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Introduction géneérale

On estime aujourd’hui a plus de 100 000 le nombre de substances chimiques
homologuées en Europe, et 200 a 300 nouvelles molécules s’y ajoutent chaque année.
Une partie de ces composés sont peu ou non biodégradables et ont une forte tendance a
s'accumuler dans l’environnement, on peut ainsi les retrouver dans les eaux
souterraines ou de surface a des concentrations faibles variant du ng.L-? au pg.L-1 (Tran
et al, 2018). La présence de ces molécules appelées polluants émergeants ou
micropolluants est une question de santé publique qui gagne de plus en plus de visibilité
depuis ces deux dernieres décennies, en partie grace a I'amélioration des techniques
analytiques et a une prise de conscience globale pour les problémes environnementaux
(Deblonde et al,, 2011; Geissen et al,, 2015; Gogoi et al., 2018). Les micropolluants
peuvent étre des résidus de produits pharmaceutiques, de produits d’hygiene
personnelle, de produits ménagers, de pesticides ou encore de produits dérivés de
I'industrie chimique. L’élimination de ces composés représente un enjeu essentiel pour
une gestion de l'eau durable et équitable dans un contexte d’accroissement de la
population. En effet, nombre de ces substances peuvent engendrer une toxicité
chronique et des conséquences néfastes sur les écosystemes aquatiques et la santé
humaine (Sousa et al., 2018). Par exemple, la persistance de résidus d’antibiotiques dans
I'environnement est a 'origine de 'une des plus grosses menaces sanitaires de ce siecle :
I'apparition de bactéries anti-bio résistantes (Cacace et al, 2019; Corno et al,, 2019;

Manaia et al., 2018; Voigt et al., 2020).

Pour lutter contre ce probleme environnemental, deux types de mesures peuvent
étre prises: a la source, ou en bout de chalne. Les mesures « a la source » consistent a
imposer pour certaines molécules, des contraintes de rejets en amont du traitement.
Dans cette optique, la France a lancé en 2009 le premier plan « micropolluant », qui vise
a surveiller et limiter certaines substances listées comme prioritaires. L'autre stratégie
est d’agir en bout de chaine, en équipant les stations d’épuration de traitements
spécifiques pour éliminer ces molécules. La Suisse espere ainsi atteindre d’ici 2035 un
objectif d’abattement de 80% des micropolluants en sortie de chacune de ses 120
stations d’épuration spécialement équipées dans ce but. Ces deux types de solutions sont

néanmoins complémentaires et les recherches scientifiques s’intensifient afin de trouver
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des traitements efficaces pour éliminer ces molécules des eaux traitées. En effet, les
traitements classiques que I'on retrouve dans une station d’épuration des eaux usées
(STEP) conventionnelle, comme les réacteurs de boues activées ou la coagulation-
floculation, ne sont pas completement adaptés pour la dégradation de ces composés
récalcitrants (Luo et al., 2014; Stackelberg et al., 2007; Vogelsang et al.,, 2006). Cela
explique les taux d’abattement tres variables de ces composés en station classique, qui

peuvent pour certains produits, ne pas dépasser les 30% d’élimination.

Plusieurs voies (chimiques, physiques ou biologiques) sont actuellement
étudiées. Parmi elles, l'utilisation de biocatalyseurs enzymatiques est une piste
prometteuse (Marco-Urrea et al., 2009). En effet, les enzymes de type oxydoréductases
(notamment les laccases ou peroxydases), forment des radicaux tres réactifs capables
d’oxyder une large gamme de substrats en composés moins toxiques (Alneyadi et al.,
2018; Naghdi et al., 2018; Varga et al., 2019). La laccase possede trois sites catalytiques
(T1, T2, T3) sur lesquels sont répartis quatre atomes de cuivre ayant la capacité
d’oxyder un substrat parallelement avec la réduction d’'une molécule d’oxygene dissous
en eau (Alcalde, 2007; Madhavi and Lele, 2009; Shekher et al., 2011). Ce biocatalyseur
est particulierement intéressant par comparaison aux autres enzymes du méme type
puisqu’il ne nécessite aucun autre produit que 'oxygeéne déja dissous dans la solution, et
réagit facilement en conditions ambiantes (température, pH). L’utilisation de la laccase
pour catalyser la dégradation de micropolluants de diverses origines (produits
pharmaceutiques, pesticides, perturbateurs endocriniens...) fait 'objet de nombreuses
recherches depuis quelques années. Les résultats semblent confirmer I'efficacité du
procédé sur les polluants phénoliques de faible potentiel d’oxydoréduction E° (le
potentiel redox de la laccase est évalué entre 0,4 et 0,8 V) (Bilal et al., 2019a; Morsi et al.,
2020; Unuofin et al, 2019); mais certains composés a haut potentiel redox restent
récalcitrants. Il est néanmoins possible d’ajouter des molécules appelées médiateurs
pour permettre ou améliorer I'avancement de la réaction (Ashe et al., 2016; Cafias and

Camarero, 2010).

Deux limitations principales freinent cependant I'extrapolation de ce type de
procédé a échelle industrielle. Tout d’abord, le fait d'utiliser ce catalyseur dans sa forme
dissoute en solution nécessite une étape de séparation de I'’enzyme a la fin du procédé,
augmentant l'impact économique de celui-ci et ce d’autant plus que les enzymes
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récupérées ne sont pas toujours réutilisables. De plus, la baisse d’activité des enzymes
au cours du temps liée a un manque de stabilité génére un probléme supplémentaire.
Pour pallier ces limitations, le catalyseur peut étre greffé sur un support, par différentes
techniques comme l'adsorption, l'encapsulation ou encore la création de liaisons
covalentes (Ba et al.,, 2013; Mateo et al., 2007; Mohamad et al,, 2015). Le choix de la
technique d’immobilisation est indissociable du choix du support. Divers matériaux
peuvent servir en tant que support enzymatique, aussi bien inorganiques (minéraux,
matériau a base de silice...) qu’organiques (polymeres synthétiques comme 1’alcool
polyvinylique, ou organiques comme le chitosan, I'alginate) (Zdarta et al., 2018a, 2018b).
Un bon support posséde une aire surfacique importante, une bonne stabilité
structurelle, de nombreux groupements fonctionnels; il doit également étre

biocompatible et non toxique.

L'immobilisation des enzymes sur un support solide rend possible I'utilisation de
différents types de réacteurs : le réacteur agité, le réacteur enzymatique a membrane, le
réacteur a lit fixe ou le réacteur a lit fluidisé. Dans les deux derniers cas, le lit est
constitué de particules sur lesquelles est greffé le catalyseur. Le choix de la forme du
support (billes, membranes, nanoparticules...) va donc également dépendre du type de

réacteur viseé.

L’objectif de cette these est de développer des supports d'immobilisation d’enzymes
biosourcés pouvant étre utilisés dans un réacteur a lit fluidisé afin de dégrader des
micropolluants récalcitrants présents dans '’eau. L’étude rapportée dans ce manuscrit
tente de répondre a plusieurs questionnements, dont certains se sont révélés au cours

du projet :

- Des billes de gélatine réticulées chimiquement peuvent-elles former des liaisons
covalentes robustes avec les laccases pour atteindre une stabilité et une activité
enzymatique suffisante ?

- Laréticulation par le glutaraldéhyde permet-elle une bonne tenue mécanique des
billes pour une utilisation continue en milieu aqueux fluidisé ?

- Quels parametres influent sur un greffage efficace des enzymes a la surface des

billes et dans quelle mesure ? Comment quantifier I'efficacité du greffage ?
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La fluidisation améliore-t-elle la dégradation des micropolluants par rapport a un
réacteur agité? Quels parameétres opératoires influent sur l'efficacité de cette
dégradation ?

Peut-on adapter ce procédé pour dégrader un micropolluant non phénolique plus
récalcitrant ? L'immobilisation d’'un médiateur est-elle envisageable pour éviter

'ajout d’'une molécule supplémentaire dans la solution ?

Le chapitre 1 de cette thése constitue I'état de l'art et présente dans un premier temps

I'occurrence et le devenir des micropolluants dans I’environnement, puis les traitements

classiques et plus innovants retrouvés en STEP. Le traitement enzymatique est ensuite

détaillé, tout comme les différents supports et techniques d’'immobilisation. Ce chapitre

se termine par la présentation des différents réacteurs enzymatiques, en insistant sur

les phénomenes mis en jeu a I'intérieur d’un réacteur a lit fluidisé.

Le chapitre 2 décrit le matériel, les méthodes et les analyses utilisés pour ce travail de

recherche.

Le chapitre 3 développe I’ensemble des résultats obtenus, il se compose de plusieurs

parties :

L’élaboration des supports a base de gélatine et I'étude des propriétés de ces
supports avant et apres réticulation. Cette partie étudie I'influence de différents
parameétres sur la formation des billes, et I'impact de la concentration en
glutaraldéhyde utilisé pour la réticulation sur les propriétés mécaniques et
thermiques des billes.

L’étude des parametres influents sur le greffage des enzymes a la surface des
billes par un plan d’expérience 2* et lI'étude de la stabilité des enzymes
immobilisées. Cette partie étudie leffet de plusieurs parametres (la
concentration en glutaraldéhyde, le temps de réticulation, la concentration en
enzyme, le temps de greffage) sur l'activité des billes activées. Les enzymes
immobilisées sont ensuite comparées aux enzymes libres en termes de stabilité
par rapport au pH, par rapport a la température, et par rapport au temps de
stockage. Les constantes cinétiques vis-a-vis d’'un substrat modele (I'’ABTS) ont

aussi été discutées.
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- La conception d'un réacteur a lit fluidisé et 1'étude de la faisabilité de la
dégradation d’'un composé pharmaceutique phénolique : la tétracycline. Les
performances de dégradation en réacteur batch agité et en lit fluidisé ont été
comparées, et l'impact de divers parametres opératoires (pH, débit de
recirculation du milieu réactionnel, concentration en micropolluants, ajout
d’oxygene) sur l'efficacité de la réaction ont été discutés.

- La dégradation d’un pesticide non phénolique récalcitrant: le glyphosate, est
étudiée en réacteur batch et en réacteur a lit fluidisé en ajoutant un médiateur
pour accélérer la réaction. La co-immobilisation du biocatalyseur et du médiateur
sur une méme bille a été testée, afin de limiter la toxicité et de faciliter la

séparation des médiateurs utilisés.

Enfin, le manuscrit se termine par les principales conclusions tirées du projet, et les

perspectives d’études qui en découlent.
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Chapitre 1 - Etat de I'art

I) Présence de micropolluants émergeants dans I'’eau

1. Origines et régulations

Les polluants émergeants (EPs, aussi appelés micropolluants) regroupent I'’ensemble
des molécules naturelles ou synthétiques qui ne font pas forcément l'objet de
surveillance ou de traitement spécifique dans I’environnement et les stations
d’épuration, mais qui sont susceptibles de représenter un danger pour les écosystemes
et/ou pour la santé humaine (Geissen et al., 2015). Ce probléme est relativement
nouveau, pour plusieurs raisons. Tout d’abord, la croissance démographique mondiale
depuis le siecle dernier, a entrainé une augmentation de la production des industries
pharmaceutiques, chimiques, et agroalimentaires. On estime notamment que la
consommation mondiale en antibiotiques a augmenté d’au moins 65% entre 2000 et
2015, passant de 21,1 a 34,8 milliards de doses quotidiennes (Klein et al., 2018). De plus,
les techniques d’analyses se sont considérablement améliorées lors des derniéres
décennies et on est aujourd’hui capable de détecter des composés dont les
concentrations dans ’environnement sont de 'ordre du ng.L-! (Borah et al., 2020). Le
nom « micropolluant » provient en effet de la faible concentration de ces molécules qui
est généralement comprise entre le pg.L-1 et le ng.L-1. Par exemple, le développement de
la chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (LCMS, voir la LCMS-
MS) a permis de se rendre compte de la persistance de plus de 3000 molécules d’origine
pharmaceutique dans les effluents de stations d’épuration, dans les eaux souterraines ou
les eaux de surface (Richardson, 2012; Rivera-Utrilla et al.,, 2013). Aussi, bien que la
présence de certains composés dans I'eau soit connue depuis longtemps, ce n’est que
récemment que leur potentiel impact négatif sur la santé humaine et sur les écosystemes
n’a été relevé, c’est le cas des hormones telles que I'cestrogene, dont la présence est liée

notamment a la prise de pilules contraceptives (McKeown and Bugyi, 2016).

On peut diviser ces micropolluants en plusieurs grandes catégories: les produits
pharmaceutiques (PPs), les pesticides, les produits de soin et d’hygiéne personnelle
(PCPs), les surfactants, les produits issus de l'industrie chimique et les perturbateurs

endocriniens (EDCs) (Luo et al, 2014). La derniére catégorie regroupe tous les
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composés, naturels ou synthétiques, capables d’altérer les systémes hormonaux et
homéostatiques de I'organisme (ils peuvent aussi appartenir a une autre classe, comme
souvent des PCPs ou pesticides). (Wee and Aris, 2017). Dans ces travaux de thése, nous
allons plus particulierement nous intéresser aux deux premiéres catégories citées, a

savoir les produits pharmaceutiques et les pesticides.

La Figure 1-1 regroupe les différentes sources de ces polluants émergents. Les effluents
domestiques et hospitaliers concentrent la majeure partie des micropolluants
pharmaceutiques et de produits d’hygiene personnelle. Les stations d’épuration n’étant
pas congues pour traiter spécifiquement ces composés, la plupart se retrouve dans les

eaux de surface, voire I'’eau potable (Rivera-Utrilla et al., 2013).
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Figure 1-1 : Origine des micropolluants dans I'eau

En ce qui concerne la réglementation, bien qu’il n’y ait aucune limitation de décharge de
micropolluants dans I'’environnement au niveau européen, la directive cadre sur l'eau
(DCE) 2000/60/EC a défini une stratégie pour détecter les substances a haut risque
nécessitant d’étre surveillées (Directive, 2000). 33 molécules ou groupes de molécules

ont donc été choisis et considérés comme prioritaires en 2008 par la directive
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2008/105/EC (Directive, 2008). En 2013, une premiere « watch list» a été établie,
comprenant 10 substances ou groupes de substances, pour un total de 17 molécules
organiques (Barbosa et al.,, 2016; Directive, 2013). La liste a été actualisée en 2018, en
ajoutant notamment deux antibiotiques : I'amoxiciline, la ciprofloxacine, et en retirant 5
composés. La liste actualisée est détaillée dans le Tableau 1-1. Parmi ces substances, on
retrouve des hormones, des produits pharmaceutiques, des produits de soin personnels
et des pesticides. Les molécules de cette liste qu’on retrouve le plus fréquemment dans

les eaux de surface sont I'azithromycine, et 'imidaclopride (Sousa et al., 2018).

Tableau 1-1 : Substances comprises dans la « watch list » de la directive européenne de
2018

Nom de la molécule ou du

Classe Présence
groupe de molécules
Hormones
17-a-ethinylestradiol (EE2) Perturbateurs Pilules contraceptives
endocriniens
_ Hormones
17-B-estradiol (E2)
Perturbateurs Hormones naturelles
Estrone (E1) o
endocriniens
Azithromycine
Clarithromycine Produits pharmaceutiques | Antibiotiques macrolides
Erythromycine
Methiocarbe Pesticide Pesticide carbamate
Imidaclopride
Thiaclopride
Neonicotinoides
Thiamethoxamee Pesticide
(Insecticides)
Clothinanidim
Acetamipride
Metaflumizone Pesticide Insecticide
Amoxiciline Produit pharmaceutique Antibiotique
Ciprofloxacine Produit pharmaceutique Antibiotique
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2. Produits pharmaceutiques

Les produits pharmaceutiques, (incluant par exemple les antibiotiques, les médicaments
anti inflammatoires, anti épileptiques, anti dépresseurs), font partie du quotidien de la
population mondiale et se retrouvent ainsi dans les égouts, les eaux de drainage, les
effluents industriels, ou encore les sols lorsqu’ils sont utilisés en médecine vétérinaire
(Archer et al., 2017). La présence de ces substances dans les sols peut altérer les
fonctions écologiques clés, comme le cycle du carbone (Pino-Otin et al., 2017). En ce qui
concerne la santé humaine, certaines de ces molécules peuvent causer des pathologies
graves comme des allergies, des cancers, et des maladies respiratoires. Mais surtout, la
présence d’antibiotiques dans I’environnement est a l'origine du développement de
bactéries anti-bio résistantes ce qui peut, a terme, poser de réels problémes de santé

publique (Couto et al., 2019).

Le Tableau 1-2 regroupe certaines des molécules d’origine pharmaceutique les plus
couramment rencontrées dans I’environnement et leurs concentrations avant et apres
traitement en station d’épuration. On observe qu’excepté I'ibuprofene et la norfloxacine
dont les taux de dégradation dans les stations d’épuration sont assez élevés (ici entre
90-99%), les taux de dégradation des autres micropolluants restent bas (autour de 20-
30% pour la carbamazépine et la tétracycline, entre 40-80% pour les autres). Le
traitement classique, (voire supplémenté d'un traitement chimique) ne suffit pas pour
éliminer ces molécules et leurs concentrations résiduelles dans les effluents ne sont pas
négligeables. Par ailleurs, on observe que certains composés (ici le diclofénac et le
triclosan) ont un bilan massique négatif, c’est-a-dire que leur concentration est plus

élevée en sortie qu’'a I'entrée de la station d’épuration.
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Tableau 1-2 : Concentrations de molécules pharmaceutiques dans les influents et effluents de stations d'épurations.

[Influent] [Effluent] Type de Méthode
Classe Molécule Lieu Référence
pg.L1 pg.L1 traitement d’analyse
Diclofenac 0,249 0,545 Pologne, Cracovie CSTEP GC-MS (Nosek etal., 2014)
Anti
(Thiebault et al.,
inflammatoires Ibuprofene 1,56-7,28 0,006-0,284 France, Orléans CSTEP GC-MS 2017)
7
<MDL-
0032 <MDL-0,023 Portugal CSTEP LC-MS (Santos et al,, 2013)
Tétracycline ’
Australie, (Watkinson et al,,
<0,10 <0,02 CSTEP LC-MS-MS
Antibiotiques Queensland 2009)
0,280- (Verlicchi et al,,
Sulfaméthoxazole 0,17-0,24 [talie CSTEP + TT* LC-MS
0,740 2012a)
Norfloxacine 0,320 0,032 Suéde CSTEP + TT** | LC-MS-MS (Zorita et al., 2009)
Désinfectant Triclosan 0,339 0,433 Pologne, Cracovie CSTEP GC-MS (Nosek etal., 2014)
Anti (Thiebault et al.,
Carbamazépine 0,215 0,163 France, Orléans CSTEP GC-MS
épileptique 2017)
(Verlicchi et al,,
Bétabloquant Atenolol 1,8-2,4 0,55-0,98 [talie CSTEP + TT* LC-MS

2012a)

CSTEP : Traitement conventionnel (pré traitement + boues activées); TT: Traitement tertiaire ; *Traitement chimique par NaClO ;

**Traitement chimique par FeCl3
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Cela s’observe généralement dans le cas de la mise en ceuvre de réacteurs a boues
activées (traitement secondaire classique d’'une STEP) et est vraisemblablement lié a
une recombinaison de métabolites en composés parents, mais peut aussi résulter du
rejet dans la phase liquide et sous l'action des microorganismes, de micropolluants

piégés dans des particules fécales (Blair et al., 2015; Grandclément et al., 2017).

Parmi les antibiotiques utilisés en médecine vétérinaire, la tétracycline (TC) est sans
doute I'un des plus employés au monde, notamment pour les volailles (Ling et al., 2013).
Or d’apres la littérature, le taux de dégradation moyen de la TC dans les stations
d’épuration n’est que de 30% seulement (Watkinson et al, 2009). Ceci explique
pourquoi on en retrouve a des concentrations assez élevées dans les eaux de surface a

divers endroits de la planéte (cf Tableau 1-3) (Wang et al., 2019).

Le risque environnemental d'une substance correspond a la valeur du quotient de risque
(RQ), défini par le ratio entre la moyenne de la concentration de la substance mesurée
dans les effluents secondaires et la plus forte concentration de cette substance sans
risque pour I'environnement (PNEC). Un RQ < 0,1 signifie un risque faible pour les
organismes aquatiques, le risque est moyen si 0,1 < RQ <1 et élevé si RQ = 1. La PNEC de
la TC a été évaluée a 0,09 pg.LL, soit 90 ng.L-1 (Kiimmerer and Henninger, 2003). D’apres
les valeurs de concentrations rapportées dans le Tableau 1-3, les eaux de certains sites
renferment des quantités de TC supérieures a la PNEC. Selon Verlicchi et al., (2012b), le
RQ de la tétracycline est supérieur a 1, faisant donc de cette molécule I'une des plus

préjudiciables pour les écosystemes aqueux.
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Tableau 1-3 : Concentrations de tétracycline dans les eaux de surface a différents
endroits du globe.

Concentration en o
TC (ngL) Lieu Référence
<32 Riviere Haihe, Chine (Luo etal., 2011)
<2,37 Estuaire Yangtse, Chine (Yanetal, 2013)
<623,43 Riviere Tiaoxi, Chine (JiaLietal., 2016)
<10,14 Riviere Meijiang, Chine (Chen etal., 2017)
30-497 Hong Kong, Chine (Selvam et al., 2017)
<100 6 rivieres du Queensland, Australie | (Watkinson et al., 2009)
<140 Eaux de surface, Etats Unis (Deo, 2014)
<2093 Riviere Han, Corée du Sud (Kim etal., 2016)
5,4-8,1 Yaft Abad, Iran (Javid et al., 2016)

3. Pesticides

Les pesticides sont utilisés en agriculture pour lutter contre les nuisibles et les
mauvaises herbes, afin d’améliorer les productions et répondre a la demande toujours
croissante liée a 'augmentation démographique mondiale. Cependant, quand elles sont
utilisées en grande quantité, ces substances n’affectent plus seulement les organismes
ciblés, mais la totalité de leur environnement, comme I’'atmospheére, le sol, les eaux
souterraines, et les eaux de surface par pulvérisation et infiltration (Nsibande and
Forbes, 2016). Du fait de leur biopersistence et de leur bioaccumulation dans
I'environnement, les pesticides sont considérés comme tres toxiques (de Souza et al.,
2020). On leur attribue notamment d’étre a I'origine de problemes de santé comme des
cancers, des malformations, des problémes d’infertilité, et des mutations d’ADN, pouvant
aboutir a l'apparition de maladies comme Parkinson et Alzheimer (Bolognesi, 2003;

Norman et al,, 2020; Sabarwal et al., 2018).

En 2014, la France était le second pays d’Europe le plus grand consommateur de
pesticides avec 70 000 tonnes de pesticides utilisées pour I'année (Béranger et al,,
2020). Parmi les pesticides, on retrouve principalement les herbicides, les insecticides et

les fongicides. Les herbicides sont la classe de pesticides la plus utilisée aujourd’hui,
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avec par exemple 112 000 tonnes d’herbicides vendues en Europe en 2016, soit 32% de
la quantité totale de pesticides vendue en Europe cette méme année (Ravier et al.,

2019).

L’herbicide non sélectif le plus vendu au monde est le glyphosate, un composé
organophosphoré produit par la société Monsanto sous le nom commercial de
Roundup® depuis 1974. Cet herbicide inhibe une enzyme essentielle a la plante, la 5-
enolpyruvyl-shikimate-3-phosphate-synthase (EPSPS), I'empéchant de produire des
acides aminés aromatiques nécessaires a la synthese de protéines. Comme le glyphosate
n’est pas sélectif, il est soit utilisé sur des champs avant culture soit sur des cultures
génétiquement modifiées capables de résister a I'herbicide (Valavanidis, 2018). La
quantité totale de glyphosate utilisée dans 140 pays différents est passée de 3 200
tonnes/an en 1974 a 825 000 tonnes/an en 2014 (Benbrook, 2016).

L’utilisation commerciale de cet herbicide est de plus en plus controversée, notamment
depuis la publication d’'un rapport du Centre International de Recherche sur le Cancer
(IARC), regroupant les recherches de plusieurs organismes indépendants et qualifiant le
glyphosate de « potentiellement cancérigene » (IARC Working Group on the Evaluation

of Carcinogenic Risks to Humans, 2017).

De nombreuses recherches consacrées a I'impact du glyphosate sur la santé humaine ont
mis en évidence des risques de prolifération des cellules T47D tumorales (a I'origine de
cancers du sein) (Thongprakaisang et al., 2013), des dommages neurologiques a haut
niveau d’exposition (Martinez and Al-Ahmad, 2019), ou encore une augmentation de
dommages sur I’ADN corrélée a une augmentation de la dose d’exposition de glyphosate,
suggérant ainsi une génotoxicité de la molécule (Alvarez-Moya et al, 2014). De
nombreuses études rapportent néanmoins que la toxicité du roundup n’est pas due a la
présence du seul glyphosate mais résulte aussi de la présence du surfactant ajouté, (tres
souvent le polyoxyéthylene amine ou POEA), qui serait plus toxique que I'herbicide lui-

méme (Meftaul et al., 2020; Mesnage et al., 2013).

Le glyphosate est particulierement persistant dans l'air et peut donc ainsi étre
transporté sur de longues distances (Mattei et al., 2018; Socorro et al., 2016). Dans les
sols (pH = 4-8), le glyphosate est présent sous forme anionique et peut se combiner avec
les cations présents dans l'argile et/ou les oxydes de fer et d’aluminium ; cette forte
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sorption dans les sols est a I'origine de sa grande persistance (Borggaard and Gimsing,
2008; Okada et al., 2019). Le principal métabolite de la biodégradation du glyphosate est
I'acide aminométhylphosphonique (AMPA). Bento et al., (2016) ont montré que I’ AMPA
est jusqu'a 21 fois plus persistant que le glyphosate dans des sols humides, d’ou la
nécessité de surveiller ce métabolite au moins autant que le glyphosate lui-méme. Des
exemples d’occurrence du glyphosate et de '’AMPA dans les eaux a différents endroits de

la planéte sont rapportés dans le Tableau 1-4.

Tableau 1-4 : Occurrences du glyphosate et de I'AMPA a différents endroits du globe.

Concentration en Concentration en
Lieu Référence
glyphosate (ug.L'1) AMPA (pg.L1)
Riviere Suquia, (Bonansea et al.,

< 35,2 <0,6

Argentine 2017)

(Medalie et al.,
<8,1 <5,6 70 sites aux Etats-Unis
2020)

<142 <10 Marécages, Australie (Okada et al., 2020)

Eaux secondaires,
0,11 0,2 (Poiger et al., 2016)
Zurich, Suisse

Eaux de surface, Buenos (Aparicio et al.,
1,7-3,6 <0,8

Aires, Argentine 2013)

La PNEC du glyphosate a été évaluée entre 28 pg.L'1 et 60 ug.L-! (Bonansea et al.,, 2017;
Di Guardo and Finizio, 2018), le RQ du glyphosate varie en fonction des sites mais il est
en moyenne compris entre 0,1 et 1, ce qui engendre un risque modéré pour les
organismes aqueux, il peut cependant étre supérieur a 1 pour les sites ou la
concentration en glyphosate est plus élevée que la moyenne. La PNEC de 'AMPA a été
évaluée autour de 80 pg.L1, ce qui correspond a un risque faible a modéré selon les sites

(Dulio and Adres, 2013).

Dans le cadre de cette these, la dégradation de deux micropolluants (la tétracycline et le
glyphosate) appartenant a deux classes différentes (un produit pharmaceutique et un

pesticide) sera étudiée.
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II) Procédés existants pour traiter ces micropolluants

Cette partie est consacrée a la présentation des différents procédés de traitement des
eaux conventionnels et/ou plus originaux, ainsi que leur capacité a éliminer les

micropolluants.

1. Techniques classiques utilisées dans les stations d’épurations.

Bien que chaque station d’épuration posséde son fonctionnement propre, il existe un
enchainement de procédés que l'on retrouve dans la plupart des STEP et qui est
représenté schématiquement sur la Figure 1-2. Les traitements préliminaires
permettent d’éliminer les matiéres les plus volumineuses par dégrillage, tamisage ou
encore dessablage. L’utilisation d’'un seul ou plusieurs prétraitements dépend de la
qualité de I'eau brute a traiter. Le traitement primaire est un traitement physique,
généralement composé d’'une décantation souvent associée au procédé de coagulation -
floculation, détaillé ci-apres. Le traitement secondaire est un traitement biologique,
généralement basé sur un réacteur a boues activées, ou un bioréacteur a membrane. Une
clarification permet la séparation finale entre l'’eau traitée, renvoyée dans

I'environnement, et les boues qui seront traitées et recyclées.

0, Eaux

/ / traitées

Arrivée des > L1

eaux usées

Prétraitement Décantateur Bassin Clarificateur
(dégrilleur, e d’aération
dessableur) Primaire .
Boues activées

recirculées
Traitement des boues

Figure 1-2 : Principales étapes d'une station d'épuration classique

a) Coagulation - Floculation
Les procédés de coagulation et floculation font partie des traitements conventionnels
trouvés en station d’épuration, généralement appliqués en traitement primaire. Leur but

premier est d’éliminer les composés colloidaux (de diametre compris entre 0,001 et 1

um de diametre) afin de faciliter les traitements suivants. La coagulation repose sur
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I'ajout d’un produit chimique (le coagulant) qui déstabilise ces particules colloidales en
réduisant leurs charges répulsives pour former des microparticules. Le sulfate
d’aluminium, le sulfate de fer, ou encore le chlorure de fer sont des composés
régulierement utilisés pour ce réle. Au cours de I'étape suivante (étape de floculation),
ces microparticules vont s’assembler pour former des flocs qui pourront ensuite étre

facilement séparés de I’eau a traiter durant I’étape de sédimentation.

Les taux d’abattements des micropolluants lors de ce procédé sont tres variables, les
coagulants habituellement choisis n’étant pas spécialement adaptés pour réagir avec ces
molécules particulieres. Le comportement hydrophobe de certains polluants
(notamment les composés pharmaceutiques), avec un log Kow' >3, peut expliquer la
faible élimination de ces molécules pendant cette étape (Couto et al., 2019). Toutefois,
en associant des ions Al(III), ainsi qu'un surfactant anionique (le sodium dodecyl sulfate)
et un polyélectrolyte cationique (poly(allylamine hydrochloride)), Saitoh et al., (2017)
ont réussi a atteindre, a I'échelle du laboratoire (100 mL), une élimination de la
tétracycline (0,1 mg.L1) quasi complete (>99%) en moins de 5 minutes. L'ajout de
surfactants dans un procédé a grande échelle peut néanmoins poser des problémes dus
a leur impact sur I'environnement lié a leurs propriétés moussantes et a leur faible

biodégradabilité (Palmer and Hatley, 2018).

b) Boues activées

Le procédé de boues activées (CAS: Conventional Activated Sludge) est le traitement
biologique le plus souvent utilisé dans les stations d’épuration. Il consiste en 1'aération
et l'agitation de l'effluent pour permettre la croissance d'un consortium de
microorganismes capables de dégrader des molécules organiques dans des conditions
spécifiques. Deux mécanismes permettent 1’élimination des polluants dans les boues

activées : la sorption puis la biodégradation.

La sorption dépend des propriétés physico-chimiques des micropolluants, et notamment
de leur coefficient de partition octanol-eau Kow. Plus ce coefficient est élevé, meilleure
sera la sorption des composés. Les interactions électrostatiques jouent également un

réle important dans la capacité de sorption des molécules. En effet, les polluants qui

! Kow : Coefficient de partage octanol/eau, représente la solubilité relative de composés chimiques dans deux
solvants.
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existent majoritairement sous les formes zwitterions et cations dans la gamme de pH 6-
8 ont tendance a former des interactions électrostatiques qui permettent leur sorption
sur la boue. C’est notamment le cas pour les tétracyclines qui malgré leur Kow négatif
(log Kow TC = - 1,37) sont adsorbées sur les boues (Tran et al,, 2016; Tran and Gin,
2017).

L’efficacité de la biodégradation repose sur la bonne croissance de la biomasse, et donc
de la composition du consortium microbien. En effet, dans un procédé de biodégradation
conventionnel, les microorganismes utilisent dans leur métabolisme les composés
organiques comme substrat primaire pour leur croissance cellulaire. Cependant a cause
de leur trés faible concentration, les micropolluants ne participent généralement pas a la
croissance de la biomasse et ne sont pas considérés comme substrat primaire. La
présence d'un substrat de croissance est donc indispensable pour développer la
biomasse en vue d'une dégradation par co-métabolisme des micropolluants (Nguyen et
al,, 2019; Tran et al., 2013). La biodégradation des polluants émergents dépend aussi des
propriétés physico-chimiques et structurelles des polluants, mais également de
parametres opératoires comme le pH, la température, le temps de rétention hydraulique
(HRT), et le temps de rétention des matieres solides (SRT) (Tran et al., 2018). Un autre
probléme rédhibitoire est lié a la toxicité de la plupart des micropolluants qui peuvent

étre inhibiteurs de la croissance microbienne.

L’efficacité de ce procédé est extrémement variable selon les micropolluants. On connait
'existence de micro-organismes (par exemple Bacillus subtilis Bs-15 et Achromobacter
sp.Kg 16) capables de dégrader le glyphosate, en utilisant celui-ci comme source
primaire de phosphore, carbone et azote. Cependant, le glyphosate est, dans la majorité
des cas, dégradé en AMPA, plus récalcitrant, et donc tres souvent rejeté dans
I'environnement (Birsa et al, 2018; Zhan et al., 2018). De hauts taux d’abattements
(>80%) sont atteints avec des micropolluants facilement biodégradables comme par
exemple l'ibuprofene, le methylparaben, le galaxolide, la caféine, mais de nombreux
composés restent récalcitrants comme la carbamazépine, 1'ofloxacine, la pénicilline, le

sulfaméthoxazole, 'EDTA (Oppenheimer et al., 2007).
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c) Bioréacteurs a membranes

Les bioréacteurs a membranes (BRMs) combinent la biodégradation avec une étape de
séparation membranaire, afin de retenir les solides et 1a biomasse en suspension dans le
systeme. Cette technologie présente de nombreux avantages comme la réduction de la
production de boues, une diminution significative de la concentration de solides en
suspension dans l'effluent traité, et I'élimination de virus et de pathogénes. Les BRMs
ont également des avantages par rapport aux CAS pour éliminer des polluants
émergents (Goswami et al., 2018). En effet, le SRT plus long des BRMs comparé a celui
des CAS, combiné a une plus forte concentration de la biomasse, favorise I"élimination
des micropolluants dont la dégradation est lente (Nguyen et al.,, 2017). De plus, cette
plus forte concentration de la biomasse impose un ratio nutriments/microorganismes
(F/M) plus faible, et donc les microorganismes devront métaboliser tous les substrats
mis a leur disposition, dont les composés plus récalcitrants, pour assurer leur
croissance. Enfin, du fait de la forte concentration en boue, le diametre moyen des flocs
est plus faible ce qui entraine une augmentation de I'aire surfacique des
microorganismes, et donc favorise le contact entre ces derniers et les micropolluants
préalablement absorbés sur la boue (Sipma et al.,, 2010). Il est cependant important de
noter que I'amélioration de la dégradation concerne seulement les composés dont la
dégradation dans les CAS est moyenne, mais pour les composés tres récalcitrants ou tres
biodégradables, aucun effet n’est observé. En conclusion, le taux d’abattement des
micropolluants est donc globalement meilleur dans les BRMs que dans les CAS mais
reste variable selon la nature et les propriétés du polluant (Tadkaew et al., 2011). Par
exemple, Bernhard et al, (2006) ont montré une amélioration de l'élimination de
polluants  récalcitrants  (le  diclofenac, l'acide  clofibrique et l'acide
méthylchlorophénoxypropionique) entre 50-93% dans un BRM contre 13%-24% dans
un CAS, mais une élimination d’EDTA et de carbamazépine nulle dans les deux réacteurs.
D’aprés Ahmed et al (Ahmed et al., 2017), I'efficacité des BRMs est fonction de la classe
du polluant émergent selon I'ordre suivant: EDCs > PCPs > beta bloquant > PPs >

Pesticides.

Ainsi, a cause des structures moléculaires complexes de la plupart de ces polluants et de
leur faible concentration, les traitements classiques mis en ceuvre dans les stations

d’épuration ne suffisent pas et le pourcentage de dégradation de ces molécules peut ne
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pas dépasser 10% (Rivera-Utrilla et al., 2013). La nécessité de trouver de nouvelles

techniques visant a dégrader ces molécules est donc forte.

2. Traitements tertiaires innovants

Il existe diverses voies innovantes, plus spécifiques pour traiter les micropolluants ;
mais elles n’ont pas pour but de remplacer les procédés existants et seraient utilisées en
complément (traitement tertiaire), apres le traitement biologique. Ce paragraphe
détaille ces nouveaux traitements, et le Tableau 1-5 rassemble les avantages et

inconvénients de chacun.
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Tableau 1-5 : Avantages et inconvénients des traitements tertiaires existants.

Type de )
Avantages Inconvénients
traitement
Elimination d’une large variété . o
Probléme de régénération des
de polluants )
Adsorption matériaux adsorbants.
Pas de création de sous . o o
Colts de régénération éleves.
produits
Cofits opératoire et énergétique
élevés.
Procédés Colmatage de membranes.
Elimination de nombreux
membranaires Faible élimination des composés
micropolluants
hydrophobiques.
Pas de dégradation, nécessité de
traiter le rétentat.
o Elimination de nombreux Colts opératoire, énergétique et de
Procédés o
micropolluants pouvant aller maintenance élevés.
d’Oxydation

Avancés (POAs)

jusqu’a la minéralisation.

Cinétiques souvent rapides.

Production de sous-produits

parfois toxiques.

Oxydation

enzymatique

Transformation d’une large

gamme de micropolluants.

Colt opératoire élevé lié a la
séparation du biocatalyseur.
Production de sous-produits

parfois toxiques.

a) Adsorption

L’adsorption est un procédé simple permettant le transfert de molécules de la phase

liquide a la phase solide, entrainant ainsi une élimination de la molécule sans

transformation en sous-produits potentiellement toxiques (Qu, 2008). L’efficacité de ce

procédé dépend surtout des propriétés du matériau adsorbant et de la nature du

polluant. Le charbon actif (sous forme de poudre: PAC ou granulaire: GAC) est le

matériau le plus couramment utilisé. Du fait de sa structure particuliere, le charbon actif

posséde une aire surfacique de pores importante (>1000 m?.g-1) a l'origine de propriétés

adsorbantes tres importantes (Tadda et al., 2016). Putra et al., (2009) ont atteint un taux
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d’abattement en amoxicilline de 95% d’une eau synthétique a 300 mg.L-! en utilisant du
GAC comme adsorbant, et Altmann et al., (2014) ont obtenu un taux d’adsorption de
sulfaméthoxazole (de concentration initiale 0,6 pg.L1) de 60% sur du PAC. Pour le
glyphosate ayant un log Kow négatif (=-3,4), I'adsorption n’est probablement pas le
traitement le plus adapté a son élimination, comme en témoigne les taux d’abattement
compris entre 10-20% sur du PAC rapportés par Jonsson (Jonsson et al, 2013).
Cependant, I'utilisation de biochar (charbon issu de la pyrolyse de biomasse) a permis
d’obtenir un abattement de 100% de glyphosate (solution initiale a 0,2 mg.L-1) en 2
heures (Dissanayake Herath et al., 2019).

D’autres matériaux moins conventionnels ont été également utilisés dans le but
d’adsorber des micropolluants, comme le graphene et des nanotubes de carbone. Par
exemple, Borthakur et al., (2018) ont atteint une adsorption de 98,46% et 97,19% de
deux perturbateurs endocriniens, respectivement 17a-ethynylestradiol et b-estradiol
sur des feuilles de grapheéne, et Avci et al,, (2020) ont éliminé 88% de la ciprofloxacine

par adsorption sur des nanotubes de carbone.

b) Procédés membranaires

Les procédés membranaires sont de plus en plus utilisés pour purifier I’eau. Différents
procédés existent, en fonction de la sélectivité de la membrane. Ainsi, on retrouve la
microfiltration (MF, membrane poreuse (diametres de 0,1 - 5um)), 'ultrafiltration (UF,
membrane poreuse (diametres de 0,01 - 0,1um)), la nanofiltration (NF, membrane
poreuse (diametres de 1-10 nm) et l'osmose inverse (OI, membrane dense)
(Dharupaneedi et al., 2019). Les deux derniers procédés cités sont ceux qui permettent
une meilleure exclusion des micropolluants du fait de la haute sélectivité des
membranes mises en ceuvre. L'efficacité du traitement dépend des propriétés de la
membrane (nature, morphologie, charge, hydrophobicité) et du polluant (poids
moléculaire, charge, hydrophobicité, volatilité). La bonne rétention des composés est
basée sur une compétition entre des phénomenes d’exclusions stériques, de répulsions
électrostatiques, d’interactions hydrophobes et de mécanismes de sorption/diffusion
pour les composés hydrophiles (I'influence du pH du milieu est donc aussi a prendre en
compte) (Khanzada et al.,, 2020; Licona et al., 2018). Si 'osmose inverse peut sembler

plus sélective et donc plus efficace que la nanofiltration, les hautes pressions mises en
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jeu en OI (entre 500 et 7000 kPa pour I'OI contre 400 et 1400 kPa pour la NF) entrainent
une consommation d’énergie bien plus importante, ainsi qu'un risque de colmatage plus

rapide de la membrane (Foureaux et al.,, 2019).

Un taux de réjection de plus de 80% de glyphosate est observé avec une membrane de
nanofiltration (NF-300, TFC*> polyamide) lors du traitement d'une eau potable
contaminée avec ce pesticide (Saitua et al., 2012) et d’autres chercheurs ont obtenu une
rétention de glyphosate entre 82,9% et 91,5% et d’AMPA entre 73,5% et 86,7% sur une
membrane de nanofiltration (NFX, TFC polyamide) (Yuan etal., 2018).

c) Procédés d’oxydation avancées

L’oxydation chimique consiste a générer des radicaux, especes treés réactives qui
peuvent oxyder une large gamme de molécules organiques ou inorganiques, en allant
éventuellement jusqu’a la minéralisation de ces composés. On peut diviser ces procédés
en différentes catégories qui sont présentées sur la Figure 1-3 (E.M.N Chirwa and E.E

Bamuza-Pemu, 2010; Ghatak, 2014).

Photo-

Chimie Photochimie Photolyse Physique
catalyse
o |,
z-2 22 uv ZnO/uUV Sonolyse
0,/H,0, 0,/H,0,/UV Wo //uv v
H,0,/Fe(ll) H,0,/Fe(ll) /UV 3

Figure 1-3 : Différentes techniques d'oxydation avancées. Adapté de E.M.N Chirwa and
E.E Bamuza-Pemu, (2010).

L’ozone (0O3) est une molécule électrophile qui réagit spécifiquement avec les sites des
molécules dont la densité électronique est haute, comme les liaisons insaturées et les
cycles aromatiques. Par contre, les radicaux OH® que I'ozone génére sont beaucoup
moins spécifiques et peuvent oxyder tous genres de groupements fonctionnels
organiques (Gomes et al.,, 2017). La cinétique de dégradation de 'ozone est tres rapide.

Par exemple, I'0zone peut réagir avec le cycle aromatique de la tétracycline et dégrader

> TFC : Thin film composite : Membrane composite a couche mince.
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la molécule en quelques minutes (Hopkins and Blaney, 2014; Iakovides et al., 2019;
Khan et al,, 2010; Wang et al., 2011).

Le principal inconvénient de I'ozonation est la formation de sous-produits dangereux. Ce
procédé est donc souvent couplé a d’autres procédés comme l'adsorption sur charbon
actif pour éliminer les composés toxiques formés (Guillossou et al., 2020).

Pour accroitre l'efficacité du procédé d’ozonation, du peroxyde d’hydrogene (H202) peut
étre ajouté, comme en témoigne les travaux de Rosal et al., (2009), qui ont observé une
minéralisation totale du COT (Carbone Organique Total) au bout d’'une heure, contre
seulement 35% de minéralisation sans ajout de H20-.

Combiner I'ozonation avec un rayonnement UV peut également améliorer 1'oxydation.
Par exemple, I'élimination de trois micropolluants relativement résistants a 1'ozone
(I'ibuprofeéne, I'acide clofibrique, et le chloramphenicol) a été améliorée de 15-43% pour
I'ibuprofene, de 5-15% pour l'acide clofibrique, et de 5-10% pour le chloramphénicol
avec un procédé O3/UV comparé a une ozonation classique (Yao et al., 2018).

La photolyse (UV) est également un moyen de plus en plus utilisé pour traiter les
micropolluants. Ce procédé dépend de nombreux parametres comme la longueur
d’onde, I'intensité lumineuse, la présence d’autres polluants ou de solides en suspension
pouvant absorber la lumiere. La photo dégradation de sept micropolluants a été étudiée
avec une irradiation naturelle du soleil, mais seuls le sulfaméthoxazole et le triclosan ont
été rapidement dégradés par irradiation directe dans une eau ultrapure (moins de 3%
de concentration de triclosan apres 4h d’irradiation). La dégradation des autres
molécules a été grandement améliorée dans une eau d’effluent secondaire, par
irradiation indirecte, prouvant le rdle des radicaux hydroxyl OH® dans le mécanisme
(Wang et al., 2017). La photolyse de trois hormones (I'estrone E1, le 17-3-estradiol E2 et
le 17-a-ethinylestradiol EE2) a été étudiée, et seule E1 a été partiellement dégradée par
une photolyse UV. En ajoutant du H202 dans le milieu, une dégradation totale des trois
molécules a été observée, ainsi qu’'une forte réduction de I'activité ostrogénique (>90%)
(Cédatetal., 2016).

Pour améliorer la photo dégradation de molécules, un catalyseur tel que des
nanoparticules de dioxyde de titane TiO2 ou d’oxyde de zinc ZnO peut également étre
ajouté. En effet, ces particules fonctionnent comme un semi-conducteur et permettent
de transformer I'énergie photonique en énergie chimique. La taille nanoparticulaire de

ces catalyseurs pose néanmoins un vrai probléme de régénération du catalyseur et de
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toxicité. Fixer le TiO2 (ou le catalyseur choisi) permettrait de réutiliser le support
catalytique et ainsi de réduire les colits du procédé. L'utilisation de films minces de TiO>
est actuellement a l'étude mais il reste encore beaucoup d’inconnues sur le
comportement de ces films lors de la purification d’'un effluent réel (décrochage du

photocatalyseur, photodissolution...) (Rueda-Marquez et al., 2020).

Parmi les autres procédés chimiques existants aujourd’hui, les procédés
électrochimiques d’oxydation font l'objet d’attentions particulieres, et deux techniques
principales émergent, a savoir I'oxydation directe (la dégradation a lieu directement a la
surface de 1'électrode), et I'oxydation indirecte qui nécessite l'ajout d’'un oxydant
(I'hypochlorite est souvent utilisé) (Gonzalez-Rivas et al., 2019; Martinez-Huitle and

Ferro, 2006).

La sonochimie consiste a émettre un ultrason a haute fréquence pouvant dissocier les
molécules d’eau H,0 au moyen d’'un phénomene de cavitation afin de produire des
radicaux hydroxyl OH® (Arvaniti et al, 2020). L’antibiotique oxacilline a été
completement dégradé par ce procédé, et 'antidépresseur fluoxetine a été totalement
éliminé et minéralisé a 15% apres 360 minutes d’irradiation ultrasonique (Serna-Galvis

etal, 2016, 2015).

d) Oxydation enzymatique

L’utilisation d’enzymes comme catalyseurs verts pour la dégradation de polluants
émergents est de plus en plus étudiée, car ce sont des catalyseurs permettant d’atteindre
des cinétiques de réactions trés rapides en conditions ambiantes (pression,
température, pH, force ionique) avec un faible impact environnemental (Bilal et al,,
2019a; Rao et al., 2014). De plus, les enzymes ont moins de risque d’étre inhibées par les

EPs que les microorganismes des procédés de CAS ou MBRs.

Tous les procédés innovants cités ci-dessus sont prometteurs pour I’élimination de
micropolluants dans les effluents et présentent chacun des avantages et des
inconvénients (cf Tableau 1-5). Cette these s’est focalisée sur la faisabilité du procédé
enzymatique pour le traitement des micropolluants en phase aqueuse. La partie
suivante développe donc les traitements des micropolluants par voie enzymatique, et

plus particulierement sur les traitements mettant en ceuvre des laccases.
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III) Traitements enzymatiques

Différents classes d’enzymes ont été étudiées pour la dégradation des micropolluants,
comme des oxydoreductases EC1 (laccases, peroxidases, tyrosinases) ; des hydrolases
EC3 (cellulases, lipases, proteases) et des lyases EC 4 (décarboxylases, déhydratases)

(Demarche et al,, 2012; Jung et al,, 2002; Krah et al., 2016).

Les oxydoréductases sont les enzymes les plus prometteuses en raison de leur faible
sélectivité qui leur permet de réagir avec une grande variété de substrats (Rodriguez et
al, 2004; Wen et al, 2009). Ce sont des enzymes extracellulaires provenant
généralement de champignons lignivores (qui dégradent de la lignine). Parmi les
oxydoréductases, les peroxydases (lignine peroxydase, manganese peroxydase ou
encore versatile peroxydase) et les laccases ont prouvé leur efficacité pour la
biodégradation de différentes classes de polluants comme les crésols, les phénols, les
herbicides, les pesticides, les colorants, les PPs ou encore les PCPs (Falade et al., 2018;
Kiies, 2015; Martinkova et al,, 2016; Mir-Tutusaus et al., 2018). Ces enzymes forment
des radicaux qui dégradent le polluant parent en produits moins complexes présentant
généralement une meilleure biodégradabilité et une toxicité amoindrie (Alneyadi et al.,

2018; Morsi et al., 2020).

Les peroxydases peuvent catalyser une large variété de composés organiques et
inorganiques en utilisant le peroxyde d’hydrogene H202 comme co-substrat (Morsi et al.,
2020). La réaction est initiée par l'oxydation de 'enzyme par une molécule d’H;0o,
générant un radical cationique, que I’on appelle composé |, et la réduction simultanée de
H202 en Hz0. Le composé I subit ensuite une réduction, et oxyde un substrat organique
pour former le composé II, ainsi qu’'un radical organique. Le composé II va finalement
oxyder une deuxiéme molécule du substrat organique pour donner un second radical
organique, et I'’enzyme sera réduite a sa forme initiale. Les radicaux organiques libres
formés seront ensuite responsables de la dégradation des polluants (Battistuzzi et al.,
2010; Na and Lee, 2017). Une peroxydase de soja a été testée pour la dégradation de
plusieurs EPs et une dégradation supérieure a 95% a été atteinte pour le nonylphenol,
I'octylphenol, le triclosan et trois hormones (I'estrone E1, le 17-B-estradiol E2 etle 17-a-
ethinylestradiol EE2), le sulfamethoxazole s’est montré un peu plus récalcitrant avec

seulement 80% de dégradation (Mashhadi et al,, 2019). Une manganese peroxydase a
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été étudiée pour dégrader des colorants azoique, triphenylmethane, anthraquinone, et
indigo et a montré des taux de dégradation variables, entre 42% et 95% pour 8
colorants différents (Rekik et al., 2019). Cependant, la matrice de dégradation (présence
de solides en suspension ou de matiere organique dissoute (DOM)) peut affecter
I'efficacité de I'oxydation des polluants. En effet, Auriol et al., (2008, 2007) ont montré
que I'élimination d’hormones (E1, E2, E3, EE2) a diminué de 30% dans les échantillons
d’effluents réels comparés aux échantillons d’eaux synthétiques, probablement a cause
d’autres composés organiques qui concurrencent les substrats visés pour l'accés aux
sites catalytiques de l’enzyme. Des résultats similaires ont été trouvés pour la
transformation de ’hormone E2 par une peroxydase en présence de DOM (Huang et al.,
2013). De plus, le principal inconvénient a I'utilisation de peroxydases est la nécessité
d’ajouter du peroxyde d’hydrogene dans le milieu, contrairement aux laccases qui

utilisent I'oxygene dissous. (Unuofin et al., 2019).

Les laccases représentent le plus large sous-groupe des polyphénols oxydases, elles sont
largement distribuées dans les organismes eucaryotes comme les plantes et
champignons mais également chez certains organismes procaryotes (bactéries). La
laccase possede 4 atomes de cuivre répartis sur 3 sites catalytiques (T1, T2, T3), et
utilise la capabilité redox des ions cuivre pour pouvoir catalyser I'oxydation d’'une large
gamme de substrats aromatiques (comme les polyphénols, les aminophénols, les
diaphénols, les polyamines, les aryl diamines, les anilines...) simultanément avec la
réduction d’'une molécule d’oxygeéne en eau (Alcalde, 2007; Giardina et al.,, 2010). Les
trois sites actifs de la laccase sont différenciés par leurs propriétés spectroscopiques : le
site T1 possede un atome de cuivre et absorbe intensément a 600 nm (responsable de la
couleur bleue de la laccase), le site T2 possede un atome de cuivre et n’absorbe
quasiment pas dans I'UV visible, et le site T3 posséde deux atomes de cuivre et absorbe a
330 nm. Les sites T2 et T3 sont liés entre eux et forment ainsi un cluster triatomique. Le
site T1 est impliqué dans I'oxydation du substrat visé, et capture les électrons qui sont
ensuite transférés au cluster triatomique T2/T3, dans lequel la molécule d’oxygene 0>
est réduite en H,0 (Madhavi and Lele, 2009; Riva, 2006; Spina et al., 2019). La Figure 1-4
représente le cycle catalytique de la laccase vis-a-vis d’'un substrat phénolique, qui
comprend trois étapes principales : la réduction du site T1 par le substrat ; un transfert

d’électron du site T1 vers le cluster T2/T3 ; et la réduction d’'une molécule d’oxygeéne par
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le cluster T2/T3 (Manavalan et al., 2015; Polak and Jarosz-Wilkolazka, 2012). A 1a fin, on
a donc 4 molécules de substrats oxydées (qui donnent 4 radicaux), et une molécule d’0;
réduite en 2 molécules d’H:0. Les radicaux formés vont ensuite déclencher des réactions

non enzymatiques comme la déshydratation, la décarboxylation, ou encore la

déméthylation.

Iaccase@

€ o)

4 sub,, T1-Cu () —> T2/T3-Cu (l) 2

e e
e
4 sub, T1-Cu (1) «<—— T2/T3-Cu () 2H,0

Iaccase%

Figure 1-4 : Cycle catalytique de la laccase, adapté de Polak and Jarosz-Wilkolazka,
(2012)

Le potentiel rédox du site T1 de la laccase est voisin de 0,4 - 0,8 V vs NHE (électrode
normale a I’hydrogene). La vitesse d’'une oxydation catalysée par la laccase dépend de la
différence entre les potentiels redox de la laccase et du substrat (AE°) (Frasconi et al.,
2010). Les phénols sont des substrats typiques des laccases a cause de leurs faibles
potentiels redox (0,5 - 1,0 V vs NHE). Le syringaldazine, le guaiacol et le
diméthoxyhpénol (DMP) sont des substrats phénoliques connus des laccases, mais ces
dernieres peuvent également oxyder des substrats donneurs d’électrons comme I’ABTS,
ou le ferrocyanure de potassium [Ks4(Fe(CN)¢)] (Giardina et al., 2010). La structure du
substrat est primordiale pour sa dégradation par la laccase. Des problemes de géne
stérique peuvent intervenir a cause de la taille et de la forme du site de liaison du
substrat sur le site T1 de la laccase (Frasconi et al, 2010). La présence de certains
groupes fonctionnels sur la structure du substrat peut également influencer la
biotransformation. En effet, la présence de groupements accepteurs d’électrons (comme
les groupes amides (-CONR?), carboxyliques (-COOH), halogenes (-X) et nitrogenes (-
NO2)) génere une déficience électronique et rend le composé moins susceptible de
participer au cycle catalytique. Au contraire, la présence de groupements donneurs

d’électrons (comme les groupes amines (-NH2), hydroxyles (-OH), alkoxy (-OR), alkyl (-
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R) et acyl (-COR)) va faciliter 'attaque électrophile de la laccase (Tadkaew et al., 2011;
Yang etal,, 2013).

La laccase peut étre utilisée soit brute, (c’est-a-dire directement prélevée d’une culture
microbienne), soit apres purification. Le principal avantage d’utiliser la laccase brute est
d’éliminer les étapes de purification et donc de réduire le cofit total du procédé.
L’utilisation d’extrait brut implique I'existence de parameétres pouvant améliorer ou
altérer la dégradation, en jouant le role de médiateurs redox ou au contraire
d’inhibiteurs. Wehaidy et al., (2018) n’ont cependant pas montré de grande différence
d’efficacité de dégradation d'un colorant avec la méme laccase, brute ou purifiée. Le
choix d’utiliser des enzymes préalablement purifiées a été fait dans cette these, la suite
de ce chapitre ne traitera donc que de travaux basés sur l'utilisation d’enzymes

commerciales ou purifiées.

Le Tableau 1-6 présente des exemples de dégradation de micropolluants avec des
laccases purifiées. Les taux de dégradation de la laccase sont assez variables selon les
composés. Si les taux sont tres élevés pour la plupart des composés phénoliques et des
produits pharmaceutiques, certains composés restent récalcitrants comme le
glyphosate, I'atrazine, la carbamazépine et le diclofénac qui ont les taux de dégradation

les plus faibles (0-24%). Les structures de ces quatre composés sont représentées sur la

Figure 1-5.
j)\l
J\ ) N \ P OH
Ho” \\ H/\ﬂ/
Hp 0
Diclofénac Carbamazépine Atrazine Glyphosate

Figure 1-5 : Structures de composés récalcitrants a la dégradation par la laccase : le
diclofénac, la carbamazépine, l'atrazine, et le glyphosate.

On remarque que tous ces composés possedent des groupements accepteurs d’électrons,
(chloro, amide, carboxylique...), ce qui confirme l'importance de ce parametre dans
I'efficacité de la dégradation par les laccases. L’utilisation de médiateurs redox peut
améliorer la capacité de dégradation de molécules récalcitrantes (structure complexe

et/ou potentiel redox élevé) en agissant comme un intermédiaire d’électrons entre
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I'enzyme et le substrat. Le mécanisme est représenté sur la Figure 1-6 et consiste en
I'oxydation du médiateur par la laccase. Il en résulte la production de radicaux tres
réactifs qui diffusent loin du site actif de 'enzyme pour réagir avec le substrat visé (Ashe

etal, 2016; Parra Guardado et al., 2019).
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Tableau 1-6 : Exemples de dégradation de micropolluants par des laccases libres purifiées.
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Micropolluants Laccase Conditions de Taux de ]
Ré
Nom Classe Concentration Souche Activité réaction dégradation

Paraconiothyrium 30 min, pH 5,

Phénol Industrie chimique 4 mmol.L! 5U.mL1 80% a
variabile 35°C, 50 rpm

Phénol Industrie chimique | 500 umol.L! Trametes versicolor 2,8 UmL1 6h, pH 6, 25°C 89% b
Paraconiothyrium 30 min, pH 5,

Bisphénol A Industrie chimique 4 mmol.L! 5U.mL1 59,7% a
variabile 35°C, 50 rpm

Fusarium incarnatum
Bisphénol A Industrie chimique 200 mg.L1 .14 400 U.mL1 2h, pH 6, 30°C 91,43% C
UC-
Triclosan PPs 2 mmol.L1 Trametes versicolor 3 U.mL1 3h,pH 5, 25°C 100% d
Diclofénac PPs 20 mg.L1 Trametes versicolor 730 U.L1 20h,pH 7, 26°C 24% e
Carbamazépine PPs 100 pg.L1 Aspergillus ozyzae 180 U.L1 24h,pH 6,8,25°C | 2,8% £ 3,9%
Estrone EDC 100 pg.Lt Aspergillus ozyzae 180 U.L1 24h,pH 6,8,25°C | 94,8% + 3,1% f
Atrazine Pesticides 100 pg.L1 Aspergillus ozyzae 180 U.L1 24h, pH 6,8, 25°C 0%

4-chlorophénol | Industrie chimique 30 mg.L1 Pycnoporus sanguineus 300 U.L1 24h, pH 4,5, 30°C 30% g

Tétracycline PPs 20 mg.L1 Trametes versicolor 24h, pH 6, 25°C 30% = 7% h

Glyphosate Pesticides 0,06 mmol.L1 Trametes versicolor 150 U.L1 24h, pH 6, 35°C 0% +4,2% i

a = Asadgol et al,, 2014 ; b = Kurniawati and Nicell, 2008; ¢ = Chhaya and Gupte, 2013; d = Kim and Nicell, 2006; e = Margotetal., 2013; f
= L. N. Nguyen etal,, 2015 ; g = Chakroun et al.,, 2010; h = de Cazes et al,, 2014 ; i = Pizzul et al., 2009
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o, Laccase Médiateur Substrat
: ( ) : oxydé
L , o Substrat
H,O acca,se Médiateur .
oxydée oxydé

Figure 1-6 : Cycle catalytique d'un systeme laccase - médiateur

Les médiateurs redox doivent donc étre des molécules a faible poids moléculaire
pouvant ainsi facilement accéder au site actif de la laccase. Ils doivent étre capables de
générer des radicaux stables qui n’inactivent pas I’enzyme, et dont la réactivité permet le
recyclage du médiateur (Cafias and Camarero, 2010). L’ABTS, le 1-hydroxybenzotriazole
(HBT), le 2,2,6,6-tetramethylpiperidinyloxyl (TEMPO) et I'acide violurique (VA) sont des
exemples de médiateurs synthétiques couramment utilisés dans les études publiées. Le
syringaldéhyde (SYR), la vanilline (VAN) et 'acide p-coumarique (PCA) sont quant a eux
les médiateurs naturels les plus utilisés. On distingue principalement trois mécanismes
majeurs pour expliquer le fonctionnement des systemes laccase-médiateur : le transfert

d’atome d’hydrogene (HAT), le transfert d’électron (ET) et 'oxydation ionique (10).

Le mécanisme HAT implique des médiateurs contenant au moins un groupe fonctionnel
N-OH (e.g. médiateurs HBT et VA). A la suite d'une abstraction d’'un atome d’hydrogene,
ces médiateurs vont former des radicaux nitroxyl N-O° qui pourront réagir avec les

substrats visés.

Le médiateur ABTS agit selon le mécanisme ET. Quand I’ABTS est oxydé par la laccase, il
produit des radicaux cationiques ABTS®* ou ABTS2* qui serviront de transporteurs
d’électrons entre le substrat visé et la laccase. Il permet I'oxydation de composés a faible

potentiel rédox.

Enfin, dans le mécanisme ionique, la laccase oxyde le médiateur (e.g. médiateur TEMPO)
en un ion oxoammonium N=0° qui va a son tour oxyder le substrat puis sera réduit en
N-hydroxy-TEMPO. Ce composé sera ensuite oxydé a nouveau par la laccase induisant

ainsi la régénération de I'ion oxoammonium (Kurniawati and Nicell, 2007).
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Tableau 1-7 : Essais de dégradation de micropolluants récalcitrants par des systemes laccase-médiateurs.
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Micropolluant Laccase Médiateur
Conditions de
Activité Efficacité (%) | Réf
Nom Concentration Souche Nom Concentration réaction
enzymatique

Trametes

Glyphosate 0,06 mmol.L1 150 U.L1 ABTS 1 mmol.L1 24h,35°C,pH 6 40,9% £+ 3,6 % a
versicolor
Pleurotus

Tétracycline 50 mg.L1 5U.mL1 HBT 400 ppm 24h,22°C,pH7 100% b
ostreatus
Trametes

[soproturon 100 mg.L1 0,30 U.mL? HBT 1 mmol.L.1 24h,30°C, pH 5 100% C
versicolor
Trametes

[soproturon 20 mg.L1 0,30 U.mL-1 VA 1 mmol.L1 24h, pH 4,30°C 100% d
versicolor
Trametes

Carabamazépine | 0,02 mmol.L! 600 U.mL1? HBT 0,2 mmol.L1 48h 60% e
versicolor
Pleurotus

Atrazine 500 pg.Lt 5,2 U.mL1 VA 0,1 mmol.L1 24h, 25°C, pH 4,5 73% f
ostreatus
Trametes

Atrazine 20 mg.L1 0,05 U.mL1 HBT 1 mmol.L1 8 jours, pH 4, 30°C 90% d
versicolor

a = Pizzul etal, 2009 ;b= Sunetal, 2017 ;c=Zengetal, 2017 ;d=]Jinetal, 2016 ; e=Hataetal, 2010 ; f = Ashe etal, 2016

ABTS = 2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulphonique) ; HBT = 1-hydroxibenzotriazole ; VA = acide violurique.

50



Chapitre 1 - Etat de I'art

Le Tableau 1-7 rassemble des essais de dégradation de différents micropolluants
récalcitrants impliquant l'utilisation d’un systéme laccase-médiateur. On remarque que
les taux de dégradation des micropolluants récalcitrants s’améliorent nettement en
présence d'un médiateur. Par exemple, Pizzul et al, (2009) ont remarqué une
augmentation de la dégradation de glyphosate de 1'ordre de 40% en présence de 1
mmol.L-1 d’ABTS. Hata et al., (2010) ont également atteint un taux d’élimination de la
carbamazépine de 60% en 48 heures avec de I'HBT contre 39% de dégradation en

présence de laccase seule.

Cependant, I'ajout du médiateur dans le systéme présente plusieurs inconvénients. Tout
d’abord, les radicaux formés par I'oxydation du médiateur peuvent augmenter la toxicité
de l'effluent traité. En effet, Nguyen et al, (2016) ont rapporté qu'un ajout de
syringaldéhyde a plus de 10 pmol.L'! augmente la toxicité de l'effluent traité. Les
radicaux générés par la réaction peuvent aussi inactiver la laccase lors du traitement
(Ashe et al., 2016; Hata et al., 2010). De plus, I'addition de composé dans le systeme rend

le procédé plus compliqué a mettre en place et plus coliteux.

En conclusion, le traitement de micropolluants par enzymes et notamment par des
laccases est prometteur, et montre une grande efficacité vis-a-vis de nombreux
substrats, et la possibilité d’ajouter des médiateurs augmente encore la gamme des
substrats a éliminer. Cependant, le principal inconvénient de ce procédé est le colit, car
I'ajout d’enzymes libres dans le milieu entraine I'ajout d'une étape de séparation du
biocatalyseur a la fin du procédé. Pour pallier cet inconvénient, il existe néanmoins la
possibilité d’'immobiliser I'’enzyme sur divers supports, permettant ainsi de faciliter la
séparation et de régénérer le catalyseur et donc de diminuer considérablement le cofit

du procédé (Brady and Jordaan, 2009).

IV) Immobilisation des enzymes

L’'immobilisation résulte de la création d’interactions entre I’enzyme et une matrice
solide, et permet donc le passage d'un systéme homogene en un systéme hétérogene.
Ces interactions peuvent aussi dans certains cas stabiliser la structure de l’enzyme,

améliorant sa stabilité vis-a-vis des changements environnementaux de pH, de

51



Chapitre 1 - Etat de I'art

température ou encore envers la présence de solvants organiques (DiCosimo et al.,

2013; Zdarta et al., 2018c).
1. Techniques d’'immobilisation

Il existe plusieurs techniques d’immobilisation d’enzymes, mettant en jeu soit des
interactions physiques, soit des interactions chimiques. Les différents types

d'immobilisation sont regroupés sur la Figure 1-7 et sont détaillés ci-apres.

Interactions physiques Interactions chimiques

Reactive group

Nucleophile group

Figure 1-7 : Différents types d'immobilisation des enzymes. Adapté de Fernandez-
Fernandez et al., (2013)

L’'immobilisation dite physique des enzymes repose sur le piégeage du catalyseur dans
une matrice tridimensionnelle, ou sur l’encapsulation de l'enzyme a l'intérieur de
spheres polymériques. Ces deux techniques similaires sont les méthodes
d'immobilisation les plus simples et n’entralnent aucune altération structurelle de
I'enzyme. Cependant, elles ne permettent qu'un faible chargement d’enzymes dans la
matrice choisie ce qui engendre d’importantes limitations au transfert de matieres

(Fernandez-Fernandez et al., 2013).

L’adsorption est basée sur la création d’interactions faibles, liaisons ioniques ou liaisons
de Van der Walls. Le pH, la force ionique du milieu et I'hydrophobicité du support sont
les principaux parameétres influant sur I'immobilisation par adsorption. Cette technique
n'induit pas non plus d’altération de la structure de l’enzyme, et est peu chere.
Néanmoins, les interactions faibles mises en jeu ne sont pas suffisantes pour éviter et/ou

limiter le décrochage des enzymes ; cette technique n’est donc pas la plus efficace.

L’attachement covalent permet de créer des liaisons covalentes, plus fortes que les
liaisons ioniques, entre les groupements fonctionnels du support et ceux de 'enzyme.
Les principaux groupements mis en jeux sont les groupements -NH;, -SH, -COOH et -

OH. L’inconvénient majeur de cette technique réside dans l'altération possible du site
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actif de I'enzyme durant I'immobilisation, entrainant une baisse de son activité. Ce
défaut est cependant compensé par l'amélioration de la stabilité enzymatique et la

minimisation du décrochage des enzymes grace aux liaisons covalentes mises en jeu.

Il existe aussi une technique d’immobilisation sans support solide, la réticulation, ou
I'enzyme forme a l'aide d'un réticulant bi fonctionnel des agrégats ou des cristaux,
abréviés respectivement CLEAs ou CLECs. L’agent de réticulation le plus utilisé pour
I'auto-réticulation des enzymes est le glutaraldéhyde. Cette technique offre 'avantage de
ne pas mettre en jeu de support solide, et donc de réduire le colit du procédé. De plus,
les interactions mises en jeu sont fortes. Le principal inconvénient de cette technique
reste I'ajout d’'un agent de réticulation, qui peut également causer une modification

structurelle de I'’enzyme.

2. Supports d'immobilisation

Choisir la technique d’'immobilisation ne peut pas se faire indépendamment du choix du
support, parametre essentiel d’'une immobilisation efficace. En effet, un bon support se
doit d’avoir de nombreux groupes fonctionnels, une large aire surfacique, étre
biocompatible, non toxique, et posséder une bonne stabilité structurelle et mécanique
(Zdarta et al., 2018c). Les supports d’'immobilisation sont variés et peuvent étre

inorganiques, organiques, ou hybrides.

Les matériaux inorganiques sont utilisés en tant que supports d’enzymes en raison de
leurs stabilités chimique et mécanique souvent excellentes. Ils ont aussi I'avantage de
posséder des aires surfaciques importantes, et d’étre relativement peu chers. Selon les
propriétés de surface des supports, 'adsorption d’enzymes est souvent envisageable.
Cependant, pour pouvoir créer des liaisons covalentes avec les enzymes, les supports
inorganiques doivent la plupart du temps étre activés par des agents de
fonctionnalisation comme le 3-aminopropyltriethoxysilane (APTES) (Zucca and Sanjust,

2014).

Les matériaux a base de silice sont les matériaux inorganiques les plus utilisés pour
I'immobilisation des oxydoréductases pour les applications environnementales. Le
caractére hydrophile de la surface de silice ainsi que le nombre important de groupes
hydroxyles qu’elle contient permet au biocatalyseur de se lier aussi bien par adsorption

que par attachement covalent (Debaste et al., 2014; Hommes et al., 2012; Sola-Rabada et
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al., 2018). Une laccase de Cerrena unicolor immobilisée sur des billes de silice via du
glutaraldéhyde a démontré, par rapport a la méme enzyme sous forme libre, une
stabilité améliorée vis-a-vis du pH (pH 4-9) et de la température (jusqu'a 70°C). Ce
systeme a également permis la dégradation a 80% du bisphénol A, 40% du nonylphénol
et 60% du triclosan présents dans une solution a 50 pmol.L-! de chaque micropolluant

(Songulashvili et al., 2012).

D’autres oxydes inorganiques ont également été largement étudiés en tant que supports
d'immobilisation d’enzymes pour la bio remédiation de micropolluants, comme les
oxydes de titane, zinc, aluminium, et fer. Par exemple, la laccase de Trametes versicolor a
été immobilisée par adsorption sur des nanoparticules de titane. Qutre 'amélioration de
la stabilité chimique et thermique de '’enzyme, une capacité de dégradation de deux
composés phénoliques (2,4-dichlorophénol et 2,6-dimethoxyphenol) de 85% et 60% a
été obtenue (Hou et al.,, 2014). Des supports a base de minéraux (comme le kaolin, la
bentonite, I'halloysite ou I'argile) ont également prouvés leur efficacité et ont 'avantage
d’étre abondants dans la nature et peu chers (Chao et al., 2013; Cheng et al., 2006; Lvov
etal, 2014).

Par rapport aux matériaux inorganiques, les matériaux organiques (polymeres) sont des
supports d'immobilisation de choix grace a la présence de nombreux groupements
fonctionnels, a leur biocompatibilité et la haute affinité qu’ils présentent vis-a-vis des
protéines. Ils ont également peu d’impacts négatifs sur la structure de I'’enzyme. On

distingue dans cette catégorie les polymeéres synthétiques et les bio-polymeres.

L’alcool polyvinylique (PVA) est I'un des polymeres synthétiques les plus utilisés,
notamment du fait de ses nombreux groupements hydroxyles et du caractere hydrophile
de sa surface, le rendant facilement modifiable. Ses formes polyvalentes (fibres, billes ou
encore microspheres) le rendent aussi bien adéquat a I'immobilisation par attachement
covalent, par piégeage ou encore par encapsulation. Par exemple, Chhabra et al., (2015)
ont piégé une laccase de Cyathus bulleri dans des billes de PVA pour dégrader un
colorant (Acid Red 27). Les enzymes immobilisées ont conservé une bonne activité
relative de 70% apres 5 mois de stockage, et ont permis une dégradation de pres de
90% du colorant présent dans un effluent a une concentration de 100 pmol.L-1. Le

polyacrylamide, le polyacrylonitrile et le polyethersulfone sont d’autres polymeres
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synthétiques régulierement utilisés comme supports d’enzymes pour la bioremédiation

(Koklukaya et al., 2016; Nicolucci et al., 2011).

Les biopolymeres font l'objet de plus en plus de recherches, car ils créent un
microenvironnement biocompatible autour de I'enzyme et sont largement abondants
dans la nature. Ils sont également trés variés et on compte parmi eux l'alginate, le
chitosane, la cellulose, le dextrane, l'agarose, 1'agar-agar, la gélatine ou encore le
carraghénane (Bilal and Igbal, 2019). Le Tableau 1-8 présente un récapitulatif des
différents biopolymeres utilisés comme supports d’'immobilisation d’enzymes pour la

dégradation de micropolluants.

On remarque que I'immobilisation des laccases sur des supports a base de biopolymeres
permet généralement d’améliorer la stabilité des enzymes par rapport a la température,
et/ou pH au cours du temps. La stabilité opératoire est aussi un parametre majeur de
I'enzyme immobilisée, car pouvoir réutiliser le biocatalyseur plusieurs fois sans avoir a

le séparer permet un vrai gain économique en industrie.
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Tableau 1-8 : Exemples de dégradation de polluants par des laccases immobilisées sur des supports a base de biopolymeres.

Souche laccase Immobilisation Support Stabilité des supports Nom du polluant | [Polluant] | %dégradation | Réf
Bacillus subtilus Amélioration de la stabilité pH - Orange 3R, 74%, 79%,
Piégeage Sodium alginate 0,1%p/v a
MTCC 2414 T°C yellow GR, Tblue 71%
Amélioration de la stabilité pH -
Ganoderma sp KU- Billes cuivre-
Piégeage T°C + Activité de 100% apres 9 | Indigo carmine 25 mg.L1 100% b
Alk4 alginate
cycles
2,4 DCP, 4-
Trametes Attachement 74%, 75%,
Chitosan Activité de 100% apres 9 cycles | chlorophénol, 2- 25 mg.L1 C
versicolor covalent 69%
chlorophénol
90% d’activité apres 28 jours de
Trametes Attachement
Billes de chitosan stockage a 4°C + 71,24% BPA 10 mg.L1 99% d
versicolor covalent
d’activité au 10¢me cycle
Monoaminoethyl- | Amélioration de la stabilité T°C
Pleurotus Adsorption
N-aminoethyl et stockage + 90% d’activité BPA 100 mg.L1 100% e
ostreatus ionique
MANAE-agarose apres 15 cycles
Paraconiothyrium Gel alginate- Amélioration de la stabilité T°C | Colorant (crystal 0,083
Piégeage 90% f
variabile gelatine + 80% d’activité apres 5 cycles violet) mmol.L1

a = Narayanan et al,, 2015 ; b = Teerapatsakul et al., 2017 ; c = Zhang et al., 2008 ; d = Bilal et al,, 2019c ; e = Brugnari et al., 2018 ; f =
Mogharabi et al,, 2012. 2,4 DCP = 2,4-dichlorophénol ; BPA : Bisphénol A
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Asgher et al.,, (2017) ont comparé les performances de trois polymeres utilisés pour le
piégeage de la laccase de Trametes versicolor: un polymeére synthétique (le
polyacrylamide) et deux bio-polymeres (I'agar-agar et la gélatine). Les trois polymeres
ont montré une stabilité largement améliorée (température, pH, stockage) comparée a

celle de la méme enzyme sous sa forme libre.

Relativement peu de recherches sont dédiées a l'utilisation de la gélatine comme
support d’'immobilisation d’enzymes par rapport a d’autres bio-polyméres comme
I'alginate et le chitosan. Mais sa biocompatibilité, sa biodégradabilité et I'abondance
dans sa structure de groupements fonctionnels -NH; font de ce matériau un support
prometteur et respectueux de I’environnement. Ce biopolymere a été choisi pour ces
travaux de these. La prochaine partie se concentre donc exclusivement sur la formation
de supports a base de gélatine et sur les mécanismes probables mis en jeu lors du

greffage d’enzymes a leur surface.

3. Lagélatine comme support d'immobilisation d’enzymes

a) Présentation et formation des spheres

La gélatine est une protéine issue de la dénaturation du collagene. Elle est obtenue par
chauffage du collagene suivi d'un traitement acide ou basique selon l'origine du
collagéne. La gélatine provenant de couennes de porcs (appelée type A) subit un
traitement acide ; la gélatine issue des os et des peaux de bovins (appelée type B) subit
un traitement basique. La gélatine est particulierement adéquate pour former des
supports solides d'immobilisation grace a ses propriétés gélifiantes a température
ambiante. Aussi, son caractere biocompatible et biodégradable font de la gélatine 'un
des bio polymeéres les plus utilisés dans l'industrie agroalimentaire (comme agent
émulsifiant, épaississant, gélifiant), et pharmaceutique (micro encapsulation de
substances actives) (Mariod and Adam, 2013). En effet, lors d’'un abaissement de la
température en dessous de la température de gélification de la gélatine, les chaines de
polymeres subissent une transformation structurelle et passent d’'une conformation
amorphe a ordonnée en régénérant la structure en triple hélice du collagene ; cela
permet notamment la fabrication de films ou de membranes a base de gélatine (Biscarat
et al, 2015). La formation de microspheres de gélatine a été largement étudiée

notamment pour des applications pharmaceutiques, et les procédés les plus
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couramment utilisés sont l'ionisation a pression atmostphérique (électrospray),
I'atomisation (spray drying) et I'émulsification (Bruschi et al, 2003; Esposito et al,,
1996; Gomez-Estaca et al., 2015). L’électrospray consiste en la dispersion d'un liquide
sous forme de gouttelettes chargées électriquement, ce procédé est déja largement
utilisé pour former des nano/microparticules de différentes substances. Les principaux
avantages de ce procédé sont 'obtention de particules avec une distribution étroite de
tailles, et 'absence d’étape de séparation des particules d’'un solvant. Ce procédé est

cependant couteux en énergie.

Le procédé de spray-drying consiste en la transformation d’une solution liquide en une
poudre par une étape de séchage par atomisation. Cette technique peut se dérouler en
continu et s’applique a de nombreuses solutions de biopolymeres. Cependant, beaucoup
de parametres opératoires sont a contréler pour éviter des rendements faibles, et les

problémes d’adhésion du produit sur I'appareil (Billon et al., 2000).

Beaucoup de chercheurs utilisent aussi 1’émulsification voire I’émulsification
membranaire pour former des microspheres de gélatine (Cortesi et al.,, 1999; Jian Li et
al, 2016; A. H. Nguyen et al.,, 2015; Vandelli et al., 2001). Si l'utilisation d’une phase
organique et donc d'une émulsion eau dans huile (w/o) est la plus courante, la
possibilité de former des billes de gélatine dans une phase aqueuse est plus en plus
étudiée car elle permet d’éviter I'étape de rincage des spheéres pour éliminer les
solvants organiques souvent toxiques (Kong et al., 2011). Le mélange de deux solutions
aqueuses de polymeére concentrées non miscibles peut aboutir a une séparation de
phases et a une ségrégation de gouttelettes d’'un polymere par rapport a I'autre formant

ainsi une émulsion eau dans eau (w/w).

En mélangeant deux polymeres a concentrations assez élevées, on peut observer un
systéeme aqueux a deux phases (SADP), avec une séparation de phase entre les deux

phases hydrophiles.

Ce procédé est compliqué a mettre en place car la plupart des émulsions eau/eau sont
instables en raison d’'une faible tension superficielle a l'interface (Esquena, 2016).
Néanmoins, utiliser un polymeére ayant la capacité de gélifier sous I’effet d’'un stimulus
(e.g. un changement de température, de force ionique ou de pH selon le composé)
comme phase dispersée permet de favoriser la création des microsphéres ou de billes
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(Millgvist-Fureby, 2014). Pour la phase continue, le polyéthylene glycol est intéressant
car il possede un large volume d’exclusion envers les protéines et permet la
coacervation des molécules de gélatine (Harris, 1992; Jizomoto, 1985). De plus, il est non
toxique, biocompatible et permet de préserver l'activité biologique dans le cas
d’encapsulation de substances actives comme des enzymes ou peptides. Ainsi, la
séparation de phase induite par le polyéthylene glycol a permis de préparer des
microspheres a partir de plusieurs biopolymeres comme le dextrane, 'amidon, I'agarose

et la gélatine (Stenekes et al,, 1999; Li et al,, 2018; Li and Liu, 2018; Lee et al., 2020).

b) Réticulation de la gélatine : mécanisme et application éventuelle pour le greffage
d’enzymes.

La gélatine étant hydrosoluble, un traitement des billes formées est nécessaire pour
assurer la résistance a '’eau du support au cours du temps. La réticulation chimique
consiste a créer des liaisons covalentes au sein d'un polymere, soit par une activation
physico-chimique (irradiation, changement de pression, de température, de pH), soit par
I'ajout d’'une molécule appelée agent de réticulation permettant la formation de liaisons
covalentes entre les chaines. Le glutaraldéhyde (GTA) est le réticulant le plus utilisé
pour les protéines, car il est extrémement réactif et peu cher. Il posséde deux fonctions
aldéhydes et a une structure monomérique assez simple, mais en solution aqueuse selon

le pH de la solution il se présente sous de multiples formes (cf Figure 1-8).
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Figure 1-8 : Formes possibles du GTA en solution aqueuse. Source : (Migneault et al.,
2004)

Il est donc difficile de donner un mécanisme simple pour la réticulation de la gélatine
par le GTA, plusieurs réactions se déroulent probablement en méme temps, et elles ne

seront pas les mémes selon le pH de la solution.

En milieu basique, I'hypothese la plus couramment acceptée dans la littérature est la
réaction entre les groupements aldéhydes du GTA et les résidus lysines de la gélatine
pour former une base de Schiff, simultanément avec la polymérisation des molécules de
GTA par aldolisation. Les groupements imines des bases de Schiff formées seront ainsi
stabilisés grace a la conjugaison des doubles liaisons crées par I'aldolisation (Dardelle et
al,, 2011; Farris et al., 2010; Monsan et al.,, 1975). La Figure 1-9 représente le mécanisme

entre les résidus lysine de la gélatine et le GTA sous conditions basiques.
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Figure 1-9 : Mécanisme de réticulation de la gélatine par le GTA en milieu basique.
Source : Farris et al., (2010).

En milieu basique, on peut aussi observer un autre mécanisme impliquant une addition
nucléophile de Michael sur la double liaison C-C des oligomeres a—p-insaturés (forme VI
du GTA représenté sur la Figure 1-8). Cette réaction résulte cependant en la formation
d’'un produit moins stable, car sans effet de conjugaison des double liaisons C-C

(Migneault et al., 2004).

En milieu acide, la protonation des groupements amines de la gélatine défavorise les
réactions nucléophiles. Ce sont ici plutot les groupements hydroxyles des
hydroxyproline et des hydroxylysine qui seraient en jeu, formant des hémiacétales. La

Figure 1-10 représente le mécanisme correspondant.
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Figure 1-10 : Mécanisme de réticulation de la gélatine par le GTA en milieu acide.

Source : Farris et al., (2010)

La laccase possédant des groupements amines tout comme la gélatine, il est probable

qu’'un groupement aldéhyde restant libre apres la réaction de réticulation de la gélatine

puisse se lier avec un groupement NH; de I'’enzyme par le méme mécanisme. Dans le cas

idéal, un premier groupement aldéhyde est lié de facon covalente avec un groupement

amine de la gélatine, et le deuxiéme est lié avec un groupement amine de I’enzyme.

Cependant, en réalité il est compliqué de savoir précisément quels mécanismes sont mis

en jeu et dans quelle mesure les enzymes sont bien fixées de fagon covalente a la surface
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du support. En effet, 1a surface de la bille de gélatine activée par le GTA est en fait un
support hétérofonctionnel, sur lequel trois interactions différentes peuvent se dérouler :
(1) formation de liaisons covalentes, (2) interactions hydrophobiques (provenant du
GTA dimérique), et (3) interactions ioniques (par un échange d’anions provenant des
groupements amines cationiques) (Barbosa et al, 2014, 2013). La Figure 1-11
représente ces trois interactions possibles sur des supports activés par le GTA. Le
mécanisme d’adsorption ionique étant bien plus rapide a mettre en place que le
mécanisme d’attachement covalent, une grande partie des enzymes est donc dans un
premier temps probablement adsorbée sur le support, puis des liaisons covalentes se
mettent en place. Cela a néanmoins des avantages car cette réaction ionique rapide
stabilise '’enzyme, on évite ainsi des causes d’inactivation de I'enzyme comme l'autolyse
ou une distorsion du site actif (Mateo et al., 2007).

Les parameétres choisis lors du greffage de I'enzyme sont donc primordiaux car ils
peuvent influer la réaction prédominante. Par exemple, augmenter fortement la force
ionique de la solution permettra de privilégier une premiere adsorption hydrophobique,
et au contraire utiliser une tres faible force ionique favorisera I'adsorption ionique
(Barbosa et al., 2014; Lépez-Gallego et al., 2005). Les concentrations en réticulant et en
laccase, et les temps de contact sont également a surveiller pour un greffage efficace.
Plusieurs manieres existent justement pour qualifier et quantifier ce greffage et sont

détaillées dans la prochaine partie.
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Figure 1-11 : Schéma des différentes interactions (covalentes ou ioniques) des laccases
a la surface des billes de gélatine.

4. Caractérisation de I'immobilisation d’enzymes sur un support.

Pour s’assurer de 'efficacité du protocole d'immobilisation, il est important de s’assurer
que les conditions opératoires sont sans effet sur I'activité de I'’enzyme libre. En effet les
conditions d’'immobilisation sur certains supports nécessitent des pH trés basiques (par
exemple les glyoxal), ou I'ajout de détergents (le cas des lipases par exemple) peuvent

conduire a la dénaturation du biocatalyseur (Mateo et al., 2005; Palomo et al., 2002).

Le rendement d'immobilisation est le parametre le plus utilisé pour quantifier le
greffage et correspond au ratio entre la quantité résiduelle d’enzymes dans le
surnageant apres immobilisation sur la quantité d’enzyme présente dans la solution

initiale.

Il est possible d’exprimer ces quantités soit en termes d’activité enzymatique ou en
quantités de protéines greffées (souvent déterminée par un dosage de Lowry). La
deuxieme possibilité est plus problématique car I'enzyme méme commerciale est
rarement pure, elle peut méme correspondre dans certains cas a moins de 30% de la
quantité totale de protéines (Boudrant et al.,, 2019). De plus, cette méthode n’est pas

envisageable si le support est aussi de nature protéique (comme c’est le cas avec la
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gélatine). Le rendement d’immobilisation dépend également des volumes et des

concentrations mises en jeu.

Un autre parameétre moins souvent rapporté dans les publications est I'activité exprimée
qui correspond au ratio entre la quantité d’enzymes immobilisées et la quantité

d’enzymes présentes dans la solution initiale.

L’'immobilisation des enzymes permet en général une augmentation de la stabilité des
biocatalyseurs méme si elle peut engendrer parfois, en parallele une diminution de leur
réactivité (Bilal et al., 2019b). Néanmoins son avantage majeur est lié a la possibilité de
réutiliser les enzymes facilitant ainsi grandement leur mise en ceuvre a I'échelle
industrielle. La prochaine partie se concentre sur la présentation de ces types de
réacteurs (le réacteur agité, le réacteur membranaire, ou encore le réacteur a lit fixe ou

fluidisé) et leurs avantages pour la biorémédiation de micropolluants.

V) Réacteurs enzymatiques
1. Réacteur agité

Le réacteur agité, représenté sur la Figure 1-12, est le réacteur enzymatique le plus
simple.

< S¢ : (P S : Substrat

S ¢ s P P : Produit
p pC C < F

< " pla s : Enzyme
<

< 29

Figure 1-12 : Réacteur enzymatique agité.

Il est souvent réalisé en configuration batch comme représenté sur le schéma, sans
entrée ni sortie. Les réacteurs agités peuvent contenir des enzymes sous leur forme libre
ou immobilisée. Dans les réacteurs agités batch avec des enzymes libres, I'agitation
assure une bonne homogénéité de la solution et un contact optimal entre le substrat et le

catalyseur. Cependant, il faut songer a une séparation du catalyseur a la fin du procédé,
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ce qui complique l'extrapolation a grande échelle. De plus, I'agitation peut provoquer des
contraintes de cisaillement entralnant une inactivation des enzymes. Ces réacteurs sont
néanmoins tres intéressants a I’échelle laboratoire quand des petits volumes sont en jeu.
La forme immobilisée de I'’enzyme facilite la séparation et permet sa réutilisation mais
représente quand méme un challenge pour I'extrapolation a échelle industrielle (Arca-

Ramos et al.,, 2018).

Les réacteurs agités continu (RAC) existent également et consistent juste a rajouter une
entrée (la solution de substrat) et une sortie (contenant les produits de réaction). Le
principal avantage des RAC réside dans la simplicité de mise en place, son faible colit, et
dans la facilité de contréle de la température et du pH. Le temps de rétention
hydraulique (HRT) est ici le parametre le plus influent sur I'efficacité de la réaction. Dans
ce cas, 'enzyme ne doit pas étre sous sa forme soluble, et il faut prévoir un dispositif

pour conserver le catalyseur dans le réacteur, comme par exemple une membrane.

2. Réacteur enzymatique a membrane (REM)

Deux configurations de réacteur enzymatique a membrane existent dans la littérature.
La premiere configuration, (représentée sur la Figure 1-13 A), consiste en fait au
couplage d'un réacteur enzymatique agité a une boucle de filtration. La membrane
permet de retenir le catalyseur libre a I'intérieur du réacteur qui est alimenté en continu
par la solution de substrat, et les produits de réactions sont transférés avec le perméat.
Le choix de seuil de coupure de la membrane est donc primordial, car il faut dans le
méme temps assurer la rétention du biocatalyseur et du substrat et le transfert des
produits de réaction. Ce type de réacteur convient plus particulierement au cas ou les
produits de la réaction présentent une taille trés inférieure a celles de I'enzyme et du
substrat. Le principal inconvénient de ce type de réacteur réside dans la perte d’activité
enzymatique liée a la mise en circulation du biocatalyseur. Des problémes de colmatage
de la membrane sont aussi a prévoir, soit par la formation d’'une couche des protéines,
soit par des réactions de polymérisation qui peuvent se produire dans le cas d’oxydation
de certains composés phénoliques coté réacteur (Lema Rodicio et al., 2014; L. N. Nguyen
et al.,, 2015). Cela peut entrainer une perte de productivité suite a la réduction du flux.
Aussi, cette proximité engendrée entre les sous-produits et I'enzyme peut causer des

problemes d’inhibition enzymatique.
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Dans la seconde configuration (Figure 1-13 B), la membrane agit a la fois comme
barriéere sélective pour les produits et comme support d'immobilisation des enzymes
(par adsorption, liaison covalente ou encore piégeage selon les propriétés du matériau
membranaire). Ce procédé permet de limiter beaucoup d’inconvénients. Tout d’abord,
I'amélioration de la stabilité enzymatique est assurée par I'immobilisation du catalyseur
sur et/ou a l'intérieur des pores de la membrane. De plus, la réaction se déroule a
I'interface de la membrane, chaque pore devient un microréacteur, les distances de
diffusions sont donc réduites et la rencontre enzyme-substrat en est facilitée. (Matthias

de Cazes et al., 2014).

Le Tableau 1-9 présente quelques exemples de dégradation de micropolluants par des

réacteurs enzymatiques des deux configurations.

Ces réacteurs sont intéressants car leur extrapolation a grande échelle est assez simple,
et plusieurs REMs en série peuvent étre installés en cas de faible conversion sur une
seule étape. Plusieurs parameétres peuvent étre modifiés pour améliorer l'efficacité du
procédé. Par exemple, en passant d’'une membrane d’ultrafiltration de seuil de coupure
30 kDa a une membrane de nanofiltration de seuil de coupure 200 Da, le taux de
dégradation de 5 micropolluants récalcitrants (I’atrazine, la carbamazépine, le
sulfaméthoxazole, le diclofénac et 'oxybenzone) a été largement amélioré, passant d'un

taux de dégradation moyen compris entre 20-85% a 92-99,9% (Asif et al., 2018).
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: Membrane Dégradation micro-polluant
Configura- .
Souche laccase tion Type de membrane | Type d’'immobilisation Nom [polluant] % Ref
yp yp poiid dégradation
Aspergillus A UF PAN a fibre / BPA / Diclofénac 570/ 4_L80 85%,/60% q
oryzae creuse, 6 kDa. pg.L1
: UF PVDF, 30 kDa Atrazine, CBZ, 1 mg.L1 20-85%
Asgfz’”*g;’é w A / SMX, diclofénac, - ) b
4% NF PA TFC, 200 Da oxybenzone 1 mg.L 92-99,9%
Myceliophtora A UF PESU, 10 kDa / E1/E2 5 mg.L1 95-99% c
thermophila
Trametes NF 270, PP-PA TFC
) ) -1 0,
versicolor A 300 Da / BPA 20 mg L 5% d
Myceliophtora Céramique (TiOz), 4 0
thermophila A ®pores =1 nm / BPA 75 ug L. 97% ©
Céramique (o-
Trar_netes B alumina), Bpores = 0,2 Attac,hen.qent covalent TC 20 mg.L-1 87% £
versicolor im (gélatine + GTA)
Attachement covalent
‘Z’Z:.Ziii B PVDE; (D;r);lres =01 (nanoparticulesde | . di;(athei:- PCA 20 pug.Lt 71% g
H TiO,, APTES + GTA) '
Trametes Céramique (TiO), Attachement covalent 4 0
versicolor B Dpores = 1,4 um (gélatine + GTA) BPA 20 mgL 100% h
UF: Ultrafiltration; NF: Nanofiltration; PAN: Polyacrylonitrile; PVDF: Polyvinylidene fluoride; PA: Polyamide; PESU:

Polyethersulfone ; PP-PA : polyamide a base de piperazine ; TFC : Thin film composite.

a=Nguyenetal, 2014 ;b = Asifetal, 2018 ; c = Lloret et al,, 2012a ; d = Escalona et al., 2014 ; e=Arca-Ramos et al., 2015 ; f = de Cazes et
al, 2015;g=]Jietal, 2016 ; h = Barrios-Estrada et al., 2017.
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Figure 1-13 : Configurations possibles de réacteurs enzymatiques a membrane : (A) Un
réacteur enzymatique agité couplé a une unité de filtration ; (B) Une seule unité de
transformation et de séparation. Source : (Matthias de Cazes et al., 2014).

3. Réacteur a lit fixe.

Un autre réacteur enzymatique couramment utilisé est le réacteur a lit fixe, représenté

sur la Figure 1-14. Les enzymes immobilisées sont greffées sur des particules composant

le lit du réacteur, et la solution de substrat traverse ce lit. Ce réacteur peut étre configuré

en mode batch ou continu et I'extrapolation a I'échelle industrielle est facilitée grace a

une importante aire surfacique par rapport au volume de réaction, et a un coft

opérationnel relativement bas (Dal Magro et al, 2020). Le Tableau 1-10 regroupe

quelques essais de bio remédiation de micropolluants en réacteur a lit fixe.

Recirculation

Substrat

Produits

=)

de
réaction

Figure 1-14 : Réacteur enzymatique a lit fixe, avec des enzymes greffées sur des

particules sphériques.
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Type de

Immobilisation

Micropolluant

réacteur Souche laccase Support Technique Nom [polluant] Taux de dégradation Ref
s Aspergillus . SFX, CBZ, 4 94%, 92%, 95%,
Lit fixe oryzae GAC Adsorption diclofénac, BPA 2,5 mg.L 97% a
Réactive blue,
e Polyporus Billes sodium- . Remazol black 5, 4 85%, 100%, 90%,
Litfixe rubidus alginate Encapsulation Réactive orange, 100 mg L 100% b
Congo red
Lit fixe Strep tom)./ ces Billes §alc1um- Encapsulation Phénol 1 mg.mL1 70% C
psammoticus alginate
, Estrone, 17-b-
Lit fixe Myceliop hth.ora Eupergit c Attachement estradiol, 17-a- 5mglL1 65%, 80%, 80% d
thermophila covalent : .
ethinylestradiol
, Estrone, 17-b-
Lit fluidisé Myceliop hth.ora Eupergit c Attachement estradiol, 17-a- 5 mg.L1 76-90% e
thermophila covalent : .
ethinylestradiol
Lit fluidisé Trametes Partl,cules de silice Attachement BPA 25 mg.L1 90% £
versicolor meésoporeuses covalent
. e Trametes Billes de Attachement Bisphénols : BPA, 4 5 0
Lit fluidisé versicolor polyacrylonitrile covalent BPB, BPF, TCBPA 1 mmol.L =100% 8
: e Trametes M}crobllles Attachement Bleu G}e ) 63%
Lit fluidisé . d’acrylate methyléne 100 mg.L1 h
versicolor . ey covalent 71%
fonctionnalisées Carbaryl

a=Nguyen et al,, 2016a; b = Dayaram and Dasgupta, 2008 ; ¢ = Niladevi and Prema, 2008 ; d = Lloret et al,, 2012c; e = Lloret et al,,

2012b; f=Piao etal,, 2019 ; g = Nicolucci et al,, 2011 ; h = Bayramoglu and Arica, 2019.
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Cependant, un fort risque de colmatage du lit existe, causant 'apparition de chemins
préférentiels a travers la colonne et des problémes d’homogénéité. De plus, en
alimentant la solution de substrat par le haut de la colonne, on a une compaction du lit et

des pertes de charge importantes sont a prévoir.

4. Réacteurs a lit fluidisé.

Pour pallier les inconvénients rencontrés avec les réacteurs a lit fixe, les réacteurs a lit
fluidisés sont souvent utilisés. Le colmatage est limité grace a la fluidisation et la bonne
homogénéisation du milieu favorise la réaction. Le majeur inconvénient de ce réacteur

est la dépense supplémentaire d’énergie nécessaire pour fluidiser le lit.

La Figure 1-15 représente un réacteur enzymatique a lit fluidisé.

Recirculation Produits
de
réaction

J

f
N

Substrat (O O

=]

Figure 1-15 : Réacteur enzymatique a lit fluidisé, avec des enzymes greffées sur des
particules sphériques.

a) Généralités sur la fluidisation

La fluidisation permet la mise en suspension de particules solides a 'aide d’'un courant
ascendant d’un fluide. On parle de fluidisation hétérogene si le fluide est un gaz,
(souvent de l'air, ou de I'oxygéne) et de fluidisation homogene si le fluide est un liquide
(le cas de notre projet). Le contact privilégié entre les phases en présence dans le

réacteur permet d’éviter la formation de chemins préférentiels, d’obtenir des
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coefficients de transfert de matiére tres élevés et ainsi de considérer le milieu comme

parfaitement mélangé (Ray, 2012).

Plusieurs parametres influencent la fluidisation, comme la forme du réacteur
(généralement des colonnes cylindriques ou carrées), les dimensions (notamment la
hauteur du lit et le diameétre de la colonne, qui influent sur ce qu'on appelle le ratio
d’aspect), les propriétés des particules (taille des particules, densité, propriétés de
surface), et la vitesse superficielle du fluide Uo (Bello et al., 2017). Cette vitesse (aussi
appelée vitesse en fiit vide) est définie par le rapport du débit volumique du fluide sur la
section droite de la colonne. Ce parametre est primordial car il est responsable de la
fluidisation des particules et influe donc sur le mélange des particules, et sur le transfert
de matiere et de chaleur. On distingue en effet trois phases selon la valeur de la vitesse

superficielle mise en jeu :

- Lorsque la valeur de Uy est faible, le lit est considéré comme fixe et les particules
ne bougent pas. La perte de charge a travers la couche augmente linéairement en
fonction de Uy, cette évolution correspond a la partie linéaire de la courbe
présentée sur la Figure 1-16.

- Lorsque Up dépasse la valeur Ugms correspondant a la vitesse minimale de
fluidisation, le lit subit une expansion et la hauteur de lit augmente avec la
vitesse. La perte de charge devient constante et est définie par la relation (1.1)
explicitée ci-dessous.

- Si la vitesse superficielle dépasse une valeur limite U; appelée vitesse terminale,
les particules sont entrainées avec le fluide a I'extérieur de la colonne, la perte de

charge décroit et on parle de transport pneumatique (Figure 1-16).

Au sein du lit fluidisé, la perte de charge est régie selon I’équation (1.1) (obtenue par

un bilan des forces sur une particule du lit) :

AP = Hyp % (1 —gp) * (ps —p) * g (1.1)

Avec AP : la perte de charge en Pa

Huf: Hauteur de couche du lit au minimum de fluidisation en m
€mf : Porosité du lit au minimum de fluidisation

ps: Masse volumique de la couche en kg.m-3

p: Masse volumique du fluide en kg.m-3

g : la constante gravitationnelle (9,81 m.s2)
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;

Lit fluidisé

Perte de charge (Pa)

Lit fixe

lJO,mf Uo,t
Vitesse superficielle du fluide (U)

Figure 1-16 : Evolution de la perte de charge en fonction de la vitesse superficielle du
fluide dans un réacteur a lit fluidisé.

Pour déterminer la vitesse minimale de fluidisation, Ergun a établi une loi valable

(équation (1.2)) quel que soit le régime d’écoulement (Ergun, 1952) :

2
AP 150 xp (1 - emf) p (1 — emf)

= * x U + 1,75 %« —x —— =« U? (1.2)
Hp,f dj EY?;lf oms dyp €r3nf oms

La perte de charge par unité de longueur est égale a la somme de 2 termes : le premier
terme correspond a la composante laminaire, alors que le second terme correspond a la

composante turbulente.

Ainsi, si le régime est laminaire; c’est-a-dire lorsque le nombre de Reynolds de la

particule Re,, est inférieur a 20, on obtient I’expression simplifiée suivante (1.3) :

dz & (ps — p)
U _ P mf S
omf 150*(1_£mf)* P *dg

(1.3)

Avec u:laviscosité du fluide en Pa.s
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Lorsque le Rep est supérieur a 1000, le régime est dit turbulent et on peut donc

simplifier I'’équation d’Ergun de la fagon suivante (1.4) :

(ps — p) )
p

La vitesse limite terminale Uo; est la borne supérieure du domaine de fluidisation et

d
Udms = —1’;’5 * e ¥ g (1.4)

correspond a la vitesse a partir de laquelle les particules sont entrainées hors de la

colonne. Elle est définie par I’équation (1.5) :

4 1 ps—=p
Uot :\/g*g*dp*c—d* ) (1.5)

Cq représente le coefficient de trainée, calculé a partir du nombre de Reynolds selon les

équations (1.6) ; (1.7) ; (1.8).

SiR 0,4 Cq = 24
iRe, <04 : qa= Re, (1.6)
c 10
Si0,4 <Rep<500: a= (1.7)
P JRe,
Si500 < Re, < 200000 : C; =043 (1.8)

Le nombre de Reynolds a la limite de fluidisation Rep: est lui aussi lié a la vitesse
terminale Uo (équation (1.9)).
Re,, = ————F" (1.9)

Le nombre empirique d’Archimede Ar est quant a lui, indépendant de la vitesse, et est

défini par I'équation (1.10) (Perry and Green, 1973):

(g*p*d?,*(ps—p))
u2

Ar = (1.10)
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Il est ensuite possible de revenir au nombre de Reynolds Rep: a 'aide des corrélations
empiriques suivantes (1.11); (1.12); (1.13), utilisées en fonction du régime

adéquat (Tableau 1-11).

Tableau 1-11 : Corrélations empiriques entre le nombre d'Archimede et le nombre de
Reynolds, selon le régime de fluidisation. Source : (Perry and Green, 1973)

Régime Domaine de validité Forme adimensionnelle
Régime laminaire : A
Ar < 32,8 Re = = (1.11)
loi de Stokes 18
Régime transitoire :
32,9 <Ar<1,04*105 Re = 0,153 x Ar®71*  (1.12)
loi de Van Allen
Régime turbulent :
Ar>1,04*105 Re=V3+Ar  (1.13)

loi de Newton

Uo,lim
Uo,mf

Le rapport permet de définir I'étendue du domaine de fluidisation. Ce rapport est

généralement compris entre 10 et 100.

. . . Uoii
Pour des petites particules et/ou lorsque le fluide est un gaz, Uoﬂ ~ 100
omf

. e v Ugp
Pour des particules plus grosses en milieu liquide, Uoﬂ ~ 10
omf

b) Réacteur enzymatique a lit fluidisé pour la dégradation de micropolluants

De la méme maniere que les autres réacteurs enzymatiques ; ce type de réacteur peut
étre utilisé en continu et/ou avec recirculation de la solution. Ce type de réacteur a déja
été utilisé pour diverses applications, comme la production de biodiesel, la biosynthese
d’esters ou encore la clarification de jus de fruits (Fidalgo et al., 2016; Poppe et al., 2015;

Kumar et al., 2013; Dal Magro et al., 2020).

Les applications concernant la dégradation de micropolluants dans un réacteur
enzymatique a lit fluidisé sont plus rares et celles trouvées dans la littérature sont
regroupés dans le Tableau 1-10. Lloret et al, (2012b, 2012c), ont comparé les
performances d'un réacteur a lit fixe et un réacteur a lit fluidisé pour la dégradation de
trois hormones (Estrone, 17-b-estradiol, 17-a-ethinylestradiol), avec des laccases de
Myceliophthora thermophila greffées sur des eupergit c (billes crées par

copolymérisation de N,N’-methylene-bis-(methacrylamide), glycidyl methacrylate, allyl
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glycidyl ether et de methacrylamide) (Katchalski-Katzir and Kraemer, 2000). IIs ont
observé une amélioration de la dégradation de ces trois hormones dans le réacteur a lit
fluidisé comparé au lit fixe (65-80% pour le lit fixe contre 76-90% pour le lit fluidisé),
ainsi qu'une diminution plus marquée de l'activité cestrogénique de l'effluent dans le

réacteur a lit fluidisé (plus de 90% contre 63% dans le réacteur a lit fixe).

Piao et al,, (2019) ont étudié la dégradation d’'une solution de bisphénol A a 25 mg.L!
par des laccases de Trametes versicolor greffées par attachement covalent ou par simple
adsorption sur des particules de silice mésoporeuses. Un taux de dégradation du BPA de
90% a été atteint en 8 heures avec les laccases immobilisées par attachement covalent,
contre 75,4% pour les laccases adsorbées et 69,9% pour les laccases libres. Apres 10
cycles de réactions consécutifs, il est toujours possible de dégrader 50% du
micropolluant avec les enzymes immobilisées par liaisons covalentes alors que plus
aucune dégradation n’était observée dés le 6¢me cycle de réaction successif pour les
enzymes adsorbées, mettant en évidence la plus grande stabilité induite par
I'attachement covalent. La baisse d’activité subie par les enzymes greffées par liaisons
covalentes est probablement due aux contraintes de cisaillement imposées durant la
fluidisation et le rincage du catalyseur. Le débit du substrat imposé pour la fluidisation
doit ainsi étre choisi avec attention, afin de permettre la fluidisation du lit sans affecter

drastiquement son activité catalytique.

5. Conclusion

Les avantages et inconvénients des différents types de réacteurs enzymatiques sont
regroupés dans le Tableau 1-12. Bien que chaque réacteur représente une piste
intéressante pour la biorémédiation des micropolluants dans I'eau, ce projet de thése se

concentre exclusivement sur la conception d’un réacteur a lit fluidisé.
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Tableau 1-12: Avantages et inconvénients des différents types de réacteurs

enzymatiques

Type de réacteur

Avantages

Inconvénients

Réacteur agité

Activité enzymatique souvent
plus élevée.

Grande homogénéisation et

Probléme de séparation du
catalyseur.

Extrapolation a grande échelle

batch compliquée.
contact optimal entre catalyseur
Contrainte de cisaillement, baisse de
et substrat.
stabilité du catalyseur.
Colmatage de la membrane
) ) important.
Réacteur Transformation + séparation des

enzymatique a

sous produits.

Colit élevé.

Probléme de stabilité du catalyseur.

membrane Activité enzymatique souvent
o Hétérogénéité des conditions de
(Configuration A) plus élevée. )
réaction entre la solution et la
surface de la membrane.
Recyclage du biocatalyseur.
Réacteur Diminution des limitations

enzymatique a
membrane

(Configuration B)

diffusionnelles.
Stabilité améliorée du catalyseur.
Transformation + séparation des

sous produits

Activité enzymatique parfois faible.
Colmatage de la membrane.

Coit élevé.

Réacteur a lit fixe

Recyclage du biocatalyseur
Contrainte de cisaillement

diminuée

Pertes de charge importantes.
Chemins préférentiels.
Activité enzymatique parfois faible.

Limitations diffusionnelles.

Réacteur a lit

fluidisé

Recyclage du biocatalyseur
Diminution des pertes de charges
Amélioration de '’homogénéité

entre 'enzyme et le substrat

Activité enzymatique parfois faible.
Limitations diffusionnelles.
Contraintes de cisaillement plus

importantes que dans le lit fixe.
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VI) Conclusion et objectifs de la these

ATlissue de cette étude bibliographique, plusieurs choix ont été effectués pour la suite de
ce projet. Tout d’abord, deux micropolluants appartenant a deux classes différentes ont
été retenus : un composé pharmaceutique, la tétracycline, et un pesticide, le glyphosate.
Ces deux composés causent des problemes de bio accumulation et toxicité pour
I'environnement et les organismes vivants, mais différent par leurs structures. En effet,
la tétracycline est un composé phénolique et posséde plusieurs groupements électrons
donneurs qui pourraient favoriser I'oxydation enzymatique, alors que le glyphosate est
un composé non phénolique et posséde des groupements électrons accepteurs le
rendant plus récalcitrant a I'oxydation. Il pourra donc étre intéressant d’étudier la
différence de performance d'un méme procédé enzymatique vis-a-vis de ces deux
molécules. La voie de dégradation de ces micropolluants choisie sera la voie
enzymatique, en présence d’'une laccase immobilisée sur un support a base de
biopolymere. La gélatine a été choisie pour 1’élaboration de ce support car ce
biopolymere est abondant dans la nature, biodégradable, peu cher, et posséde de
nombreux groupements fonctionnels qui le rendent adéquat pour une immobilisation de
type covalente avec des enzymes. L'immobilisation covalente a en effet été retenue afin
de limiter le risque de décrochage du biocatalyseur. De plus, grace aux propriétés
gélifiantes de la gélatine il est possible en jouant sur la température d’induire la
formation de billes pouvant étre utilisées dans un réacteur a lit fluidisé. Ce type de
réacteur permet d’assurer un contact optimal entre le substrat et 'enzyme, et un
recyclage du biocatalyseur. L’objectif de cette these sera donc d’étudier les conditions
d’élaboration de billes de gélatine activées par greffage d’enzymes d’une part et d’autre
part d’étudier la mise en ceuvre de ces billes dans un réacteur a lit fluidisé vis-a-vis de la

dégradation des deux micropolluants choisis.
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Chapitre 2 - Matériel et méthodes

I) Matériel
1. Enzyme

La préparation commerciale de laccase, issue d’'un champignon filamenteux Trametes
versicolor (TvL) a été procurée par Sigma Aldrich (20,5 U.mg, ref 38429); elle se
présente sous la forme d’'une poudre a conserver au congélateur a -20°C. Selon Sigma
Aldrich, une unité enzymatique correspond ici a la conversion d’'une pmol de catéchol

par minute a 25°C et a pH 5.

2. Substrats et médiateurs

Deux micropolluants différents ont été sélectionnés dans ce projet: un composé
phénolique d’origine pharmaceutique, la tétracycline (TC, Sigma Aldrich, =298%, ref
87128) et un pesticide non phénolique, le glyphosate (Sigma Aldrich, 298%, ref 45521).
L’acide aminométhylphosphonique (appelé AMPA), produit de dégradation principal du
glyphosate (Sigma Aldrich, 99%, ref 324817) a été utilisé comme standard afin de suivre
son apparition lors des essais de biodégradation. Les structures chimiques de ces 3

produits sont présentées sur la Figure 2-1.

CH; CH,
CH, OH H N
OH HO

OH 0
O e, 2 on

CONH, HO \\ H Hsz N
OH o OH o (o} ®) 0 OH

Tétracycline Glyphosate AMPA

Figure 2-1 : Structures chimiques respectives de la tétracycline, du glyphosate et de
I’AMPA.

L’ABTS (2’-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)diammonium salt, Sigma
Aldrich, 298%, ref A1888) est le substrat modele choisi pour déterminer 'activité des
laccases. Il a également été utilisé en tant que médiateur d’oxydoréduction pour des
essais de dégradation du glyphosate. Deux autres médiateurs : le syringaldéhyde (Sigma

Aldrich, 298%, ref S7602) et I'acide p-coumarique (Sigma Aldrich, 298%, ref C9008) ont
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aussi été testés. Les structures chimiques de ces 3 produits sont présentées sur la Figure

2-2.

Q 0
., HsCO
q\ 9 SN NH4 H X OH
-o*S SYN‘N/)\S ,S{(O HO
1 o0 HO

NH, Ny OCH3;

ABTS Syringaldéhyde Acide p-coumarique

Figure 2-2 : Structures chimiques de 1'ABTS, du syringaldéhyde et de l'acide p-
coumarique utilisés comme médiateurs redox.

Les solutions d’enzyme et de substrats sont préparées en tampon citrate-phosphate (50
mmol.L'1) a pH variables selon l'utilisation souhaitée. Ces solutions tampons ont été
réalisées a partir d’'une solution d’acide citrique C¢HgO7 (Sigma Aldrich, ref C0759)
préparée a 0,1 mol.L'? dans de I'eau distillée, et d'une solution de phosphate de sodium
dibasique Na;HP04.2H,0 (Sigma Aldrich, ref RES0974S-A702X) préparée a 0,2 mol.L!

dans de I'eau distillée.

3. Réactifs chimiques utilisés pour I'élaboration des billes actives

La gélatine utilisée pour la formation des billes provient de peaux de porc (Sigma
Aldrich, ref. G2500) ; c’est une gélatine de type A et de bloom 300. Le bloom caractérise
la force du gel et correspond a une distribution de masses molaires comprises entre 50
000 et 100 000 g.mol-L. Pour le bain de coagulation, plusieurs polyéthylene glycol de
masses moléculaires différentes ont été utilisés ; ils proviennent tous de Sigma Aldrich
(ref 8.07491 pour 6 kDa, ref 8.218811 pour 10 kDa, ref 8.17018 pour 20 kDa, ref
8.18892 pour 35 ka).

L’agent de réticulation utilisé dans ce projet est le glutaraldéhyde (GTA) commercialisé

sous forme de solution aqueuse (Sigma Aldrich, grade II, 25% in H20, ref G6257).

4. Présentation du réacteur a lit fluidisé

La conception et mise en place du réacteur a lit fluidisé sera détaillée dans la 2¢me partie
du chapitre 3. Le réacteur a lit fluidisé est constitué d’'une colonne cylindrique double
enveloppe en pyrex pour permettre un controle de la température par une circulation

d’eau. Sa hauteur est de 23 cm et son diametre de 2 cm (Figure 2-3). La circulation de la
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solution a traiter est assurée dans le sens ascendant par une micro pompe (n° de série

951990005), munie d'une téte de pompe de Cole Parmer a débit variable (0-300

mL.min-1).
Recirculation

Double

enveloppe

avec T°C

controlée

/@7 23 cm
Solution de
micropolluant
f—

Figure 2-3 : Présentation schématique du réacteur a lit fluidisé

II) Méthodes
1. Elaboration des billes actives.

a) Formation des billes

Des solutions de gélatine ont été préparées en ajoutant la masse de gélatine nécessaire a
30 grammes d’eau pour atteindre des concentrations de 15, 18, 20 et 22% (p/p), ces
suspensions ont ensuite été chauffées a 60°C pendant 2 heures. Des solutions de
polyéthyléne glycol ont été préparées en amont, a partir de PEG de masses moléculaires
variées (6, 10, 20, 35 kDa) a une concentration de 40% (p/v), puis a des concentrations
différentes (20%, 30%, 40%, 50% (p/v)) au poids moléculaire 10 kDa. Toutes les
solutions ont été préparées dans de I'eau distillée et sont laissées sous agitation toute la
nuit a 50°C. La formation des billes s’effectue en ajoutant goutte a goutte la solution de

gélatine a 60°C dans la solution de polyéthylene glycol maintenue a 50°C a I'aide d'un
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pousse-seringue SP200 au débit de 4 mL.min 1. L’ensemble est ensuite transféré dans un
bain de glace pour laisser les gouttes solidifier pendant 20 minutes. Les billes formées
sont ensuite filtrées sur Biichner et rincées avec de I’eau trois fois pour éliminer le PEG

en exces. La Figure 2-4 résume les étapes d’élaboration des billes.

a) b)

60°C C)

50°C || 5°C

U
— e —_ —
' » %

Figure 2-4 : Etapes d'élaboration des billes actives : Dissolution de la solution de
gélatine (a); ajout goutte a goutte de la solution de gélatine dans la solution de PEG (b),
gélification complete des billes (¢)

b) Activation des billes.

Une fois les billes formées, une premiere étape de réticulation est nécessaire pour, d'une
part, augmenter la résistance des billes et d’autre part permettre le greffage covalent des
enzymes a la surface de ces supports. Les billes sont ainsi immergées dans une solution
aqueuse de GTA (de concentration 3%, 5% ou 7% (v/v)) préparée en tampon citrate-
phosphate (50 mmol.L1, pH 7) a 25°C pour une durée de 1, 1,5, ou 2 heures. Les billes

sont ensuite rincées avec ce méme tampon pour éliminer le GTA qui n’a pas réagi.

Puis dans un second temps, on procede au greffage des enzymes. Pour cela, les billes
traitées par le GTA sont plongées dans 50 mL de solution enzymatique de TvL (2,18 ; 3;
3,82 U.mL1) pendant 1, 1,5, ou 2 heures. La solution enzymatique a été préparée dans
du tampon citrate phosphate (50 mmol.L-1, pH 7) la veille pour que la solution soit bien
homogene et 'activité enzymatique stabilisée. Les billes actives sont ensuite rincées
trois fois par 50 mL de solution tampon, et des échantillons de solution de ringage sont

récupéreés.

Les étapes d’activation des billes sont résumées sur la Figure 2-5.
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Elaboration des billes de gélatine (%22 w,)

|

Réticulation
(3% v/v GTA, 1h, pH 7, 25°C)

v

Ringage des billes au tampon citrate —
phosphate (50 mmol.L?, pH 7)

A\ 4

Greffage
(TvL, 3,82 U.mL", 2h, pH 7, 25°C)

A\ 4

Rincage des billes au tampon citrate —
phosphate (50 mmol.L?, pH 7)

/

Stockage des billes activées TvL a 4°C jusqu’a
utilisation

Figure 2-5 : Récapitulatif des étapes d’élaboration des billes actives (Billesactivées Tv1.)-

¢) Plan d’expérience et analyse statistique

Afin d’étudier I'étape de greffage des laccases sur les billes de gélatine, un plan
d’expérience factoriel a 4 facteurs et 2 niveaux (24) a été réalisé, la réponse étant
'activité des billes actives obtenues en U.g-1. Les facteurs étudiés sont la concentration
en GTA (X1), le temps de réticulation (X2), la concentration de la solution enzymatique
(X3), et le temps de greffage (X4). 19 expériences ont été réalisées au total, en
comprenant 3 répétitions du point central (niveaux 0,0,0). La liste des 19 expériences

réalisées est récapitulée dans le Tableau 2-1.
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Tableau 2-1 : Liste des 19 expériences réalisées pour le plan d’expérience 24.

Expérience Concentration '!‘e:mps (-1e Concentration Temps de
de GTA réticulation de laccase greffage
1 -1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1 -1
3 -1 +1 -1 -1
4 +1 +1 -1 -1
5 -1 -1 +1 -1
6 +1 -1 +1 -1
7 -1 +1 +1 -1
8 +1 +1 +1 -1
9 -1 -1 -1 +1
10 +1 -1 -1 +1
11 -1 +1 -1 +1
12 +1 +1 -1 +1
13 -1 -1 +1 +1
14 +1 -1 +1 +1
15 -1 +1 +1 +1
16 +1 +1 +1 +1
17 0 0 0 0
18 0 0 0 0
19 0 0 0 0

Pour créer la matrice, les valeurs ont été codées en suivant I’équation suivante (2.1):

X -X, (2.1)
Xi T TAx,
2

Avec x; la valeur de la matrice, X; la valeur du facteur réel, X, la moyenne entre le
maximum et le minimum des valeurs réelles et AX; la différence entre le maximum et le
minimum des valeurs réelles. Les valeurs correspondant a chaque niveau pour les trois
facteurs sont présentées dans le Tableau 2-2. D'un point de vue statistique, I'analyse de
la variance (ANOVA) a été obtenue en utilisant le logiciel RStudio (Version 1.2.1335,
RStudio, Inc.).
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Tableau 2-2: Correspondance entre les niveaux et les valeurs réelles pour chaque
facteur.

Facteur -1 0 +1
X1: [GTA] (% v/v) 3 5 7
X2 : temps de réticulation (h) 1 1,5 2
X3:[TvL] (U.mL1) 2,18 3 3,82
X4 : temps de greffage (h) 1 1,5 2

d) Elaboration d’autres type de billes

Les étapes d’activation des billes décrites dans le paragraphe II-1.b) de ce chapitre ont

été adaptées pour I’élaboration de deux autres systemes de catalyseurs.

Des billes encapsulant un médiateur (I'ABTS) sont réalisées en ajoutant une masse
d’ABTS adéquate pour donner une concentration de 1 mmol.L-1 dans une solution de
gélatine (22% p/p, 60°C). Ces billes sont ensuite formées comme expliqué au
paragraphe II-1.a). Ces billes sont réticulées avec du GTA (3% v/v, 1h), rincées avec une
solution tampon citrate phosphate (50 mmol.L-1, pH 7), puis stockées a 4°C jusqu’a

utilisation.

Des billes avec co-immobilisation médiateur-catalyseur ont été élaborées en reprenant
le méme protocole cité juste au-dessus. Puis ces billes contenant I’ABTS et réticulées
avec du GTA sont immergées dans une solution de laccase de TvL (3,82 U.mL-1, 2h, 25°C).
Les billes sont ensuite rincées par trois fois avec une solution tampon citrate phosphate

(50 mmol.LL, pH 7), puis stockées a 4°C jusqu’a utilisation.

Les étapes d’élaboration de ces deux types de billes sont récapitulées sur la Figure 2-6.
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Elaboration des billes de gélatine (%22 w,) +

ABTS (1 mmol.L?)

Elaboration des billes de gélatine (%22 w,) +

ABTS (1 mmol.L?)

!

!

Réticulation
(3% v/v GTA, 1h, pH 7, 25°C)

Réticulation
(3% v/v GTA, 1h, pH 7, 25°C)

\ 4

\ 4

Ringage des billes au tampon citrate —
phosphate (50 mmol.L?, pH 7)

Rincage des billes au tampon citrate —
phosphate (50 mmol.L?, pH 7)

\ 4 \ 4
Billes ABTS Greffage
(TvL, 3,82 U.mL%, 2h, pH 7, 25°C)

\ 4

Ringage des billes au tampon citrate —
phosphate (50 mmol.L, pH 7)

!

Billes activées TvL/ABTS

Figure 2-6 : Méthodes d'élaboration des deux autres types de billes : billes encapsulant
un médiateur (Billesatss) et billes avec co-immobilisation médiateur + catalyseur
(bil]esactivées TvL/ABTS)

2. Caractérisation des enzymes libres et greffées

a) Détermination de I'activité enzymatique.

L’activité de la laccase de TvL a été évaluée en suivant I'oxydation a 25°C d’une solution
d’ABTS (1 mmol.L-! préparée dans un tampon citrate phosphate 50 mmol.L-1, pH 4) au
cours du temps par spectrophotométrie (spectrophotometre Shimadzu UV-2401 PC). Ce
substrat modele a été choisi car les produits d’oxydation de I’ABTS sont de coloration
bleue, il est donc aisé de suivre leur apparition par spectrophotométrie a 420 nm.
L’ABTS étant photosensible, il est donc essentiel de préparer toutes les solutions a I’abri

de la lumiere et de recouvrir de papier d’aluminium toute la verrerie utilisée.

Pour la mesure de l'activité de la laccase libre, 100 puL de solution enzymatique sont
directement ajoutés dans une cuve spectrophotométrique a 900 pL de solution d’ABTS

et I’évolution de 'absorbance est suivie pendant une minute. Chaque analyse est répétée
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3 fois. Une unité enzymatique (1 U) est définie comme la quantité de laccase nécessaire

pour oxyder une micromole d’ABTS par minute a 25°C.

Pour la mesure de I'activité de la laccase immobilisée, on ajoute 0,8 g de billes actives
dans un bécher contenant 25 mL d’une solution d’ABTS (1 mmol.L-1, pH 4) maintenue
sous agitation (250 rpm). 1 mL de solution est prélevé chaque minute et placé dans une
cuve spectrophotométrique pour mesurer I"absorbance puis remis dans la solution. Le

suivi de la réaction dure 15 minutes a 25°C.

A T'aide de la loi de Beer-Lambert rappelée ci-dessous (2.2), on peut revenir a la
concentration en produits d’'oxydation d’ABTS formés par minute, et donc a la définition

de I'activité enzymatique.

Abs = g, ¥ L% C (2.2)

€ext correspond au coefficient d’extinction molaire, valant 36000 mol.L-..cm'! pour
I’ABTS,

1 correspond a la longueur de la cuve en cm

c correspond a la concentration en produits d’oxydation de I’ABTS formés en mol.L-1.

La stabilité du greffage a été estimée en mesurant plusieurs fois de suite I'activité d'un
méme lot de billes selon le protocole décrit ci-dessus. Entre chaque mesure, les billes ont
été rincées avec du tampon citrate-phosphate (50 mmol.L-1, pH 7) pour éliminer toutes
traces de substrat et/ou produit ou encore d’enzymes qui se seraient désorbées. 10
cycles successifs ont ainsi été réalisés. La méthodologie utilisée pour la vérification de la

stabilité de I'activité est résumée sur la Figure 2-7.
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Elaboration des billes actives

|

Réaction avec ABTS
(1 mmol.L?, pH 4, 25°C)

x 10 ‘l’

Ringage des billes au tampon citrate-
phosphate (50 mmol.L?, pH 7)

A4

Figure 2-7 : Méthodologie de vérification de la stabilité de la réactivité des billes actives
vis-a-vis de I'ABTS

b) Détermination du rendement d'immobilisation et de I'activité exprimée

Le rendement d’'immobilisation (Nimmobilisation) €st défini a partir de l'estimation de
'activité de la solution enzymatique avant et apreés mise en contact avec les billes et en
prenant en compte 'activité retrouvée dans les solutions de ringage. Il est calculé en

utilisant les équations (2.3) et (2.4) :
Aimmo, théorique = Ainitiale - (Afinale + Z Aringages) (2-3)

Aimmo, théorique

+100 (2.4)

Nimmobilisation = A
initiale

Aimmo, théorique COTTespond a l'activité des enzymes greffées théorique

Ainitiale correspond a I'activité de la solution enzymatique avant greffage

Afinale correspond a 'activité de la solution enzymatique apres greffage

Aringages correspond a l'activité enzymatique des solutions de ringage

Les solutions enzymatiques avant et apres greffage étant trés concentrées, elles sont

diluées par un facteur 100 pour la mesure d’activité. Cette étape n’est pas nécessaire

pour les solutions de ringage, contenant une quantité d’enzymes beaucoup plus faible.

L’activité exprimée est défini par le ratio entre l'activité réelle des enzymes
immobilisées sur I'activité enzymatique de la solution initiale (équation (2.5)) :

(2.5)

Aimmo ex
— » EXp
Aexprimée =——*100

Ainitiale
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Aimmo, exp correspond a l'activité réelle des enzymes greffées déterminée par essai avec
I’ABTS (voir paragraphe II-2.a) de ce chapitre), rapportée en U.L1
Ainitiale correspond a I'activité de la solution enzymatique avant greffage, en U.L!

c¢) Détermination des constantes cinétiques

Les parametres cinétiques K et Vimax dépendent du substrat, il est donc nécessaire de les
déterminer a la fois pour 'ABTS et pour la TC dans le cas des enzymes libres et
immobilisées. Le parametre K, traduit l'affinité d’'un biocatalyseur vis-a-vis d'un

substrat donné.

Le modele choisi dans cette these est celui de Michaelis-Menten, qui se traduit par
I’équation (2.6) et les constantes sont déterminées par résolution graphique a partir de

I'équation de Lineweaver-Burk (2.7), découlant de la précédente.

Vo représente la vitesse initiale de la réaction pour une concentration donnée en
substrat S (umol.min1), vmax représente la vitesse maximale de la réaction obtenue
(umol.min1), Kn représente la concentration en substrat donnant une vitesse de
dégradation égale a la moitié de vmax (umol.L-1), et S est la concentration en substrat

conduisant a la vitesse de dégradation vo (umol.L1)

- Vmax * [S] (2 6)
7 Ky +[S] '
1 K, 1 1
v_O - <vmax i m) + vmax (27)

L 1 1 s . T
Ainsi, en tragant la courbe —= f (E)' I'ordonnée a l'origine correspond a l'inverse de
0

. . . . K
Vmax, €t le coefficient directeur correspond a - =
max

Pour la détermination des constantes cinétiques vis-a-vis de I’ABTS, des solutions
d’ABTS de 10 - 15 - 25 - 50 -100 pmol.L-'1 ont été préparées en tampon citrate-
phosphate (50 mmol.L-l, pH 4). Les réactions se sont déroulées comme décrit
précédemment, directement dans une cuve d’l1 mL pour la laccase libre, ou dans un
bécher de 25 mL pour la laccase immobilisée, a température controlée a 25°C. Pour

comparer le comportement du biocatalyseur libre ou immobilis¢, une méme
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concentration en enzymes a été utilisée dans les 2 cas, cette concentration correspond a

une activité de 30 U.L-L.

Pour les constantes cinétiques vis-a-vis de la TC, des solutions de 2 - 5 - 10 - 15 - 25
ppm ont été préparées dans de I'’eau ultra-pure (pH environ 6). 30 U.L-1 de laccase libre
ou immobilisée sont ajoutés a 25 mL de solution contenue dans un bécher placé dans un
bain marie a température contrélée de 25°C et sous agitation (250 rpm). Des
échantillons de 100 puL sont prélevés toutes les 15 minutes durant 2h. Les échantillons
sont directement congelés a -20 °C jusqu’a analyse par chromatographie HPLC-MS dans
le cas des essais avec I'’enzyme immobilisée. Par contre, en ce qui concerne les essais
avec la laccase libre, I'enzyme est dénaturée par la température directement apres le
prélevement en plongeant les échantillons prélevés dans un bain marie a 100°C pendant

5 minutes avant de les congeler.

d) Profils d’activité en fonction du pH et de la température

Pour déterminer le profil d’activité en fonction du pH des laccases libres ou
immobilisées, des solutions d’ABTS a 1 mmol.L-1 ont été préparées en solutions tampon
citrate-phosphate (50 mmol.L-1) a divers pH: 2,2 -3 - 4 - 5 - 6. Les réactions se sont
déroulées comme décrites précédemment en batch a 25°C. La détermination de I'activité
des enzymes libres ou immobilisées a été répétée 3 fois pour chaque condition. La valeur
référence de 100% correspond a I'activité maximale trouvée pour les enzymes libres ou

immobilisées.

Le profil pH de la tétracycline a également été étudié. Pour ce faire, des solutions de 50
mL de TC a 20 ppm ont été préparées dans des solutions tampons citrate-phosphate
préparées a différents pH 2,2 - 3 - 4 - 5 - 6. Une solution de TC a été également
préparée dans de I'eau ultra pure (pH 6). A ces solutions, 100 U.L-1 de laccase libre ont
été ajoutés et la réaction a été suivie a 25°C sous agitation (250 rpm) pendant 24 heures.
Les échantillons ont été analysés par HPLC-MS. La valeur référence de 100% correspond

a l'activité maximale trouvée pour les enzymes libres ou immobilisées.

Pour le profil d’activité en fonction de la température, des solutions d’ABTS a 1 mmol.L-!
ont été préparées en tampon citrate-phosphate pH 4 (50 mmol.L1) et les réactions se
sont déroulées en batch a 20 - 25 - 35 - 45 - 55°C. La détermination de l'activité des

enzymes libres ou immobilisées a été répétée 3 fois pour chaque température. La valeur
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référence de 100% correspond a I'activité maximale trouvée pour les enzymes libres ou

immobilisées.
e) Stabilité thermique et par rapport au pH

Pour comparer la stabilité thermique des enzymes libres et immobilisées vis-a-vis de la
température, les activités de laccases libres et immobilisées ont été déterminées a
intervalles de temps réguliers pendant 6 heures lors d’'une incubation a 60°C. Chaque
mesure d’activité a été répétée trois fois. La valeur référence de 100% correspond a

'activité initiale pour les enzymes libres et immobilisées respectivement.

La stabilité par rapport au pH a également été comparée, en incubant des enzymes libres
et immobilisées dans trois solutions de tampons citrate-phosphate (50 mmol.L-1) de pH
respectifs 3 - 5 - 9. L'activité des solutions a été mesurée a intervalles de temps
réguliers pendant 24 heures. La valeur référence de 100% correspond a l’activité initiale

pour les enzymes libres ou immobilisées respectivement.

f) Conditions de stockage et stabilité

La stabilité des enzymes dans le temps est un parameétre essentiel pour une utilisation
durable du systeme. Il est au préalable nécessaire de trouver les conditions qui
permettront de conserver au mieux les performances du biocatalyseur. Quatre milieux
de conservations différents ont été étudiés : une phase aqueuse a 4 °C (pilulier rempli
d’eau pure ou de tampon citrate-phosphate (50 mmol.L-1, pH7)) ou de I'air humide a 4°C
(pilulier fermé au réfrigérateur) ou sous atmosphere seche a 20°C (coupelle dans un

dessiccateur avec gel de silice).

L’activité des enzymes immobilisées a ensuite été déterminée chaque jour pendant 7

jours, dans les conditions standards décrites au paragraphe I1-2.a) de ce chapitre.

L’évolution de I'activité des billes a été suivie pendant 20 jours afin d’estimer la stabilité
des enzymes immobilisées et libres au cours du temps, en fonction des conditions de
stockage. 3 analyses ont été effectuées a chaque fois. La valeur référence de 100%

correspond a I'activité initiale pour les enzymes libres ou immobilisées respectivement.
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3. Dégradation enzymatique des micropolluants.

a) Essais de dégradation des micropolluants en réacteur agité

Une concentration en micropolluant (TC ou glyphosate) de 20 ppm a été choisie pour les
essais de dégradation en bécher agité et en réacteur a lit fluidisé. Bien que cette
concentration soit élevée en comparaison a celles des effluents réels (entre le pg.L-1 et le
ng.L-1), cette valeur nous permet d’analyser avec plus de précision les échantillons et de

vérifier dans un premier temps la faisabilité et I'efficacité de notre réacteur.

Différents témoins ont été réalisés pour s’assurer qu’il n'y avait pas auto-dégradation
des micropolluants ni adsorption de ces derniers sur les billes suite a des interactions
avec la gélatine. L’absence d’auto dégradation a été vérifiée par le suivi de I'évolution de
la concentration d’'une solution de micropolluant a 20 ppm placée dans les mémes
conditions de température et d’agitation. Pour vérifier et/ou quantifier I’adsorption du
polluant sur les billes, des enzymes préalablement dénaturées en les immergeant dans
un bain marie a 100°C pendant 15 minutes ont été greffées sur des billes de gélatine
pour obtenir des billes dites inactivées (billeSinactivées). Aprés avoir vérifié par une
mesure d’activité selon le protocole décrit au paragraphe II-2.a) que les billesSinactivées
n’étaient pas actives, ces dernieres ont été placées dans une solution de TC ou
glyphosate a 20 ppm sous agitation a 25°C pendant 24 heures, des échantillons ont été

prélevés chaque heure et congelés jusqu’a analyse HPLC-MS.

Les essais de dégradation de la TC ou du glyphosate en réacteur agité (enzymes libres ou
immobilisées) ont été contrdlés a 25°C sous 250 rpm d’agitation. Des échantillons de
100 pL ont été prélevés toutes les 30 minutes pendant 2 heures, puis toutes les heures
jusqu’a 8 heures, et enfin a 23 et 24 heures. Les échantillons contenant des enzymes
libres ont été passés au bain marie a 100°C avant congélation comme expliqué

précédemment.

Trois molécules ont été testées comme médiateurs redox pour améliorer la dégradation
du glyphosate : I'acide p-coumarique, le syringaldéhyde, et 'ABTS (structures chimiques
représentées sur la Figure 2-2. Chaque médiateur a été ajouté a une concentration de 1
mmol.L-1 a des solutions de glyphosate préparées a 20 ppm dans de '’eau ultra pure,
contenant des enzymes libres a une activité de 0,3 U.mL-l. Des échantillons ont été

prélevés durant 24 heures, stockés a -20°C avant analyse.
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Des essais de dégradation du glyphosate en réacteur agité ont été réalisés
avec différentes associations médiateurs/enzymes :

- Billesaprs + TvL libres
- BilleSactivées TvL + ABTS llbre,
- Billesactivees Tvi. + Billesasts

- Billes activées TvL/ABTS

Dans chacun des cas, la solution de glyphosate est préparée dans de I’eau ultra pure a 20
ppm, I'équivalent enzymatique de TvL est de 0,3 UmL1 et 'ABTS libre est a une
concentration finale de 1 mmol.L-1. Les réactions se sont déroulées a 25°C pendant 24

heures.

b) Essais de dégradation des micropolluants en réacteur a lit fluidisé.

L’alimentation du réacteur est composée d’une solution (100 mL) de polluant a 20 ppm
qui recircule a travers le lit a un débit de 80 mL.min-1 a 25°C. La dégradation est suivie
pendant 24 heures a 'aide d’une prise réguliere d’échantillons de 100 pL. L’influence du
débit de recirculation sur la dégradation de la TC a été étudiée en modifiant le débit a 30

mL.min-1, 80 mL.min! et 130 mL.min1.

Pour étudier I'influence de I'oxygene sur I'avancement de la réaction, des essais ont été
réalisés en injectant de l'air comprimé dans le milieu réactionnel a un débit de 15
mL.min-1. Le taux d’oxygéne dans le systeme a été relevé a I'aide d’'une sonde a oxygene
Hamilton, couplée au logiciel Hamilton Device Manager, pour s’assurer que ce taux

restait a 100% durant la dégradation.

Apres chaque essai et apres 'avoir vidé des billes actives, le réacteur est nettoyé de la
facon suivante : ringcage avec de I’eau distillée, circulation d'une solution de NaOH a 0,1
mol.L1, ringage avec de I’eau distillée, circulation d’une solution d’acide HCl a 0,1 mol.L-1,

puis rincage a I’eau distillée.

La réutilisation des billes actives (environ 4 grammes, pour un équivalent enzymatique
de 100 U.L'1) a également été testée en réacteur a lit fluidisé en répétant 5 cycles de
dégradation successifs de 24 heures chacun, soit 120 heures de réaction au total. Apres
chaque cycle de 24 heures, la solution de TC partiellement dégradée est éliminée, les

billes actives sont rincées abondamment au tampon citrate-phosphate (50 mmol.L%, pH
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4) et le réacteur est nettoyé selon le protocole décrit ci-dessus. Puis il est a nouveau
rempli avec les billes et alimenté par une solution fraiche de TC pour un nouveau cycle

de dégradation.

III) Analyses
1. Caractérisation du lit
a) Détermination de la masse volumique des billes

La masse volumique des billes a été déterminée selon I’'équation (2.8). On pése une fiole
jaugée vide et seche (m1), puis on la remplit de billes jusqu’au trait de jauge (mz). On
ajoute ensuite dans cette méme fiole remplie de billes de I'eau distillée jusqu’au trait de

jauge (m3) (cf Figure 2-8).

D = Msolige = M2 —My My —My mp; —my
s = = = Myz0 m; —m
Vsotide Vfiole — Veau Vfiole — —H20 Fiole — —3 2 (2.8)
PH20 PH20

La mesure est faite en triplicata et la moyenne des trois mesures est conservée.

m, m, m,

Figure 2-8 : Détermination de la masse volumique des billes

b) Détermination de la porosité du lit et surface spécifique de la couche

La porosité d’'une couche de particule € se définit a partir de la part de « vide » qui la
compose (équation (2.9)). On la détermine de la facon suivante : apres avoir mesuré la
masse d'une éprouvette graduée vide (masse m1) et remplie avec 20 mL d’eau (masse
my), I'éprouvette graduée est vidée, séchée puis remplie avec les billes jusqu’au méme

volume que précédemment et pesée (masse ms3). Enfin, on ajoute de I'’eau pour remplir
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les espaces laissés libres par les billes puis on pese I’ensemble (masse ma). A partir de

ces différentes pesées, on calcule la valeur de € selon I’équation (2.10).

|4
g9 = (2.9)
Vtotal
my —mj
PH,0 my —msj
& = ™5 -2 = (2.10)

m; —my
PH,0

c) Etude de la stabilité mécanique du lit en fluidisation

Pour s’assurer que la mise en fluidisation n’endommage pas les billes, un lot de billes a
été pesé initialement (mo) puis mis en fluidisation a I'intérieur du réacteur pendant 7
heures par jour, avec recirculation d'une solution tampon citrate-phosphate (50 mmol.L-
L pH 7). Apres chaque cycle de fluidisation, le méme lot de billes a été pesé (m:) puis
conservé a 4°C dans une solution tampon jusqu’au cycle suivant. Ce protocole a été

répété durant 7 jours.

2. Caractérisation des billes
a) Spectroscopie infrarouge a transformée de fourier (FTIR).

Les mesures de spectres infrarouges ont été collectées a l'aide d’'un spectrometre
infrarouge a transformée de Fourier (modele Nicolet 710), équipé d’'un accessoire de
réflectance totale atténuée (ATR) de Thermo-Electron avec un diamant crystal. Pour

chaque spectre, 128 scans ont été collectés avec une résolution de 4 cm-1.

b) Taux de réticulation.

Pour connaitre le taux de réticulation des billes de gélatine apreés immersion dans le
GTA, la détermination du nombre de groupes amines libres a la surface de la bille de
gélatine apreés réticulation a été effectuée par dosage avec l'acide 2,4,6-
trinitrobenzenesulfonique (TNBS), d’aprés une méthode reportée dans la littérature (A

Bigi et al., 2001; Ofner and Bubnis, 1996).

1 mg de billes de gélatine réticulées est solubilisé dans 1 mL de borax pendant 3 heures

a 60°C. 1 mL de TNBS a 1% (v/v) est ensuite ajouté et la solution obtenue est laissée a
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60°C sous agitation pendant 2h30. Lors de la réaction, le TNBS réagit avec les
groupements amines libres de la gélatine pour former des groupements chromophores
qui absorbent a 347 nm. Les solutions se colorent en orangé comme on peut le voir sur
la Figure 2-9, et 'intensité de la couleur dépend du nombre de groupements réticulés
avec le TNBS. 3 mL d’acide chlorhydrique HCl a 1 mol.L-! sont ensuite ajoutés pour
arréter la réaction. Apres 30 minutes d’attente, les solutions sont diluées par 10 avec de
I'eau ultra pure et les absorbances a 347 nm des échantillons ont été mesurées a 'aide
d'un spectrophotomeétre Shimadzu UV-2401 PC. Deux contrdles ont également été
effectués, un échantillon avec la gélatine non réticulée (appelé Absg) ayant réagi avec le
TNBS de la méme fagon que les échantillons réticulés, et un échantillon de

TNBS/Borax/HCI sans gélatine (appelé Abstngs).
Le taux de réticulation est ensuite calculé par I'aide de 'équation (2.11) suivante :

1 de réticulati 100 1 ( ) 2.11
= k —_— .
aux ae reticulation ( )

Chaque échantillon est réalisé en triplicat et la moyenne sera reportée au chapitre 3,

partie I, paragraphe II-1.

Figure 2-9 : Evolution de la couleur des solutions TNBS/gels en fonction du
pourcentage de GTA utilisé lors de la réticulation (de gauche a droite: 0% ; 0,05% ;
0,1%;0,5%; 1% GTA v/v ; témoin sans gélatine).

96



Chapitre 2 — Matériel et méthodes

c¢) Taux de gonflement.

Afin de déterminer la capacité de gonflement des billes de gélatine apres traitement par
diverses concentrations en GTA, et donc a des taux de réticulation différents, les billes de
gélatine ont été placées dans un dessiccateur pendant 48 heures jusqu’a atteindre une
masse constante (wq). Les billes sont ensuite immergées dans 15 mL d’eau distillée a
25°C et leurs masses sont contrdlées a intervalles de temps réguliers (w¢) avec une
balance de précision Presica XB 320 M. Le taux de gonflement est défini d’apres

I'équation (2.12) suivante :

Wg — W
SW (%) = %* 100 (2.12)
d

Chaque expérience est réalisée en triplicat. Un contrdle est également réalisé avec des

billes de gélatine non réticulées.
d) Propriétés mécaniques.

Les propriétés mécaniques des gels réticulés (ou non) ont été évaluées par analyse

dynamique mécanique (DMA) en compression.

Pour cela, des cylindres de gels de 0,8 cm de diametre et 2 cm de hauteur ont été réalisés
en versant une solution de gélatine (22% p/p, 60°C) dans des moules cylindriques en
téflon, puis en les laissant gélifier a 5°C pendant 1 heure. Les gels ont ensuite été
réticulés en les immergeant dans une solution de GTA pendant 1 heure a 25°C. Des
solutions a diverses concentrations de GTA (0,5%, 1%, 2%, 3%, 4%, 5% v/v) ont été
préparées pour étudier l'influence de la concentration en GTA et donc du degré de

réticulation sur les propriétés mécaniques des gels.

Des tests de compression uniaxial ont été réalisés avec un équipement d’analyse
mécanique dynamique (Metravib, 50 dB) équipé du logiciel Dynatest version 6.93. Les
gels ont tous été comprimés a une vitesse de 10-> m.s'* avec une force de cellule de 40 N.
Pour chaque type de gel, 5 essais ont été réalisés. Le logiciel donne aprés chaque essai le
déplacement D (en m) en fonction de la force F (en N). On peut ensuite obtenir la courbe
de la contrainte o en fonction de la déformation &4 a l'aide des deux formules

suivantes (2.13) et (2.14) :
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_F 2.13

G—SO (2.13)
L—1L

g4 = L° (2.14)

Avec Sy la surface initiale du gel (en m?), et Lo la longueur initiale du gel (en m).

La Figure 2-10 montre une courbe contrainte-déformation typique obtenue apres
chaque essai. A I'aide de ces données, le module de compression E, la contrainte a la
rupture op ainsi que la déformation a la rupture €, ont pu étre déterminés. En effet, la
pente de la partie linéaire correspond au module de Young, également appelé module

d’élasticité linéaire.

Pour vérifier la résistance mécanique des gels en utilisation prolongée en milieu aqueux,
des gels ont été immergés plusieurs heures dans l'eau puis leur comportement
mécanique a été étudié en immersion. Pour ce faire, la configuration de I'’équipement de
DMA a été modifiée (cf Figure 2-11) afin de faire des essais de compressions en

immersion dans une solution aqueuse (ici de I’eau distillée).

40
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15

1

Contrainte (kPa)

10 4

0 T T T T T
0 2 4 6 8 10 12

Déformation (%)

Figure 2-10 : Courbe contrainte - déformation d'un gel de gélatine (22% p/p) non
réticulé
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Figure 2-11 : Test de compression en immersion

e) Propriétés thermiques

Des analyses thermogravimétriques (ATG) ont été réalisées pour déterminer la
température de dégradation de la gélatine. Ces tests ont été effectués sur un équipement
TA Instruments TGA G500 équipé du logiciel TA instruments. Chaque échantillon
d’environ 10 mg est chauffé de 20°C jusqu’a 1000°C avec une vitesse de chauffe de
10°C.min! sous un flux d’azote de 60 mL.min"1. La Figure 2-12 représente une courbe
obtenue avec un échantillon de gélatine non réticulé. La premiére partie de la courbe
représente I'évaporation de I'eau, puis la dégradation de la gélatine prend place a partir

d’environ 250 degrés.
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Figure 2-12 : Analyse ATG d'un échantillon de gélatine (22% (p/p) non réticulé.

La calorimétrie différentielle a balayage (DSC) a été utilisée pour caractériser le
comportement thermique des gels, comme la température de transition vitreuse, et les
phénomenes endothermiques (par exemple une fusion) ou exothermiques (par exemple
une cristallisation). Chaque échantillon (environ 3 mg) est analysé a l'aide du
calorimetre DSC 2920 équipé du systeme de refroidissement RCS90 (TA instruments).
L’instrument a été calibré avec de 'indium pur et un creuset d’aluminium vide a servi
comme référence. Les gels ont été chauffés de -40°C a 200°C avec une vitesse de chauffe

de 20°C.min-L 3 triplicatas ont été réalisés pour chaque type d’échantillon.

f) Rhéologie

Les viscosités des solutions de gélatine et de polyéthyléne glycol (a diverses
concentrations et poids moléculaires de PEG) ont été déterminées a l'aide d'un
rhéometre MCR (Anton Paar), muni d'une géométrie cone-plan de diametre 50 mm et
d’angle 1°. Les mesures ont été effectuées a 60°C pour la solution de gélatine et a 50°C
pour les solutions de PEG, a une contrainte de cisaillement choisie de 500 s-1. Chaque

échantillon a été analysé en triplicata.

g) Détermination du diametre des billes

Un comparateur d’épaisseur Mitutoyo 547-401 a été utilisé pour mesurer le diameétre

des billes.
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3. Analyses chimiques

a) Dérivatisation du glyphosate

Le glyphosate est une molécule tres polaire, soluble dans I’eau, insoluble dans les
solvants organiques, et ne contenant aucun groupement chromophore. Ces
caractéristiques rendent compliqué son analyse par les techniques classiques. Pour
pallier a ce probléme, une réaction de dérivatisation consistant a ajouter un groupement
chromophore sur la molécule de glyphosate a été mise en oeuvre (Nedelkoska and Low,
2004).500 pL d’échantillon de glyphosate sont prélevés, puis y sont ajoutés 100 pL
d’eau ultra pure, 100 pL de solution tampon borate (pH 9, 40 mmol.L-1), et 100 pL de
chlorure de fluorénylméthoxycarbonyle (également appelé FMOC-CI, préalablement
préparé a 6 mmol.L-1 dans de I'acétonitrile). L’échantillon est mixé au vortex pendant 1
minute puis 200 uL. de méthanol y sont ajoutés. Une fois dérivatisés, les échantillons ne
sont stables que 48 heures a -20°C, la dérivatisation n’est réalisée qu’apres stockage et

juste avant I'analyse.

L’acide aminométhylphosphonique (appelé AMPA), est le sous-produit de dégradation
principal du glyphosate. Il est bio persistant et sa toxicité est similaire a celle du
glyphosate, sa concentration est donc pour cette raison controlée dans chaque
échantillon. Sa structure étant trés proche de celle du glyphosate, le méme protocole de
dérivatisation est appliqué. Les mécanismes réactionnels impliqués lors de la

dérivatisation des molécules de glyphosate et d’AMPA sont explicités sur la Figure 2-13.
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Figure 2-13: Réaction de dérivatisation du glyphosate et de 'AMPA, source : Catrinck et
al,, 2014.

b) Chromatographie LC-MS

Les concentrations en micropolluant des échantillons prélevés au cours des essais de
dégradation sont estimées par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de
masse (LC-MS). Les échantillons sont injectés sur une colonne Machery-Nagel C18
(50*2mm) a l'aide d’un injecteur Alliance (Waters e2695) et élués a 0,25 mL.min"1. La TC
a été analysée a I'aide d'une phase mobile composée d’eau de qualité HPLC (Chem Lab,
ref. CL0202212500), d’acétonitrile (CH3CN Chromaslov, grade 99,9%, Sigma-Aldrich, ref
SAF348512500) et d’acide formique (HCOOH a 99%, Carlo Ebra, ref 405792) dans les
proportions respectives 85,5/14,4/0,1%. Les échantillons contenant du glyphosate ont
été préalablement dérivatisés (cf paragraphe I1I-3.a) de ce chapitre) avant d’étre injectés
et élués a l'aide d’'une phase mobile isocratique composée d’eau qualité HPLC (Chem
Lab, ref CL0202212500), d’acétonitrile (CH3CN Chromaslov, grade 99,9%, Sigma-
Aldrich, ref. SAF348512500) et d’acide formique (HCOOH a 99%, Carlo Ebra, ref.

405792), en appliquant le gradient d’élution présenté ci-dessous :
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Temps A% B%
0,00 100,0 0,0
0,50 100,0 0,0
4,50 0,0 100,0
5,50 0,0 100,0
6,00 100,0 0,0

10,00 100,0 0,0

Avec A: 95% H20/5% ACN + 0,1% HCOOH

B:100% ACN + 0,1% HCOOH

En sortie de colonne, les échantillons sont ionisés dans une source par électrospray puis
analysés par un analyseur triple quadripdle dans lequel les ions sont fragmentés puis
détectés avec un multiplicateur d’électrons (Micromass Quattro micro-API). Le fragment
étudié pour la tétracycline a une masse de 445,2 m/z, les fragments étudiés pour le
glyphosate ont une masse de 170 m/z et 214 m/z. La courbe d’étalonnage de la TC
(Figure 2-14) est réalisée en diluant une solution meére a 20 ppm dans de 'eau ultra pure
(pH 6) a l'aide d’'un diluteur automatique (Hamilton Microlab 1000). Les courbes
d’étalonnage du glyphosate (Figure 2-15) et de '’AMPA (Figure 2-16) sont réalisées
suivant le méme protocole a partir de solutions de glyphosate et d’AMPA a 10 ppm
préalablement dérivatisées.

Avec I'équipement utilisé, la limite de quantification (LOQ) de la tétracycline est de 0,3
ppm et la limite de détection (LOD) est de 0,04 ppm. Pour le glyphosate, la LOQ est de
0,2 ppm et la LOD est inférieure a 0,1 ppm.
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Figure 2-14 : Courbe d'étalonnage de la tétracycline
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Figure 2-15 : Courbe d'étalonnage du glyphosate
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Figure 2-16 : Courbe d'étalonnage de I'AMPA

4, Tests de toxicité

La toxicité des solutions a été évaluée avant et apres traitement enzymatique (par
enzymes libres ou immobilisées) par un test Microtox®, basé sur la méthode de Bulich
et Isenberg (1981). Ces essais reposent sur I'étude de I'impact d'une solution sur la
luminescence d’'une bactérie, (Vibrio fischeri NRRL B-11177). Plus I'échantillon sera

toxique, plus I'effet d’inhibition de la luminescence de la bactérie sera élevé. Ces mesures
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ont été réalisées sur 'équipement Microtox® Model 500 Analyzer (Moder Water Inc,

Royaume Uni).

Afin de se placer dans des conditions de toxicité proches de celles des effluents réels, les
mesures de toxicité ont été réalisées sur des solutions de TC et de glyphosate a 1 ppm
avant et apres dégradation enzymatique. Le pH de chaque échantillon a été ajusté entre
6,5 et 7,5 avec de l'acide chlorhydrique ou de I'hydroxyde de sodium avant les analyses.
Les échantillons sont maintenus a 15°C et l'effet d’inhibition (I) est calculé apres 5
minutes puis 15 minutes de contact avec la bactérie selon I’équation (2.15). Un contréle
avec une solution saline a été effectué a chaque essai. De plus, la toxicité d’'un échantillon
de solution enzymatique de Trametes Versicolor libre a la méme concentration en
enzyme que celle utilisée lors les essais de dégradation (100 U.L-'1) a également été
évaluée par le méme protocole. La toxicité d'un échantillon d’ABTS, utilisé comme

médiateur a la concentration d’1 mmol.L-1, a également été mesurée.

Ey — E;
1% = = p—"+100 (2.15)

Avec Eo I'intensité lumineuse de chaque contrdle,

et Eil'intensité lumineuse de chaque échantillon.
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Chapitre 3 - Résultats et discussions

Partie I - Elaboration de supports d'immobilisation d’enzymes bio-
sourcés

I) Formation des billes
1. Influence de différents parametres sur la formation de billes.

La gélatine a été choisie comme support d’'immobilisation d’enzymes dans ce projet car
c’est un bio polymeére possédant de nombreux groupements fonctionnels, biodégradable,
peu cher et non toxique. De plus, des travaux antérieurs réalisés au laboratoire ont
montré que la laccase de Trametes versicolor pouvait étre immobilisée de facon
covalente via le glutaraldéhyde sur une couche de gélatine déposée a la surface de
membranes céramique poreuses (de Cazes et al.,, 2015). Pour assurer l'utilisation des
supports élaborés en réacteur a lit fluidisé, un procédé de goutte a goutte qui permet
d’obtenir des billes de diameétre de I'ordre du millimetre a été retenu. Le principe
consiste a déposer des gouttes de solution de gélatine dans un bain composé d’une
solution non-miscible avec la gélatine, de sorte que par un phénomene de séparation de
phase, ou agrégation des protéines, des billes puissent se former. Les étapes du procédé
sont schématisées sur la Figure 2-4 du chapitre 2. Plusieurs parameétres ont été étudiés
pour optimiser le procédé et le rendre le plus simple et le plus respectueux de

I'environnement possible.

a) Influence de la formulation du bain.

Des essais préliminaires ont été effectués pour choisir la formulation du bain de
gélification des gouttes de gélatine. Quatre formulations différentes ont d’abord été

testées :

- Une solution aqueuse saline de CaCl; (20% p/p) (a)
- Une solution d’éthanol absolu (b)
- Une huile de tournesol commerciale (c)

- Une solution aqueuse de polymere, PEG1o (d)
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Figure 3-1 : Photographies des billes obtenues avec différents bain de coagulations ; (a)
CaCl2, (b) éthanol; (c) Huile de tournesol ; (d) PEG1o. Certaines billes ont été colorées
avec un colorant alimentaire rouge pour faciliter leur observation.

Apreés la mise en ceuvre du procédé de goutte-a-goutte, les billes récoltées ont été
rincées par un solvant approprié (du pentane pour les billes formées dans I'huile de

tournesol, de I’eau distillée pour les autres) et sont présentées sur la Figure 3-1.

Le chlorure de calcium CaCl, est un bain de sphérification tres efficace pour les billes
d’alginate en raison de réaction de gélification instantanée et irréversible de l'alginate de
calcium (Blandino, 1999; Chan et al, 2009; Kamaruddin et al, 2014). On observe
cependant que les gouttes de gélatine s’étalent a I'interface du bain de solution saline
(Figure 3-1, a) sans se solidifier. Les réactions mises en jeu pour la gélification de la
gélatine sont différentes, et il n'y a probablement pas suffisamment d’exclusion stérique

pour permettre a la protéine de gélifier correctement.

Un test avec I’éthanol a été réalisé car on connaissait la coacervation simple de la
gélatine dans I'éthanol (Crewther, 1951; Khalil et al., 1968). C’est également une solution
aqueuse non toxique, peu chere, qui ne nécessite pas d’étape de rincage avec des
solvants organiques. Les premiers essais ont montrés une précipitation de gélatine en
forme de disque similaire a celle des hématies (Figure 3-1, b). La forme ne
correspondant pas a celle souhaitée, cette solution n’a pas été retenue pour la suite des

essais.

L'immiscibilité de la gélatine avec I'huile est bien connue et ce phénomene est d’ailleurs
utilisé en cuisine moléculaire pour l'obtention de sphéres de gélatine comestibles. Les
émulsions crées par un biopolymere dans une phase huileuse sont également largement
utilisées pour former des microspheres, notamment pour I'industrie pharmaceutique (A.
H. Nguyen et al., 2015; Vandelli et al., 2001). On observe en effet que ce bain permet la
formation de billes sphériques (Figure 3-1, c). Cependant, l'utilisation d’'une phase

organique comme I'huile de tournesol nécessite une étape de ringage par des solvants
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organiques souvent toxiques. Ici, 'huile en excés a été éliminée par 3 rincages successifs

avec du pentane.

Comme cela a été détaillé dans le chapitre 1, paragraphe IV-3.a), le polyéthylene glycol a
lui aussi la capacité d’'induire une agrégation des molécules de gélatine pour donner des
gouttelettes (Harris, 1992; Kong et al., 2011). Le polyéthyléne glycol et la gélatine
peuvent ainsi former deux phases distinctes grace aux larges volumes d’exclusion du
PEG et a I'absence sur le PEG de sites acides sur lesquels pourraient se fixer les
protéines. On observe en effet la formation de billes sphériques (Figure 3-1, d). Ce
composé offre 'avantage supplémentaire d’étre miscible dans I'’eau ce qui permet de

remplacer les solvants organiques par de I’eau distillée lors du rincage.

En conclusion, seuls I'huile de tournesol et la solution aqueuse de polyéthylene glycol
ont donné des résultats prometteurs mais comme ce projet s’inscrit dans un objectif
d’impact environnemental le plus neutre possible, la solution de PEG a été retenue pour
la suite du projet. Plusieurs parametres vont a présent étre étudiés pour améliorer la

formation des billes.

b) Influence de la concentration en PEG.

Comme on vient de le voir, le bain de PEGio a 40% p/v permet la formation de billes
sphériques. Il pourrait néanmoins étre intéressant de voir si cette concentration peut
étre diminuée pour réduire les cofits et I'impact environnemental, ou si au contraire une
augmentation de la concentration permettrait d’améliorer les qualités des billes. L’effet
de la concentration des solutions de PEG1o sur la formation des billes est donc étudié ici.

Le Tableau 3-1 regroupe les résultats obtenus.

Aux plus faibles concentrations de PEG1o (20% et 30% v/v), les billes formées ne sont
pas sphériques mais ovales et leur plus grande longueur est ici dénommée « longueur
caractéristique ». La sphéricité est améliorée avec I'augmentation de la concentration en
PEG1o et la taille des particules (diametre) est réduite. Cependant, si la solution de PEG1o
est trop concentrée (50% p/v), les gouttelettes sont bloquées a la surface de la solution
de PEG et il se forme des demi-spheéres. Ces différences de comportement peuvent
s’expliquer en prenant en compte des considérations physico-chimiques et cinétiques.
En effet, quand la concentration en PEG augmente, les chalnes de ce polymere sont plus

nombreuses et plus proches les unes des autres, favorisant alors le phénomene
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d’exclusion des protéines par le polymere (Bhat and Timasheff, 1992). Des
concentrations plus importantes en PEG1o favorisent aussi le repliement de la protéine,
permettant de former des billes de plus petit diametre (Harris, 1992). De plus, avec
I'augmentation de la concentration en polymeére, on observe une diminution de la vitesse
de chute des gouttes de gélatine a I'intérieur de la solution, ce qui permet de limiter leur
déformation pendant le phénomene de séparation de phase, et ainsi d’améliorer la
sphéricité des billes. Il faut cependant faire attention a ne pas augmenter excessivement
la concentration de PEG, car, a 50% p/v, les gouttes ne pénetrent plus dans la solution et
restent a la surface. Une concentration de 40% p/v en PEG a donc été retenue pour la
suite.

Tableau 3-1: Influence de la concentration en PEGio sur la formation des billes de
gélatine; [gélatine] = 22% p/p.

Concentration
20 30 40 50
(%p/v)
Gouttelettes
Billes non Billes non Billes
Observations bloquées a la
sphériques sphériques sphériques
surface
Diameétre ou
longueur
500,75 2,7 £0,11 1,9 +0,19 N/A
caractéristique
(mm)

¢) Influence de la masse moléculaire du PEG.

La masse moléculaire du polyéthylene glycol dépend du nombre de groupes
oxyéthyléniques présents dans la molécule et joue sur la viscosité de la solution,
modifiant probablement la possibilité de formation des billes et leur forme finale.
L’'impact de ce parametre sur la formation des billes a été étudié en utilisant des PEG de
masses moléculaires comprises entre 6 et 35 kDa. Les caractéristiques des solutions de

PEG utilisées et des billes obtenues sont regroupées dans le Tableau 3-2.

109



Chapitre 3 — Résultats et discussions

Tableau 3-2 : Influence de la masse moléculaire des PEGs (Mw) sur la viscosité de la
solution de PEG (u) et sur la formation des billes de gélatine, [gélatine] = 22% p/p;
[PEG] =40% p/v.

PEG M PEG u Formation des billes de gélatine Diamétre des
(KDa) (mPas) g billes (mm)
6 200+ 03 Les gouttes pénét-rent dan,s l-e bain 30 0.5
et forment des billes sphériques
10 601+ 1.0 Les gouttes pénét-rent dan:q l-e bain 19 019
et forment des billes sphériques
20 220525 Les gouttes restent bloquées a la N/A
surface
35 649525 Les gouttes restent bloquées a la N/A
surface

La viscosité p d'une solution de gélatine (22% p/p) a été mesurée a 60°C et vaut 133
mPa.s. Il semble que si la viscosité de la solution de PEG a 50°C est supérieure a celle de
la gélatine (comme c’est le cas pour les PEGs de masse moléculaire 20 et 35 kDa), les
gouttelettes de gélatine en chute libre n'ont pas assez d’énergie pour pénétrer dans le
bain et contrer les phénomenes d’exclusion stérique ; elles restent alors bloquées a la
surface de la solution. Les PEGs de masse moléculaire 6 et 10 kDa permettent tous les
deux la formation de billes mais le diameétre des billes est 1égerement plus élevé avec le
PEG de masse moléculaire 6 kDa. Des études sur le phénomene d’exclusion des
protéines par le PEG ont montré que, quand le degré de polymérisation (et donc le poids
moléculaire) du PEG augmente, I’entropie de mélange est réduite, ce qui favorise la
formation de deux phases distinctes (Harris, 1992). Les chalnes de PEG se regroupent
sur elles-mémes et excluent probablement également une partie de I'’eau libre de leur
environnement ce qui revient a réduire le gonflement des billes et aboutit a des
diameétres de bille plus faibles. Les billes de plus petit diameétre présentant une surface
spécifique plus grande sont plus intéressantes pour notre application ; le PEGio a été

choisi pour la suite des expériences.
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d) Influence de la concentration en gélatine

L’influence de la concentration en gélatine a également été étudiée pour voir si cette
concentration peut étre réduite, toujours dans le souci de limiter I'impact économique et
environnemental du procédé. Les résultats sont rassemblés dans le Tableau 3-3. Quand
la concentration en gélatine est inférieure a 20% p/p, la goutte s’étale a la surface et ne
forme pas de bille. Cela résulte vraisemblablement du fait que la viscosité de la gélatine
est inférieure a celle de la solution a 40% de PEG10 (60,1 £ 1,0 mPa.s). La goutte n’a peut-
étre pas assez d’énergie pour rompre l'interface et pénétrer dans la solution. Mais cela
peut aussi étre en relation avec la densité de la gélatine, qui augmente avec la
concentration. Il semble nécessaire que la densité de la solution de gélatine atteigne une
certaine valeur pour permettre aux billes de traverser l'interface et que la viscosité du
bain collecteur soit plus faible que celle de la solution de gélatine pour permettre le
déplacement des billes dans le bain. Des résultats similaires avaient été obtenus lors de
I’étude de la formation de billes d’alginate dans un bain de CaCl; ; il avait été montré que
plus la concentration (et donc la viscosité) de la solution d’alginate était grande, moins
les gouttes étaient sensibles a une déformation dans le bain ce qui facilitait ainsi la
création de spheres solides (Davarci et al,, 2017). On a donc gardé pour la suite du projet

une concentration de gélatine de 22% (p/p).

Tableau 3-3 : Influence de la concentration en gélatine sur la formation des billes de
gélatine; [PEG10] = 40% p/v.

A Densité de | Viscosité de la L
[Gélatine] . : . . Diametre des
(% p/p) la solution solution p a Observations billes (mm)

°P/P p (gmL1) | 60°C (mPa.s)
15 1,034 39,4 Les gouttes s’étalent sur N/A
la surface
18 1,039 618 Les gouttes s’étalent sur N/A
la surface
Les gouttes pénetrent
20 1,045 78,2 dans le bain et forment 2,5+0,48
des billes
Les gouttes pénetrent
22 1,053 133 dans le bain et forment 1,9 +£0,19
des billes
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e) Influence de la température du bain de coagulation

La température du bain de gélification jouant sur les valeurs de viscosité, et par voie de
conséquences sur la forme et la tailles des billes, des essais ont été réalisés a une
température inférieure (4°C) et supérieure (50°C) a la température de gélification de la
gélatine, les concentrations de la solution de PEGio et de gélatine étant fixées
respectivement a 40% (p/v) et 22% (p/p). Les résultats obtenus ont révélé un diametre
plus élevé et une plus grande hétérogénéité dans la distribution de taille des billes
quand la température du bain est égale a 4°C, avec une moyenne de diametre de billes de
3,2 mm * 0,5 mm, contre une moyenne de diametre de billes de 1,9 mm + 0,19 mm
quand le bain est a 50°C. La sphéricité est également améliorée quand la température du
bain est a 50°C. Cela peut s’expliquer car, lorsque que le bain est chaud, les billes
s'immergent plus profondément dans la solution alors qu’elles restent attachées a la
surface lorsqu’il est froid. L’influence de la viscosité de la solution de PEG, supérieure a
4°C qu’a 50°C peut également jouer un role ici. Pour cette raison, la température du bain

de coagulation a été fixée a 50°C pour la suite des essais.

En résumé, les parametres choisis pour I'élaboration des billes utilisées pour la suite des
travaux de cette thése sont regroupés dans le Tableau 3-4. Ces conditions permettent la
formation de billes dont le diameétre déterminé expérimentalement selon la méthode

décrite au chapitre 2, paragraphe IlI-2.g) est égale a 1,9 mm * 0,19 mm..

Tableau 3-4 : Parameétres choisis pour I'élaboration des billes.

[Gélatine] (% p/p) 22
PEG M., (kDa) 10
[PEG] (% p/Vv) 40

Température de la solution de PEG (°C) 50

Débit du pousse-seringue (mL.min1) 4

2. Détermination du diametre théorique des billes.

Le modele de Kamaruddin et al. (2014), basé sur la loi de Tate pour prédire le diametre
de billes d’alginate élaborées par ce méme procédé de goutte a goutte dans une solution
de CaCly, (cf équation (3.1)) a également été utilisé pour estimer le diametre de nos

billes.
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0,06ry
dp = KspKyp <T> (3-1)

Avecr le rayon de 'embout utilisé en m

y la tension de surface de la gélatine en N.m-!
p la densité de la solution de gélatine en kg.m-3
g la constante gravitationnelle (9, 81 m.s?)

Kir le coefficient de perte liquide

Ksr le coefficient de rétrécissement

Et d, le diameétre de la particule obtenue en m.

En effet, la loi de Tate peut prédire une taille de bille obtenue par une technique de
goutte a goutte. Cette loi est régie par la simple hypothese qu'une goutte tombe au
moment ou la force gravitationnelle est égale a la force de tension de surface (Tate T.,
1864). La loi de Tate est représentée dans I’équation (3.2).

__"mg
- 2nrf

y (3.2)

Avec m la masse d'une goutte en kg,

v la tension superficielle de la goutte en N.m-1,

r le rayon de I'extrémité de ’embout, en m

f facteur correctif

La loi de Tate sans facteur correctif donne généralement des valeurs plus petites que la

réalité, car quand la goutte se détache, une petite fraction de la goutte reste attachée au
cone, les mesures des masses des gouttes s’en retrouvent donc faussées. Pour pallier ce
défaut, un facteur correctif f a été ajouté par Harkins et Browns des 1919 (Harkins and
Browns, 1918). Ce facteur est corrélé au rapport du rayon du capillaire sur la racine
cubique du volume idéal de la goutte (r/V1/3), et les valeurs sont affichées dans le

Tableau 3-5.

113



Chapitre 3 — Résultats et discussions

Tableau 3-5 : Facteurs correctifs de la loi de Tate. Source : (Worley, 1992)

f r/Va/3) f r/V(/3) f r/V(/3)
0,98171 0,02 0,89024 0,12 0,81707 0,2
0,96341 0,04 0,87195 0,14 0,77133 0,25
0,94512 0,06 0,85365 0,16 0,72560 03
0,92682 0,08 0,8536 0,18 0,72368 | 0,3021**
0,90853 0,1 0,83285 0,1827* 0,71856 | 0,3077%

*Eau
** n-Butyl alcohol
*** Toluene

Avant de pouvoir utiliser le modele de Kamaruddin pour estimer la taille des billes, il
faut utiliser la loi de Tate pour déterminer le rayon de I'’extrémité de ’embout en m.

Dans notre cas, la solution de gélatine tombe dans la solution de PEG via un cone fixé a
I'extrémité d'une seringue. La premiere étape de ce calcul est donc de déterminer avec
précision le diametre de sortie du cone. Pour cela, on suit le protocole établi par Worley
(1992), basé sur la mesure gravimétrique de gouttes d’eau, que I'on fait tomber goutte a
goutte par le méme embout que celui utilisé pour I'élaboration des billes. Chaque goutte
est pesée individuellement a 1'aide d’'une balance de précision et la masse obtenue a
20°C (migoutte = 11,5 mg * 1,05 mg) est introduite dans I’équation de Tate réarrangée

(équation (3.3)) afin de trouver la valeur der.

mg

r= H (3.3)

En prenant la valeur de la tension superficielle de I'eau Yeau/air 2 20°C égale a 72,75
mN.m1, on trouve, en premiere estimation et sans facteur correctif, un rayon de 0,25
mm * 0,018 mm. Le volume d’'une goutte idéale (rapport de la masse moyenne d'une
goutte sur la masse volumique (ici de I’eau)) étant égale a V = 0,01 cm3, le ratio r/V1/3 est
donc égal a 0,11. D’apres les valeurs rapportées dans le Tableau 3-5, la valeur du facteur
correctif f peut étre estimée égale a 0,89939.

Le rayon de '’embout, estimé par la loi de Tate (équation (3.2)) est égal a 0,276 mm *
0,023 mm.

En parallele, nous avons également déterminé expérimentalement ce rayon par

photographie macroscopique (marcroscope Perfex science, muni du logiciel Panasis
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version 2.1). On trouve un rayon de 0,27 mm ce qui est quasiment identique avec la
valeur théorie calculée.
Une valeur reste inconnue pour 'application du modele de Kamaruddin et al, il s’agit de

la tension superficielle gélatine/air a 60°C (Ygélatine/air)-

Cette tension superficielle a été estimée a 'aide d’'une balance de Langmuir-Blodgett

(KSV NIMA, Biolin Scientific) et la valeur trouvée est égale a 41 mN.m1.

Tableau 3-6 : Comparaison du diametre des billes théorique et expérimental.

Tension de surface Ygelatine /air
(mN.m-1)* 409+1,8
Diametre des billes expérimental 19 +0,19
cDexpérimental (mm)
Diameétre des billes théorique 13
cI)théorique (mm)** '

* déterminée par la méthode décrite par Worley (1992) basée sur la loi de Tate.
** calculée avec la méthode décrite par Kamaruddin et al (2014).

Le diametre des billes théorique déterminé par le calcul est 1,3 mm. Or celui trouvé
expérimentalement est 1,9 + 0,19 mm. Il y a donc un écart entre ces deux valeurs
(Tableau 3-6). Ce calcul a été réalisé avec un coefficient de déformation volumique de 1,
en faisant I'hypothése qu’aucun retrait ou gonflement des billes n’apparait lors de la
gélification. Dans notre cas, il semble qu’il n’y ait pas de léger retrait comme dans I'étude
de Kamaruddin (ou Ksr = 0,98) mais au contraire un gonflement du polymere dans le
bain entrainant une augmentation de la taille de la bille (le volume réel des billes (3.59
mm?3) est trois fois plus important que le volume théorique (1,15 mm?3)). La gélatine est
en effet connue pour ses propriétés hygroscopiques et a sa capacité a former des gels qui
développent un fort taux de gonflement. Il est probable que le diametre théorique trouvé
correspond plutot au diametre des gouttes a la sortie du céne, avant qu’elles ne tombent
dans le bain de polymere.

En 'absence de caméra haute résolution il ne nous a pas été possible de vérifier cette
hypothese mais si c’est le cas, d’apres I’équation de Kamaruddin et al, le diametre d’'une
bille avant immersion dans le bain dépend de la tension superficielle Ygelatine/air €t du
diameétre de 'embout du pousse-seringue. Le diameétre de sortie de ce dernier devra étre
inférieur a la taille souhaitée pour tenir compte du gonflement consécutif a I'immersion

des billes.
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3. Conclusion

Des billes de gélatine présentant un diametre de I'ordre de 2 mm ont été obtenues selon
un procédé de goutte a goutte par immersion de la solution de gélatine dans une
solution aqueuse de PEG, ce choix permettant d’éviter l'usage de solvants organiques
toxiques. Plusieurs parametres comme la formulation et la concentration du bain de
coagulation, la concentration de la solution de gélatine ont été étudiés, et un calcul de
prédiction théorique du diameétre des billes a été réalisé. Pour envisager I'usage de ces
billes en milieu aqueux en présence de micropolluants, il faut a présent étudier I'étape
de réticulation permettant a la fois de renforcer le réseau du gel et d’assurer le greffage

ultérieur des laccases sur les billes.

II) Etude delaréticulation et son influence sur les propriétés des
supports.

L’étape de réticulation des billes de gélatine par le GTA a un double objectif : permettre
en premier lieu de renforcer le réseau interne des billes de gélatine afin d’empécher leur
solubilisation en milieu aqueux, et créer des points d’ancrage entre les laccases et la
surface des billes. Dans cette partie, nous étudierons plus spécifiquement I'influence de
la concentration en GTA sur les propriétés mécaniques et thermiques des billes de
gélatine, dans le but de choisir une concentration de GTA adéquate pour la réticulation.
Pour tous les résultats présentés ci-apres, la durée de I'étape de réticulation a été fixée a

1 heure.

1. Influence de la concentration en glutaraldéhyde sur le degré de
réticulation.

Nous avons vu dans I'état de I'art qu’un seul mécanisme ne permet pas de résumer les
interactions possibles entre le GTA et la gélatine ; plusieurs réactions sont envisageables
et peuvent probablement se dérouler en parallele. La réaction prédominante semble
cependant avoir lieu entre les groupements aldéhydes du GTA et les groupements NH>
libres présents sur la chaine latérale des acides aminés basiques (lysines et arginine) de
la gélatine pour former des bases de Schiff qui peuvent ensuite étre stabilisées par
conjugaison. Cette conjugaison entre les doubles liaisons va générer une absorption de

la lumiére et donc un changement de couleur (Dardelle et al., 2011; Monsan et al., 1975).
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La Figure 3-2 montre 'évolution de la couleur des gels réticulés avec différentes
concentrations en GTA apres une heure de réticulation. Ce changement de couleur de
plus en plus marqué en fonction de la quantité de GTA utilisé pour la réticulation semble
indiquer une augmentation du nombre de liaisons imines des bases de Schiff, entrainant
ainsi un plus grand nombre de systemes conjugués. Pour vérifier et quantifier cette
hypothese, un dosage par le TNBS a été réalisé (selon le protocole expliqué au chapitre
2, paragraphe III-2.b)). Ce dosage permet d’évaluer la proportion de groupements
amines libres en surface de la gélatine (Ofner and Bubnis, 1996). Moins il reste de

groupements amines libres en surface, plus le degré de réticulation sera grand.

0% 0,025%  0,05% 0,1% 0,3% 0,5% 1% 3% 5%

Figure 3-2 : Evolution de la couleur des gels en fonction du pourcentage de GTA utilisé
lors de la réticulation (de gauche a droite : 0% a 5% GTA).

LYY

Les résultats obtenus sont reportés sur la Figure 3-3. On observe une nette
augmentation du degré de réticulation lorsqu’on augmente la concentration en GTA.
Avec une solution de GTA a seulement 0,025%, un degré de réticulation de plus de 20%
est observé. Ce taux augmente rapidement pour atteindre 80% de réticulation lorsque la
concentration en GTA est égale a 1%, puis il semble atteindre un plateau a partir d'une
concentration de 2% en GTA. On peut supposer alors que tous les groupements amines

libres ont réagi.
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Figure 3-3: Evolution du degré de réticulation en fonction de la concentration en GTA
utilisée (0 - 3% v/v) lors de I'étape de réticulation (1 heure a 25°C dans une solution
tampon citrate-phosphate (pH 7, 50 mmol.L1)).

2. Influence du taux de réticulation sur le degré de gonflement.

Le but de ce projet étant d’élaborer des supports de biocatalyseurs pour le traitement de
'eau, le comportement de ces gels en immersion est donc primordial pour la suite. Pour
étudier ce parametre, les gels réticulés a différentes concentrations en GTA ont été
immergés pendant 35 heures dans l'eau. L’évolution du taux de gonflement qui en

résulte est représentée sur la Figure 3-4.

On remarque que la réticulation par le GTA a un effet tres important sur le taux de
gonflement des gels. Sans réticulation, le gel de gélatine présente un taux de gonflement
de 485% apres 35 heures d'immersion. Ce taux est réduit de moitié (250%) quand le gel
est réticulé avec une solution a 0,5% de GTA. Ce taux de gonflement n’est plus que de
135% quand le gel est completement réticulé. Ce résultat n’est pas surprenant car apres
réticulation, les fonctions amines de la gélatine sont liées et ne peuvent plus créer des

liaisons hydrogenes avec les molécules d’eau. D’autres études avaient déja rapporté que
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la réticulation réduit cette capacité du gel a absorber de grandes quantités d’eau

(Martucci et al., 2012; Matsuda et al., 1998).
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Figure 3-4 : Evolution du taux de gonflement sur 35 heures des gels de gélatine
réticulés a différentes concentrations de GTA (0 - 5% v/v).

La Figure 3-5 représente la corrélation existant entre le degré de réticulation (estimé
par l'essai avec le TNBS) et le taux de gonflement d’'un gel au bout de 35 heures
d'immersion dans l’eau. On observe une diminution d’environ 50% du taux de
gonflement pour un degré de réticulation d’environ 50%. Par ailleurs, alors que le taux
de réticulation de 100 % semblait avoir été atteint pour une concentration en GTA de
2%, les résultats de I'étude du gonflement montre que le gel réticulé avec 2% de GTA
affiche un taux de gonflement de 154%, et que pour les gels réticulés avec des solutions
a 3%, 4% et 5% en GTA, ce taux n’est plus que de 125%. Le réseau semble étre

completement réticulé a partir de 3%.
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Figure 3-5: Influence du degré de réticulation sur le taux de gonflement des gels de
gélatine apres 35 heures d'immersion dans de I'eau distillée a 25°C.

3. Influence du taux de réticulation sur les propriétés mécaniques des
supports.

En vue d’une utilisation dans un réacteur a lit fluidisé, il est important de s’assurer que
les billes possedent une bonne tenue mécanique. Des tests de compression ont été
réalisés, pour des gels réticulés a différentes concentrations en GTA, et donc a différents

degrés de réticulation.

Les courbes contrainte/déformation pour chaque concentration en GTA sont
représentées sur la Figure 3-6. A partir de chaque essai, le module de compression, la
contrainte a la rupture et I’élongation a la rupture ont été calculés. 5 échantillons ont été
analysés pour chaque concentration en GTA testée, et les moyennes des trois

parametres calculés sont regroupées dans le Tableau 3-7 (colonnes avant immersion).

Les résultats montrent que sans réticulation, le module de compression d’un gel de
gélatine est relativement faible (0,8 + 0,05 MPa). La contrainte a la rupture est de 36,3 +
1,25 kPa pour un gel non réticulé. Apres réticulation, les propriétés sont nettement

améliorées. En effet, le module de compression est trois fois plus important (2,3 = 0,24
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MPa) pour un gel réticulé a une concentration de GTA de 3%. Cela peut s’expliquer par le
fait que lorsque le degré de réticulation augmente, le nombre de liaisons covalentes
entre les chaines de gélatine augmente également, ce qui renforce le gel et améliore sa
résistance a la compression. Bigi et al, (2001) et Talebian et al., (2007) ont aussi
remarqué que le module de compression et la contrainte a la rupture de gels de gélatine

augmentent avec le % de GTA utilisé lors de la réticulation.
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Figure 3-6: Courbes contraintes/déformations des gels réticulés a diverses
concentrations de GTA (noir : 0% v/v ; bleu foncé : 0,5% v/v; bleu clair: 1 % v/v; vert:
2% v/v;rouge:3%v/v;orange:4%v/v;rose:5%v/v).
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Tableau 3-7 :
contrainte a la rupture et déformation a la rupture) des gels réticulés a différentes
concentrations de GTA (0 - 5% v/v) sans et aprés 24 heures d'immersion dans 'eau.
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Comparaison des propriétés mécaniques (module de compression,

Module de compression

Contrainte a la rupture

Déformation a la rupture

[GTA] (MPa) (kPa)
(%) Avant Apres 24 h Avant Apres 24h Avant Apres 24h
immersion d'immersion |immersion d'immersion| immersion d'immersion

0 0,8+0,05 0,7+0,06 [363+125 200+1 10,3+0,5 9,0 £ 0,5

0,5 1,27 £ 0,06 1,09+0,26 | 55,3+3,8 40+16,3 10,6 £ 0,5 9,0+0,9
1 1,32+0,11 1,59+0,10 | 66,7 2,4 73,3+4,7 11,0+ 0,2 11,0 £ 0,01
2 1,62 +0,13 1,84+ 0,16 96 +12  156,7 +4,7 11,7+0,5 12,0+0,5
3 2,30+ 0,24 2,01+£0,01 [2275+6.0 133,3+57,0| 12,0%0,1 10,0+0,9
4 2,13+0,08 2,32+0,22 |2233+20 223,3+57,0| 13,705 12,0+ 1,2
5 1,92 0,30 1,90+0,19 | 18043 183 £15 12,0+0,9 11,0+0,9

La Figure 3-7 représente le module de compression et la contrainte a la rupture en

fonction du degré de réticulation (estimé par dosage au TNBS). Contrairement au taux

de gonflement, on remarque que ces propriétés continuent d’évoluer alors méme que le

degré de réticulation est identique et égal a 100%. On observe en effet une nette

augmentation des propriétés entre les gels préparés a 2% et a 3% de GTA (le module de

compression augmente de 1,62 + 0,13 MPa a 2,30 + 0,24 MPa lorsque la concentration

de GTA augmente de 2 a 3% puis il diminue pour atteindre 1,92 * 0,30 MPa a la

concentration de GTA de 5%. Une tendance similaire est observée pour la contrainte a la

rupture. On peut supposer qu’une fois que tous les groupements amines libres a la

surface sont liés, ajouter du GTA finit par fragiliser le réseau.
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Figure 3-7 : Influence du degré de réticulation sur les propriétés mécaniques (losanges
noirs : module de compression et carrés rouges : contrainte a la rupture) des gels de
gélatine.

Comme ces billes de gélatine vont étre utilisées en milieu aqueux pour une longue durée,
il fallait vérifier la résistance a la compression des gels en immersion. Les gels ont donc
été plongés dans de 'eau pendant 24 heures, puis des tests de compression ont été
réalisés en immersion (en retournant la machine). Les valeurs des propriétés
mécaniques mesurées au bout de 24 heures d'immersion, sont regroupées dans le
Tableau 3-7 (colonnes apres 24h d'immersion). D’apres les résultats obtenus,
I'immersion ne semble pas avoir un impact significatif sur les propriétés mécaniques des
billes. La tendance est la méme apres immersion (augmentation des propriétés
mécaniques avec le degré de réticulation, puis diminution quand la concentration en
GTA atteint 5%). On peut donc conclure que réticulation avec du GTA améliore le
module de compression et la contrainte a la rupture des gels, et permet une utilisation
des billes méme en immersion prolongée en milieu aqueux. Cependant il est inutile
d’utiliser une solution trop concentrée car cela diminue les parametres mécaniques

caractéristiques de la résistance des billes a la compression.
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4. Influence du taux de réticulation sur les propriétés thermiques des
supports.

Outre I'impact sur les propriétés mécaniques, la réticulation peut également avoir un
effet sur les propriétés thermiques des gels de gélatine. La température de dégradation
de la gélatine étant d’environ 200°C (Voir la courbe d’ATG présentée au chapitre 2,
paragraphe I1I-2.e)), on a étudié le comportement des gels réticulés ou non de -50°C a
200°C en calorimétrie différentielle a balayage. L’analyse DSC permet la détermination
de la température de dénaturation de la triple hélice Tq des gels de gélatine. La Figure 3-
8 représente les thermographes d’'un échantillon de gélatine non réticulée et réticulée
avec une solution a 1% v/v de GTA. Le pic endothermique observé autour de 100°C pour
I’échantillon non réticulé et autour de 130°C pour I’échantillon réticulé correspond au
point de fusion, c’est-a-dire a la dénaturation de la triple hélice accompagnée des
ruptures des liaisons hydrogenes. La température de transition vitreuse T est difficile a
observer ici, surement cachée par le pic de fusion pour la courbe de I"échantillon non
réticulé, mais on la devine aux alentours de 100°C pour I’échantillon du gel réticulé.
Cette analyse a été effectuée pour des gels réticulés avec des concentrations en gélatine
de 0,5%; 1%; 3% ; et 5% et toutes les valeurs Tq, et d’enthalpie de dénaturation AH

sont regroupées dans le Tableau 3-8.
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Figure 3-8: Thermographes obtenus en DSC d'un échantillon non réticulé (courbe
noire) et réticulé (courbe rouge) avec 1% GTA.

Tableau 3-8 : Propriétés thermiques (Température de dénaturation de la triple hélice
Tq, et enthalpie de dénaturation AH) des gels réticulés en fonction de la concentration en
GTA obtenues par analyse DSC.

GTA (% v/v) | Ta (°C) | AH(J.gY)
0 110+4 | 21+4
0,5 123+5 | 11+3
1 133+5 | 10+4
3 133+6 7+2
5 136 + 2 6+1

On peut observer que l'augmentation du degré de réticulation entralne une
augmentation de la température de dénaturation de la triple hélice (Tq) et une
diminution de I'’enthalpie de dénaturation qui en découle (AH). On peut expliquer ce
comportement par 'augmentation du nombre de liaisons covalentes entre les molécules

de GTA et de gélatine lors de la réticulation. En effet, la stabilité de la structure s’en
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trouve améliorée et la température de dénaturation de la triple hélice augmente. De
plus, comme la rupture des liaisons hydrogenes est un phénomene endothermique alors
que la rupture des liaisons covalentes est un phénomeéne exothermique, I’enthalpie de
dénaturation diminue car le nombre de liaisons hydrogéne diminue alors que le nombre

de liaisons covalentes augmente. (Bigi et al., 2002; Dai et al., 2006).

5. Conclusion

D’apres I'étude du taux de réticulation et de diverses caractérisations, une concentration
de 3% v/v en GTA permet d’obtenir un taux de réticulation de la gélatine égal a 100% et
des propriétés mécaniques et thermiques des billes optimisées. Il faut a présent
s'intéresser a I'étape de greffage des enzymes pour voir si cette concentration permet

également un greffage convenable des laccases sur la surface des billes.

III) Etude du greffage des enzymes sur les supports a base de
gélatine.

1. Elaboration des billes actives
a) Activité des enzymes greffées

Pour s’assurer que la dégradation de ’ABTS soit bien due a I'oxydation par les laccases,
et non a une auto dégradation de I’ABTS ou a une adsorption de I’ABTS sur la surface des
billes, un essai a été réalisé avec des billes greffées avec des enzymes inactives (billes
inactivées). Pour cela, une solution enzymatique a été dénaturée thermiquement
(chauffage a 100°C pendant 15 minutes) puis utilisée pour le greffage selon la procédure
habituelle sur les billes de gélatine. Ces billes ont ensuite été mises en contact avec une
solution d’ABTS pendant 15 minutes. La Figure 3-9 représente I'évolution sur 15
minutes de 'absorbance a 420 nm d’une solution d’ABTS (1 mmol.L-1, pH 4, 25°C) lors
de sa réaction avec des billes actives ou inactivées. Une évolution d’absorbance quasi-
nulle est observée lorsque ’ABTS est en contact avec des billes inactivées. L’auto-
dégradation et/ou I’adsorption de 'ABTS est donc négligeable sur la durée des analyses
et par conséquent, on peut conclure que I’évolution de I'absorbance suite a I'oxydation

de ’'ABTS n’est due qu’aux laccases présentes a la surface des billes.
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Figure 3-9 : Evolution de I'absorbance d'une solution d'ABTS (1mmol.L-1, pH 4) mise en
contact avec des billes actives (carrés, courbe noire) et inactives (losanges, courbe
bleue). Conditions d’immobilisations des enzymes: 1h réticulation, 3% v/v GTA; 2h
greffage avec laccases TvL : 3,82 U.mL-L

b) Spectre FTIR des gels réticulés et greffées

Les spectres FTIR des hydrogels obtenus avant et apres réticulation ainsi que celui des
billes apres greffage des enzymes sont présentés sur la Figure 3-10. Cette analyse a pour
objectif de vérifier la présence d’enzymes greffées sur la surface des billes de gélatine
réticulées. Sur le spectre obtenu avant réticulation (spectre noir), on retrouve les bandes
correspondantes aux liaisons caractéristiques de la gélatine. En effet, la large bande aux
alentours de 3300 cm-! correspond au pic de 'amide A (liaison N-H), ainsi qu’a I'eau
libre, présente en abondance dans ces hydrogels. L’amide I (liaison C=0) est détecté
grace au pic aux alentours de 1630 cm-L. L’amide II (liaison N-H) est représenté par le
pic aux alentours de 1550 cml. Les petits pics aux alentours de 1200 cm?
correspondent aux liaisons de I'amide III (C-N, N-H). Ces observations sont en cohérence
avec les spectres trouvés dans la littérature (Tengroth et al.,, 2005; You et al.,, 2016).
Aucune autre bande qui pourrait suggérer la présence de PEG n’est détectable sur ce
spectre, ce qui signifie que le polyéthyléne glycol a été correctement éliminé a la fin de

I’étape d’élaboration et qu’il n’affecte pas la structure chimique des billes de gélatine. En
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comparant le spectre de la gélatine non traitée, avec celui de la gélatine réticulée
(spectre vert) et celui de la gélatine réticulée et greffée (spectre bleu), on remarque
d’abord une diminution d’intensité de I'absorbance, pouvant correspondre a la
diminution du nombre de groupements libres NH: et de liaisons hydrogenes, remplacés
par des liaisons covalentes. De plus, on apercoit, surtout pour les pics amide I, amide I,
et amide III, un décalage vers des longueurs d’ondes plus faibles lorsque la gélatine est
réticulée, et ce décalage est encore plus marqué lorsque I'enzyme est greffée a la surface
de la gélatine. Les valeurs des longueurs d’ondes de chaque pic sont rapportées dans le
Tableau 3-9. Ce phénomene peut s’expliquer par [I'apparition de liaisons
intermoléculaires, cela a déja été observé par Lin et al., (2019) lors de la réticulation de
films de gélatine via des ponts covalents avec le glutaraldéhyde, et par Staroszczyk et al.,
(2012) lors de la réticulation de gélatine en présence de transglutaminase. On remarque
également un épaulement bien visible aux alentours de 3400 cm-! lorsque la gélatine
n’est pas réticulée, correspondant a la bande d’élongation —-OH. Cet épaulement diminue
lorsque la gélatine est réticulée par le glutaraldéhyde, et n’est plus visible lorsque les
enzymes sont greffées a la surface, cela laisse supposer que des liaisons OH sont

également impliquées dans le mécanisme de réticulation (Farris et al., 2010).

Tableau 3-9 : Valeurs des longueurs d'ondes aux pics d'absorbance FTIR pour les gels
non traités, réticulés, et greffés.

Pics Gélatine Gélatine + GTA Gélatine + GTA + laccases
Amide A 3302 cm 3304 cm 3322 cm
Amide B 2922 cm1 2920 cm1 2918 cm1
Amide [ 1636 cm™ 1634 cm™? 1634 cm™
Amide II 1552 cm1 1550 cm? 1548 cm1
Amide III 1246 cm™1 1244 cm™ 1240 cm1
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Figure 3-10 : Spectres FTIR : courbe (a) gélatine non traitée, (b) gélatine + GTA, (c)
gélatine + GTA + laccases.

2. Etude des parametres du greffage : plan d’expérience 24

Les étapes d'immobilisation des laccases sur les billes de gélatine sont rappelées
schématiquement sur la Figure 3-11. Comme vu dans l'état de l'art, (chapitre I,
paragraphe III), l'efficacité d’'une immobilisation d’enzymes dépend de plusieurs
facteurs, dont les concentrations en agent de réticulation, en biocatalyseur et les temps
de contact. Le pH des solutions est également un parametre important mais dans notre
cas nous avons décidé de le fixer a 7, pour éviter une protonation des groupements
amines de la gélatine et maximiser ainsi la réaction entre le glutaraldéhyde et le support.
De plus, un pH trop basique pourrait affecter négativement la stabilité des enzymes, ce

parametre sera discuté plus tard.

Le but de cette partie est d’identifier les parametres importants afin de préparer des

billes les plus actives possibles.

Pour cela, un plan d’expérience factoriel 24 a été réalisé, avec 4 facteurs: Xi la
concentration en glutaraldéhyde (en %v/v), Xz le temps de réticulation (en h), X3 la

concentration en laccase (en U.mL1) et X4 le temps de greffage (en h). La réponse
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étudiée est l'activité des enzymes immobilisées aprés greffage, en U.gl. Les
correspondances entre chaque niveau et la valeur réelle pour chaque parametre sont

rappelées au chapitre 2, paragraphe II-1.c), Tableau 2-2.

Les choix pour les intervalles pour chaque facteur se sont basés sur des essais
préliminaires et une lecture de la littérature. Par exemple, la concentration minimale en
glutaraldéhyde a été choisie a 3% v/v car c’est la valeur pour laquelle la réticulation de

la gélatine est maximale (cf paragraphe II-1 de ce chapitre, Figure 3-3).

Bain GTA, 25°C

GTA= [/

Figure 3-11: Rappel du protocole d'immobilisation des laccases a la surface des billes
de gélatine.

Le Tableau 3-10 regroupe les résultats du plan d’expérience, avec pour chaque essai la

réponse expérimentale, et celle prédite par le modele.

Les trois dernieres expériences réalisées sont les points centraux du modele (niveaux
0,0,0). Les 3 répétitions de cet essai avec les trois points centraux permettent d’estimer

I'erreur expérimentale des analyses, qui vaut ici 0,002.

Une analyse statistique (ANOVA) a été effectuée et les résultats de cette analyse sont
rassemblés dans le Tableau 3-11. Tout d’abord, le coefficient de régression linéaire élevé
(r=0,9934), ainsi que un p = 0,006 < 0,05 indique qu’une relation statistique existe entre
la réponse et les variables sélectionnées a un niveau de confiance de 95%. De plus,
I'indépendance des résidus, la normalité des résidus et '’homogénéité de la variance ont

été vérifiées par des tests statistiques, confirmant la validité du modele.

L’analyse ANOVA permet également d’évaluer si les facteurs étudiés et leurs interactions
sont significatifs ou non. Un facteur ou une interaction est considérée comme significatif
sila valeur de « Prob(>t) » est inférieur a 0,05. D’apres les valeurs rapportées, un facteur

et trois interactions ne sont pas significatifs, il s’agit du facteur X1, soit la concentration
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en glutaraldéhyde (Prob(>t) = 0,6051) et des interactions X2.X4 (0,0864) , X3.X4 (0,5994),
et X1.X2.X4(0,9455).

Tableau 3-10 : Résultats du plan d'expérience, comparaison entre réponses
expérimentales et prédites par le modéle.

Temps  Activité des enzymes
Numéro Concentration Tempsde Concentration

de en GTA réticulation  enlaccases de immobilisces (U.g™)
greffage

'essai (%v/v) (h) (U.mL1) ) Expérimental Modele
1 3 1 2,18 1 0,051 0,051
2 7 1 2,18 1 0,059 0,057
3 3 2 2,18 1 0,027 0,027
4 7 2 2,18 1 0,018 0,016
5 3 1 3,82 1 0,036 0,037
6 7 1 3,82 1 0,034 0,033
7 3 2 3,82 1 0,032 0,033
8 7 2 3,82 1 0,077 0,077
9 3 1 2,18 2 0,069 0,069
10 7 1 2,18 2 0,076 0,076
11 3 2 2,18 2 0,032 0,033
12 7 2 2,18 2 0,063 0,062
13 3 1 3,82 2 0,091 0,090
14 7 1 3,82 2 0,051 0,050
15 3 2 3,82 2 0,081 0,080
16 7 2 3,82 2 0,050 0,049
17 5 1.5 3 1.5 0,049 0,052
18 5 1.5 3 1.5 0,048 0,052
19 5 1.5 3 1.5 0,054 0,052
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Tableau 3-11 : Analyse de la régression linéaire par ANOVA.

Termes Coefficients Brreur ti Prob (>t)
standard
Intercept
Xo 5,26E-02 0,82 63,97 8,42E-06
X1 5,20E-04 0,89 0,58 0,6051
X2 -5,47E-03 0,89 -6,11 0,0088
X3 3,64E-03 0,89 4,06 0,0269
X4 1,12E-02 0,89 12,46 0,0011
X1.X2 3,90E-03 0,89 4,35 0,0224
X1.X3 -3,92E-03 0,89 -4,38 0,0221
X2.X3 8,94E-03 0,89 9,98 0,0021
X1.X4 -4,54E-03 0,89 -5,07 0,0148
X2.X4 -2,25E-03 0,89 -2,52 0,0864
X3.X4 5,20E-04 0,89 0,59 0,5994
X1.X2.X3  3,19E-03 0,89 3,57 0,0377
X1.X2.X4  7,00E-05 0,89 0,07 0,9455
X1.X3.X4 -9,61E-03 0,89 -10,73 0,0017
X2.X3.Xs4  -4,04E-03 0,89 -4,51 0,0204
X1.X2.X3.Xs4 -4,96E-03 0,89 -5,53 0,0116

R?=0,9934 ; Adj-R? = 0,9803 ; p-value = 0,006.

Les effets principaux de chaque facteur sur la réponse sont affichés sur la Figure 3-12.
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Figure 3-12: Courbe de l'influence de chaque facteur sur l'activité des enzymes
immobilisées.

D’apres les résultats, la concentration en agent de réticulation n’a pas d’impact sur
I'activité des enzymes immobilisées. On choisit donc la concentration testée la plus
faible, a savoir 3% v/v, et cette concentration nous permet également d’avoir un taux de
réticulation égal a 100% et des propriétés mécaniques optimisées (montrés au
paragraphe II-1, 1I-2, et II-3 de ce chapitre). De plus, une concentration trop élevée en
glutaraldéhyde peut entrainer une modification de la structure de I’enzyme

accompagnée donc d’une perte d’activité (Spinelli et al., 2013).

Le temps de réticulation a un effet significatif: I'activité des enzymes immobilisées
augmente lorsque le temps de contact avec le glutaraldéhyde diminue. En effet si le
temps d’activation est trop long, une fois que tous les groupements amines de la gélatine
sont impliqués avec une fonction aldéhydique de GTA, il est possible que les 2nde
fonctions aldéhydique de 2 GTA proches interagissent pour former un pont entre deux
chaines de gélatine. Il est en effet connu que le GTA polymérise, comme cela a été discuté

dans le paragraphe IV-3.b) du chapitre 1. Si cela se reproduit a grande échelle, il y aura
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donc moins de sites actifs disponibles pour le greffage de I'enzyme. Un temps de

réticulation de 1 heure est le plus adapté pour notre application.

La concentration en enzymes a un effet plus modéré sur l'activité des billes; cette
derniére augmente lorsque la concentration de la solution enzymatique augmente. Une
concentration plus élevée entraine un plus grand nombre de groupements amines de
résidus de lysine disponibles pour créer des liaisons covalentes avec les molécules de
glutaraldéhyde. On peut remarquer que méme a concentration enzymatique élevée
(3,82 UmL1), il y a assez de groupements aldéhydiques libres pour réagir avec les
enzymes, 'optimum ne semble donc pas encore atteint. Par souci de cofit, on se limitera

ala concentration en enzymes maximale testée ici, qui est de 3,82 U.mL-1.

Le temps de greffage semble étre le parametre ayant le plus d'impact sur I'activité finale
des enzymes immobilisées. L’activité des billes augmente quand le temps de greffage
augmente. Ce résultat n’est pas surprenant car les enzymes vont avoir plus de temps
pour créer des liaisons covalentes avec les groupements aldéhydes du glutaraldéhyde a
la surface des billes. Fortes et al., (2017) ont observé le méme effet du temps de greffage
lors de I'immobilisation de laccases sur des nanoparticules magnétiques. Un temps de

contact de 2 heures sera donc conservé pour la suite du projet.

Les parametres conservés pour I'étape de greffage apres I’étude de ce plan d’expérience

sont rassemblés dans le Tableau 3-12.

Tableau 3-12 : Parametres optimisés pour l'étape de greffage des laccases sur les billes.

Facteur Niveau Valeur
X1: Concentration en glutaraldéhyde (% v/v) -1 3
X2 : Temps de réticulation (h) -1 1
X3 : Concentration en enzymes (U.mL1) +1 3,82
X4 : Temps de greffage (h) +1 2

Apres élimination des termes non significatifs, on obtient le modeéle défini par I’équation
(3.4).

134



Chapitre 3 — Résultats et discussions

Activité (U.g™1)
=5258%107% =547 x 1073 % Xy +3.64 % 1073 « X3
+11.16 % 1073X, —3.92 « 1073 * X, X, + 8.94 + 1073 * X,Xs — 4.54  (3.4)
£1073 X, X, +3.19 % 1073 # X, X, X5 — 9.61 % 1073 # X; X5 X, — 4.04
£1073 % X, X3 X, — 4.96 + 1073 * X, X, X3X,

Pour obtenir un plan plus poussé et une équation du second ordre, on pourrait réaliser
un plan de surface de réponse (MSR) avec des expériences supplémentaires aux niveaux
extrémes (-a; + a). Mais ce n’était pas I'objectif ici, qui était d’identifier les parameétres

les plus influents sur I'activité des enzymes greffées sur des billes de gélatine.

3. Caractérisation des enzymes libres et immobilisées.

a) Rendement d'immobilisation

Avant toute chose, il a été nécessaire de vérifier la stabilité de notre laccase dans les
conditions de greffage. En effet, d’apres la littérature, une faible activité des enzymes
immobilisées peut étre due a des dénaturations de I’enzyme causées par les conditions
d'immobilisation (Boudrant et al., 2019). La Figure 3-13 représente l’évolution de
'activité d'une solution de laccase a 25°C, sous agitation constante (250 rpm) en tampon
citrate-phosphate (50 mmol.L-1, pH 7). On observe une augmentation de I'activité de la
solution enzymatique au cours des 5 premieres heures apres la mise en suspension des
enzymes. Cela est surement lié a la solubilisation progressive des enzymes et au temps
nécessaire pour la réhydratation compléte des chaines protéiques. La solution
enzymatique de greffage est donc toujours préparée 24 heures avant I'immobilisation
pour s’assurer que l'activité de cette derniére n’évoluera pas durant le greffage et qu’elle

correspond bien a I’activité maximale de la solution.
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Figure 3-13 : Evolution de l'activité de la solution enzymatique durant 50 heures dans
les conditions identiques a celle de 'immobilisation (pH 7, 25°C, agitation 250 rpm).

Vu la nature protéique du support (bille de gélatine), la quantification des enzymes
immobilisées par une méthode de dosage de protéines (méthode de Lowry) n’était pas
possible en raison des risques de relargage de chaines de gélatine pouvant fausser les
analyses. Nous avons choisi d’estimer le rendement d’'immobilisation a partir de la

différence entre les activités de la solution enzymatique avant et apres greffage.

Ala fin de I'étape de greffage réalisée dans les conditions fixées par le plan d’expérience,
la solution enzymatique mise en contact avec les billes et les solutions de ringages des
billes sont récupérées et les activités enzymatiques résiduelles de ces solutions sont
mesurées afin d’étre comparées a celle de la solution enzymatique avant greffage

(Chapitre 2, paragraphe I1-2.b)).

Le rendement d’'immobilisation (NMimmobilisation) €t I'activité exprimée (Aexprimee, ratio entre
I'activité des enzymes immobilisées sur l'activité enzymatique de la solution initiale)
sont estimés respectivement a partir des équations (2.4) et (2.5) du chapitre 2,
paragraphe II-2.b). Les valeurs du rendement d’'immobilisation et de I'activité exprimée

sont égalesa 31% * 6% et a 50 + 5% respectivement.
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Ces deux taux sont bien inférieurs a 100% et cela est principalement di au rapport
existant entre la masse de billes (environ 1 g) et le volume de solution (50 mL) mis en
jeu lors de I'immobilisation. La quantité d’enzymes disponibles est sans doute tres
supérieure au nombre de sites de greffage présents a la surface des billes. Ce rapport
devra étre revu et optimisé en vue de l'industrialisation du procédé mais ce n’est pas

I'objet de notre étude.
L’activité des billes activées est de 0,09 U.g-! de billes humides.
b) Stabilité du greffage

D’apres la littérature, les supports riches en groupements fonctionnels comme le sont
les billes de gélatine présentent, apres activation avec le glutaraldéhyde, des propriétés
d’hétérofonctionnalité qui leur permettent d’'interagir avec les enzymes via différents
types de liaisons (liaisons ionique, liaisons de Van der Waals) (Barbosa et al., 2014). 1l
est donc fort possible qu'une partie des enzymes ne soit attachée aux billes que par des

liaisons ioniques faibles et non pas par des liaisons covalentes.

Pour s’assurer de l'installation de liaisons covalentes entre les surfaces des billes et les
laccases et donc vérifier I'efficacité du greffage, 10 cycles successifs de réaction avec une
solution fraiche d’ABTS (1 mmol.L-1, pH 4) ont été réalisés en prenant soin, entre chaque
cycle, de rincer les billes au tampon citrate phosphate (pH 7, 50 mmol.L-1). La Figure 3-

14 représente I'évolution de l'activité des enzymes durant ces 10 cycles.

On remarque que 'activité des billes actives diminue drastiquement de 100% a 60% au
cours des deux premiers cycles de réaction. Cette diminution d’activité est
probablement liée a un décrochage des enzymes ou a des modifications
conformationnelles entrainant une dénaturation de l'enzyme (Simén-Herrero et al,
2019; Ye et al., 2006). Ainsi, cela semble renforcer I'hypothese précédemment émise
selon laquelle une partie des laccases était simplement adsorbée via des interactions
physiques faibles (probablement ioniques), et que ces dernieres se sont décrochées au
cours des deux premiers cycles. Ensuite, I'activité des billes se maintient aux alentours
de 60% de l'activité initiale et ce jusqu'au 10¢me cycle; ces résultats confirment
I'existence de liaisons chimiques covalentes entre les enzymes et la surface des billes de

gélatine.
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Figure 3-14: Evolution de l'activité des billes de gélatine greffées pendant 10 cycles
successifs de réaction avec I'ABTS (1 mmol.L-1, pH 4, 25°C).

c) Activité des enzymes en fonction du pH et de la température

Le pH optimal d’'une enzyme dépend de son origine (souche microbienne), du substrat
utilisé mais il peut également étre modifié lors de I'immobilisation (Chen et al., 2015).
L’oxydation de I'’ABTS par la laccase libre ou immobilisée a été étudiée pour une gamme
de pH variant de 2,2 a 6 (Figure 3-15 A). Les résultats obtenus montrent un léger
changement de la courbe de pH, le pH optimal est de 3 pour les enzymes libres et de 4
pour les enzymes immobilisées. Un décalage du pH optimal est courant lors de
I'immobilisation. En effet, les modifications structurelles de I’enzyme liées au greffage
permettent de maintenir au voisinage du site actif de I'enzyme un micro environnement
dont le pH peut étre différent de celui du milieu. Ainsi, le pH observé localement prés du
site actif reste proche du pH optimal de I’enzyme, ce qui explique un élargissement du
profil pH lorsque les enzymes sont immobilisées (Zhang et al., 2012). Asgher et al,,
(2017) ont observé un changement similaire de pH optimal vis-a-vis de 'oxydation de
I’ABTS : 5,6 pour des laccases encapsulées dans une matrice de gélatine contre 4,6 pour
des laccases libres. De plus, une baisse nette de I'activité est observée pour les enzymes
libres et immobilisées a partir de pH 5. Pour les laccases libres, seulement 10% * 3%

d’activité relative est relevée a pH 5 et plus aucune activité n’est détectée a pH 6. La
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diminution est moins drastique pour les enzymes immobilisées, il reste 52% + 4% de
I'activité initiale a pH 5 et 10% + 2% a pH 6. Le greffage permet donc d’améliorer la
résistance de la laccase face a des changements de pH du milieu, notamment vis-a-vis
des pHs plus alcalins comme cela a déja été rapporté dans la littérature (Mazlan and

Hanifah, 2017).

La Figure 3-15 B) représente le profil température des enzymes libres et greffées.
L’'immobilisation n’a pas d’influence sur la température optimale (35°C) pour
I'oxydation de I’ABTS. On remarque néanmoins que la plage de températures est plus
large pour les enzymes immobilisées. L’activité relative des enzymes libres diminue a
75% * 9% a 45°C et jusqu'a 32% = 5 % a 55°C alors qu'il reste 98% * 5% d’activité
relative a 45°C et 79% * 4% a 55°C pour les enzymes greffées. L'immobilisation semble
donc protéger le site actif des enzymes de modifications structurelles responsables de la
perte d’activité lors d’'une mise en ceuvre a une température supérieure a 40°C.
Plusieurs chercheurs ont observés ce phénomene lors d'immobilisation de laccases sur

divers supports (Lu et al., 2007; Mogharabi et al., 2012; Zhu et al., 2007).
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Figure 3-15: Profils (A) pH (température maintenue a 25°C) et (B) température (pH
maintenu a 4) des enzymes libres (losanges rouges - ligne pointillée) et immobilisées
carrés noirs - ligne continue) vis-a-vis de '’ABTS (1 mmol.L1).

d) Stabilité des enzymes vis-a-vis du pH et de la température
La stabilité des enzymes vis-a-vis du pH a été étudiée pour trois pH différents (3, 5 et 9)
durant 24 heures, et I’évolution de I'activité des enzymes libres et immobilisées durant

I'incubation a ces trois pHs est représentée sur la Figure 3-16 A). On remarque que

I'incubation a pH 3 a l'effet le plus néfaste sur l'activité des enzymes, libres et
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immobilisées. Cet effet est cependant moins important lorsque les enzymes sont
greffées, il reste ainsi 51,8 * 3% d’activité relative pour les enzymes immobilisées contre
29,7% * 3% pour les enzymes libres apres 24 heures d’incubation a pH 3. La tendance
est la méme a pH 5 et pH 9, la conservation de l'activité des enzymes greffées est
légérement meilleure que celle des enzymes libres lors de I'incubation a ces différents
pH. Cela confirme I'hypothese évoquée précédemment, selon laquelle le greffage permet

de protéger le site actif des changements de pHs du milieu.

La stabilité enzymatique peut étre grandement détériorée avec I'augmentation de la
température. Ce phénomene est cependant dépendant de I'origine de I'’enzyme, et peut
étre limité par I'immobilisation. L'influence du greffage sur la stabilité thermique des
tampon citrate phosphate pH 7), et les résultats sont représentés sur la Figure 3-16 B).
On retrouve ici l'effet négatif d'une température élevée sur l'activité enzymatique, la
perte d’activité étant probablement due a des altérations du site actif de '’enzyme
(Daniel, 1996). Apres 1h d’incubation a 60°C, 'activité relative des enzymes libres chute
a 40% £ 2% et il ne reste que 12% * 1% apres 6 heures d’incubation. L’effet de la
température sur les enzymes greffées est un peu moins marqué et il reste encore 38% *
1% apres 6 heures d’'incubation. Le phénomeéne observé lors de 1'étude du profil de
température est confirmé et le greffage semble donc bien avoir un effet stabilisateur sur
I'enzyme, empéchant les déformations structurelles liées aux modifications de pH et de

température du milieu (Gonzalez-Coronel et al., 2017).
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Figure 3-16: (A): Stabilité par rapport au pH des enzymes libres (ligne rouge
pointillée) ou immobilisées (ligne noire continue) pendant 24 heures a pH 3 (losanges),
pH 5 (carrés), et pH 9 (triangles) ; incubation a 25°C dans une solution tampon citrate
phosphate (50 mmol.L-1). (B) : Stabilité des enzymes libres (ligne rouge pointillée) ou
immobilisées (ligne noire continue) par rapport a la température (incubation dans une
solution tampon citrate phosphate (50 mmol.L-1, pH 7) a 60°C pendant 6 heures).
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e) Stabilité des enzymes immobilisées au cours du stockage

Tout d’abord, une étude préliminaire a été effectuée pour déterminer les conditions
adéquates pour le stockage des billes. Pour cela, des billes actives ont été stockées dans
quatre conditions différentes: deux lots ont été conservés en milieu liquide a 4°C: (A)
dans un pilulier rempli de tampon pH 7, (B) dans de 'eau distillée ; et deux lots ont été
stockés en milieu sec : (C) dans un dessiccateur a température ambiante, et (D) dans un
pilulier fermé a 4°C. La Figure 3-17 représente I’évolution de I'activité de chacun des lots
durant 4 jours. D’aprés ces résultats, seul le lot conservé dans une solution tampon
citrate phosphate (pH 7, 50 mmol.L-1) permet de conserver une activité correcte des
billes au cours du temps. Ce milieu de stockage sera donc celui gardé pour toute la suite

des expériences.
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Figure 3-17: Etude du choix du milieu de stockage pour les billes actives. Milieux
liquides : (A) Solution tampon citrate phosphate pH 7 a 4°C; (B) Eau distillée a 4 °C;
Milieux secs : (C) Dessiccateur a température ambiante ; (D) Pilulier fermé, 4°C.

La stabilité des enzymes libres et greffées a été étudiée pendant 20 jours (stockées dans
une solution tampon pH 7 a 4°C) et les résultats sont présentés sur la Figure 3-18. Apres

20 jours de stockage, I'activité relative des enzymes libres a 1égérement diminué mais
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est restée égale a 90% *+ 5% de 'activité initiale. Pour les enzymes immobilisées, cette
baisse est également présente et I'activité diminue rapidement les 2 premiers jours puis
tend a se stabiliser au bout de 20 jours a une valeur égale a 85% * 4% de l'activité
initiale. Cette perte d’activité durant le stockage est probablement due a un décrochage
des enzymes qui n’étaient pas immobilisées par liaisons covalentes mais par des
liaisions de faibles énergies (liaisons ioniques), comme on a pu le constater dans la
partie précédente. Si on fait le rapport de l'activité restante au 20é™e jour sur celle
restante au 2¢™me jour, on trouve un pourcentage de perte pour les enzymes immobilisées
de 6% en 18 jours. Si on fait le méme calcul pour les enzymes libres, on trouve une perte
d’activité de 4% en 18 jours. Ces deux pertes d’activités sont trés proches, donc on peut
conclure qu’une fois les enzymes adsorbées par liaisons ioniques décrochées, les
enzymes immobilisées par liaison covalente restent actives conférant ainsi une bonne

stabilité aux billes actives.

Il n’est pas surprenant que les enzymes perdent de I'activité pendant le stockage. Fortes
et al., (2017) ont immobilisés des laccases sur des nanoparticules magnétiques et ont
observé une diminution d’activité important au début du stockage puis une stabilisation
autour de 30% par rapport a I'activité initiale au bout de 30 jours de stockage. Asgher et
al,, (2017) ont noté 60% d’activité relative aprés 3 semaines et 40% apres 6 semaines de
stockage pour des laccases encapsulées dans de la gélatine; et Tavares et al., (2015) ont

reporté une activité résiduelle de 60% apres 30 jours de stockage.
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Figure 3-18 : Stabilité par rapport au stockages d'enzymes libres (losanges rouges) et
immobilisées (carrés noirs) stockées dans une solution de tampon citrate-phosphate
(pH 7, 50 mmol.L-1) a 4°C durant 20 jours.

f) Impact de I'immobilisation sur les constantes cinétiques

Les parametres cinétiques de Michaelis-Menten Kn et Vimax caractérisent l'activité d’un
biocatalyseur vis-a-vis d’'un substrat donné. Pour étudier I'impact de I'immobilisation
sur 'activité catalytique de notre laccase, les constantes cinétiques des laccases libres et
immobilisées sur les billes de gélatine ont été déterminées vis a vis de I'oxydation de
I’ABTS. Ces constantes ont été estimées a partir 1'équation de Lineweaver-Burk
(équation (2.7) du paragraphe II-2.c) du chapitre 2), dont un exemple de représentation
graphique est donné sur la Figure 3-19. Les essais ont été réalisés en triplicats et les
résultats sont consignés dans le Tableau 3-13. La constante Km représente la
concentration en substrat pour laquelle la vitesse de réaction sera égale a la moitié de la
vitesse maximale (Vmax). Ainsi, plus Km est petit, meilleure est I'affinité entre '’enzyme et
le substrat. Cette valeur est indépendante de la concentration en enzymes utilisée, alors
que la valeur de Vimax dépend de cette concentration. Les essais en enzymes libres et en
enzymes immobilisées ont été réalisés a la méme concentration en enzymes exprimée

en unité d’activité (30 U.L1), cela explique que les valeurs de Vimax sont proches pour les
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deux formes de laccase. Cependant, il n’a pas été possible ici de déterminer avec
précision la quantité d’enzymes présente dans les deux formes, on ne peut donc pas
conclure sur l'influence du greffage sur la valeur de Vmax. En ce qui concerne le K, sa
valeur est ici plus faible quand les enzymes sont immobilisées sur les billes de gélatine
que lorsqu’elles sont libres en solution. Ce résultat est surprenant car il est souvent
reporté dans la littérature que I'immobilisation d’enzymes sur des supports polymeres
ou inorganiques entraine des limitations diffusionnelles et diminue la flexibilité de la
protéine (Ma et al.,, 2018; Olajuyigbe et al., 2019; Sun et al., 2015). Cependant, d’autres
études ont montré une diminution du Kn lorsque des laccases de Trametes Versicolor
sont immobilisées sur des supports de gélatine. Asgher et al., (2017) ont remarqué une
légere diminution du Kn pour des laccases encapsulées dans de la gélatine, et De Cazes
et al., (2014) ont décrit un Ky, 5 fois plus petit lorsque la laccase est immobilisée par
liaison covalente sur des membranes céramiques recouvertes par une couche de
gélatine réticulée au glutaraldéhyde. Ainsi, les résultats obtenus ici semblent confirmer
un effet positif de la gélatine créant un environnement favorable a la catalyse et
protégeant I'’enzyme de la dénaturation. La diminution du K peut aussi étre expliquée

par le fait que les enzymes sont certainement greffées en surface et non dans la masse

de la bille.
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Figure 3-19 : Exemple de détermination des constantes cinétiques des enzymes libres
vis avisde I'ABTS (1 mmol.L-1, pH 4, 25°C).

Tableau 3-13 : Constantes cinétiques (Vmax et Knn) de la laccase libre ou immobilisée vis
avis de I'ABTS (1 mmol.L-%, pH 4, 25°C).

Vinax Km
(umol.min-1) (umol.L'1)
Enzymes libres 0,029 £ 0,001 55,6 0,73
Enzymes immobilisées | 0,033 £ 0,005 38,0+2,6

4. Essai d’extrapolation du greffage en fluidisation

Si I'immobilisation en réacteur batch permet effectivement le greffage de laccases a la
surface des billes de gélatine, le volume employé de solution enzymatique (50 mL) est
trés important comparé a la masse de billes actives mises en jeu (environ 0,7 grammes),
rendant une extrapolation a I’échelle industrielle difficilement envisageable. Ce volume
important engendre ainsi des colits économiques non négligeables, et des temps de

production tres longs pour pouvoir immobiliser des lots plus importants de billes.
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Notre réflexion s’est donc porté sur la possibilité d’augmenter le rapport masse de billes
greffées sur le volume de solution enzymatique en réalisant le greffage en lit fluidisé. Des
premiers essais ont été réalisés dans la colonne de fluidisation congue pour la réaction

et qui sera présentée dans la partie suivante, au paragraphe I).

Apres avoir placé les billes réticulées (4 g) dans la colonne, 100 mL d’une solution de
laccase préparée a la concentration de 1,9 U.mL dans une solution tampon citrate
phosphate (50 mmol.L-%, pH 7) ont été mis en recirculation dans la colonne a un débit de
80 mL.min! de fagon a assurer la fluidisation du lit. A intervalles de temps réguliers sur
une durée de 5h, l'activité de la solution a été mesurée et I’évolution de cette derniére

est reportée sur la Figure 3-20.

On remarque qu’au cours du temps, la solution enzymatique perd peu a peu son activité

pour atteindre 60% d’activité relative au bout de 5 heures.

Apres calcul, le rendement de I'immobilisation est de 40%, ce qui a augmenté par
rapport au greffage en batch (31%, paragraphe Il1-3.a)). L’activité enzymatique calculée
apres cet essai est de 0,15 U.g-1 de billes humides, ce qui est également plus important
que celle reportée apres une immobilisation en réacteur batch (0,09 U.g'1, paragraphe
[11-3.a)). Ces valeurs sont néanmoins difficiles a comparer comme le temps de contact a
ici été augmenté (5 heures au lieu de 2 heures). Mais surtout, cette technique permet de
greffer une masse bien plus importante de billes pour une activité finale au moins
équivalente. Cette méthode aboutit donc a un gain de temps et de ressource
considérable (la solution enzymatique pourra étre réutilisée tant que son activité

enzymatique le permet) dans une perspective d’extrapolation a plus grande échelle.

148



Chapitre 3 — Résultats et discussions

100

80 A — —
70 - T
60 - e

30 -
20 A
10 -

Activité relative de la solution enzymatique
(%)

0 I I I I I I I I I
0 025 05 0,75 1 1,5 2 3 4 5

Temps de greffage (h)

Figure 3-20 : Evolution de 'activité de la solution enzymatique (TvL, 3,82 U.mL™ initial,
pH 7, 100 mL) durant 5 heures de greffage sur des billes actives (4 g) dans le réacteur a
lit fluidisé.

5. Conclusion

Des billes actives ont été obtenues par greffage covalent de laccases a la surface de billes
de gélatine réticulées avec du GTA. Un plan d’expérience a 4 facteurs et deux niveaux 24
a permis d’étudier I'étape de greffage des billes actives et de choisir les parametres
permettant de maximiser I'activité des billes dans le domaine de conditions étudié. La
présence de liaisons covalentes entre les laccases et la surface des billes a été vérifiée.
L’influence du pH et de la température sur 'activité des enzymes a été mesurée pour les
deux formes de la laccase. La stabilité par rapport au pH et a la température des
enzymes greffées est améliorée par rapport a celle des enzymes libres. Les enzymes
immobilisées démontrent également une bonne stabilité dans le temps et les constantes
cinétiques démontrent une bonne affinité des enzymes immobilisées vis-a-vis de ’ABTS.
L’élaboration, la réticulation et le greffage du biocatalyseur a base de gélatine étant
étudiés, la possibilité d’utiliser ces biocatalyseurs dans un réacteur a lit fluidisé pour la
dégradation de micropolluants en milieu aqueux constitue maintenant I’étape suivante

de ces travaux de thése.
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Chapitre 3 - Résultats et discussions

Partie II - Réacteur enzymatique a lit fluidisé pour la dégradation de
micropolluants

I) Conception et caractérisation du réacteur a lit fluidisé
1. Dimensionnement du réacteur

Le réacteur a lit fluidisé utilisé dans ce projet est une colonne de verre, comportant a sa
base un fritté de taille 0 (correspondant a des diametres de pores entre 160 et 250 um)
faisant office de distributeur, et une double enveloppe permettant la circulation d’eau a
température contrélée (voir schéma Figure 3-21). Le matériau choisi pour les
connections et les tuyaux est l'acier inoxydable afin d’éviter tout phénomene

d’adsorption des polluants durant la réaction.

La premiere étape du dimensionnement est le choix de la hauteur et du diametre de la
colonne. Comme on I'a vu dans la partie concernant I’élaboration des billes, le diametre
moyen de celles-ci est d’environ 1,9 mm * 0,19 mm. Pour éviter des effets de paroi, c’est-
a-dire des écoulements préférentiels dus a des porosités non homogénes au sein de la
couche, il est nécessaire que le diametre de la colonne @ soit supérieur a 10 dp (diametre
des particules). On a finalement choisi un diametre interne de 2 cm. Il n’a pas été
possible d’augmenter beaucoup plus ce diametre. En effet, un autre ratio important est
la hauteur du lit fixe Ho comparé au diameétre de la colonne ® (appelé ratio d’aspect).
Plus ce ratio est élevé, meilleur est le transfert de matiere (Bello et al.,, 2017). Ainsi, si le
diametre est plus grand, la quantité de biocatalyseur nécessaire pour obtenir un ratio
suffisamment élevé serait tres grande, rendant alors le cofit des expériences trop élevé.
Il a donc été choisi de fixer le diametre a 2 cm, pour une hauteur de lit fixe d’environ 5
cm, et donc un ratio Ho/® supérieur a 2. Les dimensions du réacteur sont regroupées

dans le Tableau 3-14.
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Tableau 3-14 : Dimensions et caractéristiques du réacteur

Hauteur de la colonne (cm) 23
Diameétre interne de la colonne ® (cm) 2
Volume de la colonne (mL) 72,26
Diametre moyen des billes dp (mm) 1,9
Hauteur du lit fixe Ho (cm) 5

Recirculation

éd):Zcm

Double
enveloppe
avec T°C

controlée /@Z

Hy,=5cm

Solution de
micropolluant

—

Figure 3-21 : Représentation schématique du réacteur enzymatique

2. Caractérisation du lit

La masse volumique des particules ps a été déterminée comme explicité au chapitre 2,

paragraphe IlI-1.a). La valeur obtenue est ps= 1112 + 13 kg.m3.

La porosité d’'une couche g est le rapport entre le volume laissé libre entre les particules
sur le volume total de la couche (Eq 3-5). Si I'arrangement des particules suit une maille
organisée, comme un empilement cubique par exemple, il est possible de calculer
mathématiquement la valeur de la porosité. Pour un empilement aléatoire de particules

sphériques comme c’est le cas ici, on trouve habituellement 0,36 < g < 0,4.
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La mesure de la porosité de la couche g0 est décrite au chapitre 2, paragraphe IlI-1.b),

équation (2.9).

I/;)ores
g = 5 ——

(2.9)

I/L“otal

On obtient une valeur de 0,36 * 0,015. Cette valeur est assez classique pour un

empilement aléatoire.

Une corrélation existe entre la surface spécifique de la couche S, et la surface spécifique

des particules S, (équation (3.5)).

A
S, = =(1—£0)*7p=(1—€0)*5p (3.5)

Avec A. : la surface de la couche (en m?)

V. :le volume de la couche (en m3)

Sc : la surface spécifique de la couche (en m2.m-3)
Sp : la surface spécifique des particules (en m?.m-3)
A, : la surface des particules (en m?)

Vp : le volume des particules (en m3)

La surface spécifique des particules S, est reliée au diameétre des billes d’apres

I'équation (3.6):

Sp = — (3.6)

Avec la valeur du diameétre moyen des particules, on trouve S, = 3158 m2.m-3

On peut ainsi calculer la surface spécifique de la couche S¢c = 2021 m%m-3

La masse volumique apparente de la couche est calculée selon I’équation (3.7):

M
PA=V_CC=50*P+(1_50)*PS (3.7)

Avec M. : la masse de la couche (en kg)

p est la masse volumique du fluide a 25°C, soit ici ’eau, on prendra p = 103 kg.m3.
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En prenant les valeurs trouvées précédemment, on trouve une masse volumique

apparente de couche pa de 1070 kg.m-3.
Le Tableau 3-15 regroupe I’ensemble des caractéristiques du lit.

Tableau 3-15 : Caractéristiques du lit de billes

Diametre moyen des billes dp (mm) 1,9
Masse volumique des billes ps (kg.m-3) 1112
Porosité du lit fixe g 0,36

Hauteur du lit fixe Ho (m) 0,05
Surface spécifique des particules S, (m?.m-3) 3158
Surface spécifique de la couche S¢ (m%.m-3) 2021
Masse volumique apparente de la couche pa (kg.m-3) 1070

Le diametre moyen des billes est connu (1,9 mm), mais il est nécessaire de connaitre la
répartition de taille précise au sein du lit pour fixer un débit opératoire assurant la
fluidisation de la totalité du lit. Pour ce faire, une analyse granulométrique a été réalisée
sur un lot de 242 billes en mesurant chaque diametre avec un comparateur d’épaisseur
Mitutoyo 547-401. La distribution de taille qui en résulte est affichée sur la Figure 3-22.
La dispersion de taille est assez importante et le diametre des particules est compris
entre 0,3 et 3,3 mm. Plus de 50% des billes ont un diametre compris entre 1,9 et 2,1 mm,
mais une partie non négligeable des billes (25%) possédent un diametre plus important,
compris entre 2,3 et 2,7 mm. Cette donnée sera prise en compte pour la détermination

des conditions opératoires.
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Figure 3-22 : Distribution de taille des particules sur un lot de 242 billes.

3. Détermination des conditions opératoires

a) Calcul de la vitesse minimale de fluidisation Ugms

Il est indispensable de connaitre la vitesse minimale de fluidisation du lit pour choisir un
débit opératoire adéquat, permettant une bonne homogénéisation et donc un meilleur

contact entre le substrat et le catalyseur.

Pour calculer cette vitesse, on établit plusieurs hypotheses :
- Lerégime est supposé laminaire.

La vitesse minimale de fluidisation se calcule donc selon I’équation 1-4 (détaillée dans le
chapitre 1, paragraphe V-4.a) et rappelée ici), résultant de la simplification de la relation

d’Ergun (équation (1.3)), en ne gardant que le terme prépondérant du régime laminaire :

d? & (ps — p)
U __P mf s
o,mf 150*(1—gmf)* ” * g

(1.3)

Avec g la constante gravitationnelle (9,81 m.s?)
dp le diametre moyen des particules en m
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psla masse volumique du solide en kg.m-3

p la masse volumique de I'eau en kg.m-3

emf la porosité de la couche au minimum de fluidisation
u la viscosité dynamique du fluide en Pa.s

- On considere que la porosité de la couche au minimum de fluidisation enr est
égale a la porosité du lit fixe €o calculée plus haut, soit 0,36.

- On prend pour la valeur de la viscosité dynamique du fluide u la valeur de la
viscosité de '’eau, c’est-a-dire 10-3 Pa.s.

- Onprend ici dp = 1,9 mm, soit le diamétre moyen des billes.
Finalement, on trouve Upmf= 1,98*103 m.s'1 = 0,2 cm.s™..
Le débit correspondant est D¢ = 0,63 mL.s'1 = 38 mL.min-1.

Cependant a cette vitesse, d’apres la distribution de taille détaillée plus haut (Figure 3-

22), seules 75% des billes seront fluidisées.

Toujours d’apres la Figure 3-22, 95% des particules ont un diametre inférieur ou égal a
2,8 mm. Pour fluidiser des billes de ce diametre, il faut une vitesse Unso de 0,43 cm.sd,
correspondant a un débit de 80 mL.min"l. En travaillant a ce débit, seule une petite
portion de particules (<5%) risque de ne pas étre fluidisée, mais on limite aussi un
surcolit inutile d’énergie (un débit de 134 mL.min"! serait nécessaire pour fluidiser des
billes de 3,3 mm). De plus, un débit élevé engendre une augmentation des contraintes de
cisaillement, ce qui peut causer I'inactivation et le décrochage des enzymes greffées a la

surface des billes.

Afin de s’assurer que ces vitesses sont correctes, il faut a présent vérifier le postulat de
départ selon lequel le régime d’écoulement du fluide est laminaire. Comme le fluide ne
traverse pas une colonne cylindrique simple mais un milieu poreux, la nature du régime

est évaluée par le calcul du nombre de Reynolds rapporté a la particule Rep s (équation

(3.8)).

UO,mf * dp *p

" (3.8)

Rep'mf =
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Repmf = 4. Le régime est considéré comme laminaire pour Rep<20 et turbulent pour

Re,>200.

L’hypothese du régime laminaire évoquée précédemment est donc vérifiée et le débit

opératoire choisi pour la suite des essais a été fixé a 80 mL.min-L

b) Calcul de la vitesse limite de fluidisation Ug,

La vitesse limite de fluidisation, également appelée vitesse terminale est un parametre
important car il permet de connaitre I'étendue du domaine de fluidisation en délimitant
sa borne supérieure. Au-dessus de cette valeur, les particules composant le lit seront
entrainées avec le fluide. Comme ce sont les particules les plus petites qui sont
susceptibles d’étre entrainées les premieres, les calculs suivants sont réalisés pour une
particule de diametre 1 mm (car plus de 95% des billes ont un diametre supérieur ou

égal a cette valeur selon la distribution de taille des billes).

On commence par calculer le nombre adimensionnel Ar, qui est corrélé au nombre de
Reynolds particulaire a la limite de fluidisation Rep: par une relation empirique

(équation (1.10)).

(g*p*dS*(ps—p))
W2

Ar = (1.10)

Ar=1125

On a donc 27,6 < Ar < 4,4*105. Comme explicité dans I'état de l'art (chapitre 1,
paragraphe V-4.a)), on se trouve ici dans le régime de Van Allen, la corrélation adéquate

est donc la suivante (équation (1.12)):

Re,, = 0,153 x Ar®71* (1.12)
Rep = 24.
20 < Rep < 200, on se trouve dans le régime transitoire.

On peut ainsi revenir a la vitesse limite de fluidisation a I'aide de la valeur du nombre de
Reynolds (équation (3.9)):

Rep, * 1

Upe = a,p (3.9)
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U, = 1,2*10- m.s'1, ce qui correspond a un débit maximal D: de 230 mL.min-1.
Par conséquent, pour assurer une fluidisation homogéne de 95% des billes, le débit

opératoire doit étre fixé entre 80 mL.min1 et 230 mL.min-L

c) Calcul de la perte de charge dans le domaine de la fluidisation

Sur tout le domaine de fluidisation, la perte de charge est constante. A I'aide d'un simple

bilan de force, on obtient I'équation (1.2) explicitée dans le chapitre 1 et rappelée ici :

AP = Hpp * (1 — Emf) *(pg—p)*g (1.2)

Avec Hurla hauteur de la couche au minimum de fluidisation (en m).
On établit encore une fois des hypothéses pour le calcul :

- On considere comme précédemment que la porosité au minimum de fluidisation
emr est égal a la porosité du lit fixe g
- De la méme maniere, on considere que la hauteur de lit au minimum de

fluidisation Hwr est égal a la hauteur du lit fixe Ho.

La perte de charge a été calculée pour différents Ho et les valeurs sont regroupées dans

le Tableau 3-16.

Tableau 3-16 : Calcul de la perte de charge AP dans le domaine de fluidisation en

fonction des différentes hauteurs de lit fixe Ho étudiées (2 cm - 5 cm).

Hauteur du lit fixe Ho Perte de charge AP
(m) (Pa)
0,02 14
0,03 22
0,04 29
0,05 36

Plusieurs hauteurs de lit fixe ont en effet été envisagées mais une hauteur Ho de 5 cm a
été retenue, d’abord pour assurer un ratio d’aspect supérieur a 2 comme cela a été
évoqué dans le paragraphe I-1. de ce chapitre, mais également pour permettre une plus

grande activité enzymatique du lit.

157



Chapitre 3 — Résultats et discussions

Pour une hauteur de lit fixe de 5 cm, AP = 36 Pa.

En raisonnant en perte de charge par unité de longueur, on obtient environ 720 Pa.m-1.
Cette valeur est assez faible : une colonne de 1 metre donnerait une perte de charge
égale a 7*10-3 atm. On peut donc conclure qu'un changement d’échelle ne serait pas
limité par le surcoflit énergétique lié a la hausse de la perte de charge due a

I'augmentation de la hauteur du lit.

Le Tableau 3-17 regroupe les caractéristiques du domaine de fluidisation calculées dans
ce paragraphe.

Tableau 3-17 : Caractéristiques du domaine de fluidisation

Vitesse minimale de fluidisation Uo,ms (en cm.s1) 0,2
Vitesse terminale Up: (en cm.s1) 1,2
Débit minimal de fluidisation Duf (en mL.min1) 38
Débit terminal D (en mL.min"1) 230
Nombre de Reynolds particulaire au minimum de fluidisation Rep ms 4
Nombre de Reynolds particulaire au maximum de fluidisation Reyp 24
Nombre d’Archimeéde Ar 1125
Perte de charge dans le domaine de fluidisation AP (en Pa) 36

4. Impact de la fluidisation sur les supports d'immobilisation.

Avant de réaliser les essais de dégradation, un essai préliminaire a été effectué pour
s’'assurer que les billes gardaient leur tenue mécanique durant la fluidisation. Pour ce
faire, un lot de billes a été pesé initialement, puis ce lot a été mis en fluidisation 7 heures
par jour pendant 8 jours. Le lot a été pesé chaque soir. La Figure 3-23 présente
I’évolution de la masse du lot de billes au fil des fluidisations, et on remarque qu’il n'y a
aucune incidence de la fluidisation sur ce parameétre. On peut donc supposer que les
conditions hydrodynamiques et les chocs éventuels des particules entre elles

n’entrainent pas d’effets d’attrition.
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Figure 3-23 : Stabilité mécanique des billes a l'intérieur du réacteur durant 8 jours de
fluidisation.

5. Conclusion

On a congu un réacteur a lit fluidisé, dans lequel le lit sera composé de billes actives pour
la dégradation de micropolluants en milieu aqueux. Le réacteur a été dimensionné dans
le but de faciliter les échanges entre le fluide et le catalyseur, et le débit opératoire a été
choisi pour s’assurer de la mise en fluidisation d’au moins 95% des billes. Seules les plus
grosses billes de diameétre supérieur a 2,8 mm ne fluidiseront pas. La stabilité mécanique
des billes a également été vérifiée et aucune attrition n’a été a déplorer durant 8 jours de
fluidisation consécutifs. Il faut maintenant étudier l'influence de ces parametres
notamment le débit opératoire sur la dégradation des micropolluants, ainsi que la

stabilité et la réutilisation des enzymes greffées a 'intérieur du réacteur.

159



Chapitre 3 — Résultats et discussions

II) Dégradation d’'un polluant pharmaceutique : la tétracycline

1. Présentation du substrat

La tétracycline (TC) a été choisie comme substrat pharmaceutique modele dans ce
projet. Les tétracyclines appartiennent a la classe d’antibiotiques la plus utilisée pour
traiter les bovins, les porcs et les animaux domestiques. Cela explique leur occurrence
dans les influents et effluents de stations d’épuration, a des concentrations de I'ordre de
la dizaine de pglL! (Deblonde et al, 2011). Pour faciliter les analyses
chromatographiques et valider la faisabilité du procédé, on utilisera dans ce projet des

concentrations en solution de tétracycline plus élevées, de I'ordre du mg.L-1 (ppm).

De plus la TC est un composé sensible a I'oxydation par les laccases du fait de la
présence de groupements phénoliques. Enfin, c’est un composé moins dangereux a
manipuler que d’autres composés pharmaceutiques, ce qui limite les risques lors des

expériences de dégradation et des analyses.

Le spectre de masse de la TC est représenté sur la Figure 3-24.

L’ion 445,2 m/z étant le plus intense, il est sélectionné pour quantifier la molécule.
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Figure 3-24 : Spectre de masse de la tétracycline
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2. Essais de dégradation de la tétracycline en réacteur batch agité

a) Comparaison de la dégradation entre enzymes libres et immobilisées

Dans un premier temps, des essais préliminaires ont été réalisés pour s’assurer qu’il n'y
avait pas d’auto-dégradation de la TC. La concentration d’'une solution de TC sans
enzymes a donc été suivie durant 24 heures (Figure 3-25, losanges rouges vides). Pour
vérifier qu’il n’y ait pas d’adsorption de tétracycline sur les billes, I'évolution de la
concentration d’une solution a 20 ppm de TC dans laquelle ont été ajoutées des billes de
gélatine greffées avec des enzymes au préalable dénaturées a aussi été suivie pendant
24 heures (Figure 3-25, carrés noirs vides). Pour éviter une éventuelle photo-
dégradation, les parois des erlenmeyers ont été protégées par du papier d’aluminium.
Les résultats obtenus ont permis de mettre en évidence une tres faible auto dégradation
dela TC (2% en 24h) et une adsorption limitée de la TC (5%) dés la mise en contact mais
qui naugmente pas par la suite. Ce résultat n’est pas surprenant car la tétracycline
possede un coefficient de partitionnement négatif (-2,2 < log Kow < -1,3), qui traduit une

haute hydrophilicité, et ainsi une faible capacité d’adsorption (Chang et al., 2015).

La dégradation d’une solution de tétracycline (20 ppm, en eau ultra pure) a été réalisée
en réacteur batch, en présence d’enzymes libres ou immobilisées, a la concentration de
100 U.L-L Les cinétiques de dégradation sur 24 heures sont également représentées sur
la Figure 3-25. On observe d’abord que, quelle que soit la forme de I'enzyme, la
concentration en TC diminue significativement au cours du temps, ce qui couplé aux
deux expériences témoins évoquées précédemment, démontre I'action de la laccase de
Trametes versicolor sur la TC. En 24 heures, on atteint 70% * 1% de dégradation par les
enzymes greffées et 50% * 2% de dégradation quand les enzymes sont libres. On
remarque aussi que la vitesse moyenne de réaction sur 24 heures est meilleure avec les
enzymes immobilisées (0,36 + 0,08 mg.L-1.h-1) qu’avec les enzymes libres (0,28 + 0,03
mg.L-Lh1). De Cazes et al, (2014) ont observé des résultats similaires pour la
dégradation d'une solution de tétracycline par des laccases de Trametes Versicolor
greffées sur des membranes céramiques préalablement recouvertes d'une couche de
gélatine : 56% + 8% de dégradation pour les enzymes immobilisées contre 30% + 7%

pour les enzymes libres sur 24 heures.
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Ces résultats montrent la capacité des laccases, a la fois sous forme libre et immobilisée

a oxyder la tétracycline.
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Figure 3-25 : Cinétiques de dégradation d'une solution de tétracycline (20 ppm, eau
ultra pure pH 6, 25°C) par des enzymes libres (losanges rouges pleins - ligne pointillée)
ou immobilisées (carrés noirs pleins - ligne continue), blancs sans enzyme (losanges
rouges vides) et avec des billes inactivées (carrés noirs vides).

b) Choix du solvant pour la dégradation

Comme on I'a vu dans la partie I du chapitre 3 (paragraphe III-3,c)), le pH influe sur la
réactivité d’'une enzyme vis-a-vis d'un substrat, et le choix du milieu de dégradation doit
donc étre étudié. 5 solutions tampons citrate phosphate (50 mmol.L-'l) de pHs
différents ont été testés: 2,2 -3 -4 -5 - 6 -7 et une solution d’eau ultra-pure (pH 6). La
Figure 3-26 représente la vitesse moyenne de dégradation de la tétracycline sur 24
heures en mg.L-1.h-1 en fonction des différents milieux. Le pH optimal de la dégradation
de la tétracycline par la laccase semble ici étre 6. L’eau ultra pure, ayant également un
pH proche de 6, semble étre un solvant approprié pour étudier la dégradation de la
tétracycline. De plus la simplicité de cette matrice facilite également les analyses LC-MS,

tous les essais ont donc été réalisés dans I’eau ultra-pure.
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Figure 3-26 : Influence du milieu (solution tampon citrate-phosphate 50 mmol.L-1 a pHs
de 2,2 a 7 ou eau ultra-pure) sur la vitesse de dégradation de la tétracycline par des
laccases libres en 24 heures a 25°C.

c) Influence de la concentration en substrat et détermination des constantes
cinétiques

L’incidence de la concentration initiale en substrat sur la dégradation de la TC a été
étudiée. La Figure 3-27 représente les cinétiques de dégradation de la TC par des
enzymes immobilisées sur 25 heures, pour des concentrations initiales en tétracycline
de 15 ppm, 10 ppm, 5 ppm et 2 ppm (équivalent respectivement a 33,75 - 22,50 - 11,25
- 4,50 umol.L1). La vitesse initiale de réaction est supérieure lorsque la concentration en
substrat est plus élevée, comme le montrent les pentes initiales des courbes et les
vitesses de dégradation moyennes sur 25 heures regroupées dans le Tableau 3-18 en
mg.h-1.L-1. Cela traduit une limitation de la réaction par manque de substrat. Cependant,
a des concentrations initiales faibles en tétracycline (5 et 2 ppm), méme si la vitesse de
réaction est moins élevée qu’a des concentrations initiales supérieures, la totalité de la
TC est dégradée, en moins de 4 heures pour une concentration initiale de 2 ppm, et en
moins de 7 heures pour une concentration initiale de 5 ppm. Ces essais sont
prometteurs et prouvent la faisabilité du procédé enzymatique de dégradation de la TC,

méme a des concentrations faibles et donc plus proches de celles qu’on trouve dans les
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effluents réels. Ces résultats permettent également d’envisager l'utilisation de ce

biocatalyseur pour la dégradation d'un effluent concentré en polluant, comme par

exemple le retentat d’étapes d’ultrafiltration ou de nanofiltration.
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Figure 3-27 : Cinétiques de dégradation de la TC (eau ultra-pure pH 6, 25°C) par des
enzymes immobilisées en fonction de la concentration initiale de substrat: 15 ppm
(losanges) - 10 ppm (carrés) - 5 ppm (triangles) - 2 ppm (croix) en 25 heures.

Tableau 3-18 : Influence de la concentration en substrat sur la vitesse de dégradation
moyenne de TC en réacteur agité sur 25 heures (25°C, eau ultra pure pH 6).

Concentration en TC

Vitesse de dégradation de TC

(ppm) (mg.h-LL1)
25 0,62
15 0,23
10 0,20
5 0,12
2 0,04
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Cette série d’expériences nous permet également de déterminer les constantes
cinétiques de la laccase vis-a-vis de la TC en prenant en compte les vitesses initiales de
chaque cinétique. Les essais sous forme libre et immobilisées ont été réalisés avec le
méme équivalent enzymatique (30 U.L'1). Le protocole est explicité au chapitre 2,
paragraphe II-2.c) et les résultats sont regroupés dans le Tableau 3-19. Les constantes
cinétiques vis-a-vis de I’ABTS déterminées lors du chapitre précédent y sont également
rappelées. On s’apercoit sans surprise, que l'affinit¢é des enzymes (libres et
immobilisées) est plus importante vis-a-vis de I’ABTS que de la TC. L’ABTS est en effet
connu pour étre un substrat spécifique des laccases, alors que l'oxydation de la
tétracycline par les laccases est bien plus lente. On remarque que pour la tétracycline
aussi, I'affinité des enzymes immobilisées est plus importante que celle des enzymes
libres. Cela confirme donc les résultats obtenus précédemment, la gélatine semble ainsi
maintenir le site actif de ’enzyme dans une conformation plus favorable pour la réaction

d’oxydation avec la TC.

Tableau 3-19 : Constantes cinétiques des laccases libres et immobilisées vis a vis de la
tétracycline et de ’ABTS

TC ABTS
Vmax Km Vmax Km
(umol.mint) | (pmol.min-1) (umol.min-1) (umol.L1)

Enzymes

0,001 88,2 0,029 55,6

libres

Enzymes

0,002 62,8 0,033 38,0

immobilisées

d) Tests de toxicité

La dégradation de molécule ne signifie pas toujours une baisse de toxicité de I'effluent
traité. Ce phénomene a d’ailleurs déja été reporté dans la littérature (Becker et al,,
2016). Il est donc important de vérifier l'efficacité du traitement de dégradation
enzymatique par un test de toxicité ; nous avons choisi ici le test Microtox. L’évaluation
de la toxicité des solutions avant et aprés dégradation enzymatique de la TC a été
réalisée avec une solution de concentration initiale en TC égale a 1 ppm, afin de se

rapprocher des conditions réelles des effluents. Les essais de dégradation ont été
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réalisés en présence d'une quantité équivalente (100 U.L-1) d’enzymes libres ou
immobilisées. Les résultats des tests de toxicité (Microtox) avant et apres 24h de
traitement sont présentés sur la Figure 3-28. On constate qu’une solution de tétracycline
a 1 ppm (a) engendre un effet d’inhibition de 29% +* 2% aprés 5 minutes de contact, et
42 % * 1% au bout de 15 minutes de contact. Apres 24 heures de traitement par des
laccases libres, les effets d’'inhibition sont presque doublés (57% + 0,15% apres 5
minutes et 74% * 0,7% apres 15 minutes de contact). On pourrait conclure que les
produits de dégradation de la TC sont plus toxiques que la TC elle-méme. Cependant, si
la dégradation est réalisée en présence d’enzymes greffées sur les billes de gélatine, la
toxicité de la solution est diminuée. L’effet d’inhibition est en effet réduit par rapport a la
solution initiale (19% * 0,7% apres 5 minutes de contact et 25% * 2,5% apres 15
minutes de contact). Au regard de ces résultats, il semblerait que les enzymes (ou la
solution enzymatique) présentent une toxicité pour la bactérie Vibrio fischeri. Cela a été
confirmé par un test de toxicité réalisé avec la solution de TvL préparée a la méme
concentration que lors des essais de dégradation (100 U.L'1). On observe dans ce cas
une toxicité légerement supérieure a celle de la solution de tétracycline initiale (39% =+
1,7% apres 5 minutes de contact et 51% * 2,2% apres 15 minutes de contact). Le cumul
des toxicités liées a la TC et a I'enzyme explique certainement la forte toxicité des
échantillons apres 24h de dégradation avec la forme libre de I’enzyme. Néanmoins on
peut aussi émettre I’hypothese d’une différence de mécanismes de dégradation entre les
formes libres et immobilisées du biocatalyseur, amenant a des sous-produits différents,
plus ou moins toxiques. De plus, comme on a vu plus haut, la dégradation est plus rapide
avec les enzymes greffées que libres, il est possible qu’'au bout de 24 heures, la
concentration en tétracycline encore présente soit plus importante dans 1’échantillon

traité par des enzymes libres, expliquant une toxicité plus élevée.

Ces résultats sont intéressants car ils mettent en évidence un intérét supplémentaire a
I'immobilisation des enzymes. Néanmoins ils doivent étre relativisés car ils ne

concernent que la toxicité vis-a-vis d'un seul micro-organisme.

Zhang et al.,, (2020) ont étudié la dégradation de la TC par des laccases de souche B.
subtilis, sous forme libre et immobilisées dans un réseau organométallique a base de
cuivre (Cu-BTC), et se sont intéressés a 'activité antibiotique ainsi qu’a I’écotoxicité des

produits formés. Les produits de dégradation ont démontré une action antibiotique
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nulle vis-a-vis d’'une bactérie gram négative (E. coli) et gram positive (B. subtilis), alors
que la solution de TC montrait un effet antibactérien significatif envers ces deux
bactéries. L’écotoxicité de la TC et de la solution contenant les produits de dégradation a
également été étudiée par incubation au contact de deux bactéries (E. coli et B. subtilis).
La toxicité était réduite apres traitement par la laccase (libre et immobilisée) en
comparaison a la toxicité de la solution initiale de TC, mais I'écotoxicité de la solution
traitée par les enzymes immobilisées était plus faible que celle traitée par les enzymes
libres. Ce résultat est similaire aux notres et comme pour nos essais, ils ont également
noté une dégradation de la TC plus rapide par les laccases greffées que les laccases

libres, pouvant expliquer cette différence de toxicité.

Les tests microtox ont également été réalisés pour s’assurer qu’aucun élément toxique
(comme par exemple du glutaraldéhyde) n’était relargué dans le milieu réactionnel. Un
test microtox a été réalisé sur de I'’eau avant et apres 24 heures de circulation dans le
réacteur a lit fluidisé au contact des billes activées. Les résultats sont affichés sur la
Figure 3-29. Aucun effet significatif d’inhibition de la solution d’eau incubée avec les
billes n’est visible, ce qui confirme la supposition précédente et ainsi la possibilité

d’utiliser ces billes actives comme bio catalyseur a plus grande échelle.

Figure 3-28: Effet d'inhibition des échantillons de tétracycline non traités (a), et apres
24 heures de traitement par des enzymes libres (b) ou immobilisées (c), et sur un
échantillon de TvL a 100 U.L-1 (d) apres 5 minutes de contact (rayures) ou 15 minutes de
contact (points) avec une bactérie luminescente (Vibrio fischeri).
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Figure 3-29 : Effet d'inhibition d’'un échantillon témoin d’eau avant et aprés incubation
avec des billes actives pendant 24 heures dans le réacteur a lit fluidisé apres 5 minutes
de contact (rayures) ou 15 minutes de contact (points) avec une bactérie luminescente
(Vibrio fischert).

3. Dégradation de la tétracycline dans le réacteur a lit fluidisé
a) Influence de la fluidisation sur la dégradation de la TC

La dégradation d’une solution de tétracycline (20 ppm) a été étudiée dans un réacteur a
lit fluidisé en recirculant le milieu réactionnel. La Figure 3-30 présente le suivi cinétique
de la dégradation sur 24 heures, lors d’essais réalisés en présence de billes actives, et de
billes inactivées pour s’assurer qu’il n'y a pas d’adsorption de la tétracycline sur les
parois du réacteur ou des tuyaux. On s’apergoit que, comme pour le réacteur batch, la
disparition de la TC par adsorption est faible (2% #* 2%). La concentration en TC
diminue rapidement en début d’expérience en présence de billes actives puis semble
ralentir pour atteindre 56% * 4% de TC résiduel au bout de 24 heures. Cette valeur est

supérieure a celle observée lors des essais en réacteur batch agité (35 = 1%).
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Figure 3-30 : Essai de dégradation d'une solution de TC (20 ppm, eau ultra pure, 25°C)
dans un réacteur a lit fluidisé en 24 heures, par des billes actives (carrés pleins) ou
désactivées (carrés vides).

Cependant, d’apres les valeurs rapportées dans le Tableau 3-20, si on regarde la vitesse
moyenne de dégradation sur 24 heures, normalisée par la quantité d’enzymes mises en
jeu (en U), on se rend compte que la vitesse de dégradation est en fait 5 fois plus rapide
dans le réacteur a lit fluidisé (1,59 mg.h1.Uenzymes't) que dans le réacteur batch agité
(0,35 mg.h-L.Uenzymes1). En effet, si la méme activité enzymatique initiale est utilisée
dans les deux réacteurs, le volume mis en jeu dans le réacteur fluidisé est 10 fois plus
important que dans le réacteur batch, ce qui signifie que le ratio substrat/enzyme est 10
fois plus grand dans le réacteur a lit fluidisé. Cette différence de ratio peut entrainer des
limitations de substrat dans le réacteur batch qui explique cette différence de vitesse de
dégradation. On a en effet déja montré dans ce chapitre (paragraphe II-2.c)) que la
concentration initiale d’'un substrat impacte fortement la performance de la dégradation
et que plus elle est basse, plus la vitesse sera réduite. De Cazes et al., (2014) ont observé
le méme phénomene lors de la dégradation d’une solution de TC (20 ppm, eau ultra
pure) dans un réacteur enzymatique a membrane ou des laccases de Trametes versicolor

étaient greffées directement sur la membrane par liaison covalente.
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On peut donc supposer que grace a la recirculation, on apporte en permanence du
nouveau substrat au voisinage de I'enzyme ce qui permet de maintenir au niveau du site
catalytique un niveau de concentration élevé qui favorise la réaction. Nous avons vérifié
cette hypothese en étudiant I'influence du débit de recirculation sur la dégradation de la

TC.

Tableau 3-20 : Dégradation d'une solution de tétracycline (20 ppm, eau ultra pure pH 6,
25°C) apres 24 heures de réaction dans deux types de réacteurs (batch agité et lit
fluidisé).

Taux de TC résiduel apres | Vitesse de dégradation
Réacteur utilisé
24 heures (%) (mg.h"L.Uenzymes™*)
Réacteur agité 35 (£ 1%) 0,35
Réacteur a lit
56 (£ 4%) 1,59
fluidisé
Blanc (batch) 96 (+ 3%) -
Blanc (lit fluidisé) 98 (+ 2%) -

b) Influence du débit de recirculation

3 débits de recirculation différents ont été testés:; 30 mL.min!, 80 mL.min?! et 130
mL.min-1 Le débit correspondant a la vitesse minimale de fluidisation étant 38 mL.min-,
les débits testés correspondent respectivement a 0,8 Uoms, 2,1 Uomr et 3,4 Uomr. La Figure

3-31 présente les photographies du réacteur et du lit catalytique aux trois débits testés.
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Figure 3-31 : Photos des billes activées dans le réacteur pour différents débits de
recirculation (de gauche a droite : 30 mL.min%; 80 mL.min"!; 130 mL.min1)
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La Figure 3-32 présente les cinétiques de dégradation a l'intérieur du réacteur sur 24
heures. On peut remarquer que les trois courbes suivent une trajectoire similaire au
début de la réaction (environ les deux premieres heures). Ensuite, on observe un
ralentissement tres marqué de la vitesse de dégradation lorsque le débit est le plus
faible (30 mL.min1), et un ralentissement moins important lorsque le débit est
intermédiaire (80 mL.min1) ou fort (130 mL.min1). Les vitesses de réaction au bout de

2 heures, 8 heures et 24 heures de réaction regroupées dans le Tableau 3-21 en

témoignent.
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Figure 3-32 : Influence du débit de recirculation sur la dégradation de la TC (20 ppm,
eau ultra pure, 25°C) par les billes actives dans le réacteur a lit fluidisé en 24 heures
(triangles : 0,8 Uoms soit 30 mL.min"1; cercles: 2,1 Ugms soit 80 mL.min! ; carrés: 3,4
Uo,mf soit 130 mL.min1).

Lorsque la vitesse du fluide est inférieure a la vitesse minimale de fluidisation (0,8 Uomf),
la dégradation de la tétracycline a I'intérieur du réacteur est tres faible et seulement 7%
+ 2% de la TC sont dégradés en 24 heures. Cependant, le pourcentage de dégradation est
augmenté a 56% * 4% quand le débit est augmenté a 2,1 Uomr, et 2 70% * 4% de

dégradation avec le débit de 130 mL.min"! (soit une vitesse égale a 3,4 Uo,mf).
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Tableau 3-21 : Calcul a différents temps des vitesses moyennes de dégradation en
mg.h-1.L-1 de la TC (20 ppm, eau ultra pure, 25°C) par les billes activées dans le réacteur
a lit fluidisé a différents temps de réaction (2h, 8h, et 24h) pour chaque débit utilisé (30

mL.min-1, 80 mL.min-1, 130 mL.min-1).

Durée utilisée pour
le calcul de la 30 mL.min-! 80 mL.min-! 130 mL.min-!
vitesse
2h 1,29 £ 0,03 1,23 £ 0,05 1,26 £ 0,1
8h 0,07 £ 0,09 0,47 + 0,01 0,83+0,14
24h 0,02 +£0,01 0,25 + 0,04 0,41 +0,03

On peut assimiler I'essai a 30 mL.min"! a un essai en réacteur a lit fixe et on observe que
passer en lit fluidisé permet d’améliorer nettement la dégradation de la TC. Le
renouvellement plus rapide du substrat semble ainsi grandement améliorer les
performances, ce qui confirme 'hypothese établie précédemment. Lloret et al., (2012b,
2012a) ont étudié la dégradation de trois hormones (estrone, 17-B-estradiol, 17-a-
ethinylestradiol) au sein d’'un réacteur a lit fixe et d’'un réacteur a lit fluidisé. Les
résultats qu’ils ont obtenus sont similaires, avec une dégradation de ces composés de
65-80% pour le lit fixe contre 76-90% pour le lit fluidisé, ce qui confirme les meilleures

performances d’un lit catalytique fluidisé comparé a un lit catalytique fixe.

De plus, augmenter le débit semble permettre une meilleure circulation des billes a
I'intérieur du lit, et ainsi faciliter ’échange entre le substrat et le catalyseur. D’autres
chercheurs ont obtenu des résultats similaires, comme Piao et al., (2019), qui ont
remarqué une augmentation dans la dégradation du bisphénol A de 50% a 80% en 6
heures, en augmentant le débit de 1,2 mL.min! a 7,2 mL.min-! a I'intérieur d’un réacteur
a lit fluidisé mettant en ceuvre des particules de silice poreuses comme supports
d’'immobilisation de laccases. Il faut cependant faire attention car de trop grands débits
peuvent altérer la structure du site actif de I'’enzyme, et il existe aussi le risque de
dépasser la vitesse limite d’entrainement des billes dont le diametre serait plus petit que

le diametre moyen des billes.

Aussi, méme si la vitesse de dégradation est améliorée en augmentant le débit, on a dans

chaque cas un ralentissement de la vitesse de réaction et une dégradation totale de la TC
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n’est jamais atteinte. Comme l'oxydation par la laccase est indissociable de la réduction
d’'une molécule d’oxygéne en H;0, on peut supposer que l'oxygene dissous vient a
manquer dans le milieu et est responsable de cette limitation. Pour vérifier cette

hypothese, une alimentation en oxygene a été ajoutée au réacteur.

c) Influence de I'ajout d’oxygene dans le systéme

Comme on I'a vu dans I'état de I'art (chapitre 1, paragraphe IlI), la laccase se sert de
I'oxygeéne dissous comme accepteur d’électron pour pouvoir ensuite oxyder le substrat.
Dans cette partie, on étudie l'influence de l'ajout d’air supplémentaire dans le systeme
pour voir si ce parametre joue sur l'efficacité de la dégradation et permet de limiter le

ralentissement de la réaction.

Différents débit d’aération ont été testés et il a été vérifié qu'un débit d’air de 15
mL.min"! permettait d’assurer la saturation en oxygene de la solution pendant toute la
durée des expériences (24h). La Figure 3-33 représente les cinétiques de dégradation
pour chaque débit étudié avec ou sans aération. A faible débit, I'injection d’oxygene dans
le systéme améliore considérablement le taux de dégradation de la tétracycline. En effet,
lorsque I'on travaille en lit fixe (vitesse de circulation inférieure a la vitesse minimale de
fluidisation), I'ajout d’oxygene dans le systéme permet de dégrader 40% + 2% de la TC
en 24 heures contre 7% * 2% sans ajout d’air. L’air supplémentaire semble aussi aider le
lit de particules a s’expanser, favorisant les échanges entre le catalyseur et le substrat. La
tendance est la méme au débit opératoire de 80 mL.min! (2,1 Uo,mf), ou la dégradation
de TC atteint 72% * 1%, soit autant qu’a 130 mL.min-! sans ajout d’air. Cependant, pour
un haut débit (130 mL.min! soit 3,4 Uws), ajouter de 'oxygene dans le systeme n’aide
pas la dégradation de la TC, et semble au contraire affecter I'efficacité du réacteur. Dans
ce cas en effet, I'air supplémentaire combiné a un grand débit semble induire des
contraintes de cisaillement défavorables pour les enzymes ; leur activité est réduite tout
comme l'efficacité du procédé de dégradation. On retrouve les mémes tendances pour
les vitesses de dégradation en mg. h-1.L-1, regroupées dans le Tableau 3-22. La vitesse
maximale de dégradation obtenue est 0,41 mgrc.hlL1, obtenue avec le débit 80
mL.min! en présence d'Oz, mais aussi quand le débit de recirculation est de 130

mL.min! sans ajout d’Ox.
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Ainsi, I'ajout d’oxygene assure le maintien d’'une haute concentration en co-substrat
(I'O2) par un constant renouvellement, ce qui amoindrit le ralentissement de la vitesse
de réaction a faible et moyen débit. Cela permet d’améliorer 'efficacité de la dégradation
sans avoir a augmenter le débit de recirculation, limitant ainsi la dépense énergétique

générée liée a la circulation du fluide.
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Figure 3-33 : Influence de l'ajout d’0O2 sur la dégradation de la TC (20 ppm, eau ultra
pure, 25°C) en 24 heures pour des débits différents: 30 mL.min! (triangles), 80

mL.min1 (cercles), 130 mL.min! (carrés), marqueurs ouverts: sans ajout d’'Og,
marqueurs pleins : avec ajout d’Ox.

Tableau 3-22 : Vitesses de dégradation en mg.h-1.L-1 de la TC (20 ppm, eau ultra pure,
25°C) en 24 heures selon les débits et 1'ajout d'air dans le systeme (par un débit de 15
mL.min-1).

30 mL.min!

80 mL.min!

130 mL.min?!

Sans ajout d’'O>

0,016 +0,01

0,25+ 0,04

0,41 +0,03

Avec ajout d’O;

0,20+ 0,03

0,41 +£0,02

0,26 + 0,03
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d) Réutilisation des billes dans le réacteur a lit fluidisé

Enfin, pour terminer cette étude, nous avons vérifié la stabilité opérationnelle du
biocatalyseur lors de son utilisation au sein du réacteur a lit fluidisé pendant 5 cycles de
24 heures chacun. Entre chaque cycle, la solution de tétracycline (préparée a 20 ppm
dans de l'eau ultra pure), est remplacée, et le biocatalyseur rincé par une solution
tampon citrate phosphate (pH 7, 50 mmol.L-1). La Figure 3-34 montre les résultats de
dégradation de la TC sur les 5 cycles successifs. On remarque que la cinétique de
dégradation est reproductible sur les 3 premiers cycles de dégradation. Au bout de 24 h,
la concentration finale est identique et correspond a un pourcentage de dégradation de
55%. Les résultats obtenus lors des cycles 4 et 5 mettent en évidence une diminution
des performances du réacteur puisque le taux de dégradation a 24h n’est plus que de
45%. Cette baisse de dégradation provient probablement d'une légére perte de I'activité

enzymatique au cours des cycles de réaction.
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Figure 3-34 : Stabilité opérationnelle des billes actives (100 U.L1) sur 5 cycles de 24 h
de dégradation de la TC dans le réacteur a lit fluidisé (20 ppm, eau ultra pure, 25°C, débit
opératoire 80 mL.min1).
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4. Conclusion

La dégradation d'un antibiotique, la tétracycline, a été étudiée dans un réacteur agité en
présence de laccases libres ou immobilisées. Des essais préliminaires ont permis de
choisir la meilleure matrice pour la dégradation de cet antibiotique, soit I'eau ultra-pure,
ainsi que de confirmer l'absence d’auto-dégradation ou d’adsorption de la TC sur les
billes. Les laccases immobilisées a la surface des billes de gélatine ont permis une
dégradation plus rapide de la TC que les laccases libres et I'étude des constantes
cinétiques ont confirmé la bonne affinité des laccases immobilisées sur les billes de
gélatine vis-a-vis de ce substrat. Des essais dans le réacteur a lit fluidisé ont permis
d’augmenter le volume mis en jeu et la vitesse de dégradation du polluant. Le lit fluidisé
permet de maintenir une haute concentration en substrat au voisinage de I’enzyme,
améliorant ainsi la réaction en comparaison a un lit catalytique fixe. L’amélioration de la
dégradation lorsque le débit de recirculation augmente confirme l'importance d'une
bonne homogénéisation et fluidisation du lit. L’ajout d’air dans le systéme confirme la
nécessité d'une bonne saturation en oxygene du milieu comme en témoigne
I'amélioration de l'efficacité de la dégradation en présence d’air supplémentaire a faible
débit. Il faut néanmoins faire attention car la présence de bulles d’air dans le milieu a
trop fort débit peut entrainer une inactivation de I'’enzyme et donc une diminution des
performances du réacteur enzymatique. La stabilité opérationnelle du catalyseur dans le
réacteur a lit fluidisé a également été vérifiée et il a été montré qu’apres 120 heures
d’utilisation les billes activées permettent d’éliminer encore 45% de la TC d’une solution

a 20 ppm en 24 heures.
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III) Dégradation d’un pesticide : le glyphosate

1. Essais préliminaires

a) Auto-dégradation du glyphosate et essai avec laccases libres

Le glyphosate est un pesticide hautement persistent dans l’environnement a des
concentrations de l'ordre du ngL?! au pglLl. Comme pour la tétracycline, les
concentrations mises en jeu dans cette partie seront plus élevées pour faciliter le suivi

analytique et ainsi valider la faisabilité de notre procédé.

Un essai préliminaire a été effectué en réacteur agité sans enzyme pour étudier I"auto-
dégradation du glyphosate (20 pm, eau ultra-pure pH 6, 25°C), et avec des enzymes
libres pour étudier la faisabilité de l'oxydation du glyphosate par des laccases de
Trametes Versicolor (0,3 U.mL1). La Figure 3-35 représente I'évolution du taux de
glyphosate résiduel pendant 24 heures. On remarque que le glyphosate ne s’auto-
dégrade pas au cours du temps. Cependant, on remarque également que I'oxydation du
glyphosate par la laccase est tres faible et n’atteint que 15% au bout de 24 heures. Ce
résultat n’est pas surprenant. En effet, on sait que les laccases peuvent avoir des
difficultés a oxyder les composés non phénoliques. Comme on peut le voir sur la Figure
3-36, le glyphosate possede un groupement phosphonate et un groupement carboxyle,
tous deux accepteurs d’électrons, générant une déficience électronique de la molécule,
I'empéchant de participer convenablement au cycle catalytique (Parra Guardado et al.,

2019; Yang et al,, 2013).

Pizzul et al., (2009) ont également étudié la dégradation du glyphosate (0,06 mmol.L-,
pH 6, 35°C) en présence de laccase de Trametes Versicolor (0,15 U.mL-1) et ont obtenu un

taux de dégradation de 0% * 4% en 24 heures.

Ainsi, la laccase seule n’est pas capable d’oxyder de fagon significative le glyphosate.
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Figure 3-35 : Suivi de la concentration du glyphosate (20 ppm, eau ultra-pure, 25°C) sur
24 heures sans enzymes (cercles vides) ou en présence de laccases libres (cercles
remplis) (TvL, 0,3 U.mL-1, agitation 250 rpm).
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Figure 3-36: Structure du glyphosate et mise en évidence des groupements électrons
accepteurs : phosphonate (encerclé) et carboxyle (encadré).

b) Screening de trois médiateurs différents pour la dégradation du glyphosate.

L’utilisation de médiateurs redox permet souvent d’améliorer la dégradation
enzymatique de composés non-phénoliques. Trois médiateurs ont été testés pour
favoriser l'oxydation du glyphosate: un médiateur synthétique: I’ABTS, et deux
médiateurs naturels: le syringaldéhyde et l'acide p-coumarique. La Figure 3-37
représente les cinétiques de dégradation du glyphosate en présence de trois systemes
laccases-médiateurs : Laccase (TvL) + ABTS; Laccase (TvL) + acide-p coumarique ; et

Laccase (TvL) + syringaldéhyde. Dans ces trois cas, le catalyseur et le médiateur sont
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dissous dans un réacteur agité en présence de 20 ppm de glyphosate (eau ultra pure).
Des blancs ont également été réalisés sans enzymes pour éliminer toute hypothese de
dégradation par le médiateur seul. Ainsi on a pu remarquer qu’il n’y a aucun impact de la
présence seule des médiateurs sur une éventuelle dégradation ou auto-dégradation du

pesticide.

Les médiateurs phénoliques syringaldéhyde et acide p-coumarique ont peu d’influence
sur la dégradation du glyphosate par la laccase et ne conduisent qu’a une diminution de
la concentration en glyphosate de 10% environ. Cependant, I'action combinée de ’ABTS
avec la laccase améliore nettement l'oxydation, permettant d’atteindre un taux de
dégradation de 82,55 % * 9,7% en 24 heures, soit une vitesse moyenne de dégradation
de 0,25 mg.h-1.L-1. Il y a peu de littérature concernant la biorémédiation de glyphosate
par des systemes médiateurs-laccases. Pizzul et al., (2009), déja évoqués précédemment,
ont étudié la dégradation du glyphosate par une laccase de Trametes Versicolor en
présence d’ABTS, et ont noté une amélioration de la dégradation du pesticide jusqu’a
40,9 + 3,6 % en 24 heures. La différence de performance est certainement due a la
différence de concentration en biocatalyseur ; les essais rapportés ont été réalisés avec
moitié moins d’activité enzymatique que dans notre étude (0,15 U.mL-! contre 0,3 U.mL-!

dans cet essai).

Une nette différence de performance entre les trois médiateurs est a noter ici. Chaque
systeme médiateur-laccase est dépendant du substrat utilisé. L’ABTS s’est déja illustré
pour étre un médiateur efficace pour favoriser I'action oxydative des laccases vis-a-vis
des pesticides : par exemple, une dégradation de plus de 90% du pesticide dymron en 24
heures a été reportée en présence d’ABTS (Maruyama et al., 2006). Les médiateurs
synthétiques ont cependant l'inconvénient non seulement d’augmenter le colt du
procédé mais aussi la potentielle toxicité de la solution a traiter. C'est pour cette raison
que deux médiateurs naturels (le syringaldéhyde et I'acide p-coumarique), pouvant
baisser I'impact environnemental et économique du procédé ont été testés. Néanmoins,
les résultats montrent que ces médiateurs ne sont pas efficaces pour cette molécule. Des
résultats similaires ont été trouvés lors de I'étude de la dégradation du pesticide
isoproturon par trois systemes laccases-médiateurs synthétiques (ABTS,
1-hydrobenzotriazole, et acide violurique) et trois systémes laccases-médiateurs

naturels (vanilline, syringaldéhyde et acetosyringone). Le syringaldéhyde et la vanilline
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n‘ont montré aucun effet sur la dégradation du pesticide, contre 20% pour
I'acétosyringone. En revanche, des taux de dégradation entre 70 et 95 % ont été atteints
pour les trois médiateurs synthétiques (Zeng et al.,, 2017). Cette différence provient sans
doute du mécanisme impliqué qui différe selon les médiateurs. En effet, comme cela a
été explicité au paragraphe III) du chapitre 1, 'ABTS suit un mécanisme de type
transfert d’électron ET alors que le syringaldéhyde et I'acide p-coumarique suivent un
mécanisme de type transfert d’hydrogene HAT. Le glyphosate semble donc étre plus
sensible au traitement de type transfert d’électron. Les médiateurs dérivés de la lignine
comme le syringaldéhyde, et les médiateurs de types acides hydroxycinnamique comme
I'acide p-coumarique sont particulierement efficaces pour dégrader les colorants, ou les
composés hydrocarbures aromatiques polycycliques, dont les structures sont
complétement différentes de celle du glyphosate, ce qui peut expliquer leur activité

faible voire nulle vis-a-vis du glyphosate (Camarero et al., 2008, 2005).
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Figure 3-37 : Suivi sur 24h de la concentration du glyphosate (20 ppm, eau ultra-pure
pH 6, 25°C) dans un réacteur agité en présence d’'un médiateur : Syringaldéhyde (1
mmol.L-1, losanges); Acide p-coumarique (1 mmol.L-}, carrés); ou ABTS (1 mmol.L1,
triangles) et en présence (marqueurs remplis) ou absence (marqueurs vides) de
laccases (0,3 U.mL1).
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c) Etude de I'apparition de l'acide aminométhylphosphonique (AMPA) et de sa
dégradation par les laccases.

Le sous-produit principal de la dégradation du glyphosate par les laccases est I'acide
aminométhylphosphonique (AMPA), dont les propriétés bio-accumulatrices dans les
sols humides peuvent étre jusqu'a 21 fois plus importantes que celles du glyphosate
(Bento et al., 2016). Pour vérifier son apparition lors de I'oxydation du glyphosate par la
laccase en présence d’ABTS, un essai de dégradation d’une solution de 20 ppm de
glyphosate a été réalisé en suivant simultanément pendant 24 heures I’évolution des
concentrations de glyphosate et d’AMPA (Figure 3-38). On remarque que la
concentration en AMPA augmente durant les 6 premieres heures de réaction pour
atteindre un optimum aux alentours de 10 heures, cela correspond a la période durant
laquelle la diminution du glyphosate est la plus importante. On peut donc en conclure
que c’est bien I'action de laccase combinée au médiateur qui transforme le glyphosate en
AMPA. Ensuite, durant les 10 dernieres heures, la dégradation du glyphosate est
beaucoup plus lente, ce qui peut s’expliquer par une diminution de la quantité de
substrat disponible et donc des limitations diffusionnelles, mais aussi par une
compétition avec I’AMPA, qui est également dégradé par la laccase. On remarque en effet
que pendant cette méme période, la concentration en AMPA diminue, ce qui semble

résulter d’'une action possible de la laccase sur la molécule d’AMPA.

Pour confirmer cette hypothése, un test de dégradation d’'une solution d’AMPA en
présence de laccase et d’ABTS a été réalisé (Figure 3-39). Le résultat montre que 'action
combinée de la laccase et du médiateur permet de dégrader également I’AMPA,
confirmant ainsi ’hypothese évoquée précédemment, selon laquelle apreés un certain
temps de dégradation, il y a une compétition entre le glyphosate et '’ AMPA formé pour

réagir avec '’ABTS oxydé par la laccase.
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Figure 3-38 : Suivi sur 24 h de la disparition du glyphosate (20 ppm, eau ultra pure, pH
6, losanges noirs) et de I'apparition simultanée de son sous-produit principal (AMPA,
carrés rouges) lors d'un essai de dégradation en présence de laccases (0,3 U.mL1) et
d’ABTS (1 mmol.L1) (réacteur agité (250 rpm); température 25°C)

100 W

80 - i

N

AMPA résiduel (%)
8
—
——
-

0 5 10 15 20 25
Temps (h)

Figure 3-39 : Suivi de la dégradation d'une solution d'’AMPA (20 ppm, eau ultra pure, pH
6) en présence de laccases (0,3 U.mL-1) et d'ABTS (1 mmol.L-1) (réacteur agité (250 rpm)
; température 25°C)
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2. Etude de différents systemes laccases - ABTS

La faisabilité de dégradation du glyphosate et de son produit de dégradation principal
I’AMPA a été démontré dans un réacteur agité en présence de laccase et du médiateur
ABTS, tous les deux sous forme libre. Cependant, comme on l'a vu plus t6t, une
extrapolation a I’échelle supérieure semble limitée avec un bio-catalyseur dissous, et
I'addition d’'un médiateur synthétique dans la solution a un impact économique non
négligeable et peut induire une augmentation de la toxicité de la solution traitée. Ashe et
al,, (2016) ont en effet observé une augmentation de la toxicité d'un mélange de quatre
micropolluants récalcitrants (l'oxybenzone, le pentachlorophenol, l'atrazine et le

naproxene) apres ajout d’ABTS a une concentration d’1 mmol.L-1.

Pour pallier ces limitations, une immobilisation du médiateur dans les billes de gélatine,
a été envisagée. Comme ’ABTS ne possede pas de groupements fonctionnels propices a
une immobilisation covalente a la surface des billes de gélatine comme les laccases, il a
été choisi d’encapsuler ce médiateur a I'intérieur des billes (selon le protocole détaillé au

chapitre 2, paragraphe II-1.d)).

a) Formation et structure des billes contenant le médiateur et des billes avec co-
immobilisation catalyseur-médiateur

En plus de billes activées par greffage des laccases (billesactivées v, Figure 3-40, a), deux
nouveaux types de billes ont ainsi été formées: des billes contenant seulement le
médiateur encapsulé (billesaprs, Figure 3-40, b), et des billes résultant de la co-
immobilisation du médiateur et du bio-catalyseur (billesactivées Tvi/aBTS, Figure 3-40, c),
dans laquelle 'ABTS est encapsulé et les laccases sont greffées par liaisons covalentes a
la surface. Peu de différences sont a remarquer entre les billeSactivees 7vi. et les billesaprs.
Cependant, on remarque un changement de couleur vers le bleu-violet sur les billesactivées
Tv1/ABTS, témoignant d’'une réaction entre I’ABTS et la laccase. Cette couleur est en effet

caractéristique des radicaux formés lors de I'oxydation de I’ABTS.
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Figure 3-40 : Photographies des différents systémes de catalyseurs : (a) billes de
gélatine activées par greffage de la laccase de Trametes Versicolor (billes activées TvL)
(b) billes de gélatine avec de '’ABTS encapsulé (billesagts ) (c) billes de gélatine activées
par une co-immobilisation ABTS/TvL (billesactivees 7vi/aBTS)

Les spectres FTIR de ces trois différents types de billes sont regroupés sur la Figure 3-
41. On retrouve les bandes caractéristiques de la gélatine déja explicitées dans le
paragraphe III-1.b) de la premiére partie de ce chapitre. Peu de différences sont aussi a
noter ici entre les billes de gélatine simples et les billes de gélatine encapsulant 'ABTS.
On observe cependant la diminution de I'intensité des signaux ainsi qu'un décalage vers
des longueurs d’ondes plus faibles pour les billesactivees 7vi/aBTS, résultant de I'apparition

de liaisons covalentes liant la gélatine et ’enzyme.
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Figure 3-41 : Spectre FTIR des billes de gélatine sans ABTS (noir) ; des billes de gélatine
contenant I'ABTS (rouge) et des billes de gélatine avec co-immobilisation ABTS-TvL
(violet)

b) Comparaison des différents systemes ABTS - laccase pour la dégradation du
glyphosate

Des essais de dégradation du glyphosate ont été réalisés en réacteur batch agité en
présence de : 1) laccases libres + billesaprs, 2) billesactivees 7vi. + ABTS libre, 3) billesarss
+billesactivées v €t 4) billesactivées Tvi/aBTs. Un blanc mettant en ceuvre uniquement des
billesaprs a également été réalisé. Les évolutions de la concentration en glyphosate sur
24 heures sont représentées sur la Figure 3-42. Les vitesses moyenne de dégradation
calculées en mg.h-1.L-1 sur 8 heures sont regroupées dans le Tableau 3-23. Les résultats
de l'essai blanc réalisé en présence des seules billes d’ABTS seules permettent de
conclure que le glyphosate ne s’adsorbe pas sur les billes de gélatine. L’essai conduit
avec un mélange de billes ABTS et de billes laccases ne permet de dégrader que 32% *
2% de glyphosate en 24 heures. La vitesse de dégradation sur 8 heures est également la
plus faible observée ici, avec 0,27 + 0,1 mgh-1lL1l Les distances existant entre les
constituants du triptique laccase/médiateur/substrat semblent induire des limitations
diffusionnelles probablement trop grandes pour que la réaction puisse se dérouler

efficacement. Par contre, les essais réalisés avec les systemes avec laccases libres/ABTS
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encapsulé, et ABTS libre/laccases greffées donnent de meilleurs résultats avec environ
50% de dégradation en 24 heures pour les deux cas. Cependant, la comparaison des
vitesses moyennes de dégradation sur 8 h montrent que la dégradation est plus rapide
lorsque que les laccases sont libres et le médiateur immobilisé (0,85 + 0,04 mg.h-1.L1)

que le contraire (0,63 * 0,08 mg.h-1.L1).

Enfin lorsqu’on utilise des billesactivees 7vi/aBTs, le taux de dégradation atteint est de 43 *
3% et la vitesse moyenne de dégradation sur 8h est égale a 0,41 + 0,07 mg.h-1.L-1).Ces
performances sont un peu moins bonnes que lorsque le médiateur ou le catalyseur est
sous forme dissoute, mais ce résultat est prometteur et a I’avantage de ne pas ajouter de
substances dissoutes dans le milieu. Il existe a notre connaissance tres peu d’exemples
d’'immobilisation de médiateur ou de co-immobilisation du systéme médiateur-enzymes,
et aucun ne traite de la dégradation de pesticide. Sondhi et al., (2018) ont encapsulé a la
fois des laccases de Bacillus sp. MSK-01 et de I’ABTS dans des billes d’alginate et les ont
utilisées dans un réacteur a lit fixe pour la décoloration d'un effluent textile. Ils ont pu
obtenir une réduction de la couleur de l'effluent de 66%. Yaohua et al., (2019) ont
encapsulé de 'ABTS dans des billes de cellulose sur lesquelles ils ont greffé des laccases
de Trametes Versicolor pour la biorémédiation du colorant indole. La dégradation de ce
composé, hautement récalcitrant en 'absence de médiateur, a atteint 99,7% en présence

de ces billes co-immobilisées.
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Figure 3-42 : Essais de dégradation d'une solution de glyphosate (20 ppm, eau ultra
pure pH 6) avec différents systemes laccases - médiateurs : Billesagrs (croix noires);
Billesagts + Billesactivees vi. (cercles rouges) ; ABTS libre + Billesactivées 7vi. (triangles verts) ;

Billesactivées TvL/ABTS

(carrés violets); laccase libres + Billesaprs (losanges bleus).

(réacteurs agités sur table agitante (80 rpm), température 25°C)

Tableau 3-23: Vitesses moyenne de dégradation du glyphosate sur 8 heures en

fonction du systeme laccase-médiateur utilisé.

Vitesse
Systeme utilisé
(mg.L-1h1)
BilleSABTS + billesactivées TvL 0;27 * 011
ABTS libre + billesactivées 7vi 0,63 +0,08
Billesagts + laccases libres 0,85 + 0,04
Billesactivées TvL/ABTS 0,41 0,06
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c¢) Dégradation du glyphosate dans le réacteur a lit fluidisé et stabilité opératoire des

billes avec co-immobilisation.

Des essais de dégradation du glyphosate ont été réalisés dans le réacteur a lit fluidisé,
dont le lit catalytique est constitué de billes activées TvL/ABTS. Pour vérifier la
possibilité de réutiliser ces billes, permettant de recycler a la fois le médiateur et les
enzymes, 4 cycles de dégradation successifs ont été réalisés avec entre chaque cycle le
renouvellement du milieu réactionnel par une solution fraiche de glyphosate (20 ppm,
eau ultra-pure) et le ringage des billes au tampon phosphate-citrate pH 7. Les résultats
sont présentées sur la Figure 3-43. On observe que le taux de dégradation n’atteint que
31% au bout de 24 heures pour le premier cycle. Ce taux est néanmoins cohérent car le
volume a été multiplié par 10 comparé au réacteur batch agité (100 mL contre 10 mL).
Le méme travail de normalisation de la vitesse par le volume de solution et la quantité
d’enzymes greffées a été réalisé que dans le paragraphe II-3.a) de ce chapitre, et les
vitesses obtenues sont regroupées dans le Tableau 3-24. On remarque donc que méme si
le taux de glyphosate dégradé en 24 heures est plus faible en réacteur a lit fluidisé qu’en
réacteur agité, la vitesse moyenne sur 8 heures a elle été multipliée par 6 (de 0,27 a 1,67
mg.h-L.Uenzymes). On peut donc supposer que la fluidisation améliore ici aussi la
dégradation, en maintenant une haute concentration en substrat au voisinage du

systeme catalytique.

On remarque aussi que si la vitesse est assez rapide sur 8 heures, la réaction semble
s’'arréter de 8 a 24 heures, et le glyphosate n’est plus dégradé. Ce ralentissement est ici
bien plus marqué que celui observé lors de la dégradation de la TC. On peut supposer

une limitation en oxygéne, ou une compétition avec la dégradation de 'AMPA.

On observe également une bonne reproductibilité sur 4 cycles, avec un taux de
dégradation qui varie entre 26 et 31%. Ces résultats sont assez encourageants et
montrent la possibilité de co-immobiliser le biocatalyseur et son médiateur sur un

méme support et ainsi dégrader des micropolluants récalcitrants.

Il faut a présent évaluer la toxicité des échantillons avant et apreés traitement

enzymatique.
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Figure 3-43 : Cycles successifs de dégradation du glyphosate (20 ppm, eau ultra-pure)
en présence de billeSactivées vi/aBTs dans un réacteur a lit fluidisé (concentration
enzymatique: 100 U.L-1, volume réactionnel: 100 mL; débit de recirculation 80
mL.min-1, température 25°C)).

Tableau 3-24 : Performances de dégradation d'une solution de glyphosate (20 ppm, eau

ultra pure pH 6, 25°C) en présence de billesactivées Tvi/aBTS €N réacteur agité et en lit
fluidisé)

Taux de glyphosate Vitesse moyenne sur 8
Réacteur utilisé
résiduel apres 24 heures heures (mg.h"1.Uenzymes?)
Réacteur agité 57% + 3% 0,27 + 0,03
Réacteur a lit fluidisé 69% 1,67
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3. Tests de toxicité

Comme on l'a vu précédemment, il est nécessaire d’étudier la toxicité de la solution
apreés traitement car une dégradation de la molécule n’entraine pas toujours une
réduction de la toxicité finale de la solution. L’inhibition de la bioluminescence de Vibrio
fischeri induite par une solution de glyphosate traitée par des billeSactivées 7vi/aBTS 2 €té
comparée a celles de solutions de glyphosate et d’AMPA avant et apres traitement par un
mélange enzyme/médiateur utilisés sous forme libre. Les résultats des tests microtox
sont regroupés sur la Figure 3-44. La toxicité d’'une solution a 1 mmol.L-? d’ABTS libre a
également été évaluée mais les résultats n’ont pu étre présentées sur la Figure 3-44 car
I'effet d’inhibition était de 100% des 5 minutes de contact. D’apres les résultats obtenus,
on observe tout d’abord que la toxicité de la solution de glyphosate envers la bactérie
Vibrio fischeri ne diminue pas par rapport a I’échantillon initial (échantillon a) apres 24
heures de traitement en présence de laccases et d’ABTS, tous deux sous forme dissoute

(échantillon b).

L’absence d’effet visible du traitement enzymatique qui permettait pourtant d’éliminer
80% du glyphosate est vraisemblablement di a la présence de ’ABTS et peut étre a
I'enzyme ou aux solutés présents dans la solution enzymatique comme on I'a vu plus
haut (cf Chapitre 3, partie II, paragraphe II-2.d)). En effet, lorsque la solution est traitée
avec des billesactivées Tvi/aBTS, la toxicité de 1'échantillon est réduite de presque 50%
(échantillon c) pour un abattement de la concentration de glyphosate de 43% apres 24h
de réaction. On peut en conclure que le traitement est efficace et il semblerait que
I’AMPA, lui-méme sensible a 'action des laccases, ne s’accumule pas dans le milieu. Il n’a
pas été possible de le confirmer par 'analyse en raison de problémes techniques, mais
les tests microtox montrent que la toxicité de ’AMPA (échantillon d) est a peine plus
faible que celle du glyphosate (18 contre 22% et 27 contre 32% d’inhibition apres 5 et
15 min de contact). Si cette molécule s’était accumulée dans le milieu réactionnel, la
réduction de l'inhibition aurait été moins importante. De plus, en raison de la présence
d’ABTS libre dans le milieu (échantillon e), I'absence ou la faible toxicité des produits de

dégradation de '’AMPA n’a pas pu étre vérifiée.

Ces résultats sont donc prometteurs car méme si la dégradation est plus lente avec le
systeme médiateur-catalyseur immobilisée, I’encapsulation de I’ABTS tout comme le

greffage de l'enzyme permettent de réduire les colits suite a la réutilisation du
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catalyseur et du médiateur tout en apportant une réelle solution au probleme de toxicité

induite par l'utilisation d’'un médiateur.
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Figure 3-44 : Effet d’inhibition d’'une solution de glyphosate a 1 ppm non traité (a),
apres 24 heures de traitement par TvL libres (0,3 U.mL-1) et d’ABTS libre (1 mmol.L1)
(b), apres 24h de traitement en réacteur a lit fluidisé en présence de billesactivées Tvi/aBTS
(c); et d'une solution d’AMPA a 1 ppm non traité (d) et apres 24 heures de traitement
par TvL libres (0,3 U.mL1) et d’ABTS libre (1 mmol.L1) (e) aprés 5 minutes de contact
(rayures) ou 15 minutes de contact (points) avec une bactérie luminescente (Vibrio
fischeri).
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4. Conclusion

Du fait de la présence de groupements «électrons accepteurs», l'oxydation du
glyphosate par la laccase de Trametes versicolor n’est possible qu'en présence de
médiateurs tel que I’ABTS. 1l a été ainsi montré qu’'un taux de dégradation de 80% du
glyphosate peut étre atteint en 24 h dans un réacteur batch agité en présence de laccase
de Trametes Versicolor (0,3 U.mL1) et dABTS (1 mmol.L1) sous forme soluble. Pour
limiter les colits et 'augmentation de la toxicité liée a l'utilisation d’'un médiateur,
I'encapsulation de celui-ci a été envisagée. En particulier, la co-immobilisation de
I'enzyme et du médiateur dans une méme bille (billeSactivées 7vi/aBTS) @ permis de réduire
de 43% la concentration d'une solution a 20 ppm de glyphosate en 24 heures dans un
réacteur batch agité. La vitesse de réaction a également pu étre améliorée en utilisant un
réacteur a lit fluidisé, méme si le taux de dégradation résultant est plus faible (26-31%).
La toxicité réduite d’'un échantillon de glyphosate apres 24h de traitement avec des
billesactivées Tvi/aBTS @insi que la bonne stabilité opératoire de ces billes sur 4 cycles de 24h
rendent prometteur l'utilisation de celles-ci pour la dégradation de polluants

récalcitrants.
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Le but de cette these était d’élaborer des supports biosourcés d’immobilisation

d’enzymes en vue de la biorémédiation de micropolluants dans I'eau.

La gélatine a été choisie comme support pour ses propriétés biodégradables,
biocompatibles, ses nombreux groupements fonctionnels et son abondance dans la
nature. Des billes de gélatine de diametre moyen 1,9 mm ont été élaborées par un
procédé de goutte a goutte, dans un bain de gélification composé d’une solution aqueuse
de polymere, permettant d’éviter I'utilisation de solvants organiques pour le ringcage des
billes. L'impact de différents parametres sur la formation des billes a été étudié, comme
la concentration en gélatine, la concentration en PEG, le poids moléculaire du PEG ou

encore la température du bain.

Pour assurer une bonne tenue mécanique des billes en fluidisation dans un milieu
aqueux, une réticulation est assurée par le glutaraldéhyde. Une concentration de 3% v/v
a été retenue, permettant la réticulation totale de la gélatine (vérifié par un essai au
TNBS) et des propriétés mécaniques suffisantes (déterminées par tests de compression
en immersion). Un autre parameétre essentiel dans cette optique est le taux de
gonflement apres 24 heures d'immersion, et il a été réduit par 5 par comparaison a un

gel non réticulé.

Le greffage de la laccase de Trametes versicolor a été réalisé via des liaisons covalentes
établies entre I'agent de réticulation et les groupements amines libres de '’enzyme. Un
plan d’expérience 2% a été effectué pour étudier linfluence des parametres
d'immobilisation sur l'activité finale des billes actives. Le temps de greffage et la
concentration initiale de la solution enzymatique ont été identifiés comme les

parametres les plus influents sur 'efficacité du greffage.

Si les enzymes immobilisées démontrent une activité plus faible que les enzymes libres,
la stabilité enzymatique des billes obtenues vis-a-vis du pH, de la température et du
temps a été améliorée en comparaison a celle des enzymes libres. Les constantes
cinétiques démontrent également une bonne affinité des enzymes greffées vis-a-vis d'un

substrat modéle, ’ABTS.
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Bien que la toxicité du glutaraldéhyde soit élevée lorsqu’il est en solution, elle semble
devenir nulle une fois le glutaraldéhyde fixé sur les billes de gélatine. En effet, la toxicité
d’'un échantillon d’eau avant et apres 24 heures de contact avec les billes de gélatine
réticulées et greffées a été évaluée au moyen d’un test microtox, et aucune incidence sur

la bactérie Vibrio Fischeri n’a été constaté.

Les billes actives se sont révélées efficaces pour dégrader un substrat pharmaceutique :
la tétracycline. La dégradation de ce composé a atteint les 70% en 24 heures dans un

réacteur batch agité a 25°C.

Un réacteur a lit fluidisé a été concu et les parameétres opératoires (diametre et hauteur
de la colonne, débit opératoire) ont été choisis pour assurer une bonne fluidisation de la
totalité du lit. La fluidisation a considérablement améliorée la dégradation de
I'antibiotique. Tout d’abord, ce changement d’échelle permet d’augmenter le volume de
la solution, et donc le ratio substrat/enzyme, entrainant une hausse de la vitesse de
dégradation, passant de 0,35 mghlUenzymes! en réacteur batch agité a
1,59 mg.h-L.Uenzymes? en réacteur a lit fluidisé. De plus, la recirculation assure un haut
niveau de concentration de substrat permanent au voisinage du site actif de '’enzyme, et
une augmentation du débit de recirculation entraine une augmentation de la
dégradation de la TC. Il faut néanmoins trouver un compromis car un trop haut débit

peut entrainer une perte d’activité de I'enzyme.

L’oxydation enzymatique du glyphosate, pesticide bio persistant dans I'’environnement
et affectant négativement les écosystemes, a également été étudiée. Du fait de la
présence de groupements électrons accepteurs dans la molécule limitant I'action du bio-
catalyseur, l'ajout d'un médiateur d’oxydoréduction, I’ABTS, a considérablement
amélioré la dégradation du glyphosate (passant de 15% en 24 heures sans médiateur a
83% en 24 heures avec I'’ABTS). Afin de réduire l'impact économique et
environnemental du procédé, une immobilisation du médiateur a été envisagée sur les
supports a base de gélatine. La co-immobilisation du médiateur et de I'enzyme sur une
méme bille s’est avérée beaucoup plus efficace que d’utiliser un mélange de billes sur
lesquelles ont été immobilisées soit '’enzyme soit le médiateur. . La co-immobilisation
d’ABTS et de laccases a permis d’oxyder environ 43% du glyphosate d’une solution a 20
ppm dans un réacteur batch agité. La bonne stabilité opératoire de ces billes dans le

réacteur a lit fluidisé pendant 4 cycles de réaction est prometteuse pour leur utilisation
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a plus grande échelle. Il est important de noté que le sous produit principal de
dégradation du glyphosate, '’AMPA, peut également étre oxydé par la laccase. Enfin,
I’élimination simultanée de glyphosate et de '’AMPA ne semble pas conduire a la

formation de produits toxiques comme I'ont montré les résultats des tests microtox.

De nombreuses perspectives d’études a développer ont néanmoins été soulevées au

cours de ce projet.

Tout d’abord, si le procédé de formation de billes ne met en jeu aucune substance
chimique néfaste pour I'environnement (gélatine, PEG, solution tampon), il faudrait
réfléchir au changement d’échelle du procédé d’élaboration afin de produire un plus
grand nombre de billes a la fois tout en réduisant I'impact environnemental et

économique de cette étape.

En raison du colit des enzymes, les volumes de solution enzymatique mises en jeu
pendant I'étape de greffage des billes devront étre optimisés lors de I’extrapolation a
plus grande échelle. L’essai de greffage dans le réacteur a lit fluidisé que nous avons
réalisé est prometteur et permet de réduire la quantité de catalyseur mis en jeu. Cette

piste mérite donc d’étre approfondie.

En ce qui concerne I'aspect bio remédiation des polluants, les solutions utilisées durant
cette thése sont des solutions synthétiques, hautement concentrées et préparées dans
des solutions tampons a pH controlées ou dans de l'eau ultra pure. Pour envisager
I'utilisation de ce procédé en station d’épuration, il sera indispensable d’étudier
'efficacité des billes actives en contact avec des effluents réels, apportant des
contraintes supplémentaires. Tout d’abord, la concentration de polluants utilisée dans
ce projet était de 20 ppm, bien plus élevée que les concentrations habituelles de 1a TC ou
du glyphosate dans I’environnement (aux alentours du ng.L-'l au pg.L'1). Des essais
réalisés en laboratoire avec une solution de 1 ppm de TC ont été prometteurs, car les
laccases immobilisées sur les billes de gélatine ont dégradé 100% de cette solution. Les
effluents ont également une matrice beaucoup plus complexe que les solutions tampons
ou d’eau ultra-pure avec lesquelles nous avons travaillé. Des effets d’'inhibition ou de
compétition entre substrats peuvent jouer sur la capacité de dégradation des laccases.

L’effet cocktail des différentes molécules présentes dans I’eau sera donc a étudier.
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Dans le cadre de ce projet, la toxicité des solutions a été étudiée vis-a-vis d’'une seule
bactérie, Vibrio Fischeri. D’autres tests d’écotoxicité doivent étre a prévoir, et 'activité
antibiotique des solutions est aussi un parametre essentiel a surveiller pour prévenir

I'apparition de bactéries anti-bio résistantes.

L’addition de médiateurs d’oxydoréduction est un moyen efficace pour améliorer la
dégradation enzymatique de composés a haut potentiel d’oxydoréduction ou avec une
structure chimique complexe. L’étape d'immobilisation du médiateur sur un support est
encore tres peu exploitée dans la littérature et pourtant prometteuse en vue d'un
procédé économique et respectueux de I'environnement. Des résultats encourageants
ont été obtenus dans le cadre de cette theése dans ce sens et cette piste mérite d’étre
approfondie. Beaucoup de parameétres restent par ailleurs a étudier pour optimiser la

dégradation, comme le rapport médiateur/enzyme.
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Résumé

Ce travail de these a pour objectif I’élaboration de supports d'immobilisation d’enzymes
bio sourcés en vue de la dégradation de micropolluants dans I’eau. Des billes de gélatine
de diamétre moyen 1,9 mm ont été formées dans ce but par un procédé de goutte a
goutte n’employant aucun solvant organique. La réticulation des billes par le
glutaraldéhyde permet d’'une part de limiter le gonflement de ce polymeére dans I'eau et
d’améliorer sa tenue mécanique en immersion, et d’autre part de créer des liaisons
covalentes entre la gélatine et la laccase. Un plan d’expérience 24 a été réalisé afin
d’identifier les parametres influant sur I'efficacité du greffage.

La dégradation de deux micropolluants par les billes activées a été étudiée en réacteur
agité et dans un réacteur a lit fluidisé congu pour ce projet. La tétracycline s’est montrée
sensible a 'oxydation par les laccases greffées a la surface des billes. Divers parametres
ont été étudiés comme le pH de la solution, le débit de recirculation, ou l'addition
d’oxygene dans le systéme. Le glyphosate s’est montré plus récalcitrant a I'action de la
laccase seule a cause d'une structure plus complexe. L’ajout d’'un médiateur
d’oxydoréduction, 'ABTS, a néanmoins permis de faciliter son oxydation. La co-
immobilisation du médiateur et du biocatalyseur sur les supports a base de gélatine a
été étudiée, afin de limiter I'impact économique et environnemental du projet.

Mots-clés: Supports d'immobilisation, gélatine, laccase, réacteur enzymatique a lit
fluidisé, micropolluants, traitement de I’eau.

Abstract

The aim of this thesis is to develop bio-based supports for immobilization of enzymes
for micro pollutants degradation in water. Gelatin beads of around 1,9 mm diameter
were formed by a dripping process using no organic solvent. A crosslinking step with
glutaraldehyde was then carried out with two objectives: to improve the mechanical
properties of the beads when immersed in water, and to create covalent bonds between
gelatin and laccase. The parameters affecting the efficiency of the enzyme grafting were
investigated using a full factorial design 24.

The degradation of two micro pollutants by the activated beads was studied in a stirred
tank reactor and in a fluidized bed reactor designed for this project. Tetracycline was
efficiently oxidized by the grafted enzymes. The influences of pH, recirculation flowrate,
and addition of supplementary oxygen on the TC degradation were studied. Glyphosate
was not sensitive to laccase oxidation at first due to its complex structure, but the
addition of ABTS as an oxidoreduction mediator considerably improved its removal.
Mediator and bio-catalyst were co-immobilized on the gelatin beads to reduce the
environmental and economical cost of the project.

Key words: Enzyme immobilization supports, gelatin, laccase, enzymatic fluidized bed
reactor, micro pollutants, wastewater treatment.
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