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Résumé

La laccase est une enzyme ayant une faible spécificité qui peut dégrader de nombreux
contaminants présents dans |’environnement. Son utilisation dans des procédés de
bioremédiation est donc appelée a augmenter dans les années & venir. Il est donc important
d’améliorer le potentiel d’utilisation de cette enzyme en la rendant réutilisable et plus stable
qu’a I’état naturel. Plusieurs techniques d’immobilisation/insolubilisation sont déja disponibles
mais la plupart utilisent un agent toxique pour plusieurs espéces. Cette étude cherche donc a
remplacer ce produit toxique par un agent biodégradable, le chitosane, ayant peu d’effets sur
l’enviromemeﬁt dans la formation d’agrégats d’enzymes réticulés [cross-linked enzyme
aggregates (CLEAs)]. Les conditions de formation de ces biocatalyseurs ont été optimisées
dans le but d’obtenir un produit actif et stable. Ces CLEAs ont également été caractérisées en
termes de capacité catalytiques, de stabilité thermique et face aux dénaturants chimiques ainsi

qu’en terme de dimensions.

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

Introduction

. Les enzymes sont de plus en plus utilisées de nos jours dans différents domaines tels
’industrie pharmaceutique, I’industrie alimentaire et méme I’industrie pétrochimique (Edwards
et al., 2002; Shah et al., 2008). Elles sont utilisées a la fois pour former des produits finis et
pour traiter les effluents de ces entreprises afin de réduire leur impact environnemental.
Plusieurs avantages en font un catalyseur de choix :

1) Les réactions qu;elles catalysent se font généralement a des températures et
pression pres des conditions ambiantes (Mateo et al., 2007).

2) Ces catalyseurs sont entiérement biodégradables et les milieux réactionnels
utilisés sont souvent moins dommageables pour I’environnement que pour
des procédés n’utilisant pas les enzymes comme catalyseurs (Sheldon,
2007A).

3) Leur activité est généralement trés spécifique vis-a-vis un substrat ce qui fait
que peu de produits secondaires indésirables sont formés (Sheldon, 2007A).

4) Pour la synthése de composés chimiques, [’utilisation d’enzymes peut
contourner la protection de groupements réactifs et ainsi diminuer le nombre
d’étapes et le coiit de production desdits composés (Sheldon, 2007A).

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

que peu de biomasse. Le traitement des résidus de procédés enzymatiques est également plus

simple que celui des résidus de traitement par des microorganismes.
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Cependant, il est parfois trés couteux d’utiliser des enzymes qu’une seule fois puisque
la purification des enzymes peut faire augmenter grandement leur coiit de production.
Certaines enzymes sont également trés instables ce qui nécessite I’utilisation de beaucoup de
ces catalyseurs pour une méme quantité 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 dénaturantes et il est plus aisé de les réutiliser

(Sheldon, 2007A).

Immobilisation enzymatique

Plusieurs techniques sont possibles pour avoir des enzymes réutilisables et plus stables.
On peut séparer ces techniques en deux grandes catégories : immobilisation sur support solide
et insolubilisation sans support. L’immobilisation sur un support solide peut se faire selon trois
modes : 1) les enzymes peuvent étre posées 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) étre attachées au support par des liens covalents ou 4)
étre emprisonnées 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 étre avantageuses puisqu’il y a peu d’encombrement stérique mais un
changement trop grand de pH par exemple peut résulter en un lavage des enzymes de la surface
du support (Sheldon, 2007A). L’inconvénient d’utiliser des liens covalents pour fixer les
enzymes sur les supports est la possibilité d’inactiver les enzymes et ainsi de rendre
inutilisables autant ’enzyme que le support qui peut coiter parfois trés cher. Dans tous les cas,
le biocatalyseur formé a une activité par unité de masse trés faible, étant donné que la masse la

plus importante des biocatalyseurs ainsi produits est le support, I’activité des enzymes est
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grandement diluée. 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 décrit par Ghanem et Ghaly (2004) qui a immobilisé la
glucose oxydase sur du chitosane (Ghanem et Ghaly, 2004). De plus, dans certains cas,
I’utilisation de supports est nécessaire puisque les alternatives d’immobilisation sans support
dénaturent les enzymes utilisées (Costa et al., 2008).

L’insolubilisation sans support, quant a elle, permet de former des amas insolubles et
composés presque entierement d’enzymes. Lactivité spécifique de ces biocatalyseurs est donc
plus élevée que .celle des enzymes immobilisées sur support. Il y a quatre options pour la
production d’enzymes insolubles : 1) la formation de réticulats d’enzymes (cross-linked
enzymes, CLEs) 2) la réticulation de cristaux d’enzymes (cross-linked enzyme cristals, CLECs)
3) la réticulation d’enzymes séchées par atomisation (cross-linked spray dried enzymes,
CSDEs) et finalement 4) la réticulation d’agrégats d’enzymes (cross-linked enzyme
aggregates, CLEAs). La différence entre ces quatre techniques est 1’état initial des enzymes

avant le les lier entre elles comme illustré a la figure 1-1.
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Enzymes
dissoutes
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> o\

B B

CLEC CLEA CSDE CLE

Figure 1-1 Les différentes approches pour la formation d’enzymes insolubilisées sans support (modifié de ( Cao er al.,
2003)). CRY (Crystal), AGG {(Aggregate), SDE (Spray-dried enzyme) CLEC (Cross-linked enzyme crystal), CLEA (Cross-
linked enzyme aggregate), CSDE (Cross-linked spray-dried enzyme) et CLE (Cross-linked enzyme).

"

Agent
réticulant

Les premiéres expériences de réticulation consistaient a ajouter a4 une solution
d’enzymes, un agent réticulent, souvent le glutaraldéhyde (GLU) (Cao, 2003). Le résultat était
peu satisfaisant. Les CLEs obtenues avaient une stabilité thermique plus grande que les
enzymes libres mais il était difficile de les manipuler car elles formaient un gel et leur
résistance mécanique était tres faible. De plus, les expériences étaient difficiles a répéter car les
conditions d’opération faisaient beaucoup varier les résultats. Ces difficultés ont été surpassées
en utilisant des supports pour immobiliser les enzymes et la réticulation sans support a été
quelque peu abandonnée (Sheldon, 2007A). Certains essais ont été effectués pour réticuler des
poudres d’enzymes séchées par atomisation. Cependant, ces biocatalyseurs ont une activité

relativement faible principalement en raison des conditions dénaturantes utilisées lors de
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1’atomisation (Cao et al., 2003). Par contre, d’autres méthodes d’in_solubilisation sans support
ont donné des résultats intéressants.

Par exemple, les cristaux d’enzymes réticulés (CLECs), ont donné lieu a plusieurs
développements intéressants. Ces biocatalyseurs se sont avérés trés stables lorsque soumis a
des forces de cisaillement, des pH extrémes et des températures élevées (Roy, 2006).
Cependant la préparation de cristaux d’enzymes demande une solution enzymatique d’une trés
grande pureté et un contréle rigoureux des conditions de formation (Sheldon, 2007A). La
réticulation des cristaux permet également de conserver les canaux présents entre les enzymes
et ainsi améliore la diffusion du substrat vers les sites actifs des enzymes dans le cristal
(O'Fagain, 2003). Egalement, les résultats varient selon les méthodes de formation utilisées et
les conditions d’utilisation des CLECs (Govardhan, 1999).

Une autre technique d’insolubilisation, de plus en plus utilisée, est la formation
d’agrégats d’enzymes réticulés [cross-linked enzyme aggregates (CLEAs)]. Elle consiste en la
formation d’agrégats d’enzymes puis en leur réticulation. Pour former les agrégats, plusieurs
produits peuvent étre utilisés. L’ajout de si;lfate d’ammonium, de polyéthyléne glycol ou de
solvants organiques comme 1’éthanol ou I’acétone diminue la solubilité des enzymes qui
forment alors des agrégats et précipitent. Le sulfate d’ammonium perturbe le film d’hydratation
entourant les protéines ce qui entraine leur rapprochement et, passé un certain point, leur
précipitation. C’est la capacité du sulfate d’ammonium a former des structures de molécules
d’eau qui lui permet de réduire le film d’hydratation des protéines. Ce phénoméne s’appelle
;elargage (salting-out). L’ajout de solvant organique augmente I’entropie du systéme ce qui
force les molécules d’eau a la surface des protéines a se détacher du film d’hydratation et de
former un film autour des molécules de solvant. Les protéines perdant leur film d’hydratation

seront attirées ['une vers 'autre et précipiteront (Ladisch, 2001). En méme temps ou
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subséquemment, ces agrégats sont mis en contact avec un agent bifonctionnel pour les
réticuler. L’avantage de précipiter les enzymes sous forme d’agrégats est que leur
conformation est la méme que dans leur forme soluble (Cao et al., 2003). Les CLEAs ont donc
une activité relativement élevée 3 moins que 1’agent réticulant vienne se lier sur le site
catalytique ou si I’encombrement stérique est augmenté par la réticulation. Certaines CLEAs
ont été formées avec succés comme des CLEAs de lipase (Lopez-Serrano et al., 2002),
pénicilline acylase (Cao et al., 2001), et de laccase (Cabana et al., 2007) entre autres.

La plupart des techniques décrites ci-haut nécessitent I’utilisation d’un agent réticulant.
L’agent réticulant le plus utilisé pour lier les enzymes entre elles ou sur un support de fagon
covalente est le glutafaldéhyde (GLU) (Sheldon, 2007B). Cet agent bifonctionnel réagit avec
les enzymes, plus précisément avec le groupement amine des résidus lysine, et forme des liens
amides. Les mécanismes chimiques impliqués ne sont pas trés bien compris par contre puisque
le glutaraldéhyde a tendance a polymériser mais reste efficace malgré‘tout (Betancorl et al.,
2006). Sous des contraintes mécaniques, les CLEAs pourraient relicher ce produit dans le
milieu réactif. Plusieurs études démontrent que ce dialdéhyde réduit le taux d’éclosion des
ceufs de certaines espéces 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). Il est également avéré que le GLU, souvent utilisé comme
biocide dans les hopitaux peut induire des effets indésirables sur les employés manipulant ce
produit. 11 a été démontré que le GLU peut causer un asthme occupationnel, de I’eczéma et des
irritations de la peau et des voies respiratoires (Takigawa et Endo, 2006). Son potentiel
cancérigéne est également évalué puisqu’il provoque des liaisons entre [’acide

désoxyribonucléique (ADN) et les protéines de cellules mammiferes (Speit ef al., 2008). 11 est
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donc recommandable de trouver des alternatives au glutaraldéhyde pour former des CLEAs
ayant aucun ou peu d’impact néfastes sur I’environnement.

Ce projet s’attarde principalement sur le remplacement du GLU comme agent réticulant
afin de produire un biocatalyseur utilisable sans danger pour I’environnement Aquatique et la
santé des travailleurs. Pour appuyer ce but, une enzyme oxydative a été choisie comme sujet :
la laccase (E.C. 1.10.3.2). Son intérét grandissant est inextricablement lié a sa capacité a
oxyder une vaste gamme de composés phénoliques se retrouvant dans les eaux usées (Cabana
et al., 2007). Parmi ces substances phénoliques, plusieurs molécules attirent de plus en plus
I’attention des chercheurs comme les substances perturbatrices du systéme endocrinien
(SPSEs). Ces substances ont trés souvent une structure ressemblant au phénol ce qui fait en
sorte qu’elles se lient aux récepteurs hormonaux (Cabana et al., 2007). La laccase pouvant
éliminer le potentiel endocrinien de ces SPSEs, il serait important de 1I’immobiliser ou
I’insolubiliser avec un agent réticulant ayant peu d’impact sur I’environnement. C’est pour
cette raison que le chitosane, un biopolymére renoﬁvelable et biodégradable a été choisi pour
réticuler la laccase. Comme ce polymére provient d’un produit secondaire, la chitine obtenue a
partir des carapaces de crevettes principalement, 1’impact sur I’environnement de la formation

et de I'utilisation de ce biocatalyseur serait minimal.
Objectif général

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

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

Objectifs spécifiques
De fagon plus spécifique, ce projet s’attarde a :
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e Produire des CLEAs avec du chitosane.
o Déterminer ’activité spécifique des CLEAs formées.

e Caractériser les CLEAs en termes de stabilité¢ thermique, face aux dénaturants

chimiques.

o Caractériser la cinétique réactionnelle des CLEAs.

e Déterminer les conditions optimales de formation des CLEAs.

Contributions originales

Les résultats obtenus dans ce projet ont été présentés a diverses conférences et

colloques. Ils ont également fait 1’objet d’un article (Chapitre 3).

25th Eastern Canadian Symposium on Water Quality Research, Immobilized
laccase for the elimination of endocrine disrupting chemicals: characterization of
the biocatalysts formed and their utilization in continuous bioprocesses. Ottawa, 30
octobre 2009.

BIT’s 1st Inaugurate Symposium on Enzymes & Biocatalysis, Cross-Linked
Laccase Aggregates : Novel Biocatalysts for the Elimination of Emerging
Pollutants. Shanghai, 22-24 avril 2010.

BIT’s 1st Inaugurate Symposium on Enzymes & Biocatalysis, 4 novel approach
Jor the Production of Cross-Linked Laccase Aggregates: Utilization of Chitosan as

a Cross-Linker. Affiche présentée a Shanghai, 22-24 avril 2010.
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o OxiZymes in Leipzig, Chitosan: an attractive cross-linking agent for the
production of insoluble laccase-based biocatalysts. Affiche présenté a Leipzig, 14-
16 juin 2010.

e Arsenault, A., Cabana, H., Jones, J. P. (soumis le 15 avril 2011), Laccased-based
CLEAs : Chitosan as a novel cross-linking agent. Enzyme Research, soumis le 15
avril 2011.

e IWA World Water Congress and Exhibition, Immobilization of Laccase
Aggregates on a Biodegradable Support: Chitosan. Affiche présentée 4 Montréal,

19-24 septembre 2010.
Structure du manuscrit

Le chapitre 2 contient une revue de la littérature en lien avec les enzymes
ligninolytiques, la laccase, P’immobilisation enzymatique, la formation de CLEAs, les effets
néfastes du GLU et certaines alternatives a cet agent réticulant. Le chapitre 3 est un résumé des
expériences effectuées sur la caractérisation des CLEAs présentés sous forme d’article et le
chapitre 4 est une discussion sur les résultats obtenus et leur implication potentielle suivi d’une

conclusion qui apporte quelques pistes de travaux futurs.

18



Chapitre 2

Revue de littérature

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 basidiomycétes et sont les organismes dégradant le plus efficacement la lignine
transformant ainsi la lignocellulose en saccharides simples assimilables par d’autres
microorganismes (Lundell er al., 2010). La dégradation de cet hétéropolymére 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 nécessite I’utilisation d’enzymes non-

spécifiques pour la dégrader étant donné le caractére hétérogene de ce polymére.

MeO OMe
/—S_% CH OH (or CHO)
W E H oK
OH OH

Figure 2-1 Structure de la lignine

OMe
OH OH

La non spécificité de ces LME s’avére trés intéressante pour le développement de
procédés de bioremédiation (Rubilar et al., 2008; Couto et Toca-Herrera, 2007). Une seule
enzyme pouvant traiter plusieurs polluants 4 la fois limiterait les coiits de traitements de
milieux contaminés. Egalement, ces champignons sont plus intéressants que les bactéries dans
plusieurs cas, puisque leurs LME sont généralement 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
manganése 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 nécessaires pour minéraliser la
lignine mais ces derniéres sont incapables d’altérer ce polymére seules. Elles viennent
généralement supporter I’action des LME ainsi que le font plusieurs molécules de faible masse
moléculaire agissant comme médiateurs (Johannes et Majcherczyk, 2000). Ces enzymes font
des WRF, d’excellents organismes pour la dégradation de polluants persistants (Rubilar et al.,
2008). Plusieurs WRF ont été utilisés pour éliminer des polluants comme des colorants
industrielles (Karapinar et Kargi Kapdan, 2002; Wesenberg et al., 2003), des composés
pharmaceutiques (Marco-Urrea et al., 2009) ou des surfactants comme le nonylphénol (Soares
et al., 2005). Plusieurs inconvénients sont associ€s a 1’utilisation de microorganismes pour la
dégradation de polluants : 1) les conditions du milieu doivent étre contrdlées 2) il faut s’assurer
que les microorganismes croissent 3) éviter les contaminations en stérilisant le milieu et 4) il
faut ensuite gérer la biomasse produite de fagon sécuritaire. L’utilisation de microorganismes
pour traiter des milieux contaminés peut donc s’avérer coiteuse (Ahuja et al., 2004). En
utilisant seulement leurs enzymes, on évite la gestion des déchets biologiques associée a
I’utilisation de champignons in situ. Ces enzymes sont généralement insensibles a la présence
de prédateurs, la concentration en contaminants les affecte peu et les conditions
environnementales diminuent leurs capacités dans une moindre mesure que les
microorganismes (Gianfreda et Rao, 2004). Les enzymes n’ont pas de période d’acclimatation
ni de diminution de performance face aux variations subites de concentration de contaminants
(Karam et Nicell, 1997). De plus, ’amélioration des propriétés de ces enzymes est possible

afin d’élargir le spectre des conditions environnementales qui leur sont favorables.

Les enzymes modifiant la lignine

Les LME sont généralement produites lors du métabolisme secondaire des WRF
puisqu’elles n’apportent pas d’énergie directement. La synthése de ces enzymes commence
lorsqu’un stress est induit comme une diminution dans la source de carbone ou d’azote ou
I’introduction dans le milieu de composés phénoliques comme le catéchol ou encore du cuivre
(Fonseca et al., 2010; Cambria, 2011). Lors de culture par suspension, les WRF produisent,

généralement, la LiP et la MnP quand il y a beaucoup d’oxygéne dissout mais sans agitation.
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Contrairement a la laccase qui est produite de fagon optimale lorsque les WRF en suspension
sont agités (Elisashvili ef al., 2008). Le grand avantage de la laccase sur les peroxydases, du
point de vue industriel, est qu’il n’est pas nécessaire d’ajouter du peroxyde dans le milieu
puisque ’accepteur final d’électrons est I’oxygéne.

La laccase est une enzyme oxydative qui transforme les composés phénoliques. Son
mécanisme d’action fait intervenir quatre atomes de cuivre, au centre de son site actif, qui
s’oxydent et se réduisent afin de radicaliser son substrat (voir figure 2.2) tout en réduisant de
fagon concomitante le dioxygéne solubilisé dans le milieu réactionnel. Le radical formé étant
trés instable réagira de différentes fagons dépendamment des conditions du milieu dans lequel
il se trouve (Wong, 2009).

3
+ +
Cu Cu
( o
+ + ‘ci 2+ IS
Cu__ H‘:’i; Cu Cu\?‘ _Cu
. Lajcca_ae Intermédiaire .
cu' téduite perosydé Cu
4R®
4RH a+ Laccase L".“:?asc 2+ IO
/Cu au repos originale /Cu
HO HD\
Cuz:: /Cu'& Cuzl /Cn”
(o] v a
)= 4 H
o+ >
Cu Cu
0, + 4H* + 4e” — 2H,0

Figure 2-2 Cycle catalytique de la laccase ot RH est le substrat et Re est le radical produit. (Modifié de (Wesenberg er
al., 2003)).
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L’aspect intéressant de cette enzyme dans une perspective de bioremédiation est qu’elle
oxyde une grande variété de molécules contenant une structure phénolique. Plusieurs exemples

sont mentionnés dans le Tableau 0.1.
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Tableau 0.1 Exemples de composés exydés par P'action de la laccase

Nom des composés

Acronyme

Utilité/problématique
associée

Structure

Référence

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

ABTS

Industrie textile : utilisé
comme encre

Utilisé pour quantifier le
potentiel antioxydant
d’aliments et I’activité
d’enzymes oxydatives

(
QoH N
o° s _ N=C e
L= sI%?
) OH

(Bourbonnais et al., 1998)

Bisphénol A

BPA

Industrie des plastiques :
utilisé dans la fabrication de
polycarbonates et résines

€poxy

CHy
Ho—{ }—{—{ Y—oH

ChHy

(Cabana et al., 2007)

Diéthylphtalate

DEP

Produits d’hygiéne
personnelle, parfums

o~ ™~
O\/

(Kim et al., 2008)

(+)-catechin

Antioxydant d’origine
végétale

(Maet al., 2009)

(-)-epicatechin

Antioxydant d’origine
végétale

OH

Maet al., 2009)
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Catechol Précurseur dans la production (Maet al., 2009)

de pesticides et de saveurs OH

artificielles
2-4-dichlorophénol | 2-4-DCP Pesticide, présent dans OH (Zhang et al., 2009)

- certains combustibles et dans | Cl

la production de plastiques
Ibuprofen IBU Analgésique et anti- (Marco-Urrea et al., 2009)

inflammatoire
Carbamazépine CARBA Antiépileptique (Marco-Urrea et al., 2009)
Estrone El Hormone sexuelle féminine ’ 0 ? (Auriol et al., 2008)
17B-estradiol E2 Hormone sexuelle féminine (Auriol et al., 2008)
Estriol E3 Hormone sexuelle féminine (Auriol et al., 2008)
17a-ethinylestradiol | EE2 Substitut d’cestrogéne présent (Auriol et al., 2008)

dans les médicaments
anticonceptionnels
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Benzylbutylphtalate | BBP Utilisé comme plastifiant o (Kim et al., 2008)
dans la fabrication du PVC o
' o
Nonylphénol NP Produit de dégradation des (Kim et al., 2008)
alkylphénol éthoxylates, des
surfactants
Alizarin Red Encre industrielle LT o (Lu et al., 2007)
. 0 .
Reactive Blue 19 RBul9 Encre industrielle ; 5“: Na (Trovaslet et al., 2007)
3
H
N\O}gm‘sosm
Remazol Brilliant RBBR Encre industrielle o Ny E (Osma et al., 2010)
Blue R CQ:P/ 5—0"'
I
° 8
Anthracéne ANT Précurseur utilisé dans la (Dodor et al., 2004)
fabrication d’encres.
Considéré comme un polluant
important par I’Agence de
Protection de
I’Environnement américaine
Benzo-a-pyréne BaP Considéré comme un-polluant (Dodor et al., 2004)

important par I’Agence de
Protection de
I’Environnement américaine




2-6-
diméthoxyphénol

2-6-DMP

Produit de la pyrolyse de la
lignine

H;CO

QOCH;4

(Hublik et Schinner, 2000)
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Cette versatilité I’avantage donc vis-a-vis d’autres enzymes oxydant les phénols comme
la tyrosinase (Ma et al., 2009). Elle est donc trés intéressante pour les procédés comme la
décoloration des encres textiles (Cho ef al., 2007) ou dans les biosenseurs (Couto et Toca-
Herrera, 2007). La détoxification des effluents d’usines de production d’huile d’olive peut
aussi étre réalisée a 1’aide de la laccase (Jaouani ef al., 2006). Il est également possible
d’élargir le spectre d’action de la laccase en la faisant interagir avec un médiateur comme
I’ABTS ou le 1-hydroxybenzotriazole (Kurniawati et Nicell, 2007). Plusieurs autres utilisations
de la laccase dans des procédés de bioremédiation ont été rébertoriées dans la littérature. Une

partie de ces utilisations est présentée dans le Tableau 0.2.
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Tableau 0.2 Bioremédiation utilisant la laccase

Sourcede | Mode de Contaminant | Matrice Taux d’élimination | Elimination | Commentaires Référence
laccase traitement du potentiel
oestrogénique
T villosa Laccase libre et | 2-4-DCP Sol (Abn et al., 2002)
immobilisé
T Laccase libre et | E2 et EE2 Aqueux ~100% en 1h 100 % en 8h | L’activité (Suzuki ez al., 2003)
versicolor | utilisation d’un ostrogénique était
médiateur détectée méme a
(HBT) de faibles
concentration
d’E2 et EE2
Laccase TCS Aqueux 100% en 6h 60% (Cabana et al., 2010)
conjugué sur du ' d’élimination du
chitosane TCS avec la
laccase libre en
6h
Laccase libre El, E2, E3, Eau usée et 100 % en 1h | Eau (Auriol et al., 2008)
EE2 eau usée synthétique :
synthétique eau déionisée
contenant les
cestrogénes
Laccase ANTetBaP | Emulsion 17 et 19% en 24h L’utilisation de | (Dodor et al., 2004)
immobilisée sur I’ABTS comme
kaolinite médiateur
permet
d’atteindre 80 et
85%
d’élimination en
24h
Laccase RBBR Aqueux 45% en 30 min L’utilisation (Peralta-Zamora et al.,

immobilisée sur

d’un médiateur

2003)
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silice

est nécessaire
avec la laccase
libre mais pas
avec la laccase

immobilisée
T. Laccase avec | Méthoxychlor | Aqueux 23% en 24h avec 1 nkat (Hirai et al., 2004)
versicolor | HBT e (pesticide) 1 nkat d’enzyme représente la
quantité
d’enzyme
oxydant 1nmol
de 2,6-DMP en
1 seconde
Coriolopsis | Laccase libre, BPA Aqueux (Cabana et al., 2009,
polyzona immobilisée et | TCS Cabana, 2008; Cabana
en CLEAs NP etal., 2007)
Pleurotus | Laccase libre et | RBBR Aqueux 70% en 1h Billes d’alginate | (Palmieri ef al., 2005)
ostreatus laccase 40% en continu traitées au
immobilisée sur chitosane pour
alginate et diminuer la
chitosane perte de laccase
Laccase Peryléne 1% (v/v) 100% 2j. 10 uM de (Pozdnyakova et al.,
ANT Acétonitrile | 95% 2j. polluant et 2006)
PYR 40% 2j. 0,176 U de
Fluoréne 95% 2j. laccase ont été
Fluoranthréne 50% 10;. utilisés.
Phénanthréne 90% 10j.
Laccase 2,6-DMP Aqueux 100% en continu Du Benzoate a | (Hublik et Schinner,
immobilisée sur 1mM & 1ml/min été utilisé pour | 2000)
Eupergit proteger le site :
actif lors de
I’immobilisation
Pycnoporus | Laccase libre Encres Aqueux 80%, 52% et 60% Décoloration (Trovaslet et al., 2007)
sanguineus industrielles respectivement en réalisée a 25°C
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Acid blue 62 48 heures apH4,5
Acid yellow pendant 48
36 heures.
Acid orange 7
Lentinula | Laccase OMW Aqueux Réduction jusqu’a Traitement | (D’Annibale et al.,
edodes immobilisée sur 70% des phénols effectué a 35°C | 2000)
Eupergit ® totaux sous un débit de
S5ml/min
Laccase OMW Aqueux Réduction de 67% Traitement (D’Annibale et al.,
immobilisée sur des phénols effectué 430°C | 1999)
chitosane totaux et 99% du sous un débit de
catechol et du 3,4- 1ml/min
dihydroxyphenyle pendant 24h
thanol
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Malheureusement, cette enzyme ne peut étre utilisée de fagon rentable dans les
procédés industriels actuels car elle est instable dans les conditions de réaction ainsi qu’en
raison de la perte des enzymes en solution (Sheldon, 2007A). Pour améliorer sa stabilité et

rendre possible sa réutilisation, il est possible de I’immobiliser ou I’insolubiliser.

Techniques d’immobilisation/insolubilisation

L’immobilisation et !’insolubilisation enzymatique sont des processus visant a
transformer une enzyme en un biocatalyseur qui est par définition réutilisable. Plusieurs
moyens différents peuvent étré utilisés pour immobiliser la laccase. Les techniques
d’immobilisation peuvent étre séparées en deux grands groupes : I’attachement a un support
solide et I’'immobilisation sans support (insolubilisation). L’immobilisation sur un support
solide consiste en I’attachement de I’enzyme de fagon ionique, mécanique ou chimique sur une
matrice. La matrice en question peut avoir différentes formes : billes, film, membrane, capsule,
etc. et étre constituée de différents matériaux : polymeére, métal, silice, etc. D’un autre coté, ce
qu’on appelle insolubilisation est la technique consistant a rendre une enzyme insoluble en
liant plusieurs molécules enzymatiques ensemble pour former un amas réutilisable. Le
biocatalyseur obtenu a donc 3 avantages importants : 1) il est généralement plus stable que
I’enzyme libre, 2) il est plus facile a utiliser et 3) il ne contaminera pas les produits formés

puisqu’il peut étre séquestré.
Immobilisation sur support

Pour I’'immobilisation sur un support, trois voies sont possibles (Duran et al., 2002).
Premiérement, on peut utiliser les forces ioniques pour adsorber les enzymes sur un support
ayant une charge électrostatique opposée inverse, en utilisant les forces de van der Waals ou
les liens hydrophobes. Un avantage indéniable de cette méthode est qu’il n’est pas nécessaire
de purifier ’enzyme puisque I’immobilisation se fait généralement en fonction des propriétés
de cette derniére (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 plutdt simple a utiliser et peut méme servir a purifier une enzyme d’un bouillon
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de culture. Un désavantage de cette méthode est que la charge de I’enzyme change en fonction
des conditions du milieu dans lequel elle est utilisée et qu’elle peut donc se détacher du support
(Hanefeld et al., 2009). De plus, comme les liens entre I’enzyme et le support sont faibles,
P’enzyme peut se désorber par des forces mécaniques ou si les conditions du milieu changent
subitement (Sheldon, 2007A). Une immobilisation par adsorption peut toutefois améliorer les
propriétés catalytiques de I’enzyme ou encore sa stabilité face a des conditions dénaturantes.
Par exemple, une polyphenol oxidase (EC 1.14.18.1) a ét¢ immobilisée par adsorption dans
une membrane capillaire pour 1’oxydation de composés phénoliques dans un effluent industriel
(Edwards et al., 1999). La perte d’activité était nettement inférieure & I’enzyme libre mais le
taux d’immobilisation était plutot faible a 26%.

Deuxiémement, il est possible de former des liens covalents entre le support et les
enzymes en utilisant un agent réticulant et parfois un activateur. Dans bon nombre
d’applications, le GLU est utilisé comme agent réticulant et dans certains cas comme activateur
de supports contenant des groupemeﬁts amine (Betancorl et al., 2006). Cette méthode permet
un attachement durable de I’enzyme, d’augmenter sa stabilité et de Iutiliser pour plusieurs
traitements successifs dans un procédé en continu (Sheldon et al., 2007C). L’attachement par
liens covalents est souvent préféré a I’adsorption par interactions hydrophobes ou ioniques
(Uhlig et Linsmaier-Bednar, 1998). L’attachement par liens covalents diminue grandement les
chances que I’enzyme immobilisée se détache de son support par des forces mécaniques
(Sheldon, 2007A). Les nombreux liens formés entre I’enzyme et son support réduit sa
flexibilité et diminue ainsi les risques de dénaturation (Hanefeld e al., 2009). Plusieurs études
ont mis en évidence la stabilisation des enzymes immobilisées face & un pH extréme (Costa et
al., 2002; Yinghui et al., 2002; D’ Annibale et al., 2000), des températures élevées (D’ Annibale
et al., 2000; Hung et al., 2003; Arroyo et al., 1999) ou dans des composés dénaturants (Bindhu
et Abraham, 2003; Cabana et al., 2007)

Un des inconvénients est que ’activité spécifique du biocatalyseur ainsi formé (activité
par unité de masse) est moindre que ’activité spécifique de I’enzyme pure car le support utilisé
est inactif. Les liens formés peuvent aussi diminuer la mobilité de I’enzyme et également créer
un encombrement stérique diminuant I’activité apparente de I’enzyme. L’enzyme, ne comptant
que pour 10% environ de la masse du catalyseur, il faut donc une masse 10 fois plus grande

d’enzymes immobilisées que d’enzymes libres pour atteindre la méme activité dans un milieu
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réactionnel. Généralement, le potentiel d’utilisation des enzymes immobilisées est augmenté
comparativement aux enzymes libres tel que démontré par Kandelbauer e al. (Kandelbauer et
al., 2004). La laccase immobilisée sur des billes alumine silanisées était utilisée pour éliminer
des encres ou du moins éliminer la couleur produite par ces encres. Les enzymes immobilisées
sur des supports ont I’avantage de pouvoir &tre utilisées dans des réacteurs a lit fixe ou fluidisé.
Par exemple, une laccase a été utilisée pour éliminer une encre d’un effluent en continu dans
un réacteur a lit fixe. Environ 40% de la couleur de I’effluent était éliminée par une laccase de
T. versicolor immobilisées sur des billes d’alginate (Palmieri er al., 2005).

Troisi¢émement, il est possible de piéger les enzymes dans une matrice ou une capsule.
Cette méthode consiste a fixer I’enzyme dans une matrice pendant la formation de celle-ci ce
‘qui ’emprisonne mécaniquement. Il est parfois nécessaire de lier de fagon covalente a la
matrice pour éviter les pertes de catalyseurs (Sheldon et al., 2007C). Cette matrice peut ensuite
étre modifiée de fagon a former des billes utilisables dans un réacteur 2 lit fluidisé ou a lit fixe.
Avec cette méthode, il y a encore I’inconvénient de la dilution de I’activité enzymatique et de
la possibilité 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 donc diminution globale de I’activité
apparente. Une lipase a été immobilisée selon cette méthode pour la production de biodiesel a
partir de 1’huile de palme (Jegannathan et al., 2009). La laccase aussi a été encapsulée dans
divers polyméres. Par exemple, 1’alginate a été utilisée avec le chitosane pour encapsuler la
laccase dans des microcapsules. La laccase était ainsi plus stable face a la dégradation
thermique. Elle était aussi efficace sur une plus grande gamme de température (Lu ef al.,
2007).

L’utilisation de support pour I’immobilisation entraine un inconvénient souvent
négligé. Comme I’activité volumique des catalyseurs immobilisés est moindre qu’avec les
enzymes libres, les unités de traitement utilisant ces billes de catalyseur doivent étre bien plus
grandes pour une méme activité totale (Sheldon, 2007A).

L’insolubilisation, quant & elle, n’utilise aucun support solide et permet ainsi de
conserver une bonne activité massique et volumique car le biocatalyseur est constitué presque
entiérement d’enzymes (Duran ef al., 2002). Plusieurs techniques peuvent étre utilisées pour
insolubiliser une enzyme sans support. Les premiéres techniques d’insolubilisation apparurent

il y a prés de 50 ans (Cao et al., 2003). Les enzymes en solution étaient directement réticulées
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ce qui donnait un gel enzymatique. Les résultats étant mitigés et I'utilisation d’un tel gel étant
compliqué, I'immobilisation sur des supports solides est devenue populaire et I’insolubilisation
a été laissée de coté (Sheldon, 2007A). Une méthode utilisée a partir des années 1990 est de
former des cristaux de protéines puis de les réticuler en utilisant un agent bifonctionnel comme
le GLU (Roy et al., 2005). Par contre cette technique nécessite une enzyme d’un haut niveau
de pureté et la cristallisation doit étre rigoureusement contrélée (Sheldon et al., 2005). La
formation de cristaux réticulés (CLEC) a cependant servi 4 immobiliser une laccase dans le but
de fabriquer une électrode permettant la détection du phénol (Roy et al., 2005). Les cristaux de
laccase étaient 4 fois plus stables face 4 une dégradation thermique que la laccase libre (Roy et
Abraham 2006). Plusieurs molécules ressemblant au phénol peuvent étre détectées
efficacement par 1’électrode produite. Des CLECs de protéases ont également été préparés et
leur stabilité thermique et face & divers dénaturant chimiques était améliorée (Simi et Abraham,
2007). La structure de ’enzyme est conservée lors de la cristallisation ce qui fait que les
CLEC:s sont des biocatalyseurs actifs. IIs sont également plus stables pour deux raisons : 1) les
liens formés par le GLU solidifient la structure tridimensionnelle des enzymes et 2) la
proximité des enzymes permet plus d’interactions entre elles comme des ponts hydrogénes, ce
qui diminue ’impact de conditions dénaturantes (Govardhan, 1999). La diffusion du substrat

est également facilitée dans les canaux formés lors de la cristallisation [

Figure 0-3 Structure d'un cristal de lysozymes (Cohen-Hadar ¢t al., 2006). Les points rouges indiquent des canaux
formés lors de la cristallisation des lysozymes.

] (O'Fagain, 2003).
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Figure 0-3 Structure d'un cristal de lysozymes (Cohen-Hadar et af., 2006). Les points rouges indiquent des canaux
formés lors de la cristallisation des lysozymes.

Une autre technique de réticulation consiste a faire réagir le GLU avec des enzymes qui ont été
séchées par atomisation (cross-linked spray-dried enzymes, CSDE). Cette technique n’a été
que peu utilisée car les enzymes ainsi séchées sont dénaturées de fagon temporaire (Cao et al.,
2003). En réticulant ces enzymes, leur structure tridimensionnelle se trouve figée ce qui les
maintient dans une conformation inactive. Pour cette raison, les recherches ‘sur
Pimmobilisation sans support se sont dirigées principalement vers les CLECs et les agrégats
d’enzymes réticulés (cross-linked enzyme aggregates, CLEAs).

Cette derniére technique consiste 8 former des agrégats d’enzymes par précipitation
puis de former des liens covalents entre les enzymes d’un méme agrégat (voir Figure 2-).
Plusieurs enzymes ont été insolubiliséés de cette fagon avec succés. La laccase (Matijosyte et
al., 2010; Cabana et al., 2007; Desentis-Mendoza et al., 2006), la pénicilline 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 e al., 2004) et la lipase (Majumder
et al., 2008; Shah er al., 2006; Lopez-Serrano et al., 2002) sont des exemples d’enzymes ayant

un attrait sur le plan industriel qui ont été insolubilisées sous forme de CLEAs.
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Figure 2-4 Schématisation de la réticulation d'agrégats d'enzymes
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L’utilisation de ces biocatalyseurs de fagon industrielle est possible en raison de leur
taille suffisamment grande (1-100pm) pour les récupérer entre chaque utilisation (Jung et al.,
2009; Cabana et al., 2009). Pour ce faire, il est toutefois nécessaire de développer des
bioréacteurs adaptés (Cabana et al., 2009).

Comme la plupart des autres techniques d’immobilisation, la formation de CLEAs
nécessite I'utilisation un agent bifonctionnel pour lier les enzymes. Plusieurs composés
peuvent étre utilisés pour remplir cette fonction mais le plus fréquemment utilisé reste, sans
doute, le GLU (Cabana et al., 2009). '

Glutaraldéhyde

Le GLU est un dialdéhyde formé d’une chaine de cinq atomes de carbones. Son
utilisation comme agent réticulant pour les enzymes est trés répandu car il réagit facilement
avec les groupements amines. Comme il a deux groupes réactifs, le glutaraldéhyde peut former
des liens amides entre deux enzymes. Les liens entre les protéines et le glutaraldéhyde sont trés
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’enzymé ou réagir

avec des acides aminés du site actif et I’inactiver (voir Figure 2-5) (Mateo ef al., 2004).
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Figure 2-5 Un mécanisme possible de réticulation d’enzymes par le glutaraldéhyde (adapté de (Migneault ¢7 al., 2004)).
R-NH, représente une protéine ou une chaine aminée.

Cependant, le GLU peut étre nocif pour certains organismes aquatiques. En effet,
plusieurs recherches montrent que le GLU affecte la reproduction et la santé d’organismes
aquatiques (Emmanuel et al., 2005; Leung, 2001; Sano et al., 2005) sans compter les effets sur
la santé humaine (Dimich-Ward et al., 2004; Takigawa et Endo, 2006). Il est reconnu pbur
avoir une toxicité aiglie pour certains organismes aquatiques comme Vibrio fischeri
(Emmanuel et al., 2005). Le GLU diminuerait également le taux de reproduction de plusieurs
espéces aquatiques (Sano ef al., 2005). En effet, la toxicité du GLU est trés importante sur les
ceufs de crevettes (90% de mortalité & 226mg/l de GLU) (Raikow ef al., 2007) et le taux de
reproduction des daphnies (50% moins d’ceufs pondus a 4,25mg/l de GLU) (Leung, 2001). Le
GLU a aussi un effet néfaste 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 été constatée (Leung, 2001).

Certains effets sont aussi constatés sur des mammiféres tels les porcs, souris, hamsters
et méme les humains. Le GLU est reconnu comme irritant des voies respiratoires, de la peau et
il peut entrainer un asthme occupationnel ou de I’eczéma allergique (Takigawa et Endo, 2006).
Des nécroses du myocarde, des perturbation du systéme nerveux se traduisant en nausées ou
migraines et des irritations pulmonaires aigues ont été constaté suite a une exposition au GLU
méme a des concentrations aussi faibles que 0,1% (Luthra et al., 2008). Egalement, des cas de
paralysie du diaphragme ont été détectés sur des porcs, proches parents génétiques de 1’humain

(Fiirst et Banerjee, 2005). Certains travaux démontrent aussi un potentiel génotoxique du GLU
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qui réagirait avec les bases aminés présents dans I’ADN. (Miyachi et al., 2005; Zeiger et al.,
2005). L’exposition a un produit potentiellement toxique comme le GLU met en danger la
santé des travailleurs et met en péril certains écosystémes aquatiques, il serait donc souhaitable

de trouver une alternative a cet agent.

Alternatives au glutaraldéhyde

Plusieurs alternatives sont possibles pour remplacer le GLU comme agent réticulant.
Cependant, seulement ceux ayant une toxicité moindre ou ne restant pas dans le biocatalyseur

considérés dans le présent projet.
Le glyoxal

Le glyoxal (GLY) est également un dialdéhyde 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 formés avec les protéines ne sont pas aussi stables qu’avec le glutaraldéhyde
mais il est possible de stabiliser les liens formés par une réduction des produits formés
(Hermanson, 1996). De plus, le GLY est biodégradable par des enzymes du systéme
ligninolytique des moisissures de la pourriture blanche du bois (Shah et Nerud, 2002).
Cependant, certains problémes de sant€ lui sont attribués. Il peut devenir problématique surtout
chez les personnes diabétiques et il serait impliqué dans le processus du vieillissement et de
maladies neurodégénératives (Grillo et Colombatto, 2008; Brouwers et al., 2011).

Le GLY a été utilisé dans la formation de panneaux de contreplaqués sans résines
synthétiques (Mansouri et al., 2010). Il est aussi utilisé comme agent réticulant dans la
fabrication de mousse de chitosane (Figure 0-) (Testouri ef al., 2010). Le GLY réagissant en
présence des groupements amines sur le chitosane, il est raisonnable de croire qu’il est possible

de I'utiliser comme agent de réticulation d’enzymes.
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Figure 0-7 Mousse de chitosane réticulée par l'action du glyoxal (Testouri ef al., 2010)

La laccase a d’ailleurs été immobilisée sur un support en utilisant le GLY comme
réticulant. Une amélioration de la stabilité thermique et face a divers dénaturants chimique a
été détectée suite a I'immobilisation de I’enzyme (Cabana et al., 2009).

L’utilisation du GLY comporte cependant quelques désavantages. Il provoque entre
autres une inflammation des cellules endothéliales (Yamawaki et Hara, 2008) qui peut se
traduire par une irritation de la peau. Ses effets comme agent mutagéne commencent également
a étre bien documentés (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 inconvénients du
GLU, d’autres options sont envisageables qui n’apportent pas de risque pour la santé des

travailleurs.

Hydrates de carbone fonctionnalisés

Il est également possible de créer des aldéhydes a partir d’autres molécules. Par
exemple, en oxydant un hydrate de carbone, on peut ajouter a ce dernier un ou plusieurs

groupes fonctionnels dépendamment du nombre de monoméres présents (Hermanson, 1996;
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Mateo et al., 2004). Le glucose, le lactose, le fructose, I’amidon, le dextran et bién d’autres
peuvent servir a préparer un agent réticulant.

La facon 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 aldéhydes par monomére oxydé (Figure 2-7).

GH,OH
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Figure 0-8 Mécanisme d'oxydation du glucose par le periodate (10,) (Adapté de (Schoevaart er al., 2005))

L’oxydation du glucose permet la formation de deux groupements aldéhydes sur le
glucose (Schoevaart et al., 2005). La structure obtenue ressemble beaucoup 4 la structure du
GLU en solution aqueuse. Il est donc raisonnable de penser que la réaction entre le ghicose
dialdéhyde et les amines primaires des enzymes sera semblable a celle impliquant le
glutaraldéhyde. Pour augmenter la quantité de groupements actifs, il est possible d’oxyder des
polymeres de monosaccharides comme le lactose, 1’amidon ou le dextran.

Ce dernier est un polysaccharide servant a plusieurs microorganismes de réserve
d’énergie ou comme polymére pour former une capsule de protection (Figure 2-9) (Poli ef al.,
2010). Si ce polymére sert a protéger les microorganismes des conditions de milieu

défavorables, il pourrait aussi bien servir a protéger une enzyme de conditions dénaturantes.
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Figure 0-9 Structure simplifié du dextran
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Un autre avantage d’un polyaldéhyde de haut poids moléculaire est qu’il y a peu de
chance pour qu’il parvienne au site actif de I’enzyme par diffusion (Mateo et al.,Cesar 2004).
Ainsi, on s’assure que ’enzyme insolubilisée a réagi en surface seulement et a donc plus de
chance de rester active. De plus, ce composé ne semble pas toxique et il a méme été testé
comme fixatif de tissus pour aider a la cicatrisation (Bhatia. et al., 2007; Bhatia ef al., 2007).
Son oxydation donne lieu & la création de groupements aldéhydes semblables & ceux du

glucose oxydé décrit plus haut (Figure 2-9).

""" O-CH, ~----0-CH,
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Figure 0-10 Oxydation du dextran par le periodate de sodium.

Certaines enzymes et protéines ont été immobilisées avec succés grace aux dérivés de
saccharides comme la pectinase (Kobayashi et Takatsu., 1996), la trypsine (Kobayashi et al,
1994), la catalase bovine (Betancorl ef al., 2003) et I’hémoglobine humaine (Artyukhov et al.,
2006). La stabilité face & des pH acides et une température de 60°C de la pectinase a été
améliorée. La trypsine modifiée par le dextran dialdéhyde n’était plus affectée par I’inhibiteur
de trypsine extrait de la féve de soya. La catalase bovine a également été immobilisée avec
succes griace au dextran dialdéhyde qui fixe les sous-unités de I’enzyme empéchant ainsi sa
dénaturation par dissociation. La stabilité thermique de I’hémoglobine a également été
légérement améliorée par la réaction avec le dextran dialdéhyde. D’autres polymeéres ont aussi
été réticulé par des saccharides fonctionnalisés comme le polyuréthane (Lalwani et Desai,
2010) et le chitosane (Zhang et al., 2003). -

I1 est également possible d’oxyder les polysaccharides des protéines glycosylées afin de
les réticuler sans intervention d’un agent extérieur. L’utilisation du periodate de sodium sur des
enzymes glycosylées permet d’ajouter des groupements actifs sur ces derniéres qui peuvent

ensuite réagir avec des acides aminées comme la lysine (Schoevaart et al., 2005).
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‘Un des inconvénients a utiliser les polysaccharides est qu’ils peuvent étre hydrolysés
(Schoevaart et al., 2005). 1l est donc probable que le biocatalyseur formé se dégrade en

solution et que leur utilisation sur une longue période soit limitée.
La génipine

Certains produits naturels peuvent aussi réticuler les enzymes des agrégats afin de les
insolubiliser. Par exemple la génipine (acide aglycone geniposidique), est une molécule
réagissant 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 molécule pour réticuler des protéines. La génipine est 'déjé utilisée pour
améliorer les caractéristiques du chitosane ou du collagéne en réagissant avec les amines les
composant (Mi et al., 2007; Everaerts et al., 2008; Sung et al., 2003). Elle est e'galement
utilisée dans la fabrication de colorants alimentaires (Sung et al., 2001). La génipine réagit de
deux fagons différentes avec les amines primaires ce qui permet en fait de réagir avec deux

acides aminés de deux enzymes différentes comme on peut le voir sur la Figure 2-10.
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Figure 2-11 Mécanisme réactionnel de la réticulation d"enzymes par Ia génipine (modifié de (Butler ef al.. 2003)).
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Cependant, la génipine semble occasionner des bris dans I’ADN de certaines cellules ainsi que
la formation de tétraploides (Ozaki et al., 2002). Son potentiel cancérogéne et son coiit élevé

rend cette alternative au GLU peu intéressante.

Le chitosane

L’utilisation d’un autre biopolymeére peut aussi étre envisagée. Le chitosane a déja été
utilisé dans plusieurs expériences 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). Il serait cependant possible de 1’utiliser comme
agent réticulant. Par exemple, Iutilisation d’un carbodiimide réagissant avec le groupement
carboxylique de l’acide aspartique (présent dan§ la plupart des enzymes) donne un
intermédiaire pouvant réagir avec un groupement amine sur le chitosane (Hermanson, 1996;
Bindhu et Abraham, 2003). Il y a plusieurs carbodiimides disponibles sur le marché qui
peuvent étre utilisés dans ce contexte. Par exemple, I’EDAC (1-ethyl-3-(3-dimethyl
aminopropyl)-carbodiimide). Aprés avoir lié I’enzyme a son support, ’EDAC a été transformé
en une isourée qui peut étre facilement retiré de la solution par dialyse (Figure 2-12)

(Hermanson, 1996).
0
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Figure 2-12 Schéma de la réticulation de la laccase par I'action combinée du chitosane et de I'EDAC (Adapté de (Rafat
et al.. 2008)).
L’EDAC sert donc uniquement d’agent activateur puisqu’il ne se retrouve pas dans le

produit fini. Le chitosane quant a lui est un biopolymére renouvelable et entiérement

biodégradable (Figure 2-13). C’est un polymére trés abondant sur Terre. En effet, la chitine
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servant & la production du chitosane est un polymeére structurel présent chez tous les

arthropodes ‘qui constituent plus de 80% des_ espéces de la planéte (Brusca et Brusca, 2003).

HO r HO
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Figure 2-13 Structure du chitosane. La chitine (polysaccharide formé de plus de 50% du monomére m) est déacétylé
pour donner le chitosane (polysaccharide formé de plus de 50% du monomére n)

Ce polymére est I’objet de plusieurs études en ingénierie tissulaire (Rafat et al., 2008;

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

. formation de milieux solides activés pour 1’immobilisation enzymatique (Lu et al., 2007;
Ghanem et Ghaly, 2004). De plus, le chitosane est un polycation pouvant servir dans les

procédés de coagulation/floculation des stations d’épuration des eaux usées (Huang et Chen,

1996; Cheng et al., 2005). Il peut aussi servir a adsorber et ainsi faciliter. ’élimination de

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

Certaines laccases ont déja été immobilisées avec succés sur ce biopolymeére (Cabana et

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

D’Annibale et al., 1999). Le Tableau 2.3 présente certains faits concernant I’immobilisation de

la laccase sur du chitosane. Aucune de ces études n’utilisait le chitosane comme agent

réticulant.

Tableau 0.3 Utilisations du chitosane pour immobiliser la laccase

Type
Type de . i . : .
d’immobilisatio Agent utilisé Commentaires Référence
chitosane
n
90,3% Immobilisation | Glutaraldéhyde | Stabilité augmenté, (Zhang et al.,
déacétylé sur support réutilisation du 2009)
biocatalyseur jusqu’a




6 cycles

Chitosane de | Immobilisation | Glutaraldéhyde | Stabilité i la (D’ Annibale et
carapace de sur support conservation al., 1999)
crabes _augmentée, perte de
15% d’activité en 2
mois a 4°C.
Réutilisation du
biocatalyseur
pendant 30 cycles
80 kDa 92,5% | Immobilisation | Glutaraldéhyde | L’enzyme (Yangetal,
déactétylé sur support immobilisée a une 2006)
bonne activité sur
une plus grande
gamme de pH et de
température
Pas précisé Immobilisation | EDAC Activité résiduelle a | (Vazquez-Duhalt
sur support. 25% aprés 24h apH | et al, 2001)
Enzyme liée 1 contre 5% pour la
directement sur laccase libre.
le chitosane Activité résiduelle a
| 100% contre 50%
pour I’enzyme libre
aprés 60h a pH 12
Faible, Immobilisation | EDAC La laccase (Delanoy et al.,
moyenne et sur support. immobilisée n’était 2005)
haute masse Enzyme liée que peu affectée par
moléculaire directement sur des changements de
le chitosane phase successifs (15
cycles)
66 kDa Immobilisation | Periodate de La laccase (Gupta et
sur support. sodium immobilisé avait Raghava, 2011)
Enzyme liée 55% de son activité

directement sur

le chitosane

initiale aprés 1h &

55°C alors que la
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laccase libre n’avait
plus d’activité
Pas précisé Immobilisation | Acétone- La membrane de (Katuri et al.,
dans une chitosane-laccase a 2009)
matrice de pu étre utilisée dans
chitosane 21 cycles consécutifs
(immobilisation pour la décoloration
physique) d’une encre
industrielle
308 kDa; 76% | Immobilisation | EDAC La laccase (Cabanaer al.,
déacétylé sur du chitosane . immobilisée a 2010)
en solution conservé environ
70% de son activité
apreés 48 h a 40°C et
pH4 contre 0% pour
la laccase libre
750 kDa; 64% | Réticulation EDAC La laccase (Arsenault ez al.
déacétyle d’agrégats de insolubilisée a To be published)
V laccase par le conservé jusqu’a
chitosane 118% de son activité
aprés 24h 4 30°C et
pH 3 contre 21%
pour la laccase libre

Le chitosane posséde en effet plusieurs avantages en ce qui concerne I’immobilisation
enzymatique. Comme c’est un polycation, cela facilite I’adsorption des enzymes sur le
chitosane (Yang et al, 2006). C’est un biopolymére peu coiiteux et abondant et son
hydrophilicité facilite sa manipulation pour l’immobilisation d’enzymes hydrosolubles
(D’Annibale et al., 1999). Le chitosane est également résistant & la dégradation par des
microorganismes ce qui en fait un support de choix pour des enzymes destinées a traiter des
milieux contenant une flore microbienne importante comme le sol ou les eaux usées (Yang et

al., 2006). 11 est également biocompatible et n’est pas considéré comme étant toxique autant
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pour I’environnement que pour la santé humaine (Vold et Christensen, 2005). Pour ces raisons,

il a été étudié comme agent réticulant dans cette étude afin d’insolubiliser la laccase.

47



Chapitre 3

Avant-propos

Auteurs et affiliation :

A. Arsenault : Etudiant a la maitrise, Université de Sherbrooke, département de génie
civil.

H. Cabana : professeur, Université de Sherbrooke, département de génie civil.

J. P. Jones : professeur, Université de Sherbrooke, département de génie chimique et

génie biotechnologique.

Date de soumission : 15 avril 2011

Accepté au mois de Mai 2011. A étre publié sous peu avec légéres modifications.

Revue : Enzyme Research

Titre frangais : CLEAs de laccase : le chitosane comme nouvel agent réticulant

Contribution au document : Cet article contribue au mémoire en présentant les résultats

obtenus lors des travaux effectués en laboratoire.

48



Laccased-based CLEAs : Chitosan as a novel cross-
linking agent

Résumé

La laccase du champignon de la pourriture blanche du bois C. Polyzona a été
insolubilisée sous forme d’agrégats d’enzymes réticulés (CLEAs) pour la premiére fois avec du
chitosane comme agent réticulant. Des concentration se situant entre 0,134 et 1,867 g/L de
chitosane ont ¢été utilisées et de 0,05 a 600 mM de Il-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimide hydrochloride (EDAC). La laccase a été précipitée en
utilisant 550 g/ de sulfate d’ammonium simultanément a la réticulation. L’activité spécifique
et la stabilité thermique des biocatalyseurs obtenus ont été mesurées. Des activités jusqu’a 737
U/g ont été obtenues avec le 2,2-azino-bis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS)
comme substrat. De plus, la stabilité des biocatalyseurs a ét¢ améliorée par rapport a la
dégradation thermique comparativement a la laccase libre lorsqu’exposés a des conditions de
température élevée (40°C) et de pH faible (pH = 3). La stabilité¢ des CLEASs a aussi été testée
face a divers dénaturants chimiques mais aucune amélioration significative n’a été détectée. La
quantité totale d’ABTS oxydé¢ pendant la dégradation thermique par les CLEAs et la laccase
libre a également été calculée et les enzymes insolubilisées ont oxydé davantage de substrat
que la laccase libre. Les conditions de formation des CLEAs ont été analysées par une
méthodologie de surface de réponse afin de déterminer un environnement optimal pour la
production de CLEAs de laccase efficace avec le chitosane comme agent réticulant. Aprés 24

heures & pH 3 et a 4°C sans agitation, les CLEAs avaient la meilleure activité spécifique.

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 1-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 stabilify 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 ef 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 smailer 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, MatijoSyté et al. (Matijosyte et al., 2010) have produced
CLEAs with laccases from the WRKTrametes 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 Cs—C¢ 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 er al., 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 CLEAs
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 1is done through carbodiimide chemistry. 1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimide hydrochloride (EDAC) is perhabs 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-Dubhalt
et al., 2001). However, the objective of this study is to use chitosan and EDAC 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 WREF 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. NH4NOs, 0.8 g/L
KH,PO4, 0.4 g/I. Na;HPOq4, 0.5 g/l MgSO4 *7H,0, 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

HCl (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/I. 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 centrifugation steps
were then repeated with deionised water until no laccase activity was detected in the
supernatant. The washed precipitate was fhen 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 Chitesan and EDAC concentrations tested for the optimization of the CLEASs formation at 4°C during 48
hours

Experimental Chitosan EDAC

design type Sample names concentration (g/L) concentration (mM)

CLEA-0.2-200 02 200

CLEA-0.2400 0.2 400

CLEA-0.2-600 0.2 600

2 CLEA-0.6-200 0.6 200

3 CLEA-0.6-400 0.6 400

CLEA-0.6-600 0.6 600

" CLEA-1.0-200 1.0 200

CLEA-1.0-400 1.0 400
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CLEA-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 CLEASs were evaluated. Design-Expert 6 .0
(Stat-Ease, Minneapolis, MN) software was used to evaluate the influence of chitosan and

EDAC 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 EDAC were fixed at 1.87g/L and 50.5mM respectively.

Table 3.2 Conditions tested for the optimization of CLEAs characteristics

Condition Value

pH 3Jand §
Temperature 4,20 and 30 °C
Agitation 0 and 150 RPM

Rez.lctlon 8, 16 and 24 hours
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 uL) were incubated in 400 pL of S0mM 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 biexpon_ential model is
expressed by Eq. (3.1)

(A% 4y =C e +A=C) e G.h

(4),

The ratio (A) represents the enzyme activity remaining after a time ¢ (A,) compared to
0

initial activity (Ag). 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= (d)* [(C*™" +(1-C)*g)at (3.2)

The amount of ABTS oxidized (Q, (inmol)) 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 CaCl, (10 uM), ZnCl, (10 upM),
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (10 uM), NaN; (30 uM), 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 pL each) were exposed to each of these chemicals (400 pL) 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-Grégoire (Québec, Canada) WWTP. As for the stability against chemical denaturants
test, 100 pL of CLEAs or free laccase solution was mixed with 400 pL 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

. . o Amount of ABTS oxidized
Specific Thermal stability™® _ -Ymard-Belarbi parameters 10 e i1 24 h under denaturing
Sample activity (%) (h) conditions
U/g) C alpha beta (mmol/U)

CLEA-0.2-200 298 £ 44 79%12 071 0,5 1,78 2.36 0.305
CLEA-0.2-400 65319 13504 012 -001 0,19 5.79 0.135
CLEA-0.2-600 429+35 177+ 1.4 0,38 0,04 0,77 2.79 0.101
CLEA-0.6-200 18.6+3.5 81.5+153 0,79 0,006 183166 44.2 0.178

- CLEA-0.6-400 103 + 21 31464 . 0,74 0,025 49,72 0.84 0.094
CLEA-0.6-600 13329 344+175 1,04 0,04 7,65 18.7 0.172
CLEA-1.0-200 77.1+£03 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 24402 22.3+0.2 0,76 0,027 41,2 16.5 0.123
CLEA-0.5-1 35.6x4.1 13.6+7.9 0,32 0,03 1,27 1.51 0.379
CLEA-0.5-100 156+ 6 38.5+ 4.6 076 0026 568 5.84 0.334
CLEA-1.5-1 69 + 14 8294173 0,80 0,006 348 7.00 0.259
CLEA-1.5-100 395+ 1.9 1185+ 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 78.849.9 60.0+ 4.8 0,51 0,027 15048  7.54 0.565
CLEA-1.0-136 737+ 24 68.8+2.7 0465 0024 2,62 1.29 0.539
CLEA-0.134-50.5 186+ 10 372132 0,413 0,005 0,117 11.9 ND
CLEA-1.867-50.5 16.0+£29 91.8+2.5 1,58 0,0264 0,0259 81.1 1.094
Free laccase 284 + 33 213425 0433 00180 00997 197 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,
CLEA-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 CLEASs 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 (U/g) of the CLEA-1.867-

50.5

Source Sumof  Degree of ~ Mean F Value  p-value
squares  freedom squares

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 éhows 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 3.1B

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

illustrates the interaction between the agitation and reaction time.
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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 CLEA-1.867-50.5. On graph A and B : Model points (B) and Experimental points
(®). On graph C: Reaction time of 8 hours (W), 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 3.1B. 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*

Keao/Km
Sample Km (mM) Kcat (pmol/s/mg) (Lemg/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 (K,). Free laccase has a K, of 0.082 mM
and CLEA-1.0-136 and CLEA-1.0-50.5 K, 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 k¢ of 30.760 and 5.295 pmol/s/mg respectively while free laccase
has a ke of 2.694 pmol/s/mg. The biocatalytic efficiencies (Kea/Km) of CLEAs are equivalent
to free laccase except for CLEA-1.0-136 that has a kq/Ky, 10 times higher than free laccase.

Stability against chemical denaturants
Figure 3.2 shows the resistance to chemical degradation of free laccase and CLEASs 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-1.0-136 (m), CLEA-1.5-100 (w), CLEA-1.867-50.5 (m), CLEA-1.0-50.5
(m) and free laccase (w) 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-1.0-136 which residual activity is
significantly lower than free laccase. For the acefone, all CLEAs had a higher residual activity
than free laccase except CLEA-1.867-50.5. And for the methanol, only CLEA-1.5-100 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-Grégoire WWTP after the settling basin.

Type of contaminant Concentration

Total phosphorus

1.8

(mg/L)
Dissolved COD (mg/L) - 36
Particles in suspension

A 820
(mg/L)
Nitrogen-NH; (mg- 0.61
N/L)
Nitrites (mg-N-NOy/L) 2.53
Nitrates (mg-N-NOy/L) 8.12
Oils and greases (mg/L) 24.1

* Before using this sample, it has been filtrated through a 0.02 um 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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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-Grégoire (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 pm long according to Figure 3.4A while the laccase-based
CLEA is approximately 10 um 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.

Table 3.7. Particle sizes of CLEAs as determined by PCS,

CLEA-1.5-100 CLEA-1.0-13¢  CLEA-1867-  CLEA-1.0-

50.5 50.5
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 EDAC 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 EDAC. 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/I.. 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 Abrahém, 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 ef 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 er 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 CLEASs 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 ef al. (Cabana ef 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 (Ky,), 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 (k) and free laccase
is better when it’s the biocatalytic efficiency that is the base of the comparison (kca/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 ks 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 ef 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 laccase 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 laccase 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 um. Type 2 aggregates are usually smaller with a diameter around 0.1 pm. 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 étude démontre la capacité du chitosane a réticuler des agrégats de laccase et ainsi
former des CLEAs performantes. Ces CLEAs sont plus stables face a la dégradation thermique
que I’enzyme libre, et dans certaines conditions, elles peuvent étre plus actives. Leur stabilité
face a un effluent de station d’épuration des eaux usées est comparable a la laccase libre. Leur
taille leur confeére ¢galement un avantage notable sur la laccase libre : elles peuvent étre
séquestrées dans un bioréacteur et donc étre réutilisées.

Les parameétres influencant [’activité spécifique de ces CLEAs sont1) les
concentrations de chitosane et d’EDAC, 2) la température a laquelle les CLEASs sont formées et
3) le temps de réaction entre les agrégats de laccase et le chitosane/EDAC. Il est important de
noter également I’interaction entre 1’agitation et le temps de réaction, mis en évidence par
I’analyse de variance, sur I’activité spécifique des CLEAs.

Le chitosane est donc une option envisageable pour remplacer le GLU dans la
préparation de biocatalyseurs. La démonstration a été faite pour la laccase mais il est presque
certain que ¢a fonctionne également avec d’autres enzymes. D’autres enzymes pouvant servir
dans des procédés de bioremédiation pourraient €tre immobilisées avec le systéme
chitosane/EDAC pour former des biocatalyseurs entiérement biodégradables et presque sans
risque pour I’environnement.

Les paramétres cinétiques des CLEAs avec I’ABTS comme substrat laissent deviner
qu’une configuration spéciale de bioréacteur serait requise pour le traitement de polluants
présents a de trés faible concentrations (ng/L). Un polluant comme le BPA pour lequel la
laccase a un Km de 10000 uM serait difficile a éliminer s’il est présent & des concentrations de
I’ordre du ng/LL (Cabana et al., 2007). Un réacteur 8 membrane permettrait donc a la fois de
séquestrer les CLEAs et de concentrer les contaminants a I’interface membrane/solutions

aqueuse et ainsi les dégrader plus efficacement.
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Travaux futurs

Plusieurs améliorations sont encore possibles pour préparer des CLEAs plus
performantes, plus stables et moins coiiteuses. D’abord, I’optimisation des conditions de
formation n’est pas terminée, seulement certaines tendances sont observées mais aucun
optimum n’a été détecté. Le protocole utilisé peut également étre modifié pour améliorer
I’activité ou la stabilit¢ des CLEAs. Par exemple, l'utilisation du benzoate pendant
I’insolubilisation de la laccase permet de protéger le site actif et d’ainsi prévenir son
inactivation (Hublik et Schinner, 2000). Il est aussi possible d’utiliser une co-protéine comme
I’albumine bovine ou un polymére aminé comme le polyéthyléneamine lors de 1’agrégation
pour aider a la stabilité de la laccase (Cabana et al., 2007). L’utilisation d’un autre activateur
que ’EDAC serait avantageux puisque ce dernier est trés coliteux (environ 1508 pour 5 g,
Sigma-Aldrich). L’utilisation d’un agent réducteur comme 1’acide cyanoborohydrique peut
aussi aider a stabiliser les liens formés lors de la réticulation (Hermanson,1996). Egalement, en
utilisant une laccase ayant un pH optimal plus prés de la neutralité, les possibilités d’utilisation
seraient grandement améliorées.

Il serait aussi intéressant de tester 1’utilisation des CLEAs de laccase-chitosane dans un
bioréacteur pour tester leur résistance a des utilisations répétées et également s’il est aisé de les

séquestrer.
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Annexe 1

A1Cinétique de type Michaelis-Menten

La laccase libre utilisée et les CLEAs produits suivent la cinétique Michaelis-Menten.

Cette cinétique enzymatique s’exprime sous la forme de I’équation Al.1

0 — Ymax+[S]
-r; dans ce cas-ci peut s’exprimer comme |’activité de I’enzyme (U/L)
[S] est la concentration en substrat (mM)
Vmax €st la vitesse maximale de réaction (U/L)
Km est la constante de Michaelis-Menten et représente la concentration de substrat

(mM) a laquelle I’enzyme aura une activité égale a 0,5V pax.

En utilisant le logiciel SigmaPlot 7.0, il est possible d’effectuer un ajustement de
courbe et d’apposer ce modele sur les données recueillies de 1’activité des CLEAs en fonction
de la concentration en substrat. Les figures Al.1 4 Al.4 présentent les résultats de 1’étude

cinétique des 4 CLEAs dont la cinétique a été déterminée en utilisant I’ABTS comme substrat.

88



Activité (U)

0,22
0,20
0,18
0,18
0,14
0,12
0,10
0,08

0,08

0,04

25

L 4
4
J
-1
1
00 0,5 10 1,5 20 ,

Concentration en substrat (mM)
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Annexe 2
A2 Dégradation thermique

L’activité de la laccase libre et des CLEAs a été mesurée en fonction du temps d’exposition a
des conditions dénaturantes (i.e., 40°C et pH 3). Les résultats de ces mesures sont répertoriés

dans les figures A2.1 a A2.6.
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Figure A2.1 Dégradation thermique de CLEA-0,2-200 (+, ___ ), CLEA-0,2-400 (0, — —) et CLEA-0,2-600 (V¥ ,----- )
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