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Partie 1. Systemes
bioanalytiques pour la
determination de la capacite
antioxydante dans les denrées

alimentaires



1 Etude bibliographique

Le métabolisme oxydatif est essentiel pour la vie cellulaire. Cependant l'un de ses effets
secondaires est la production de radicaux libres trés réactifs. Parmi ces radicaux on retrouve le
superoxyde (0,"), I'hydroxyle (HO®), le peroxyl (ROO’), I'oxyde nitrique (NO°) ainsi que leurs dérivés
comme le peroxyde d'hydrogéne (H,0,), I'acide hypochloreux (HOCI) et peroxynitrite (ONOO") [1].
Toutes ces espéces chimiques sont nommées composés réactifs de I'oxygéne (en anglais : reactive
oxygen species (ROS)). L'impact majeur de ces composés sur les organismes est la détérioration de
certaines voies biochimiques qui entrainent, a terme, le vieillissement prématuré des tissus.

Le stress oxidatif est décrit comme le déséquilibre entre la quantité des radicaux libres et le
pouvoir défensif du systeme antioxydant composé d’enzymes protectrices comme la catalase, la
peroxydase et la superoxyde dismutase [2]. L'apport journalier en antioxydants (composés chimiques
naturellement présents dans certains aliments) contribue a la restauration de cet équilibre. Dans ce
contexte, |'évaluation de la capacité antioxydante des systemes biologiques et du pouvoir antioxydant
des aliments contribue a la prévention des maladies dégénératives et du vieillissement.

Une méthode rapide de la quantification du pouvoir antioxydant des nutriments pourrait alors
servir de critere qualitatif des aliments. Elle pourrait ainsi étre utilisée comme un critére de sélection des
variétés, des especes, du degré de maturation et des conditions des cultures afin d'obtenir des aliments
ayant une teneur en antioxydants élevée.

La grande variété des méthodologies utilisées pour |'évaluation de la capacité antioxydante
(CAO) est justifiée par la diversité des substrats et leurs compositions. Parmi ces méthodes, on en
distingue deux types en fonction de I'approche analytique qui est utilisée. La premiére comprend les
méthodes basées sur le degré d'inhibition de I'oxydation d'un lipide ou d’'une lipoprotéine par
I'antioxydant lui-méme. La seconde comprend alors les méthodes basées sur la capacité des
antioxydants a capter les radicaux libres.

Dans le deuxieme type, les méthodes varient selon la nature des radicaux libres qui peuvent étre
produits naturellement (les ROS) dans le métabolisme ou bien synthétisés (comme le 2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyle, DPPH ou le 2,2-azinobis(3-éthylbenzothiazoline), ABTS) ainsi que selon les moyens
analytiques utilisés pour surveiller les réactions impliquées.

Dans la derniere décade, les chercheurs manifestent un intérét croissant pour l'utilisation des
biocapteurs comme des nouveaux outils pour I'évaluation de la capacité antioxydante. Parmi ceux-ci,

nombreux sont les biocapteurs basés sur I'habilité des antioxydants a capter le radical superoxyde (0,")



(SO). Celui-ci est produit in situ via des réactions chimiques [3] ou biochimique comme |'oxydation de la
xanthine (XA) en acide urique (AU) catalysée par la xanthine oxydase (XOD) [4]. Ces biocapteurs sont soit
a la base du cytochrome C (Cyt C) [5-7] soit de la superoxyde dismutase (SOD) [3, 8]. Les deux enzymes
acceptent comme substrat le SO, permettant soit la quantification directe [3, 5-8] du radical soit la
guantification indirecte a travers du H,0, produit dans cette réaction [9, 10]. Ces biocapteurs exploitent
inefficacement le systéme XA/XOD car la XOD n'est pas immobilisée mais utilisée libre dans le tampon
de la mesure électrochimique.

Récemment, des biocapteurs ont été développés par co-immobilisation covalente du Cyt C et de
la XOD sur la surface des électrodes sérigraphiées en graphite [11, 12]. Ces biocapteurs ont été utilisés
pour la détermination de la CAO de I'ail et des jus d’orange, mais seulement par rapport au radical SO,
car la catalase a été ajoutée dans la solution pour éliminer les interférences dues au H,0,.

D'autres essais d'immobilisation de la XOD ont été décrits comme l'inclusion de I'enzyme dans
des bioréacteurs [13-17]. Cependant, aucun n'a été utilisé pour l'estimation de la CAO dans des
échantillons réels. Le bioréacteur développé par I'immobilisation de la XOD dans un gel de Sepharose
activée avec du bromure de cyanogene a été utilisé pour I'évaluation de la CAO de la SOD (figure 1A)
[17]. Celle-ci est basée sur la compétition entre I'enzyme et un antioxydant synthétique, le sel de
tetrazolium. La formation du produit est alors suivie par voie optique a 438 nm.

Dans un autre bioréacteur, la XOD a été immobilisée sur un support de billes en verre avec la
dimension des pores contrélée (CPG) et le réacteur a été inclus dans un systeme en flux avec deux voies
(figure 1B) [15]. Ce systeme a servi pour la détermination individuelle de la CAO de la SOD, de l'acide
ascorbique vers le radical SO et de la catalase vers le H,0,. La détection du SO et du H,0, est réalisée

avec deux biocapteurs a base du Cyt C.

A B
Main line Sample line
(buffer + HX) (antioxidant)
IV XO + Catalase y
Carrier—}~ [~/ - )— Waste

Reactor
WST-1 + Hypoxanthine + (SOD or Water)

Figure 1. A) Montage pour la détection de la CAO
de la SOD. P, pompe; IV, vanne d'injection; XO, {
xanthine oxydase; WST-1, sel de tetrazolium; D, ®
détecteur optique [17]. B) Systeme fluidique pour D

d

la détermination de la CAO: 1, chambre pour la
génération de ROS; 2, zone de mélange; 3) zone de
détection avec deux biocapteurs; HX, N
hypoxanthine [15].




Il n'y a cependant pas des travaux publiés sur un biocapteur ou un bioréacteur qui pourrait
mesurer une CAO bivalente du méme échantillon réel vers deux espéeces différentes, comme par

exemple le radical SO et le H,0, qui sont intimement liés a la réaction spontanée de dismutation.

2 But du travail

Dans la perspective de |'étude bibliographigque, nous avons envisagé un systéeme capable de
mesurer la CAO bivalente des échantillons vers le SO et le H,0,. Dans ce but, nous avons développé un
systeme bioanalytique basé sur le couplage en flux d'un bioréacteur, rempli avec la XOD immobilisée sur

CPG, et d'un biocapteur ampérométrique a base de la peroxydase du raifort (HRP) (figure 2).

1

2 bioréacteur 3

tamm P - {_]7<O)_,. Sortie
<H/

XA ou XA + AA

Figure 2. Diagramme du systéme en flux a ligne unique utilisé pour I'évaluation de la CAO: (1) pompe
péristaltique, (2) vanne d'injection a 6 canaux, bioréacteur (3 base de la XOD), (3) cellule
électrochimique contenant le biocapteur a base de la HRP.

Le principe de fonctionnement de ce systeme est le suivant:

1. Lors du passage de la XA dans le bioréacteur, la réaction enzymatique décrite dans le schéma
1 est responsable de la production du radical SO et du H,0,. Les radicaux SO dismutent rapidement ce
qui impliqgue qu'a la sortie du bioréacteur, le tampon contient du H,0, La détection de celui-ci est
réalisée avec le biocapteur a base de la HRP par I'enregistrement d'un courant de réduction.

2. Lors du passage d'un mélange de XA et d'antioxydant (AOX), ce dernier réagit avec le radical
SO et avec le H,0, ce qui implique qu'a la sortie du bioréacteur la quantité de H,0, est moins importante
par rapport au cas précédent. Ensuite, le courant de réduction est diminué aussi. Finalement, la CAO de
I’échantillon d'AOX testé est directement proportionnelle a la différence entre les deux courants de
réduction enregistrés.

Pour 'utilisation de ce systéme nous avons envisagé deux modes de travail:

1. Le mode "stationnaire" dans lequel les antioxydants sont injectés dans un flux de XA;

2. Le mode "transitoire" dans lequel un mélange de XA et des antioxydants est injecté dans un

flux de tampon.



L'optimisation de ce systéme a inclus:

* Les parameétres du bioréacteur: la procédure et le support de lI'immobilisation de la XOD, les
dimensions, la concentration et le pH de la solution de XA, le débit du flux.

e Les parameétres du biocapteur comme la méthode d'immobilisation de la HRP. Ainsi, deux
biocapteurs ont été développés: un biocapteur de troisieme génération par l'immobilisation covalente
de la HRP sur les électrodes modifiées avec une couche de 4-carboxyphenyle et un biocapteur de
seconde génération par |'adsorption d'une HRP incorporée dans un polymeére redox a base de osmium.
Ce médiateur permet la détection du H,0, a un potentiel réduit. Comme les performances en terme de
sensibilité et limite de détection du deuxiéme biocapteur ont été supérieures au premier, les résultats

présentés ne concernent que celui-ci.

xanthine o voie O+ 2H* dismutation HaO2(1)
N oxydase | H mono-valente = «_ ’
HN™ ™y (XOD) un~ N, .
1 /ﬂ N>+ O; + Ho0—— | =o+ T~
o °N s L
H H "N ﬂ | ~
: . — YOI . H,0,(2) = AOX
xanthine acide urique bi-valente

H202 (142)~ ~ HRPr ;rc:s(m e W
( d> <~ Electrode
H,0 « HRP,, -~ Os(ll}‘ en graphite

Schéma 1. Principe de fonctionnement du couplage bioréacteur - biocapteur : la production de ROS avec
le systéeme XA-XOD, les interactions des AOX avec les ROS et la détection de H,0; par le biocapteur.

3 Résultats originaux

3.1 Partie expérimentale

3.1.1 Matériels et méthodes

3.1.1.1 Mesures électrochimiques et spectrophotométriques

Les mesures électrochimiques ont été menées a la température ambiante avec un potentiostat
SP-150; Biologic Science Instruments, Grenoble, France contrélé par le logiciel EC-Lab V9.46 et avec un
potentiostat Autolab-PGSTAT10, Eco Chemie, Utrecht, Hollande contrélé par le logiciel GPES V 4.9.007.

La cellule est composée d‘une électrode de travail en graphite sérigraphiée (DROPSENS DRP-110, Spain;
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le diametre de la surface de I'électrode de travail est de 4 mm), d'une électrode de référence en
Ag/AgCl,KCls,: (BAS, West Lafayette, USA) et d'un fil de platine comme électrode auxiliaire.

Pour les mesures électrochimiques en flux, nous avons utilisé une cellule de type "wall-jet" (DRP-
FLWCL, DROPSENS) adaptée aux électrodes sérigraphiées (DROPSENS DRP-110, Spain; I'électrode de
travail et la contre-électrode en graphite et I'électrode de référence en Ag, considérée comme une
pseudo-référence). Le flux a été assuré par une pompe péristaltique (FIAlab-2500 system, FIAlab®, WA,
US) et les injections par une valve a 6 canaux.

Les mesures spectrophotométriques ont été réalisées avec un spectrophotometre UV-Vis (V-530
Jasco International Co., Tokyo, Japan; UV-1800 Shimadzu Co., Japan; 8452A HP) et les spectres IR avec
un FT/IR spectrophotometre (FT/IR-600; Jasco International Co., Tokyo, Japan) avec la technique de la

pastille en KBr.

3.1.1.2 L'élaboration d'un biocapteur a base de la peroxydase du raifort (G/HRP-Os)

Les électrodes sérigraphiées en graphite ont été prétraitées par la voltammeétrie cyclique dans
une solution de 0,5 M H,SO, par balayage du potentiel entre -0,4 et 1,5 V vs. Ag/AgCl/KCls,: avec une
vitesse de balayage de 0,1 V/s (3 cycles). Apres le lavage des électrodes, 10 pL de la solution de la
peroxydase du raifort (HRP) ont été déposés a la surface de I'électrode de travail. Aprés 2 h a la
température ambiante, I'enzyme est immobilisée par I'évaporation du solvant qui entraine son
absorption. Ainsi, le biocapteur a base de la HRP (G/HRP-Os) est obtenu. Il est stocké a 4°C sous une

atmosphére de tampon phosphate (PBS).

3.1.1.3 L'élaboration d'un bioréacteur a base de la xanthine oxydase (XOD)

La construction d'un bioréacteur pour la détermination de la capacité antioxydante (CAO) a
inclus deux étapes. Premierement, le matériel du bioréacteur (billes en verre avec la dimension des
pores controlée, CPG) a été fonctionnalisé avec des groupements NH, par un protocole adapté d'apres
le travail publié par Richter et al. [16]. Ainsi, 0,3 g de CPG ont été ajoutées a une solution de 1 M NaOH
(35 mL) et agitées dans un flacon en plastique pendant 1 h a 90°C. Ensuite, les billes ont été lavées avec
25 mL de 50 mM tampon borate (pH 9). Durant 2 jours, la silanization a été réalisée par agitation douce
des billes avec 5 mL de 10 % (v/v) de 3-aminopropyl triéthoxysilane (APTES) dans le méme tampon
borate. Finalement, les billes sont lavées 3 fois avec le tampon borate et séchées pour 3 jours dans une
étuve a 60°C. Le succés de la silanization a été évalué par la différence entre les spectres IR enregistrés
sur la silice non-modifiée (figure 3A) et sur le NH,-CPG (figure 3C). Pour ce dernier, il a été enregistré le

méme déplacement des bandes d'adsorption en IR comme celui déja rapporté par d'autres auteurs pour



la silanization des billes de silices avec un autre agent de silanization (3-(chloropropyl)triéthoxysilane)
[18]. Deuxiemement, la xanthine oxydase (XOD) a été immobilisée sur les billes de NH,-CPG par
réticulation avec la glutaraldehyde (Glu). Les billes ont été activées avec une solution de Glu (2,5 % dans
le tampon PBS, pH 7,4) pendant 30 min a la température ambiante, lavées et agitées doucement avec la
solution de XOD (0,25 U/mL). Pour vérifier le succés de I'immobilisation, I'activité enzymatique de la
solution avant et aprés l'immobilisation a été mesurée avec le protocole spectrophotométrique
recommandé par le fournisseur de l'enzyme [19]. Ainsi, il a été observé que la solution, aprés

I'immobilisation, ne contient pas de XOD montrant une immobilisation compléte sur le support.

60 l\

50

40

T %

1636

20 +
3430

10 469

1098

v T v T v T v T v T v T
] 700 1400 2100 2800 3500 4200
nombre d'onde (cm'1 )

70 - 807 C
60;
50;
' 675
— 40'_ 918
a2 30‘_ 3133 3447
20 -
10] 472 1400
0 - 1103
0 | 760 | 14b0 '21b0 '28b0 '35b0 '42b0

nombre d'onde (cm'1)

Figure 3. Les spectres IR pour la silice non-modifiée (A) et pour les billes CPG modifiées avec APTES (C).
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3.1.2 Méthodes de référence pour la détermination de la capacité antioxydante (CAO)

3.1.2.1 La méthode du radical DPPH

Une gamme de concentration de solutions de DPPH entre 5*10° et 1*10 M a été préparée dans
un mélange 2:3 (v/v) eau:éthanol et une courbe de calibration a été tracée par |'enregistrement de la
densité optique (D.0.) du radical DPPH a 540 nm. Les tests préliminaires ont été réalisés pour optimiser
les dilutions des antioxydants testés et le temps de la réaction entre ceux-ci et le radical. Finalement,
100 pL de I'échantillon d'antioxydant ont été mélangés avec 1,9 mL de 4*10™ M DPPH et laissés agir 1 h

a la température ambiante. La capacité antioxydante (CAO) a été calculée avec la formule suivante:

A(DPPH)on:o — A(DPPH)on;to %100
A(DPPH) o

CAO (%) =

3.1.2.2 La méthode Folin-Ciocalteu

500 pL du réactif Folin-Ciocalteu (FC) (dilué 1:9 (v/v) avec de I'eau) ont été mélangés avec 100 uL
de I'échantillon d'antioxydant et avec 400 uL de Na,COs (75 g/L). La réaction dure 5 minutes a la
température ambiante. La formation d'un composé coloré est enregistrée a 735 nm. Cette longueur
d'onde a été choisie aprés avoir tracé le spectre UV-Vis pour une solution contenant le réactif FC et 15
mg/mL d'acide gallique (AG) et aprés avoir vérifié que les échantillons colorés testés n'absorbent pas a
cette longueur d’onde.

Une courbe de calibration a été tracée avec une gamme de concentration d'AG entre 1 et 100
mg/mL (figure 4). Les échantillons réels (des vins, des jus et des thés) ont été dilués au 1:3 avec le
tampon PBS, sauf le vin rouge, qui a été dilué au 1:6. La dilution a été nécessaire pour garder les valeurs
de D.O. dans le domaine linéaire de la courbe de calibration. Le temps de réaction a été de 5 minutes,
apres avoir vérifié que dans cet intervalle les valeurs de D.O. atteignent 80 % du plateau observé apres
30 minutes (figure 5). Le temps court de la réaction est préférable afin de pouvoir comparer ces résultats

avec ceux obtenus avec notre systeme en flux ou le temps de réaction est d’environ une minute.

11



D.O. (4 735 nm)

3.5

]O.D. =0.001 + 0.072 * [AG]
3-°‘R2/N=0.9943/7‘ | § x
2.5

_ =
2.0 .

1.5 1 5
1.0- &
1 &
051 o
0.0{ &
0 20 40 60 80 100

[AG] (mg/100 mL)

Figure 4. Courbe de calibration pour la variation de la D.O. du produit formé dans la réaction du réactif
FC avec différentes concentrations d'acide gallique.
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Figure 5. L'influence sur la D.O. du temps de réaction des antioxydants et des échantillons réels avec le
réactif FC. Les abréviations sont: AG, acide gallique; AA, acide ascorbique; WW, vin blanc; ME; jus de

pommes; ST, jus de raisins; GT, thé vert; OR, jus d'orange; BT, thé noir; WRdd, vin rouge dilué 2x.
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3.2 Résultats et discussions

3.2.1 Caractérisation du biocapteur a base de la peroxydase du raifort (G/HRP-Os)

3.2.1.1 Caractérisation en régime statique

Les parametres bioanalytiques ont été obtenus pour des additions standard de H,0, dans une

cellule a trois électrodes contenant le biocapteur G/HRP-Os. lls ont montré que celui-ci est assez

performant pour étre utilisé dans les mesures de la détermination de la CAO.

Les parameétres cinétiques de la réaction enzymatique ont été obtenus avec le modele de
Michaelis-Menten (M-M): Inax =4,20 + 0,08 pA, Ky = 16,3 £ 0,9 uM (R2 /N =0.994 /16, N étant le
nombre des points de la courbe de calibration).

La sensibilité (définie comme Inax/ Km): 0,26 pA/uM;

La limite de la mesure (LOM) (définie comme 10 fois la déviation standard du courant de réduction
en l'absence de H,0; divisée par la sensibilité): 0,46 uM H,0, qui correspond aussi a la plus faible
concentration mesurée expérimentalement;

La limite de détection (LOD) (définie comme 3 fois la déviation standard du courant de réduction
en |'absence de H,0, divisée par la sensibilité): 0,13 uM H,0;;

Le domaine de linéarité: 0,5 a 12 uM H,0,;

Le temps de réponse tgs (défini comme le temps nécessaire pour obtenir 95 % du courant de
réduction a l'addition de n'importe quelle concentration de H,0,): 5,2 s;

La répétabilité (définie comme la déviation standard de la moyenne du courant de réduction
enregistré a I'addition de 6 uM H,0,pour 4 mesures individuelles avec le méme biocapteur): 1,9 %;
La reproductibilité (définie comme la déviation standard de la moyenne du courant de réduction
enregistré a I'addition de 6 uM avec 3 bioréacteurs): 13,2 %.

Avant de poursuivre les expériences, les éventuelles interférences électrochimiques des espéces

impliquées dans le fonctionnement du systeme ont été vérifiées. Ainsi, nous avons comparé les

voltampérogrammes cycliques du biocapteur G/HRP enregistrés en absence et en présence de la XA, de

I'AU, de I'acide ascorbique (AA) et de I'acide gallique (AG) (figure 6 A,B,C,D). Au potentiel de travail (-0,1

V vs. Ag/AgCl/KClst) ces espéces ne sont pas actives du point de vue électrochimique. De plus, les

courbes de calibration pour le H,0, ont été tracées avec le G/HRP-Os en absence et en présence de ces

especes (figure 6 E,F,G,H). Les paramétres electro-cinétiques de ces courbes sont présentés dans le

tableau 1. Nous avons observé la non interférence de la XA et de I'AU dans la détection de H,0,. De plus,

13



il y a une diminution de ces parameétres en présence de I'AA et d'AG montrant que ces deux composés

manifestent leurs capacités antioxydantes envers le H,0,.

Tableau 1. Paramétres du modeéle M-M pour le biocapteur G/HRP-Os et la détection de H,0, en absence

et en présence des différentes especes.

e oreteeht | | | s
Figure 6 E H,0, 25+2 55+0,1 0,98688
H,0, + XA 28+3 6,0£0,2 0,98421
Figure 6 F H,0, 241 2,5+0,1 0,99749
H,0, + AU 29+1 2,5+0,1 0,99914
Figure 6 G H,0, 23+1 4,9+0,1 0,99531
H,0, + AA 13+1 0,6+0,1 0,99444
Figure 6 H H,0, 17+3 1,4+0,1 0,99814
H,0, + AG 11+2 0,9+0,1 0,99653

3.2.1.2 Caractérisation en flux

Pour I'utilisation du biocapteur G/HRP-Os dans un systéme de flux, le coefficient de dispersion

d'un échantillon dans ce systeme a été évalué. Pour cela, nous avons calculé le rapport entre le courant

de réduction enregistré par le biocapteur pour quelques injections de 10 pyL 0,5 mM H,0, et un flux

continu de méme nature. Pour des caractéristiques du flux bien définies (la vitesse du flux, la longueur

du circuit, les diamétres des tubes), nous avons trouvé un coefficient de dispersion de 1,8 ce qui montre

la bonne hydrodynamique du systeme congu.

Avec cette valeur, nous avons ajusté les parametres électro-cinétiques obtenus pour le

fonctionnement en flux du biocapteur: LOD 2,2 uM H,0,; LOM 7,5 uM H,0,; sensibilité 5 mA/M;

domaine de linéarité: 7,5 + 50 uM . La stabilité opérationnelle pour une courte durée (la répétabilité en

flux) a été testée en réalisant 30 injections consécutives de 50 uM durant 1700 secondes. La déviation

standard de la moyenne du courant de réduction de ces injections a été de 1,2 % ce qui montre

I'excellente stabilité de ce biocapteur pour le fonctionnement en flux.
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3.2.2 La détermination de la CAO avec le couplage bioréacteur-biocapteur

Le nouveau systéme bioanalytique pour la détermination de la CAO consiste dans le couplage
entre le biocapteur G/HRP-Os et le bioréacteur NH,-CPG a base de la XOD. Ceux-ci sont introduits dans
le flux comme indiqué dans la figure 2.

L'optimisation de ce systéeme concerne les parametres opérationnels d'un systeme en flux (le
volume d'injection, le débit du tampon), les parameétres fonctionnels du biocapteur G/HRP-Os (la
stabilité) et les paramétres du bioréacteur (la concentration utilisée de XA et la quantité de la XOD
immobilisée). Tous ces parameétres sont reliés: le débit du tampon contenant du XA influence le temps
de la réaction enzymatique dans le bioréacteur et ainsi de la concentration de H,0, produit. Celle-ci
dépend aussi de la concentration utilisée de XA et doit rester dans le domaine linéaire de la réponse du
biocapteur. Finalement, le débit établit le temps d'un essai et par conséquence, la vitesse d'analyse.

L'optimisation a été réalisée avec un plan expérimental factoriel dans lequel les deux variables
indépendantes, la concentration de XA et le débit, sont juxtaposées dans le but d'étudier leurs effets
propres et interactifs sur le courant de réduction. Pour chaque variable, nous avons utilisé 5 niveaux de
variation et pour chaque niveau d'une variable nous avons associé tous les niveaux de l'autre variable, ce
qui a impliqué la réalisation de 5% mesures expérimentales. Les résultats sont présentés sous la forme
d'un graph 3D (figure 7) d'ou on observe que:

* Laréponse du biocapteur varie linéairement avec la concentration de XA, pour toutes les valeurs
du débit;

* L'augmentation du débit implique la diminution de la réponse, pour toutes les valeurs de
concentration de XA;

Ainsi, nous avons choisi la plus petite concentration de XA (0,5 mM) qui donne une réponse du
biocapteur assez élevée et un débit de 1,5 mL/min qui assure un temps de contact assez important pour
conserver |'efficacité du bioréacteur. Dans ces conditions, le temps nécessaire pour un seul essai a été
de 60 secondes ce qui entraine une vitesse d'analyse assez élevée (20 échantillons en triplicata par
heure). Dans ces conditions, la stabilité opérationnelle du systeme en flux a été évaluée par 50 injections
successives et, en plus de la stabilité du signal de base, une tres faible déviation standard (0,96 %) de la
moyenne du courant de réduction a été obtenu. La stabilité sur long terme (stockage du bioréacteur a

4°C pour 14 jours) a montré une diminution de 35 % dans |'activité enzymatique de la XOD.
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Figure 7. L'influence de la concentration de XA et du débit sur la détection ampérométrique de H,0,
avec le biocapteur G/HRP-Os. Conditions expérimentales: électrolyte, 0,15 M PBS (pH 7,4); potentiel
appliqué, -0,1V vs. Ag pseudo électrode (DROPSENS-110); volume injecté, 10 pL.

3.2.2.1 Le mode "stationnaire"

Le couplage bioréacteur - biocapteur a été utilisé dans le mode "stationnaire" pour |'évaluation
de la CAO de I'acide ascorbique, ce dernier étant considéré comme un antioxydant de référence. Ainsi, la
réponse du biocapteur a été enregistrée pour une gamme de concentrations de AA injectée dans un flux
continu de XA. La déviation standard pour 4 injections successives de la méme concentration de AA ne
dépasse pas 3,2 %.

Afin de calculer la CAO, une courbe de calibration a été tracée avec le courant de pic relatif
Alp an/Ixa (Alpan est le courant de pic et Ixa est courant de la ligne de base dans le flux de XA). La
concentration d'AA responsable pour une diminution de 50 % du courant de la ligne de base est notée
ICso. La valeur trouvée (188,6 uM) est significativement plus élevée que celle rapportée avec un autre
systéme en flux (2 uM). Cette différence est justifiée par le temps du contact dans le bioréacteur qui est
plus court dans notre systeme. Cependant, cette facon d'exprimer la CAO en termes de la valeur de ICsg
implique le tragage d'une courbe de calibration ce qui nécessite un temps de mesure relativement long

(1 heure). Pour le réduire, nous avons proposé |'utilisation du couplage en mode "transitoire".
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3.2.2.2 Le mode "transitoire"

Le mode "transitoire" consiste dans l'injection d'un mélange de XA et d'AOX dans un flux de
tampon. On a appelé ce mode "transitoire" par analogie au mode "stationnaire", les deux termes visant
la composition du flux, constant en XA pour le mode "stationnaire" et fluctuant en XA pour le mode
"transitoire". La nouvelle fagon d'exprimer la CAO est donc basée sur la diminution relative de courant

de pic en présence d'AOX par rapport au courant de pic en absence d'antioxydant (équation 1).

Equation 1: L'évaluation de la CAO dans le mode "transitoire".

| =
CAO (%) = p’XAI pXA*AOX. % 100

p, XA

ou: Ipxa: courant de réduction de pic pour une solution de XA et

Ip,xa+aox : courant de réduction de pic pour une solution de XA+AOX

Dans cette maniére, la CAO de I'AA est de 45 %. En remplacant la solution de XA avec une
solution de H,0; qui donne la méme réponse du biocapteur dans les mémes conditions d'utilisation du
couplage, une CAO de 28 % pour I'AA a été trouvée. Ce résultat justifie le choix de construire le systeme
en flux avec une ligne unique, en faisant ainsi passer I'AOX par le réacteur et augmenter sa possibilité de
réagir avec les radicaux SO.

Le couplage en mode "transitoire" avec la nouvelle équation pour estimer la CAO a été utilisé
pour une série des boissons commerciales afin de les caractériser du point de vue de leurs CAO. Les
réponses obtenues aux injections contenant que la XA et ceux contenant la XA et les échantillons réels
ont été caractérisés par une bonne déviation standard (4 %) (figure 8). Les échantillons ont été choisis
car ils contiennent de I'AA comme un constituant naturel des jus ou comme un additif alimentaire des
thés. Malheureusement, la quantité exacte d'AA n'a pas été spécifiée par le vendeur et ensuite une
relation linéaire avec la CAO mesurée n'a pas pu étre établie. Toutefois, le jus a base d'orange et de
mandarine, des fruits connus pour leurs contenus élevés en acide ascorbique, a montré la CAO la plus
élevée de la série. De plus, le thé numéro 1 a été choisi pour la mise en évidence par le vendeur de sa
capacité antioxydante élevée et, en effet, il a été le deuxieme dans notre hiérarchie.

Le coefficient de corrélation entre la CAO obtenue avec notre systeme et avec la méthode du
radical DPPH a été de 0,238 pour 8 échantillons. Cette faible corrélation est expliquée par la différence
de réactivité entre les deux radicaux impliqués: le DPPH et le SO. Le premier est un radical organique

stable et le mécanisme de sa réaction avec les AOX est basé sur un transfert d'électrons [20] tandis que
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le deuxiéme est un radical plus réactif et son mécanisme de réaction avec les AOX est basé sur un
transfert mixte d'électrons et d'hydrogéne [21]. Cette différence de réactivité a été mise en évidence
aussi par le temps de fin de réaction, 1 h pour le DPPH et 8 secondes pour le SO. La méme faible
corrélation a été trouvée entre la méthode du radical DPPH et un autre systeme en flux pour lequel la

réaction entre les AOX et le H,0; a été suivie par des mesures de bioluminescence.

o0 M A VT
-0.2 -
<1 XA+A4
- -0.4 1 XA+A2
XA+A3
~ -0.6- XA+A1
-0.8 -
] XA XA XA XA XA
6 1 0100 20|00 30|00 40|00 5000
t / s

Figure 8. La détermination de la CAO pour différents échantillons réels dans le mode transitoire.
Conditions expérimentales: électrolyte, 0,15 M PBS (pH 7,4); potentiel appliqué, -0,1 V vs. Ag pseudo
électrode (DROPSENS-110); volume injecté, 10 ulL; débit, 1,5 mL/min; solution injectée 0,5 mM XA ou 0,5
mM XA contenant les échantillons réels (Al = jus de péche et biscuits, A2 = jus d' orange, A3 = jus de
citron jaune et citron vert, A4 = jus de citron jaune).

Afin de mieux caractériser notre systeme, une autre série d'échantillons plus variés a été testée.
La série comporte des échantillons de vins et de jus avec un contenu réduit en AA (vins rouges et blancs,
jus de pomme, jus de raisin) et des échantillons avec un contenu élevé en AA (jus d'orange et une
solution standard de AA a 20 mg/100 mL). Le coefficient de corrélation entre la CAO obtenue avec notre
systéme et la méthode du Folin-Ciocalteu a été de 0,972 pour les 6 échantillons. Cela montre que, a part
I'AA, d'autres constituant de ces échantillons (les polyphenols), sont responsable des valeurs de la CAO

obtenues et que les deux méthodes utilisées prennent en considération cette contribution.

19



4 Conclusions

Dans cette premiére partie, la mise au point d’un nouveau systéme en flux pour I'évaluation de la
capacité antioxydante est décrite. Le systéme est constitué par le couplage d'un bioréacteur a base de la
XOD, responsable pour la production des espéces réactives d'oxygéne (H,0, et O," ), avec un biocapteur
a base de la HRP électrique pour la détection de H,0,.

Les avantages amenés par ce systeme, par comparaison a d'autres systémes [15, 17] pour
I'évaluation de la CAO sont les suivants:

i. L'injection de I'antioxydant, mélangé avec une solution de XA, dans le bioréacteur, facilite un
contact plus intime entre celui-ci et les espéces réactives d'oxygéne. Sachant que la réaction de
dismutation de SO est trés rapide, ce mode de travail augmente la probabilité de réaction entre
I'AOX et ce radical.

ii. Une seule mesure avec le biocapteur G/HRP-Os exprime la capacité antioxydante vers le SO et
aussi vers le H,0,.

iii. Lasélectivité des deux réactions enzymatiques (I'oxydation de XA et la réduction de H,0,) assure

I'absence d'interférences.

Finalement, les parameétres bioelectroanalytiques ainsi que la simplicité et la vitesse d'analyse du
systéme ont permis son utilisation pour I'évaluation de la CAO des échantillons réels des vins, des jus et

des thés, avec une bonne corrélation avec la méthode de Folin-Ciocalteu.
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Partie 2. Systemes
bioanalytiques pour la détection
de l'ochratoxine A dans les

denrees alimentaires
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1 Etude bibliographique

1.1 Les moisissures toxiques et les denrées alimentaires contaminées

L'ochratoxine A (OTA) est décrite pour la premiere fois en 1965 par van der Merwe comme
métabolite d' Aspergillus ochraceus Wilhi [22]. Retrouvé a la surface de plusieurs légumes en Afrique du
Sud, I'OTA est la N-[5-chloro-3,4-dihydro-8-hydroxy-3-méthyl-1oxo-1H-2-benzopyran-7-yl)carbonyl]-L-
phénylalanine. Différents dérivés ont été identifiés, notamment les ochratoxines B et C qui sont
respectivement I'analogue déchloré et I'ester éthylique de I'OTA. En 1969, I'OTA est identifiée comme
contaminant du mais aux Etats-Unis, produite par Penicillium viridicatum wrestling. Depuis, I'OTA a été
retrouvée dans I'ensemble du monde: dans les régions avec climat froid et tempéré, elle est produite
par P. verrucosum et par A. carbonarius et les régions chaudes et tropicales par A. ochraceus. P.
verrucosum est spécifiguement associé aux céréales stockées, A. ochraceus est le champignon le plus
commun dans le café vert, les épices, les graines de cacao, le soja, les cacahuetes, le riz et le mais et A.

carbonarius est susceptible entre autre de contaminer le raisin et ensuite le vin.

O _OH o) OHO oh o W
O\I 1 I I Q\i 0 °
(0] OH O
H ' H ' N o
“CH, “CH, y
CHgy
Cl H
Cl
Ochratoxine A Ochratoxine B

Ochratoxine C

Bien que les infections fongiques puissent avoir lieu avant et aprés la récolte, la synthése de
I'OTA se produit surtout lors du stockage. Le mécanisme de la biosynthese de I'OTA par les différentes
moisissures n'est pas élucidé et |'organisation des genes codant pour cette mycotoxine est inconnue. La
formation d'OTA dépend du pouvoir toxinogene de la souche mais aussi des pratiques utilisées lors de la
production technologique des denrées alimentaires. Par exemple, les solutions pour éviter la présence
de I'OTA dans les céréales passent par le contréle du niveau d'humidité lors du remplissage du silo et au
cours du stockage, sachant que la croissance de P. verrucosum est favorisée par une activité hydrique
supérieure a 0.8 (Ay). Dans les vignes, seules les Iésions faites aux fruits par les machines ou les insectes
sont la cause de contamination et de développement ultérieur des souches d'Aspergillus qui ne sont pas

pathogenes pour la vigne.
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1.2 La toxicologie de I'OTA

Aprés son absorption, réalisée au niveau de l'estomac et l'intestin gréle, favorisée par ses
propriétés acides, I'OTA forme une liaison de forte affinité aux protéines plasmatiques ce qui contribue a
sa longue rétention dans I'organisme (le temps de demi-vie chez les hommes est de 840 heures dans le
cas d'une ingestion orale). En ce qui concerne la biotransformation de I'OTA, elle est hydrolysée en OTa
et au niveau hépatique, en deux formes isoméres 4R et 4S-hydroxy-ochratoxine A et en 10-
hydroxyochratoxine A, des métabolites avec une toxicité réduite. Chez les animaux, la toxicologie
générale implique la génotoxicité, la tératogénicité et le pouvoir cancérigene tandis que la toxicologie
d'organes vise la néphrotoxicité, I'hépatotoxicité et I'immunotoxicité. Chez I'homme, une corrélation
positive entre I'exposition a I'OTA et la Néphropathie Endémique des Balkans (NEB) a été trouvée en
1987 dans les pays de I'Europe de I'Est (Roumanie, Bulgarie). L'OTA a été classifiée comme agent

potentiellement cancérigene (groupe 2B) par le Centre International de Recherche sur le Cancer.

1.3 Les reglements et les méthodes de référence pour la détection de I'OTA

Les méthodes analytiques pour le dosage quantitatif de I'OTA suivent les méme étapes que celles
pour la quantification des mycotoxines: I'échantillonnage, I'extraction, la purification, la séparation et la

détection.

1.3.1 L'extraction et la purification

L'extraction est réalisée a partir d'un mélange de solvants aqueux et organiques dont la
composition dépend fortement du type de I'échantillon. Par exemple, pour le dosage de I'OTA dans le
vin, une méthode ancienne (1990) de "Association of Official Analytical Chemists" (AOAC) propose
['utilisation du chloroforme. Mais, pour des raisons de protection de I'environnement, les solvants
chlorés sont progressivement remplacés. La nouvelle norme du Comité européen de normalisation du
2009 (CEN EN 14133:2009), basée sur la méthode AOAC N° 2001.01 "Determination of ochratoxin A in
wine by IAC clean-up and LC", prévoit la dilution de I'échantillon de vin avec un volume égal d'une
solution contenant 5 % NaHCOs et 1 % PEG (polyethyleneglycol) a pH 8.5. Au pH acide du vin, I'OTA est
soluble dans les solvants organiques polaires et trés peu dans I'eau. Cela justifie l'utilisation d'un pH
alcalin auquel I'OTA devient soluble dans une solution aqueuse de carbonate monosodique. L'utilisation
du PEG est essentielle pour améliorer le taux de récupération et pour réduire I'effet de la matrice dans
I'étape de séparation et de détection. Ces parametres ont été optimisés par Visconti et al. [23] et validés

par une étude inter-laboratoires publié dans le "Journal of AOAC international" [24].
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L'état de l'art dans la purification d'échantillons est représenté par les colonnes
d'immunoaffinité. Celles-ci utilisent les anticorps de I'OTA afin de réaliser une purification tres
spécifique. Apres I'étape d'extraction, les échantillons de vin et de biére peuvent étre appliqués
directement sur la colonne, tandis que pour les échantillons plus complexes comme le café, une colonne
de silice greffé par des différentes groupements (aminés [25], phényle) doit étre prévu en amont pour
éliminer la caféine. La capacité d'adsorption de la silice modifiée est justifiée par le moindre caractére
anionique des groupements NH, augmenté par le caractére ionique de la solution de carbonate
monosodique. Les taux de récupération de I'OTA dans les colonnes d'extraction sur phase solide varient
en fonction de la concentration de I'OTA avec laquelle I'échantillon a été dopé, mais aussi en fonction de
la fonctionnalisation de la phase solide et des solvants utilisés pour le décrochage.

Pour la purification des échantillons de vin, Rusanova et al. [26] ont utilisé des colonnes de silice
modifiée avec I'aminopropyle (Si-NH;) ou avec le triméthyl aminopropyle (SAX) qui ont permis d’obtenir
des échantillons presque incolores mais pour lesquels le taux de récupération de I'OTA n'a pas été
mesuré. Les deux pKa de I'OTA, correspondant aux groupements carboxyle et hydroxyle, sont 4,4 et 7,1,
ce qui fait qu'au pH de la solution d'extraction (pH 8 aprés avoir mélanger avec le vin), la toxine est
négativement chargée. A ce pH, la phase solide est positivement chargée et les interactions
électrostatiques sont responsables pour I'accrochage de I'OTA sur le support. Mais en méme temps, les
interactions électrostatiques sont aussi responsables pour |'accrochage des composés colorés de la

matrice.

1.3.2 Séparation et détection

La chromatographie sur couche mince a été la premiére technique analytique proposée pour la
détection de I'OTA en 1975. La séparation est réalisée en phase normale sur une phase stationnaire de
type silice et avec la phase mobile composée des solvants organiques chlorés et du méthanol. Sous
irradiation UV, I'OTA est bleu-verte et devient violette par traitement avec une solution alcaline. Un
résultat positif implique la réextraction, ensuite la conversion dans son dérivé d'ester méthylique par
traitement avec BF3/CH3;OH oUu HCI/CH3;OH et finalement, la détection par la chromatographie liquide
haute performance couplée a la détection fluorimétrique (HPLC-FD). Ce procédé a été la méthode
officielle pour la détection de I'OTA dans le mais [27].

La HPLC-FD est la technique la plus souvent utilisée pour la détection de I'OTA car la toxine
présente une fluorescence naturelle. La phase stationnaire est de type Cis et la phase mobile est un

mélange d'acetonitrile ou de méthanol avec de |'acide acétique ou de l'acide phosphorique. Cette
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acidification est nécessaire pour éviter toute trainée de pic et une rétention aspécifique, car OTA est un
acide faible. Les limites de détection atteintes sont assez basses pour le dépistage de I'OTA dans l'orge,
le blé et le seigle (10 pg/kg). Des études inter-laboratoires ont validé cette technique pour la détection
de I'OTA dans le vin, car les valeurs pour les taux de récupération ont été retrouvées entre 93 et 84 %
pour des valeurs d’enrichissement comprises entre 0,2 et 3 ng/mL [28].

La chromatographie liquide couplé a la spectrométrie de masse avec une interface électrospray
(LC-ESI-MS/MS) a démontré son efficacité vis-a-vis de I'HPLC-FD pour la détection de I'OTA. L'utilisation
des standards internes avec une structure moléculaire identique, marqués au *H ou *3C a contribué a
I'amélioration des performances quantitatives. Les principaux avantages de cette technique sont la
simplification de la préparation, I'automatisation de la mesure et du traitement du signal et le haut débit

d'analyse.

1.4 Les immunoessais pour le dépistage de I'OTA

Les immunoessais sont des techniques biochimiques qui utilisent l'interaction entre |'anticorps
(Ac) et l'antigene (AG) qui a stimulé sa production. Etant donné cette interaction spécifique, les
immunoessais sont censés étre sensibles et capables de dépister I'antigéne ou l|'anticorps dans une
matrice complexe. L'étape d'extraction et de purification des échantillons devrait alors devenir plus
simple, voir méme éliminée. Cela signifie une forte réduction du temps total d'analyse. Un minimum de
prétraitement des échantillons est tout de méme nécessaire lorsqu'il s'agit d'une méthode
colorimétrique de détection.

Les immunocapteurs sont un cas particulier des immunoessais car la biomolécule (I'anticorps ou
bien l'antigéne) est immobilisée a la surface d'une électrode. Pour le dépistage de I'OTA, plusieurs
formats d'immunoessais et d'immunocapteurs ont été développés mais ceux-ci restent encadrés dans
les formats généraux des ces techniques.

Les immunoessais compétitifs directs impliquent la compétition entre I'antigene et I'antigéne
marqué avec une enzyme ajouté a I'échantillon, pour les sites de I'anticorps immobilisé. Ce type d'essai
est connu sur le nom d'ELISA direct (venant de I'anglais "Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay"). Le
signal analytique est obtenu a I'aide de I'enzyme et il est proportionnel a la concentration de I'antigéne.
Dans le cas de I'OTA, I'antigene marqué utilisé couramment est le conjugué OTA-HRP, dont la synthése a
été rapportée publiée par Radoi et al. [29]. Cette technique a été utilisée pour la détection de I'OTA dans
des échantillons de vins et les résultats ont été validés par I'HPLC-FD. Le conjugué OTA-alcaline

phosphatase (ALP) a été utilisé aussi dans un test ELISA direct et transféré sur des électrodes
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sérigraphiées afin d'obtenir des immunocapteurs [30]. Un cas particulier du test ELISA direct est celui
publié par Rusanova et al. [26] ou la compétition est réalisé en deux étapes: les anticorps immobilisés

sont incubés avec I'échantillon contenant de I'OTA, lavés et incubés ensuite avec I'OTA-HRP (figure 9).

anti-mouse antibody

{a) anti- OTA anticody immobilized on anti mouse IgG

Y anti-OTA (b) Sample is passed through the column and QTA
mouse antibody bounc by antibody;

: {c) unoound materials arz rinsed away in the washing
O  interferences step;
v OTA {d) OTA-enzyme conjugate is added to the column

and binds to free antibody
o o (@) unbound materisle are rinsed away in the washing

? OT A-enzymz conjugats step:
Sib subsiae {) substrate is added to develop colour

Figure 9. Test ELISA direct avec la réaction de compétition réalisée en deux étapes [26].

Les immunoessais compétitifs indirects (ou ELISA indirect) impliquent la compétition entre un
antigéne conjugué avec une protéine immobilisée sur un support, I'antigéne et I'anticorps libres dans la
solution d'étude. Des conjugués de I'OTA avec l'albumine de sérum (BSA) ou avec biotine ont été
immobilisés par adsorption ou par liaison d'affinité sur un support non-modifié et respectivement
modifié a I'avidine [31, 32]. Le signal analytique est obtenu a travers l'anticorps modifié au préalable
avec une enzyme ou un composant fluorescent. Pour les anticorps de I'OTA, une telle modification n'a
pas été encore publiée a notre connaissance. Par contre, |'utilisation des deuxiémes anticorps anti-IgG
marqués a la HRP ou ALP est I'approche utilisée pour la détection de I'OTA sur un format d'ELISA et sur
des immunocapteurs [31].

Les conjugués de I'OTA avec différentes protéines ne sont pas disponibles, sauf dans les kits
ELISA commerciaux. lls doivent étre synthétisés lors d'un nouveau travail expérimental. Cela implique

I'exposition des chercheurs aux dangers potentiels causés par la toxicité de cette molécule. Un possible
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substituant de ces conjugués est un antigéne peptidique qui mime I'epitope de I'OTA et qui est obtenu

par exposition a un phage [33].

2 But du travail

Afin de détecter I'Ochratoxin A, notre approche se base sur I'utilisation de I'Ochratoxin B (OTB),
I'analogue moins toxique de I'OTA, produit par les mémes souches dans un rapport 1:5 [34]. La toxicité
réduite de I'OTB est justifiée par I'absence de I'atome de chlore dans sa structure [35]. Dans la structure
de I'OTA, I'atome de chlore contribue a la stabilisation du radical phenolic, produit dans les réactions de
bioactivation de la toxine, et & I'augmentation de la capacité de chélation des ions ferriques (Fe**). Le
radical phénolique peut réagir avec la gluthanione (GSH) en formant le radical superoxyde. Le complexe
OTA-Fe** peut servir comme substrat pour le systéme cytochrome P450 - NADH avec la formation du
OTA-Fe** qui ensuite produit le radical hydroxyle (HOs). Les ROS ainsi générées sont responsables de la
peroxydation lipidique et de la détérioration de I'ADN ce qui justifie, en partie, la toxicité de I'OTA Les
ROS ainsi générées sont responsables de la peroxydation lipidique et de la détérioration de I'ADN ce qui
justifie, en partie, la toxicité de I'OTA [35].

Pour introduire I'OTB dans un immunoessai, nous avons choisi le format de déplacement qui n'a
pas été publié pour la détection de I'OTA. Ce format prend en considération la réaction croisée de
I'anticorps vers un antigene avec une structure similaire a I'antigene du départ. Pour différencier entre
les deux antigénes, celui qui représente la molécule cible est I'antigéne pour lequel I'anticorps présente
une forte affinité (AG) et celui responsable de la réactivité croisée est nommé l'antigéne avec I'affinité
réduite (AG*). Ce type de technique implique en plus des réactions d'association entre l'antigene et
I'anticorps rencontrés dans les immunoessais compétitifs directs et indirects, des réactions de
dissociation du méme complexe et de réassociation de |'anticorps dans un autre complexe. Cette
approche a été tentée sans succes par Prieto-Simon et al. [31] car |'antigéne OTA-BSA, supposé avoir une
affinité réduite, a montré une plus forte affinité vers I'anticorps que I'antigéne cible, I'OTA.

Pour la mise au point de cet essai, nous avons choisi d'immobiliser I'OTB sur des billes en verre
avec la dimension des pores contrélée (CPG), on obtenant ainsi un matériel bio-sensible. Les
paragraphes suivants montrent |'optimisation de cette technique et les possibilités d'utilisation de ce

matériel bio-sensible pour la détection I'OTA dans des échantillons des vins.
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3 Résultats originaux

3.1 Partie expérimentale

3.1.1 Matériels et méthodes

Les mesures spectrophotométriques ont été menées a la température ambiante avec un lecteur
de microplaque multiscan Ex, Thermo Life Sciences, France. Les mesures électrochimiques ont été
menées a température ambiante avec un potentiostat PalmSens (Hollande) contrélé par le logiciel
PalmSens Lite V 1.6.1.0. Pour les mesures d'analyse par injection en flux continu, une cellule
électrochimique de type "wall-jet" (DRP-FLWCL, DROPSENS) adaptée aux électrodes sérigraphiées
(DROPSENS DRP-110, Spain; I'électrode de travail et la contre-électrode en graphite et |'électrode de
référence en Ag, considérée comme une pseudo-référence) a été utilisée. Le flux est assuré par une
pompe péristaltique prévue avec une vanne d'injection a 6 canaux.

Pour les mesures d'HPLC-FD, un détecteur de fluorescence LaChrom, Hitachi L-2485 (VWR,
France) a été utilisé. Les longueurs d'onde d'excitation et d'émission sont 330 et 460 nm
respectivement. Le flux a 1 mL/min est assuré par une pompe LaChrom, Hitachi, L-7110 (Merck,
Germany). La séparation est réalisée dans une colonne a phase inverse remplie avec Cyg (Kinetex, 2,6
pum, 100 A, 100 x 4,6 mm, Phenomenex, USA). La phase mobile est un mélange acétonitrile : eau : acide

acétique (51:47:2 v/v/v) et le volume d'injection est de 20 pL.
3.1.2 Le développement du matériel bio-sensible a base de I'ochratoxine B

3.1.2.1 La maoadification des billes en verre avec la dimension des pores contrélée (CPG)

L'introduction des groupements aminés (NH,) a la surface des billes en verre avec la dimension
des pores controlée (CPG) a été réalisée d'aprés le protocole présenté dans la premiere partie de cette
these, paragraphe 3.1.1.3. Le test Kaiser a été utilisé pour mesurer le taux de couvrement de CPG avec
les groupes NH,. Ce test est basé sur la formation d'un complexe bleu entre la ninhydrine et les groupes
NH, avec un pic d'absorbance vers 570 nm. Une courbe de calibration a été tracée avec des solutions
d'APTES (3-aminopropyle triéthoxysilane) aux concentrations connues, mélangées avec le méme volume
(150 pL) des solutions du kit (ninhydrine, cyanure de potassium, phénol) (figure 10). Pour le CPG
modifié, un taux de couvrement en NH, de 0,66 mmol/g a été obtenu. Cette valeur est dans la gamme

des valeurs publiées pour ce type de modification (0,3 + 2 mmol/g) [36].
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3.1.2.2 L'immobilisation de I'OTB sur CPG

Les billes de CPG-NH, (200 mg) ont été introduites dans une fiole en verre et 400 pL d'une
solution contenant 80 mM EDC et 100 mM NHS dans le tampon phosphate de potassium (KPB, 10 mM,
pH 7,4) et 400 pL d'une solution 35,2 uM d'OTB ont été ajoutés. Aprés 30 minutes de réaction a la
température ambiante, sous agitation magnétique de 150 rpm, la solution surnageante a été prélevée
aprés centrifugation a 6000 rpm pendant 30 secondes. Ce protocole a été utilisé pour la séparation des
billes des solutions pendant toutes les étapes du développement du matériel bio-sensible. Les billes ainsi
modifiées (OTB-CPG) ont été lavées 1 fois avec du tampon 0,05 % Tween 20 - KPB et 2 fois avec du

tampon KPB.

3.0 D.0. = 641073 + 0.118 * [APTES]
162, v » = ]
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Figure 10. La courbe de calibration pour les solutions standards d'APTES. L'apparition de la couleur est
obtenue avec le test Kaiser.

3.1.2.3 L'accrochage de I'anticorps et son marquage avec le deuxiéme anticorps

Pour éviter une adsorption aspécifique, les billes OTB-CPG ont été trempées dans une solution de
caséine grade Hammerstein (0,5 % en KPB, nommé ensuite tampon de blocage) pendant 30 minutes.
Ensuite, I'anticorps anti-OTA est ajouté a cette solution a une concentration finale de 10 pug/mL et la
réaction se poursuit 30 minutes a température ambiante, sous agitation magnétique a 150 rpm. Aprés
séparation et lavage, le marquage de |'anticorps accroché est réalisé avec une solution d'anticorps anti-

IgG marqué avec I'enzyme HRP (dilution finale 1/50000 dans le tampon de blocage) pendant 30 minutes
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a température ambiante, sous une agitation magnétique de 150 rpm. Les billes sont séparées et lavées

et le matériel bio-sensible est ainsi obtenu (figure 11).

by

H,N NH, & ‘7
O APTES HN NI, EDC, NHS
e -
H,N

1) Silanisation NH, 2) L'immobilization
de 'OTB

4) Accrochage

® HRP
Q x
®  Caseine TMB. H20, TMB,;
Anticorps anti-OTA e OTB Détection .
spectrophotometrique

OTA
Wﬂ% Anticorps anti-IgG marqué a la HRP e

Figure 11. Les étapes de I'élaboration du matériel bio-sensible a base de I'OTB (1 - 5) et la réaction de
déplacement a I'addition de I'OTA.

3.1.3 Détection de I'OTA avec I'essai de déplacement sur le matériel bio-sensible

Le matériel bio-sensible est dispersé dans une solution de KPB (1:8 m/v) et, sous une agitation
constante, 5, 25 et 50 ulL de cette solution sont prélevés et incubés avec 150 plL des solutions d'OTA
(entre 0,4 et 100 ng/mL) pour 10 minutes a température ambiante sous une agitation orbitale a 300
rpm. Les solutions sont récupérées a l'aide du protocole de séparation et |'activité enzymatique de la

HRP est mesurée.

3.1.3.1 Détection spectrophotométrique

100 pL de chaque solution récupérée sont mélangés avec 50 pL de substrat colorimétrique (TMB
et H,0,) et la variation de I'absorbance est enregistrée a 620 nm pendant 20 minutes avec le lecteur de

plague ELISA. La réaction est arrétée avec 50 pL 0,5 M H,SO, et I'absorbance est lue a 450 nm.
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3.1.3.2 Détection ampérométrique avec l'analyse par injection en flux continu

Le produit de la réaction enzymatique est dilué 1:4 v/v avec 0,5 M H,SO4 et 50 uL sont injectés
(en utilisant une vanne d'injection) dans flux de 0,5 M H,SO4 (1 mL/min) assuré par une pompe
péristaltique. Le flux est connecté a une cellule électrochimique de type "wall-jet" (DRP-FLWCL,
DROPSENS) adaptée aux électrodes sérigraphiées (DROPSENS DRP-110, Spain; I'électrode de travail et |a
contre-électrode en graphite et I'électrode de référence en Ag, considérée comme une pseudo-

référence). Le courant de réduction du TMB,, est enregistré a 0,1 V vs. Ag pseudo.
3.1.4 Procédés de prétraitement des vins et leurs validation par HPLC-FD

3.1.4.1 La méthode standard pour I'extraction de I'OTA des échantillons de vins

L'extraction de I'OTA des échantillons de vins a été réalisée d'apres la norme du Comité
européen de normalisation du 2009 (CEN EN 14133:2009). Ainsi, 10 mL de vin additionnés de 5 ng/mL
d'OTA ont été mélangés avec 10 mL d'une solution de 5 % NaHCO; et 1 % PEG (8000) a pH 8,5. Cet
échantillon a été filtré avec une membrane d'acétate de cellulose (diamétre des pores 0,2 um) et 10 mL
ont été filtrés sur une colonne Ochraprepl]. La colonne est lavée avec 5 mL d'une solution contenant 2,5
% NaCl et 0,5 % NaHCO; et avec 5 mL de |'eau. L'OTA est éluée avec 2 mL de méthanol qui est ensuite
éliminé par l'introduction de I'air dans la fiole jusqu'a I'évaporation compléte. L'OTA est reconstituée

dans le tampon KPB et la concentration est mesurée par injection dans I'HPLC-FD.

3.1.4.2 L'extraction sur phase solide pour la purification des échantillons de vins

Une colonne pour l'extraction sur phase solide des certains constituants colorés de vin a été
développée par le remplissage d'une seringue en plastique (volume total 2,5 mL) avec 500 mg de silice
fonctionnalisé avec le 3-aminopropyle. La colonne est conditionnée avec 2 mL de tampon KPB, sans
permettre son séchage. Ensuite, 2 mL de vin sont filtrés et des fractions a 0,5 mL sont collectées. La
présence de I'OTA dans ces fractions et le taux de récupération sont vérifiés par injection dans I'HPLC-

FD.
3.2 Résultats et discussion
3.2.1 Caractérisation et optimisation du matériel bio-sensible

3.2.1.1 L'immobilisation de I'ochratoxine B

Le choix d'immobiliser I'OTB sur les billes en verre CPG est justifié par le rapport élevé entre la

surface spécifique (17 m?/ g) et le volume (3,2 cm® / g) de ce matériel, ce qui permet de réduire les
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volumes de travail. Ce support a été déja utilisé pour le remplissage des canaux des micropuces [15, 37]
ou des colonnes en Téflon [38] dans lesquels, étant donné la porosité élevée du matériel, les débits
peuvent attendre 2,5 mL/min. Ainsi, la vitesse d'analyse est fortement augmentée. Sur ce matériel,
I'immobilisation des enzymes, des anticorps [39] et des bactéries [38] a été publiée. Cependant, il y a
peu d'exemple sur |'utilisation de ce matériel pour des immunoessais de type déplacement.

Le succes de l'immobilisation de I'OTB sur les billes CPG a été évalué par des mesures de
fluorescence pour la solution d'OTB utilisée avant et apres le procédé d'immobilisation. Les valeurs de

fluorescence sont corrélées a la concentration de I'OTB a travers une courbe de calibration (figure 12).
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Figure 12. La courbe de calibration pour I'OTB avec des mesures de HPLC-FD. U.A. signifie des unités
arbitraires de fluorescence.

Nous avons exprimé la quantité de I'OTB de la solution d'immobilisation par rapport a la quantité
des billes utilisées (umol/g). Nous avons observé que la quantité d'OTB immobilisée dépend de la
qguantité d'OTB de départ et que le rendement d'immobilisation varie entre 5 et 26 % (tableau 2). Etant
donné que le taux de recouvrement des billes avec les groupements amines est de 0,66 mmol/g, nous
avons estimé qgu’au maximum 4 % de ces groupes sont utilisés dans la liaison covalente avec I'OTB. Ce
rendement apparemment faible est un avantage pour la sensibilité de l'immunoessai car un fort
recouvrement des billes en OTB impliquerait I'accrochage d'une grande quantité d'anticorps et ensuite
une diminution de la sensibilité.

L'accrochage spécifique de l'anticorps anti-OTA sur les billes CPG-OTB est vérifié par des
expériences de controle dans lesquelles une des étapes nécessaires dans I'élaboration du matériel bio-

sensible est absente. De cette maniere, pour les différents matériaux bio-sensibles obtenus, |'étape
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finale d'addition de I'anticorps anti-IgG-HRP et du substrat colorimétrique est la méme afin que la

différence observée pour la densité optique (D.0O.) soit comparable (tableau 3, colonne 8).

Tableau 2. La dépendance de I'OTB immobilisée de la quantité d'OTB en solution, calculée avec des
mesures de fluorescence.

OTB (umol/g)

0.212 + 0.008
0.055 + 0.008

0.733 +0.001
0.19+0.02

1.17 £ 0.02
0.22 £0.02

Avant l'immobilisation
Immobilisé

6.22+0.11
0.25 +0.02

Nous notons une faible adsorption de I'anti-IgG-HRP et de I'anti-OTA sur les billes CPG sans OTB,
cela étant attribué aux propriétés de blocage de la caséine Hammerstein. Deux autres agents de
blocage, lait entier en poudre et caséine, ont été testés mais ceux-ci ne se sont pas absorbés a la surface
des billes. La valeur la plus élevée de la D.O. est obtenue pour le matériel bio-sensible complet, avec
I'immobilisation de I'OTB, I'anticorps anti-OTA et I'anticorps anti-IgG-HRP. L'immobilisation de I'OTA a
été réalisée dans les mémes conditions que celle de I'OTB et pour ce matériel bio-sensible et nous avons
mesuré une D.O. plus importante que dans le cas du matériel a base d'OTB. Ce résultat est celui attendu

car l'anticorps est spécifique pour I'OTA.

Tableau 3. Expériences de contrdle avec des mesures spectrophotométriques effectuées par I'addition
du substrat colorimétrique sur plusieurs matériaux bio-sensibles, afin de montrer la liaison spécifique de
I'anticorps anti-OTA avec I'OTB immobilisée.

Blocage | Anticorps i_leG-
NH, oTB OTA | EDC/NHS a8 ICOTPS |~ anti-IgG D. O.
(umol/g) | | (mM/mM) Casein H. | anti-OTA HRP .
K g8) | (umol/g) | (umol/g) (oui/non) (ng/mL) (oui/non) 2450 nm
0 0 0 0 non 0 non 0.043 £ 0.005
0 0 40/50 oui 0 oui 0.059 + 0.006
0 0 40/50 oui 10 oui 0.068 + 0.007
0.18 0 40/50 oui 0 oui 0.069 + 0.005
660
0.18 0 40/50 oui 10 oui 0.093 + 0.008
0 0.18 40/50 oui 0 oui 0.065 + 0.004
0 0.18 40/50 oui 10 oui 0.128 £ 0.003

La courbe d'affinité de l'anticorps anti-OTA a été tracée pour une série de matériaux bio-

sensibles modifiés avec différentes quantités de I'OTB. La courbe obtenue est celle attendue pour une
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réaction d'immunoaffinité, caractérisée par un model de régression non-linéaire a quatre parametres

(équation 2).

Equation 2. Régression non-linéaire a 4 parameétres

y=ymax—_ymip"+ymm
14| =

X

OU: Ymax €t Ymin correspond a la partie supérieure et respectivement inferieure de la sigmoide; p
correspond a la pente de la courbe dans le point xg; xo correspond au point d'inflexion de la sigmoide.

La quantité d'anticorps augmente avec celle d'OTB immobilisée jusqu'a ce que un plateau de saturation

soit obtenu, correspondant a un encombrement entre les anticorps déja immobilisés (figure 13).

0.50
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Figure 13. Courbe d'affinité de I'anticorps anti-OTA vers I'OTB immobilisé sur CPG. Le symbole du carré
vide corresponds a concentration zéro de I'OTB immobilisé.

3.2.1.2 L'optimisation de I'immunoessai de type déplacement

L'immunoessai de type déplacement (DIA) est basé sur la dissociation de la liaison entre
I'anticorps et I'antigene avec affinité réduite (AG*) provoquée par la présence de Il'antigene a haute
affinité (AG) (réaction 1). L'anticorps ainsi devenu libre forme un nouveau complexe avec l'antigene a
haute affinité. En méme temps, la dissociation peut étre aussi spontanée, car I'équilibre de I'association
anticorps-AG* se déplace vers la droite en présence du tampon (réaction 2). Cette réaction pourrait étre
considérée comme parasite, mais c'est un phénomeéne qui ne peut pas étre évité, car il est controlé par
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un transfert de masse a base de diffusion. D'ailleurs, une telle dissociation spontanée peut étre
rencontrée aussi dans les immunoessais classiques de compétition dans lesquels la reproductibilité

d'étapes de lavages au tampon est essentielle pour la reproductibilité de I'essai en lui-méme [40].

AG* Ac+ AG - AGAc+ AG* N
AG*+Ac - AG* Ac (2

Des modeéles informatiques ont été développés afin d'étudier l'influence de la densité des
anticorps immobilisés sur des supports (billes, tubes capillaires, membranes) ayant des surface réactives
différentes par rapport a la sensibilité de DIA [41]. Comme dans cette étude, nous avons supposé qu'
une grande surface réactive devrait augmenter la sensibilité car I'antigeéne AG (I'OTA) devrait avoir plus
de chances de rencontrer le complexe Ac-AG* (Ac étant I'anticorps anti-OTA et AG* étant I'OTB). Pour le
vérifier, nous avons contrélé cette surface en utilisant différentes quantités de matériel bio-sensible
prélevées et mises en contact au méme volume d'OTA.

Le matériel bio-sensible étant dispersé dans une solution de tampon dans un rapport précis (1:8
m/v), trois volumes différents (5, 25 et 50 L) ont été incubés avec 150 uL de I'OTA dans une gamme de
concentration entre 0,4 et 100 ng/mL, pour 10 minutes avec une agitation orbitale de 500 rpm. Apreés la
réaction immunologique, le surnageant est collecté, le substrat colorimétrique est ajouté et I'activité de
la HRP* (la HRP liée a I'anticorps anti-IgG du complexe OTA-Ac-lgG-HRP, déplacé pendant la réaction) est
suivie pendant 20 minutes a 620 nm. Ensuite, la réaction est bloquée et la D.O. correspondante au
produit enzymatique TMB,, est enregistré a 450 nm. La figure 14 montre la courbe de calibration
obtenue avec le pourcentage de la réaction de déplacement par rapport a la réaction de dissociation
(équation 3). Nous notons le partage de cette courbe entre 2 domaines, un pour des faibles
concentrations d'OTA et un pour des hautes concentrations d'OTA. Cette courbe est décrite par une
équation a 3 parametres (équation 4), dont le parametre A est le pourcentage de déplacement le plus
élevé pour la gamme des faibles concentrations d'OTA, le parametre B est la concentration d'OTA pour
laquelle la moitié de la valeur du parametre A est obtenue et, finalement, le paramétre C qui est une
constante caractérisant la gamme des hautes concentrations d'OTA. Dans le tableau 4 sont présentés les
parametres de cette courbe pour les trois volumes de matériel bio-sensible qui ont été utilisés. Aussi, la
limite de détection, définie comme la concentration d'OTA qui donne un déplacement de 20 %, est

contenue dans ce tableau.
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Figure 14. La courbe de calibration avec DIA pour la dépistage de I'OTA avec détection colorimétrique.
Conditions expérimentales: 25 pL du matériel bio-sensible modifiés avec 65 nmol/g de I'OTB.

Tableau 4. Influence du volume du matériel bio-sensible sur la limite de détection et sur les paramétres
de la courbe de calibration pour l'immunoessai de type déplacement.

Volume du Parameétres de la courbe de calibration
matériel bio-sensible LOD R*/N
(uL) (ng/mL) | A (%) B (ng/mL) | C(%/ (ng/mL))
5 6.5 18+2 3.1+0.7 0.35+0.02 0.99691/8
25 0.8 52+1 0.9+0.1 0.13+£0.01 0.99602 /8
50 100 48+0.2 | 04+0.1 0.15+0.01 0.99532 /6

La LOD obtenue pour 5 pL du matériel bio-sensible est inferieure a celle obtenue pour 25 pL, ce
qui confirme I'hypothése conformément a laquelle une densité plus élevée des anticorps immobilisés
augmente les chances de la réaction de déplacement. Toutefois, pour 50 puL du matériel bio-sensible il y
a une densité trop élevée des anticorps immobilisés équivalente a une densité trop élevée des sites
libres de ces anticorps. Ceci augmente les chances pour I'OTA de se lier a ces sites au lieu de remplacer
I'OTB et ensuite, la LOD est augmentée. Ces résultats expérimentaux confirment la conclusion de I'étude

mathématique dans laquelle une relation inverse entre la sensibilité de DIA et la densité des anticorps a
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été trouvée. En conclusion, cet essai est assez sensible pour dépister I'OTA dans les échantillons des vins

pour lesquels une limite maximale de 2 ng/mL est admise.

3.2.2 Procédures de prétraitement des échantillons de vins

L'immunoessai de type déplacement est congu de maniére a ce que durant l'incubation avec une
solution de ['antigéne, le nouveau complexe Ac-IgG-HRP soit libéré et que la détection via la HRP*
puisse étre réalisée in situ. Ce type d'immunoessai a été réalisé pour des analytes comme les protéines
de liaison des acides gras (en anglais: fatty-acid binding protein, FABP) [42, 43] et le cortisol [44], pour
lesquels I'activité de la HRP a été mesurée dans des tampons de perfusion de plasma et sérum.

La présence de I'OTA dans différentes denrées alimentaires implique son extraction dans des
solvants organiques différents. Dans le DIA, la détection via la HRP* devrait étre réalisée dans ces
extraits. Ainsi, la méthode d'extraction joue un réle important sur la composition de |'extrait et ensuite
sur les performances de la détection. Par exemple, un défi pour les échantillons des vins est la recherche
d'une méthode d'extraction qui élimine les constituants colorés afin de pouvoir réaliser une détection
colorimétrique mais qui, en méme temps, conserve la quantité de I'OTA dans I'échantillon initial.

Par conséquent, deux méthodes d'extraction de I'OTA a partir des échantillons de vin ont été
testées en suivant le protocole décrit dans la partie expérimentale. La premiére méthode, qui permet
d’obtenir le plus haut taux de récupération, est basée sur une colonne d'immunoaffinité. Comme le DIA
est déja basé sur une réaction immunologique, un tel couplage n'est pas justifiable. La deuxiéme
méthode est basée sur le principe de |'extraction sur phase solide qui devrait retenir les constituants
colorés des vins et ne pas retenir I'OTA. Les performances en termes de taux de récupération et des

couleurs sont coprésentées dans le tableau 5 pour chacune des fractions collectées.

Tableau 5. Caractéristiques des fractions collectées a la sortie d'une colonne remplie avec Si-NH,.

. OTA
No.de | Couleur dela Couleur de la fraction , L, - .
. . s récupéré Composition de la fraction
fraction fraction apres l'ajustement de pH
(ng/mL)
Frac. 1 | Pas de couleur Pas d'ajustement de pH, 0 Le tampon de
Pas de couleur conditionnement (KPB)
Frac. 2 Vert léger rosé 0,4 vin et KPB
Frac. 3 Vert léger rosé 1,2 vin et KPB
Frac. 4 Vert léger rosé 1,6 vin et KPB
Frac. 5 Vert léger rosé 2,0 vin et KPB
. , MeOH:KPB 1:1
Frac. 6 Vert léger rosé 2,1 ,eO
passé dans la colonne
Frac. 7 | Pas de couleur Pas de couleur 0,3 KPB passé dans la colonne
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La phase solide est une silice modifiée avec des groupements NH,, qui a pH 7,4 sont chargés
positivement. Le pH des échantillons de vin est ajusté a 7,4 par le traitement avec la solution de NaHCOs.
A ce pH, I'OTA est sous forme de dioanion ce qui expliquerait sa rétention sur la colonne. Mais, cette
rétention n'est pas totale car des taux de récupération de I'ordre de 50 % ont été obtenus. Cela se
justifie par la présence dans le vin d’acides avec des pKa d’environ 3 qui rentrent en compétition avec
I'OTA pour les interactions électrostatiques avec la phase solide. De plus, les autres constituants, les
polyphenols, malgré leurs pKa 10, sont retenus sur la colonne par adsorption. Les différentes fractions

des vins obtenues avec cette colonne ont été utilisées pour la détection de I'OTA.

3.2.3 Détection in situ de I'OTA dans des échantillons de vins

Les échantillons des vins avec une teneur connue en |I'OTA ont été incubés avec le matériel bio-
sensible a base de I'OTB. L'activité enzymatique d'HRP* a été enregistrée pendant 30 minutes apres
I'addition du substrat colorimétrique (figure 15). La bonne corrélation entre cette activité (estimée
comme la pente de la variation de D.O. en temps) avec la concentration de I'OTA montre que
I'immunoessai de type déplacement peut étre utilisé pour la détection de I'OTA dans des échantillons de

vin (figure 16).
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Figure 15. Mesures spectrophotométriques de I'activité de HRP* dans les fractions de vin obtenues
comme indiquées dans le tableau 5. HRP* signifie I'enzyme du complexe OTA-Ac-IgG-HRP déplacé de la
surface des billes
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Figure 16. La corrélation entre la concentration d'OTA dans les fractions de vin (mesurée avec HPLC-FD)
et la pente de HRP* obtenue avec les mesures spectrophotométriques, présentées a la figure 15.

Les immunoessais de type compétitif directs et indirects ont été utilisés pour la détection de
I'OTA dans les échantillons de vin, mais la matrice du vin est présente dans I'étape de réaction
immunologique entre I'OTA et son anticorps, tandis que I'étape de détection, toujours a base de HRP, se
réalise dans un tampon phosphate. Les temps des réactions des différentes étapes ainsi que les limites

de détection sont comparés dans le tableau 6 pour notre essai et ceux publiés.

Tableau 6. Comparaison entre les performances des essais compétitifs directs et indirects avec |'essai
DIA.

\ Compétitif direct | Compétitif indirect
Parametres [29] [31] DIA
Durée totale de I'immobilisation
de I'antigéne, du blocage et du 24h 30 26 h 2h
marquage (h)
I..a durée de .Ia react!on 60 60 10
immunologique (min)
La durée dfe la reastlon 10 15 20
enzymatique (min)
La limite de détection (ng/mL) 0,36 0,7 0,8
Le prétraitement des échantillons . Colonne. s . Extraction_sur
de vin d'immunoaffinité | Adsorption sur PVP phase solide
(1AC) (Si-NH,)
La détection est réalisée en Tampon tampon Possible dans le vin

39




3.2.4 Possibilités d'utilisation du matériel bio-sensible

Deux formes pratiques sont envisagées pour |'utilisation du matériel bio-sensible. La premiére
prévoit |'utilisation de billes bio-sensibles qui sont trempées dans les échantillons de vins, pour lesquels
la couleur a été réduite en préalable. Ces billes ont un temps de réaction bref et le surnageant est
récupéré. Apres l'addition du substrat colorimétrique, la couleur de I'échantillon vire au bleu, avec une
intensité proportionnelle a la concentration de I'OTA (figure 17). Ce mode d'usage implique un essai de
contrdble réalisé en paralléle sur un échantillon non contaminé. Pour un bon fonctionnement, le matériel
bio-sensible doit étre stable au stockage jusqu'au moment de son utilisation. Ceci a été vérifié pour un
stockage d'un jour a la température ambiante. De plus, basé sur notre expérience, pour une bonne
reproductibilité du prélevement du matériel bio-sensible, il est recommandé ['utilisation d'une pipette a

tip épointé et |'utilisation d'un volume minimum 10 pL.

4
< £ TMB. H,0,

—
[§S]
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=
th

Billes bio-sensibles @ OTA

Figure 17. Mode d'emploi des billes bio-sensibles envisagé pour le dépistage de I'OTA dans le vin. Etapes:
1) réduire la couleur du vin avec une colonne a base de Si-NH,; 2) immerger les billes bio-sensibles dans
le vin; 3) laisser réagir 10 min; 4) récupérer le surnageant; 5) ajouter le substrat colorimétrique;
I'apparition de la couleur bleue signifie un test positif pour la contamination en OTA de I'échantillon.

Deuxiémement, nous envisageons le remplissage d'un bioréacteur avec le matériel bio-sensible
et son inclusion dans un systeme en flux, permettant ainsi une haute vitesse d'analyse des échantillons
de vin. La faisabilité de ce projet a été testée par deux expériences. Tout d'abord la possibilité de réaliser

des immunoessai DIA multiples a été vérifiée par l'incubation, dans une fiole, du méme matériel bio-
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sensible avec une gamme de concentration d'OTA. Aprés la réaction de déplacement, le surnageant est
récupéré, le substrat colorimétrique est ajouté, la réaction enzymatique est stoppée apres 20 min et la
D.O. est enregistrée (figure 18). La limite de détection obtenue est de 6,25 ng/mL, une valeur assez
élevée qui s'explique par I'utilisation d'une trop grande quantité du matériel bio-sensible. Cette quantité
a été choisie pour le remplissage d'un bioréacteur a un volume de 0,15 cm®. Néanmoins, ces résultats
pourraient étre améliorés par |'optimisation du volume du matériel bio-sensible, le temps de la réaction

immunologique ainsi que la vitesse d'agitation.
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Figure 18. Des essais DIA multiples sur le méme matériel bio-sensible avec différentes concentrations de
I'OTA. Conditions expérimentales: 30 mg de matériel bio-sensible modifié avec 3,2 umol/g d'OTB; durée
de la réaction de déplacement, 2 min; agitation magnétique, 180 rpm; durée de la réaction
enzymatique, 20 min.

L'intégration d'un systeme en flux implique une détection adaptée. Ainsi, I'analyse d'injection en
flux avec détection ampérométrique a été testée comme solution possible. Le produit enzymatique
obtenu avec la HRP* déplacée d'une série de matériaux bio-sensible, incubés avec une gamme de
concentration de I'OTA, est injecté dans un systéme en flux a ligne unique. Celui-ci est prévu avec une
pompe péristaltique, une vanne d'injection et une cellule électrochimique aux électrodes en graphite
sérigraphiées. La détection du TMB,y est réalisée par |'enregistrement du courant de pic de réduction a
0,1 V vs. Ag pseudo. Une régression modélisée avec une équation a 4 parametres est obtenue pour la
variation de ce courant avec la concentration de I'OTA. La sensibilité de cette méthode de détection est

de 1,2 nA / (ng/mL), une valeur assez faible qui pourrait étre améliorée par |'optimisation des
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parametres liés a la réaction de déplacement et aussi aux caractéristiques du flux (le volume injecté, le

débit).

4 Conclusions

En conclusion, I'immunoessai de type déplacement a été utilisé pour la détection de I'OTA dans
un format original, un matériel bio-sensible, a base d'OTB, un analogue moins toxique. L'affinité réduite
de I'anticorps anti-OTA vers I'OTB est le principe de fonctionnement de cet essai. Le support de I'essai
est un stock de billes en verre a dimension des pores contrélée, étant donné leur grande surface
réactive, le faible volume d'échantillon nécessaire, leur robustesse et coit réduit. Le plus grand avantage
du matériel bio-sensible est la possibilité de détecter OTA in situ dans le vin, a condition que la couleur
de celui-ci ait été effacée. Cela a été réalisé par une colonne en silice, qui malgré son taux de
récupération de I'OTA moins élevé que celui d'une colonne d'immunoaffinité, représente une alternative
plus rapide et moins chére que cette colonne d'lIAC.

Les parameétres de l'immunoessai ont été optimisés afin d'obtenir une limite de détection de
I'OTA qui satisfait la législation qui fixe une valeur maximale de 2 ng/mL pour le vin, mais plusieurs
paramétres pourraient étre modifiés afin d'améliorer la sensibilité de la technique.

Deux possibilités d'utilisation du matériel bio-sensible ont été essayées. Les résultats
préliminaires montre que ce matériel pourrait servir a développer un bioréacteur intégré dans un
systeme en flux ou il pourrait étre utilisé comme "des billes bio-sensibles a tremper" afin de réaliser une

détection in situ de I'OTA.
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