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INTRODUCTION






La for8t, mal comnue pour certains, est une extraordinaire
source de matiéres premidres et d'énergie. Autrefois, le bois était utilisé
comme matériau de construction et comme combustible. La valorisation de sa
structure fibreuse a permis d'étendre ensuite 1l'utilisation du bois a 1la

fabrication des papiers et des fibres textiles.

Les progrés réalisés dans la compréhension de la structure
microscopique et chimique du bois permettent actuellement une recherche
de valorisations "douces", c'est—&-dire intermédiaires entre la conser-
vation de la fibre et sa destruction par combustion. Les travaux s'orien-
tent vers deux directions : les filidres thermochimiques (ou voie s&che),
et .les filidres chimiques, biochimiques et microbiologiques (ou voie

humide).

Les filidres thermochimiques font agir sur le bois des para-
métres thermodynamiques (pression, température, temps de passage dans le
réacteur...), ceci donnant des produits solides (charbon de bois, bois
torréfié...), liquides (pyroligneux, mélange d'hydrocarbures...) et
gazeux (mélange d'hydrogéne et de monoxyde de carbone aboutissant au

méthanol).

Les secondes filidres utilisent séparément les constituants
organiques du bois. En effet, le bois est un matériau "composite" formé
de fibrilles de cellulose, de lignine et d'hémicelluloses. La lignine
est essentiellement utilisée comme combustiblg) et les hémicelluloses peu-
vent conduire & la fabrication de furfural et & la fabrication d'édulco-
rants tels que le xylitol et le sorbitol. La cellulose était jusqu'alors
utilisée dans 1l'industrie textile et chimique pour la fabrication de

rayonne, acétates et nitrates de cellulose.

L'idée d'hydrolyser la cellulose en son son motif monomére,
le glucose a germé depuis le début du siecle. Le glucose est en effet

un composé organique permettant d'arriver a la formation d'un trés grand



nombre de substances par 1'intermédiaire de sa fermentation. Celle-ci
peut conduire 3 la synthése de protéines d'organismes unicellulaires,
d'antibiotiques d'enzymes,en passant par les grands intermédiaires de
la chimie organique tels que les solvants (éthanol, acétonme, butanol)

et les acides organiques (acide acétique, lactique, propionique...)

Des procédés d'hydrolyse acide ont été mis au point indus-
triellement et permettent 1l'obtention du glucose & partir de la cellulose.
Cependant, le rendement de 1'hydrolyse acide est considérablement affaibli
par la formation de produits de dégradation de la cellulose qui s'effec—
tuent dans diverses réactions pendant 1l'hydrolyse, du fait des conditions
trop drastiques de la catalyse acide. Elle aboutit alors & un mélange de

sucres et de dérivés de sucres en fin d'hydrolyse.

En 1950, des microbiologistes de 1'"U.S. Army Natick" ont‘
isolé un champignon, Trichoderma viride, qui était responsable de la dé-
gradation du matériel en bois utilisé par 1l'armée. Ce champignon synthétise
un complexe enzymatique, la cellulase, capable de catalyser de facon spé-
cique 1'hydrolyse de la chaine cellulosique en un seul produit de réaction,
le glucose. Cette spécificité représente donc un grand avantage par rapport
4 1'hydrolyse acide, évitant les étapes de séparation des différents pro-
duits. Dans la pratique, d'importantes difficultés ont ralenti le dévelop-
pement de cette voie et de nombreuses étapes doivent &tre surmontées afin

d'améliorer sa rentabilité. C'est dans cette optique que se situe notre

travail :

Nous nous sommes intéressés, 2 la mise au point d'un réacteur
d'hydrolyse enzymatique de la cellulose par enzymes fixées. Nous avons été
amenés 2 étudier 1'influence de prétraitements chimiques permettant 1'ob-
tention d'un substrat soluble, hydrolysable par les enzymes immobilisées.
Une approche cinétique du comportement de la cellulase immobilisée vis a
vis de son substrat nous a permis d'apporter certaines améliorations & ce

systéme afin d'en augmenter le rendement.
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Nous abordons l'étude par un rappel bibliographique sur
le substrat (composition des constituants du bois et leurs prétraitements
chimiques), sur le procédé (catalyse enzymatique) et sur 1l'outil (la cel-

lulase).

Nous décrirons ensuite les techniques utilisées pour immobi-
liser la cellulase et solubiliser la celluldse et les différentes méthodes
de suivi de la réaction d'hydrolyse. Nous aborderons ensuite le comporte-
ment de la cellulase en solution vis & vis de son substrat pré-traité,
puis son comportement sur support, montrant qu'il est possible d'hydrolyser
la cellulase par enéymes fixées. Cette étude devrait permettre.de détermi-

ner les conditions optimales de fonctionnement d'un tel systéme.






CHAPITRE 1

RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES
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La cellulose est la plus abondante des ressources natu-
relles renouvelables disponibles pour l'homme. Mais dans aucune source
naturelle, la cellulose ne se présente sous une forme pure. Méme les
fibres de coton,qui sont la forme la plus pure de la cellulose réelle-
ment disponible dans la nature,contiennent environ 6 %, en poids, de
polysaccharides noncellulosiques, prot&lnes et &léments minéraux. Dans
la nature, la cellulose est toujours associée & d'autres molécules telles
que les hémicelluloses, la pectine ou la lignine. Les hémicelluloses sont
des hétéropolyméres de galactose, mannose, xylose, arabinose et autres
sucres et de leurs acides uroniques. Leur hydrolyse fournit une grande
variété de sucres. La lignine est un polymére phénolique tridimentionnel
qui, dans le bois, est intimement 1ié & la cellulose. Cet arrangement de
la lignine avec la cellulose partiellement cristalline confire au bois

son importante résistance biologique et chimique.

Parmi les nombreuses sources de cellulose (bois, coton, canne
i sucre, paille, résidus agricoles et urbains), le bois est la source la
plus importante,car la plus disponible dans le monde,et dont le renouvelle-

ment s'opére avec la meilleure productivité.
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1 - composITION ET CONSTITUANTS DU BOIS

Le bois contient des matiéres organiques dont la composi-
tion &lémentaire globale en carbone, oxygéne, hydrogéne, et azote est

i peu prés la suivante :

C :507%,0 :43Z,H: 67Z, A:17Z.
Cette composition chimique varie  légérement selon les

essences (Figure 1). Il contient &galement

~ de 1'eau, libre 3 l'intérieur des fibres de cellulose,

-~

et dont la proportion peut atteindre jusqu'd 100 7 du poids du bois sec.

- des cendres, de composition variable (silice, phosphate de
potassium et de calcium) et qui repré@sentent 0,1 & 3 7 du poids du bois

sec.

Le bois est constitué d'une variété de substances parmi les-
quelles les polysaccharides et la lignine sont les constituants majeurs.
Les cellules qui constituent le bois possédent des parois cellulosiques
plus ou moins combinées avec la lignine, les pectines et les hémicellu-
loses. A l'intérieur de ces cellules vivantes se trouvent les matidres
protéiques et les matidres de réserve (amidon, sucres, hémicelluloses)
assurant la croissance et la multiplication de ces cellules. L'&corce,

constituée de cellules mortes contient quant 3 elle, des teneurs &levées

en tanins et résines.
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1.1. LA CELLULOSE

1.1.1. Structure

La teneur du bois en cellulose est en moyenne de 40 & 50 7.

La cellulose (Figure 2) est un homopolymére dont la com-
position correspond a4 la formule globale (CgHjgOs5)p. Elle est constituée
de macromolécules lindaires formées par 1l'enchainement de motifs B =-glu-
cose ou plus précisément de motifs B-cellobiose, chaque motif glucose

étant tourné de 180° par rapport au motif voisin.

HO- CH: | H OH HO-CHa OH
i H oI N/ H o N o\
\\ol | H o) H H
lH H IHO-CHz OH  HO-CH.
| unité }
glucose

Figure 2 : Chaine cellulosique

Le degré de polymérisation de la cellulose est de l'ordre
de 10.000 dans les fibres naturelles. Aprés les traitements d'extraction

et de blanchiment, ce degré de polymérisation tombe dans une fourchette
de 200 3 1000. [ 1 1]

Ces chaines polyglycosidiques forment des micro-fibrilles
possé&dant un haut degré de cristallinité. La cellulose joue donc un
rdle de soutien en formant une trame fibrillaire dans la paroi cellu-
laire végétale. L'arrangement tridimentionnel favorise la formation de
liaisons intermoléculaires et de ponts hydrogéne et par 1lda, la cons-

titution de fibres 3 partir de micro-fibrilles rend mieux compte de la

grande résistance mécanique et de la résistance aux agents chimiques.[ 2 ]
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1.1.2. Solubilisation de la cellulose

La cellulose est parmi les constituants du bois celle qui
résiste 4 1'attaque des solutions alcalines 3 10 7. Cette propriété
est utilisée industriellement pour la fabrication des pdtes cellulosi-
ques et du papier. Elle est &galement insoluble dans l'eau et les sol-
vants organiques (alcool, benzéne, &ther &thylique, tétrachlorure de
carbone). Cette insolubilité dans les solvants classiques est due & sa
structure lindaire et rigide qui favorise l'établissement de liaisons

hydrogéne .intermoléculaires.

Pour dissoudre la cellulose, il faut donc un solvant ca-
pable de rompre ces liaisons. La cellulose, &tant un polyalcool, peut
réagir aussi bien avec des acides qu'avec des bases. Elle est soluble
dans les acides minéraux concentrés tels que 1l'acide chlorhydrique 3
42 %, l'acide bromhydrique 3 66 7, l'acide nitrique & 68 7 ou encore
1'acide sulfurique 3 70 % et l'acide phosphorique & 85 %.[3]. Cette
dissolution est en général accompagnée d'une forte dégradation de la
molécule de cellulose par hydrolyse. Parmi les acides organiques, seul
1'acide trifluoroacétique semble avoir un pouvoir de solvatation suf-
fisant pour dissoudre la cellulose. Quelques solutions aqueuses de sels
métalliques comme le chlorure de zinc ou le chlorure de lithium sont
également utilisés pour solvater la cellulose. La cellulose de faible
degré de polymérisation peut &tre dissoute compl&tement dans des solu-
tions -aqueuses de bases minérales fortes comme l'hydroxyde de lithium
et 1'hydroxyde de sodium. [3], [4]. Enfin, certains solvants alcalins
complexes présentent de bonnes propriétés de solvatation vis-a-vis de
la cellulose. C'est le cas par exemple du "cadoxen" ou chlorure de zinc

tri-éthyléne diamine et du diméthylsulfoxyde. [5 - 9]

Des réactions de substitution sur les groupes hydroxyle
peuvent conduire 3 des dérivés cellulosiques solubles en milieu aqueux.
Cette solubilité &tant toutefois dépendante du degré de substitution
et pour certains dérivés, de la température. Par exemple, des méthylcel-
luloses ayant une teneur de 13 3 18 %7 en groupements méthoxyles, sont

solubles dans 1l'eau a 20°C. [1]
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L'estérification de la cellulose par de l'acide phosphorique peut &ga-

lement donner des dérivés cellulosiques solubles dans l'eau. [10] , [11]

Le choix d'une méthode de solubilisation sera surtout fonc-
tion de l'utilisation de la cellulose traitée. Pour notre part, ce trai-
tement de la cellulose précéde 1l'étape de l'hydrolyse enzymatique dont
les conditions opératoires sont régies par les facteurs influencant la

cinétique d'une rdaction enzymatique.

1.2. LES HEMICELLULOSES

On regroupe sous ce nom un ensemble de polysaccharides qui
sont associés 3 la cellulose dans la paroi des cellules végétales. Ils
sont constitués principalement par un mélange d'hexosanes et de pento-
sanes. Les hexosanes, de méme formule brute que la cellulose (CéHlbOS)n
lib&rent au cours de leur hydrolyse d'autres sucres en Cg autres que le
glucose, en particulier du mannose. Les pentosanes conduisent,par contre,
aprés hydrolyse & des sucres en C5 (C58;q05) dont le plus abondant est
le xylose. Dans le bois de résineux, les hémicelluloses repré&sentent
environ 10 % du poids et dans le bois de feuillus, 20 7. Leur teneur
dans la paille atteint 30 % et davantage dans le son et le mais. Les
hémicelluloses sont en partie extractibles par 1l'eau. Elles sont solubi-

lisées par des solutions alcalines.

1.3. LA LIGNINE

La fraction non glucidique la plus importante dans le bois
est représentée par la lignine. Elle représente 18 & 30 7 de la masse
totale du bois, avec une teneur plus &levée dans les coniféres (24 3
28 %) que dans les feuillus (18 3 23 7). Il s'agit d'un polymére tri-
dimentionnel &difié i partir de noyaux phénylpropane diversement subs-—
titués, li8s entre eux par des liaisons alkyl-alkyle, &therarylalkyle

et diphényle (Figure 3) . La lignine est trd&s difficilement biodégra-
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dable, c'est la raison pour laquelle on la retrouve en quantité@ impor-
tante dans la tourbe qui est le produit de dégradation des vég&taux en
‘milieu aqueux .. Cette résistance i la dégradation enzymatique n'est pas
encore complétement &lucidée. L'existence de liaisons hydrogéne dues
au grand nombre de fonctions alcool, phénol et &ther, ne permet pas
d'expliquer 3 elle seule cette ré&sistance. D'autres hypothé&ses sont
avancées, telles que l'existence de complexes lignine-sucres li&s par
liaisons covalentes, et un facteur conformatiomnel, le réseau tridimen-
tionnel de la lignine empéchant d'un point de vue stérique la pénétra-

tion de 1'eau et des molécules protéiques.

2 - PRETRAITEMENTS DES MATERIAUX LIGNOCELLULOSIQUES

Pour dégrader la cellulose du bois, le matériau doit &tre
partiellement délignifié de fagon d accroitre l'accessibilité de la cel-
lulose. Plusieurs types de prétraitements physiques, chimiques et biolo-
giques ont &té &étudiés [12] , [13] , [14] . Les plus efficaces sont les
traitements physiques. Le broyage permet d'obtenir de tr&s fines parti-
cules et a 8galement pour conséquence de diminuer le taux de cristalli-
nité de la cellulose. Il est actuellement tr&s employé@ bien que ce soit
un procédé trés énergivore et cofiteux. Les traitements qui divisent les
parois cellulaires parall&lement 3 l'orientation des microfibrilles,
requidrent moins d'énergie que ceux produisant des fractures perpendicu-
laires 3 l'axe des microfibrilles. Une tré&s rapide dépressurisation, par
ezemple, engendre une explosion du bois avec rupture le long des fibres.
L'irradiation du bois par un rayonnement gamma ou par un flux d'électrons
3 haute énergie est &galement utilis&e pour délignifier le bois et r&duire
la cristallinité de la cellulose. Cependant, l'efficacité optimale n'est

atteinte qu'avec un rayonnement de 108 rads. [15]

Les traitements chimiques utilisant des acides forts concen-
trés (acides sulfuriques, phosphoriques) ou des bases fortes (soude, am-

moniac) ou méme certains sels comme le chlorure de zinc permettant d'=-
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obtenir une cellulose gonflée qui permet une meilleure pénétration de l'eau
i 1'intérieur des mailles de la cellulose. L'index de cristallinité, par
contre, est peu modifié par ces traitements. [15]

s

3 - RAPPELS CINETIQUES DE LA CATALYSE ENZYMATIQUE
EN SOLUTION

Les principes généraux de la cinétique chimique (ordre de
réaction, énergie libre d'activation, effet des catalyseurs), s'appliquent
également aux rd8actions catalys@es par les enzymes. Cette cinétique est
régie par le phénoméne de saturation par le substrat. A une faible concen-
tration de substrat, la vitesse de réaction est proportionnelle 3 cette
concentration. La ré@action est alors du premier ordre. Aux fortes concentra-
tions de substrat, la vitesse devient constante, indépendante de cette concen-

tration. La réaction est alors d'ordre zéro.

La Figure4lretrace cet effet de la concentration initiale en

-substrat sur la vitesse d'une réaction enzymatique :

el

Vm

o
0 Km (SJ
Figure 4 : Influence de la concentration initiale en

substrat sur la vitesse enzymatique.
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Toutes les enzymes présentent cet effet de saturation, la
concentration saturante du substrat &tant tr&@s variable d'une enzyme 3
1'autre. Cet effet de saturation par le substrat a conduit V. HENRI [16]
i supposer que la formation réversible d'un complexe enzyme-substrat
constituait une étape essentielle de la réaction. En 1913, L. MICHAELIS
et M.L. MENTEN [17] ont &tabli une thé@orie générale du mécanisme d'ac-
tion des enzymes et de la cinétique enzymatique. Cette théorie admet
que l'enzyme E se combine dans une premiére étape avec le substrat S
pour former un complexe enzyme-substrat ES qui se décompose dans une deu-
xidme &tape pour libérer le produit P en régénérant l'enzyme. Dans le cas
général oli l'enzyme transforme irréversiblement son substrat en produit,

on peut écrire la réaction enzymatique suivante :

E + S —Le ES X2 E+p
k™1

La vitesse initiale, &gale & la vitesse de disparition du

complexe ES peut 8tre définie par 1'é&quation du premier ordre :

Vo = ky [ES]

Lorsque la concentration du substrat est suffisamment &levée
pour que tout l'enzyme présent soit saturé, sous forme de complexe ES, la

vitesse maximum est atteinte :

Vm = k2 [Eol
- . . d[E] _ d[ES] _
A 1l'état stationmnaire, ye = o0 et —5T = %

la concentration du complexe [ES] &tant alors :

_ Eo [8] k=l o+ k2
[ES] = RKo+S , avec Km = ~——§i———-

(Km constante de Michaelis-Menten)



et la vitesse initiale

_d[p] _ _Vm [s]
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.

Vo = Tt o+ S (Equation de Michaelis et Menten)
ou 1 _ 1, Km . 1
v Vm Vm [s]

l} - FACTEURS INFLUENCANT LA VITESSE D'UNE REACTION

ENZYMATIQUE

Les principaux facteurs susceptibles de modifier la ciné-

tique d'une réaction enzymatique sont :

- 1la
- la
- 1le
- la

- la

4.1.

Pour

est dépendante du

concentration de substrat
quantité d'enzyme

pH

température

présence d'effecteurs enzymatiques.

INFLUENCE DE LA CONCENTRATION DE SUBSTRAT

un syst@me enzymatique donné, la vitesse de réaction

[s]
rapport —[—KEET—

i [S]I<<Km, la vitesse de réaction devient :

Vm

V = < [8] , réaction du premier ordre par rapport

au substrat .S.

i [S>Km, V~ Vm, la vitesse est indépendante de la

concentration en substrat. La réaction

est d'ordre zéro.

— Pour des concentrations intermédiaires, l'ordre de réaction

est mixte. La vitesse est alors donnée par l'équation de Michaelis et Menten.
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4.2, INFLUENCE DE LA QUANTITE D'ENZYME

Lorsqu'une réaction enzymatique se fait en présence d'un
excds de substrat, la vitesse de réaction est alors proportionnelle &

la quantité d'enzyme dans le milieu.

Vm = ky [Eo]

4.3. EFFET DU pH

- Les réactions enzymatiques sont tré&s sensibles au pH du
milieu réactionnel. Cela tient au fait que la structure de la protéine
enzymatique est irréversiblement modifiée par les pH extrémes. En outre
le pH modifie 1'état d'ionisation du substrat dans un graﬁd nombre de
cas. Il modifie également la dissociation des acides aminés de la pro-
téine, et donc en particulier, ceux du site actif qui participent a la
formation du complexe [E.S] . Le pH optimal permet d'atteindre une vi-
tesse maximale de la réaction enzymatique correspondant & une affinité

maximale de 1l'enzyme pour son substrat.

4.4, EFFET DE LA TEMPERATURE

L'élévation de la température provoque en général une aug-
mentation rapide de la vitesse de réaction. Mais les enzymes &tant des
protéines sont dénaturées par des températures trop élevées. La tempé-

rature optimale doit donc €tre un compromis entre ces deux facteurs.

5- INETIQUE ENZYMATIQUE EN PRESENCE N’ INHIBITEURS

Certains compos&s chimiques ont la propriété de modifier
la vitesse de réaction enzymatique. Ce peut &tre des activateurs ou des
inhibiteurs de cette réaction, lesderniersétant les plus nombreux. Selon
leur mécanisme d'action on distingue plusieurs types d'inhibiteurs enzy-

matiques .
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~ Les inhibiteurs compétitifs dont la structure est analogue
i celle du substrat. Ils forment un complexe avec l'enzyme et prennent

la place du substrat. Il se produit alors deux réactions simultanées :

ki k2

E + S -—E:TL- £ES —— P + E
kg

E + I == E51I
k-3

ce qui donne une équation géndrale de la vitesse :

i) _ vm [S]

- _ [E].[1]
dt K =

[EI]
£

o = 1]
et K'm = Km (I+ R

avec ~

[1]
Km (1 = S
(1 + g s

1'affinité du substrat pour 1l'enzyme semble donc diminuée.

- Les inhibiteurs non compétitifs se fixent réversiblement
sur le complexe enzyme-substrat et sur l'enzyme libre, non pas sur le
site actif, mais sur un site "inhibiteur", ce qui provoque une modifi-
cation de la conformation de la protéine de sorte qu'une partie de 1l'en-
zyme se trouve inactivée. La vitesse de réaction et la vitesse maximale
sont diminudes, alors que 1l'affinité de 1l'enzyme représentée par Km

reste inchangée.

Le schéma de la réaction s'écrit alors :

E+ S == ES —=E+?
k3
k-3

k4

ES+ I =—= ESI
k=4



- 928 -

et la vitesse de r@action enzymatique devient :

v = alel = vm [S] avecV'm = Y
dt [1] [1]

- Les inhibiteurs incompétitifs se fixent sur le complexe
enzyme-substrat en bloquant l'évolution vers l'élaboration du produit.

Le schéma de la réaction est alors le suivant :

k] k2
E + S=——* ES§~——=FE + P
k-1
+ 1
k3 lk—3
ES I
La vitesse de la réaction et l'affinité de 1l'enzyme pour

son substrat s'en trouvent alors modifiées. L'équation se trouve alors

‘sous la forme :

Vm . [s]
L1l
1 4+ ——=
_odlel _ .
v ac . -
Km
[1]
] + === + [S]
K

Les composé&s directement impliqués dans la réaction sous
forme de produit ou de substrat peuvent @tre, pour certains des inhibiteurs
de la réaction. C'est le cas du cellobiose, par exemple vis-d-vis d'un

composant de la cellulase comme nous le verrons par la suite.
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b - LES ENZYMES IMMOBTLISEES

La grande spécificité d'action des enzymes et les condi-
tions de pH de température auxquelles elles travaillent accroissent
. 1'intérét porté i la catalyse enzymatique au détriment de la catalyse
chimique. Mais le colit élevé des procédés d'extraction et de purifi-
cation des enzymes, ainsi que leur instabilité en solution et les
colits engendrés par leur séparation du milieu réactionnel, sont un

obstacle i la généralisation de leur utilisation.

L'observation de la cellule vivante montre que seules les
enzymes exocellulaires agissent & 1'état libre. Par contre les enzymes
intracellulaires sont fix@es sur la membrane de la cellule ou sur les
membranes des organelles. L'emploi d'enzymes fixées permet donc de
mieux se rapprocher des conditions naturelles d'utilisation des enzymes

et de mieux comprendre leur fonctionnement.

Cette idée de fixer les enzymes pour les rendre insolubles
est ancienne. V. HENRI [16] , en 1916, NELSON et GRIFFIN [18] adsor-
baient 1'invertase sur du charbon actif. En 1947, MICHEEL et EWERS [19]
utilisent la cellulose comme support em cré@ant une liaison ionique entre
la cellulose et 1l'enzyme. EN 1960, les &quipes de KATCHALSKI [20] et
MANECKE [21] développent de nouvelles &tudes sur la fixation des enzymes.
De nouvelles recherches se sont multipliées et des méthodes variées d'im-
mobilisation ont &té mises au point et décrites depuis lors. STARK [22]

SIIMAN [23] KAY [24] ORTH [25] SELEGNY, BROUN et Coll.[26] [27] [28].

En milieu industriel, l'utilisation des enzymes en solution
nécessite 1'emploi d'un systéme discontinu avec renouvellement de 1'enzyme
en début de chaque cycle de production. L'immobilisation sur support inso-
luble permet 1l'emploi de réacteurs en continu, fonctionnant sur une longue
période sans renouvellement de 1'enzyme. De plus 1l'immobilisation s'accom-
pagne généralement d'une stabilité accrue du catalyseur biologique. Elle
engendre donc un gain de temps et de productivité. Le fonctionnement d'un
réacteur en continu offre 8galement l'avantage d'un suivi et d'un contrdle

de la production en temps réel et facilite l'automatisation du systéme.
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Les enzymes fixées présentent un grand intérét pour les
applications analytiques, C. TRAN MINH, G. BROUN [29], L.D. BOWERS,
P.W. CARR [30]. Mais sans nul doute, 1'industrie alimentaire, eten par=
ticulier 1'industrie laiti2re, est le principal employeur des enzymes im-

mobilisées, MONSAN [31] , HIROHARA et Coll. [32], DOHAN et Coll. [33].

Quelques exemples d'applications actuelles et potentielles
sont résumés dans les Tableaux (I.1) et (.2.) extraits du compte-rendu des

premiéres rencontres Internationales des Bioindustries. NANCY 28-29

Septembre 1982. [34]

7 - LA CELLULASE

7.1. ORIGINE ET COMPOSITION

La cellulase est un complexe enzymatique qui catalyse
1'hydrolyse de la cellulose native. Ce catalyseur est une enzyme exocel-
lulaire produite par plusieurs espéces de champignons. En effet, la cel-
lulase active a été extraite de cultures de Trichoderma viride(ou Tricho-
derma reesei)[35], [36]1, [37], qui sont éctuellement les souches fongiques
les plus utilisées pour 1l'obtention de cellulase commerciale. Mais 1'en-
zyme est également produite par Trichoderma koningii [38] Fusarium solari
[39] Penicilium funiculosum [40] Sporoticum pulvelulentum [41] et Polypo-
rus helipiferoe [42]. Les cellulases de ces diverses souches se distin-
guent essentiellement par leur aptitude & dégrader plus ou moins complé-
tement la chaine cellulosique. Cette différence d'activité est due a la
variation de la nature et de la composition du complexe enzymatique comme
le montrent les opérations de fractionnement de différents complexes cel-
lulasiques réalisées par les équipes de WOOD et Mc CRAE [43], [44],
ERIKSSON [45] BERGHEM et PETTERSSON [46],[47] SHOEMAKER, GUM et BROUN
[481, [49], GONG, LADISCH, TSAO [50], KANDA et Coll. [51], HALLIWELL et
GRIFFEN [52], PERCHERON [53].



TABLEAU I.1 : PRINCIPALES UTILISATIONS IVDUSTRIELLES

DES ENZYMES IMMOBILISEES

PRODUITIS

ENZYME / ORIGINE

METHODES D'IMMOBILISATIONS / SUPPORT

SOCIETES

Sirops a haute
teneur

en fructose

Glucose Lsomérase
B.coagulants

Actinoplanes—
Missouriensis

Streptomyces spe

Streptomyces spe

Réticulation au glutaraldéhyde
des cellules lysées

Inclusion dans la gélatine et
réticulation au glutaraldehyde

Adsorption sur DEAE cellulose ou
sur Amberlite

Adsorption sur Alumine

NOVO

GHIST BROCADES

CLINTON

C.P.C. CORNING

sem sme ave def o tme e demf v sme st e e sme e 2 ofe bem vd m b b rme b e se ame be the s b g

em o bt s s sl i be st s e 1 e e b b s s b 6w e 4o tm v b e e e o

am ema emw tend ee s aem cwe] ame s s dme ] vm e tr eme fo cew dre e s st sew dm am sam scw am rhe tms sem b

ammoniagenes

]
!
1
1
!
!
!
!
1
!
1
]
!
1
!
1
!
fo g < B.Galactosidase Inclusion dans du triacétate de !
Lait délactosé S. lactis cellulose ! SNaAM PROGETTI
1
1
8.Galactosidase Liaison .covalente sur silice !
. . . X
Lactolysés A.nlger alkylaminde : CORNING .
A.orizae :
1
1
. Invertase Liaison covalente sur rafle de !
Sucre Inverti S.cerevisiae mais ! BEGHIN SAY
!
T
1
Saccharose Galactosidase Mycelium aggloméré , HOKKAIDO SUGAR
Mortierella vinaca Y '
! ! ! T !
!t 6APA ! Penicilline Amidase ! Diverses : ‘ ! Di !
. s ivers groupes
! ! E.coli ! .Llalson‘covalente{DEAE cellulose t pharmacgutizues i
! ! ! .Adsorption/Bentonite ! !
1 ! ! ! !
; 1 t L L
! ! ! ! !
! L-méthionine ! Amino acylase ! Adsorption/DEAE Sephadex !  TANABE SEIYAKU !
! L-phényl.alamine ! A.orizae ! ! 5
! 1 ! ! !
! H 1 4 {
! ! » 1 ! !
! Ac. L-aspartique ! Aspartase ! Inclusion.gel de carraghenate ! TANABE SEIYAKU !
! ! E.coli ! ! ' !
! ! ! ! !
! ! 1 [ !
! . ! Fumarase : . ! !
! - ! ) E SET
: Ac.L-malique | Brevibacterium ) Inclusion/gel de carraghenate 1 TANAB! YAKU 1
! ! ! !
! ! ! !
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peroxyde d'hydrogéne

TABLEAU I.2 : ENZYMES IMMOBILISEES : APPLICATIONS POTENTIELLES
EN INDUSTRIE LAITIERE

] T ] ] ]
T ! : . ! ! !
!  ENZYME ORIGINE ! METHODE D'IMMOBILISATION / SUPPORT !  APPLICATION ! REFERENCES !
! ! : ! ! !
! ! ! ! i
1 1 1 ! ]
, Pepsine porc , Liaison covalente / CPG ; Coagulation du lait ;| M.J. TAYLOR ,
. , (Glutaraldéhyde - Verre alkylaminé) ' " '
; , , ' N. FOLSON '
! 1 ! ! al. 1979 !
! Pepsine ! Liaison covalente / TiOp ! " " ! !
! ! ! ! !
! ! ! ! !
1 Pepsine ! Adsorption / Alumine ! " " 1 !
! ! ! ! !
1 ! ! ! !
! Protéase ! Réticulation (glutaraldéhyde) ! " " ! K. OHMIYA & 1
! Alecaline ! résine anionique Dowex MWA.1 ! 1 al 1979 !
! (B.Subtilis) ! ! ! t
! ! ! ! !
! ! ! ! !
! Présure ! " " 1 " " ) " |
! ! ! ! !
! ! ! ! !
! Chymosine ! Agarose ! Etudes fondamentales! GREEN and 1
! ! ! ! CRUTCHFIELD !
! ! ! ! 1969 !
! ! ! ! !
! ! ! ! !
! Pepsine ! Liaison covalente / Dextran ! Etudes fondamentales! " !
! ! ! ) ! !
! ! ! ! . !
t Trypsine ! Liaison covalente / CPG ! Stabilisation du ! SHIPE & al !
! ! ! lait & l'oxydatiomn ! 1972 !
H ! ! ! !
1 ! ! ! !

1 ! . . ! !
s Pepsine , Liaison covalente / CPG ,Coagulation du lait |, M. CHERYAN '
X . (BSA/Zr0, - CPG) ' . 1976 X
1 ! 2 ! ! !
! ! ! ! !

! ! . . ! !
3 Sulphydryl- , Liaison covalente / $i0; ,Iraitement des laits , H.E.SWAISGOOD!
; oxidase . ,UHT ) 1980 )
,  (lactosérum) ) - ' ! !

! ! ) ! !
5 Catalase , Inclusion / triacétate de cellulose Elimination du ; F. BARTOLI & ,
: : . al 1978 ’
! ! ! !
! ! ! !

1

CPG : Verre i porosité

contrdlée
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Le systéme cellulasique est composé de 3 types primcipaux

d'enzymes : i

- les endoglucanaseé [1,4 B-D glucanglucanohydrolase
(EC 3.2.1.3.)]1

- les exoglucanases‘[l,ﬁ B-D glucancellobiohydrolase
(EC 3.2.1.91) et 1l'exo 1-4 RD.glucosidase (EC 3.2.1.74)]

- la B-glucosidase ou cellbbiase (EC 3.2.1.21)

7.2. MODE D'ACTION

Le mode d'action des cellulases sur la cellulose pure fait
1'objet de nombreuses hypothéses. Le premier postulat concernant la na-
ture du mécanisme de l'hydrolyse enzymatique a &té avancé par REESE en
1950 [54]. Il envisagea un systdme de dégradation en deux étapes : un
facteur C; modifiait la cellulose et initiait 1'hydrolyse par cette désa-
grégation des chaines de cellulose, ce qui produisait, pensait-il des
cello-oligosaccharides solubles, puis un second composant Cx &tait respon-—
sable de la dépolymérisation de ces cello-oligosaccharides formés en cou-
pant au hasard leurs chaines, d'od le nom de Cx. Plus tard, en 1975, il
caractérise un autre composant de la cellulase, la cellobiohydrolase. Cette
enzyme enldve successivement des unités cellobiose 3 partir de l'extrémité

non réductrice de la chaine de cellulose [54], (Figure 5)

cellulose cellulose . cello- ———= glucose ,

cristalline réactive oligosaccharides

Figure 5 : Hypothése d'origine

Des travaux plus récents ont montré que le composant Cx serait
en fait une endoglucanase, c'est-3-dire une enzyme catalysant 1'hydrolyse
des liaisons glucosiques d l'intérieur de la chaine de cellulose sur les
parties amorphes. Son action entraine donc la formation de molécules de

cello-oligosaccharides . (Figure 6).

ce%lulosg c§llu}ose cellobiose ———= glucose
cristalline réactive

Figure 6 : Hypothése d'une action séquentielle




Le composant Cq serait en fait une exoglucanase (B-1-4
glucancellobiohydrolase) qui hydrolyse l'extrémité des chaines de cello-
oligosaccharides formées par l'action des endoglucanases Cx. [38], [44]
[56],[57].

Ce systéme d'action bi-phasique, proposant que dans un
premier temps, les régions amorphes de la cellulose soient dégradées
avant que ne commence 1'hydrolyse des régions cristallines, est pro-
gressivement abandonné au profit d'un systéme de dégradation monophasique
faisant état d'une cinétique de premier ordre, par rapport au substrat
[58 - 61].

Des travaux plus récents de WOOD [62] et KLESOV [63], en
1980, ont montré que l'hydrolyse de la cellulose était catalysée par le
complexe cellulasique constitué, en fait, de 3 types d'enzymes agissant

4 la fois successivement et parallélement sur la cellulose.

Les travaux de PETTERSSON [64], NIszzawa [65] et STREAMER
[66], ont permis d'observer que l'action des exoglucanases produisaient
plus de produits de dégradation lorsque la cellulose avait été au préa-
lable prétraitée par des endoglucanases. Toutes ces observations appuient
la théorie selon laquelle les endoglucanases (Cx selon REESE) agissent au
hasard sur la chaine de cellulase permettant une action ultérieure des
exoglucanases (C1) plus importante sur l'extrémité des nouvelles chaines

formées.

Bien que le mécanisme exact des cellulases fongiques soit
encore discuté, il semble acquis qu'il existe un phénoméne de synergie
entre les exocellulases (C{) et les endocellulases (Cx) au cours de
1'attaque des régions cristallines de la cellulase. EMERT [61], BISARIA
[671, N1s1zawA [681, cong [501, wooD [44], et ORAZAKI [69] ont en effet
montré que l'activité du complexe exoglucanase-endoglucanase sur la cel-
lulose cristalline était supérieure & la somme des activités des deux

composantes prises isolément.

Actuellement, 1'ensemble des études s'accorde sur le

mécanisme suivant : (voir Figure 7).
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Régions

Régions
amorphes

cristallines
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'{3- endoglucanase (EG)
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_ cellobiohydrolase (CH)
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-l oY
EG /CH
S l o ¥
0—0"" .‘.0.,

R-glucosidase
’ﬂ

GLUCOSE

:SYSTEME CELLULASE/CELLULOSE

Figure 7 ;
(schema de principe)
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Les endoglucanases coupent ''au hasard" la chalne de cellu-

lose en produisant des oligosaccharides, du glucose, et du cellobiose.
Les = exoglucanases attaquent successivement 1'extrémité
non réductrice des chaines de cellulose et produisent du cellobiose et
du glucose.
La R-glucosidase, enfin hydrolyse le cellobiose en glucose.
Ces trois types d'enzymes agissent 3 la fois successivement

et paralldlement sur la cellulose, ce qui a amené KLESOV [62], [70]

a proposer le schéma suivant :

exoglucosidase

endoglucanase cellobiohydrolase B - glucosidase
S > Gn > G2 > @G

S~ —r
\endogluccnase & cellobiohydrolase /

exoglucosidase

S représente la cellulose native, Gn les oligosaccharides
produits par l'activité hydrolytique des endoglucanases, G, est la

cellobiose et G le glucose.

Les produits solubles, cellobiose et glucose sont des
inhibiteurs du complexe cellulasique [71], [72], et des composants indi-
viduels de la cellulase [46], [52]1, [73 - 77] . De plus, la B-glucosi-
dase peut 8tre aussi inhibée par son substrat, le cellobiose [781,[79].
Ainsi, la cinétique du complexe cellulasique est-elle complexe puisque
l'activité et l'inhibition des diverses composantes de la cellulase en-

vers de multiples substrats doivent €tre envisagées.

Bien que la littérature concernant le mécanisme d'action
de la cellulase soit abondante, elle n'aboutit pas pour autant 3 un
schéma de réaction accepté par l'ensemble des chercheurs. Cet &tat de

fait semble dG & 3 facteurs principaux :
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- La littdrature ne comprend qu'un faible nombre de publi-
cations portant sur l'étude de la cinétique d'hydrolyse de la cellulose,
et dans la plupart des cas, la cellulase est abordée, pour plus de simpli-

cité, comme une enzyme simple. [71], [80 - 82]

- Les études sont réalisdes sur des complexes cellulasiques
provenant d'origines tfés varides. Or l'utilisation de complexes enzyma-
tiques différents par leur composition qualitative et les taux de chacun
de leurs composants entraine le fait que les &tapes déterminant le taux -

et la cinétique de l'hydrolyse varient dans les différents cas. La va-
riété des celluloses utilisées en tant que substrat, selon leur origine et
les traitements qu'elles ont subi, contribue également i l'obtention de

cindtiques différentes. Il n'y a donc pas une cellulase et une cellulose.

- Un dernier facteur, semble-t-il, est la non-homogénéité
dans la détermination des activités enzymatiques. En effet, les unités
internationales cBtoient les unitds filtre-papier (F.P.A.), les unités
Avicelases, CMcellulases, unité&s employées selon le type de cellulose

utilisé comme substrat.

Pour notre part, nous pensons que les unités internationales
sont celles qui permettent le mieux d'étudier la cinétique enzymatique.
Nous les emploierons tout au cours de cette &tude, les vitesses d'hydrolyse

étant exprimées en micromoles de produit formé par unité de temps. -






CHAPITRE 2

MATERIEL ET METHODES
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1 - IMVOBILISATION DE LA CELLULASE

L'intérét suscité par les propriétés des enzymes immobi-
lisées a conduit de nombreuses &quipes i mettre au point des méthodes

variées d'immobilisation. [83], [84]

- L'adsorption, par l'intermédiaire de liaisons de faible
énergie (liaisons hydrogéne ou liaisons hydrophobes, interaction de

Van de Waals) sur un support inerte ou &changeur d'ioms. [85], [86].

- L'inclusion dans le réseau tridimentionnel d'un gel ou
d'un polymére [87], [88] et l'inclusion dans une fibre ou une micro-

capsule [89], [90].

- La formation d'une liaison covalente, soit directement
entre un groupe chimique de l'enzyme, et un groupe réactionnel d'un
support, soit par réticulation avec un agent polyfonctionnel tel que

le glutaraldéhyde. [91], [92].

C'est cette dernidre technique qui a retenu tout particu-
lidrement notre attention. En effet, bien que l'immobilisation par
liaison covalente fasse appel i des techniques généralement plus éla-
borées que l'adsorption ou l'inclusion, elle pré&sente une solidité de

la liaison enzyme-support supérieure 3 celle obtenue par l'intermédiaire

des deux autres méthodes.
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Une telle immobilisation avec le glutaraldéhyde comme réactif
polyfonctionnel et en utilisant une prot@ine de charge, 1l'albumine par
exemple, permet d'obtenir des membranes ayant une bonne résistance méca-
nique et dont 1'épaisseur est parfaitement contrdlable. Cette résistance
mécanique est un facteur d'autant plus important que la membrane est immer-

gée dans une solution visqueuse de cellulose.

L'immobilisation de la cellulase est réalisée en dissolvant
de 30 3 500 mg de cellulase de Trichoderme viride "Maxazyme' commercialisée
par GIST-BROCADES, dans 2 ml d'une solution d'albumine humaine a 17,5 7%,
et 1,90 3 1,97 ml de tampon phosphate, pH 7. La co-réticulation de 1'enzyme
et de 1'albumine est assurée en ajoutant une solution tamponnée & pH neutre,
de glutaraldéhyde 3 17,5 %, (100 pyl 3 32 ul respectivement) pour obtenir
une concentration finale de 2,5 % & 0,8 7 de glutaraldéhyde. Ce mélange aprés
homogénéisation, est alors coulé sur une membrane de nylon sur une plaque
de verre. Aprés un temps de réticulation de 20 i 30 minutes, la membrane est
rincde 3 1'eau pour éliminer le glutaraldéhyde qui n'a pas réagi et conservée

i 4°C dans un tampon a pH neutre.

Le mécanisme d'immobilisation par covalence a été étudié

par KOCH-SCHMIDT en 1967 [93], plus récemment par MONSAN en 1977 [o1].

La réticulation de l'enzyme et du glutaraldéhyde provient
d'une réaction entre les groupements amine des acides aminés de la protéine
et des groupements aldéhyde du glutaraldéhyde. Le glutaraldéhyde dont les
solutions commerciales sont & un pH trés acide, voisin de pH 3,1, est dilué
dans une solution tampon & pH neutre afin de ne pas détruire en partie 1l'ac-
tivité enzymatique. Il forme alors un produit de condensation aldolique de

forme :

CHO CHO
1 1
OHC - (CH2)3 - CH 3 C - (CHp)p - CH § C - (CH2)2 - CHO

n

I1 réagit avec les fonctions amines primaires de 1'enzyme

pour former des liaisons imines.
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CHO CHO
1 . |
OHC - (CHp)3 - CH # C - (CHp)2 — CH ¥ C — (CHp)o - CHO
273 2/2 2/2

n

+ (R = NH2) 4 R : protéine et/ou
support aminé

CH = N-R CH = N-R
1 1
OHC - (CH2)3 — CH # C — (CHg)2 - CH # C = (CH2)o - CHO

-

La stabilité de ces dérivés est due au fait que les
liaisons imines formées sont stabilisées par résonnance avec les
liaisons &thyléniques. Ainsi les fonctions réactives du polygluta-
raldéhyde permettent d'établir simultandment plusieurs liaisons - '
entre un support aminé tel qu'une protéine, et une enzyme. La délo-
calisation des &lectrons T des liaisons imines et &thyléniques ex-

plique la résistance de ces liaisons enzyme-support.

Au cours de 1l'immobilisation, l'enzyme perd une partie
de son activité&. Ceci est vrai dans la majorité des cas. L'une des
explications est qu'en fait, on ne mesure souvent qu'une activité
de surface au niveau de la membrane, l'ensemble de toutes les molé-
cules enzymatiques fix@es dans la membrane n'étant pas accessibles

au substrat.

2 - DETERMINATION-DE LA GRISTALLINITE DU SUBSTRAT

L'index de cristallinité est déterminé par une méthode de
diffraction X utilisant un diffractométre Philipps PW 1310 muni d'une

source de Cobalt.

%
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Le substrat est séché afin d'&liminer toute humidité
et l'échantillon est examiné en faisant varier 1'angle de diffraction

20 de 10° 3 68°.

L'index de cristallinité est calculé par la formule pro-

posée par SEGAL [94].

122 = LIam
Crl = e % 100

122

ol Ipy est l'intensitd du pic & 20 = 22° et Iam est l'intensité &

20 = 18° (voir Figure 8).

\
P
=
c
2 122
£
Iam
14° 16° 20° 24° 20

Angle de diffraction, 20

Figure 8 : Détermination de l'indice de cristallinité
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Pour notre part, avec 12 source de Cobalt, nous avons trouvé
les pics i 20 = 27° pour l'indice de diffraction de la cellulose cristal-
line et 20 = 23°pour la cellulose amorphe; 1'indice de cristallinité sera

alors :

157 - 123
CrI = —————— x 100

17

3 - DOSAGE DU PHOSPHORE

La détermination du phosphore fixé sur la cellulose est
obtenue par dosage pondéral réalisé au laboratoire de microanalyse du
CNRS 3 Solaize. Pour certains échantillons, nous avons également uti-
lisé une méthode spectrophotométrique décrite par KENNEDY et WEETMAN
[95], dont le principe est l'obtention de phosphomolybdate dont le
noyau chromophore a un spectre d'absorption présentant un maximum &

362 nm.

~ Réactifs utilisés : . solution de cellulose-phosphate :

400 ul
. acide nitrique 2.5 M 50 ul

. solution de molybdate d'ammonium : 50 ul

[ (NH4) 6 Mo7024,4Hg0] 3 10 2

.— Spectrophotométre BECKMAN DB-T

La courbe étalon (Figure 9) est établie en prenant des
solutions connues de disodium—-hydrogénophosphate (NapHPO4,7H70). Le
taux de phosphore est déterminé par rapport & l'extrait sec des solu-

tions de cellulose-phosphate.
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Figure 9 : Dosage du Phosphore - Courbe Etalon
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4 - DOSAGE DU GLUCOSE

Le glucose est dosé soit par voie enzymatique, la réaction

dtant suivie par pHstat, soit chromatographie liquide haute pression.

4.1, DETERMINATION PAR VOIE ENZYMATIQUE

Une oxydo-réductase, la glucose—oxidase (GOD) catalyse la
transformation du glucose en présence d'oxygéne en acide gluconique,

selon la réaction suivante :

Glucose + 09 S acide gluconique + H30p

L'oxydation d'une mole de glucose consomme une mole d'oxy-
géne et libdre une mole d'eau oxygénée. L'eau oxygénée dont l'accumulation
pourrait dénaturer la glucose oxydase est hydrolysée par une seconde enzyme

la catalase.

H202 HoO + 1/2 09

catalase
La réaction globale peut s'é&crire :

GOD

Glucose + 1/2 07 catalase

acide gluconique + Hp0
L'acide gluconique libéré dans la solution est alors dosé
en maintenant le pH comnstant par adjonction de soude.
La réaction du dosage de l'acide gluconique par la soude
étant stoechiométrique, le nombre de molécules de soude rajoutées cor-
respond donc directement au nombre de molécules d'acide gluconique pro-

duites.

Ce suivi est réalisé dans des conditions de pH et de
température identiques A celles utilis@es au cours de l'hydrolyse de la

cellulose. Cependant, & pH 5,1, l'acide gluconique ne se trouve pas
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entidrement sous sa forme dissociée.

La constante d'équilibre K de la réaction
R -COOH =——= R-COC~ + HT
(1- o o

[R-C00™] . [H*]
est K = ‘ =1,38 . 1074 M.

[R-COOH]

ce qui donne un pK de 3,86.

" De cette &quation, nous pouvons en déduire la proportion
d'acide gluconique qui reste sous forme R-COOH & pH 5,1, et donc qui

n'est pas dosée par la soude.

[RCOO™] -

pR = pH - log - hl

soit log l?a = 1,24 et G= 0,945
Par conséquént nous ne pouvons neutraliser a pH 5,1 que

94,5 % de l'acide gluconique formé.

Une courbe d'étalonnage du dosage du glucose (Figure 10)
nous a permis de vérifier la validité de notre dosage. En pratique nous

neutralisons 90 7 de l'acide gluconique formé.

Une correction est donc 3 apporter afin de relier directe-

ment la quantité de soude ajoutée d& la quantité de glucose formé.

Les mesures ont été réalisées soit par prélévement, soit
"en ligne" en dosant directement le glucose produit dans -le- réacteur

d'hydrolyse. La comparaison des résultats obtenus nous a montré que



NaOH Am"ﬁ
(mi)

- 49 -

Figure 10

20 - 30 40

Dosage du Glucose par pH-stat

i
50 glucose (mg)
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Figure 11 : Schéma de 'x;{entage
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dans les domaines de concentration de glucose ol nous &tions, le dosage
en ligne du glucose par le glucose oxydase n'influengait pas la vitesse

d'hydrolyse de la cellulose-phosphate. 1La figure 11 schématise le montage

utilisé pour le suivi de 1'hydrolyse.

Enzymes utilisées :

. Glucose-Oxydase (EC 1.1.3.4.) : Boehringer - Grade II
. Catalase (EC 1.11.16) : Sigma C.40

Matériel :

Systéme de pHstat Radiometer : . pHmétre 64
. Titrator TIT 60
. Autoburette ABU 12
. Enregistreur REC 61 avec module

REA 300.

4~2-’DETE§MINATION'PAR CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE HAUTE PERFORMANCE

La séparation des sucres obtenus au cours de l'hydrolyse
enzymatique de la cellulose est réalis@e sur une colonne WATERS de type

Dextro-Pak utilisant de l'eau comme solvant

En chromatographie liquide, les &chantillons ne sont que
trds rarement analysés directement. Une filtration est indispensable
pour &viter 1'introduction de particules pouvant colmater les colonnes.
Un &échantillon de 0,5 ml est prélevé dans le réacteur d'hydrolyse et
filtréd sur filtre millipore de 0,45y . 20 ul de ce filtrat sont injectés
sur la colonne Dextro-Pak. La phase mobile est l'eau et la vitesse d'é&lu-
tion de | ml/mn. Bn sortie de colomne, la détéction des sucres est réalisée
en mesurant 1'indice de réfraction de 1'éluat au moyen d'un réfractométre
Optilab 5902. Le calcul des quantité@s de sucre est directement effectué
utilisant un intégrateur de pics Hewlett Packard 3390 A pour le calcul des

surfaces des pics. Courbe &talon, (Figure 12).
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0 0,5 1 15 2 m_:oOmm (a/1)

Figure 12 : Dosage du Glucose par HPLC courbe-étalon
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5 - DOSAGE DU CELLOBIOSE

La détermination du cellobiose est réalisée par HPLC

en méme temps que le dosage du glucose. Courbe &talon, (Figure 13).

6 - DOSAGE DES SUCRES REDUCTEURS

Les sucres réducteurs sont dos&s par colorimétrie en
présence d'un réactif & base d'acide dinitrosalycylique (D.N.S.) dont
la composition est donnée par MILLER [96], selon une technique utili-
sée par MANDELS [97] . Des échantillons de 1 ml sont prélevés dans le
réacteur au cours du temps. 3 ml de réactif D.N.S.sont ajoutés pour
stopper la réaction. Aprés 5 minutes 3 température d'ébullition, 16 ml
d'eau sont ajoutés. La mesure de densité optique est réalis@e 3 550 mn
sur un spectrophotométre Beckman DB-T. Le réactif DNS mesure la totalité
des sucres réducteurs. La courbe &talon (Figure 14) est &tablie en pre-

nant des solutions standard de cellobiose.
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Figure 13 : Dosage du Cellobiose par HPLC courbe étalon
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1 - SOLUBILISATION DE LA CELLULOSE PAR PHOSPHORYLATION

Notre objectif est de rompre les liaisons hydrogéne intermolé-
culaires assurant une parfaite rigidité aux structures cellulosiques et un
degré de cristallinité &levé. Une phosphorylation de la cellulose nous a
semblé intéressante. En effet, cette méthode peut permettre la rupture de
iiaisons hydrogéne intermoléculaires. De plus elle permet d'obtenir une
cellulose solubilisée dans une solution aqueuse en absence de métaux lourds

qui, nous le rappelons, sont inhibiteurs des enzymes.

La préparation des phosphates de cellulose a essentiellement
été étudiée pour l'ignifugation des textiles. Diverses méthodes d'estéri-

fication ont Eété appliquées :

- Estérification par l'acide phosphorique en présence d'urée
[111, [981 , [99].

- Estérification par dé l'oxychlorure de phosphore [100] , [101]

-~ Estérification par des sels d'acide phosphorique tels que
le tripolyphosphate de sodium, le sodium dihydrogénophosphate ou le disodium
hydrogénophosphate [102] , [103]

- Estérification par de l'acide orthophosphorique anhydre [10]

Les divers esters cellulosiques obtenus par ces méthodes ont
surtout fait 1'objet d'étude pour leur propriété de tenue 3 la flamme.
Seuls PASCHALL [103] et TOUEY [19] mentionnent les propriétés d'hydrosolu-

bilité& de leurs produits.
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Pour notre part nous avons réalisé deux types de réactions
d'estérification en faisant varier pour chacune d'elles le temps et les
conditions opératoires (température, pH, concentration des sels d'acide

phosphorique) .

1.1. PHOSPHORYLATION PAR DES SELS D 'ORTHOPHOSPHATE INORGANIQUES

Ces essais ont été réalisés en faisant agir du disodium hydro-
génophosphate (Na; HPO4, H20) et du disodium di-hydrogénophosphate (NaHoPO4
H20) sur la cellulose cristalline. Ces réactions ont été conduites a des
températures de 130 & 160 °C en milieu acide pendant des temps variables.
Aprés précipitation et lavages successifs avec du méthanol aqueux et séchage

nous avons déterminé les teneurs en phosphore et glucose des produits obtenus.

I1 s'est avéré que les teneurs en phosphore étaient relative-
ment faibles, inférieures & 1 % alors que les concentrations en gluéose, de
20 4 30 7 dénotaient une hydrolyse acide importante de la cellulose durant le
processus de phosphorylation. Ces résultats nous ont amenés & essayer une

estérification de la cellulose par de l'acide phosphorique anhydre.

1.2. TRAITEMENT PAR L'ACIDE ORTHOPHOSPHORIQUE

L'estérification de la cellulose cristalline est obtenue en
faisant réagir une solution d'acide phosphorique en excés (dans le rapport
20/1, en poids) en présence de pentaoxyde de phosphore et de butanol uti-

1isé comme solvant.

Aprés un temps de réaction, qui selon les essais a varié de
40 3 100 h, & une température de 35°C, la cellulose phosphatée est extraite
par centrifugation a 5000 tours/minute pendant 10 minutes, apré&s précipitation
au méthanol, puis lavée plusieurs fois par une solution méthanol/eau (70/30

en poids) afin d'éliminer compl&tement 1'agent estérifiant.
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La cellulose-phosphate ainsi obtenue a une teneur en phosphore
variant de 4 i 5,7 % selon les essais, (cf tableau IIIL.1), et une concentra-
tion en glucose de 7,6 %. Sa solubilité en milieu aqueux nous permettra de

1'utiliser comme substrat de la réaction enzymatique d'hydrolyse.

Pourcentage des différents éléments

! ! !
! e ! !
' Références ' '
! des ! ] ] ] !
i Echantillons : c . q ! 0 1 P :
1 L ! 4 4 !
! ! ! ! ! !
! Cellulose cristalline ! 1 ! ! !
! Whatman ! 44,22 ! 6,18 ! 49,40 ! - !
! ! ! ! ! !
' A (40 h) ! 35,51 ! 5,51 ! 52,95 ! 4,09 !
! ! ! ! ! !
!' B (60 h) ! 35,39 ! 5,50 ! 51,75 ! 4,16. !
! ! ! ! ! !
1 C (100 h) ! 32,79 ! 5,87 ! 52,86 ! 5,69 !
! ! ! ! ! !

Tableau III.1 : Analyse élémentaire de la cellulose phosphatée

Notre premier objectif &étant d'é@tudier le comportement de la
cellulase immobilisée sur support insoluble, il nous fallait obtenir un
substrat soluble. Ceci &tant réalisé, mais n'é@tant point cependant la fina-
1lité méme de ce travail, nous n'avons pas recherché les crité@res d'optimi-
sation de cette réaction de phosphorylation, ce qui pourrait faire l'objet

d'une autre étude.

L'étude de 1l'indice de cristallinité effectuée sur la cellulose
microcristalline Whatman et sur deux &chantillons de cellulose-phosphate a
été réalisée par diffraction X. Les spectres obtenus (Figure 15) montrent
que l'indice de cristallinité Crl de la cellulose microcristalline de départ
est de :

127 - I23
Crl = -

x 100 = 98 %
1,7
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cellulose cristalline
Whatman

cellulose phosphatée

it

i
Yo a e 18 20
Angle de diffractiom, 2 o

34 36

22 24 2 23 30 32

Figure 15 : Cristallogramme de la cellulose de départ et de la cellulose
phosphatée (Spectre Rayons X)
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Par contre les échantillons obtenus aprés phosphorylation
présentent une structure amorphe comme nous l'avons mentionné au cours
d'une étude précédente [104]. Le fait d'obtenir un pfoduit totalement
amorphe permet de s'affranchir des phénoménes de synergié existant
entre les endo et les exo-cellulases pour l'hydrolyse des régions cris-—
tallines. En effet, ce phénoméne de synergie qui est important dans la
dégradation des celluloses hautement cristallines s'est avéré inexistant,
selon plusieurs auteurs sur les dérivés solubles de la cellulose. [44],
[66], [69].

2 - INFLUENCE DU PRETRAITEMENT SUR L'HYDROLYSE ENZYMATIQUE

Comme nous le montre la Figure 16 la vitesse d'hydrolyse enzy-
matique de la cellulose est dépendante du substrat utilisé. Les vitesses
initiales d'hydrolyse, (0,196 umole mn~1 sur cellulose microcristalline,
et 3,75 umole mn~! sur cellulose-phosphate) sont dans un rapport de'1 a
19, et des taux d'hydrolyse sont respectivement de 14,5 Z et 58,3 % aprés
2 h30 d'hydrolyse. Cette amélioration du rendement d'hydrolyse semble due
au fait que le substrat soit totalement amorphe, ce qui est en accord avec

1'ensemble des études réalisées dans ce domaine [106-110].

3 - VERIFICATION DU COMPORTEMENT MICHAELIEN DE LA CELLULASE
VIS A VIS DE LA CELLULOSE MODIFIEE

L'équation de MICHAELIS et MENTEN ne peut s'appliquer &
1'hydrolyse de la cellulose-phosphate par la cellulase que si la cellulase
présente un comportement michaelien vis-a-vis de celle-ci. Il est donc

nécessaire de vérifier tout d'abord ce comportement.

Les études sont réalisées en faisant varier la concentration
de substrat pour une concentration d'enzyme donnée. L'hydrolyse est réalisée
a 45 °C, a4 pH 5,1 dans du tampon citrate 5.10"3 M en présence de 10 mg de cel-
lulase en solution. Elles nous ont permis de tracer la courbe des vitesses

d'hydrolyse en fnction de la concentration en substrat, en présence d'enzyme
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libre. La courbe des vitesses en fonction de la concentration en substrat
tracée selon la représentation de LINEWEAVER-BURK (Figure 17) est linéaire.
La cellulase présente donc un comportement michaelien vis-3d-vis du substrat

utilisé.

Sur cette courbe, la concentration en substrat, [S], et par
conséquent la constante de MICHAELIS Km sont exprimées en grammes par litre
et non en concentration molaire comme c'est le cas en général en cinétique
enzymatique. Il nous parait, en effet, plus représentatif d'exprimer la
concentration d'un polymére tel que la cellulose en masse par unité de

volume plutdt qu'en une concentration molaire de glucose &quivalent.

La figure 17 nous permet de déterminer les constantes cinétiques

suivantes :

0,776 g.171

B

et

Vm 4,7 pmole.mn™! ge glucose, d'oli une activité spécifique de

0,47°UT par mg d'enzyme brute.

4} — COMPORTEMENT DE LA CELLULASE IMMOBILISEE

4.1, INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN GLUTARALDEHYDE

Dans des conditions d'hydrolyse identiques (température, pH,
concentrations en substrat et enzyme), nous avons obtenu des membranes
enzymatiques dont l'activité apparente est influencée par la concentration
du glutaraldéhyde utilisé comme agent pontant pour l'immobilisation de
l'enzyme. Le tableau III.2 ré&sume les rendements de fixation que nous avons
obtenu (activité apparente/activité'initiale), exprimés en pourcentage, en

fonction du taux de glutarald8hyde présent dans la membrane.
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Figure 17 : Représentation de Lineweaver-Burk de 1'inverse de la vitesse en fonctionde 1'inverse
de la concentration en substrat pour la cellulase en solution.
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e

] ] ! ]

- ! ! ! !
Glutaraldéhyde ' ) ' ;

! (concentration finale) ! 0,8 ! 1,75 ! 2,5 !
1 1 1 1 1
! % ! ! ! !
! ! ! ! i
! . . ! ! ! !
y activitée enzymatique ' ' \ Y
, apparente 7 ' 17,1 | 12,2 ' 2,4 '
1 1 1 1 !

Tableau III.2 : Influence de la concentration en
g lutaraldéhyde sur 1'activité
enzymatique de la membrane.

Ces résultats nous ont conduits & préparer par la suite des
membranes enzymatiques ayant une concentration finale en glutaraldéhyde de
0,8 Z. Il n'est guére possible de diminuer plus ce taux, les temps de réti-

culation devenant alors trop longs.

4.2. RENDEMENT DE FIXATION

L'activité de la cellulase est exprimée par 1'évolution de la
concentration de glucose formé par unité de temps, é&%l . Pour une méme
quantité d'enzyme, les activités de la cellulase en solution et de la cellu-
lase immobilisée snt mesurées dans des conditions d'hydrolyse identiqueg a

savoir :

Concentration en substrat (cellulose-phosphate) : 5 g/l

Quantité d'enzyme : 17 mg

Température : 45 °C
pH : 5,1

Tampon citrate : 100 ml.

Les tangentes des courbes obtenues sur la Figure 18 nous
donnent les variations de concentration de glucose, exprimé en gramme/litre,

en fonction du temps.
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Figure 18 : Activités comparées de la cellulase en solution
et de 1la cellulase immobilisée.




_69_

Pour la cellulase en solution :

d

==

G]
dt

-1

= 14,5 mg. 17!, mn

soit une activité de :

Ay = d[G] . v = 8,04 Umole. mn'l,

dt Mg

avec Al : gctivité de 1l'enzyme libre
V : volume réactionnel

Mg : masse molaire du glucose

Pour la cellulase fixée :

dalel _ -1, mn-!
it = 2,93 mg. 17'. mn

soit une activité de 1l'enzyme fixée, Af :
Af = 1,63 Umole. mn~!

ce qui donne un rendement de fixation de :

_ Af

R=%T

x 100 = 20,25 7

Ces résultats montrent que la cellulase immobilisée est moins
active que la cellulase en solution sur un méme substrat. Ce phé&noméne
s'observe en général, pour la plupart des enzymes. Plusieurs facteurs sont
id l'origine de cette "perte' d'activité.

L'établissement de liaisons covalentes entre les groupements
fonctionnels de l'enzyme et ceux du support peut créer une distorsion de
la structure tridimentionnelle de la molécule d'enzyme. Or, son activité

est trds étroitement lide i cette structure tridimentionnelle de la protéine.

Une autre cause de cette diminution de 1l'activité peut &tre
1l'intervention de phénoménes de géne stérique limitant l'accessibilité du
site catalytique au substrat. Une fraction seulement des molécules d'enzyme,

celles fixées en surface de la membrane, est accessible au substrat.
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De plus, pour calculer l'activité enzymatique, nous prenons

i

en compte la quantité totale d'enzyme fix8e et non pas la quantité d'enzyme

fixée sur la membrane en surface.

4.3. EVOLUTION DE L'ACTIVITE EN FONCTION DU TEMPS

Une série de membranes enzymatiques contenant 40 mg de cellu-
lase chacune, est conservée i une température de 4°C dans du tampon phosphate
4 pH 7 entre les différents essais. Ces essais sont réalisés dans des condi-

tions d'hydrolyse identiques pour chacun :

Concentration en substrat : 5 g/l

Membrane enzymatique de 20 cm? contenant 40 mg de cellulase

- Température d'hydrolyse : 45°C

- Tampon citrate : 100 ml
— Durée d'hydrolyse : 4 heures,

Les membranes inhitiales présentent en moyenne, une activité de
41,5 unités internmationales. Cette activité@ est calculée & partir de mesures
de vitesse de production de glucose 3 l1'état stationnaire. Les mesures, résu-

mées dans le tableau III.3, sont faites aprés 4, 10 et 15 jours de conservation.
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Tableau III.3. Activité en fonction du temps de conservation
des membranes enzymatiques

La cellulase immobilisée suralbumine perd un tiers de son
activité aprds 4 jours de conservation, et aprés quinze jours, la membrane

ne présente plus que le cinquiBme de son activité initiale.

Le cellulase étant en fait un complexe multienzymatique, la
perte de cette activitd peut 8tre due soit 3 une perte d'activité de l'en-
semble des unit&s enzymatiques qui composent la cellulase, soit, essentiel-

lement, & la perte d'activité d'une seule unité plus labile.

Les résultats obtenus avec une membrane sur laquelle nous avons
co—~immobilisé 50 mg de cellulase et 20 mg de B-glucosidase, montrent que
1'activité d'une telle membrane est beaucoup plus stable dans le temps (Fi-

gure 19).
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Figure 19 : perte d'activité en fonction du temps

Aprés quinze jours d'immobilisation, la membrane présente
encore 60 7 environ de son activité initiale ce qui permet de penser que
la B-glucosidase du complexe cellulosique de Trichoderma vitide est beau-

coup plus labile que les autres unités.
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4.4, INFLUENCE DE LA TEMPERATURE

Comme toutes les réactions chimiques, les réactions catalysées

par les enzymes sont sensibles 3 des modifications de température.
La cellulase a une activité catalytique extrémement faible i

température ambiante, comme le montre la Figure 20. Par contre cette activité

augmente rapidement avec l'accroissement de la température.

Vwmmﬂ‘

20 30 40 50 60 T

(o]

Figure 20 : Influence de la température sur la vitesse d'hydrolyse
' par l'enzyme immobilisée
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Les résultats de la yigure 20 ont &té obtenus avec une
membrane de 20 cm? chargée de 40 mg de cellulase de Trichoderma viride.
La vitesse d'hydrolyse obtenue i la temp@rature de 25°C et 3 un pH de
5,10 est de 0,18 umole de glucose par minute. A 45°C, cette activité est
quasiment multipliée par un facteur 10, avec une valeur de 1,68 mole de

glucose par minute.

A 55°C, la vitesse d'hydrolyse, de 2,26 micromole de glucose

produit par minute est maximale. Au-deld, l'activité de 1'enzyme décroit.

La plupart des études sur l'hydrolyse de la cellulose sont
réalisées 3 50°C, température vers laquelle l'enzyme semble la plus active
[111], comme nous le voyons d'ailleurs sur la Figure 20. Cependant, de ré-
centes études de DAVID et THIRY [112]ont montré (Figure 21) que pour une
courte durée d'hydrolyse, (6 h) 1; température optimale se situait entre
50 et 55°C, mais pour des temps d'hydrolyse pius longs, de meilleurs ren-

dements &taient obtenus i des températures plus faibles, de l'ordre de 45°C.

Une interprétation de la dénaturation par effet thermique de
l'enzyme a &été donnée par FLORKIN et STOTZ [113]. Elle montre qu'au-dessus
d'une températﬁre critique, la vitesse de réaction diminue au lieu d'aug-
menter, et 4 des températures plus élevées, l'enzyme devient complétement
inactive. Cette cinétique traduit alors la dénaturation thermique de sa

protéine [114].

Le pH optimum varie selon 1l'enzyme. Cette influence du pH
est liée a4 1'état d'ionisation des groupements dissociables participant
34 la formation du complexe enzyme-substrat. Pour la cellulase immobilisée
(Figure 22) nous avons trouvé un pH optimal de 5,10 légérement supérieur
a4 celul obtenu avec la cellulase en solution (pH 4,75). Par conséquent
le pH de la solution d'hydrolyse de la cellulose sera maintenu 3 cette
valeur par l'emploi d'un tampon citrate 5.1073M. Cetfe variation du pH op-

timum de l'enzyme peut s'expliquer par deux phénoménes. D'une part, l'état
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d'ionisation de la protéine enzymatique fixée n'est pas identique & celui
de la protéine en solution. D'autre part, le glucose étant dosé en ligne,
1'acide gluconique formé abaisse localement le pH au niveau de la membrane,

qui doit &tre légérement inférieur au pH de la solution.

Des résultats similaires ont été obtenus par TANAKA [115] en

1980.

4.6. INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN SUBSTRAT

¥

Cette étude est réalisée avec des membranes de 20 cmz, conte-

nant 40 mg de cellulase. L'hydrolyse de la cellulose est poursuivie a pH 5,1

et a4 une température de 45°C.

Les Figures 23 et 24 montrent que la vitesse d'hydrolyse de
la cellulose n'est pas proportionnelle & la concentration en substrat.
Elle augmente avec l'accroissement de la concentration en substrat, puis
tend & devenir constante. Pour des concentrations voisines de 0,5 g/l la
réaction est par conséquent d'ordre 1 par rapport au substrat. Dans le
domaine des concentrations 10 fois supérieures la réaction s’approche de
1'ordre zéro, la courbe tendant vers une asymptote, représentant la vitesse

maximale d'hydrolyse dans les conditions opératoires données.

4.7. INFLUENCE DE LA QUANTITE D'ENZYME

Lorsqu'une réaction enzymatique s'opére en phase homogéne,
en présence d'un excés de substrat, la vitesse de réaction est propor-

tionnelle & la quantité d'enzyme dans le milieu réactionnel.

La Figure 25 nous montre que l'hydrolyse enzymatique de la
cellulose par la cellulase en solution suit cette régle. Dans l'intervalle
de concentrations d'enzyme étudié, la vitesse d'hydrolyse de la cellulose

est proportionnelle & la concentration d'enzyme.
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Figure 23 : Influence de la concentration en substrat sur
la production de glucose.

A 0,5 g/l a 1 g/l
e 3 g/l a 4 g/l
m g/l




- 78 -

(pm.ma’
1A -
0,5¢ .
0 ; é :.3 4 ; s:/—n

Figure 24 : Vitesse d'hydrolyse en fonction de la
concentration en substrat.
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Figure 25 : Influence de la concentration en enzyme -

Cellulase en solution.

En présence de cellulase immobilisée, la vitesse d'hydrolyse
n'est plus proportionnelle i la quantité d'enzyme, en régime stationnaire,
comme le montrent les Figures 26 et 27, ceci pour une méme concentration
en substrat, et pour des concentrations d'enzyme variant de 17 mg a2 100 mg
par cm3, les membranes utilisées ayant une surface de 20 cmZ. A 1'état
stationnaire, les vitesses d'hydrolyse sont quasiment identiques variant
de 1,68 umole par minute 3 1,72 umole par minute, ce qui signifierait que
tous les sites enzymatiques ne sont pas utilisés et donc qu'il se produit

une limitation au phénoméne d'hydrolyse.
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Figure 26 : Hydrolyse enzymatique en présence de membranes
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Figure 27 : Vitesse initiale d'hydrolyse en fonction de la
concentration en enzyme — Cellulase immobilisée
sur support.
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Par contre, la charge enzymatique semble avoir une influence
sur la période pré-stationnaire. Cette phase de transition, courte, de 9

minutes pour une faible concentration d'enzyme.

Pour une réaction enzymatique du type :

k1 k2
E+ S —g—= ES ——= E + P
k=1

La concentration du complexe ES est constante en régime sta-
d[ ES]

It est nulle. La vitesse

tionnaire, donc la variation de concentration
d'hydrolyse est alors constante.
P}
= &4 = k, . [E
v at 2 + [ES]
Au cours de la phase pré—~stationnaire, la concentration du

complexe ES aigmente avec le temps, selon 1'équation :

d[ Es]
dt

=kq . [EI[S] - (k-1 + k). [ES]

Cette phase pré-stationnaire est d'autant plus longue que la
membrane est moins chargée en emzyme,pour la cellulase immobilisée. Or le
fonctionnement catalytique d'une enzyme immobilisée est 1lié a son approvi-
sionnement en substrat & partir de la solution dans laquelle il se trouve.
Les molécules de substrat doivent donc migrer au niveau des sites cataly-
tiques de la masse enzymatique, pour former le complexe enzyme-substrat,
et le produit final, inversement, doit migrer du site catalytique a 1la

solution. La catalyse est donc liée a4 ces phénomeénes de transfert.

Ces phénoménes de transfert deviennent d'autant plus facilement
des facteurs limitants par rapport 4 la vitesse enzymatique, que la masse
molaire des molécules de substrat et de produit impliquées est plus élevée.
Le coefficient de diffusion des molécules de polymére sera d'autant plus

faible que la taille des polyméres sera plus importante.



D'aprés la Figure 26, il semble que l'activité catalytique
soit limitée par les phénomenes de transfert diffusionnel des macromolé-
cules. La formation des oligosaccharides semble &tre due essentiellement
3 une activité catalytique en surface de la membrane. Les molécules d'o-
ligosaccharides et de cellobiose ainsi formées peuvent diffuser plus
facilement & l'intérieur de la membrane pour y &tre hydrolysées en glucose.
En utilisant une membrane trés peu chargée en enzyme, peu de molécules
d'oligosaccharides et de cellobiose sont formées dans les premires minutes
de 1la réaction, d'ol une production de glucose quasiment nulle au départ.
Au fur et 3 mesure de la réaction les molécules produites diffusent a 1'in-

térieur de la membrane, vers de nouveaux sites catalytiques.

Cependant, pour confirmer cette hypothése, des études portant
sur 1'influence de la surface et de 1'épaisseur de la membrane et sur 1l'hy-

drolyse en présence d'exoglucosidases immobilisées, doivent &tre réalisées,

Pour des concentrations d'enzyme plus élevées de 200 mg et
500 mg par cm3 de membrane,on observe une vitesse initiale d'hydrolyse plus
élevée (Figure 26). Mais cette vitesse diminue rapidement (Figure 28)
mettant en évidence un phénoméne de limitation. Deux hypothéses peuvent

expliquer ce phénoméne :
- une inhibition de l'enzyme par un produit d'hydrolyse

- une "carence" en R-glucosidase qui ne donnerait pas la
possibilité d'hydrolyser en glucose la cellobiose au fur et a mesure de
son apparition. Cependant, si seule une "carence" en cette enzyme exis-
tait, nous observerions vraisemblablement une vitesse de production de
glucose limitée & une vitesse maximale donnée, tous les sites enzymatiques
de la B-glucosidase étant saturés. Or la diminution nette de la vitesse de
production de glucose semble indiquer une inhibition de la catalyse par un
produit. Le manque de sites "B-glucosidase" pourrait provoquer une accumu=
lation de cellobiose formé par lés exocellulases, cette accumulation engen-
drant une inhibition du systéme cellulasique en amont de la chaine de cata-

lyse.
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Figure 28 : Variations des vitesses d'hydrolyses en
fonction de la charge enzymatique des
membranes.
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La levée de cette hypothése ne pourra se faire qu'en étudiant
le comportement de réacteurs & cellulase immobilisée et de réacteurs a cel-
lulase et B—glucosidase co-immobilisées. Le suivi de ces réactions sera fait
en dosant simultanément la cellobiose et le glucose formés par chromatogra-

phie haute pression. Le glucose étant également dosé en paralldle par pH-stat.

4.8, INFLUENCE DE L'EPAISSEUR ET DE LA SURFACE DE LA MEMBRANE.

4,8.1. Influence de 1'épaisseur de la membrane

En cinétique homogéne, la vitesse de réaction s'exprime selon

1'expression :

oode o ds] . Vm[S] )
dt dt K+ 5]

Cette vitesse de réaction étant fonction du rapport %;L pour un systeme

enzymatique donné.

Dans le cas d'une membrane enzymatique d'épaisseur e, perméable
ay substrat, la variation de la concentration en substrat sera une composante
entre sa variation liée au phénoméne de catalyse et sa variation liée aux

phénoménes de diffusion.

dsl _ dsl .
dt dt (réaction dt (diffusion) (2)
enzymatique)
ds] o . ,
Le terme TS de la réaction enzymatique est donné par

1'équation de MICHAELIS et MENTEN :

ds _ _ _vis] (3)
dt Km+ (S ]

et le terme de diffusion est régi par la deuxidme loi de FICK :

2
ald _ o _dIs] @

dt dxZ
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olt Dg est le coefficient de diffusion du substrat et ou x représente la
distance d'un point M, au plan médian de la membrane, comme schématisé

sur la Figure 29 :

Substrat Substrat

R <

'3
o

NOONNNN
S S

]
&

‘\--

® O o= e o e e - o - ——

W

Figure 29 : Représentation schématique de la membrane.

Le systéme global est donc défini par 1'équatiom :

dsl __ ves a1
it - Tars] T DS &
dfp] _ VmfS] dz!P]
dt Km+[S ] * Dy o3

avec Dp, coefficient de diffusion du produit dans la membrane.
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La résolution de ce systéme d'équations permet de calculer
les profils de concentration du substrat et du produit & 1'intérieur du

support. Ceci en supposant que la concentration du substrat a la surface

de la membrane est identique & sa concentration dans la solution et que

le rapport éggL— = o0 4 l'interface support/solution.

Lorsque le milieu est identique de part et d'autre de la
membrane,définie par deux paralldles, le profil des concentrations internes

est symétrique et peut se représenter selon le schéma donné par la Figure 30.

it

1= M
Al
120

AN

e

AOONNNNN
S S S

(-]

Tigure 30 : Profil des concentrations en substrat et
produit dans la membrane.

En pratique on ne connaft que les concentrations [ So] du

substrat [ P] du produit a4 1'interface solution/membrane.

I1 est possible de résoudre ce systéme d'équations en utili-

sant l'analyse de FOURIER, comme l'a montré F. CONRAD [i16] .
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Deux membranes enzymatiques sont réalisées sur du tissu nylon
présentant une surface identique de 20 cm? et une méme concentration d'en-
zyme par unité de volume.. L'une des membranes a une épaisseur égale a
2,5 fois 1'épaisseur de la seconde membrane. (1 mn et 0,4 mn).

Les réactions d'hydrolyse sont effectuées & une température

de 45°C et un pH de 5,10, avec une concentration de substrat de 5 g/1.

(PnY.mn")

2+

/A/A — = - :

—
yd
v
~
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Figure 31 : Influence de l'épaisseur de la membrane.

®c=0,4mm ,Se=lmm

Nous constatons sur la Figure 31 que 1'augmentation de 1'épais-
seur de la membrane inflience peu la vitesse de formation du glucose, &
1'état stationnaire. Celle-ci, plus élevée pendant les cinquante premiéres
minutes, se stabilise par la suite & une valeur proche de celle obtenue
avec une membrane moins épaisse. Il existe donc une zone ol la concentration
en substrat semble devenir nulle 2 une certaine distance de l'interface sup-

port-solution, distance au del2 de laquelle les molécules d'enzyme sont
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Figures 32 et 33 : Comparaisons des profils des
substrats et produits dans 2

membranes d‘épaisseurs différentes :
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totalement inopérantes, formant en quelque sorte une zone "gelée" (Figures
32 et 33), le substrat est totalement transformé lorsqu'il arrive au niveau

de cette zone.

Ceci met en évidence les phénoménes de limitation diffusion-
nelle. Ces phénoménes se traduisent par l'établissement d'un gradient de
concentration pour les substrats et les produits de la réaction. Ainsi la
vitesse de la réaction enzymatique sera donc variable en tout point de la
membrane et sera fonction de la concentration en substrat en chaque point,
au niveau de l'enzyme. De ce fait, en certains points de la membrane, 1l'en-
zyme agira & des concentrations en substrat trés inférieures a la concen-
tration de substrat dans la solution, ce qui se traduira par une augmenta-

tion artificielle de la constante de MICHAELIS pour l'enzyme immobilisée.

La représentation de 1'équation de MICHAELIS et MENTEN par
la transformée de LINEWEAVER-BURK, classique en catalyse enzymatique en
phase homogéne, ne peut donc @tre représentative d'une catalyse en phase
hétérogéne oli la valeur de la constante de MICHAELIS, Km, est modifiée par
les phénoménes de diffusion. Cette méthode n'est plus valable car les hypo-
théses de base ne sont plus vérifiées, comme 1l'a confirmé G.K. LEE en 1981.

[117].

4.8.2. Influence de la surface

Deux membranes enzymatiques de méme concentration en enzyme
sont coulées sur du tissu nylon présentant des surfaces différentes. La
réaction d'hydrolyse est alors conduite dans les conditions opératoires

décrites précédemment dans le paragraphe 3.8.1.

La Figure 34 montre que la vitesse d'apparition du glucose
dépend de la surface de la membrane employée. Ces résultats obtenus en
faisant varier 1'épaisseur et la surface de la membrane tendent a mettre
en évidence que l'activité catalytique en surface est importante dans le
cas de 1'hydrolyse de la cellulose par enzyme immobilisée. Il sera donc

préférable de réaliser un réacteur muni de plusieurs membranes disposées



en paralléle, contenant une charge enzymatique totale Eo que de réaliser
un réacteur muni d'une seule membrane chargée de cette méme quantité d'en-
zyme Eo. Un essai d'hydrolyse dans un réacteur muni de 2 membranes nous a

confirmé les résultats obtenus sur la Figure 34.

Des résultats similaires quant & 1'influence de 1'épaisseur et
de la surface de la membrane ont été remarquées par V.BILHOU-BOUGNOL en 1976
[1181, dans son étude sur la décomposition de 1'eau oxygénée par la catalase

immobilisée sur support.

5 - HYDROLYSE DE LA CELLULOSE PAR UNE MEMBRANE CONTENANT
UNIQUEMENT DES EXOCELLULASES

Comme nous 1'avons mentionné dans le premier chapitre, la

cellulase est un complexe multi-enzymatique composé :

- d'endoglucanases ou(endo-cellulases) qui coupent "au hasard"
les liaisons glycosidiques B-1-4 entre les résidus glucose, & 1l'intérieur de

la chaine cellulosique, formant ainsi des cello-oligosaccharides.

- d'exoglucanases qui coupent les molécules de cellulose et de
cello-oligosaccharide 4 l'extrémité non réductrice des chaines. Parmi elles,
les B1-4-glucohydrolases libérent des résidus glucose, un par um, a partir des
chaines d'oligosaccharide fermées, les cellobiohydrolases libérent, quant a

elles, des résidus cellobiose.

- de B-glucosidase ou cellobiase, qui scinde la molécule de

cellobiose en glucose.

Les exoglucanases et la Bglucosidase forment les exo-cellu-
lases Trichoderma viride (Maxazyme) commercialisée par GIST-BROCADES. La
séparation de ces exoglucosidases a été effectuée au Laboratoire du Profes-

seur PERCHERON, & la Faculté des Sciences Pharmaceutiques et Biologiques
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Figure 34 : 1Influence de la surface de la membrane.
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de Paris VI. La méthode mise en euvre a été décrite précédemment dans des
compte-rendus d'étude publiés en 1977 et 1980 [119], [120]. Cette méthode
consiste & isoler l'enzyme sur son propre substrat réticulé par de 1'épi-
chlorydrine qui réalise 1a jonction entre les chafnes cellulosiques par

des ponts tricarbonés, selon le schéma suivant :

HCL
OH + —CH—CHs—CL — —_
Hzc\ ), 3 4 0 CH—CH: -CH,
o [oH] o)
+
0—CH;—CHOH — CH,—O0 -~ HO

Selon le principe de cette méthode de chromatographie, seules
les endopolysaccharidases sont retenues par affinité sur le substrat réti-
culé alors que les exopolysaccharidases ne reconnaissent pas ce substrat

modifié. Les exoglucanases et la B-glucosidase ne se fixent pas sur le

support réticulé.

Les exocellulases ainsi obtenues sont fixées sur membrane nylon
en présence d'albumine et de glutaraldéhyde, selon les mémes conditions
opératoires que celles utilisées pour 1'immobilisation du complexe cellulo-
sique. Les réactions d'hydrolyse sont également poursuivies dans des condi-
tions identiques a celles décrites précédemment, mais avec une concentration

de substrat de 0,5 g/l.

Durant ces réactions nous avons observé une légére réponse du
pHstat. Au bout de 90 h de réaction, nous avions atteint une concentration
maximale de glucose de 0,1 g/l soit un taux d'hydrolyse maximale de 20 Z.
Comparativement, pour des mémes concentrations en substrat, nous avons

atteint des taux d'hydrolyse variant de 72 Z a 82,4 7%, selon les essais en
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5 heures d'hydrolyse, avec des membranes contenant le complexe céllulo-
sique dans son intégralité. En utilisant la fraction exocellulosique en

solution, ce taux d'hydrolyse a été atteint en 11 heures.

I1 apparait donc qu'en l'absence des endocellulases, la
cellulose n'est que trés partiellement attaquée et ceci d'autant plus

lorsque les exocellulases sont immobilisées.

© - HYDROLYSE DE LA CELLULOSE EN PRESENCE D'UN SYSTEME
CELLULASE/B~-GLUCOSIDASE CO-IMMOBILISEES SUR UNE
MEME MEMBRANE

Nous avons vu sur la Figure 26 (paragraphe 4.7) que pour un
méme type de membranes, l'augmentation de la concentration en enzyme n'en-
trafnait pas une augmentation de la vitesse d'hydrolyse comme nous aurions
pu le penser. Contrairement & cela, pour desmembranes fortement chafgées,
la vitesse initiale décroit rapidement vers une vitesse nettement plus
faible que celle existant pour des membranes peu chargées. Il semble donc

se produire un phénoméne d'inhibition.

Ces observations sur I'influence de la quantité d'enzyme par
unité de volume membranaire corroborent les études réalisées sur un capteur
enzymatique par J. BEAUX en 1983 [121]. Ces études mettaient en évidence la
présence d'une "zone gelée" (Figures 35 et 36) sur l'interface capteur/
membrane, zone dans laquelle l'enzyme ne travaille pas, la concentration en
substrat étant devenue pratiquement nulle bien avant d'avoir atteint 1'in-

terface capteur/membrane.

Les études suivantes ont été conduites en utilisant des
membranes fortement chargées en cellulase (25 mg/cm3). Deux lots de mem-

branes ont été réalisés :

- des membranes contenant 500 mg de cellulase de Trichoderma

viride.
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Figure 36 : Profils des concentrations des substrats et produits a
T intericur d'une membrane enzymatique de forte activité.
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~ des membranes contenant 500 mg de cellulase de Trichoderma

viride co-immobilisées avec 200 mg de B-glucosidase.

Les résultats d'hydrolyse sont rassemblés sur les Figures 37.
et 38. Le glucose et le cellobiose sont dosés par HPLC et les sucres réduc-
teurs (glucose, cellobiose, oligosaccharides) par le réactif dinitrosalicy-

lique (DNS).

En absence de supplémentation en B -glucosidase, on observe un
une accumulation de cellobiose accompagnée d'une diminution de la vitesse

de production en glucose dans le temps (Figures 37 et 38). La vitesse est
k

inversement proportionnelle & la concentration en cellobiose v = [ceilcbicsa

comme on le voit sur le tableau IIL4, ce qui montre l'effet inhibiteur du

cellobiose.

] ] ] ] ] ] ] ]
D 11obi ! ! ! ! ! ! !
g celloblose o 4g v 924 1 0,30 ! 0,35 ! 0,40 ! 0,4k !
' g/l ! ! ! ! ! ' !
! ! : ! ! ! ! !
! ! 1 ! ! ! ! !
' V ymole mm™' ! 2,61 ! 1,97 ! 1,53 ! 1,31 ! 1,11 t 0,99 !
! ! ! ! ! ! ! !
! ! L ! ! ! L L
! 5 ! ! ! ! ! ! !
; ke 10 L 670 | 4&Th 0 4,60 | 4,59 | 446 b4k
! ! ! ! ! ! ! !

Tableau III.4: Evolution de la vitesse de formation du
glucose en Pbnction de la concentration
en cellobiose.

Par contre, en présence des deux systémes enzymatiques
co—immobilisés, la concentration en cellobiose tend vers une valeur trés
faible voisine de 15 mg/l, alors que la production de glucose tend vers
une vitesse constante de 4,50 umole par minute. L'ajout de faibles quantités
de cellobiose dans le milieu réactionnel, provoque une augmentation de la

vitesse d'apparition du glucose. Cette vitesse maximale est donc fonction
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Figure 37 : Hydrolyse de la cellulose par la cellulase de
Trichoderma viride immobilisée seule.
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Figure 39 : Influence du rapport B-glucosidase/cellulase
sur 1'accumulation de glucose et de cellobiose
au cours de 1'hydrolyse.
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Figure 40 : Influence du rapport B-glucosidase/cellulase
sur la vitesse de production de glucose
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Figure 41 : Influence du rapport B-glucosidase/cellulase
sur l'accumulation de cellobiose.
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de 1'alimentation en cellobiose, et par conséquent, limitée par la vitesse

d'hydrolyse de la thaine cellulosique par les endocellulases.

L'ajout de B-glucosidase sur la membrane permet donc de
diminuer la concentration en cellobiose et par conséquent de lever 1'inhi-

-

bition de la cellulase due & cette accumulation en cellobiose.

Ceci étant, il reste cependant a déterminer le rapport op-
timal cellulase/R-glucosidase permettant d'avoir une vitesse de production
de glucose maximale. Pour celd nous avons réalisé plusieurs membranes conte-

nant des rapports cellulase/B-glucosidase croissants.

Les résultats obtenus sont résumés sur la Figure 39, ol sont
portées les concentrations en glucose et cellobiose en fonction du temps
pour les différents essais. Les vitesses d'apparition du glucose semblent
peu différentes pour les valeurs des rapports 2,5 et 5 des deux enzymes.
Ces résultats sont plus nets sur la Figure 40 donnant la vitesse statiomn-
naire d'apparition du glucose en fonction de ce rapport. L'optimisation
d'une telle membrane semble &tre 1l'emploi d'une membrane cellulase/f-gluco-

sidase co-immobilisées dans les rapports 5/1 (Figures 40 et 41).

CONCLUSION

La cellulase, catalyseur biologique spécifique de la réaction
d'hydrolyse des liaisons B-glucosidique, peut &tre utilisée en solution ou

sous forme fixée.

Cependant, le rendement d'un réacteur & cellulase immobilisée
peut 8tre nettement amélioré, d'une part par l'augmentation de la surface
des membranes enzymatiques et d'autre part par l'utilisation de membranes

a4 cellulase et B-glucosidase co-immobilisées.
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L'addition de la B-glucosidase dans la membrane enzymatique permet de
transformer le cellobiose en glucose au fur et a mesure de sa formationm,
évitant ainsi 1'accumulation de cellobiosé au niveau des sites enzyma-
tiques de la cellulase et par conséquent, supprimant 1'effet inhibiteur
du cellobiose. L'ajout de B-glucosidase dans la membranme dans un rapport
de 1 2 5 avec la cellulase permet d'augmenter la vitesse d'hydrolyse d'un
facteur de 4,5, et par conséquent, de diminuer le temps de séjour dans le

réacteur, ce qui se traduit par une augmentation de la productivité.

La supplémentation en B-glucosidase a également un effet sur
le maintien de 1'activité de la membrane au cours du temps. Aprés quinze
jours d'immobilisation, l'activité résiduelle d'une membrane cellulasique
n'est que de 20 % environ de son activité initiale alors que l'activité
résiduelle d'une méme membrane supplémentée en B-glucosidase est de 60 7

de son activité de départ.






CONCLUSION
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Ce travail se veut 8tre une contribution & 1'étude des
différentes possibilités de revalorisation des matériaux ligno-cellu-
losiques. Son objectif n'est pas de substituer entiérement l'hydrolyse
de la cellulose par enzymes fixée§ 3 tout autre procédé de traitement
de la cellulose, les méthodes variées actuellement 3 1'étude pouvant
8tre complémentaires afin d'obtenir un produit final correspondant & la

meilleure revalorisation du substrat initial.

L'étude de 1l'activité de la cellulase immobilisée sur
support nous a permis de montrer que l'hydrolyse de la cellulose par

enzymes fix8es est envisageable.

L'obtention d'un substrat amorphe est une &tape importante
dans ce processus. Elle permet d'augmenter considérablement la vitesse
de production de glucose, tout en permettant d'obtenir des taux d'hydro-
lyse avoisinant les 85 %. Le prétraitement chimique en présence d'acide
phosphorique ne semble donc pas causer d'importantes réversions des sucres,
contraitement aux résultats obtenus lors d'une hydrolyse acide. De plus, ce
prétraitement &vite l'utilisation de produits contenant des métaux lourds
généralement utilisés pour la solvatation de la cellulose, les métaux

lourds étant souvent inhibiteurs des enzymes.

Ce prétraitement a &té réalisé sur une cellulose contenant
un pourcentage de cellulose cristalline tré&s élevé. Une &tude plus appro-
fondie sur ce prétraitement pourrait sans doute permettre d'améliorer son
efficacité et &galement de 1l'optimiser en fonction des substrats initiaux
utilisés, substrats dont le degré de cristallinité peut Etre trés variable

-~

d'une source 3 une autre.
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L'étude du comportement de la cellulase immobilisée nous a
permis de déterminer les paramétres d'optimisation d'un tel systéme. L'in—
fluence du taux de glutaraldéhyde dans la membrane et de la surface de _
contact entre l'enzyme et la solution sont deux éléments importants.‘Cepen;
dant, le facteur essentiel limitant 1'activité enzymatique d'une telle mem~
brane est la "déficience" en B-glucosidase du complexe de Trichoderma viride.
De plus, les expériences sur la durée de vie de la membrane enzymatiqﬁe nous
ont montré que, malgré son immobilisation, la B-glucosidase du complexé

cellulasique perd rapidement son activité.

La co-immobilisation de la cellulase avec la B-glucosidase
nous a permis d'augmenter considérablement 1l'activité et la stabilité de la
membrane enzymatique. L'étude des rapports des concentrations de ces deux
enzymes dans la membrane nous a permis de définir les conditions permettant
d'obtenir une membrane présentant une activité optima;e.

L'utilisation d'un réacteur d cellulase immobilisée pour
1'hydrolyse de la cellulose permet d'ume part de pouvoir réutiliser 1'enzyme
aprés son fonctionnement, éeci en économisant 1'étape de séparation enzyme/
produits,obligatoire dans le cas d'un r@acteur 3 enzymes libres. D'autre part,
un tel réacteur peut permettre une production de glucose en continu, ce qui
n'est pas le cas pour des réacteurs homogénes. Cependant, l'activité des
cellulases actuellement disponibles sur le marché reste tr&s faible. L'hydro-
lyse compléte de la cellulase nécessite par conséquent un temps de séjour
important dans le réacteur. Or l'optimisation de ce procédé passera nécessai-
rement par la diminution de ce temps. Néanmoins, les progr&s réalis&s par les
génédticiens et les microbiologistes sur l'obtention de nouvelles souches .
hyper-productrices de cellulases et sur les enzymes elles-mémes désensibili-
sées 3 l'action des inhibiteurs,(qui dans le cas de la cellulase, sont essen-
tiellement les produits de la réaction)nous permettent d'envisager avec op-
timisme la possibilité d'un développement futur d'un réacteur i enzymes fix@es

pour 1'hydrolyse de la cellulose.
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RESUME

Depuisvlongtemps, le bois est utilisé comme combustible, matériau
de construction et dans la fé@ricationvde pates a papier. Actuellement
des procédés thermochimiques, biochimiques et microbiologiques permet-
tent une valorisation du bois conduisant & 1'obtention d'intermédiaires
chimiques directement utilisables dans 1'industrie.

L'hydrolyse enzymatique de la cellulose est 1'une de ces méthodes.
Elle conduit & 1'obtention du glucose, point de départ de nombreuses
synthéses chimiques dans 1'industrie chimique. L'immobilisation de
1'enzyme sur support insoluble permet une utilisation répétée de 1'en-

zyme.

Cette étude met en évidence le comportement de la cellulase immo-
bilisée vis-a-vis de son substrat. La cellulose est rendue amorphe et
soluble par un traitement chimique préalable. Ensuite les différents
paramétres influengant 1'activité de 1'enzyme immobilisée sont étudiés
afin de déterminer les conditions optimales de fonctionnement d'un tel
systéme.

MOTS-CLES

cellulose, hydrolyse, enzyme, immobilisation, cellulase,
B-glucosidase. '




