
au-dessus de pH 4 la B-glucosidase perd sa charge positive et
par la meme occasion son pouvoir d'adsorption competitif
vis-a-vis du polyéthyléne-glycol. Dans ces conditions, une
couche de polymeres neutres est intercalée entre l'argile et
l'enzyme, ce qui réduit les interactions électrostatiques, pour

deux raisons principalement :

- d'une part 1l'enzyme se trouve a une distance plus
grande de la surface minérale, donc en un point
ou la valeur absolue du potentiel électrique est

plus basse,

- d'autre part dans la theorie de Gouy et Chapman,

1'épaisseur de la couche diffuse X T est

proportionnelle a la racine carrée de la
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permittivité du milieu. Or justement la
permittivite relative du polyéthyléne est egale a

2,25 alors que celle de l'eau est egale a 78,2.

4.3.3. EFFETS DU LYSOZYME SUR LES INTERACTIONS ENTRE LA
B -GLUCOSIDASE ET LA MONTMORILLONITE.

4.3.3.1. Apport de B-glucosidase precedant celui de
lysozyme.

Sur la figure 4.3 on peut voir que le resultat est
identique a ce qui avait été obtenu dans les mémes conditions
avec le polyéthylene glycol, c'est-a-dire que l'apport
ulteérieur d'un polymere ne modifie pas la courbe traduisant les

interactions entre la B-glucosidase et la montmorillonite

sodique.

Le lysozyme etant une proteine dont le point
isoélectrique est de 11,7, il peut étre considéré comme chargé
positivement sur tout le domaine de pH etudié. Donc, s'il était
raisonnable de considérer que le polyéthyléne glycol neutre ne
déplace pas a bas pH la B-glucosidase cationique, on ne peut
par contre totalement exclure l'hypothese d'un déplacement par
le lysozyme. Toutefois, il fqudrait alors admettre gque les
modifications de structure consécutives aux interactions avec
la surface minerale a bas pH restent irréversibles, méme si
1l'enzyme est deésorbée. Cela n'a bien sir rien d'impossible,
mais étant donné la parfaite identité des courbes obtenues avec
le polyethylene glycol et le lysozyme, il nous semble plus
probable de considerer gque la B-glucosidase est

irréversiblement adsorbée a bas pH.

4.3.3.2. Apport de lysozyme précedant celui

de B -glucosidase.

Les resultats sont treés différents de ce qui avait
ete obtenu avec le polyéthylene glycol en suivant le méme

protocole expérimental. Nous observons (figure 4.2) gque la
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courbe d'activiteé enzymatique en présence de montmorillonite
recouverte de lysozyme est pratiquement identique a la courbe
témoin ne comportant que la B -glucosidase (identique entre pH 3
et pH 5, legerement inférieure au-dessus de pH 5). La courbe
d'activité du surnageant C montre une tres faible adsorption de
l'enzyme a pH inférieur a 4, puis une adsorption croissante au

dela de ce pH.

Cette absence totale d'effet inhibiteur aux pH
acides nous conduit a interpréter ce résultat comme une
saturation des sites d'adsorption de la montmorillonite par le
lysozyme qui, contrairement au polyethylene glycol est plus
eénergetiquement fixé du fait de sa forte charge positive et
n'est donc pas deplace par la 8 -glucosidase. Ceci conduit a un
renversement du signe de la charge de la surface ainsi que le
montre l'absence d'adsorption a pH acide lorsque la
Bglucosidase est chargée positivement. La légére baisse
d'activite par rapport au temoin vers pH 7 s 'explique par le
fait que les interactions électrostatiques modifiant 1la

conformation sont alors inversees : surface positive, enzyme

negative.

4.3.4. ACTIVITE ENZYMATIQUE EN PRESENCE D'UNE FRACTION
ARGILEUSE DE SOL RICHE EN MATIERE ORGANIQUE.

Les resultats portés sur la figure 4.4 montrent que
l'activite enzymatique en présence de la fraction de sol est
complétement inhibée en-dessous de pH 4 comme dans les
experiences correspondantes avec la montmorillonite et la
kaolinite ; par contre, au-dessus de cette valeur l'activite

crolt jusqgu'a un maximum vers pH 6 uis a partir de cette
’ P

valeur decroit de fagon identique au témoin.

Si nous comparons sur la figure 4.5 les courbes
d'activité correspondant au téemoin, a l'effet de la
montmorillonite, de la fraction de sol et de la montmorillonite
prealablement recouverte de polyéthylene glycol, nous
remarquons que le modele dont se rapproche le plus la fraction
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de sol étudiée est le complexe montmorillonite-polyéthyléne
glycol. Nous reprendrons donc l'interprétation déja formulée
pour ce complexe. Remarquons tout d'abord que les argiles du
sol étudie, malgré leur diversité sont toutes chargées
neégativement : l'illite que nous n'avons pas etudiée porte une
densité de charge encore plus importante que la montmorillonite
et nous avons vu que la seule argile rencontrée ici qui aurait
pu passer pour peu chargée, la kaolinite, se comporte en fait

comme un materiau de méme densité surfacique de charge que la

montmorillonite.

Donc, lorsque l'enzyme se trouve a pH acide
en-dessous de son point isoelectrique, elle est chargee
positivement et peut s'échanger avec certaines fractions de la
matiére organique des sols, probablement des composés
polymeriques neutres ou anioniques. L'enzyme subit alors une
modification de conformation due aux attractions
eélectrostatiques entre groupements aminés et surface minérale.
Lorsque le pH augmente, l'enzyme en perdant sa charge positive
perd egalement son pouvoir de déplacer les polyméres déja
présents sur la surface, ce qui fait que sa structure n'etant
plus perturbée par un fort champ électrique, son pouvoir
catalytique devient progressivement egal a celui d'une enzyme

en solution.

4.4. CONCLUSION

Nous proposons un modele simple rendant compte de
l'effet d'une suspension de sol naturel sur l'activite
enzymatique. Il consiste a tenir compte non seulement du
support argileux electronégatif, mais aussi d'un recouvrement
de la surface minerale par des substances organiques
s'échangeant avec l'enzyme quand celle-ci est chargee
positivement. A cet égard, des molécules de faible poids
moléculaire, ions alkylammonium par exemple, ne peuvent

modeliser l'effet de la matiére organique car elles peuvent
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etre déplacees sur tout le domaine de pH. Un polymére porteur
d'un exces de charges positives comme le lysozyme ne convient
également pas car a l'opposé du cas précedent, il n'est pas du
tout deplacé par la B -glucosidase, méme a pH acide. Par contre,
un polymeére neutre comme le polyéthyléne glycol a le
comportement requis : échangeable par l'enzyme se trouvant en

dessous de son point isoelectrique mais non echangeable

au-dessus.



CONCLUSION

Cette etude montre que les forces électrostatiques

s'etablissant entre une enzyme et une surface minerale sont un

facteur essentiel de 1l'activite enzymatique aux interfaces

solide-liquide.

En conséquence nous proposons un modele expliquant

les modifications des courbes d'activite en fonction du pH des

enzymes adsorbees par des changements de conformation dus

principalement aux forces électrostatiques.

hypothese

1-

Les principaux arguments en faveur de cette

sont resumés :

Lorsque l'on fait varier le pH, on observe que
l'activité a un pH donné d'une enzyme adsorbée sur la
montmorillonite depend du pH antérieur. Or ce raésultat
est incompatible avec 1'hypothése d'une acidification
au niveau du site actif par un phénomeéne de couche
diffuse et avec l'hypotheése d'une modification de
conformation sous l'effet des forces de Van der Waals.
En effet, ces deux hypothéses, souvent avancées,

prévoient une absence d'influence du pH antérieur.

Par contre une hypothese de modification de
conformation dependant des forces électrostatiques est

compatible avec cette observation.

L'adsorption et l'activite de l'enzyme est trés
sensible a la charge de 1'adsorbant.



2.1.-

2.2.-
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si la surface est chargée négativement on
observe 3 zones de pH que l'on peut

interpréeter sur la base de la charge de

l'enzyme

- aux pH inférieurs au point isoélectrique
les interactions électrostatiques entre
la surface et l'enzyme sont fortes et
conduisent a une dénaturation de cette

derniere.

- aux pH voisins du point isoelectrique
l'enzyme est adsorbee sous l'effet de
forces de Van der Waals trop faibles pour
modifier la structure protéeique. L'enzyme

reste donc active.

- aux pH superieurs au point isoelectrique
l'enzyme et la surface portent des
charges de méme signe. Ainsi a faible
force ionique, l'enzyme ne s'adsorbe pas.
Par contre, a force ionique élevee les
forces attractives de Van der Waals
deviennent plus importantes que les
forces répulsives électrostatiques et

l'enzyme s'adsorbe.

si la surface est tres peu chargee (goethite
ayant fixé des ions citrate) l'enzyme
adsorbee garde la méme activité qu'en
solution. On peut penser que l'adsorption se
fait principalement par les forces de Van
der Waals qui ne sont pas assez intenses
pour affecter la structure de l'enzyme.

si la surface est chargee positivement

(montmorillonite recouverte de lysozyme)
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l'enzyme ne s'adsorbe pas a pH acide car
elle est alors cationique. L'adsorption
augmente lorsque le pH crolt. Parallelement
une inhibition de l'activité enzymatique se
manifeste a pH alcalin (enzyme négative,
complexe organo-mineral positif) montrant un
effet symétrique de celui observé avec les

surfaces negatives.

3- L'effet sur l'activité enzymatique de différents
revétements organiques de la montmorillonite peut
s'interpréter sur la base d'un échange de l'enzyme
avec les molécules du revétement. La encore les
interactions électrostatiques jouent un role
important. Ainsi, on peut expliquer les resultats
obtenus avec les différents revetements etudiés de la

facon suivante :

3.1.- 1les ions organiques de faible poids
moléeculaire (pentylammonium) sont facilement
echanges par l'enzyme, quelle que soit sa

charge.

3.2.- les polyméres neutres (polyéthyléne glycol)
ne sont echanges que lorsque l'enzyme est

chargée positivement.

3.3.- 1les polymeres charges positivement
(lysozyme) sont fortement fixés, conduisant
a un renversement de la charge de la surface

et ne sont pas echangés par 1'enzyme.

Pour conserver la coherence du modele propose,
nous avons été conduits a admettre que la kaolinite avait une
densité surfacigque de charge voisine de celle de la

montmorillonite.
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Par contre nous avons montré que la cinetique
d'adsorption ne dépendait pas de l'intensité des forces
d'attraction (électrostatiques ou de Van der Waals) et etait

réglée par la diffusion.

Pour conclure, remarquons que le modele propose

est utile dans deux domaines d'application :

- La bioclogie des sols ou il permet de comprendre les
interactions des enzymes avec les systémes adsorbants
complexes des sols. Ainsi un melange de différents
minéraux recouverts de substances organiques mal
definies se comporte vis-a-vis de l'activite
enzymatique comme une suspension de montmorillonite

recouverte de polyethylene glycol.

- La biotechnologie des enzymes fixees ou il permet de
rationnaliser le choix des surfaces d'adsorption.
Notons gue la goethite ayant fixé des ions citrate
semble un excellent support : aire spécifique
importante, bonne fixation de l'enzyme et activite
enzymatique non perturbée du fait de la faible charge

de la surface.
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