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SVMMARY 

New type of enzymatic électrode for the détermination of 
glucose : applications in biological média. 

A new type of sélective enzymatic électrode is proposed 
for the détermination of glucose in biological média. The 
use of potassium hexacyanoferrate (III) as électron accep­
tor for the oxidation of glucose allows to employ the 
enzyme imperfectly purified as well as the enzyme produ­
ced in vivo in Aspergillus Niger suspensions. The judicious 
choice of the indicating électrode and the enzyme immobi­
lization method allow a rapid and sensitive détermination 
of glucose (2.10"' M ­ 5.10 ' M ) . 

The stability is longer than three weeks. 
The dynamic properties, such as; stability, reproducibi­

lity, sensitivity and the large linear concentration range, 
may be compared to those obtained with usual techniques 
used for glucose détermination in biological média. 

RÉSUMÉ 

Un nouveau type d'électrode enzymatique est proposé 
pour le dosage du glucose dans les milieux biologiques. 
L'utilisation de l'hexacyanoferrate (III) comme accepteur 
d'électrons lors de l'oxydation du glucose permet l'usage de 
l'enzyme imparfaitement purifié ou même de l'enzyme 
produit in vivo dans des suspensions «/Aspergillus Niger. 
Le choix judicieux de l'électrode indicatrice et du mode 
d'immobilisation de l'enzyme permet une détermination 
rapide et sensible du glucose de 2.10 ' M à 5.10 M avec 
une stabilité de plus de trois semaines. Les propriétés 
dynamiques telles que stabilité, reproductibilité, sensibilité 
ainsi que son large domaine de linéarité peuvent être 
avantageusement comparées aux méthodes classiques d'ana­
lyse. 

INTRODUCTION 

Le d é v e l o p p e m e n t récent des t e c h n i q u e s d ' i m m o ­
b i l i sa t ion e n z y m a t i q u e [1,2] a c o n d u i t à l 'u t i l i sa t ion 
d e d i spos i t i f s b i o a n a l y t i q u e s d a n s l esque l s les b ioca­
t a ly seu r s ( enzymes ou bactér ies) son t immobi l i s é s au 
p r o c h e vo i s inage des sys tèmes d e dé t ec t i ons électro­
c h i m i q u e s [3­8]. 

L ' a t t r a i t d e tels d i spos i t i f s est m a n i f e s t e : leur 
mi se en œ u v r e au to r i se une sens ib i l i té acc rue , u n e 
r é p o n s e r ap id e , u n e s tabi l i sa t ion a i sée d e l ' enzyme 
et la poss ib i l i t é de les a p p l i q u e r a u x m e s u r e s en f lux 
c o n t i n u . 

Le d o s a g e du g lucose en mi l ieu c o m p l e x e 
c o n s t i t u e u n e app l i ca t i on p a r t i c u l i è r e m e n t b ien 
a d a p t é e à ce type d ' ana ly se . Le p r i nc ipe de la 
m é t h o d e r e p o s e su r la dé tec t ion à l ' é l ec t rode indi­

catr ice d ' u n des p r o d u i t s i n t e rvenan t au cours d e la 
réac t ion e n z y m a t i q u e : 

p ­D g lucose + H2O + O2 . ^ ° o x y d a s e 
a c i d e g l u c o n i q u e + H2O2 (1) 

Ainsi une é l e c t r o d e à g lucose peut­e l le a i s é m e n t 
être cons t ru i te en i m m o b i l i s a n t la g lucose o x y d a s e 
(b iocata lyseur) , soit à la s u r f a c e d ' u n e é l ec t rode à 
p H dé tec tan t l ' a c ide g l u c o n i q u e l ibéré [9], soit à la 
su r face d ' u n e é l e c t r o d e d e p la t ine m e s u r a n t l 'oxy­
gène c o n s o m m é [10­12] ou le p e r o x y d e d ' h y d r o g è n e 
fo rmé [13­15]. 

Enf in , cer ta ins a u t e u r s [16] ont p r o p o s é u n e 
m é t h o d e or ig ina le b a s é e sur l ' oxyda t ion s p é c i f i q u e 
du g lucose en ac ide g l u c o n i q u e en p r é s e n c e d e 
g lucose o x y d a s e et d ' h e x a c y a n o f e r r a t e ( I I I ) se lon : 

G l u c o s e + H2O ­I­ 2 [ F e ( C N ) 6 ] ' - olydase' 

Manuscrit reçu le 13 septembre 1983; accepté le 17 octobre 1983. g l u c o n a t e -I- 2H+ + 2 [Fe(CN)6]''- (2) 
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L ' h e x a c y a n o f e r r a t e ( I I ) f o r m é a u c o u r s d e la réac­
t i on est dé tec té p a r o x y d a t i o n à la s u r f a c e d e 
l ' é l e c t rode ind ica t r i ce se lon : 

2[Fe(CN)6]'-S£HE2Ë32[Fe(CN)6]'- + 2 e (3) 
C e m o d e d ' a n a l y s e évi te l ' i n t e r f é r e n c e d e s t r aces d e 
ca t a l a se , e n z y m e g é n é r a l e m e n t a s s o c i é e à la g lucose 
o x y d a s e et qui p e r t u r b e les d o s a g e s b a s é s su r la 
d é t e c t i o n d u p e r o x y d e d ' h y d r o g è n e o u d e l ' o x y g è n e 
( é q u a t i o n 1). 

La p l u p a r t des é l ec t rodes i n d i c a t r i c e s p r o p o s é e s 
m e t t e n t en j eu l ' o x y d a t i o n à p o t e n t i e l c o n t r ô l é d e 
l ' ion h e x a c y a n o f e r r a t e ( I I ) su r u n e é l e c t r o d e d e 
p l a t i n e o u de c a r b o n e v i t reux . Les p e r f o r m a n c e s d e 
ces é l ec t rodes son t t o u t e f o i s l imi tées p a r la réac t iv i té 
d u m a t é r i a u cons t i tu t i f [16-18]. D a n s le b u t d ' a c ­
c ro î t re la sensibi l i té d e la m é t h o d e , n o u s p r o p o s o n s 
l ' u t i l i sa t ion d ' u n e é l ec t rode q u e l ' o n peu t c lasser 
p a r m i les n o u v e a u x m o d è l e s d ' é l e c t r o d e s m o d i f i é e s 
et décr i t e s a n t é r i e u r e m e n t p a r K a u f f m a n n et al. [19]. 

P A R T I E E X P É R I M E N T A L E 

Appareil lages 

Les mesures voltampérométriques et ampérométriques 
ont été réalisées à l 'aide d 'un polarographe Brucker E 100 
relié en synchronisation à un enregistreur I = f(E) ou 
I = f(t) Hewlett-Packard type 7004 B. Les mesures de 
voltammétrie cyclique ont été effectuées à l 'aide des unités 
PAR 174 A et 175 associées à un enregistreur PAR XY 
RE0074. 

Le système potentiostatique comporte une électrode de 
référence au calomel saturé, reliée à la solution par un 
pont d'électrolyte indifférent, une électrode auxiliaire en 
platine et l'électrode indicatrice. Cette dernière est une 
électrode métallique en aluminium modifiée par pulvérisa­
tion d 'une solution à base de graphite colloïdal dispersé 
dans du polyméthacrylate de méthyle (30% p / p Acheson 
Dag40). La préparation et les caractéristiques de cette 
électrode ont été décrites antérieurement [19] ainsi que son 
application aux molécules organiques [21] et inorgani­
ques [20]. 

Les mesures en voltammétrie cyclique ont été réalisées 
à l'aide de cette électrode modifiée, d 'une électrode à pâte 
de carbone (Metrohm EA 267, pâte Metrohm EA 267 C) 
et d'électrodes en carbone vitreux (Metrohm AG) CV, et 
CV:. 

Réactifs 

Tous les réactifs sont de qualité Merck P.A. 
Le tampon phosphate est préparé à partir d 'une solu­

tion de dihydrogénophosphate de sodium 0,1 M dont le 
p H est ajusté à l 'aide d 'une solution d 'hydroxyde de 
sodium. 

La gélatine est de qualité microbiologique (Difco). La 
glucose-oxydase (Merck EC 1.1.3.4) est extraite d'Aspergil-
lus Niger et présente une activité de 80 U/mg . L'eau est 
déminéralisée et ensuite bidistillée. 

Construction de l'électrode enzymatique 

L'électrode enzymatique comporte l'électrode indica­
trice, recouverte d 'une membrane de gel enzymatique 
maintenue par une seconde membrane de dialyse en 
cellophane de 0,05 mm d'épaisseur comme le schématise 
la figure I. 

FiG. I. — Electrode enzymatique : 
1) Barreau d ' a l u m i n i u m ; 2) C o u c h e conductr ice à base de gra­
ph i te c o l l o ï d a l ; 3) R é s i n e e p o x y ; 4) Vis de c o n n e x i o n ; 5) T u b e 
e n verre; 6) Fil c o n d u c t e u r ; 7) G e l de g lucose oxydase ( E C 
1.1.3.4); 8) M e m b r a n e de dia lyse; 9) Embout a m o v i b l e . 

FiG. I. — Enzymatic électrode : 
I) A l u m i n i u m rod; 2) Graphi te -based c o n d u c t i n g coat ing; 
3) Epoxy res in; 4 ) C o n n e c t i n g screw; 5) Glass tube; 
6) C o n d u c t i n g wire ; 7) G e l of g lucose ox idase ( E C 1.1.3.4); 
8) D ia lys i s m e m b r a n e ; 9) R e m o v a b l e ring. 

Préparation du gel 

L'incorporation de l 'enzyme dans un gel facilite les 
manipulat ions et permet d 'obtenir des coupes d'épaisseurs 
bien déterminées (150 nm) à l 'aide d 'un microtome à 
congélation (Leitz type 1310). Le gel est préparé par 
addition de 10% de gélatine à I ml de tampon phosphate 
0,1 M (pH : 7,40) à 90 °C. 

La température de la solution est ensuite ramenée à 
50 °C avant d 'y ajouter la glucose oxydase (500 U / m l de 
tampon). Le milieu est rapidement homogénéisé (pendant 
15 à 20 secondes) et refroidi sous courant d 'eau froide. 

Conditionnement de l'électrode enzymatique 

Avant d 'ef fectuer les déterminations proprement dites, 
il s'est avéré indispensable de réaliser un préconditionne­
ment de l 'électrode enzymatique. Le procédé consiste à 
maintenir l 'électrode à -(- 0,4 V vs E.C.S. pendant environ 
deux heures sous barbotage d'azote, dans un tampon à 
base de phosphate 0,1 M de pH 7,4 et 2.10 ' M en 
hexacyanoferrate (III) de potassium. Ensuite, l 'oxygène 
présent dans le gel enzymatique est éliminé par addition 
de glucose; concentration finale 5.10 ' M. 

Ces opérations assurent une stabilisation électrochimi­
que de la surface, la saturation de la couche de gel 
enzymatique en hexacyanoferrate (III) et surtout éliminent 
l 'oxygène emprisonné dans le gel par réaction enzymati­
que avec le glucose. 
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Mode opératoire 

L'électrode enzymatique préconditionnée est soigneu­
sement rincée à l'eau bidistillée, puis introduite dans la 
solution à analyser renfermant le glucose et l'électrolyte. 

Un barbotage d'azote préalable pendant 20 minutes 
assure la désoxygénation de cette solution thermostatisée 
à 30,0 ± 0,2 "C. Les déterminations de glucose sont réa­
lisées par la méthode des additions standards, ou à partir 
d 'une droite d'étalonnage. 

Après utilisation, l'électrode enzymatique est conservée 
à 4 °C dans une solution de tampon à base de phosphate 
0,1 M contenant 2 .10^ mole 1 ' d 'hexacyanoferrate (III) 
de potassium. 

R É S U L T A T S ET D I S C U S S I O N S 

A. Choix de l'électrode indicatrice 

Il est b ien c o n n u q u e les é l ec t rodes à enzymes 
m e t t e n t en j eu u n e réac t ion é l ec t roch imique , généra ­
l e m e n t au n iveau d e la su r face d ' é l e c t r o d e s classi-

4 0 ^ A cm" 

a) 

1 1 1 1 1 1 1 ^rr—I i I 1 I I 1 _ 
-0,4 0,0 .0,4 .0 ,8 -0,4 OO -O/t '0» 

E/V vs ECS 

FiG. 2. — Voltamméiries cycliques de t'hexacyanoferrale (II) de 
potassium 5.I0~' M en tampon phosphate 0,1 M pH 7,4 au niveau 

de plusieurs électrodes de carbone. 
Vitesse de ba layage : 20 m V . s '. 
a) pâte d e c a r b o n e ; b) CVi carbone v i treux pol i sur a l u m i n e et 
papier f i l tre , CV, c a r b o n e v i treux poli sur a l u m i n e et feutre d o u x , 
CV2 s e c o n d e é lec trode en carbone v i treux pol i sur a l u m i n e et 
feutre d o u x ; c) é l ec trode de graphite pu lvér i sé . 

FiG. 2. — Cyclic Yoltammograms of 5.10~' M potassium hexacya-
noferrate (II) in 0.1 M phosphate buffer pH 7,4, at différent 

carbone électrodes : 
Scan rate : 20 m V . s '. 
a) c a r b o n e - p a s t e ; b) CV; glassy-carbon p o l i s h e d wi th a l u m i n a 
p o w d e r o n rough f i l ter paper, CVi g lassy-carbon po l i shed w i th 
a l u m i n a o n soIft feIt c lo th , CV, s econd g lassy-carbon po l i shed 
wi th a l u m i n a o n sof t feIt c lo th ; c) graphi te - sprayed é lectrode . 

ques : plat ine, or , c a r b o n e v i t reux. C o n s i d é r é e s 
c o m m e ina t t aquab le s , ces é l ec t rodes d é v e l o p p e n t 
t ou t e fo i s des c o m p o r t e m e n t s é t ro i t emen t liés à la 
na tu re d u ma té r i au cons t i tu t i f . L 'é ta t de c o n s e r v a ­
t ion , la qual i té d u m a t é r i a u , la f o r m a t i o n d ' o x y d e s 
superf ic ie ls , le t r a i t e m e n t é l e c t roch imique , son t 
au t an t d e f ac teu r s a l éa to i r e s suscep t ib les d ' e n g e n ­
dre r des couran t s r é s idue l s é levés [24]. 

L ' é t u d e c o m p a r a t i v e d u c o m p o r t e m e n t d e l ' h e x a -
cyanofe r r a t e ( I I ) en v o l t a m m é t r i e cyc l ique à l ' a i d e 
d e p lus ieurs é l e c t r o d e s à b a s e d e c a r b o n e a é té 
réalisée. Les e n r e g i s t r e m e n t s repr i s au n iveau d e la 
figure 2 à pH 7,4 i l lus t ren t les d i f f é r en t s t r acés : (a) 
à l ' é lec t rode à p â t e d e c a r b o n e , (b) à l ' é l ec t rode d e 
c a r b o n e vitreux t y p e C V | et t ype CV2 et (c) à 
l ' é lec t rode m o d i f i é e p r o p o s é e d a n s ce t rava i l . 
C o m m e il est pos s ib l e d e l ' observer , la p â t e d e 
c a r b o n e possède un c o u r a n t rés idue l fa ib le , m a i s 
l ' h e x a c y a n o f e r r a t e ( I I ) d é v e l o p p e un t racé mal d é f i n i 
et très irréversible. 

Les é lec t rodes d e c a r b o n e vi t reux CVi et CV2, 
t rai tées d e la m ê m e m a n i è r e (po l i s sage à la p â t e 
d ' a l u m i n e et f e u t r e d o u x ) , p r é s e n t e n t des c o u r a n t s 
rés iduels d i f fé ren t s ( c o u r b e s C V | , CV2). La c o u r b e 
CVi co r r e spond à l ' é l ec t rode CV | , ma i s le po l i s sage 
a été réalisé à l ' a i de d ' u n e p â t e d ' a l u m i n e et d e 
pap i e r filtre. C e po l i s sage est m o i n s d o u x , auss i 
enlève-t ' i l t o t a l emen t la c o u c h e d ' o x y d e s supe r f i c i e l s 
d ' o ù il en résulte un c o m p o r t e m e n t m o i n s réversi­
ble [25,26]. 

A l ' é lec t rode m o d i f i é e (c), les t racés sont p a r f a i ­
t ement déf inis , révers ib les , r e p r o d u c t i b l e s et les 
cou ran t s de base d u m ê m e o r d r e d e g r a n d e u r q u e 
ceux observés s u r CVi. 

En ra ison des a v a n t a g e s p ré sen té s p a r l ' é l ec t rode 
mod i f i ée , celle-ci est p r o p o s é e c o m m e b a s e d e ce 
travail . 

B. Choix du mode d'immobilisation 

L ' immobi l i s a t i on d ' e n z y m e s a u sein d ' u n gel p e u t 
s ' e f f ec tue r , soit p a r i nc lu s ion p h y s i q u e d e l ' e n z y m e 
so luble à l ' in tér ieur d e s mai l l e s cons t i tu t ives d e 
p o l y m è r e s s a c c h a r i d i q u e s , p r o t é i n i q u e s o u acryl i ­
ques , soi t par l i a i sons c h i m i q u e s cova len te s e n t r e 
d iverses fonc t ions d e l ' e n z y m e et de s a g e n t s d e 
l ia isons b i fonc t ionne l s , tels q u e la g l u t a r a l d é h y d e , 
l ' ac ide b i sd i azobenz id ine -2 , 2' d i s u l f o n i q u e , etc. , 
d o n n a n t na i s sance à d ivers p o l y m è r e s inso lub les . 

Ces deux m o d e s d ' i m m o b i l i s a t i o n s o u s la f o r m e 
d ' u n gel d e gé la t ine à 10% et d ' u n gel d e g lu t a r a ldé ­
h y d e se lon le p r i n c i p e d e G u i b a u l t et al. [14] o n t é té 
mis en œuvre. 

a) Polymérisation à l'aide de la glutaraldéhyde 

Le p rocédé a été env i sagé d e d e u x m a n i è r e s 
d is t inc tes : une p o l y m é r i s a t i o n sur m e m b r a n e d e 
dialyse, a f in d ' o b t e n i r u n p o l y m è r e d e 150n.m 
d ' épa i s s eu r , est e f f e c t u é e et le p o l y m è r e f o r m é est 
fixé su r l ' é lec t rode o u su r l ' ag i t a t eu r m a g n é t i q u e . 

— La m e m b r a n e e n z y m a t i q u e fixée à la s u r f a c e 
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d e l ' é lec t rode , d o n n e l ieu à d e s c o u r a n t s d e b a s e 
d ' o r i g i n e capac i t ive é levés et n ' a u t o r i s e d e s dé tec ­
t i ons d e g lucose q u ' à d e s c o n c e n t r a t i o n s s u p é r i e u r e s 
à 5 .10-" m o l e 1 " ' . 

— L ' i m m o b i l i s a t i o n su r a g i t a t e u r m a g n é t i q u e 
p e r m e t d ' év i t e r ces c o u r a n t s d e b a s e é levés . T o u t e ­
fo is , l ' a l lu re d e s r é p o n s e s o b s e r v é e s (fig. 3b) d i f f è r e 
f o r t e m e n t des c o u r b e s a m p é r o m é t r i q u e s c l a s s iques 
(fig. 3a). Auss i d e v o n s - n o u s u t i l i se r les m é t h o d e s 
c iné t iques : m é t h o d e d e s t a n g e n t e s d é t e r m i n a n t la 
vitesse in i t ia le d e la r é a c t i o n o u la m e s u r e d e la 
va r i a t ion d e l ' in tens i t é d e c o u r a n t à t e m p s f ixé 
c o m m e d a n s le cas d ' e n z y m e s en s o l u t i o n . C e t t e 
t e c h n i q u e au to r i s e d e s d é t e r m i n a t i o n s d a n s u n e 
g a m m e d e c o n c e n t r a t i o n s c o m p r i s e s e n t r e 6 . 1 0 " ' et 
1 . 1 0 ^ m o l e 1" ' en g lucose . 

b) Gel de gélatine 

N o t r e cho ix s 'est p o r t é s u r ce m o d e d e f i x a t i o n 
d ' e n z y m e s à la s u r f a c e d e l ' é l e c t r o d e . Les c o u r a n t s 
capac i t i f s son t m i n i m e s et c o m p a t i b l e s a v e c la 
d é t e r m i n a t i o n en r ég ime s t a t i o n n a i r e d e c o n c e n t r a ­
t i ons auss i fa ib les q u e S . I O " ' m o l e 1~' en g lucose . 
D e p lus , la t e c h n i q u e est d e m a n i p u l a t i o n a isée , le 
t e m p s d e s tab i l i sa t ion est c o u r t (fig. 3a) et les 
m e s u r e s p a r f a i t e m e n t r e p r o d u c t i b l e s . 

C. Choix des facteurs physico-chimiques 

a) Influence du pH 

Le t a m p o n le m i e u x a d a p t é et le p l u s ut i l isé p o u r 
le d o s a g e d u g lucose est à b a s e d e p h o s p h a t e . La 
figure 4 i l lustre la r é p o n s e d ' u n e s o l u t i o n 6 . 1 0 " ' M 
d e g lucose en f o n c t i o n d u p H . O n o b s e r v e u n 
m a x i m u m en t re p H 7,3 et 8,4, r é su l t a t en a c c o r d a v e c 
ceux o b t e n u s à l ' a ide d ' a u t r e s m é t h o d e s d ' i m m o b i l i ­
sa t ion d e la g lucose o x y d a s e [10-15]. 

15& 
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FIG. 3. — Influence du type d'immobilisation sur la forme des 
courbes ampérométriques : 

S o l u t i o n 7 .10 ' M e n g lucose , t a m p o n p h o s p h a t e 0,1 M pH 7 ,40 
+ 2 .10 " M hexacyanoferra te (III) de potass ium, t empérature : 
3 0 , 0 ± 0 ,2 "C, /„ = début de la réaction. 
a) E lec trode e n z y m a t i q u e : mesure au point f inal . 
b) A g i t a t e u r e n z y m a t i q u e : mesure c inét ique . 

FIG. 3. — Influence of the immobilization type on the ampero-
metric curtes : 

G l u c o s e : s o l u t i o n 7 .10 ' M , p h o s p h a t e b u f f e r 0.1 M p H 7.4 + 
2.10"" M p o t a s s i u m hexacyanoferra te (III), t empérature : 30 .0 ± 
0 .2 "C, l„ = in i t ia t ion t ime . 
a) E n z y m a t i c é l ec trode : stat ionary m o d e . 
b) E n z y m a t i c m a g n e t i c bar stirrer : k inet ic m o d e . 

FIG. 4. — Influence du pH sur l'intensité de 
réponse : 

S o l u t i o n 6 .10 ' M en g lucose , t a m p o n p h o s p h a t e 
0,1 M + 2 .10 - M hexacyanoferrate (III) de 
po tass ium, t empérature : 30 ,0 ± 0 ,2 "C. 

FIG. 4. — Influence of the pH on the response 
intensity : 

G l u c o s e s o l u t i o n : 6 .10 ' M , phosphate b u f f e r 
0.1 M + 2 .10 "M hexacyanoferrate (III), tem­
pérature : 30.0 ± 0 .2 "C. 

9.0 PH 
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FiG. 5. — Influence de la température sur l'intensité de 
réponse : 

Solut ion 1.10 •* M e n g l u c o s e , t a m p o n p h o s p h a t e 0,1 M + 
2 .10 ' M h e x a c y a n o f e r r a t e (III), p H : 7 ,40 . 

FiG. 5. — Influence of the température on ihe response 
intensity : 

G l u c o s e s o l u t i o n : I . I O ' M , p h o s p h a t e b u f f e r 0.1 M 
p H 7.4 + 2 .10 - M h e x a c y a n o f e r r a t e (III) . 

38 TEMPERATURE 
<°C> 

b) Influence de la température 

Les résu l t a t s repr i s à la figure 5 d a n s le cas d ' u n e 
s o l u t i o n 1 . 1 0 " M en g l u c o s e , i n d i q u e n t u n e r é p o n s e 
o p t i m a l e à 30 °C. D e p lus , ce m a x i m u m c o r r e s p o n d 
é g a l e m e n t à u n e a u g m e n t a t i o n f a v o r a b l e d e la 
c i n é t i q u e d e r é p o n s e d e l ' é l e c t r o d e . 

D . Application au dosage du glucose 

1) Dosage du glucose en solution aqueuse 

L ' é l e c t r o d e p o s s è d e u n e r é p o n s e l inéa i re p o u r d e s 
c o n c e n t r a t i o n s d e 5.10"^ M à 2 .10 ' M (soit d e 0 ,890 
à 360 p p m d e g l u c o s e ) a v e c d e s c o e f f i c i e n t s d e 

r é g r e s s i o n s l inéa i res d e 0 ,9995 ± 0 ,0005 (fig. 6a). 
C e p e n d a n t , les c o e f f i c i e n t s d e v a r i a t i o n s s u r les 
m e s u r e s e f f ec tuée s v a r i e n t e n f o n c t i o n d e la 
c o n c e n t r a t i o n : a ins i ils s o n t d e 5 à 6 % p o u r d e s 
c o n c e n t r a t i o n s d e 5 . 1 0 " ' M à 1.10 ' M , d e 3 à 4 % 
p o u r d e s c o n c e n t r a t i o n s d e 1 .10~ ' M à 5 . 1 0 " ' M 
a lo r s qu ' i l s son t t o u j o u r s i n f é r i e u r s à 3 % p o u r les 
c o n c e n t r a t i o n s s u p é r i e u r e s , c o m m e le m o n t r e le 
tableau I. 

N o u s u t i l i se rons d o n c d a n s la p r a t i q u e d e s 
d i l u t i o n s de s o l u t i o n s i n c o n n u e s p e r m e t t a n t l ' ob ­
t e n t i o n d e c o n c e n t r a t i o n s c o m p r i s e s e n t r e 5.10 ' M 
et 2 .10"^ M, a f i n d ' o b t e n i r d e s i n t e n s i t é s d e r é p o n s e s 
s u f f i s a n t e s p o u r m i n i m i s e r les v a l e u r s d e s c o e f f i ­
c i en t s d e co r ré l a t ions . 

FIG. 6. — Domaines des concentra­
tions linéaires et des sensibilités res­
pectives selon l'origine de l'enzyme : 
a) Electrode e n z y m a l i q u e 
b) Electrode e n présence d ' u n e sus­

p e n s i o n d'Aspergillus Niger 
(500 m g / 2 0 ml) . 

T a m p o n p h o s p h a t e 0,1 M pH 7,40 
+ 2 .10 " M d 'hexacyanoferra te 
(III), t e m p é r a t u r e : 30,0 ± 0 ,2 "C. 

FIG. 6. — Linear concentration ran­
ges and respective sensitivities as a 

fonction of the enzyme origin : 
a) E n z y m a t i c é lec trode . 
b) Electrode w i th an Aspergillus 

Niger s u s p e n s i o n ( 5 0 0 m g / 
20 ml) . 

Phosphate b u f f e r 0.1 M p H 7 .4 -I-
2 .10 ' M h e x a c y a n o f e r r a t e (III), 
t empérature : 30 .0 ± 0 .2 "C. 

9 x 1 0 - * M 0 1 
GLUCOSE 

17x 10-3N| 
GLUCOSE 
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TABLEAU 1. — Influence de la concentration de glucose en solution 
aqueuse sur le coefficient de variation (CV%). 

TABLE I. — Influence of the concentration of glucose in aqueous 
solution on the variation coefficient (CV%). 

T h é o r i q u e 
(mg.r') 

T r o u v é * 
(mg.r') 

Ecarl-Type 
( m g l ~ ' ) 

C V % 
% Ecart 

à la va leur 
t h é o r i q u e 

0 ,889 0 ,872 0 ,055 6,3 - 1,9 
1,430 1,445 0 ,079 5,5 + 1,0 
2 ,136 2 , 1 4 4 0 ,086 4 ,0 + 0 ,4 
3,53 3 ,49 0,11 3 ,2 - 1,1 
7,05 7 ,13 0 ,22 3,1 + 1,1 

10,56 10,57 0 ,26 2,5 + 0,1 
14,05 14,13 0,31 2,2 + 0 ,6 
58,70 58 ,73 0 ,90 1,5 + 0,1 

110,2 111,0 2,3 2,1 + 0,7 
279,8 278 ,3 5,3 1,9 - 0 ,5 

* M o y e n n e des résultats o b t e n u s sur c inq essais. 

Lors d ' e s s a i s d e r o u t i n e r a p i d e , n o u s p o u v o n s 
p r o c é d e r à la m é t h o d e d e s a j o u t s d o s é s , e n u t i l i s a n t 
u n a j o u t d e s o l u t i o n i n c o n n u e c o m p r i s e e n t r e 5 . 1 0 " ' 
e t 1 .10"" M . Le t e m p s d e r é p o n s e d e l ' é l e c t r o d e a u 
p o i n t final es t d e 2 à 4 m i n u t e s s e l o n les c o n c e n ­
t r a t i o n s . L a s t ab i l i t é et sa c o n s e r v a t i o n à l o n g t e r m e 
s o n t d e p l u s d e t ro i s s e m a i n e s . 

2) Dosage du glucose en milieu biologique 

Le d o s a g e d u g l u c o s e s é r i q u e et u r i n a i r e p e u t 
s ' e f f e c t u e r p a r les m e s u r e s a m p é r o m é t r i q u e s r a p p o r ­
t ées à u n e d r o i t e d ' é t a l o n n a g e j o u r n a l i è r e , e n ut i l i ­
s a n t d e s d i l u t i o n s d e ces é c h a n t i l l o n s b i o l o g i q u e s . L e 
tableau II d o n n e les r é s u l t a t s o b t e n u s p o u r d i v e r s 

TABLEAU II. — Dosage du glucose dans divers échantillons 
biologiques. 

TABLE II. — Détermination of glucose in several biological samples. 

T y p e 
d 'échant i l l on 

Théor iquf 
( g . l - ' ) 

T r o u v é * 
( g . l ' ) 

Ecart-
T y p e 
( g - l ' ) 

c v % 

% Ecart 
à la 

va l eur 
t h é o r i q u e 

A ) Echant i l lon: 
sér iques 

0 ,860 
1,900 

0 ,864 
1,891 

0 ,023 
0 ,046 

2,7 
2,4 

+ 0,5 
- 0 ,5 

B) Echant i l lons 
ur inaires 

0 ,400 
19,90 

0 ,397 
19,97 

0 ,013 
0 ,49 

3,3 
2,5 

- 0 ,8 
+ 0 , 4 

* M o y e n n e des résultats o b t e n u s sur c inq essais. 

é c h a n t i l l o n s b i o l o g i q u e s ( c o n c e n t r a t i o n s d a n s l a 
ce l lu le d e m e s u r e : d e 5 .10 ' à 1.10 M e n g l u c o s e ) . 

C e t t e a n a l y s e p e u t é g a l e m e n t s e f a i r e s e l o n la 
m é t h o d e d e s a d d i t i o n s s t a n d a r d s p e r m e t t a n t u n 
d o s a g e p o n c t u e l r a p i d e . Les r é s u l t a t s s o n t r e p r i s 
d a n s le tableau III. Le c o e f f i c i e n t d e r é g r e s s i o n 
l inéa i re s u r les q u a t r e p o i n t s d e la d r o i t e es t d e 
0,9992. 

TABLEAU III. — Dosage du glucose dans un échantillon urinaire 
par la méthode des additions standards. 

TABLE 111. — Détermination of glucose in an urinary sample by 
the standard additions method. 

A j o u t s T h é o r i q u e T r o u v é % de g lucose 
(mg.r') ( m g . l - ' ) ( m g . l - ' ) trouvé 

9 ,95 9 ,89 99 ,4 
18,02 27,97 28 ,80 103.0 
36 ,04 64,01 62 ,79 98,1 
54 ,06 118,07 119,64 101,3 

3) Application de la méthode en présence de l'enzyme 
in vivo : suspensions «/'Aspergillus Niger perméabi-
lisés 

A f i n d e v é r i f i e r la v a l i d i t é d e la m é t h o d e e n 
p r é s e n c e d ' u n g r a n d n o m b r e d ' e n z y m e s , n o u s a v o n s 
u t i l i s é la g l u c o s e o x y d a s e c o n t e n u e d a n s le m y c é ­
l i u m m ê m e p o u r e f f e c t u e r le d o s a g e d u g l u c o s e . 
V Aspergillus Niger ATCC 16404 c o n t i e n t e n e f f e t e n 
p l u s d e la g l u c o s e o x y d a s e d e s t r a c e s d e g l u c a n a s e , 
d e l a ce l l u l a se , d e l ' a m y l o g l u c o s i d a s e , d e la l a c t a s e , 
d e la p e c t i n a s e , d e la l i p a s e et s u r t o u t u n e c a t a l a s e 
t r è s a c t i v e [2]. 

L a c r o i s s a n c e Aspergillus Niger est r é a l i s é e 
d u r a n t t r o i s j o u r s d a n s u n m i l i e u l i q u i d e d e Sa -
b o u r a u d d e x t r o s e à u n e t e m p é r a t u r e d e 22 °C. L a 
s t r u c t u r e p a r t i c u l i è r e d e ce c h a m p i g n o n e m p ê c h e 
s o n i m m o b i l i s a t i o n , t a n t s u r l ' é l e c t r o d e q u e s u r 
l ' a g i t a t e u r . E n e f f e t , s o u s f o r m e c o n d e n s é e , m ê m e e n 
p r é s e n c e d ' u n a g e n t d e p e r m é a b i l i s a t i o n tel q u e le 
d i m é t h y l s u l f o x y d e , n o u s o b s e r v o n s u n e i m p e r m é a b i ­
l i té d u m y c é l i u m . N o u s a v o n s d o n c d û r e c o u r i r à 
l ' u t i l i s a t i o n d e s u s p e n s i o n s d e 2 0 0 à 700 m g d e p o i d s 
h u m i d e d e c h a m p i g n o n d a n s la c e l l u l e d ' a n a l y s e . 

A p r è s sa c r o i s s a n c e , VAspergillus e s t p e r m é a b i l i s é 
p a r u n e s o l u t i o n d e 40 % d e d i m é t h y l s u l f o x y d e , 
a g e n t c h i m i q u e d é j à u t i l i sé lo r s d e m e s u r e s d e 
l ' a c t i v i t é c a t a l y t i q u e d e d i v e r s e n z y m e s d e l e v u r e s 
p a r P a s c u a l et al. [22, 23]. 

C e t t e p e r m é a b i l i s a t i o n es t n é c e s s a i r e s o u s p e i n e 
d ' o b s e r v e r u n e r é p o n s e l e n t e ( d u e a u t r a n s p o r t a c t i O 
et n o n s t o e c h i o m é t r i q u e . C e t t e s u s p e n s i o n p e r m e t le 
d o s a g e d u g l u c o s e d e S-IO""* à 2 .10"^ m o l e 1 " ' d e 
g l u c o s e , a v e c u n c o e f f i c i e n t d e r é g r e s s i o n l i n é a i r e d e 
0 ,9970 . C o m m e le m o n t r e la figure 6b, les r é s u l t a t s 
f o n t a p p a r a î t r e u n e s e n s i b i l i t é n e t t e m e n t d i m i n u é e 
v i s -à -v i s d e l ' é l e c t r o d e e n z y m a t i q u e (fig. 6a). A i n s i 
c e t t e s u s p e n s i o n d''Aspergillus Niger e s t p e u m a n i a b l e 
e t t r è s i n s t a b l e , m a i s e l le d é m o n t r e la v a l i d i t é d e la 
m é t h o d e en p r é s e n c e d e n o m b r e u x e n z y m e s , y 
c o m p r i s d e c a t a l a s e . C e t t e m é t h o d e p o u r r a i t d o n c 
ê t r e u t i l i s ée p o u r m e s u r e r l ' a c t i v i t é e n z y m a t i q u e d e 
la g l u c o s e o x y d a s e d a n s u n e c u l t u r e d'Aspergillus 
a v a n t s o n i s o l e m e n t e t sa p u r i f i c a t i o n a u n i v e a u 
i n d u s t r i e l , et t o u t a u l o n g d e c e u x - c i . 
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CONCLUSIONS 

L'u t i l i sa t ion d ' u n e é l e c t r o d e e n z y m a t i q u e (glu­
c o s e o x y d a s e ) en p r é s e n c e d ' u n a c c e p t e u r d ' é l ec ­
t r o n s tel q u e l ' h e x a c y a n o f e r r a t e ( I I I ) a u t o r i s e u n e 
spéc i f i c i t é et u n e sens ib i l i t é a c c r u e s lors d u d o s a g e 
d u g lucose en mi l i eux b i o l o g i q u e s . C e sys t ème n ' e s t 
p a s i n f l u e n c é p a r le d e g r é d e p u r e t é d e l ' e n z y m e , d e 
p l u s le d o s a g e p e u t s ' e f f e c t u e r à l ' a i d e d e l ' e n z y m e 
d ' u n mi l ieu auss i c o m p l e x e q u ' u n e s u s p e n s i o n 
à^Aspergillus Niger p e r m é a b i l i s é s . 

La p r é s e n c e d ' u n n o u v e a u t y p e d ' é l e c t r o d e ind i ­
ca t r i ce , p e r f o r m a n t e p a r r a p p o r t a u x é l e c t r o d e s 
c l a s s iques te l les le p l a t i n e , l ' o r , le c a r b o n e v i t r eux , 
p e r m e t d ' a c c r o î t r e f o r t e m e n t la sens ib i l i t é d e la 
m é t h o d e . 

U n e mise en œ u v r e a i sée , u n f a i b l e c o û t , a ins i q u e 
la q u a l i t é d e s r é p o n s e s a n a l y t i q u e s o b t e n u e s son t les 
p r i n c i p a u x a t t ra i t s d e l ' é l e c t r o d e e n z y m a t i q u e p r o ­
p o s é e . 
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