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Resume 

La laccase est une enzyme ayant une faible specificity qui peut degrader de nombreux 

contaminants presents dans l'environnement. Son utilisation dans des precedes de 

bioremediation est done appelee a augmenter dans les annees a venir. II est done important 

d'ameliorer le potentiel d'utilisation de cette enzyme en la rendant reutilisable et plus stable 

qu'a l'etat naturel. Plusieurs techniques d'immobilisation/insolubilisation sont deja disponibles 

mais la plupart utilisent un agent toxique pour plusieurs especes. Cette etude cherche done a 

remplacer ce produit toxique par un agent biodegradable, le chitosane, ayant peu d'effets sur 

l'environnement dans la formation d'agregats d'enzymes reticules {cross-linked enzyme 

aggregates (CLEAs)]. Les conditions de formation de ces biocatalyseurs ont ete optimisees 

dans le but d'obtenir un produit actif et stable. Ces CLEAs ont egalement ete caracterisees en 

termes de capacite catalytiques, de stability thermique et face aux denaturants chimiques ainsi 

qu'en terme de dimensions. 

Mots cles : Laccase, CLEAs, Chitosane, Insolubilisation, Optimisation 
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Chapitre 1 

Introduction 

Les enzymes sont de plus en plus utilisees de nos jours dans differents domaines tels 

l'industrie pharmaceutique, Findustrie alimentaire et meme l'industrie petrochimique (Edwards 

et al., 2002; Shah et al., 2008). Elles sont utilisees a la fois pour former des produits finis et 

pour traiter les effluents de ces entreprises afin de reduire leur impact environnemental. 

Plusieurs avantages en font un catalyseur de choix : 

1) Les reactions qu'elles catalysent se font generalement a des temperatures et 

pression pres des conditions ambiantes (Mateo et al., 2007). 

2) Ces catalyseurs sont entierement biodegradables et les milieux reactionnels 

utilises sont souvent moins dommageables pour l'environnement que pour 

des procedes n'utilisant pas les enzymes comme catalyseurs (Sheldon, 

2007A). 

3) Leur activite est generalement tres specifique vis-a-vis un substrat ce qui fait 

que peu de produits secondares indesirables sont formes (Sheldon, 2007A). 

4) Pour la synthese de composes chimiques, l'utilisation d'enzymes peut 

contoumer la protection de groupements reactifs et ainsi diminuer le nombre 

d'etapes et le cout de production desdits composes (Sheldon, 2007A). 

Le plus gros avantage des enzymes sur le microorganismes est qu'elles n'engendrent 

que peu de biomasse. Le traitement des residus de procedes enzymatiques est egalement plus 

simple que celui des residus de traitement par des microorganismes. 
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Cependant, il est parfois tres couteux d'utiliser des enzymes qu'une seule fois puisque 

la purification des enzymes peut faire augmenter grandement leur cout de production. 

Certaines enzymes sont egalement tres instables ce qui necessite l'utilisation de beaucoup de 

ces catalyseurs pour une meme quantite de substrat a traiter. Afin d'augmenter le potentiel 

d'utilisation de ces enzymes, il est possible de les immobiliser ou les insolubiliser ce qui 

permet de les rendre plus stables aux conditions denaturantes et il est plus aise de les reutiliser 

(Sheldon, 2007A). 

Immobilisation enzymatique 

Plusieurs techniques sont possibles pour avoir des enzymes reutilisables et plus stables. 

On peut separer ces techniques en deux grandes categories : immobilisation sur support solide 

et insolubilisation sans support. L'immobilisation sur un support solide peut se faire selon trois 

modes: 1) les enzymes peuvent etre posees a la surface du support par des interactions 

physiques comme les forces de van der Waals ou des interactions hydrophobiques, 2) se fixer 

au support par des liaisons ioniques, 3) etre attachees au support par des liens covalents ou 4) 

etre emprisonnees dans une matrice (encapsulation) (Sheldon, 2007A). Les deux premiers 

types de liaisons sont plutot faibles. Lorsque les conditions du milieu ne changent pas, ces 

techniques peuvent etre avantageuses puisqu'il y a peu d'encombrement sterique mais un 

changement trop grand de pH par exemple peut resulter en un lavage des enzymes de la surface 

du support (Sheldon, 2007A). L'inconvenient d'utiliser des liens covalents pour fixer les 

enzymes sur les supports est la possibility d'inactiver les enzymes et ainsi de rendre 

inutilisables autant l'enzyme que le support qui peut couter parfois tres cher. Dans tous les cas, 

le biocatalyseur forme a une activite par unite de masse tres faible, etant donne que la masse la 

plus importante des biocatalyseurs ainsi produits est le support, 1'activite des enzymes est 
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grandement diluee. En effet, le support inactif compte pour environ 90% de la masse de ces 

biocatalyseurs (Cao, 2005). L'utilisation de support peut cependant aboutir a la production de 

biocatalyseurs efficaces comme celui decrit par Ghanem et Ghaly (2004) qui a immobilise la 

glucose oxydase sur du chitosane (Ghanem et Ghaly, 2004). De plus, dans certains cas, 

l'utilisation de supports est necessaire puisque les alternatives d'immobilisation sans support 

denaturent les enzymes utilisees (Costa et al., 2008). 

L'insolubilisation sans support, quant a elle, permet de former des amas insolubles et 

composes presque entierement d'enzymes. L'activite specifique de ces biocatalyseurs est done 

plus elevee que celle des enzymes immobilisees sur support. II y a quatre options pour la 

production d'enzymes insolubles: 1) la formation de reticulats d'enzymes {cross-linked 

enzymes, CLEs) 2) la reticulation de cristaux d'enzymes {cross-linked enzyme cristals, CLECs) 

3) la reticulation d'enzymes sechees par atomisation {cross-linked spray dried enzymes, 

CSDEs) et finalement 4) la reticulation d'agregats d'enzymes {cross-linked enzyme 

aggregates, CLEAs). La difference entre ces quatre techniques est l'etat initial des enzymes 

avant le les lier entre elles comme illustre a la figure 1-1. 
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Enzymes 
dissoutes 

Agent 
reticulant 

CLEG CLEA CSOE CLE 

Figure 1-1 Les differentes approches pour la formation d'enzymes insolubilisees sans support (modifil de ( Cao et ah, 
2003)). CRY (Crystal), AGG (Aggregate), SDE (Spray-dried enzyme) CLEC (Cross-linkedenzyme crystal), CLEA (Cross-
linked enzyme uggregate), CSDE (Cross-linked spray-dried enzyme) et CLE (Cross-linked enzyme). 

Les premieres experiences de reticulation consistaient a ajouter a une solution 

d'enzymes, un agent reticulent, souvent le glutaraldehyde (GLU) (Cao, 2003). Le resultat etait 

peu satisfaisant. Les CLEs obtenues avaient une stabilite thermique plus grande que les 

enzymes libres mais il etait difficile de les manipuler car elles formaient un gel et leur 

resistance mecanique etait tres faible. De plus, les experiences etaient difficiles a repeter car les 

conditions d'operation faisaient beaucoup varier les resultats. Ces difficultes ont ete surpassees 

en utilisant des supports pour immobiliser les enzymes et la reticulation sans support a ete 

quelque peu abandonnee (Sheldon, 2007A). Certains essais ont ete effectues pour reticuler des 

poudres d'enzymes sechees par atomisation. Cependant, ces biocatalyseurs ont une activite 

relativement faible principalement en raison des conditions denaturantes utilisees lors de 
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l'atomisation (Cao et al., 2003). Par contre, d'autres methodes d'insolubilisation sans support 

ont donne des resultats interessants. 

Par exemple, les cristaux d'enzymes reticules (CLECs), ont donne lieu a plusieurs 

developpements interessants. Ces biocatalyseurs se sont averes tres stables lorsque soumis a 

des forces de cisaillement, des pH extremes et des temperatures elevees (Roy, 2006). 

Cependant la preparation de cristaux d'enzymes demande une solution enzymatique d'une tres 

grande purete et un controle rigoureux des conditions de formation (Sheldon, 2007A). La 

reticulation des cristaux permet egalement de conserver les canaux presents entre les enzymes 

et ainsi ameliore la diffusion du substrat vers les sites actifs des enzymes dans le cristal 

(O'Fagain, 2003). Egalement, les resultats varient selon les methodes de formation utilisees et 

les conditions d'utilisation des CLECs (Govardhan, 1999). 

Une autre technique d'insolubilisation, de plus en plus utilisee, est la formation 

d'agregats d'enzymes reticules [cross-linked enzyme aggregates (CLEAs)]. Elle consiste en la 

formation d'agregats d'enzymes puis en leur reticulation. Pour former les agregats, plusieurs 

produits peuvent etre utilises. L'ajout de sulfate d'ammonium, de polyethylene glycol ou de 

solvants organiques comme l'ethanol ou l'acetone diminue la solubilite des enzymes qui 

forment alors des agregats et precipitent. Le sulfate d'ammonium perturbe le film d'hydratation 

entourant les prolines ce qui entraine leur rapprochement et, passe un certain point, leur 

precipitation. C'est la capacite du sulfate d'ammonium a former des structures de molecules 

d'eau qui lui permet de reduire le film d'hydratation des proteines. Ce phenomene s'appelle 

relargage (salting-out). L'ajout de solvant organique augmente l'entropie du systeme ce qui 

force les molecules d'eau a la surface des proteines a se detacher du film d'hydratation et de 

former un film autour des molecules de solvant. Les proteines perdant leur film d'hydratation 

seront attirees l'une vers l'autre et precipiteront (Ladisch, 2001). En meme temps ou 



subsequemment, ces agregats sont mis en contact avec un agent bifonctionnel pour les 

reticuler. L'avantage de precipiter les enzymes sous forme d'agregats est que leur 

conformation est la meme que dans leur forme soluble (Cao et al., 2003). Les CLEAs ont done 

une activite relativement elevee a moins que 1'agent reticulant vienne se lier sur le site 

catalytique ou si l'encombrement sterique est augmente par la reticulation. Certaines CLEAs 

ont ete formees avec succes comme des CLEAs de lipase (Lopez-Serrano et al., 2002), 

penicilline acylase (Cao et al., 2001), et de laccase (Cabana et al., 2007) entre autres. 

La plupart des techniques decrites ci-haut necessitent l'utilisation d'un agent reticulant. 

L'agent reticulant le plus utilise pour lier les enzymes entre elles ou sur un support de fa9on 

covalente est le glutaraldehyde (GLU) (Sheldon, 2007B). Cet agent bifonctionnel reagit avec 

les enzymes, plus precisement avec le groupement amine des residus lysine, et forme des liens 

amides. Les mecanismes chimiques impliques ne sont pas tres bien compris par contre puisque 

le glutaraldehyde a tendance a polymeriser mais reste efficace malgre tout (Betancorl et al., 

2006). Sous des contraintes mecaniques, les CLEAs pourraient relacher ce produit dans le 

milieu reactif. Plusieurs etudes demontrent que ce dialdehyde reduit le taux d'eclosion des 

oeufs de certaines especes aquatiques (Leung, 2001; Raikow et al., 2007; Emmanuel et al., 

2005). Le GLU aurait aussi certains effets chroniques sur des embryons de poissons et certains 

phytoplanctons (Sano et al., 2005). II est egalement avere que le GLU, souvent utilise comme 

biocide dans les hopitaux peut induire des effets indesirables sur les employes manipulant ce 

produit. II a ete demontre que le GLU peut causer un asthme occupationnel, de l'eczema et des 

irritations de la peau et des voies respiratoires (Takigawa et Endo, 2006). Son potentiel 

cancerigdne est egalement evalue puisqu'il provoque des liaisons entre l'acide 

desoxyribonucleique (ADN) et les proteines de cellules mammiferes (Speit et al., 2008). II est 



done recommandable de trouver des alternatives au glutaraldehyde pour former des CLEAs 

ayant aucun ou peu d'impact nefastes sur l'environnement. 

Ce projet s'attarde principalement sur le remplacement du GLU comme agent reticulant 

afin de produire un biocatalyseur utilisable sans danger pour l'environnement aquatique et la 

sante des travailleurs. Pour appuyer ce but, une enzyme oxydative a ete choisie comme sujet: 

la laccase (E.C. 1.10.3.2). Son interet grandissant est inextricablement lie a sa capacite a 

oxyder une vaste gamme de composes phenoliques se retrouvant dans les eaux usees (Cabana 

et al., 2007). Parmi ces substances phenoliques, plusieurs molecules attirent de plus en plus 

l'attention des chercheurs comme les substances perturbatrices du systeme endocrinien 

(SPSEs). Ces substances ont tres souvent une structure ressemblant au phenol ce qui fait en 

sorte qu'elles se lient aux recepteurs hormonaux (Cabana et al., 2007). La laccase pouvant 

eliminer le potentiel endocrinien de ces SPSEs, il serait important de Fimmobiliser ou 

Pinsolubiliser avec un agent reticulant ayant peu d'impact sur l'environnement. C'est pour 

cette raison que le chitosane, un biopolymere renouvelable et biodegradable a ete choisi pour 

reticuler la laccase. Comme ce polymere provient d'un produit secondaire, la chitine obtenue a 

partir des carapaces de crevettes principalement, 1'impact sur l'environnement de la formation 

et de l'utilisation de ce biocatalyseur serait minimal. 

Objectif general 

Le principal objectif de ce projet est de former et de caracteriser des CLEAs de laccase 

en utilisant un agent reticulant non toxique a savoir, le chitosane. 

Objectifs specifiques 
De fa?on plus specifique, ce projet s'attarde a: 
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• Produire des CLEAs avec du chitosane. 

• Determiner l'activite specifique des CLEAs formees. 

• Caracteriser les CLEAs en termes de stabilite thermique, face aux denaturants 

chimiques. 

• Caracteriser la cinetique reactionnelle des CLEAs. 

• Determiner les conditions optimales de formation des CLEAs. 

Contributions originates 

Les resultats obtenus dans ce projet ont ete presentes a diverses conferences et 
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• OxiZymes in Leipzig, Chitosan: an attractive cross-linking agent for the 

production of insoluble laccase-based biocatalysts. Affiche presente a Leipzig, 14-

16juin2010. 

• Arsenault, A., Cabana, H., Jones, J. P. (soumis le 15 avril 2011), Laccased-based 
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avril 2011. 

• IWA World Water Congress and Exhibition, Immobilization of Laccase 
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Structure du manuscrit 

Le chapitre 2 contient une revue de la litterature en lien avec les enzymes 

ligninolytiques, la laccase, 1'immobilisation enzymatique, la formation de CLEAs, les effets 

nefastes du GLU et certaines alternatives a cet agent reticulant. Le chapitre 3 est un resume des 

experiences efFectuees sur la caracterisation des CLEAs presentes sous forme d'article et le 

chapitre 4 est une discussion sur les r6sultats obtenus et leur implication potentielle suivi d'une 

conclusion qui apporte quelques pistes de travaux futurs. 
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Chapitre 2 

Revue de litterature 

Les champignons de la pourriture blanche du bois et leurs enzymes 
modifiant la lignine 

Les champignons de la pourriture blanche du bois (white rot fungi, WRF) font partie 

du groupe des basidiomycetes et sont les organismes d^gradant le plus efficacement la lignine 

transformant ainsi la lignocellulose en saccharides simples assimilables par d'autres 

microorganismes (Lundell et al, 2010). La degradation de cet heteropolymere complexe leur 

est possible, contrairement a d'autres organismes, grace a leurs enzymes modifiant la lignine 

(lignin modifying enzyme, LME). La nature de la lignine necessite l'utilisation d'enzymes non-

specifiques pour la degrader etant donne le caractere heterogene de ce polymere. 

MeO. OH OMe OH CH2OH (or CHO) 
HO HO 

HO MeO OMe 
HO .OH HO HO 

OH HO 

OH 

HO 

Or ŷjO^oMe OM^^OH 

OH OH 

OH OH no-

Figure 2-1 Structure de la lignine 

La non specificite de ces LME s'avere tres interessante pour le developpement de 

procedes de bioremediation (Rubilar et al., 2008; Couto et Toca-Herrera, 2007). Une seule 

enzyme pouvant traiter plusieurs polluants a la fois limiterait les couts de traitements de 

milieux contamines. Egalement, ces champignons sont plus interessants que les bacteries dans 

plusieurs cas, puisque leurs LME sont generalement extracellulaires ce qui simplifie leur 

purification (Pointing, 2001). 
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Les principales LME des WRF sont la lignine peroxydase (LiP, E.C. 1.11.1.14), la 

manganese peroxydase (MnP, E.C. 1.11.1.13), la versatile peroxydase (VP, E.C. 1.11.1.16) et 

la laccase (Lac, E.C. 1.10.3.2). Plusieurs autres enzymes sont necessaires pour mineraliser la 

lignine mais ces dernieres sont incapables d'alterer ce polymere seules. Elles viennent 

generalement supporter Taction des LME ainsi que le font plusieurs molecules de faible masse 

moleculaire agissant comme mediateurs (Johannes et Majcherczyk, 2000). Ces enzymes font 

des WRF, d'excellents organismes pour la degradation de poiluants persistants (Rubilar et al, 

2008). Plusieurs WRF ont ete utilises pour eliminer des poiluants comme des colorants 

industrielles (Karapinar et Kargi Kapdan, 2002; Wesenberg et al., 2003), des composes 

pharmaceutiques (Marco-Urrea et al, 2009) ou des surfactants comme le nonylphenol (Soares 

et al, 2005). Plusieurs inconvenients sont associes a l'utilisation de microorganismes pour la 

degradation de poiluants : 1) les conditions du milieu doivent etre contrdlees 2) il faut s'assurer 

que les microorganismes croissent 3) eviter les contaminations en sterilisant le milieu et 4) il 

faut ensuite gerer la biomasse produite de fa?on securitaire. L'utilisation de microorganismes 

pour traiter des milieux contamines peut done s'averer couteuse (Ahuja et al, 2004). En 

utilisant seulement leurs enzymes, on evite la gestion des dechets biologiques associee a 

l'utilisation de champignons in situ. Ces enzymes sont generalement insensibles a la presence 

de predateurs, la concentration en contaminants les affecte peu et les conditions 

environnementales diminuent leurs capacites dans une moindre mesure que les 

microorganismes (Gianfreda et Rao, 2004). Les enzymes n'ont pas de periode d'acclimatation 

ni de diminution de performance face aux variations subites de concentration de contaminants 

(Karam et Nicell, 1997). De plus, l'amelioration des proprietes de ces enzymes est possible 

afin d'elargir le spectre des conditions environnementales qui leur sont favorables. 

Les enzymes modiflant la lignine 

Les LME sont generalement produites lors du metabolisme secondaire des WRF 

puisqu'elles n'apportent pas d'energie directement. La synthese de ces enzymes commence 

lorsqu'un stress est induit comme une diminution dans la source de carbone ou d'azote ou 

T introduction dans le milieu de composes phenoliques comme le catechol ou encore du cuivre 

(Fonseca et al, 2010; Cambria, 2011). Lors de culture par suspension, les WRF produisent, 

generalement, la LiP et la MnP quand il y a beaucoup d'oxygene dissout mais sans agitation. 
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Contrairement a la laccase qui est produite de fa?on optimale lorsque les WRF en suspension 

sont agites (Elisashvili et al, 2008). Le grand avantage de la laccase sur les peroxydases, du 

point de vue industriel, est qu'il n'est pas necessaire d'ajouter du peroxyde dans le milieu 

puisque Paccepteur final d'electrons est l'oxygene. 

La laccase est une enzyme oxydative qui transforme les composes phenoliques. Son 

mecanisme d'action fait intervenir quatre atomes de cuivre, au centre de son site actif, qui 

s'oxydent et se reduisent afin de radicaliser son substrat (voir figure 2.2) tout en reduisant de 

fa?on concomitante le dioxygene solubilise dans le milieu reactionnel. Le radical forme etant 

tres instable reagira de differentes fa^ons dependamment des conditions du milieu dans lequel 

il se trouve (Wong, 2009). 

4R* 

4KH 

Cik Cu 

intermedial re 
reduitc 

Laccase 

auiepos 

„ 2+ 2+-
Cus o 

H 

originate Cu 
HO 

~ 2+ 
Cu^ ^Cvi a 

H 

2Hp 

it-
Cu 

2+ 
Cu 

02 + 4H+ + 4e" 2H20 

Figure 2-2 Cycle catalytique de ia laccase ou RH est le substrat et R* est le radical produit. (Modifil de (Wesenberg et 
aI., 2003)). 
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L'aspect interessant de cette enzyme dans une perspective de bioremediation est qu'elle 

oxyde une grande variete de molecules contenant une structure phenolique. Plusieurs exemples 

sont mentionnes dans le Tableau 0.1. 
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Tableau 0.1 Exemples de composes oxydis par faction de la lactase 

Nom des composes Acronyme Utilite/problematique 
associee 

Structure Reference 

2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzthiazoline-
6-sulphonic acid) 

ABTS Industrie textile: utilise 
comme encre 
Utilise pour quantifier le 
potentiel antioxydant 
d'aliments et l'activite 
d'enzymes oxydatives 

< 
f-OH 

(Bourbonnais et al., 1998) 

Bisphenol A BPA Industrie des plastiques: 
utilise dans la fabrication de 
polycarbonates et resines 
epoxy 

k>JO 
(Cabana et al., 2007) 

Diethylphtalate DEP Produits d'hygiene 
personnel le, parfums 

ĉ c 
o 

(Kim et al., 2008) 

(+)-catechin Antioxydant d'origine 
veg&ale 

H°X^Cc 
OH 

(Ma et al, 2009) 

(-)-epicatechin Antioxydant d'origine 
vegetale 

•h
»
 &
 

o
 X
 

(Ma et al., 2009) 
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(Ma et al., 2009) Catechol Precurseur dans la production 
de pesticides et de saveurs 
artificielles 

OH 

T5FT (Zhang et al, 2009) 2-4-dichlorophenol 2-4-DCP Pesticide, present dans 
certains combustibles et dans 
la production de plastiques 

Estrone Hormone sexuelle feminine (Auriol et al, 2008) 

HO' 

17p-estradiol Hormone sexuelle feminine (Auriol et al, 2008) 

HO' 
Estriol (Auriol et al., 2008) E3 Hormone sexuelle feminine OH 

HO 

17a-ethinylestradiol EE2 Substitut d'cestrogene present 
dans les medicaments 
anticonceptionnels 

(Auriol et al, 2008) 
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Benzylbutylphtalate BBP Utilise comme plastifiant 
dans la fabrication du PVC c^° (Kim et ai, 2008) 

Nonylphenol NP Produit de degradation des 
alkylphenol ethoxylates, des 
surfactants 

(Kim et al., 2008) 

Alizarin Red Encre industrielle O OH 

0 

(Lu et ai, 2007) 

Reactive Blue 19 RBul9 Encre industrielle 
|̂ )Wiso

lNa 

^^^0'SOJN« 

(Trovaslet et al., 2007) 

Remazol Brilliant 
Blue R 

RBBR Encre industrielle O NMj ? (Osma et al., 2010) 

Anthracene 

t 

ANT Precurseur utilise dans la 
fabrication d'encres. 
Considere comme un polluant 
important par l'Agence de 
Protection de 
l'Environnement americaine 

oco 
(Dodor etai, 2004) 

Benzo-a-pyrene BaP Consider^ comme unpolluant 
important par l'Agence de 
Protection de 
l'Environnement americaine cc$9 

(Dodor et al., 2004) 
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2-6- 2-6-DMP Produit de la pyrolyse de la OH 
| (Hublik et Schinner, 2000) 

dimethoxyphenol lignine "Tbr 
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Cette versatility l'avantage done vis-a-vis d'autres enzymes oxydant les phenols comme 

la tyrosinase (Ma et al., 2009). Elle est done tres interessante pour les procedes comme la 

decoloration des encres textiles (Cho et al., 2007) ou dans les biosenseurs (Couto et Toca-

Herrera, 2007). La detoxification des effluents d'usines de production d'huile d'olive peut 

aussi etre realisee a l'aide de la laccase (Jaouani et al., 2006). II est egalement possible 

d'elargir le spectre d'action de la laccase en la faisant interagir avec un mediateur comme 

l'ABTS ou le 1-hydroxybenzotriazole (Kurniawati et Nicell, 2007). Plusieurs autres utilisations 

de la laccase dans des precedes de bioremediation ont ete repertoriees dans la litterature. Une 

partie de ces utilisations est presentee dans le Tableau 0.2. 
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Tableau 0.2 Bioremediation utilisant la laccase 

Source de 
laccase 

Mode de 
traitement 

Contaminant Matrice Taux d'elimination Elimination 
du potentiel 
oestrogen ique 

Commentaires Reference 

T. villosa Laccase libre et 
immobilise 

2-4-DCP Sol (Ahn et al., 2002) 

T. 
versicolor 

Laccase libre et 
utilisation d'un 
mediateur 
(HBT) 

E2 et EE2 Aqueux -100% en lh 100% en 8h L'activite 
ostrogenique etait 
detectee meme a 
de faibles 
concentration 
d'E2 et EE2 

(Suzuki et al., 2003) 

Laccase 
conjugue sur du 
chitosane 

TCS Aqueux 100%en6h 60% 
d'elimination du 
TCS avec la 
laccase libre en 
6h 

(Cabana et al., 2010) 

Laccase libre El, E2, E3, 
EE2 

Eau usee et 
eau usee 
synthetique 

100% en lh Eau 
synthetique: 
eau deionisee 
contenant les 
oestrogenes 

(Auriol et al., 2008) 

Laccase 
immobilisee sur 
kaolinite 

ANTetBaP Emulsion 17 et 19% en 24h L'utilisation de 
l'ABTS comme 
mediateur 
permet 
d'atteindre 80 et 
85% 
d'elimination en 
24h 

(Dodor etal., 2004) 

Laccase 
immobilisee sur 

RBBR Aqueux 45% en 30 min L'utilisation 
d'un mediateur 

(Peralta-Zamora et al., 
2003) 
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silice est necessaire 
avec la laccase 
libre mais pas 
avec la laccase 
immobilisee 

T. 
versicolor 

Laccase avec 
HBT 

Methoxychlor 
e (pesticide) 

Aqueux 23% en 24h avec 
1 nkat d'enzyme 

1 nkat 
represente la 
quantite 
d'enzyme 
oxydant lnmol 
de 2,6-DMP en 
1 seconde 

(Hirai et al., 2004) 

Coriolopsis 
polyzona 

Laccase libre, 
immobilisee et 
en CLEAs 

BPA 
TCS 
NP 

Aqueux (Cabana et al., 2009; 
Cabana, 2008; Cabana 
et al., 2007) 

Pleurotus 
ostreatus 

Laccase libre et 
laccase 
immobilisee sur 
alginate et 
chitosane 

RBBR Aqueux 70% en lh 
40% en continu 

Billes d'alginate 
traitees au 
chitosane pour 
diminuer la 
perte de laccase 

(Palmieri et al., 2005) Pleurotus 
ostreatus 

Laccase Peryiene 
ANT 
PYR 
Fluorene 
Fluoranthrene 
Phenanthrene 

l%(v/v) 
Acetonitrile 

100% 2j. 
95% 2j. 
40% 2j. 
95% 2j. 
50% lOj. 
90% 10i. 

10 nM de 
polluant et 
0,176 Ude 
laccase ont ete 
utilises. 

(Pozdnyakova et al., 
2006) 

Pleurotus 
ostreatus 

Laccase 
immobilisee sur 
Eupergit® 

2,6-DMP Aqueux 100% en continu 
lmMa lml/min 

Du Benzoate a 
6te utilise pour 
proteger le site 
actif lors de 
1'immobilisation 

(Hublik et Schinner, 
2000) 

Pyctioporus 
sanguineus 

Laccase libre Encres 
industrielles 

Aqueux 80%, 52% et 60% 
respectivement en 

Decoloration 
realisee a 25°C 

(Trovaslet et al, 2007) 
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Acid blue 62 
Acid yellow 
36 
Acid orange 7 

48 heures a pH 4,5 
pendant 48 
heures. 

Lentinula 
edodes 

Laccase 
immobilisee sur 
Eupergit ® 

OMW Aqueux Reduction jusqu'a 
70% des phenols 
totaux 

Traitement 
effectue a 35°C 
sous un d6bit de 
5ml/min 

(D'Annibale et al., 
2000) 

Lentinula 
edodes 

Laccase 
immobilisee sur 
chitosane 

OMW Aqueux Reduction de 67% 
des phenols 
totaux et 99% du 
catechol et du 3,4-
dihydroxyphenyle 
thanol 

Traitement 
effectue a 30°C 
sous un debit de 
lml/min 
pendant 24h 

(D'Annibale et al., 
1999) 

30 



Malheureusement, cette enzyme ne peut etre utilisee de fa^on rentable Hans les 

precedes industriels actuels car elle est instable dans les conditions de reaction ainsi qu?en 

raison de la perte des enzymes en solution (Sheldon, 2007A). Pour ameliorer sa stabilite et 

rendre possible sa reutilisation, il est possible de l'immobiliser ou l'insolubiliser. 

Techniques d'immobilisation/insolubilisation 

L'immobilisation et 1'insolubilisation enzymatique sont des processus visant a 

transformer une enzyme en un biocatalyseur qui est par definition reutilisable. Plusieurs 

moyens differents peuvent etre utilises pour immobiliser la laccase. Les techniques 

d'immobilisation peuvent etre separees en deux grands groupes : l'attachement a un support 

solide et Timmobilisation sans support (insolubilisation). L'immobilisation sur un support 

solide consiste en l'attachement de l'enzyme de fa?on ionique, mecanique ou chimique sur une 

matrice. La matrice en question peut avoir differentes formes : billes, film, membrane, capsule, 

etc. et etre constitute de differents materiaux : polymere, metal, silice, etc. D'un autre cote, ce 

qu'on appelle insolubilisation est la technique consistant a rendre une enzyme insoluble en 

liant plusieurs molecules enzymatiques ensemble pour former un amas reutilisable. Le 

biocatalyseur obtenu a done 3 avantages importants: 1) il est generalement plus stable que 

l'enzyme libre, 2) il est plus facile a utiliser et 3) il ne contaminera pas les produits formes 

puisqu'il peut etre sequestre. 

Immobilisation sur support 

Pour l'immobilisation sur un support, trois voies sont possibles (Duran et al., 2002). 

Premierement, on peut utiliser les forces ioniques pour adsorber les enzymes sur un support 

ayant une charge electrostatique opposee inverse, en utilisant les forces de van der Waals ou 

les liens hydrophobes. Un avantage indeniable de cette methode est qu'il n'est pas necessaire 

de purifier l'enzyme puisque 1'immobilisation se fait generalement en fonction des proprietes 

de cette derniere (Hanefeld et al., 2009). Un support hydrophobe permettra une bonne 

adsorption d'une enzyme hydrophobe mais ne retiendra pas les enzymes hydrophiles. Cette 

technique est plutot simple a utiliser et peut meme servir a purifier une enzyme d'un bouillon 
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de culture. Un desavantage de cette methode est que la charge de l'enzyme change en fonction 

des conditions du milieu dans lequel elle est utilisee et qu'elle peut done se detacher du support 

(Hanefeld et al., 2009). De plus, comme les liens entre l'enzyme et le support sont faibles, 

P enzyme peut se desorber par des forces mecaniques ou si les conditions du milieu changent 

subitement (Sheldon, 2007A). Une immobilisation par adsorption peut toutefois ameliorer les 

proprietes catalytiques de l'enzyme ou encore sa stabilite face a des conditions denaturantes. 

Par exemple, une polyphenol oxidase (EC 1.14.18.1) a ete immobilisee par adsorption dans 

une membrane capillaire pour l'oxydation de composes phenoliques dans un effluent industriel 

(Edwards et al., 1999). La perte d'activite etait nettement inferieure a l'enzyme libre mais le 

taux d'immobilisation etait plutot faible a 26%. 

Deuxiemement, il est possible de former des liens covalents entre le support et les 

enzymes en utilisant un agent reticulant et parfois un activateur. Dans bon nombre 

d'applications, le GLU est utilise comme agent reticulant et dans certains cas comme activateur 

de supports contenant des groupements amine (Betancorl et ai, 2006). Cette methode permet 

un attachement durable de l'enzyme, d'augmenter sa stabilite et de l'utiliser pour plusieurs 

traitements successifs dans un procede en continu (Sheldon et al., 2007C). L'attachement par 

liens covalents est souvent prefere a 1'adsorption par interactions hydrophobes ou ioniques 

(Uhlig et Linsmaier-Bednar, 1998). L'attachement par liens covalents diminue grandement les 

chances que l'enzyme immobilisee se detache de son support par des forces mecaniques 

(Sheldon, 2007A). Les nombreux liens formes entre l'enzyme et son support reduit sa 

flexibilite et diminue ainsi les risques de denaturation (Hanefeld et al., 2009). Plusieurs etudes 

ont mis en evidence la stabilisation des enzymes immobilisees face a un pH extreme (Costa et 

al., 2002; Yinghui et al., 2002; D'Annibale et al., 2000), des temperatures elevees (D'Annibale 

et al., 2000; Hung et al, 2003; Arroyo et al., 1999) ou dans des composes denaturants (Bindhu 

et Abraham, 2003; Cabana et al., 2007) 

Un des inconvenients est que l'activite specifique du biocatalyseur ainsi forme (activite 

par unite de masse) est moindre que l'activite specifique de l'enzyme pure car le support utilise 

est inactif. Les liens formes peuvent aussi diminuer la mobilite de l'enzyme et egalement creer 

un encombrement sterique diminuant l'activite apparente de l'enzyme. L'enzyme, ne comptant 

que pour 10% environ de la masse du catalyseur, il faut done une masse 10 fois plus grande 

d'enzymes immobilisees que d'enzymes libres pour atteindre la meme activite dans un milieu 
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reactionnel. Generalement, le potentiel d'utilisation des enzymes immobilisees est augmente 

comparativement aux enzymes libres tel que demontre par Kandelbauer et al. (Kandelbauer et 

al., 2004). La laccase immobilisee sur des billes alumine silanisees etait utilisee pour eliminer 

des encres ou du moins eliminer la couleur produite par ces encres. Les enzymes immobilisees 

sur des supports ont l'avantage de pouvoir etre utilisees dans des reacteurs a lit fixe ou fluidise. 

Par exemple, une laccase a ete utilisee pour eliminer une encre d'un effluent en continu dans 

un reacteur a lit fixe. Environ 40% de la couleur de Peffluent etait eliminee par une laccase de 

T. versicolor immobilisees sur des billes d'alginate (Palmieri et al., 2005). 

Troisiemement, il est possible de pieger les enzymes dans une matrice ou une capsule. 

Cette methode consiste a fixer l'enzyme dans une matrice pendant la formation de celle-ci ce 

qui Pemprisonne mecaniquement. II est parfois necessaire de lier de fa9on covalente a la 

matrice pour eviter les pertes de catalyseurs (Sheldon et al, 2007C). Cette matrice peut ensuite 

etre modifiee de fa?on a former des billes utilisables dans un reacteur a lit fluidise ou a lit fixe. 

Avec cette methode, il y a encore l'inconvenient de la dilution de l'activite enzymatique et de 

la possibility d'inactiver les enzymes. Egalement, il peut y avoir une diminution de la vitesse 

de diffusion en raison de la taille des pores de la matrice done diminution globale de l'activite 

apparente. Une lipase a ete immobilisee selon cette methode pour la production de biodiesel a 

partir de l'huile de palme (Jegannathan et al., 2009). La laccase aussi a ete encapsulee dans 

divers polymeres. Par exemple, l'alginate a ete utilisee avec le chitosane pour encapsuler la 

laccase dans des microcapsules. La laccase etait ainsi plus stable face k la degradation 

thermique. Elle etait aussi efficace sur une plus grande gamme de temperature (Lu et al, 

2007). 

L'utilisation de support pour 1'immobilisation entraine un inconvenient souvent 

neglige. Comme l'activite volumique des catalyseurs immobilises est moindre qu'avec les 

enzymes libres, les unites de traitement utilisant ces billes de catalyseur doivent etre bien plus 

grandes pour une meme activite totale (Sheldon, 2007A). 

L'insolubilisation, quant a elle, n'utilise aucun support solide et permet ainsi de 

conserver une bonne activite massique et volumique car le biocatalyseur est constitue presque 

entierement d'enzymes (Duran et al, 2002). Plusieurs techniques peuvent etre utilisees pour 

insolubiliser une enzyme sans support. Les premieres techniques d'insolubilisation apparurent 

il y a pres de 50 ans (Cao et al, 2003). Les enzymes en solution etaient directement reticulees 
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ce qui donnait un gel enzymatique. Les resultats etant mitiges et l'utilisation d'un tel gel etant 

complique, 1'immobilisation sur des supports solides est devenue populaire et l'insolubilisation 

a et6 laissee de cote (Sheldon, 2007A). Une methode utilisee a partir des annees 1990 est de 

former des cristaux de proteines puis de les reticuler en utilisant un agent bifonctionnel comme 

le GLU (Roy et al., 2005). Par contre cette technique necessite une enzyme d'un haut niveau 

de purete et la cristallisation doit etre rigoureusement controlee (Sheldon et al, 2005). La 

formation de cristaux reticules (CLEC) a cependant servi a immobiliser une laccase dans le but 

de fabriquer une electrode permettant la detection du phenol (Roy et al, 2005). Les cristaux de 

laccase etaient 4 fois plus stables face a une degradation thermique que la laccase libre (Roy et 

Abraham 2006). Plusieurs molecules ressemblant au phenol peuvent etre detectees 

efificacement par l'electrode produite. Des CLECs de proteases ont egalement ete prepares et 

leur stabilite thermique et face a divers denaturant chimiques etait amelioree (Simi et Abraham, 

2007). La structure de l'enzyme est conservee lors de la cristallisation ce qui fait que les 

CLECs sont des biocatalyseurs actifs. lis sont egalement plus stables pour deux raisons : 1) les 

liens formes par le GLU solidifient la structure tridimensionnelle des enzymes et 2) la 

proximite des enzymes permet plus d'interactions entre elles comme des ponts hydrogenes, ce 

qui diminue 1'impact de conditions denaturantes (Govardhan, 1999). La diffusion du substrat 

est egalement facilitee dans les canaux formes lors de la cristallisation [ 

Figure 0-3 Structure d'un cristal de lysozymes (Cohen-Hadar et al., 2006). Les points rouges indiquent des canaux 
formes lors de la cristallisation des lysozymes. 

] (O'Fagain, 2003). 



Figure 0-3 Structure d'un crista! de lysozymes (Cohen-Hadar et a!., 2006). Les points rouges indiqueiit des canaun 
formes lors de la cristallisation des lysozymes. 

Une autre technique de reticulation consiste a faire reagir le GLU avec des enzymes qui ont ete 

sechees par atomisation {cross-linked spray-dried enzymes, CSDE). Cette technique n'a ete 

que peu utilisee car les enzymes ainsi sechees sont denaturees de fa?on temporaire (Cao et al, 

2003). En reticulant ces enzymes, leur structure tridimensionnelle se trouve figee ce qui les 

maintient dans une conformation inactive. Pour cette raison, les recherches sur 

1'immobilisation sans support se sont dirigees principalement vers les CLECs et les agregats 

d'enzymes reticules {cross-linked enzyme aggregates, CLEAs). 

Cette derntere technique consiste a former des agregats d'enzymes par precipitation 

puis de former des liens covalents entre les enzymes d'un meme agregat (voir Figure 2-). 

Plusieurs enzymes ont ete insolubilisees de cette fason avec succes. La laccase (Matijo§yte et 

al., 2010; Cabana et al, 2007; Desentis-Mendoza et al, 2006), la penicilline acylase (Wilson 

et al., 2009; Rajendhran et Gunasekaran, 2007; Cao et al., 2001), la glutaryl acylase (Lopez-

Gallego et al,2005), la nitrilase (Kumar et al., 2010; Martinkova et al., 2009; Kaul et al, 

2007; Mateo et al, 2006; Van Langen et al., 2005; Mateo et al., 2004) et la lipase (Majumder 

et al., 2008; Shah et al, 2006; Lopez-Serrano et al., 2002) sont des exemples d'enzymes ayant 

un attrait sur le plan industriel qui ont ete insolubilisees sous forme de CLEAs. 
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Agent r£ticulant 

OLE As 

Figure 2-4 Schematisation de la reticulation d'agrfgats d'enzymes 

L'utilisation de ces biocatalyseurs de fa9on industrielle est possible en raison de leur 

taille suffisamment grande (l-100^m) pour les recuperer entre chaque utilisation (Jung et al, 

2009; Cabana et al, 2009). Pour ce faire, il est toutefois necessaire de developper des 

bioreacteurs adaptes (Cabana et al., 2009). 

Comme la plupart des autres techniques d'immobilisation, la formation de CLEAs 

necessite l'utilisation un agent bifonctionnel pour lier les enzymes. Plusieurs composes 

peuvent etre utilises pour remplir cette fonction mais le plus frequemment utilise reste, sans 

doute, le GLU (Cabana et al., 2009). 

Glutaraldehyde 

Le GLU est un dialdehyde forme d'une chaine de cinq atomes de carbones. Son 

utilisation comme agent reticulant pour les enzymes est tres repandu car il reagit facilement 

avec les groupements amines. Comme il a deux groupes reactifs, le glutaraldehyde peut former 

des liens amides entre deux enzymes. Les liens entre les proteines et le glutaraldehyde sont tres 

stables (Cabral et Kennedy, 1991). Par contre, cette technique ne fonctionne pas pour certaines 

enzymes comme les nitrilases car le GLU peut modifier la conformation de l'enzyme ou reagir 

avec des acides amines du site actif et l'inactiver (voir Figure 2-5) (Mateo et al, 2004). 

36 
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Giutaraidehyde 

R-NH2 R-NH-

HCr^o^^OH H C r ^ o ^ r ^ H - R  
R-HN 

Figure 2-5 lin mecanisme possible de reticulation d'enzymes par le giutaraidehyde (adapte de (Migneault et al., 2004)). 
R-NH2 represente une proteine ou une chaine aminee. 

Cependant, le GLU peut etre nocif pour certains organismes aquatiques. En effet, 

plusieurs recherches montrent que le GLU affecte la reproduction et la sante d'organismes 

aquatiques (Emmanuel et al, 2005; Leung, 2001; Sano et al., 2005) sans compter les effets sur 

la sante humaine (Dimich-Ward et al., 2004; Takigawa et Endo, 2006). II est reconnu pom-

avoir une toxicite aigue pour certains organismes aquatiques comme Vibrio fischeri 

(Emmanuel et al., 2005). Le GLU diminuerait egalement le taux de reproduction de plusieurs 

especes aquatiques (Sano et al., 2005). En effet, la toxicite du GLU est tres importante sur les 

oeufs de crevettes (90% de mortalite a 226mg/l de GLU) (Raikow et al., 2007) et le taux de 

reproduction des daphnies (50% moins d'oeufs pondus a 4,25mg/l de GLU) (Leung, 2001). Le 

GLU a aussi un effet nefaste sur la croissance des algues. A une concentration de moins de 1 

mg/L, une diminution de la croissance des algues de type Scenedesmus subspicatus et 

Selenastrum capricornutum a ete constatee (Leung, 2001). 

Certains effets sont aussi constates sur des mammiferes tels les pores, souris, hamsters 

et meme les humains. Le GLU est reconnu comme irritant des voies respiratoires, de la peau et 

il peut entrainer un asthme occupational ou de l'eczema allergique (Takigawa et Endo, 2006). 

Des necroses du myocarde, des perturbation du systeme nerveux se traduisant en nausees ou 

migraines et des irritations pulmonaires aigues ont ete constate suite a une exposition au GLU 

meme a des concentrations aussi faibles que 0,1% (Luthra et al., 2008). Egalement, des cas de 

paralysie du diaphragme ont ete detectes sur des pores, proches parents genetiques de l'humain 

(Fiirst et Baneijee, 2005). Certains travaux demontrent aussi un potentiel genotoxique du GLU 
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qui reagirait avec les bases amines presents dans l'ADN. (Miyachi et al., 2005; Zeiger et al., 

2005). L'exposition a un produit potentiellement toxique comme le GLU met en danger la 

sante des travailleurs et met en peril certains ecosystemes aquatiques, il serait done souhaitable 

de trouver une alternative a cet agent. 

Alternatives au glutaraldehyde 

Plusieurs alternatives sont possibles pour remplacer le GLU comme agent reticulant. 

Cependant, seulement ceux ayant une toxicite moindre ou ne restant pas dans le biocatalyseur 

consideres dans le present projet. 

Le glyoxal 

Le glyoxal (GLY) est egalement un dialdehyde mais ayant deux atomes de carbone au 

lieu de cinq comme le GLU (Figure 2-6). 

, 

Figure 2-6 Structure chimique du glyoxal 

Les liens formes avec les proteines ne sont pas aussi stables qu'avec le glutaraldehyde 

mais il est possible de stabiliser les liens formes par une reduction des produits formes 

(Hermanson, 1996). De plus, le GLY est biodegradable par des enzymes du systdme 

ligninolytique des moisissures de la pourriture blanche du bois (Shah et Nerud, 2002). 

Cependant, certains problemes de sante lui sont attribues. II peut devenir problematique surtout 

chez les personnes diabetiques et il serait implique dans le processus du vieillissement et de 

maladies neurodegeneratives (Grillo et Colombatto, 2008; Brouwers et al., 2011). 

Le GLY a ete utilise dans la formation de panneaux de contreplaques sans resines 

synthetiques (Mansouri et al., 2010). II est aussi utilise comme agent reticulant dans la 

fabrication de mousse de chitosane (Figure 0-) (Testouri et al., 2010). Le GLY reagissant en 

presence des groupements amines sur le chitosane, il est raisonnable de croire qu'il est possible 

de l'utiliser comme agent de reticulation d'enzymes. 
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i em 

Figure 0-7 Mousse de chitosane reticulee par Taction <lu glyoxal (Testouri el al., 2010) 

La laccase a d'ailleurs ete immobilisee sur un support en utilisant le GLY comme 

reticulant. Une amelioration de la stabilite thermique et face a divers denaturants chimique a 

ete detectee suite a 1'immobilisation de l'enzyme (Cabana et al, 2009). 

L'utilisation du GLY comporte cependant quelques desavantages. II provoque entre 

autres une inflammation des cellules endothelials (Yamawaki et Hara, 2008) qui peut se 

traduire par une irritation de la peau. Ses effets comme agent mutagene commencerit egalement 

a etre bien documentes (Olsen et al, 2005) et son potentiel d'irritation des voies respiratoires 

aussi (Enoch et al, 2010). Bien que ces effets soient moins important que les inconvenients du 

GLU, d'autres options sont envisageables qui n'apportent pas de risque pour la sante des 

travailleurs. 

Hydrates de carbone fonctionnalises 

II est egalement possible de creer des aldehydes a partir d'autres molecules. Par 

exemple, en oxydant un hydrate de carbone, on peut ajouter a ce dernier un ou plusieurs 

groupes fonctionnels dependamment du nombre de monomeres presents (Hermanson, 1996; 
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Mateo et al., 2004). Le glucose, le lactose, le fructose, l'amidon, le dextran et bien d'autres 

peuvent servir a preparer un agent reticulant. 

La fa9on la plus commune de fonctionnaliser ces saccharides est de les oxyder en les 

mettant en contact avec un oxydant fort comme le periodate de sodium et ainsi leur incorporer 

deux groupements aldehydes par monomere oxyde (Figure 2-7). 

Figure 0-8 Mecanisme d'oxvdation du glucose par le periodate (J04) (Adapte de (Schoevaart et al., 2005)) 

L'oxydation du glucose permet la formation de deux groupements aldehydes sur le 

glucose (Schoevaart et al, 2005). La structure obtenue ressemble beaucoup a la structure du 

dialdehyde et les amines primaires des enzymes sera semblable a celle impliquant le 

glutaraldehyde. Pour augmenter la quantite de groupements actifs, il est possible d'oxyder des 

polymeres de monosaccharides comme le lactose, l'amidon ou le dextran. 

Ce dernier est un polysaccharide servant a plusieurs microorganismes de reserve 

d'energie ou comme polymere pour former une capsule de protection (Figure 2-9) (Poli et al, 

2010). Si ce polymere sert a proteger les microorganismes des conditions de milieu 

defavorables, il pourrait aussi bien servir a proteger une enzyme de conditions denaturantes. 

CH2OH 

OH 

GLU en solution aqueuse. II est done raisonnable de penser que la reaction entre le glucose 

Figure 0-9 Structure simplifie du dextran 
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Un autre avantage d'un polyaldehyde de haut poids moleculaire est qu'il y a peu de 

chance pour qu'il parvienne au site actif de l'enzyine par diffusion (Mateo et al,Cesar 2004). 

Ainsi, on s'assure que l'enzyme insolubilisee a reagi en surface seulement et a done plus de 

chance de rester active. De plus, ce compose ne semble pas toxique et il a meme ete teste 

comme fixatif de tissus pour aider a la cicatrisation (Bhatia et al, 2007; Bhatia et al., 2007). 

Son oxydation donne lieu a la creation de groupements aldehydes semblables a ceux du 

glucose oxyde decrit plus haut (Figure 2-9). 

Figure 0-10 Oxydation du dextran par le periodate de sodium. 

Certaines enzymes et proteines ont ete immobilisees avec succes grace aux derives de 

saccharides comme la pectinase (Kobayashi et Takatsu., 1996), la trypsine (Kobayashi et al, 

1994), la catalase bovine (Betancorl et al., 2003) et l'hemoglobine humaine (Artyukhov et al, 

2006). La stabilite face a des pH acides et une temperature de 60°C de la pectinase a ete 

amelioree. La trypsine modifiee par le dextran dialdehyde n'etait plus affectee par l'inhibiteur 

de trypsine extrait de la feve de soya. La catalase bovine a egalement ete immobilisee avec 

succes grace au dextran dialdehyde qui fixe les sous-unites de l'enzyme empechant ainsi sa 

denaturation par dissociation. La stabilite thermique de l'hemoglobine a egalement ete 

legerement amelioree par la reaction avec le dextran dialdehyde. D'autres polymeres ont aussi 

ete reticule par des saccharides fonctionnalises comme le polyurethane (Lalwani et Desai, 

2010) et le chitosane (Zhang et al., 2003). 

II est egalement possible d'oxyder les polysaccharides des proteines glycosylees afin de 

les reticuler sans intervention d'un agent exterieur. L'utilisation du periodate de sodium sur des 

enzymes glycosylees permet d'ajouter des groupements actifs sur ces dernieres qui peuvent 

ensuite reagir avec des acides aminees comme la lysine (Schoevaart et al, 2005). 

NalO 

O-CH 

O 
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Un des inconvenients a utiliser les polysaccharides est qu'ils peuvent etre hydrolyses 

(Schoevaart et al, 2005). II est done probable que le biocatalyseur forme se degrade en 

solution et que leur utilisation sur une longue periode soit limitee. 

La genipine 

Certains produits naturels peuvent aussi reticuler les enzymes des agregats afin de les 

insolubiliser. Par exemple la genipine (acide aglycone geniposidique), est une molecule 

reagissant avec les amines primaires (Butler et al, 2003; Mi et al,2007) (voir Figure 2-10). 

Comme la lysine contient une amine primaire, il est raisonnable de croire qu'il serait possible 

d'utiliser cette molecule pour reticuler des proteines. La genipine est deja utilisee pour 

ameliorer les caracteristiques du chitosane ou du collagene en reagissant avec les amines les 

composant (Mi et al, 2007; Everaerts et al, 2008; Sung et al, 2003). Elle est egalement 

utilisee dans la fabrication de colorants alimentaires (Sung et al, 2001). La genipine reagit de 

deux fafons differentes avec les amines primaires ce qui permet en fait de reagir avec deux 

acides amines de deux enzymes differentes comme on peut le voir sur la Figure 2-10. 

HO, HO, 

N—R. 

HO. 

I 

HO, 

N—R, 

HO 
HC 

N—R, LI 1 N—R, LI ' 

Figure 2-11 Mecanismt reactionnel de la reticulation d'enzyroes par Ih genipine (modifie de (Butler et a!.. 2003)). 
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Cependant, la genipine semble occasionner des bris dans 1'ADN de certaines cellules ainsi que 

la formation de tetraploi'des (Ozaki et al, 2002). Son potentiel cancerogene et son cout eleve 

rend cette alternative au GLU peu interessante. 

Le chitosane 

L'utilisation d'un autre biopolymere peut aussi etre envisagee. Le chitosane a deja ete 

utilise dans plusieurs experiences d'immobilisation d'enzymes surtout comme support ou 

matrice (Cabana et al, 2010; El Ichi et al, 2009; Zhang et al., 2009; Zhang et al., 2008; 

Delanoy et al., 2005; Ghanem et Ghaly, 2004). II serait cependant possible de l'utiliser comme 

agent reticulant. Par exemple, Futilisation d'un carbodiimide reagissant avec le groupement 

carboxylique de l'acide aspartique (present dans la plupart des enzymes) donne un 

intermediate pouvant reagir avec un groupement amine sur le chitosane (Hermanson, 1996; 

Bindhu et Abraham, 2003). II y a plusieurs carbodiimides disponibles sur le marche qui 

peuvent etre utilises dans ce contexte. Par exemple, I'EDAC (l-ethyl-3-(3-dimethyl 

aminopropyl)-carbodiimide). Apres avoir lie l'enzyme a son support, I'EDAC a ete transforme 

en une isouree qui peut etre facilement retire de la solution par dialyse (Figure 2-12) 

(Hermanson, 1996). 

/^NHTN^-^NH+Cr 

Xr 1 

o^ 

r2-N-

r2-nh2 

Chitosane 

0 ii 
X. 

Figure 2-12 Schema de ia reticulation de la laccase par Taction combinee du chitosane et de I'EDAC (Adapt* de (Rafat 
et aL. 2008)). 

L'EDAC sert done uniquement d'agent activateur puisqu'il ne se retrouve pas dans le 

produit fini. Le chitosane quant a lui est un biopolymere renouvelable et entierement 

biodegradable (Figure 2-13). C'est un polymere tres abondant sur Terre. En effet, la chitine 
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servant a la production du chitosane est un polymere structurel present chez tous les 

arthropodes qui constituent plus de 80% des especes de la planete (Brusca et Brusca, 2003). 

HO HO 

o 
HO HO NH NH2 OH OH 

o=i m 

CH-

Figure 2-13 Structure du chitosane. La chitine (polysaccharide forme de plus de 50% du monomere m) est deacetyle 
pour donner le chitosane (polysaccharide forme de plus de 50% du monomere n) 

Ce polymere est l'objet de plusieurs etudes en ingenierie tissulaire (Rafat et al, 2008; 

Zhu et al, 2002), en pharmaceutique (Chen et Chen, 1998; Mi et al., 2001) et pour la 

formation de milieux solides actives pour 1'immobilisation enzymatique (Lu et al., 2007; 

Ghanem et Ghaly, 2004). De plus, le chitosane est un polycation pouvant servir dans les 

precedes de coagulation/floculation des stations depuration des eaux usees (Huang et Chen, 

1996; Cheng et al., 2005). II peut aussi servir a adsorber et ainsi faciliter l'elimination de 

metaux lourds comme le mercure (Miretzky et al, 2009). 

Certaines laccases ont deja et£ immobilisees avec succes sur ce biopolymere (Cabana et 

al., 2010; Lu et al., 2007; Yang et al, 2006; Delanoy et al, 2005; Palmieri et al, 2005; 

D'Annibale et al., 1999). Le Tableau 2.3 presente certains faits concernant 1'immobilisation de 

la laccase sur du chitosane. Aucune de ces etudes n'utilisait le chitosane comme agent 

reticulant. 

Tableau 0.3 Utilisations du chitosane pour immobiliser la laccase 

Type de 

chitosane 

Type 

d'immobilisatio 

n 

Agent utilise Commentaires Reference 

90,3% 

deacetyle 

Immobilisation 

sur support 

Glutaraldehyde Stabilite augmente, 

reutilisation du 

b iocatalyseur j usqu' a 

(Zhang et al., 

2009) 
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6 cycles 

Chitosane de 

carapace de 

crabes 

Immobilisation 

sur support 

Glutaraldehyde Stabilite a la 

conservation 

augmentee, perte de 

15% d'activite en 2 

mois a 4°C. 

Reutilisation du 

biocatalyseur 

pendant 30 cycles 

(D'Annibale et 

al, 1999) 

80 kDa 92,5% 

deactetyle 

Immobilisation 

sur support 

Glutaraldehyde L'enzyme 

immobilisee a une 

bonne activite sur 

une plus grande 

gamme de pH et de 

temperature 

(Yang et al., 

2006) 

Pas precise Immobilisation 

sur support. 

Enzyme liee 

directement sur 

le chitosane 

EDAC Activite residuelle a 

25% apres 24h a pH 

1 contre 5% pour la 

laccase libre. 

Activite residuelle a 

100% contre 50% 

pour l'enzyme libre 

apres 60h a pH 12 

(V azquez-Duhalt 

etal., 2001) 

Faible, 

moyenne et 

haute masse 

moleculaire 

Immobilisation 

sur support. 

Enzyme liee 

directement sur 

le chitosane 

EDAC La laccase 

immobilisee n'etait 

que peu affectee par 

des changements de 

phase successifs (15 

cycles) 

(Delanoy et cd., 

2005) 

66 kDa Immobilisation 

sur support. 

Enzyme liee 

directement sur 

le chitosane 

Periodate de 

sodium 

La laccase 

immobilise avait 

55% de son activite 

initiate apres lh a 

55°C alors que la 

(Gupta et 

Raghava, 2011) 
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laccase libre n'avait 

plus d'activite 

Pas precise Immobilisation 

dans une 

matrice de 

chitosane 

(immobilisation 

physique) 

Acetone La membrane de 

chitosane-laccase a 

pu etre utilisee dans 

21 cycles consecutifs 

pour la decoloration 

d'une encre 

industrieile 

(Katuri et al., 

2009) 

308 kDa; 76% 

deacetyle 

Immobilisation 

sur du chitosane 

en solution 

EDAC La laccase 

immobilisee a 

conserve environ 

70% de son activite 

apres 48 h a 40°C et 

pH4 contre 0% pour 

la laccase libre 

(Cabana et al, 

2010) 

750 kDa; 64% 

deacetyle 

Reticulation 

d'agregats de 

laccase par le 

chitosane 

EDAC La laccase 

insolubilisee a 

conserve jusqu'a 

118% de son activite 

apres 24h a 30°C et 

pH 3 contre 21% 

pour la laccase libre 

(Arsenault et al. 

To be published) 

Le chitosane possede en effet plusieurs avantages en ce qui concerne 1'immobilisation 

enzymatique. Comme c'est un polycation, cela facilite l'adsorption des enzymes sur le 

chitosane (Yang et al., 2006). C'est un biopolymere peu couteux et abondant et son 

hydrophilicite facilite sa manipulation pour 1'immobilisation d'enzymes hydrosolubles 

(D'Annibale et al., 1999). Le chitosanie est egalement resistant a la degradation par des 

microorganismes ce qui en fait un support de choix pour des enzymes destinees a traiter des 

milieux contenant une flore microbienne importante comme le sol ou les eaux usees (Yang et 

al, 2006). II est egalement biocompatible et n'est pas considere comme etant toxique autant 
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pour renvironnement que pour la sante humaine (Void et Christensen, 2005). Pour ces raisons, 

il a ete etudie comme agent reticulant dans cette etude afin d'insolubiliser la laccase. 
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Laccased-based CLEAs : Chitosan as a novel cross-
linking agent 

Resume 

La laccase du champignon de la pourriture blanche du bois C. Polyzona a ete 

insolubilisee sous forme d'agregats d'enzymes reticules (CLEAs) pour la premiere fois avec du 

chitosane comme agent reticulant. Des concentration se situant entre 0,134 et 1,867 g/L de 

chitosane ont ete utilisees et de 0,05 a 600 mM de l-ethyl-3-(3-

dimethylaminopropyl)carbodiimide hydrochloride (EDAC). La laccase a ete precipitee en 

utilisant 550 g/L de sulfate d'ammonium simultanement a la reticulation. L'activite specifique 

et la stabilite thermique des biocatalyseurs obtenus ont ete mesurees. Des activites jusqu'a 737 

U/g ont ete obtenues avec le 2,2-azino-bis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) 

comme substrat. De plus, la stability des biocatalyseurs a ete amelioree par rapport a la 

degradation thermique comparativement a la laccase libre lorsqu'exposes a des conditions de 

temperature elevee (40°C) et de pH faible (pH = 3). La stabilite des CLEAs a aussi ete testee 

face a divers denaturants chimiques mais aucune amelioration significative n'a ete detectee. La 

quantite totale d'ABTS oxyde pendant la degradation thermique par les CLEAs et la laccase 

libre a egalement ete calculee et les enzymes insolubilisees ont oxyde davantage de substrat 

que la laccase libre. Les conditions de formation des CLEAs ont ete analysees par une 

methodologie de surface de reponse afin de determiner un environnement optimal pour la 

production de CLEAs de laccase efficace avec le chitosane comme agent reticulant. Apres 24 

heures a pH 3 et a 4°C sans agitation, les CLEAs avaient la meilleure activite specifique. 

Abstract 

Laccase from the white-rot fungus Coriolopsis Polyzona was insolubilized as cross-

linked enzyme aggregates (CLEAs) for the first time with chitosan as the cross-linking agent. 

Concentrations between 0.01 and 1.867 g/L of chitosan were used and between 0.05 and 600 

mM of l-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide hydrochloride. The laccase was 
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precipitated using 550 g/L of ammonium sulphate and cross-linked simultaneously. Specific 

activity and thermal stability of these biocatalysts were measured. Activities of up to 737 U/g 

were obtained when 2,2-azino-bis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) was used as 

a substrate. Moreover, the stability of these biocatalysts was improved with regards to thermal 

degradation compared to free laccase when exposed to denaturing conditions of high 

temperature and low pH. The CLEAs stability against chemical denaturants was also tested but 

no significant improvement was detected. The total amount of ABTS to be oxidized during 

thermal degradation by CLEAs and free laccase was calculated and the insolubilized enzymes 

were reported to oxidize more substrate than free laccase. The formation conditions were 

analyzed by response surface methodology in order to determine an optimal environment for 

the production of efficient laccase-based CLEAs using chitosan as the cross-linking agent. 

After 24 hours of formation at pH 3 and at 4°C without agitation, the CLEAs exhibit the better 

specific activity. 

Introduction 

There is growing interest in the use of enzymes in industrial bioprocesses dedicated to 

bioremediation purposes (Ahuja et al., 2004; Torres et al., 2003). Over the last years, laccases 

(polyphenoloxidase, EC 1.10.3.2) have gained attention due to their ability to convert a wide 

range of pollutants present in different environmental matrices (Torres et al, 2003; Giardina et 

al., 2009; Kunamneni, et al., 2008; Cabana et al., 2007; Wesenberg et al., 2003). Laccases are 

produced by fungi, higher plants, bacteria and insects. These multicopper oxidases catalyze the 

oxidation of various phenol-like compounds, aromatic amines and some inorganic compounds. 

They have received a growing attention due to their intrinsic properties such as relatively low 

substrate specificity, stability and the simple and inexpensive culture media that could be used 

to produce them (Elisashvili et al., 2006). 

However, two major obstacles hamper the use of laccases in industrial bioprocesses: 1) 

their sensitivity to various environmental denaturants such as salts, solvents and proteolytic 

enzymes (Lu et al., 2007) and 2) the difficulty of retaining the enzyme in a continuous flow 
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bioreactor. These obstacles make the use of laccases a costly alternative to conventional 

environmental remediation alternatives. 

In the interest of enhancing the industrial applicability of laccase, including the 

improvement of its stability and its repeated utilization, substantial efforts have been made to 

immobilize this enzyme with or without a solid support (Duran et al., 2002). A well-known 

strategy to immobilize enzyme is to bind them covalently or through ionic interactions to a 

solid support or by trapping them in a matrix made of (bio)polymer (Sheldon, 2007). These 

methods produce stable and reusable biocatalysts but can reduce considerably their specific 

activity (Cabana et al., 2009). The formation of cross-linked enzyme aggregates (CLEAs) can 

overcome this drawback. Insolubilization of enzyme as CLEAs is a simple technique to 

produce a biocatalyst with high enzyme activity per unit volume. Since it does not use a 

support to insolubilize the enzyme, it increases the specific activity of the biocatalyst formed 

(Sheldon, 2007). An industrial process using CLEAs can make use of them in smaller reactors 

than the enzymes immobilized on a solid support. 

CLEAs of laccase secreted by the white rot fungus (WRF) Coriolopsis polyzona have 

been prepared by Cabana et al. (Cabana et al, 2005) using glutaraldehyde (GLU) as the cross-

linking agent. These CLEAs have shown high enzyme activity and higher stability than free 

laccase against physical, chemical and biological denaturants and good kinetics of reaction. 

These biocatalysts have been successfully used for the continuous treatment of water 

contaminated by the endocrine disrupting chemicals bisphenol A, nonylphenol and triclosan 

(Cabana et al., 2009). In addition, MatijoSyte et al. (Matijogyte et al., 2010) have produced 

CLEAs with laccases from the WRFTrametes versicolor, Trametes villosa and Agaricus 

bisporus. Their laccase CLEAs have also shown higher stability than the free enzymes and 

have been used in a laccase/mediator system for the successful oxidation of C5-C10 aliphatic 

alcohols. 

The formation of CLEAs requires the use of a cross-linking agent. Generally, GLU is 

chosen for this purpose due to its low cost, ease of manipulation and its ability to generate 

covalent bonds with most enzymes (Sheldon, 2007). Even if this chemical is used in several 
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applications, it presents adverse effects on the aquatic environment and on the health of the 

workers (Takigawa et ai, 2010; Raikow et al., 2007). GLU is suspected of reducing the 

hatching rate of some aquatic species eggs (Raikow et al, 2007; Emmanuel et al., 2005). It 

also has many effects on human health: It can provoke asthma, eczema and respiratory tract 

and skin irritation (Takigawa et al, 2006). The utilization of GLU for the formation of CLE As 

dedicated to environmental applications can pose a problem because this cross-linking agent 

can leach from the biocatalysts to the receiving environment where it can cause adverse effects 

to the aquatic ecosystems. To overcome this potential issue, an alternative must be found to 

cross-link the aggregated enzymes destined for environmental processes. 

The renewable biopolymer chitosan represents an attractive candidate for the cross-

linking of the enzyme aggregates. Chitosan is obtained from the deacetylation of the naturally 

occurring polymer chitin. The use of this biopolymer is favored by: 1) its high amino group 

content which favors link formation with enzymes, 2) its good mechanical strength and its 

resistance to chemical degradation and 3) its biocompatibility and biodegradability 

(Krajewska, 2004). Furthermore, its production is of low cost and ecologically interesting. The 

amino groups present on its chain can react with activated carboxylic group present in non

essential amino acid of the enzyme and form amide bonds (Ghanem and Ghaly, 2004). 

Moreover, one molecule of chitosan can react with more than one carboxylic group and 

therefore more than one enzyme since it has many amino groups on its chain. This way, 

laccase aggregates can be covalently attached and permanently insolubilized. The activation of 

the carboxylic group is done through carbodiimide chemistry. l-ethyl-3-(3-

dimethylaminopropyl)carbodiimide hydrochloride (EDAC) is perhaps one of the most popular 

chemicals used for the binding of an enzyme to chitosan. Some investigations have used this 

strategy for the conjugation of free laccases to chitosan (Delanoy et al, 2005; Vazquez-Duhalt 

et al, 2001). However, the objective of this study is to use chitosan and ED AC as a cross-

linking complex rather than a binding support. 

The first objective of this study was to produce CLEAs of laccase from the WRF C. 

polyzona by using chitosan as the cross-linking agent and characterize them. The second 
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objective was to determine the effects of the conditions of formation (pH, temperature, reaction 

time and shaking speed) on the characteristics of the CLEAs produced by this new approach. 

Materials and methods 

Materials 
The WRF strain C. polyzona (MUCL 38443) was provided by the Belgian Coordinated 

Collection of Microorganisms (BCCM™/MUCL). Cellulose membranes for dialysis came 

from Fisher Scientific (Pittsburgh, PA). All other reactants used came from Sigma-Aldrich (St-

Louis, MO) and were of analytical grade or the highest grade available. 

Laccase production 
The inoculum was grown in a rotary shaker at 150 rpm and 27°C in 250-mL 

Erlenmeyers containing 100 mL of standard medium: 10 g/L glucose, 2 g/L NH4NO3, 0.8 g/L 

KH2PO4, 0.4 g/L Na2HP04, 0.5 g/L MgSC>4 *7H20, 2 g/L yeast extract. The medium was 

adjusted to pH 6.0 with 2 M NaOH prior to autoclaving. After 10 days of cultivation or after 

reaching a laccase activity over 2 000 U/L in the broth, the biomass was filtered and the 

supernatant was conserved. Enzymes were precipitated using 600 g/L ammonium sulphate. 

The resulting solution was then centrifuged at 10000xg for 5 minutes and the supernatant was 

removed. The precipitation steps were repeated until no laccase activity was detected in the 

supernatant. The precipitates were solubilized in deionized water. The resulting preparation 

was dialyzed against distilled water using a regenerated cellulose membrane with a molecular 

cut-off of 13 kDa and then used as the source of laccase. 

Enzyme assay 
Laccase activity was determined by monitoring the oxidation of 2,2-azino-bis-(3-

ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) to its radical cation (ABTS*+) (Bourbonnais and 

Paice, 1990). The assay mixture contained 0.5mM ABTS. The pH was adjusted to 3 using 60 

mM citric acid/di-sodium hydrogen phosphate buffer at room temperature. One unit of activity 

was defined as the amount of enzyme forming 1 mmol of ABTS'+ per min. 
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Chitosan solution preparation 
Chitosan (mean molecular weight of 750 kDa and 64% deacetylated) was solubilized in 

HC1 (0.1 M) solution to a final concentration of 5 g/L. The solution was shaken in a 

sonification bath during one hour. 

CLEAs production 
CLEAs were prepared by simultaneously aggregating and cross-linking the laccases 

(Cabana et al., 2007). In 10 mL of solution, 550 g/L of ammonium sulphate, 10 units of 

laccase, chitosan and EDAC were added to a 500 mM phosphate buffer at pH 5. This reaction 

solution was stored at 4°C for 48 h. These formation conditions were used unless other 

conditions are cited. Subsequently, the solution was centrifuged at 10000xg for 5 minutes. The 

supernatant was discarded and the precipitate was washed with 3 mL of 50 mM acetate buffer 

at pH 6.5 and centrifuged at 10000xg for 5 minutes. The washing and centrifiigation steps 

were then repeated with deionised water until no laccase activity was detected in the 

supernatant. The washed precipitate was then suspended in 5 mL of deionised water. The 

CLEAs samples were identified as follows: CLEA-concentration of chitosan (in g/L)-

concentration of EDAC (in mM) (e.g. CLEA-1.0-200 for CLEA prepared with 1,0 g/L of 

chitosan and 200 mM of EDAC). 

Optimization of concentrations 
The impact of chitosan and EDAC concentrations on the performances of CLEAs were 

tested in two experimental designs. The concentrations used in these experiments are shown in 

Table 3.1. The center composite design was modified to have positive values of EDAC 

concentrations. 

Table 3.1 Chitosan and EOAC concentrations tested for the optimization of the CLEAs formation at 4°C during 48 
hours 

Experimental Chitosan EDAC 
, . . sample names , „ „ , . „ 

design type concentration (g/L) concentration (mM) 
CLEA-0.2-200 0.2 200 
CLEA-0.2-400 0.2 400 
CLEA-0.2-600 0.2 600 

2 CLEA-0.6-200 0.6 200 
CLEA-0.6-400 0.6 400 
CLEA-0.6-600 0.6 600 
CLE A-1.0-200 1.0 200 
CLEA-1.0-400 1.0 400 

54 



CLE A-1.0-600 1.0 600 
CLEA-0.5-1 0.5 1 

CLEA-0.5-100 0.5 100 
CLEA-1.5-1 1.5 1 

Modified CLEA-1.5-100 1.5 100 
Central CLEA-1.0-0.05 1.0 0.05 

Composite CLEA-1.0-50.5 1.0 50.5 
CLEA-1.0-136 1.0 136 

CLEA-0.134-50.5 0.134 50.5 
CLEA-1.867-50.5 1.867 50.5 

The specific activity, the thermal stability, the half-life under thermal degradation and 

the total amount of ABTS oxidized by the prepared CLEAs were evaluated. Design-Expert 6 .0 

(Stat-Ease, Minneapolis, MN) software was used to evaluate the influence of chitosan and 

ED AC concentrations on these parameters. 

Optimization of CLEAs preparation conditions 
The physical conditions of CLEAs formation were also optimized to reach better 

specific activity and thermal stability. The different conditions tested are shown in Table 3.2. 

The concentrations of chitosan and ED AC were fixed at 1.87g/L and 50.5mM respectively. 

Table 3.2 Conditions tested for the optimization of CLEAs characteristics 

Condition Value 
pH 3 and 5 

Temperature 4,20 and 30 °C 
Agitation 0 and 150 RPM 

8,16 and 24 hours 
Reaction 

time 

Each condition was tested twice for a total of 72 samples. The specific activity and 

thermal stability of each sample were measured twice each and an analysis of variance was 

conducted on the results with the Stat-Ease software Design-Expert 6.0 (Minneapolis, MN). 

CLEAs and free laccase thermal stability 
The thermal stability was determined by monitoring free laccase and CLEAs activity 

through time when exposed to a temperature of 40°C and a pH of 3. CLEAs or laccase 

solutions (400 |iL) were incubated in 400 [iL of 50mM citric acid/sodium phosphate buffer. 
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Activity was measured twice and at different moments during the degradation. The inactivation 

of free laccase and CLEAs was modeled using the 3-parameter phenomenological model 

proposed by Aymard and Belarbi (Aymard and Belarbi, 2000). This biexponential model is 

expressed by Eq. (3.1) 

(A%A)o 
= C*e~a''+(l-C)*e-p*' (3-1) 

U) 
The ratio 4—represents the enzyme activity remaining after a time t (At) compared to 

vvo 

initial activity (Ao). The physical meaning of the parameters and their expressions as a function 

of individual rate constants differs according to the mechanism considered. This expression 

can be used irrespective of the thermal inactivation mechanism involved (Aymard and Belarbi, 

2000).The values of the different parameters of this model (C, alpha and beta ) were obtained 

by curve-fitting of the plot of the residual enzyme activity versus time using the Sigma Plot 7.0 

software (SPSS Inc., Chicago, IL). 

Total amount of ABTS oxidized under denaturing conditions 
To consider both the initial activity of the biocatalysts formed and their thermal 

stability, the total amount of ABTS oxidized by the different biocatalysts under the thermal 

denaturing conditions was calculated. To do so, the Aymard-Belarbi model was integrated to 

determine the theoretical total amount of ABTS oxidized under thermal degradation (see Eq. 

(3.2)). 

0 = O4)o«J(CVa" + (l-C)*e-"V (3-2) 

The amount of ABTS oxidized (Qt (mmol)) was calculated on a 24-hour interval using 

the parameters C, alpha and beta obtained from the thermal degradation tests (see Section 3.7) 

and the initial activity of the biocatalyst (Ao). 
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Enzyme kinetics 
Michaelis-Menten parameters of CLEAs and free laccase were determined using ABTS 

as a substrate at various concentrations (0.05,0.1, 0.2,0.4,0.5,0.75,1.0,1.5 and 2.0 mM). The 

activity with each substrate concentration was determined three times. The parameter values 

were obtained by curve fitting the plot of reaction rate versus substrate concentrations using the 

Sigma Plot 7.0 software. 

CLEAs and free laccase stability to chemicals denaturants 
The CLEAs and free laccase were also exposed to chemicals to determine their stability 

against denaturing environments. Solutions of CaCh (10 |iM), ZnCh (10 |aM), 

ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (10 nM), NaN3 (30 (jM), acetone (25% (v/v)) and 

methanol (25% (v/v)) were prepared separately by dissolving the powders or diluting the 

solvents in a 50 mM citric acid/phosphate buffer at pH3. CLEAs and free laccase triplicates 

(100 jiL each) were exposed to each of these chemicals (400 fiL) separately for 4 hours. 

The stability of CLEAs and free laccase have also been tested after an exposition of 24 

hours to an effluent of a wastewater treatment plant (WWTP). The effluent was taken from the 

Mont St-Gregoire (Quebec, Canada) WWTP. As for the stability against chemical denaturants 

test, 100 |iL of CLEAs or free laccase solution was mixed with 400 ^L of denaturing medium. 

The methods used to characterize the wastewater samples were: ICP-MS for total phosphorus 

content (APHA 2005), infrared spectroscopy for COD (APHA 2005), gravimetric for 

suspended particles (APHA 2005), spectrophotometry for nitrogen-NH3 (APHA 2005), HPLC 

for nitrites and nitrates (APHA 2005) and hexane extraction and gravimetric method for oils 

and grease (APHA 2005). 

Scanning electron microscopy of CLEAs 
Scanning electron micrographs (SEMs) of CLEAs were obtained on Hitachi S-4700 

FESEM and S-3000N VPSEM (Tokyo, Japan) electron microscopes. The samples were 

previously dried at ambient temperature and then coated with platinum using an Emitech K550 

(Ashford, UK) sputter coater. 
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Particle size of CLEAs 
The size of the CLEAs was measured by photon correlation spectroscopy (PCS) with a 

ZetaPlus zeta potential analyzer (Brookhaven Instruments Corporation, Holtsville, USA). 

CLEAs suspension was diluted in a 1:1 ratio with deionised water in 2 mL cuvettes at 20°C. 

Each CLEAs particle size was measured twice. 

Results 

Preliminary screening 
Table 3.3 shows the specific activities, the thermal stability, the half-life under thermal 

degradation and the total amount of ABTS oxidized by CLEAs and free laccase. The specific 

activity of the CLEAs prepared was between 16 and 737 U/g while the free laccase used had a 

specific activity of 284 U/g. 
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Table 3.3 Specific activity, thermal stability and total amount of ABTS oxidized by all the prepared samples 

Sample 
Specific 
activity 

(U/g) 

Thermal stability*'8 

(%) 

Aymard-Belarbi parameters 

C alpha beta 

Half-life 
(h) 

Amount of ABTS oxidized 
in 24 h under denaturing 

conditions 
(mmol/U) 

CLEA-0.2-200 298 ± 44 7.9 ± 1.2 0,71 0,15 1,78 2.36 0.305 
CLEA-0.2-400 65.3 ±1.9 13.5 ±0.4 0,12 -0,01 0,19 5.79 0.135 
CLEA-0.2-600 42.9 ± 3.5 17.7 ± 1.4 0,38 0,04 0,77 2.79 0.101 
CLEA-0.6-200 18.6 ±3.5 81.5 ± 15.3 0,79 0,006 183166 44.2 0.178 
CLEA-0.6-400 103 ±21 31.4 ±6.4 0,74 0,025 49,72 0.84 0.094 
CLEA-0.6-600 133 ±29 34.4 ± 7.5 1,04 . 0,04 7,65 18.7 0.172 
CLEA-1.0-200 77.1 ±0.3 47.6 ± 0.2 19,3 0,34 0,34 20.8 0.159 
CLEA-1.0-400 14.7 ±3.2 68.6 ± 14.9 1,32 0,13 0,125 62.3 0.301 
CLEA-1.0-600 24.4 ± 0.2 22.3 ± 0.2 0,76 0,027 41,2 16.5 0.123 
CLEA-0.5-1 35.6 ±4.1 13.6 ±7.9 0,32 0,03 1,27 1.51 0.379 
CLEA-0.5-100 156 ± 6 38.5 ± 4.6 0,76 0,026 56,8 5.84 0.334 
CLEA-1.5-1 69 ± 14 82.9 ± 17.3 0,80 0,006 34,8 7.00 0.259 
CLEA-1.5-100 39.5 ±1.9 118.5 ± 1.8 1,58 0,03 0,03 78.48 1.103 
CLEA1.0-0.05 21.2 ±6.6 85.5 ±28.6 13,4 0,025 0,025 2.77 ND 
CLEA-1.0-50.5 78.8 ± 9.9 60.0 ± 4.8 0,51 0,027 15048 7.54 0.565 
CLEA-1.0-136 737 ± 24 68.8 ±2.7 0,465 0,024 2,62 1.29 0.539 
CLEA-0.134-50.5 186 ± 10 37.2 ±3.2 0,413 0,005 0,117 11.9 ND 
CLEA-1.867-50.5 16.0 ±2.9 91.8 ±2.5 1,58 0,0264 0,0259 81.1 1.094 
Free laccase 284 ± 33 21.3 ±2.5 0,433 0,0189 0,0997 19.7 0.787 
* The values represent means of duplicate experiments for the specific activity and thermal stability ± standard deviation." Residual activity after 24 hours at 40°C and pH 3 

ND: Not determined 
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Free laccase has a half-life of 19 hours while CLEA-1.867-50.5 and CLEA-1.5-100 

have half-life of 81 and 78 hours respectively. CLEA-0.5-1, CLEA1.0-136 and CLEA-0.6-400 

all have a half-life under 2 hours. These half-lives were calculated by using the kinetic of 

thermal degradation model proposed by Aymard and Belarbi (Aymard and Belarbi, 2000). 

In order to have a good basis to compare biocatalysts with different initial activities and 

stability, the total amount of ABTS theoretically oxidized during the thermal denaturation of 

the biocatalysts for 24 hours was calculated. After a 24-hour period of thermal denaturation, 

CLEA-1.5-100 and CLEA-1.867-50.5 both oxidized more ABTS than free laccase. CLEA-1.5-

100 and CLEA-1.867-50.5 respectively oxidize 1.103 mmol/U and 1.094 mmol/U of ABTS 

while free laccase oxidizes only 0.787 mmol/U. CLEA-1.0-136 and CLEA-1.0-50.5 have 

catalyzed a number of reactions comparable to those catalyzed by free laccase after 24 hours 

(respectively 0.539 and 0.565 mmol/U). 

From this point, only the four samples that oxidized the highest amount of ABTS in 24h 

have been used to characterize the CLEAs. These samples are CLEA-1.0-136, CLEA-1.5-100, 

CLE A-1.867-50.5 and CLEA-1.0-50.5. They were the most promising samples for the 

preparation of efficient and stable biocatalysts dedicated to bioremediation purposes. 

Optimization of CLEAs preparation conditions 
Table 3.4 presents the results of the analysis of variance (ANOVA) performed on the 

results of specific activity for each of the prepared samples. 
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Table 3.4 Results of the analysis of variance (ANOVA) performed on the specific activities (L'/g) of the C'LEA-1.867-
50.5 

Source 
Sum of 
squares 

Degree of 
freedom 

Mean 
squares 

F Value p-value 

Model 101.15 8 12.64 5.04 < 0.0001 
Agitation (RPM) 5.21 1 5.21 2.07 0.1547 
Temperature (°C) 27.36 2 13.68 5.45 0.0066 
pH 7.09 1 7.09 2.82 0.0978 
Reaction time (h) 36.98 2 18.49 7.37 0.0013 
Interaction 
Agitation/Reaction 24.01 2 12.00 4.78 0.0116 
time 
Residues 158.07 63 2.51 
Lack of Fit 86.03 27 3.19 1.59 0.0955 
Pure error 72.03 36 2.00 
Total 259.22 71 

The ANOVA performed shows a significant effect of the temperature (p = 0,0066) and 

reaction time (p = 0,0013) on the specific activity of the CLEAs. The Figures 3.1A and 3.IB 

show how these parameters influence the specific activity of the CLEAs while Figure 3.1C 

illustrates the interaction between the agitation and reaction time. 

61 



I 

7 675. 

55625-

3.«-

-a 
e 

£ 

11.9 — B 

• 

• 
97B75 — 

i 
7.575- I 

..." i # 

5.5625-

• 

3.46-

T«npmtar» <°C) 

16 

RMednt 

i 

24 

9 
& 

9.7875 -

a 

34fi-

Figure 3.1 Influence of the temperature (A), the reaction time (B) and the interaction between agitation and reaction 
time (C') on the specific activity of the CLE A-1.867-50.5. On graph A and B : Model points (•) and Experimental points 
(•). On graph C: Reaction time of 8 hours (•), 16 hours (A) and 24 hours (•). 

The specific activity of CLEAs prepared at 30°C is lower than those prepared at 20°C 

and 4°C. The longer the cross-linking reaction, the more active the CLEAs should be. The 

reaction has to last more than 16 hours though according to Figure 3.IB. A regression has to be 

performed on the results to confirm the model obtained in this ANOVA. 
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Michaelis-Menten Kinetic Parameters 
Table 3.5 shows the enzyme kinetic parameters for the oxidation of ABTS by CLEAs 

and free laccase. They all follow Michaelis-Menten kinetics according to the correlation factor 

obtained by the curve-fitting analysis (Annexe 1). 

Table 3.5. Michaelis-Menten kinetic constants of laccase CLEAs for the oxidation of ABTS* 

Sample Km (mM) IQat (nmol/s/mg) Kcat/Km 
(L»mg/s) 

CLEA-1.0-136 0,083 ±0,015 30,760 ±0,900 0,369 
CLEA-1.5-100 0,156± 0,026 2,524 ±0,091 0,016 
CLEA-1.867-50.5 0,259 ±0,044 0,986 ± 0,046 0,004 
CLEA-1.0-50.5 0,101 ±0,027 5,295 ± 0,250 0,053 
Free laccase 0,082 ±0,010 2,694 ±0,060 0,033 
! Results are mean of triplicate measures ± standard deviation 

CLEA-1.0-136 and CLEA-1.0-50.5 have a comparable affinity for ABTS to free 

laccase according to the Michaelis-Menten constant (Km). Free laccase has a Km of 0.082 mM 

and CLEA-1.0-136 and CLEA-1.0-50.5 Km are respectively 0.083 and 0.101 mM. The same 

CLEAs have a higher maximum rate of ABTS transformation than free laccase. CLEA-1.0-136 

and CLEA-1.0-50.5 have kcat of 30.760 and 5.295 |a.mol/s/mg respectively while free laccase 

has a kcat of 2.694 nmol/s/mg. The biocatalytic efficiencies (k^/Km) of CLEAs are equivalent 

to free laccase except for CLEA-1.0-136 that has a kcat/Km 10 times higher than free laccase. 

Stability against chemical denaturants 
Figure 3.2 shows the resistance to chemical degradation of free laccase and CLEAs to 

various chemical denaturants. 
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Figure 3.2. Residual activity- of free laccase and CLEAs after 4 hours of incubation with various chemical denaturants 
at a pH of 3 and 20°C. From left to right: CLEA-l.0-136 (•), CLEA-l.5-100 (•), CLEA-1.867-50.5 (•), CLEA-l.0-50.5 
(•) and free laccase (•) Values represent means of triplicate results ± standard deviation. 

No significant differences were observed....The resistance of CLEAs and free laccase 

to the chemical denaturants was similar except for the sodium azide and the organic solvents. 

When exposed to sodium azide, the residual activity of CLEAs is slightly lower than 

free laccase but not significantly except for CLEA-l.0-136 which residual activity is 

significantly lower than free laccase. For the acetone, all CLEAs had a higher residual activity 

than free laccase except CLEA-1.867-50.5. And for the methanol, only CLEA-l.5-100 and 

CLEA-1.867-50.5 lost more apparent activity than free laccase and the other CLEAs. 

However, no clear conclusion can come out of these results since the error bars are too large. 

Stability against wastewater effluent 
To confirm the usability of our biocatalysts in a wastewater treatment bioprocess, the 

stability of CLEAs and free laccase has been determined by exposing the biocatalysts to a 

sample of WWTP effluent for which the characteristics are shown in Table 3.6. 
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Table 3.6. Characteristics of the effluent taken at the Mont St-Gregoire WVV'TP after the settling basin. 

Type of contaminant Concentration 

Total phosphorus . R 

(mg/L) 

Dissolved COD (mg/L) 36 

Particles in suspension 
(mg/L)* 820 

Nitrogen-NH3 (mg- 0.61 
N/L) 

Nitrites (mg-N-N02/L) ^-53 

Nitrates (mg-N-NOj/L) 

Oils and greases (mg/L) ^ ̂ 
* Before using this sample, it has been filtrated through a 0.02 yni so we assume there are no particles in suspension 
left. 

The residual activities of free laccase and CLEAs after a 24-hour exposure to this 

wastewater effluent are shown in Figure 3.3. 
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120 

figure 3.3. Residual activity of free laccase and CLEAs after 24 hours of incubation in a wastewater effluent collected 
from the WWTP of Mont St-Gregoire (Qc, Canada). 

Free laccase seems to be quite resistant to the wastewater effluent chosen (67.2% 

residual activity) but CLEA-1.5-100 and CLEA-1.867-50.5 have a residual activity of 107.5% 

and 93.8% respectively. The other two samples are less stable to wastewater effluent than free 

laccase by 14% for CLEA-1.0-50.5 and 22 % for CLEA-1.0-136. However more tests have to 

be done in order to evaluate statistical significance of these results. 

SEMs 
Figure 3.4 shows the SEMs of chitosan (Figure 3.4A) and CLEA-1.0-50.5 (Figure 

3.4B). The chitosan is more than 50 |am long according to Figure 3.4A while the laccase-based 

CLE A is approximately 10 ^m long (Figure 3.4B). 
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Figure 3.4. SEMs of A) chitosan and B) CLEA-1.0-50.5. 

The laccase aggregates seem to be attached to the chitosan backbone. The structure of 

the CLEA appears to be amorphous and relaxed rather than compact and uniform. 

Particle size 
The size of the CLEAs produced has been determined by PCS and the results are 

presented in Table 3.7. 

Tabic 3.7. Particle sizes of CLEAs as determined by PCS. 

CLEA-1.5-100 CLEA-1.0-136 CLEA-L867- CLEA-^1.0-

Average (nm) 1694.3 1716.5 2313.7 2308.6 

Standard deviation 900.9 835.9 1171.6 860.3 
(nm) 

The CLEA-1.5-100 and CLEA-1.0-136 are approximately 35% smaller than CLEAs-

1.867-50.5 and CLEA-1.0-50.5. The standard deviation is between 800 and 1200 nm. 

Discussion 

It is important to determine good reaction conditions to produce efficient biocatalysts 

due to the possible denaturation of the enzyme or mass transfer limitations associated with the 
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cross-linking agent (APHA et al., 2005). The activator ED AC is known to react with 

carboxylic acids, like aspartic acid or glutamic acid found in laccase, to form O-acylisourea 

intermediates. These active intermediates can then react with a nucleophilic species such as a 

primary amine to form an amide bond (Zhang et al., 2009). In the present case, the primary 

amine is found in chitosan but also in the amino acid lysine present in laccase. A high 

concentration of the activator can reduce CLEAs activity according to the specific activities of 

CLEAs prepared with 200 mM or more of ED AC. Bindhu et Abraham (Bindhu and Abraham, 

2003) observed the same phenomenon when immobilizing horseradish peroxydase on chitosan. 

It is probably caused by the non-specific activation of carboxyl groups provoking a 

perturbation in the tridimensional structure of the enzyme. Activity reduction is also observed 

when the amount of chitosan used is higher than 1.0 g/L. The dilution of laccase concentration 

by chitosan or a steric hindrance phenomena caused by the addition of the biopolymer can 

explain the loss of specific activity. The tridimensional structure of the CLEAs could also limit 

the diffusion of the substrate to the catalytic site therefore reducing the specific activity 

(Bindhu and Abraham, 2003). The specific activities of chitosan-based CLEAs obtained are 

lower than the specific activity of free laccase except for CLEA-1.0-136 and CLEA-0.2-200. 

D'Annibale et al. (D'Annibale et al., 1999) used chitosan to immobilize laccase with GLU 

and the biocatalysts retained 45% of the initial activity (specific activity of immobilized 

enzyme divided by the specific activity of free enzyme). Zhang et al (APHA et al, 2005) 

produced laccase-chitosan biocatalysts that retained 52.2% of initial activity. The laccase-

chitosan CLEAs retained up to 259% of initial specific activity. Considering that chitosan can 

account for an important mass in the biocatalyst, the retention of activity of 259% can indicate 

an hyperactivation of laccase when attached to chitosan (Cabana et al, 2010). Laccase attached 

to chitosan by Cabana et al (Cabana et al., 2010) also exhibited an hyperactivation of 265%. 

An important factor to consider for specific activity optimization is the temperature of 

the formation of the CLEAs. The CLEAs prepared at 4°C had the highest activity, comparable 

to those prepared at 20°C. The CLEAs formed at 30°C however are less active. It is probably 

because the laccase was thermally degraded therefore yielding less active CLEAs. The optimal 

reaction time seems to be at 24 hours, but longer times have not yet been tested. Higher 

specific activity could be obtained for longer reaction time. The agitation seems to reduce the 
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influence of reaction time. The CLEAs prepared under agitation at 150 RPM have a 

comparable specific activity for all the reaction times tested. 

The thermal stability of CLEAs was significantly higher than the stability of free 

laccase. It can be explained by the formation of chemical bonds between chitosan and laccase. 

Bonds can also be formed between different molecules of laccase and inside the same enzyme. 

These decrease the mobility of the enzyme, therefore providing a greater resistance to thermal 

degradation, often caused by drastic conformational change (Lu et al, 2007; Couto and Toca, 

2006). It can also be explained by the presence of chitosan which may somehow coat the 

enzyme. CLEAs prepared with GLU by Cabana et al (Cabana et al, 2005) had a residual 

activity between 20% and 40% after a 24-hour period under the same denaturing conditions. 

The kinetics of thermal degradation of free laccase are accelerated and these soluble 

enzymes present almost no activity after 24 hours of incubation under denaturing conditions 

while the CLEAs stayed active for a longer period of time. The experiment was run over 48 

hours and CLEAs were still active after two days of thermal degradation while laccase lost 

almost all its activity within the first 24 hours. The same tendency was observed by Cabana et 

al (Cabana et al, 2005) but the CLEAs prepared in that previous study were degraded faster 

than the chitosan-based CLEAs. 

To our knowledge, no studies have determined the amount of substrate theoretically 

oxidized by laccase under thermal degradation. By using this approach, the thermal stability 

and the initial specific activity are integrated into one parameter describing the global 

performance of a biocatalyst. The model proposed by Aymard and Belarbi (Aymard and 

Belarbi, 2000) is ideal for it describes well the kinetics of thermal degradation of our CLEAs. 

This model was integrated to obtain the total amount of substrate a laccase can oxidize when 

exposed to the denaturing conditions tested. It appears that for each unit of laccase activity, the 

CLEAs can oxidize more molecules of ABTS than free laccase after 24 hours. The fast decay 

of free laccase activity can explain these results. The amount of substrate oxidized by the 

CLEAs prepared by Cabana et al. (Cabana et al, 2005) with GLU was calculated on a 24-hour 

period and compared the chitosan-based CLEAs. The CLEAs made without a co-protein 
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oxidized 0.642 mmol/U of ABTS while the CLEAs with 0.01, 0.1 and 1 mg/U of bovine serum 

albumin oxidized respectively 0.738, 0.792 and 0.954 mmol/U of ABTS. CLEA-1.867-50.5 

and CLEA-1.5-100 oxidized more substrate (respectively 1.094 and 1.103 mmol/U of ABTS) 

while CLEA-1.0-136 and CLEA-1.0-50.5 oxidized less substrate than all the CLEAs from 

Cabana et al (Cabana et al., 2007). 

The kinetic study, based on the Michaelis-Menten constant (Km), shows that the 

different CLEAs have almost the same affinity for the substrate (ABTS). However, the CLEAs 

are better biocatalysts when the turnover number is used for comparison (kaa) and free laccase 

is better when it's the biocatalytic efficiency that is the base of the comparison (k^/Km). In 

terms of kinetic properties, CLEA-1.867-50.5 is not as good as the others. CLEAs prepared 

with GLU in Cabana's group proved to have a turnover number 6 times higher than free 

laccase (Cabana et al, 2005) but CLEA-1.0-136 has a kcat 15 times higher than the free 

laccase. This can be explained by the hyperactivation of laccase when in contact with chitosan 

(Cabana et al., 2010). 

The stability of CLEAs and free laccase has been measured in solutions containing 

various chemicals known to denature enzymes. These chemicals inhibit or denature laccase in 

various ways. The chloride salts are known to inhibit laccase activity by raising the ionic 

strength of the solution (Couto and Toca, 2006). The solvents lower the strength of 

hydrophobic interactions so the equilibrium is shifted to the denaturated state (Couto and Toca, 

2006). Sodium azide binds to the active site of laccase and modifies its structure (Battistuzzi et 

al., 2003) and EDTA is a chelator that can take out the copper ions present in the catalytic site 

of the laccase (Ghorbel et al., 2003). The amorphous structure of CLEAs reduces the mass 

transfer of EDTA to the catalytic site of the enzymes (Cabana et al, 2005). The CLEAs 

structure does not limit the diffusion of smaller molecules like chloride ions or sodium azide to 

the catalytic site but their rigidity reduces their denaturation by hydrophobic interactions. 

Therefore, the stability of CLEAs is not significantly higher than free laccase when exposed to 

salts or chelators but seems slightly increased towards solvents. However, further tests are 

needed to confirm this affirmation. 
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Little research has been done to determine the stability of iaccase in a real wastewater 

effluent. Auriol et al. (Auriol et al, 2007; Auriol et al, 2008) used real wastewater effluents to 

test the capacity of commercial Iaccase from the WRF T. versicolor to transform the endocrine 

disrupting chemicals estrone, estriol and estradiol, but the stability of the enzyme was not 

evaluated. Laccase can be used in wastewater effluents to eliminate phenolic compounds and it 

is important to have a good stability in this complex medium. These results show that some 

CLEAs had a higher stability than free laccase probably because the denaturants present in the 

effluent cannot get to the catalytic site of the CLEAs due to their amorphous structure. The 

rigidity of the CLEAs is another factor in the enhancement of stability towards organic 

solvents. Since free laccase and CLEAs proved to be quite stable in a wastewater effluent, they 

are good candidate to eliminate phenolic compounds. 

According to Schoevaart et al. (Schoevaart et al, 2004), CLEAs can be separated in 

two types based on their structure. Type 1 aggregate has a uniform structure and has a diameter 

around 1 |im. Type 2 aggregates are usually smaller with a diameter around 0.1 jam. According 

to this classification, chitosan based-CLEAs have a structure similar to type 1 CLEAs. The 

results obtained concerning the particle size determine by PCS of the CLEAs confirms our 

observations with the SEM. The particles have a diameter of about 1700 - 2300 nm. An 

interesting fact is that the CLEAs prepared with more EDAC are smaller. This could be 

explained by a more important cross-linking level of the CLEAs formed. The small CLEAs 

have a higher surface/volume ratio that helps diffusion to the catalytic site of laccase and 

therefore make them more active than the larger CLEAs (Table 6). 

Conclusion 

The results presented in this study demonstrate a novel method for making CLEAs with 

laccase by using chitosan as the cross-linking agent. The CLEAs formed are stable, active 

biocatalysts which are suitable for use in environmental and industrial bioprocesses. The 

method used should be applicable to many other enzymes although this was not demonstrated 
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in this study. Chitosan used here for the first time as the cross-linking agent used to form 

CLEAs has considerable advantages from environmental and worker safety points of view over 

chemicals traditionally used. Because chitosan is obtained from aquatic organisms by

products, its use is in good conformity with sustainable development. Its abundance and 

renewable nature makes it an attractive candidate for the production of insolubilized enzyme, 

while its biocompatibility makes it an environmentally harmless reactant that does not put the 

health of the workers at risk. 
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Chapitre 4 

Discussion 

Cette etude demontre la capacite du chitosane a reticuler des agregats de laccase et ainsi 

former des CLEAs performantes. Ces CLEAs sont plus stables face a la degradation thermique 

que l'enzyme libre, et dans certaines conditions, elles peuvent etre plus actives. Leur stabilite 

face a un effluent de station depuration des eaux usees est comparable a la laccase libre. Leur 

taille leur confere egalement un avantage notable sur la laccase libre: elles peuvent etre 

sequestrees dans un bioreacteur et done etre reutilisees. 

Les parametres influen^ant l'activite specifique de ces CLEAs sont 1) les 

concentrations de chitosane et d'EDAC, 2) la temperature a laquelle les CLEAs sont formees et 

3) le temps de reaction entre les agregats de laccase et le chitosane/EDAC. II est important de 

noter egalement 1'interaction entre 1'agitation et le temps de reaction, mis en evidence par 

l'analyse de variance, sur l'activite specifique des CLEAs. 

Le chitosane est done une option envisageable pour remplacer le GLU dans la 

preparation de biocatalyseurs. La demonstration a ete faite pour la laccase mais il est presque 

certain que 9a fonctionne egalement avec d'autres enzymes. D'autres enzymes pouvant servir 

dans des procedes de bioremediation pourraient etre immobilisees avec le systeme 

chitosane/EDAC pour former des biocatalyseurs entierement biodegradables et presque sans 

risque pour 1'environnement. 

Les parametres cinetiques des CLEAs avec l'ABTS comme substrat laissent deviner 

qu'une configuration speciale de bioreacteur serait requise pour le traitement de polluants 

presents a de tres faible concentrations (ng/L). Un polluant comme le BPA pour lequel la 

laccase a un Km de 10000 |iM serait difficile a eliminer s'il est present a des concentrations de 

l'ordre du ng/L (Cabana et al., 2007). Un reacteur a membrane permettrait done a la fois de 

sequestrer les CLEAs et de concentrer les contaminants a 1'interface membrane/solutions 

aqueuse et ainsi les degrader plus efficacement. 
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Travaux futurs 

Plusieurs ameliorations sont encore possibles pour preparer des CLEAs plus 

performantes, plus stables et moins couteuses. D'abord, l'optimisation des conditions de 

formation n'est pas terminee, seulement certaines tendances sont observees mais aucun 

optimum n'a ete detecte. Le protocole utilise peut egalement etre modifie pour ameliorer 

l'activite ou la stabilite des CLEAs. Par exemple, I'utilisation du benzoate pendant 

l'insolubilisation de la laccase permet de proteger le site actif et d'ainsi prevenir son 

inactivation (Hublik et Schinner, 2000). II est aussi possible d'utiliser une co-proteine comme 

l'albumine bovine ou un polymere amine comme le polyethyleneamine lors de l'agregation 

pour aider a la stabilite de la laccase (Cabana et ai, 2007). L'utilisation d'un autre activateur 

que l'EDAC serait avantageux puisque ce dernier est tres couteux (environ 150$ pour 5 g, 

Sigma-Aldrich). L'utilisation d'un agent reducteur comme l'acide cyanoborohydrique peut 

aussi aider a stabiliser les liens formes lors de la reticulation (Hermanson,1996). Egalement, en 

utilisant une laccase ayant un pH optimal plus pres de la neutralite, les possibilites d'utilisation 

seraient grandement ameliorees. 

II serait aussi interessant de tester l'utilisation des CLEAs de laccase-chitosane dans un 

bioreacteur pour tester leur resistance a des utilisations repetees et egalement s'il est aise de les 

sequestrer. 
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Annexe 1 

A1 Cinetique de type Michaelis-Menten 

La laccase libre utilisee et les CLEAs produits suivent la cinetique Michaelis-Menten. 

Cette cinetique enzymatique s'exprime sous la forme de l'equation Al.l  

_ vmax«[s] a i i 

^ *m+[S] AlA 

-rs dans ce cas-ci peut s'exprimer comme I'activite de l'enzyme (U/L) 

[S] est la concentration en substrat (mM) 

Vmax est la vitesse maximale de reaction (U/L) 

Km est la constante de Michaelis-Menten et represente la concentration de substrat 

(mM) a laquelle l'enzyme aura une activite egale a 0,5Vmax-

En utilisant le logiciel SigmaPlot 7.0, il est possible d'effectuer un ajustement de 

courbe et d'apposer ce modele sur les donnees recueillies de I'activite des CLEAs en fonction 

de la concentration en substrat. Les figures Al.l a A1.4 presentent les resultats de l'etude 

cinetique des 4 CLEAs dont la cinetique a ete determinee en utilisant l'ABTS comme substrat. 
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Figure Al.l Cinetique dc Michaelis-Menten de CLEA-1,5-100 
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Figure AI.2 Cinetique de Michaelis-Menten de CLEA-1,0-136 
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Figure A1.4 Cinetique de Michaelis-Menten de CLEA-l.867-50,5 
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Annexe 2 

A2 Degradation thermique 

L'activite de la laccase libre et des CLEAs a ete mesuree en fonction du temps d'exposition a 

des conditions denaturantes (i.e., 40°C et pH 3). Les resultats de ces mesures sont repertories 

dans les figures A2.1 a A2.6. 
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Figure A2.1 Degradation thermique de CLEA-0,2-200 (•, ), CLEA-0,2-400 <o, ) et CLEA-0,2-600 (•, ) 
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Figure A2.2 Degradation thermique de CLEA-0,6-200 (•. ). CLEA-0,6-400 (o, ) et CLEA-0,6-600 (•, ) 
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Figure A2.3 Degradation thermique de CLEA-1,0-200 (•, ), CLEA-1,0-400 (o, ) et CLE A-1.0-600 {•. ) 
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Figure A2.5 Degradation thermique de CLEA-1,0-50,5 (•, ), CLEA-0,134-50,5 (o, —) et CLEA-1,867-50,5 (•, 
) 
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Figure A2.6 Degradation thermique de CLEA-0.5-100 (•. ), CLEA-i.0-136 (o, ) et CLEA-1.5-100 (•. ) 
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