Chimie de la matiére condensée

M. Jacques LIVAGE, professeur

Cours au College
Biominéralisation et matériaux bio-inspirés
(7 heures)

Depuis des millénaires, ’homme fabrique ses matériaux a partir de minerais
qu’il traite a haute température pour les transformer en métaux, verres ou céramiques.
Les processus mis en ceuvre par la nature pour €laborer ses biomatériaux sont
tres différents. Ils utilisent des especes dissoutes en solution qu’ils transforment
en solide par des réactions de précipitation ou de polycondensation. Ces réactions,
qui se produisent a température ambiante, sont rigoureusement controlées par la
présence de protéines spécifiques dont le role exact reste souvent inconnu. Les
matériaux obtenus sont généralement des nanocomposites bio-inorganiques dont
les propriétés dépassent celles de nos matériaux les plus sophistiqués.

Ce cours avait pour objet d’analyser les processus mis en jeu dans I’élaboration
des biomatériaux et de montrer comment ces processus pouvaient servir de source
d’inspiration pour la réalisation de matériaux avancés. Le premier cours a été
consacré a une description rapide de 1’évolution des biomatériaux au cours de
I’histoire, depuis D’apparition des premicres traces de vie. Trois types de
composés ont été plus particulierement étudiés, les carbonates, la silice et les
oxydes de fer. D’autres biomatériaux, tels que les phosphates ont été traités au

cours des séminaires.

1. Les carbonates

Les carbonates offrent une bonne illustration des réactions de précipitation
dans lesquelles le solide se forme par association d’anions et de cations. Une
phase solide apparait dés que le produit de solubilité du composé est atteint.
Elle se forme par nucléation-croissance, a partir d’un germe critique. En milieu
biologique, la nucléation est hétérogene et le solide qui se forme est en interaction
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avec I’organisme qui le produit. On peut alors distinguer deux types de minérali-
sation : bio-induite et bio-controlée.

Minéralisation bio-induite

Dans ce cas, I’organisme n’intervient pas directement sur la précipitation. Les
réactions métabolites dont il est le siege modifient les caractéristiques physico-
chimiques du milieu et entrainent la précipitation par déplacement des équilibres
chimiques. La formation de stromatolithes par les cyanobactéries obéit sans doute
a un tel mécanisme que 1’on retrouve dans de nombreuses algues photosynthé-
tiques. La formation d’hydrates de carbone par photosynthése a partir de gaz
carbonique, entraine une diminution de la concentration locale en CO,. Or celui-
ci intervient dans 1’équilibre de précipitation des carbonates qui se trouve déplacé
vers la droite :

Ca* + 2HCO,” — CaCO, + CO, + H,0

Des réactions analogues sont a la base de la formation des récifs coralliens.
Les coraux vivent en symbiose avec des algues unicellulaires, les zooxanthelles.
Ces algues photosynthétiques, en consommant du CO,, favorisent la précipitation
du carbonate de calcium.

Il semble aussi que la formation des stalactites et des stalagmites dans les
grottes soit associée a la présence de certaines bactéries. Ces bactéries, par leur
métabolisme modifient les conditions physico-chimiques locales. Leur paroi sert
de site de nucléation hétérogene, par association entre les fonctions carboxylate
—COO et les ions Ca*.

Cette observation a donné naissance a un procédé original de restauration des
vieilles pierres, le procédé « biocalcite » qui a fait 1’objet d’un séminaire parti-
culier.

Minéralisation bio-contrdlée

Dans ces processus, la formation de carbonate de calcium est rigoureusement
controlée par la matiere vivante. L’exemple le plus connu est sans conteste celui
des nacres dont 1’aspect particulier est di a la structure lamellaire du matériau.

Les nacres sont en fait des matériaux composites formés de couches successives
de carbonate de calcium (calcite ou aragonite) entre lesquelles s’intercalent des
couches de protéines. Cette association d’un matériau minéral dur et de matiere
molle (protéines) confere aux nacres des propriétés mécaniques remarquables qui
ont été décrite dans le séminaire du Professeur Philippe Boch (ESPCI).

En fait, la formation du minéral (morphologie et structure cristallographique)
est rigoureusement controlée par la sécrétion de protéines spécifiques par le
mollusque. Plusieurs modeles ont été proposés afin d’expliquer ce controle. Le
premier repose sur des relations d’épitaxie entre ces protéines et le carbonate.
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C’est ainsi que 1’on a pu mettre en évidence un accord entre la périodicité des
groupements aspartiques des feuillets [ et les distances Ca-Ca dans le plan (001)
de I’aragonite et de nombreuses expériences montrent que la présence de molé-
cules organiques ou de peptides joue un role considérable sur la morphologie
des précipités de carbonates. Un autre modele a été proposé récemment. Connu
sous le nom de « perle plate », il consiste a intercaler une fine lame de verre
entre le manteau et la coquille de facon a observer la formation progressive de
la nacre. Ces expériences suggerent que les couches minérales ne sont pas isolées
les unes des autres. Des discontinuités existent dans la couche de protéines qui
permettent a des ponts minéraux de se former. Ces ponts communiqueraient ainsi
I’information structurale et expliqueraient les relations cristallographiques étroites
existant entre deux couches d’aragonite successives.

Les coccolithes offrent un autre exemple de la complexité des formes obtenues
par biominéralisation. Ces algues photosynthétiques unicellulaires s’entourent
d’un exosquelette (coccosphere) de carbonate de calcium. Cette coccosphere est
un modele de « structure hiérarchisée ». Elle est formée de 1’assemblage d’unités
élémentaires, les coccolithes, entités monocristallines ayant la forme d’un mar-
teau. Les coccolithes sont synthétisés dans la cellule, a I’intérieur de vésicules,
puis transférés vers la membrane via I’appareil de Golgi et déposés sur la surface
extérieure par exocytose pour former la coccosphere. L’observation de ces pro-
cessus complexes a donné naissance a ce que les chimistes appellent « la tecto-
nique moléculaire ».

La formation d’un solide fait appel a plusieurs étapes :

i) Préorganisation supramoléculaire au cours de laquelle les entités élémen-
taires s’assemblent selon une géométrie bien définie.

ii) Reconnaissance moléculaire interfaciale qui entraine la nucléation-croissance
de la phase solide sur certaines fonctions organiques.

iii) Croissance vectorielle orientée en fonction du substrat organique.

iv) Organisation hiérarchique des différents éléments.

Les oursins enfin offrent un exemple unique de croissance cristalline. Leurs
piquants sont formés de monocristaux de calcite auxquels sont étroitement asso-
ciées des glycoprotéines. De ce fait, ils ne présentent pas la morphologie réguliere
des monocristaux minéraux, définie par des plans de clivage. Des études de
croissance cristalline effectuées in-vitro, en présence de protéines extraites de
piquants d’oursins montrent que ces biomolécules s’adsorbent sur certaines faces
de la calcite et restent occluses a I'intérieur du cristal au cours de sa croissance.

2. La silice

La formation de silice & partir de solutions aqueuses met en jeu des processus
completement différents. Elle doit se décrire par polymérisation de précurseurs
moléculaires et non plus par précipitation d’especes ioniques. Nous avons par
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conséquent décrit les réactions d’hydrolyse et condensation qui conduisent du
silicium en solution a la silice et montré les divers parametres qui intervenaient
lors de ces transformations : catalyse acide ou basique, activation nucléophile.
Comme dans le cas des carbonates, on observe des processus de minéralisation
bio-induite. C’est le cas des silices d’origine végétale (riz, bambous, presle) et de
la formation des phytolithes. Plus intéressante est la minéralisation bio-contrdlée
qui se produit dans de nombreux organismes marins (diatomées radiolaires,
éponges, ...).

Les diatomées représentent un ensemble extrémement vaste et varié de protistes
vivant en milieu aqueux. Elles constituent une grande partie du zooplancton et
sont responsable de la formation des terres de diatomées ou Kieselguhr, minéraux
poreux utilisés dans 1’industrie comme filtres ou supports de catalyseurs.

Les diatomées sont des algues photosynthétiques qui s’entourent d’un exosque-
lette de silice (frustule) qui est a la fois transparents pour laisser passer la lumiére
et poreux pour permettre les échanges avec le milieu extérieur.

Ces diatomées utilisent la silice dissoute sous forme d’acide silicique Si(OH),
pour former la silice via des réactions de condensation :

—-Si-OH + HO-Si- = —Si-O-Si- + H,0
Si(OH), — SiO, + 2H,0

Ces réactions se produisent a l’intérieur de vésicules (Silica Deposition
Vesicle). La silice ainsi produite est déposée a I’extérieur par exocytose pour
former le frustule. Cette réaction se produit au moment de la mitose, lors de la
séparation des cellules sceurs. Elle est remarquablement rapide, de ’ordre de
I’heure, ce qui pose un véritable défi aux chimistes qui dans de telles conditions
ne sauraient pas synthétiser de la silice en moins de plusieurs semaines !

C’est pourquoi de nombreuse études sont effectuées actuellement afin de déter-
miner la nature des biomolécules impliquées dans les processus de silicification.
Des protéines, appelées silaffines, ont été isolées et analysées. Ce sont des poly-
peptides cationiques qui semblent catalyser la formation de silice. Des processus
de séparation de phases apparaissent lorsque 1’on utilise des polyamines a longue
chaine. Ils pourraient étre responsables des morphologies tout a fait uniques que
I’on observe sur les diatomées.

La morphologie tout a fait remarquable des diatomées a inspiré les chimistes
et la synthese de silices mésoporeuses fait maintenant 1’objet de trés nombreuses
études. Ces silices se forment par condensation de la silice au sein de méso-
phases micellaires.

Les cours sur la silice biogénique ont été complétés par la description de la
formation des spicules d’éponges et celle des radiolaires.
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3. Les oxydes de fer

Le fer joue un rdle biologique important, en particulier pour le transport de
I’oxygene par I’hémoglobine. Il intervient aussi en tant que « matériau de struc-
ture » pour assurer la dureté des radulas et surtout comme « matériau magné-
tique » dans certaines bactéries.

La chimie aqueuse du fer est relativement complexe. Elle donne naissance a
de nombreuses formes différentes, hydratées (goethite, ferrihydrite, 1€pidocrocite)
ou anhydres (hématite, magnétite). La nature des especes formées en solution
dépend bien stir du pH mais aussi du degré d’oxydation du fer. Le fer ferreux
Fe”" est beaucoup plus soluble que le fer ferrique Fe*, mais rapidement oxydé
en présence d’oxygene. Ceci pose de réels problemes pour le transport et le
stockage du fer.

De la bactérie a I’homme et m&me dans certaines plantes, le stockage du fer
est assuré par la « ferritine ». Cette macromolécule se présente sous la forme
d’une sphere formée de 24 chailnes peptidiques au sein de laquelle on peut
stocker jusqu’a 4 500 atomes de fer. L’intérieur de la sphére communique avec
I’extérieur par des canaux dont certains sont hydrophiles et les autres hydro-
phobes. Le fer, transporté sous forme soluble ferreuse est oxydé a 1’intérieur de
la sphere et stocké sous forme de ferrihydrite 5Fe,0,,9H,0.

Les bactéries magnétotactiques découvertes il y a une trentaine d’années pré-
sentent la propriété de s’orienter dans le champ magnétique terrestre. Elles syn-
thétisent, a l’intérieur de leur cytoplasme, des chalnes de micro-cristaux de
magnétite Fe,O,. Ces cristaux ferrimagnétiques sont allongés le long de leur axe
de facile aimantation et alignés le long de la paroi bactérienne. Ils présentent
des morphologies tout a fait particulieéres que certains pensent avoir retrouvé dans
des météorites martiennes (ALH84001), d’ou des controverses sur I’existence de
la vie sur Mars !

Cours a I’Université de Montpellier
Elaboration de matériaux avancés par chimie douce
(4,5 heures)

En février nous avons donné trois séries de cours portant sur différents aspects
de la chimie douce :

e Précipitation du carbonate de calcium — processus de nucléation-croissance,
précipitation bio-induite et précipitation bio-controlée.

e Polymérisation de la silice : silice biogénique, précurseurs alcoxydes, précur-
seurs aqueux, les procédés sol-gel.

e Formation de polyvanadates : synthese hydrothermale de clusters, synthese
et propriétés des gels V,0,,nH,0, synthése de nanotubes et de mousses d’oxyde
de vanadium.
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Les séminaires « biominéralisation »

Nous avons organisé deux séries de séminaires.

La premiere (7 heures), présentée a la suite du cours, avait pour objet d’illustrer
et de compléter celui-ci. Les themes traités ont été :

e Géomicrobiologie
par Francois Guyot, Université Paris VI

e Des bactéries pour la restauration des pierres
par Jean-Frangois Loubieres, Société Biocalcite

e Les matériaux du vivant
par Marie-Madeleine Giraud-Guille, EPHE

e Propriétés mécaniques des biomatériaux
par Philippe Boch, Université Paris VI

e La diagénese de la silice
par Francois Frohlich, Muséum d’Histoire Naturelle

e Les phosphates et les os
par Christian Rey, Université de Toulouse

e Nanocristaux, contrdle de la forme et de la taille
par Marie-Paule Pileni, Université Paris VI

Une deuxieme série de séminaires a été organisée avec Armand de Ricqles
sous forme d’un colloque de deux jours (15 et 16 mai 2003). Il avait pour but
de rassembler les deux communautés, chimistes et biologistes, autour du theme
de la biominéralisation afin de permettre une discussion et des échanges plus
poussés. Le programme était :

1. La diversité des modeéles biologiques

e La chimie des oxydes de fer, du cluster a I’oxyde en milieu naturel : ferri-
hydrite, rouilles vertes et magnétobactéries
Jean-Pierre Jolivet (Professeur, Université Paris VI)

e Protéines contrdlant la biominéralisation chez les bivalves
Frédéric Marin (UMR 5561, Université de Bourgogne)

e Le modele de la coquille d’ceuf d’oiseau

Yves Nys (Directeur de recherches a I'INRA, Tours)

e Biominéralisations chez les crustacés : stratégies de stockage
Gilles Luquet (UMR 5548, Université de Bourgogne)

o Interactions réseau organique et réseau minéral a 1’échelle supramoléculaire :
le crabe et I'os
Marie-Madeleine Giraud-Guille (EPHE, Paris VI)

e [’endolymphe, milieu précurseur de la biominéralisation de 1’otholite
Patrick Payan (Professeur, Université de Nice-Sophia-Antipolis)



CHIMIE DE LA MATIERE CONDENSEE 267

e Biominéralisation des otholites chez le poisson zebre
Philippe Herbomel (Biologie du développement, Institut Pasteur)

e Des ions au récif de corail : comment les coraux construisent-ils leur sque-
lette ?

Denis Allemand (Professeur a I’Université de Nice-Sophia-Antipolis, Directeur
du Centre Scientifique de Monaco)

2. Les biominéralisations apatitiques des vertébrés

e Les apatites des tissus durs : caractéristiques physico-chimiques et consé-
quences biologiques
Christian Rey (Professeur, Université Paul Sabatier, Toulouse)

e Protéines non collagéniques des matrices de la dentine et de I’émail. Implica-
tions dans la minéralisation ou molécules de signalisation ?

Michel Goldberg (Professeur a I'Université Paris V, Faculté de Chirurgie Den-
taire, EA 2496)

e Données récentes sur les matrices controlant la biominéralisation apatitique :
modele de I’os

Louise Zylberberg (Directeur de recherches, UMR CNRS 8570, MNHN,
Paris VI)

3. De la biogenese a la fossilisation

e Silice biogénique et silice chimique

Thibaud Coradin (UMR CNRS 7574, Paris VI)

e La silicification des bactéries de I’ Archéen inférieur (3,5 milliards d’années)
jusqu’au Cénozoique (10 millions d’années)

France Westall (Directeur de recherches, Centre de biophysique moléculaire,
CNRS, Orléans)

e Détermination spectroscopique de 1’origine biologique de la matiére orga-
nique dans les roches archéennes
Didier Gourier (Professeur a I’Ecole Nationale Supérieure de Chimie de Paris)

e Historique des idées sur les processus de biominéralisation
Yves Bouligand (Directeur de recherche a ’EPHE, Angers)

e Discussion générale et conclusions

Activité scientifique

Notre activité de recherche s’inspire de I’exemple des processus de biominéra-
lisation mis en ceuvre par des micro-organismes tels que les diatomées. Pour
cela, nous développons des méthodes de synthese par chimie douce qui permet-
tent d’associer matériaux et biologie. Comme 1’année derniere, notre activité
s’articule autour des trois thémes suivants :
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o Biominéralisation. Etude des processus de biominéralisation de la silice et
synthese de silice biomimétique.

e Morphogenese chimique et oxydes de vanadium.

e Encapsulation de bactéries.

1. Silice biogénique et silice biomimétique

Cette étude comporte deux parties complémentaires portant sur la silice biogé-
nique et la synthese de silices biomimétiques. Une premiere étude, effectuée en
collaboration avec 1’équipe de Frangois Frolich (Muséum National d’Histoire
Naturelle), a permis de mettre en évidence la présence d’acide silicique dans des
cultures de diatomées tandis que les frustules de diatomées fossiles sont beaucoup
plus condensés.

Ce travail se poursuit actuellement en collaboration avec Pascal Lopez (ENS,
Paris) sur des cultures de différentes especes de diatomées afin d’extraire les
caractéristiques physico-chimiques communes (degré de condensation, porosité,
interactions silice-protéines). L’étude par RMN du *Si a montré que, contraire-
ment aux indications de la littérature, la construction du squelette de silice dépen-
dait fortement de 1’espece €tudiée ainsi que des conditions de culture. Un contrdle
de ces conditions, qui permet de bloquer les diatomées a des moments précis de
leur cycle cellulaire, devrait permettre de préciser les mécanismes de formation
des frustules de silice.

La deuxiéme partie de I’étude a pour objet d’analyser les processus de biominé-
ralisation de la silice. On sait que celle-ci est contrdlée par la présence de
certaines protéines qui favorisent la condensation de la silice. Afin de mieux
identifier le role des acides aminés présents dans les chaines peptidiques, nous
avons choisi un systéme modele utilisant 1’acide silicique aqueux comme précur-
seur. Nous avons pu montrer que deux peptides, la poly-lysine et la poly-arginine,
favorisaient particulierement la condensation de la silice. Ces études, menées en
fonction du pH et de la longueur de la chaine polymere, nous ont amené a
proposer un modele d’activation mettant en jeu ’adsorption des silicates sur les
peptides, ces silicates servant de sites de nucléation pour la formation du gel de
silice. Cette étude a été étendue a des nano-particules de silice qui peuvent étre,
en présence des mémes peptides, assemblées en chapelets sur les chaines de
polymere avant de former un solide. Ces résultats renforcent la validité de notre
modele puisque les acides aminés identifi€s, lysine et arginine, sont présents en
quantité importante dans les protéines extraites des diatomées.

Cette étude est actuellement étendue & des protéines plus complexes, le lyso-
zyme et 1’albumine de sérum bovin (ASB), riches en lysine et arginine. Nous
avons pu montrer que le lysozyme avait un effet comparable aux poly-acides
aminés mais que, du fait de la répartition des groupes amines sur la chaine
peptidique, son activité de précipitation était moins efficace. Pour sa part, I’ASB
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en milieu acide interagit avec les silicates pour former un gel organo-minéral. Il
semble que la formation de ce gel, essentiellement organique, soit due a la
présence des espeéces minérales qui modifient les interactions protéine-protéine.
En retour, la condensation de ces especes silicatées controlée par la formation
de ce gel, conduit a un contrdle partiel de la taille des particules de silice formées.
Cette étude se poursuit actuellement avec la gélatine, les premiers résultats indi-
quant qu’a l’inverse de I’ASB, la présence des silicates semble limiter, voire
inhiber, la formation du gel protéique.

2. Morphogenese chimique des oxydes de vanadium

Pendant longtemps, la chimie du solide a été centrée sur 1’étude des relations
structure-propriétés. L’établissement de telles corrélations nécessitait de travailler
sur des systemes modeles, donc des monocristaux. La forme des objets synthé-
tisés par les chimistes du solide était alors limitée par la symétrie cristalline.
L’observation de la nature montre que les solides biologiques présentent souvent
des morphologies complexes et des structures hiérarchisées sur plusieurs échelles.

Notre connaissance de la chimie sol-gel nous ouvre de nouvelles voies de
synthese par chimie douce et nous permet de contrdler chimiquement 1’évolution
des especes tout au long de la chalne qui va du précurseur moléculaire au solide.

Notre étude porte sur les gels d’oxyde de vanadium V,0,,nH,O, matériau que
nous connaissons bien et qui, en tant que « matiere molle », peut s’adapter a la
réalisation de morphologies originales. Il n’intervient pas dans les processus
de biominéralisation mais ses propriétés particulieres (électroniques, ioniques,
optiques, ...) pourraient conduire a des matériaux nano-structurés intéressants.

Nanotubes d’oxyde de vanadium

Nous continuons nos études sur les nanotubes d’oxyde de vanadium synthétisés
a partir de gels de V,0,,nH,0O. Ces nanotubes creux sont formés par I’enroule-
ment des feuillets d’oxyde de vanadium entre lesquels sont intercalées les molé-
cules d’amines. La longueur des tubes est comprise entre 1 et 3 um et leur
diametre entre 50 et 100 nm. Nous essayons de comprendre les mécanismes de
formation de ces nanotubes. Nous avons tout d’abord vérifié que le traitement
hydrothermal des gels conduisait bien a des nanotubes analogues a ceux décrits
dans la littérature, puis nous avons cherché a optimiser les parametres de synthese
(température, durée du traitement hydrothermal, quantité des réactifs). Les échan-
tillons ont été caractérisés par différentes techniques notamment par diffraction
des rayons X et par microscopie électronique a transmission et a balayage. Cette
étude est actuellement en cours et s’étend a d’autres précurseurs de vanadium
notamment au degré d’oxydation (IV).
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Mousses d’oxyde de vanadium

Les gels utilisés pour la synthése des nanotubes sont formés par action de
I’eau oxygénée sur V,0O,. La réaction, assez violente, conduit a la solubilisation
de complexes peroxo qui se transforment ensuite progressivement en un gel
rouge foncé. Le traitement hydrothermal de ce gel en présence d’alkylamines
conduit a la formation des nanotubes.

Nous avons observé que la morphologie du produit obtenu dépendait en fait
de I’ordre dans lequel les réactifs sont mélangés. En particulier, si on fait réagir
I’oxyde de vanadium cristallisé avec 1’alkylamine, on obtient tout d’abord un
produit pateux brun-rouge. L’addition rapide d’eau oxygénée conduit a un
phénomene de moussage impressionnant qui, en quelques minutes, transforme
1 gramme d’oxyde en pres de 3 litres de mousse. Cette mousse macroporeuse
présente une texture alvéolaire en nid d’abeilles dans laquelle des pores de
quelques microns de diametre sont séparés par des murs d’environ un micron
d’épaisseur. Ces mousses ultra-1égeres peuvent étre facilement broyées en poudre.
L’analyse par diffraction des rayons X de cette poudre présente une série de
cinq raies 001 tres fines qui montrent que 1’oxyde macroporeux présente une
structure lamellaire parfaitement définie, formée de feuillets d’oxydes entre les-
quels s’intercalent les amines & longue chaine. La distance inter-feuillets de
33,4 A correspond 2 celle qui avait été observée lors de Iintercalation d’hexadé-
cyl amine dans les gels d’oxyde de vanadium. La coloration jaune vif de ces
mousses suggere que le vanadium n’a pas été réduit, contrairement a ce que 1’on
observe en ’absence d’alkyl amines. Effectivement, les expériences de RPE ne
mettent en évidence qu’un signal trés faible de V**. Par contre la RMN-MAS
du °'V montre que les ions V* sont dans un environnement pyramidal a base
carrée [VO,]. Les mousses obtenues sont fortement hydrophobes en raison des
chaines alkyles. Les composantes organiques sont éliminées progressivement par
traitement thermique au-dessus de 200 °C. Le traitement hydrothermal de ces
mousses conduit a des nanotubes analogues a ceux décrits précédemment.

Minéralisation a interface oxyde de vanadium-peptides

Les études effectuées sur les systemes a base d’oxyde de vanadium ont montré
I’importance des especes étrangeres sur la morphologie des solides obtenus (clus-
ters, feuillets, nanotubes, mousses). C’est pourquoi, dans le cadre de la biominéra-
lisation nous nous sommes intéressés a la nature chimique de I’interface entre
un oxyde de vanadium et des molécules organiques ou biologiques. Pour cela
nous avons synthétisé des complexes de vanadium capables de modéliser les
interactions vanadium-molécules biologiques. Nous avons travaillé avec une série
de cinq dipeptides : Valine-Glutamine (Val-Gln), Alanine-Glutamine (Ala-Gln),
Glycine-Glutamine (Gly-Gln), Glycine-Acide Glutamique (Gly-Glu) et Alanine-
Glycine (Ala-Gly). Ces dipeptides ont été choisis pour estimer le rdle de la
séquence en acides aminés sur la nature et la force des interactions avec le
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vanadium. Les complexes ont été caractérisés par spectroscopie en solution : UV-
visible, RMN (°'V, 'H, *C, "“N). Nous avons pu montrer que la vanadium est
complexé par les fonctions amine et carboxylate terminales ainsi que par 1’azote
du groupe peptidique. Le calcul des constantes de formation nous a d’autre part
montré que la nature de la chaine latérale notamment son encombrement stérique
modifie fortement la stabilité des complexes vanadium-dipeptides.

Ce travail se poursuit dans le cadre de la these d’Olivier Durupthy. Il a pour
objet de synthétiser des oxydes de vanadium (V) et (IV) en présence de poly-
meres biologiques (essentiellement polypeptides, protéines). Nous étudions 1’ad-
dition de différentes molécules biologiques au sein de 1’oxyde de vanadium en
cours de polymérisation et cherchons a déterminer 1’influence de ces molécules
sur la forme, la taille et I’organisation des particules au sein du gel. Ce travail
nécessite au préalable une parfaite caractérisation des gels ainsi que 1’étude de
I’influence du pH et de la force ionique dans la formation des gels. Nous envisa-
gerons également de déstabiliser une solution colloidale de particules d’oxyde
de vanadium par addition de molécules biologiques. Enfin dans un avenir plus
lointain, la comparaison avec des oxydes de vanadium synthétisés en voie orga-
nique a partir d’alcoxydes de vanadium (V) serait également intéressante.

3. Viabilité des bactéries au sein de gels de silice

Les études précédentes nous avaient montré que des bactéries (Escherichia
coli), préalablement induite & une enzyme intracellulaire ([-galactosidase), pré-
sentaient aprés encapsulation une activité B-galactosidase qui suivait une loi de
Michaelis. La valeur limite de vitesse (V) atteignait une valeur comparable a
celle obtenue pour une suspension bactérienne et aucune décroissance n’était
observée en présence d’un exceés de substrat. La constante de Michaelis des
bactéries encapsulées était 1égerement inférieure a celle des bactéries libres indi-
quant une bonne affinité enzyme-substrat. Par contre, nous avions constaté que
les parois des bactéries avaient tendance a se lyser. Nous avons donc cherché a
améliorer les techniques d’encapsulation afin de préserver la viabilité des bacté-
ries.

En nous inspirant de I’exemple des diatomées, nous avons mis au point une
nouvelle synthése de silice en milieu purement aqueux en utilisant un mélange
de silicate de sodium et de nanoparticules de silice. Pour mieux déterminer la
viabilité des bactéries, nous avons adapté les techniques de microbiologie (numé-
ration et incorporation de glucose enrichi), développées par Odile Bouvet, aux
bactéries encapsulées dans les matrices les plus prometteuses, c’est-a-dire celles
obtenues par voie aqueuse. Ces techniques mettent en évidence non seulement
I'intégrité membranaire mais également I’intégrité métabolique. La numération
sur boite de Pétri donne le pourcentage de bactéries viables et cultivables apres
qu’elles aient été redéposées dans un milieu nutritif riche, tandis que I’incorpora-
tion de D-glucose donne la quantité de bactéries viables (cultivables ou non). La
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différence entre numération et incorporation de glucose donne le nombre de
bactéries viables non cultivables qui dépend de 1’état de stress des bactéries
encapsulées. L’incorporation de glucose a été suivie par mesure de radioactivité
en utilisant du glucose enrichi en “C et par RMN liquide avec du D-glucose
enrichi en C. Cette derniere méthode permet de déterminer la nature des pro-
duits formés au cours du métabolisme. Apres encapsulation dans une matrice de
silice, 60 % des bactéries sont encore viables et cultivables. Elles sont capables
de métaboliser entierement le glucose enrichi *C et produisent les métabolites
usuels de fermentation tels que 1’éthanol, le lactate, I’acétate et le succinate.
Apres un mois de vieillissement sans nutriment, il ne reste plus que 10 % de
ces bactéries viables et cultivables. Le glucose n’est quasiment plus métabolisé
et les produits de fermentation ne sont pratiquement plus décelables. Ces résultats
montrent que 1’encapsulation génére un stress provoquant la mort rapide de
quasiment la moiti€é des bactéries et que la matrice ne permet pas de protéger
les bactéries viables contre un vieillissement naturel sans nutriments.

Pour améliorer la survie des bactéries, nous avons choisi d’ajouter, avant
encapsulation, un additif soluble dans I’eau, biocompatible et n’étant pas une
source nutritive. Selon ces critéres, nous avons sélectionné trois additifs : la
gélatine (pouvant limiter les interactions non spécifiques silice-bactérie), 1’alcool
polyvinylique (stabilisateur d’enzymes) et le glycérol (agent osmoprotecteur). Les
meilleurs résultats ont été obtenus avec le glycérol a 10 %. 80 % des bactéries
sont alors viables et cultivables apres I’encapsulation. D’autre part, 1’addition de
glycérol permet de préserver, apres vieillissement d’un mois, la viabilité de 55 %
de ces bactéries dont la majorité sont encore cultivables (40 %). Le glucose
enrichi C n’est pas entierement métabolisé cependant les produits usuels de
fermentation sont décelés. Il faut noter que le glycérol ajouté a des suspensions
bactériennes ne joue qu’un réle protecteur minime puisque au bout d’un mois
parmi les 60 % des bactéries encore viables seulement 10 % sont cultivables.

Apres avoir montré que des bactéries encapsulées pouvaient rester viables
pendant un mois en 1’absence de nutriments, nous avons cherché a savoir si elles
étaient encore capables de synthétiser des protéines a partir d’acides aminés.
Cette étude portait sur les E. Coli encapsulées dans une matrice aqueuse en
présence de glycérol. Apres un vieillissement de 1 a 30 jours sans nutriment,
nous avons ajouté dans les gels un milieu nutritif constitué d’acides aminés
marqués [*S]méthionine, de casaminoacides et d’extraits de levure. Les protéines
formées ont été précipitées par de I’albumine de sérum bovin puis dosées par
mesure de radioactivité. Nous observons qu’apres un mois sans nutriment, 25 %
des bactéries encapsulées sont encore capables de synthétiser des protéines.
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