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Introduction générale

Soucieuse de sécurité et de santé, la société a de plus en plus tendance a rejeter les produits
comprenant des composés de synthése. Depuis plus d’une décennie, les industriels se tournent
vers I’utilisation de molécules naturelles et de leurs dérivés pour mieux valoriser les ressources
renouvelables, éventuellement transformées par des procédés que 1'on souhaite plus respectueux
de I’environnement.

Dans ce contexte, certains procédés chimiques ont été remplacés par des procédés de
chimie verte qui permettent de réduire I’impact environnemental des activités industrielles. Afin
de réduire la pollution des sols, de I’eau et de 1’air, 1’utilisation d’enzymes pour catalyser les
réactions apparait comme une alternative intéressante aux procédés chimiques classiques et
constitue une voie pertinente pour la production de nouvelles molécules et/ou apporter de
nouvelles fonctionnalités a des molécules naturelles d’intérét. Industriellement, cette démarche
caractérise le domaine des biotechnologies blanches.

Les enzymes sont des catalyseurs biodégradables et non-toxiques produits naturellement
par des microorganismes ou par expression hétérologue. Elles sont capables de catalyser des
réactions ciblées, grice a leur spécificité, dans des conditions expérimentales douces. Ainsi les
enzymes sont souvent chimiosélectives, régiosélectives et / ou énantiospécifiques. Elles
permettent donc la synthése de produits présentant des structures bien définies ou
stéréospécifiques (Cunha & Gandini, 2010; Q. M. Gu & Cheng, 2005a).

Parmi les enzymes connues a ce jour, les oxydoréductases ont démontré leur potentiel
pour catalyser I’oxydation de composés phénoliques et la production de molécules bioactives
aux propriétés colorantes (Mustafa et al., 2005) ou antioxydantes (Aljawish et al., 2012a; BoZic,
Gorgieva, & Kokol, 2012; Ren, Li, Dong, Feng, & Guo, 2013). Plusieurs études ont ét€ menées
au cours des années pass€es pour réticuler la pectine par oxydation de l'acide férulique,

naturellement présent dans la structure du polysaccharide (Abang & Meyer Anne, 2013; Zaidel,
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Chronakis, & Meyer, 2012). D'autres travaux ont été menés sur le greffage de composés
phénoliques exogenes sur le chitosane (Aljawish, Chevalot, Jasniewski, Scher, & Muniglia,
2014; Pasanphan, Buettner, & Chirachanchai, 2010; Ren et al., 2013), et la cellulose (Cusola,
Valls, Vidal, & Roncero, 2013; Elegir, Kindl, Sadocco, & Orlandi, 2008; Kim, Zille, Murkovic,
Guebitz, & Cavaco-Paulo, 2007; Rencoret et al., 2014). Ces biopolymeres sont connus pour
leurs nombreux avantages tels que 1’absence de toxicité, la biodégradabilité dans 1’écosystéme,
et la disponibilité a partir de ressources peu cofiteuses et renouvelables (Reddy, Mohan, Satla,
& Gaikwad, 2011; Tizzotti, Charlot, Fleury, Stenzel, & Bernard, 2010).

Des travaux antérieurs ont été réalisés au Laboratoire d’Ingénierie des Biomolécules
(LIBio) par Aljawish en 2014. Un procédé de greffage enzymatique des produits d’oxydation
de I’acide férulique et du férulate d’éthyle sur le chitosane a été développé, permettant d’obtenir
de nouvelles formes de chitosane fonctionnalisé, présentant des propriétés améliorées par
rapport au polysaccharide natif (antioxydantes, antibactériennes et de cytotoxicité). L’objectif
principal de ce travail de thése est d’étendre cette approche a un autre polysaccharide d’intérét,
la pectine. Ainsi, le but sera de greffer les produits d’oxydation de 1’acide férulique sur la
pectine, en utilisant le potentiel catalytique de la laccase de Myceliophtora thermophila et de
répondre a une suite de questions scientifiques concernant :

e La faisabilit¢ d’un greffage covalent des produits d’oxydation de I’acide férulique sur
la pectine

e La faisabilit¢ d'une fonctionnalisation de la pectine par adsorption de composés
phénoliques

e L’impact de I’approche de fonctionnalisation utilisée sur la structure et les propriétés
techno-fonctionnelles (antiradicalaires, hygroscopie, thermiques...) et biologiques du
biopolymere.

e [’existence de relations structure-propriétés pour la pectine et ses dérivés
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e La possibilité de combiner les propriétés fonctionnelles de la pectine telles que son
action texturante et gélifiante, avec les propriétés biologiques de 1’acide férulique, au
sein d’un nouveau copolymeére utilisable dans des applications traditionnelles ou plus
innovantes.

Enfin, une partie du travail a été dédiée a 1’étude des propriétés d’encapsulation de systémes

associant la pectine ou ses dérivés avec un polymere cationique : le chitosane.






Bibliographie






Laccase : structure, mécanisme

d’action et application






L

Bibliographie
I. Bibliographie

Laccase : structure, mécanisme d’action et application

I.1 Polyphénols oxydases (PPO)

Les principales enzymes oxydatives connues sont les polyphénols-oxydases (PPO) (EC
1.10.3.1) qui utilisent I'oxygene moléculaire comme co-substrat, et les peroxydases (POD) (EC
1.11.1.7) qui utilisent le peroxyde d'hydrogene. Les polyphénols-oxydases (PPO) sont des
métalloprotéines qui contiennent du cuivre dans leur site actif. Elles peuvent catalyser
'oxydation des composés phénoliques avec réduction de 1I’oxygene dans I'eau (Xu, 2001). Les
PPO peuvent étre divisées en monophénol-oxydases ou crésolase (EC1.14.18.1) conduisant a
I’hydroxylation en ortho d'un substrat monophénolique (Figure 1) et en diphénol-oxydases
catalysant I’oxydation d’un diphénol en benzoquinone. La classe diphénoloxydase est divisée,
selon la classification internationale, en deux sous-groupes : les catécholoxydases (CO)

(EC1.10.3.1) et les laccases (oxygene oxydoréductase : EC 1.10.3.2).

12 o2

= + H,0

catécholoxydase

ST e T

.

H

Laccase

Figure 1 : Schéma des réactions catalysées par les polyphénol-oxydases (PPO) (modifié

de Maghsoudi et al., 2013)
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1.2 Histoire des laccases

Historiquement, les laccases ont été découvertes par Yoshida en 1883, en constatant le
rapide durcissement, en présence d’air, du latex produit par les arbres appelés « vernis du
Japon » (Rhus verniciflua) (Gianfreda, Xu, & Bollag, 1999). Cependant, en 1896, Bertrand et
Laborde ont démontré que les laccases sont aussi des enzymes fongiques (Thurston, 1994).
Depuis, de nombreuses études ont porté sur I’origine et 1’action des laccases.
.3 Définition

Les laccases sont des enzymes contenant du cuivre qui catalysent I'oxydation d'une grande
variété de substrats organiques et inorganiques, y compris les mono-, les di- et polyphénols, les
acides phénoliques, les méthoxyphénols, les amines aromatiques et les monomeres de lignine.

Les différentes réactions catalysées par les laccases sont résumées sur la Figure 2.

oH Q
OH 0
Laccase
T —— + H0
0,
R R

o-diphénol o-quinone

OH 9
Laccase
J—— + H,0 Polyméres
0,
R R
OH o

p-diphénol p-quinone

OH o
Laccase 4+ H0
0,
R R

Monophénol Semi-quinone

Figure 2 : Réactions catalysées par la laccase (Aljawish, Chevalot, Jasniewski, Scher, &

Muniglia, 2015)
1.4 Localisation
Les laccases sont abondantes dans la nature. Elles sont classées en fonction de leur

origine. La plupart des laccases étudiées sont des protéines extracellulaires, bien que des
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laccases intracellulaires aient été détectées dans la plupart des champignons et des insectes
comme Drosophila melanogaster (Claus, 2004). L’extraction des laccases est compliquée parce
qu’elles sont fortement liées a la paroi cellulaire. La caractérisation de 1’activité laccasique est
délicate dans les extraits bruts en raison de la présence fréquente d’autres activités oxydasiques

dues a des enzymes comme la catécholoxydase et la peroxydase (Mayer & Staples, 2002).

1.5 Propriétés et fonctions physiologiques

Les laccases sont des glycoprotéines ayant un poids moléculaire variant de 50 a 100 kDa.
Le pH optimal des laccases fongiques varie de 3 a 8. Par exemple, la laccase de Myceliophthora
thermophila présente une activité optimale a pH 7,5 (Mustafa, Muniglia, Rovel, & Girardin,
2005). Les laccases issues des plantes ont un point isoélectrique pouvant aller jusqu’a 9. Le
taux d’oses dans les laccases varie de 10 a 45 % selon I’espéce ou le ligand sachant que cette
glycosylation contribue a une plus grande stabilité¢ de I’enzyme (Duran, Rosa, D’ Annibale, &
Gianfreda, 2002).

Des études sur le fonctionnement physiologique des laccases ont montré que les laccases
des plantes sont impliquées dans la synthese de la lignine (composé structural de la membrane
cellulaire des plantes). Par contre, les laccases produites par des champignons (ex.
Basidiomycete) sont impliquées dans la dégradation de la lignine, la pigmentation (biosynthese
de mélanine), et la morphogénese (Baldrian, 2006).

1.6 Structure

La détermination de la structure des laccases se fait classiquement par cristallographie
aux rayons X, par spectroscopie UV / visible ou RPE (résonance paramagnétique électronique).
La premiere structure cristalline d'une laccase isolée a partir de Coprinus cinereus a été résolue
en 1998, En 2002, la structure des laccases de Melanocarpus albomyces et Trametes versicolor,
ont été résolues (Figure 3). L'année suivante, la structure cristalline du gene de la laccase Cot

A bactérienne de Bacillus subtilis a ét¢ déterminée. Depuis, de nombreuses structures de
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laccase, des structures complexes avec des substrats, des inhibiteurs et des produits d'oxydation
ainsi que des structures mutantes ont été déterminées par diffraction aux rayons X.
Actuellement, il existe 90 structures impliquant des laccases, disponibles dans la banque de

données des protéines (PDB) (Hakulinen & Rouvinen, 2015).

A p-diphenol

p-benzo-
quinone

His140

His138

¢ 7/2 Cys503
§

Hisd31 : H"}
/ Hisso2

Figure 3 : (A) Déplacement des électrons dans le site actif de la laccase de
Melanocarpus albomycese et (B) représentation de la structure 3D de cette laccase

obtenue par cristallographie aux rayons X (Hakulinen & Rouvinen, 2015)

Les laccases appartiennent a la famille des « multi-copper oxidase » et la superfamille de
la cuprédoxine. Sous forme d’holoenzyme active, les laccases sont des diméres ou tétrameres
de glycoprotéines, contenant généralement dans leur site actif 4 atomes de cuivre, par unité
protéique active (Hoegger, Kilaru, James, Thacker, & Kiies, 2006). Le site actif des laccases
est bien conservé ; il contient plusieurs sites de fixation d’atomes de cuivre de différents types :
type 1 (T1, un atome Cu), type 2 (T2, un atome Cu) et type 3 ( T3, 2 atomes Cu) (Figure 4)
(Witayakran & Ragauskas, 2009).

-Le site T1 absorbe a 610 nm donnant sa couleur bleue a I’enzyme. Cet atome de cuivre est
relié a une cystéine.
-Le site T2 (Cu2) n’absorbe pas dans le visible. Il forme un complexe tétraédrique avec

I’oxygene et I’atome d’azote de résidus histidine.
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-Le site T3, dans lequel chaque ion de cuivre est 1i€ a trois résidus histidine, absorbe a 330 nm.
Le cuivre de type 2 forme avec les ions cuivre de type 3 un « cluster » trinucléaire, impliqué
dans le mécanisme catalytique de I’enzyme (Kunamneni, Plou, Ballesteros, & Alcalde, 2008).
A noter qu’un groupe de 3 atomes de cuivre (Cu2 de T2 et Cu3a et Cu3b de T3) est responsable
de P’activation de 1’oxygene, alors qu’un seul atome de cuivre (Cul de T1) est responsable de

I’oxydation des phénols (Claus, 2004).

His 452, , His 111
/-.CU

His 4007 ;

ﬂ : His 395 » Cys453

cu : - \Cu
L
. - |
His 398 His64  iep / His458/ \Phe 463
; Cu
His667 ™ His 100
T2 T3 T1

Figure 4 : Représentation schématique du site actif de la laccase de Bacillus subtilis

comprenant 4 atomes du cuivre (Witayakran & Ragauskas, 2009)

I.7 Mécanisme réactionnel

De nombreuses études ont montré le role essentiel du cuivre dans le mécanisme
catalytique des laccases. Ce mécanisme est de type « donneur-accepteur » ; il comprend 3
étapes majeures (Figure 5) (Wong, 2009) :
- La premiére étape est 1’oxydation du substrat et la réduction du cuivre Cul (Cu** en Cu*). Le
substrat perd un ¢électron (donneur) et 1’atome de cuivre du site T1 gagne un électron
(accepteur).
- Au cours de la deuxieme étape, les électrons extraits du substrat réducteur sont transférés vers
le site T2 / T3 tri-nucléaire. L’atome Cul du site T1 est oxydé (Cu*! en Cu*?) et les atomes Cu2,

Cu3a et Cu3b des sites T2 et T3 sont réduits (Cu*? a Cu*').
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- Apres la réduction complete du centre tri-nucléaire, les atomes de cuivre Cu2 et Cu3a et Cu3b
réduisent 1’oxygeéne moléculaire en eau. Les atomes de cuivre agissent donc en donneurs

d’électrons (Cu*! en Cu*?) vis-a-vis de I’oxygéne moléculaire qui constitue 1’accepteur (Figure

5).
o OH e} OH o OH o OH o OH
4
OCHj,4 OCHj,4 OCHj3 OCHj, oCH;,
O (@) @) (@) (@)
o OH
/
4
OCHj,4

OH

Figure 5 : Oxydation de 1'acide ferulique catalysée par la laccase (Kudanga, Nyanhongo,

Guebitz, & Burton, 2011)

Dans le cas des substrats phénoliques, les laccases catalysent 1’oxydation de ces substrats
en radicaux phénoxy « semiquinones » par interaction directe avec le réseau d’atomes de cuivre
et réduction concomitante d’une molécule d’oxygeéne (Galhaup & Haltrich, 2001).

Cette réaction génere des radicaux instables et tres réactifs qui peuvent se réorganiser
spontanément, par délocalisation des électrons. Ils peuvent conduire soit a des quinones s’ils
subissent un deuxieme arrachement d’¢lectrons, soit a des dimeres puis des oligomeres ou des
polymeres générés par combinaison des diméres formés, s’ils subissent des réactions de

couplage non enzymatique (Kunamneni et al., 2008).
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Deux types de couplage peuvent avoir lieu au cours de 1’oxydation catalysée par les
laccases : le couplage homogene qui conduit a de nouvelles molécules homogenes et le

couplage hétérogene (Figure 6).

OH O
] = laccase
J% 7 :
R 0, HO0 g
laccase substrate ox. laccase subsirate
OH
| ®
laccase substrate reaction partner = non-laccase substrate
D @ D\ @)
¢ | homonmleiular;lhmers tvoe LD heteromolecular hybrid dimers
vpe vpe Il a ype g
L : PDH > [JD type I11 type IV D type V
H 5 R R R R
HHO + +
HO
H R R R
H R
phenolic quinonoid quinonimin

C-0 coupled C-Ccoupled O l/

oligomers oligomers

polymers

Figure 6: Formation des dimeres homogenes et hétérogenes au cours de 1'oxydation de

composés phénoliques catalysée par la laccase
R : plusieurs substituants ou systemes cycliques. 1 : Type de réaction = couplage oxydatif C-O (type I de
dimeres), condensation oxydative C-C (type II a de dimeres) ou par couplage oxydatif phénolique C-C
(type II b). 2 : Type de réaction : couplage oxydatif avec une amination du noyau au cas ou le substrat a
une fonction amine libre. Le type III est obtenu par un couplage oxidative de type C-S et le type IV est

obtenu par un coulage oxidative de type C-O ou C-N (Mikolasch & Schauer, 2009)

Le couplage homogene consiste en une dimérisation des radicaux phénoxy, formés durant

I’oxydation d’un substrat unique par la laccase, aboutissant a des dimeres homogenes. Ces
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derniers résultent de la formation de nouvelles liaisons entre 2 atomes de carbone (C-C) ou

entre un atome de carbone et un atome d’oxygéne (C-O) (Polak & Jarosz-Wilkolazka, 2012).

Le couplage C-C est favorisé en milieu acide et a haute température alors que le couplage
C-O est favorisé en milieu basique. Par exemple, I’oxydation du 2,6-diméthylphénol catalysée
par les laccases conduit a la polymérisation de ce phénol, générant soit du poly (2,6-diméthyl-
1,4-phénylene oxyde) (P-2,6-Me2 P), soit du 3,3°,5,5’-tetraméthyldiphénoxyquinone (DPQ)
(Kobayashi & Higashimura, 2003), selon les conditions réactionnelles. Dans ce cas, le couplage

C-O est favorisé a pH élevé (Figure 7).

Me
Couplage de type C-O
rH basique' n
M
Me
p-2,6-Me P
Laccase
HO —
pH acide
> O =0
Couplage de type C-C P
Me DPQ Me

Figure 7 : Oxydation du 2,6-diméthylphénol catalysée par les laccases (d’apres
Kobayashi & Higashimura, 2003)

Un autre exemple concerne 1’oxydation de I’acide férulique (AF) catalysée par la laccase,
conduisant a des dimeres via des couplages de type C-O. Cependant, un couplage C-C a été
observé entre deux radicaux phénoxy de I’AF, en milieu acide et a température ¢levée (Mustafa
et al., 2005).

Le couplage hétérogene consiste en une réaction entre une molécule acceptrice et un radical
généré par la laccase. Ceci aboutit a la formation de nouveaux dimeres hétérogenes comportant
des liaisons de type C-C, C-O, C-N et C-S, dans une étape non-enzymatique (Mikolasch &
Schauer, 2009). Un exemple de couplage hétérogene par liaison C-N, est la réaction entre le

catéchol (modificateur de couleur) et ’acide 2,5-diamino-benzene sulfurique pour obtenir un

11
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produit coloré. La laccase catalyse la conversion du catéchol en quinone. Tres réactive, cette
derniere est engagée dans des couplages homogenes via des liaisons C-O-C et dans des
couplages hétérogenes via des liaisons C-N avec 1’acide 2,5-diamino-benzene sulfurique

(Calafell et al., 2007) (Figure 8).

o
OH
HO (6] HO (0] HO
Lacgase
--v--> HO‘@‘o‘@___ 0 HO@‘O‘Q___ _ _G‘O
+
n
N ) NH :
SOsH
SO3H NH,
NH,

Figure 8 : Couplage hétérogene de type C-N pouvant avoir lieu lors de 1’oxydation du
catéchol catalysée par la laccase, en présence de ’acide 2,5-diamino-benzene sulfurique

(modifié de Fu, Nyanhongo, Giibitz, Cavaco-Paulo, & Kim, 2012)
1.8 Classification selon la spécificité des substrats
1.8.1 Oxydation directe - substrats phénoliques

Les laccases sont capables d’oxyder divers substrats tels les polyphénols, les méthoxy-
phénols, les diamines (Polak & Jarosz-Wilkolazka, 2012). Elles sont capables d’oxyder
directement les composés phénoliques comportant un motif ortho- ou para-diphénol, avec
toutefois une plus grande affinité envers les para-diphénols. Parmi les PPO, les laccases sont
les seules enzymes capables d’oxyder la synringaldazine (N,N’-bis 3,5 dimethoxy-4

hydroxybenzylidéne hydrazine).

12
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L’activité des laccases envers les substrats phénoliques dépend de 1’origine de I’enzyme
et de la position des substituants par rapport a la fonction phénol (effets électroniques).
Généralement, ’efficacité catalytique (Vmax/Km) de I’enzyme augmente lorsqu'un substituant
du cycle aromatique cede facilement un électron, comme c'est le cas pour les groupements -
OCH; et -CH3 (Dec, Haider, & Bollag, 2003). Par contre, les phénols substitués en ortho ou
para par des groupements attracteurs d’électrons tels que les fonctions -NO> et -COCH3 sont
plus difficiles a oxyder.

La classification des laccases selon leur spécificité de substrats est difficile car celle-ci
varie d’un organisme a 1’autre et dépend du potentiel redox de I’enzyme et des substrats. La
laccase de Neurospora crassa peut oxyder seulement les ortho- et para-diphénols, a 1'exception
du phloroglucinol. Les laccases de Cerrena unicolor et Trametes versicolor, quant a elles,
peuvent oxyder les méta-diphénols. Par ailleurs, des travaux ont montré une préférence vis-a-
vis des para-diphénols pour la laccase de Cerrena unicolor et une préférence pour les ortho-
diphénols pour la laccase de Trametes versicolor (Madhavi & Lele, 2009).

[.8.2 Oxydation indirecte - substrats non phénoliques

Souvent, les substrats d'intérét ne peuvent pas étre oxydés directement par les laccases,
soit parce qu'ils ne peuvent pas accéder au site actif de I'enzyme (encombrement stérique), soit
parce qu'ils ont un potentiel redox trop élevé. En imitant la nature, il est possible de surmonter
cette limitation grace a l'ajout de médiateurs chimiques tels que le 2,2,6,6-tétra méthyl
pipéridine-1-oxyl (TEMPO) ou I’acide 2,2’-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique)
(ABTS). Ces composés agissent comme des substrats réducteurs intermédiaires pour la laccase.
Leur forme radicalaire oxydée, générée par la laccase, interagit a son tour avec le substrat
volumineux ou possédant un potentiel redox élevé (Figure 9) (Kudanga et al., 2011). Par ce
processus indirect, la lignine peut étre dégradée par voie oxydative, en présence d'une laccase

et de ’ABTS (Madhavi & Lele, 2009).
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HZO Laccase(ox) Substrate(red)
; D C
02 Laccase(red) Substrate(ox)
H20 Laccase(ox) Mediator(red) Substrate (%)
; J C
O2 Laccase(re d) I\/Iediator(ox) Substrate(red)

Figure 9 : Représentation schématique du cycle redox de la laccase en absence (a) ou en
présence d’un médiateur chimique (b) (Riva, 2006)

1.9 Facteurs influencant ’activité des laccases

Les enzymes sont des catalyseurs biologiques spécifiques dont I’activité optimale varie
selon plusieurs parametres tels que le pH, la température, les concentrations en substrats, les
inhibiteurs, les inducteurs, la composition du milieu...

9.1 Influence du milieu réactionnel

Les réactions catalysées par des laccases en milieu aqueux sont limitées en raison de la
forte réactivité des intermédiaires générés (quinones, semi-quinones). Ceux-ci polymérisent
rapidement et spontanément, conduisant a la formation de polymeres insolubles et a I'apparition
d'agrégats. Le rendement de conversion des phénols chute alors fortement en raison de
I’inactivation de I’enzyme (par les produits de la réaction) et de son incapacité a diffuser dans
le milieu (Colombo & Carrea, 2002). L’effet du solvant dans une réaction enzymatique a €té
largement démontré. En effet, celui-ci interagit directement avec 1’enzyme ; il influence par
ailleurs la solvatation des substrats et des produits dans le milieu réactionnel. Un solvant
organique peut dénaturer 'enzyme en modifiant la structure tridimensionnelle de la protéine
entrainant ainsi une perte de 1’activité catalytique. Au contraire, I'eau participe au maintien de
la structure protéique et de l'activité enzymatique associée (Guoning Fan, 2006; Vachoud,
Chen, Payne, & Vazquez-Duhalt, 2001a). D’autre part, en milieu organique, le solvant permet

d’augmenter la solubilité des substrats et des produits. Il permet également une meilleure
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dissociation des complexes enzyme / produits grace a 1’insolubilité¢ des enzymes en phase
organique et a la solubilité dans la phase organique des produits de la réaction. Ceci se traduit
par une faible inhibition de I'enzyme par les produits et par une faible diffusion des ces derniers
au niveau du site actif. Compte tenu de ces observations, les milieux combinant une phase
aqueuse et un solvant organique miscible apparaissent comme des milieux intéressants pour
mener des réactions enzymatiques impliquant des substrats ou des produits insolubles dans I'eau
(Carrea & Riva, 2008).

On peut noter également que le solvant influence le nombre et la taille des produits
d’oxydation. Dans 1'étude menée par Mustafa et ses colleges (2005), I'oxydation de I'acide
férulique en présence de la laccase de Myceliophthora thermophila a été menée en milieu
aqueux et en milieu diphasique émulsionné (acétate d’éthyle 80% - tampon phosphate 20%).
Dix produits d’oxydation ont été identifiés dans le milieu aqueux, contre trois seulement dans
le milieu diphasique (Mustafa et al., 2005).

[.9.2 Influence du pH

Le pH optimal des laccases dépend des substrats et de 1'origine de 1'enzyme. Dans le cas
ou le substrat est un phénol, le pH optimal des laccases fongiques varie de 3 a 8 ; il peut aller
jusqu’a 9 pour les laccases des plantes. En utilisant I’ABTS comme substrat, le pH optimal est
plus acide et se situe entre 3 et 5 (Madhavi & Lele, 2009).

Par ailleurs, le pH du milieu influence le potentiel redox des partenaires de la réaction. 1l
est admis que : E° (Substrat) < E° (Enzyme) < E° (0O2/H20) (Feng Xu, 1997).

Influence du pH sur le potentiel redox du substrat : a pH élevé, la fixation des groupements
hydroxyle déprotonés du substrat sur le cuivre du site actif (T2 ou T3) empéche le transfert
interne des é€lectrons , conduisant a une diminution de I’activité enzymatique (Feng Xu, 1997).
Influence du pH sur le potentiel redox de I'enzyme : le potentiel redox des laccases change

avec le pH. Ainsi, il a ét€é montré que le potentiel redox de la laccase de Myceliophthora
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thermophila augmente quand le pH passe de 7 a 11, provoquant une amélioration de I'activité
enzymatique (Feng Xu, 1997).
Influence du pH sur le potentiel redox de 1'oxygene : quand le pH augmente jusqu'a 11, le
potentiel du couple (O2/H20) diminue. Ceci entraine une diminution de la vitesse de transfert
des électrons dans le systtme et donc une diminution de la vitesse de la réaction (Feng Xu,
1997).
1.9.3 Influence de la température

La température optimale des laccases varie essentiellement selon la source de I’enzyme.
La plupart des laccases sont stables et actives dans une plage de températures allant de 30 °C a
50 °C (Nagai et al., 2002). Ainsi, Asgher et al., 2012 ont constaté que 1’activité maximale de la
laccase de Trametes versicolor est obtenue a 40 °C. A des températures supérieures a 60 °C,
une perte d'activité due a la dénaturation de 1’enzyme est observée. La thermostabilité de
I’enzyme dépend de plusieurs facteurs :
- La structure de I’enzyme : la thermostabilité augmente avec le nombre de ponts disulfures
pouvant s'établir au sein de la protéine (Whitehurst & Oort, 2009).
- La nature et le pH du milieu : la thermostabilit¢ de I’enzyme est plus élevée en milieu
organique et/ou alcalin ou neutre, qu’en milieu aqueux et/ou acide parce que les molécules
d’eau libre participent a la dénaturation thermique de I’enzyme (Salleh & Basri, 2006).
- La forme de I’enzyme : les enzymes immobilisées sont plus thermorésistantes que les enzymes
libres (Aguiar-Oliveira & Maugeri, 2011).

[.9.4 Influence des activateurs / inhibiteurs

Des études ont montré que I’azide, 1’acide thioglycolique et I’acide diéthyl-dithio-
carbamique sont des inhibiteurs des laccases. Capables de se lier aux cuivres de type 2 et 3 du
site actif des laccases, ces molécules bloquent le transfert interne d’électrons et causent par suite

une inhibition de 1’activité. D’autres inhibiteurs de ’activité laccasique sont connus, tels que
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les ions métalliques (Hg*?), les thiocyanates ou encore les détergents cationiques (Madhavi &
Lele, 2009). La cystéine est I’inhibiteur le plus efficace des laccases, suivi par L’EDTA. Au
contraire, les ions Cu?*, Mn>* et Fe>* sont des stimulateurs des laccases. L’activation des
laccases due i ’addition des ions Cu* peut étre expliquée par le remplissage du site de liaison
de type 2 par des ions de cuivre (Asgher et al., 2012).
.10 Produits d’oxydation des laccases

Les ortho- | para- quinones sont les produits primaires de 1’oxydation enzymatique des
phénols. Ce sont des especes tres instables et fortement électrophiles absorbant dans le visible
des couleurs allant du jaune brillant (catéchine) ou rose (acide caféique) en passant par le jaune
orang¢ (acide chlorogénique) jusqu’au brun (Kermasha, Bao, Bisakowski, & Yaylayan, 2002).
Ces especes tres réactives sont rapidement impliquées dans d’autres réactions, qui conduisent
a la formation de nouveaux composés dont certains sont colorés.
I.11 Réactivité des quinones et additions nucléophiles

[.11.1 Réactivité avec I’eau

Les quinones sont instables en milieu aqueux. Ces especes réagissent avec 1’eau en
donnant des trihydroxybenzenes ; ceux-ci réagissent ensuite avec d’autres quinones pour former
des hydroxyquinones, qui sont enfin le siege d’une condensation oxydative pour donner des
polymeres. Par contre, dans un milieu organique, les réactions de polymérisation des quinones
sont défavorisées (Mustafa et al., 2005).

I.11.2 Réactivité avec les amines et leurs dérivés (amination)-Additions nucléophiles

Les quinones peuvent réagir avec les groupements amines terminaux de molécules
nucléophiles telles que les amines et leurs dérivés. Des liaisons covalentes stables (C-N) sont
établies, conduisant a la formation d'amino-quinines, sous forme soit de base de Schiff, soit

d'adduit michaélien (Figure 10).
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Figure 10 : Réactions entre les quinones et les amines conduisant a des bases de Schiff

et des adduits de type michaélien (Guneet Kumar, Smith, & Payne, 1999)

Les quinones peuvent réagir avec les groupements amines d’acides aminés libres comme
la lysine, la tyrosine ainsi qu’avec ces acides aminés associés au sein d'un peptide (Tyrosine-
Lysine) (Mikolasch et al., 2010). D'autres travaux rapportent des réactions avec la protéine 3-
lactoglobuline (Jung & Wicker, 2012a). D'autres molécules non peptidiques comportant des
groupements amine peuvent réagir avec les quinones. C'est le cas du chitosane (Aljawish,
Chevalot, Jasniewski, Paris, et al., 2014) ou du polyamide/ n-Butylamine (Acero et al., 2012).

I.11.3 Réactivité avec les autres phénols

En général, les quinones formées par oxydation sont impliquées dans des réactions de
couplage pour former des dimeres, des oligomeres ou des polymeres. Les ortho- ou para-
quinones peuvent former des dimeres homogenes en réagissant avec une méme molécule de
phénol. Ces dimeres résultent de la formation de nouvelles liaisons de type biphényle entre 2
atomes de carbone (C-C) ou biphényle-éther entre un atome de carbone et un atome d'oxygene
(C-0). En outre, des dimeres hétérogenes peuvent étre formés si les quinones réagissent avec

des entités phénoliques de nature différente (Mikolasch et al., 2010).
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1.12 Applications biotechnologiques des laccases

En raison de leur large spécificité de substrat et de leur biodégradabilité, les laccases
participent au développement de procédés industriels efficaces, durables et respectueux de
I'environnement. Des applications biotechnologiques impliquant des laccases, telles que le
contrble de la pollution de I’environnement, 1’industrie alimentaire, 1’industrie textile,
l'industrie pharmaceutique et cosmétique, et le développement de biocapteurs se révelent tres
prometteuses. Celles-ci sont décrites ci-apres.

1.12.1 Applications environnementales
Traitement des eaux polluées : Les laccases semblent étre un biocatalyseur prometteur pour
améliorer la biodégradation des micropolluants dans les eaux usées, dans une étape de
traitement complémentaire (Ba, Arsenault, Hassani, Jones, & Cabana, 2013; Chandra &
Chowdhary, 2015; Margot et al., 2013). Les laccases pourraient €tre utilisées aussi pour
décolorer les effluents, en dégradant les composés phénoliques colorés contenus dans les eaux
résiduelles des brasseries (Solis-Oba, Almendariz, & Viniegra-Gonzalez, 2008). Elles reduisent
la phytotoxicité des jsous-produits agricoles, y compris les déchets issus de l'extraction de
I’huile d’olive ou de la pulpe de café, permettant ainsi leur réutilisation en tant qu’agents
fertilisants pour des cultures (Quaratino et al., 2007).
Bioremédiation de sols contaminés : plusieurs études ont montré la capacité des laccases
fongiques a dégrader ou a polymériser les polluants organiques toxiques contenus dans le sol,
tels que les xénobiotiques, les herbicides (isoxaflutole), les pesticides (chlorophénol), le
bisphénol A (BPA) et autres contaminants (Alcalde, Ferrer, Plou, & Ballesteros, 2006; Kudanga
et al., 2011; Viswanath et al., 2014).
1.12.2 Industries agro-alimentaires
De nombreux substrats des laccases, tels que les glucides, les acides gras insaturés, les

phénols, et les protéines contenant des thiols, sont des composantes importantes de divers
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aliments et boissons. Leur modification par les laccases peut conduire a de nouvelles
fonctionnalités, une amélioration de la qualité ou une réduction des colts (Kirk, Borchert, &
Fuglsang, 2002). Par exemple, la laccase induit la gélification de la pectine de betterave et
participe aussi a I’amélioration la stabilité de 1'émulsion huile-dans-eau (Osma, Toca-Herrera,
& Rodriguez-Couto, 2010).

Les laccases peuvent étre utilisées pour améliorer ou modifier la couleur des aliments et
des boissons par 1'élimination de composés phénoliques indésirables, responsables du
brunissement, de la formation de la brume et de la turbidité des jus de fruits, de la bicre et du
vin (Shraddha et al., 2011). De plus, des travaux ont montré que la laccase de champignon est
capable d’augmenter la résistance de la pate et de diminuer son extensibilité¢ dans la farine et
dans la pate de gluten (Brijwani et al., 2010).

Le dioxygene est, la plupart du temps, nuisible a la qualité des aliments et des boissons
au cours de leur stockage ou de leur transformation, en provoquant leur altération oxydative.
Les laccases peuvent étre utilisées comme agents piégeurs de 1’oxygene pour une meilleure
conservation des aliments (Farneth, Hasty, Damore, & Chisholm, 2005). Des traitements
enzymatiques impliquant les laccases ont été proposés pour stabiliser les jus de fruit et le vin,
pour améliorer la saveur des huiles végétales ainsi que la couleur d'un produit a base de thé
(Kunamneni et al., 2008). Une laccase est également utilisée pour réticuler 1'acide férulique et
la pectine de betterave via un couplage oxydatif pour former des gels utilisés comme
ingrédients alimentaires (Zaidel et al., 2012).

[.12.3 Industrie pharmaceutique

Les laccases ont la capacité de modifier des molécules bioactives et d'en synthétiser de
nouvelles pouvant intéresser 1'industrie pharmaceutique, dans des conditions douces. Elles ont
ainsi été utilisées pour catalyser des réactions de couplage oxydatif conduisant a la synthese des

composés actifs comme des antimicrobiens, des détoxifiants, des anesthésiques, des anti-
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inflammatoires (Pannu & Kapoor, 2014). Des antibiotiques ont également été produits a partir
de couplages catalysés par des laccases. On peut citer la vinblastine, la mitomycine, le dimere
X de pénicilline, les céphalosporines (Kudanga et al., 2011). Dans une autre étude, le couplage
des dérivés de I’acide 2,5-dihydroxybenzoique a I’ampicilline ou I'amoxicilline, catalysé par la
laccase de Trames spec. a permis la synthese de 8 nouveaux antibiotiques: pénicillines, avec
des activités comparable a 1’ampicilline et amoxicilline (Mikolasch et al., 2006).

Les laccases pourraient étre utilisées pour synthétiser des acides aminés présentant des
propriétés biologiques intéressantes et pouvant étre la base de nouveaux composés
pharmaceutiques. Par exemple, la laccase est capable de former une liaison C-N entre le L-
phénylalanine et différents para-hydroquinones aboutissant a des dérivés d’acide aminé mono-
et diaminé. Ces dérivés ont un potentiel important dans le développement de nouveaux adhésifs
et autres biomatériaux (Hahn et al. 2009). De plus, des substrats dihydroxylés de la laccase
peuvent étre couplés au tryptophane, a la phénylalanine ou la L-1ysine pour former de nouveaux

adhésifs médicaux, chirurgicaux et dentaires (Mikolasch et al., 2010).

1.12.4 Biocapteurs
Un certain nombre de capteurs ont été€ développés en se basant sur la capacité des laccases
a catalyser des réactions de couplage. Ainsi, des études rapportent la fabrication de biocapteurs
impliquant une laccase (Rodriguez Couto & Toca Herrera, 2006). Le principe de ces derniers
est basé sur le fait que la laccase réduit I’oxygeéne en eau ; le capteur suit la consommation de

I’oxygeéne durant 1I’oxydation de 1’analyte.

1.12.5 Industries textiles
Les colorants utilisé€s dans les textiles sont toxiques en raison de la présence de composés
aromatiques et de chlorures métalliques. Ceci justifie I’augmentation de la demande pour
éliminer les colorants des effluents industriels. Les laccases sont apparues comme des outils

intéressants pour traiter les teintures en raison de leur capacité a dégrader différents colorants
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et a catalyser des réactions de couplage entrainant une élimination des colorants (S. S. Desai &
Nityanand, 2011; Moilanen, Osma, Winquist, Leisola, & Couto, 2010).

Les laccases pourraient €tre utilisées aussi pour fixer des molécules fonctionnelles comme
le gallate de lauryle (Hossain, Gonzélez, Lozano, & Tzanov, 2009) ou ’acide férulique (Sun,
Xing, & Tang, 2015) sur les fibres textiles telles que la laine, le coton, le nylon... Ceci
permettrait d'obtenir des textiles multifonctionnels présentant des propriétés antioxydantes,
antibactériennes, anti-UV.

De plus, les laccases peuvent teinter les fibres textiles. Par exemple, les réactions de
couplage entre des méthoxyphénols et le 3-méthyl-2-benzothiazolinone hydrazone catalysées
par la laccase produisent un azo-colorant rouge. La laccase, peut catalyser la dégradation
oxydative de colorants azoiques ce qui permet la décoloration des effluents des industries
textiles (Kudanga et al., 2011; Setti, Giuliani, Spinozzi, & Pifferi, 1999).

[.12.6 Industries cosmétiques

Un nouveau domaine d’application des laccases est la cosmétique. Des préparations
cosmétiques et dermatologiques contenant des protéines laccasiques pour blanchir la peau ont
été développées (Golz-Berner, Walzel, Zastrow, & Doucet, 2007).

Des laccases ont été utilisées pour développer des produits de soins comme les déodorants, les
dentifrices, les détergents, les savons et les couches (Kunamneni et al., 2008) ainsi que dans des
colorants pour cheveux. Ces derniers sont moins irritants et plus faciles a appliquer que les
colorations actuellement utilisées car les laccases remplacent des produits chimiques tels que
H>0> en milieu alcalin. Des chercheurs ont utilisé la laccase de Trametes versicolor pour
catalyser la polymérisation de précurseurs phénoliques (15 composés ont été testés). Les
produits résultant de cette polymérisation sont colorés. Une large palette de couleurs a été

obtenue en mélangeant deux monomeres phénoliques (Jeon et al., 2010).
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II. Revue de synthese bibliographique

II.1 Introduction

Les polysaccharides constituent une classe importante de polymeres biologiques présents
dans presque tous les organismes vivants tels que les algues, les plantes, les micro-organismes
et les animaux (Sinha & Kumria, 2001). La plupart de ces polymeres sont biologiquement
inertes, biodégradables et polyfonctionnels.

Pourtant, leur utilisation sous leur forme native n’est pas toujours commode (solubilité
parfois limitée, dispersion difficile dans différentes matrices, balance hydrophile / hydrophobe
inadaptée). Pour ces raisons, différentes méthodes (physiques, chimiques et biologiques) ont
été concues pour modifier leur structure et améliorer leurs propriétés physiques, chimiques et
mécaniques. Ces méthodes mettent a contribution les différents groupements fonctionnels
(hydroxyles, amines, carboxyles ...) présents dans la structure des polysaccharides.

Ce chapitre est une syntheése bibliographique portant sur quatre polysaccharides
particulierement abondants dans la nature : la cellulose, I’amidon, la pectine et le chitosane.
Elle se présente sous la forme d'une revue acceptée apres modification dans le journal ‘Enzyme
and Microbial Technology’. Apres un rappel de la structure, des sources, propriétés et
applications des polysaccharides, le travail de revue se focalise sur les différentes modifications
enzymatiques appliquées aux polysaccharides et rapportées dans la littérature. Les principales
voies de transformations décrites sont des réactions d’oxydation, d'acylation/estérification, de
phosphorylation et de copolymérisation. Cette étude bibliographique permettra de faire le point
sur les principales avancées scientifiques concernant la fonctionnalisation enzymatique de

polysaccharides et de positionner notre travail de fonctionnalisation de la pectine.
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II.2 Enzymatic modification of polysaccharides: mechanisms, properties, and

potential applications. A review
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Abstract

Polysaccharides are natural biopolymers found in almost all living organisms. They are
used extensively in various industrial applications, such as food, adhesives, pharmaceuticals,
and cosmetics. In many cases, their practical use is limited because of their weak solubility in
neutral pH and their unsuitable hydrophilic / hydrophobic balance. In this context, chemical or
enzymatic modification of their structure appears as a relevant way, to improve their properties,
and thus to enlarge the field of their potential applications. Taking into account the reduction
of the input energy and the environmental impact, and due to high specificity and selectivity
properties, enzymatic bioprocesses have been investigated as attractive alternatives to toxic and
non-specific chemical approaches. This review discusses the methods of enzymatic
functionalization of four well-known polysaccharides, chitosan, cellulose, pectin and starch.
Particular emphasis was placed on the methods, the reaction types such as oxido-reduction,
esterification, and copolymerization. The impact of functionalization on the properties and the

applications of polysaccharide derivatives was described.

Keywords: Functionalization, enzyme, chitosan, cellulose, pectin, starch.

Highlights:
e The main enzymatic pathways for the modification of four well-known polysaccharides
were reported.
e The mechanisms of the different enzymatic reactions were described.
e Structural modifications and functional properties were addressed.
e Potential applications of polysaccharide derivatives were summarized.
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Introduction

Polysaccharides are an important class of biological polymers joined by glycosidic bonds,
universally found in almost all living organisms such as seaweeds (alginate, agar-agar and
carrageenan), plants (cellulose, hemicelluloses, pectin and guar gum), microorganisms (dextran
and xanthan gum), and animals (hyaluronan, chondroitin, chitin and heparin) [1]. Thus, they
constitute interesting renewable sources that can be used for the synthesis of high performance
materials [2]. The biological function of polysaccharides is usually either structural or storage-
related. For example, starch is a storage polysaccharide in plants, whereas cellulose and chitin
are structural polysaccharides respectively in cell walls of plants and exoskeletons of
crustaceans [3,4]. Most of these polysaccharides are biologically inert, safe for humans and
abundantly available in the natural environment [5]. They possess several others advantages
such as low costs, biodegradability in the ecosystem, renewability [6], polyfunctionality,
chemical reactivity, chelating and absorptive capacities in the treatment of wastewater [7]. In
spite of these properties, the use of these polymers in their native forms is not always convenient
(problem of solubility, dispersion in various media, unsuitable hydrophilic / hydrophobic
balance). For these reasons, different ways have been tailored to modify their structure, then

conferring the necessary physical, chemical and mechanical properties.

Polysaccharides possess many highly reactive groups (acetamido, primary amino,
carboxyl and/or hydroxyl groups) that can be involved in various functionalization
pathways. In particular, they are characterized by a high hydrophilicity due to the presence
of many hydroxyl groups on their composing units [8]. Over the years, many chemical
reactions such as oxidation, sulfation, esterification, amidation, have been performed
involving the free carboxyl, amino or hydroxyl groups distributed along the
polysaccharide backbone [9] aiming to create derivatives with determined/adapted

properties [10,11]. These chemical processes usually lead to high conversion yields. Their
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main drawbacks, however, remain the toxicity of the chemical reagents used and the lack
of selectivity. Faced with these limitations, an increased emphasis on eco-efficiency and

green chemistry has driven a search for renewable and environmentally friendly processes.

In the past years, enzymatic bioprocesses have been more and more explored as alternative
ways to modify the structure and then the properties of polysaccharides. Their main
advantages are a high selectivity and substrate specificity, enabling the synthesis of
products with well-defined and/or stereospecific structures [12—15]. In addition,
enzymatic reactions can be performed under mild conditions and often lead to less or no
undesired by-products contrary to chemical processes that require harsh conditions (e.g.
strong acids for nitration and sulfonation) and highly reactive compounds (e.g.
chloromethyl methyl ether, ethylene oxide, or acid chlorides) [15]. Such procedures have
been successfully performed to graft molecules such as fatty acids, proteins, phenols
aiming to improve or create biopolymers with interesting mechanical and/or biofunctional

properties.

This review aims to present the different strategies of enzymatic modification
applied to four of the most abundant polysaccharides, the chitosan from animal and
microbial sources and the polysaccharides isolated from vegetal sources in the order of

their natural abundance cellulose, pectin and starch (Figure 1).
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Figure 1: Summary of the different enzymatic modifications applied to chitosan,

cellulose, pectin and starch, mentioned in the review
Chitosan

Chitosan is the second most abundant polymer in nature after cellulose and derives from
N-deacetylation of chitin in the presence of hot alkali [16]. Chitosan is a linear polysaccharide,
essentially composed of B (1-4) D-glucosamine (GIcN) linked to N-acetyl- D-glucosamine
residues (GIcNAc). This polymer is found in the shellfish waste from shrimp, crab and lobster
[17] as well as in the mycelia of various fungi including Ascomycetes, Zygomycetes,
Basidiomycetes and Deuteromycetes [18]. The properties of chitosan are greatly affected by its
structure, which is correlated with the conditions under which it is processed. The deacetylation
degree (DD) of chitosan is extremely important because it affects some physicochemical
properties such as the solubility, the flexibility, the conformation of the polymer and hence the

viscosity it may induce [19]. Chitosan is a weak base with pKa values ranging from 6.2 to 6.5.
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The soluble-insoluble transition occurs at pH between 6 and 6.5 which is a particularly

convenient range for biological applications [20].

II.1  Applications
Chitosan has many intrinsic functional properties that make it an attractive material in
various applications as presented in the Table 1 [21].

Table 1: Some applications of chitosan

Application fields Properties and uses References

Food Antimicrobial and preservative agent, Edible film (22, [23]
Accelerate calcium and iron absorption [24]
Dietary fiber [25]

Pharmaceutical Protective effect on bacterial infection [26]

& medical Immuno-enhancing, antitumor agent [27]
Anti-ulcer and anti-acid action [28]
Carrier for drug and DNA delivery system [29]
Hypocholesterolemic and antioxidant [30]
Accelerator of wound healing and [31]

absorbable surgical suture

Biotechnology Support for immobilized enzymes [32]
Porous beads for bioreactors [33]
Resin for chromatography [33]
Membrane material [33]
Environment Wastewater treatment [34]
Agriculture Seed coating preparation [35]
Activator of plant cells [36]
Antimicrobial activity for plant pathogen [36]
Cosmetic Water-retaining and moisturizing agent; [37]

component, hand and body creams, shampoos and toothpastes

II.2 Enzymatic modifications

Thanks to the presence of reactive -OH and -NH: groups on chitosan structure, many
enzymatic modifications have been performed under homogeneous or heterogeneous
conditions, aiming to improve the properties of the polymer and even create new functions

[38].

28



Bibliographie

O CH, .
R=H or<<g_(l;H_o>‘ pi Chitosan
n

NH, CH,OH
Lactone |
0 H,N—peptide cham—g—pepﬁde chain—aa—COOH o jo]
Protein ,lle HO.
RHN N
n
| |
RO - H,N—peptide cha 3 peptide cha aa —OH
° . [l
CH,OR Lipase CH,0H Transglutaminase NH, Protein N

n Chitosan n
HO
° o
7y

CH,OH

[0}
itosa n
é Tyrosinase Chitosan
O -— HO:
2
0,

Protein Protein

Path 2

[}
o}
o
i
o o
CH,OH
o
RCOO
0——CR N
| H,N
o}
HOo.
0
o} CH,OH
OoH n
NH, n

Electrostatic interaction

zT

Schiff-base mechanism

Ester Linkage
Figure 2: Enzymatic routes of chitosan functionalization using polyphenol oxidases.

Structures possibly obtained are shown in the figure.

Flavonoids can only react in heterogeneous conditions (path1) forming either a Schiff base or a Michael adduct.
Phenolic acids can in turn react under heterogeneous (path 1) or homogeneous conditions (path 2).

“aa” can be any amino acid having NH; on his lateral chain
I1.2.1 Oxido-reduction
On a fundamental level, redox transformations are a family of reactions that are concerned
with the transfer of electrons between species. Among them, polymerization reaction can be
performed. Free radicals are produced in the redox initiation system by oxidation of the
substrate, which in turn initiates polymerization and the conceivable mechanism for copolymer

formation [39].
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- Grafting of phenolic compounds onto chitosan

Tyrosinases, peroxidases, and laccases constitute the three classes of enzymes that were
used for the grafting of phenolic entities onto chitosan. In 2002, Aberg and co-authors worked
on the enzymatic functionalization of chitosan with arbutin aiming to improve its functional
properties. Arbutin is a natural low-molecular-weight phenolic acid found in pears.
Homogeneous reactions were performed in solutions containing chitosan, arbutin and
tyrosinase at room temperature, at pH around 6. Generally, tyrosinase was known to catalyze
both o-hydroxylation of monophenols to o-diphenols, and oxidation of o-diphenols to o-
quinones. The quinones formed are highly reactive compounds, which may suffer nucleophilic
attack (non-enzymatic reaction) of other phenolic groups, amino acids, peptides or proteins
(Figure 2). After 7 h of reaction, the viscosity of the solution increased and a gel was formed
due to the grafting of arbutin oxidation intermediates onto chitosan. Additionally, this gel was
shown to be easily broken in the presence of chitosanase, proving that the chitosan derivatives

remain biodegradable [40].

Tyrosinase was also used as a catalyst for the grafting of hexyloxyphenol onto chitosan
under homogeneous conditions (where chitosan is soluble in the acidic reaction media) and
heterogeneous conditions (where chitosan is insoluble in the reaction media at pH 7.5-8 [41].
The spectral studies showed a modification of chitosan structure that could explain changes in
its physicochemical properties. Based on contact angle measurements, the heterogeneous
modification of a chitosan film produced a hydrophobic surface due to the substituent. On the
contrary, homogeneous conditions led to a polymer that exhibited the same rheological

behavior as a water-soluble polymer [42,43].

Chlorogenic acid is a natural non-chlorinated compound which structure contains a
carboxyl group, secondary hydroxyl groups and phenolic groups. It is the major secondary

metabolite that accumulates in coffee seeds [44]. The enzymatic crosslinking between chitosan
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and chlorogenic acid was performed by using mushroom tyrosinase (MT). By applying slightly
acidic conditions (pH 6), it was possible to modify chitosan with chlorogenic acid under
homogeneous conditions. The derivative produced was found to be soluble under both acidic
and basic conditions but insoluble under near-neutral pH. The increase in chitosan solubility in
base was explained by the carboxylate and hydroxyl groups of the quinic acid moiety generated
from chlorogenic acid [45]. Later on, Kumar et al., (2000) produced gels by reacting chitosan
with p-cresol in the presence of MT under homogeneous conditions. The derivative was shown
to result from the grafting of the low molecular weight phenolic substrate (p-cresol) onto

chitosan amino groups. These results were confirmed by Wu et al. (2000) [46].

In a study aiming to graft chitosan fibers with different flavonoids (flavanols, flavonols,
flavone, flavanone, isoflavone), tyrosinase was used as a catalyst [47]. Tyrosinase was capable
to oxidize selected flavonoids to the corresponding o-quinones, which covalently bound to
chitosan amino groups. This modification allowed increasing the antioxidant and antimicrobial
activities of chitosan fibers [47]. Similarly, another study was conducted on fisetin and
quercetin grafting onto chitosan-based viscose fibers. An increase in the antioxidant activity of

fibers and a decrease in their antimicrobial efficiency were observed [48].

In the study conducted by Chao et al., (2004), chitosan was modified aiming to provide
the ability to adsorb cationic dyes from water. Four kinds of phenol derivatives were used as
substrates of tyrosinase: 4-hydroxybenzoic acid (BA), 3,4-dihydroxybenzoic acid (DBA), 3,4-
dihydroxyphenyl-acetic acid (PA), hydrocaffeic acid (CA). FTIR analyses demonstrated that
chitosan amino groups were partially modified by products obtained from tyrosinase-catalyzed
oxidation of phenol derivative. To assay the adsorption of cationic dyes, Langmuir type
adsorption was used. The maximum adsorption capacities for both dyes (crystal violet and
bismarck brown Y) were increased with the following order chitosan-CA > chitosan-PA >

chitosan-DBA > chitosan BA [49].
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Moreover, mushroom tyrosinase was shown to mediate the grafting of caffeic acid onto chitosan
in phosphate buffer at pH 7 and possibly led to the covalent crosslinking of chitosan. This
reaction confers mechanical and redox properties to chitosan films [50]. However, the main
disadvantage of using tyrosinase is that reactions involving quinones may be hard to control,
leading to a mixture of structures including monomeric and oligomeric phenolic substituents

[51].

In another study aiming to investigate the effects of grafting hydrophobic phenolic
compounds on the packaging-related surface properties of chitosan coatings, tyrosinase from
Trichoderma reesei fungus was used. This latter catalyzed the grafting of octyl gallate and
dodecyl gallate onto chitosan amino groups at pH 6. Solutions containing chitosan/gallate
derivatives were applied as functional coating on food packaging materials. Resulting coatings
exhibited strong antimicrobial activity against Gram-positive Staphylococcus aureus and
Listeria innocua [52]. Similarly, chitosan/gallate conjugates were produced using Horseradish
peroxidase (HRP) with the aim of enhancing the antimicrobial activity of native chitosan

against E. coli and Listeria monocytogenes as well as its antioxidant activity [53,54].

Sakai et al., (2009) demonstrated that the incorporation of phenolic groups onto chitosan
further enlarges its applications especially in tissue engineering and in drug delivery as
injectable hydrogels. The reaction was performed in a chemoenzymatic approach made of two
steps: the first one is the chemical conjugation of chitosan with phenolic hydroxyl groups of 3-
(p-hydroxyphenyl) propionic acid, using aqueous-phase carbodiimide activation. Then,
chitosan derivatives were produced in a second step using a peroxidase in the presence of H20».

These derivatives were soluble at neutral pH and jellified within seconds [55].

In another study aiming to develop an oxidized polysaccharide-based hydrogel useful for
tissue regeneration, a chemoenzymatic reaction was performed. The first step consists in the

chemical oxidation of chitosan with periodate. The second step is the enzymatic conjugation
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between tyramine-functionalized polyethylene glycol-nitrophenyl carbonate ester and oxidized
chitosan catalyzed by the horseradish peroxidase (HRP) in the presence of hydrogen peroxide.
The oxidized chitosan backbone formed via the Schiff-base reaction, was expected to enhance
the interlinkage between the hydrogel layer and collagen in the tissues. The hydrogel was
rapidly formed in situ in the presence of HRP. The hydrogel exhibited high tissue adhesion
strength on porcine skin models as well as good tissue-adhesive ability and wound healing

properties on rabbit skin [56].

In order to develop natural substitutes to synthetic polymers and new polymer processing
methodologies, Vachoud et al., (2001) studied the ability of HRP to catalyze the enzymatic
functionalization of chitosan with dodecyl gallate (DDG). Gallates are natural phenols derived
from plant tannins. A chitosan solution was incubated with DDG, H202, and peroxidase (HRP);
the reaction medium was 20% ethanol in aqueous buffer (pH 4.5). In this medium, chitosan was
soluble while DDG was only partially soluble leading to a suspension. The reaction mixture
was stirred for 75 min at room temperature. HRP allowed the conversion of phenolic substrates
into free radical intermediates that underwent a complex set of non-enzymatic reactions
involving chitosan amino groups (Figure 2). Analyses provided evidence of the grafting of
phenolic moieties onto chitosan [57]. A similar study was performed to graft gallic acid onto
chitosan using HRP and H202. The resulting product: chitosan gallate was a novel type of

polysaccharide antioxidant, with a better water solubility than chitosan [58].

Torres et al., (2012) studied the synthesis of chitosan-flavonoid conjugates by enzymatic
treatment with chloroperoxidase (CPO, EC 1.11.1.10). In this work, the CPO oxidized
flavonoids in a biphasic medium (20% isopropanol and 80% acetate buffer) in the presence of
H202 and chitosan. Oxidation adducts were produced from the reaction between the catechol
(o-quinone) moiety of flavonoids and the chitosan amino groups (Figure 2). In this study,

quercetin, rutin, naringin, hesperidin were shown to be good substrates for the CPO contrarily
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to chrysin. However, only intermediates produced from quercetin could be linked to chitosan.
Due to enzymatic treatment, some properties of chitosan were improved such as plastic,
antioxidant and antimicrobial properties as well as thermal degradability. The chitosan
quercetin bioconjugates were used as edible films to diminish browning on Opuntia ficus indica

cladodes.

In another study, chitosan was enzymatically functionalized with catechol, caffeic acid
and dihydroxybenzoic acid using laccase from Trametes hirsuta at pH 4.5 and 37 °C in order
to increase iron chelating capacity of the polysaccharide [59]. On a mechanistic viewpoint,
laccase from Trametes hirsuta can oxidize catechol resulting in the formation of free radicals
that react with chitosan NH2 groups (Figure 2). Results indicated that catechol, caffeic acid and
2,5-dihydroxybenzoic acid were readily coupled onto glucosamine (model substrate
representing the monomeric unit of chitosan) in a 1:1 molar ratio. This enzymatic coupling led
to a decrease in free NH2 groups and subsequent exponential increase in iron-chelating ability
of chitosan. Microspheres made from chitosan derivatives can potentially be used either

therapeutically or prophylactically for iron overload problems in humans [59].

Chitosan particles were functionalized with ferulic acid (FA) and ethyl ferulate (EF) as
phenolic substrates using laccase from Myceliophtora thermophyla. This enzyme is able to
oxidize ortho- and para-diphenols, methoxy-phenols, aromatic amines and monophenols [60]
and is active in aqueous medium at room temperature and neutral pH [61]. The functionalization
of chitosan was performed on C-2 via a mechanism of Schiff base (the formation of a C=N
bond was proven by FTIR analyses). This enzymatic reaction allowed the formation of chitosan
derivatives with improved antioxidant properties, especially for those including ferulic acid
[62—64]. Another reaction involving chitosan was performed aiming to reduce the
environmental impact of effluents containing valuable corn phytochemicals, such as ferulic acid

and its derivatives, from the tortilla industry. Wastewater was enzymatically oxidized by adding
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laccase from Coriolopsis gallica at pH 4.5—6 and purified by adding a low molecular weight
chitosan. The reaction was incubated for 24 h at 25 °C. The obtained results showed a decrease
in the chemical oxygen demand of effluents and, at the same time, the generation of polymers

with potential applications in the food and pharmaceutical industries [65].

In another study done by Bozi¢ et al., 2012, laccase from Trametes versicolor was used
to functionalize chitosan with caffeic acid (CA) or gallic acid (GA) at different pH levels,
knowing that chitosan is soluble under acidic conditions. For this purpose, two modes of
grafting were done: homogeneous (pH 4.5) and heterogeneous (pH 6.5). Results showed that
the chitosan modified at a pH value of 4.5 presented the highest antioxidant activity. Moreover,
this modification increased the antibacterial activity of chitosan against Escherichia coli and

Listeria monocytogenes [66].

- Grafting of protein based substrates onto chitosan

Many researchers studied the enzymatic coupling of various proteins with chitosan.
Sericin peptides from silk fibers constitute interesting compounds that can be purified from
industrial wastewater. They were coupled with chitosan using the tyrosinase of Agaricus
bisporus under homogeneous condition. The reaction was conducted at room temperature, for
24h, in phosphate buffer (pH 6.5). The formation of sericin-chitosan conjugates via Michael
addition mechanism was proven by infrared spectra (changes in the NH stretching region). 57%
of sericin tyrosine residues were oxidized [67]. This coupling allowed complementing the
intrinsic properties of the polysaccharide (antimicrobial activity) with the new ones brought by

sericin (UV-resistant, moisturizing, antioxidant ...).

Another protein extracted from silk is fibroin. This natural polymer derived from Bombyx
mori cocoons is used as a textile fiber, and is considered as an ideal biomaterial suitable for

biomedical applications, particularly in the emerging field of tissue engineering [68].
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Mushroom tyrosinase (MT) catalyzed the oxidation of fibroin tyrosine residues to electrophilic
o-quinones. These Then, these quinones coupled with chitosan by a non-enzymatic reaction
involving the nucleophilic amino groups of chitosan via a Schiff-base or a Michael addition
mechanism. The grafting yield was correlated to the reaction time, the pH level and the
MT/fibroin ratio. The highest grafting yield was obtained at pH 7, which is more favorable to
MT activity than for chitosan solubility. This suggested that the determining step of the grafting
reaction is the formation of o-quinones [69]. According to Monti et al., 2005, chitosan was
effectively grafted onto oxidized silk, probably through a Schiff-base mechanism, as shown by
the imine band observed at about 1646 cm-1 [70]. As a result, chitosan grafting caused a -
sheet random coil conformational transition of silk fibroin leading to significant changes in
thermal behavior [71] as well as improved dyeability crinkling resistance, and antibacterial

activity [72].

Mushroom tyrosinase (MT) was known to provide an easy and secure way to convert
food-processing byproducts as casein hydrolysates into environmentally friendly products that
can offer useful functional properties. MT selectively reacts with fragments of peptides
containing accessible tyrosine residues leading to quinone intermediates. In the presence of
chitosan, these fragments grafted onto the polymer. In this reaction, quinones are expected to
react with chitosan due to the abundance and the reactivity of its nucleophilic primary amino
groups rather than with the N-terminal or the side-chain amino groups of the peptides. This

enzymatic reaction may provide “green” alternative products with viscoelastic properties [73].

In another study, tyrosinase was used to graft chitosan to a neurotransmitter called
dopamine or 3,4-dihydroxyphenethylamine, which was implicated as a potential mediating
factor in a variety of neurodegenerative disorders. Dopamine can be oxidized by tyrosinase to

form a reactive dopamine quinone that can covalently graft onto chitosan. The study done by
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Yamada and collaborators in 2000, showed the possibility to use this reaction to confer water-

resistant adhesive properties to semi-dilute solutions of chitosan [74].

The following proteins, organophosphorus hydrolase (OPH), horseradish peroxidase,
cytochrome ¢ and recombinant chloramphenicol acetyltransferase (CAT) were coupled with
chitosan films by tyrosinase-mediated reaction in the presence of various phenolic coupling
precursors (gallate ester, caffeic acid, chlorogenic acid, arbutin and dopamine) as illustrated in
Figure 2. The results demonstrated that all proteins except horseradish peroxidase can be grafted

onto chitosan and that their biological activities were retained upon coupling.

Moreover, Trametes sp. laccase (EC 1.10.3.2) was used to covalently crosslink chitosan
and gelatin. A polyphenolic extract from Hamamelis virginiana was oxidized and then used as
a mediator between chitosan and gelatin in succinate buffer, at pH 4.5. The crosslinking
occurred probably via a Michael addition mechanism. A bioactive hydrogel for wound
treatment was produced. This was stable under physiological conditions and resistant to
lysozyme degradation [75]. Moreover, many studies showed that MT and transglutaminase can
mediate the grafting of gelatin chains onto chitosan backbone. The reaction mixture containing
gelatin and chitosan was stirred overnight at pH 6, and then the enzyme was added. The
microbial transglutaminase (MTGase) catalyzes transamidation reactions leading to the
formation of N-g-(y-glutamyl) lysine that crosslinks with chitosan leading to a gel. For its part,
the tyrosinase oxidizes the accessible tyrosine residues of gelatin into reactive quinones that
can diffuse from the enzymatic active sites to undergo non-enzymatic reactions with chitosan.
The reaction resulted inthe formation of a gel with both enzymes. However, the gels obtained
with tyrosinase were observed to be relatively weaker than those produced with MTGase and
exhibited a limited lifetime [76,77]. Another study demonstrated that gelatin triple helices
provided a template to guide the cross-linking process with chitosan by means of MTGase [78].

Wang et al., 2015 reported a process involving both above mentioned enzymes and mixing their
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respective mechanisms. The enzymatic reactions were performed under homogeneous
conditions in mildly acidic conditions (pH 5.5) and at moderate temperature (30 °C) in the
presence of both MTGase and tyrosinase [79]. Once again a gel was obtained. This was
characterized by a good biocompatibility, as well as increased mechanical strength, stability,

and antibacterial activity. This constitutes a promising material for biomedical films.

In 2010, Sang and co-authors studied the enzymatic crosslinking of gelatin (20%
glutamine) to chitosan (90% free amino groups) using MTGase at pH 6. A crosslinked chitosan-
gelatin copolymer was formed via Schiff base type associations (Figure 2). The novel polymer
combined the characteristics of both chitosan and gelatin, exhibited good antibacterial
properties against Staphylococcus aureus, and then could be used for coating meat products

[80].

Edible films for food coating and pharmaceutical applications can also be produced by
grafting ovalbumin [81], or whey protein [82] onto chitosan, using MTGase. These films
showed a low degree of swelling and a good biodegradability after protease or trypsin
treatments. The linkage between the chitosan matrix and proteins also enhances the mechanical

resistance of chitosan films and helps reducing their permeability to water vapor.

In another vein of application, a study was carried out aiming to enhance some properties
of chitosan as moisture absorption and retention ability, antioxidant activity and capacity to
promote 1.929 cells growth. To this end, an enzymatic grafting of collagen peptide onto either
chitosan [83] or water-soluble carboxymethyl chitosan [84] was performed using MTGase in
phosphate buffer, at pH 6, under homogenous conditions. The results revealed that collagen—
chitosan derivatives could provide the ability to repair skin, and then could be promising

materials in cosmetic, biomedical and pharmaceutical fields.
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I1.2.2 Copolymerization

In order to increase the solubility of chitosan and chitin in organic solvents, aliphatic
polyester chains were synthesized from lactone species and grafted onto the polysaccharides,
in the presence of the porcine pancreatic lipase, at 70 °C, without stirring. Results showed that
no copolymerization was obtained with the gamma-butyrolactone whereas the reactivity order
for two other lactones was found to be: epsilon-caprolactone > beta-butyrolactone.. In spite of
high yields of grafting, all modified polymers remained insoluble in common organic solvents

such as hot chloroform, benzene and dimethyl sulfoxide [85].

In order to prepare matrices adapted for cell adhesion and proliferation and that could be
applied as scaffold material in tissue engineering and biomaterials, chitosan-graft-poly (L-
lactide) copolymers were synthetized. The porcine pancreatic lipase catalyzed the
copolymerization of L-lactide onto chitosan at low temperature (50°C), under single-mode
microwave irradiation and normal atmospheric pressure (Figure 2). A copolymer with high
grafting degree was produced. Its thermal stability and crystallinity was found to be lower than

those of native chitosan due to the grafting of poly (L-lactide) chains [86].

In addition to previously mentioned approaches, studies were conducted on the chemo-
enzymatic synthesis of amylose-chitosan co-polymers. Maltoheptaose was chemically linked
to chitosan amino groups and then acted as a graft for the further phosphorylase-catalyzed
polymerization of a-D-glucose-1-phosphate into amylose chains (Figure 3) [87-89]. This
approach was expected to be more effective than the direct coupling between two

polysaccharides for the production of new covalent hybrids.
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Figure 3: Chemo-enzymatic synthesis of amylose-grafted chitosan
III.  Cellulose

Cellulose is a linear polymer made of glucan chains that result from the repetition of two
anhydroglucose rings joined together via a B-(1—4) linkage [90]. The most commercially
exploited natural resource containing cellulose is wood [91]. Besides that, other sources of
cellulose such as plants [92], bacteria [3,93], tunicates [94,95] and algae (green, gray, red,

yellow-green) [96] can be mentioned.

Cellulose is a liquid crystalline (LC) that is characterized by a high strength and
flexibility, biocompatibility, non-toxicity and biodegradability. The numerous hydroxyl groups
present on its structure lead to the formation of a dense hydrogen bond network that makes it a
relatively stable polymer [97]. Cellulose ethers and cellulose esters are two main groups of
cellulose derivatives that present various physicochemical and mechanical properties [98]. As

well as for chitosan, enzymatic modification of cellulose has been fully addressed in the
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literature aiming to produce new derivatives with improved properties. Hydroxyl groups of

cellulose constitute the reactive sites targeted by enzymes in such bioprocesses.

II1.1 Applications

Cellulose is the most structural component in herbal cells and tissues. In addition, it plays
an important role in human food cycle indirectly. This polymer has multiple uses in many

industries such as veterinary foods, cosmetics, pharmaceuticals as shown in Table 2.

Table 2: Main applications of cellulose and its derivatives

Domain Properties and applications of cellulose References

Foods Thicken gums and sauces, stabilize oil/ water emulsions
Stabilize gas bubbles in whipped coatings with its film forming
and surfactant properties [99]
Non-caloric bulking agent and binder in prepared foods

Prevent ice crystal growth in frozen foods

Healthcare products Compression tablets, syrups, granules, semisolid preparation, [98,100]

transdermal patches

Pharmaceutics Osmotic and enteric coated drug delivery systems [101]
Bioadhesive formulations (buccal, nasal, transdermal, vaginal...) [102]

Drugs and liposomal formulations [103]
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I11.2 Enzymatic modifications
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TEMPO: 2,2,6,6-Tetramethylpiperidine 1-oxyl
I11.2.1 Oxido-reduction

In order to improve paper strength and thus to add value to the utilization of cellulosic
fibers in pulp and paper industry, a chemo-enzymatic approach using laccase and TEMPO
(2,2,6,6-tetramethyl-piperidine-1-oxy radical) was applied to modify cellulose structure. The
introduction of carboxyl and aldehyde groups onto cellulosic fibers was performed in the

presence of the laccase of Trametes villosa [104] or Aspergillus oryzae [105], in aqueous
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medium, at pH 5 and room temperature. TEMPO was used as a mediator to form reactive
laccase-mediator systems (LMS) [106]. In the presence of laccase and oxygen, TEMPO is
oxidized to form oxoammonium ion. Subsequently, cellulosic fibers in turn become oxidized.
Then, the laccase restores TEMPO back to the normal radical form and the oxidation cycle
starts again. Results showed that enzymatic treatment of pulp increased its water retention
capacity due to higher hydrophilicity.

- Grafting of phenolic compounds on cellulose

Several studies reported the grafting of phenolic compounds onto cellulose chains aiming
to provide new properties. This approach was applied by Elegir et al., (2008) who developed
an antimicrobial cellulose for food packaging. Two bioactive phenolic compounds known for
their antimicrobial activity were grafted onto lignocellulose fibers using the laccase from
Trametes pubescens. Caffeic acid and isoeugenol firstly reacted in the presence of laccase
leading to phenolic oligomers that further coupled with lignocellulose. The antimicrobial
activity of fibers treated with laccase-catalyzed bioprocess was higher than that of fibers treated
with monomeric phenols [107]. Similar modifications were applied to cellulose fibers aiming
to improve their hydrophobicity and to favor the internal sizing of paper during the papermaking
process. An enzymatic reaction using the laccase from Trametes villosa was performed to graft
lauryl gallate onto cellulose fibers in suspension. The treatment led to internal sizing of paper
and reduced water penetration [108,109].

By extension, fibers rich in cellulose can be treated by similar bioprocesses. Unbleached
flax fibers and sisal pulp were treated with two laccases (Pycnoporus cinnabarinus and
Trametes villosa, respectively) in the presence of low molecular weight phenols
(syringaldehyde, acetosyringone, and p-coumaric acid in the case of flax pulp and
coniferaldehyde, sinapaldehyde, ferulic acid and sinapic acid in the case of sisal pulp)

[110,111]. The antimicrobial activity of grafted fibers against bacteria like Staphylococcus

43



Bibliographie

aureus, Pseudomonas aeruginosa and Klebsiella pneumoniae [112] was higher than that of
native fibers showing the interest of enzymatic treatment. Some authors reported that coupling
between cellulose and phenols can be improved through chemical pretreatment of cellulose. In
a first step, cellulose fibers were aminized. In a second step, fibers were coupled with phenolic
oligomers produced by oxidation and polymerization of catechol in the presence of the laccase
from Trametes villosa (Figure 4). On a mechanism viewpoint, laccase catalyzed the oxidation
of catechol into quinone and oligomers that reacted with amino groups previously introduced
on cellulose structure [113].

II1.2.2 Acylation / esterification

The acylation of cellulose aimed to increase its hydrophobicity mainly by adding fatty
acid chains. Such modification has often been used to synthetize surfactants or rheology
modifiers. The chemical way is usually used but more and more studies are conducted on the
development of enzymatic bioprocesses.

Gremos and his collaborators studied the enzymatic acylation of cellulose with vinyl
propionate, vinyl laurate and vinyl stearate in a solvent free reaction system. A pretreatment of
cellulose into the ionic liquid BMIMCI (1-n-butyl-3-methylimidazolium chloride) [114] or
supercritical CO2 [115] was necessary to unwrap the polysaccharide and thus making it
accessible to the enzyme. Immobilized esterase from hog liver and immobilized cutinase
Fusarium solani pisi were capable of catalyzing this acylation reaction in contrast with four
common lipases (immobilized Candida antarctica lipase B, Candida cylindracea lipase,
Aspergillus niger lipase) that could not esterify the cellulosic substrate. As a result of this
enzymatic reaction, various esters of cellulose were synthesized [114,115]. The properties of
such fibers were studied. Results indicated that the degree of acylation allowed controlling the
moisture absorption properties of fibers [116]. Similar reactions were performed in anhydrous
pyridine, in the presence of Subtilisin Carsberg. The authors showed that the reaction was

regioselective and took place on the primary hydroxyl group of cellulose [117-119].
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The same approach can be applied to acetylate solid carboxymethyl cellulose (CMC) in
aqueous solution or solubilized CMC in organic solvents, using vinyl acetate and the lipase of
Aspergillus niger. The extent of acetylation was much higher in organic medium than in
aqueous solution, probably due to the limiting effect of water on the reaction equilibrium and
to a better accessibility of solubilized cellulose comparing with solid cellulose [120—122].In
addition to these works, many studies were conducted on the enzymatic acylation of
hydroxyethyl cellulose (HEC). This water-soluble polymer was acylated using vinyl acetate
and the lipase of Pseudomonas cepacia in N,N-dimethylacetamide (DMAc)(Figure 5). As a
result, the acetylation of HEC was shown to decrease its solubility in water as well as its water
retention capacity. A similar reaction was conducted with vinyl acrylate and the lipase from
Pseudomonas cepacia or the protease from Bacillus licheniformis. Acylated HEC was shown
to form a strong cross-linked gel in dimethylacetamide (DMAc) upon heating to 80 °C [123].
In another study, the viscosity of HEC was improved by grafting stearic chains in the presence
of the lipase of Pseudomonas cepacia (Figure 5).The authors observed that the rate of the
reaction could be increased by applying reduce pressure due to the elimination of the by-

product, methanol [124].
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Figure 5: Enzymatic synthesis of acylated hydroxyethylcellulose (HEC)

The grafting of various acyl donors on HEC in the presence of lipase and/or protease was regioselective and

happened at different locations. Depending on the selectivity of the enzyme three possibilities were reported:

a- R1= stearate, alkyl ketene dimers (AKD), polycaprolactone; R2= R3=H) [123,125]
b- R1=R3= succinate; R2=H [126]
c- R1=R2= acrylate, acetate; R3=H [123]

In the case of galactosidase, R1=R2=H; R3=glucose entity [123,127]
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Due to the versatile character of lipases, other types of reaction can be performed to
modify the structure, and then the properties of HEC. Di-acids like succinic acid were grafted
using anhydride species in the presence of Pseudomonas cepacia lipase, in DMA. (Figure 5)
[126]. Other substrates like alkyl ketene dimers (AKD) can also be used to produce hydrophobic
forms of HEC in the presence of a lipase (e.g. Pseudomonas fluorescens lipase) (Figure 5).
HEC derivatives exhibited interesting rheological, surface-active properties, a higher viscosity
than that of native HEC and the ability to complex with metal ions.

II1.2.3 Copolymerization

The copolymerization is a process of reacting co-monomers that contain at least two

different repeating units, together in a chemical reaction, to form polymer chains with new and

controlled properties such as solubility, polarity, and hydrophilic/hydrophobic balance [39].

Cellulose-based branched polymers were prepared by incubating HEC [128] or cellulose
acetate and butyrate [125] with e-caprolactone, in the presence of the porcine pancreatic lipase
or the lipase from Pseudomonas cepacia. These enzymes catalyzed the ring-opening of &-
caprolactone and its polymerization onto HEC film after being incubated at 60 °C, for 3—5 days,

then bringing new properties such as spatiotemporally stable and biodegradable materials.

A cellulose-grafted amylose was synthesized by a chemo-enzymatic approach. Amylose
is known to be synthesized by enzymatic polymerization of o-D-glucose-1-phosphate,
catalyzed by phosphorylase. After chemical introduction of amino groups then grafting of
maltoheptaose units onto cellulose, phosphorylase catalyzed an enzymatic polymerization in a

similar approach to that described for chitosan, to create gels and films (Figure 3) [129,130].

I11.2.4 Phosphorylation
Hexokinase enzymes (EC 2.7.1.1.) catalyze phosphoryl transfer from adenosine-5-
triphosphate (ATP) to the primary 6-hydroxyl group of furanose and pyranose compounds. The

ability of hexokinase to initiate the transfer of phosphate groups suggested the possibility to use
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this enzyme to modify cellulose structure. Recently, cotton cellulose was phosphorylated on its
primary hydroxyl group using a hexokinase from baker’s yeast and ATP as phosphoryl donor,
giving a highly reactive polymer toward various chemical compounds and thus profiting from
its high ion exchange capacity [131]. For example, cellulose phosphates were used in the
treatment of calcium metabolism-related diseases because of their ability to bind calcium ions
[132]. Moreover, the phosphorylation of cellulose was found to enhance dye ability and flame
resistance.

I11.2.5 Glycosylation

Glycosylation is the reaction in which a glycosyl donor is attached to a hydroxyl or other
functional group of another molecule called the glycosyl acceptor.

Lactose and B-galactosidase from Aspergillus oryzae and Escherichia coli were used to
graft galactose onto HEC in sodium acetate buffer, at ambient temperature, for 16 h. The
enzyme catalyzed the transfer of galactose moiety to the hydroxyl group of HEC while glucose
was discarded. The galactose residues were randomly grafted on all available OH groups of
HEC. Moreover, the 6-hydroxyl of galactose can then be oxidized to an aldehyde using a

galactose oxidase in a subsequent reaction [123,127,133].

IV. Pectin

Pectin is a complex anionic polysaccharide contained in plant primary cell walls. Pectin
is a linear polysaccharide, composed of poly a-1,4-galacturonic acid units (approximately
70%), interrupted by L-rhamnose residues with side-chains constituted of neutral sugars,
mainly L-rhamnose, L-arabinose and D-galactose [134]. The pectin network in plant cell walls
is primarily constructed from rhamnogalacturonan (RG)-I and homogalacturonan (HG) regions
that are often described as the “hairy” and the “smooth” regions, respectively. The hydroxyl
and carboxyl functions of pectin are functional groups that can be targeted for enzymatic

functionalization. Pectin is commercially extracted from citrus peels, apple pomace [135], sugar
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beet waste, sunflower heads, and mango waste [136]. The polymer is water soluble and exhibits
a viscosity and a gelation capacity that depend on its structure [137]. For example, pectin forms
a gel at low pH when the ionization of the carboxylate groups is suppressed [138]. This property
is strongly linked to the degree of esterification of galacturonic acid units, the molecular weight,
the charge density, the ionic strength, the pH and the presence of other solutes (e.g. sugar)
[139,140]. In fact, pectin with low degree of methylation forms gels in the presence of
multivalent ions (usually calcium) whereas highly methylated pectin forms gel in acidic
conditions with the addition of different sugars, e.g., sucrose or glucose [141].
IV.1 Applications

Pectin has health benefits and thus applications in regulated non-food segment as well as

in functional foods, and in many fields such as environmental and pharmaceutical domains

(Table 3).
Table 3: Potential applications of pectin
Domain Properties and applications References
Food Gelling and thickening agent and stabilizer [99]
Biomedical Wound healing preparations and medical adhesives such [137]
as colostomy devices and implantable and prosthetic
devices
Lowering cholesterol [135]
c e [142]
Inhibiting lipid oxidation
Reducing cancer and metastasis [143]
Stimulating the immune response [144]
Environmental Raw material for the production of edible and [145]
biodegradable films, adhesives, paper substitutes, foams
and plasticizers
Pharmaceutical Carrier for targeted drug delivery [146]
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IV.2 Enzymatic modifications
Enzymatic functionalization of pectin has been performed aiming to modify

its properties and thus to expand its role in many domains of applications.
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Figure 6: Enzymatic modifications of pectin

IV.2.1 Oxido-reduction
Concerning pectin, oxido-reduction reactions involve in the copolymerization
of two polymers or the grafting of unusual substrates such as amino acids.
- Grafting of phenols onto pectin
Several studies described the grafting of phenols onto sugar beet pectin (SBP) aiming to
improve its properties with respect to both gel-formation and emulsion stabilization. SBP is
naturally substituted with ferulic acid (FA), and thus this polymer (SBP) can be cross-linked
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via an enzymatic oxidation reaction involving phenolic units [147,148]. Covalently conjugated
SBP by laccase has increased functionality and improved emulsion stability. In another study,
HRP and laccase catalyzed the cross-linking of ferulic acid moieties (FA) in sugar beet pectin
in the presence of H>O2 and O> respectively, in various conditions of pH, temperature and
concentration [149]. Gels obtained from laccase-catalyzed gelation of pectin appeared to be
stronger than those produced with HRP. The gelation rates seem to increase with temperature,
substrate concentration and enzyme quantity. Chemical analysis confirmed the formation of
ferulic acid dehydrodimers (diFAs) with both enzymes, supporting that the gelation resulted
from oxidative cross-linking of FAs.
- Grafting of protein onto pectin

The crosslinking between soy protein and citrus pectin components was catalyzed by the
Streptoverticillium transglutaminase Ca®*-independent, leading to film-forming solutions. This
reaction provoked different associations that could explain the less solid-like behavior of cross-
linked films with respect to the ones prepared without the enzyme [150]. Pectin/soy flour films
exhibited lower permeability to oxygen and carbon dioxide than that of polyethylene films.
Moreover, these films presented a smooth surface and a high homogeneity [151].

In another study, the laccase of Rhus vernicifera was used to catalyze the hetero- and
homo-covalent conjugation between ferulic acid units contained in SBP and tyrosine in heated
Beta-lactoglobulin (BLG) (whey protein). As a result, heated BLG-SBP conjugates had
improved water solubility at pH values close to the isoelectric point of BLG (PI~pH 5.1) [152].
More recently, Jung et al. proved that the conformation of BLG changes to more random coil
when treated with laccase. An increased molecular weight (Mw) (attributed to entrapment of
BLG in SBP cross-linked matrix catalyzed by laccase) and decreased ferulic acid content in

SBP were observed in the presence of BLG and laccase [153].
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Another study reported the grafting of amino acids onto high methylated pectin, using
protease or papain. These enzymes catalyzed the aminolysis reaction between amino groups
and pectin methyl ester groups, leading to gels [154].

Papain had a broad substrate specificity (all amino acids and some amines); however the
gelling capacity of the polymer varied with the amino acid used. Indeed, it was noted that basic
amino acids like lysine and arginine led to the best gels whereas aromatic or polar ones provided
cloudy liquids [155].

IV.2.2 Acylation / esterification

Enzymatic acylation of pectin was performed, aiming to produce amphiphilic
polysaccharide working as polymeric surfactants. The properties of native pectin like gelling
and film forming capacity were maintained, while new properties such as decreased water
solubility and film water vapor permeability were acquired.

A study described the grafting of glycerol onto pectin under mild conditions through
enzymatic esterification. In this work, a wide range of lipases and esterases was screened. By
the use of porcine pancreatic lipase (PPL) or Candida rugosa lipase, a glycerol-pectin adduct
was produced, in which the carbon (C1) of the glycerol moiety formed a monoester with the
primary 6-hydroxyl of pectin [123].

The lipase from Candida Antarctica was used to catalyze the synthesis of pectin fatty acid
esters, in organic solvents or in solvent-free media. Lambertus et al. (2013) studied the
esterification of apple pectin (75% methylated) with vinyl laurate using the lipase B from
Candida Antarctica in supercritical COz at 300 bars and 100°C for 96 h. As a comparison, the
reaction was also performed with apple pectin and beet pectin in t-butanol as a solvent. As a
result, the degree of substitution (DS) estimated from infrared analyses was higher in #-butanol
(DS around 0.29) than that obtained in scCO> (DS around 0.14) [156]. The reaction was

perfectly regioselective, leading to the acylation of the primary 6-hydroxyl of pectin.
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Starch

Starch is a polymer consisting of a-D-glucose units [157]. It is composed of 20-30%
amylose and 70-80% amylopectin [158—160]. Starch is one of the most abundant biopolymers
in the nature and present in living plants (wheat, rice, maize, tapioca, and potato) as energy
storage material [161]. It is biocompatible, biodegradable, nontoxic, low-cost and renewable
[162,163]. In addition, starch is insoluble in cold water, but it is very hygroscopic and binds
water reversibly [164].

V.1 Applications

Commercial production of starch for food and other industrial fields was initiated years
ago. Native and modified starch are both used to stabilize frozen food and to encapsulate flavor
in dairy products [165,166]. They are also used in non-food applications such as paper and
textile industries, pharmaceutics and drug delivery systems [167—169].

V.2 Enzymatic modifications
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Figure 7: Enzymatic modifications of starch
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V.2.1 Acylation / esterification

In order to reduce the digestibility and the viscosity of starch, and to increase its
hydrophobicity, enzymatic acylation reactions can be performed. Rajan and his collaborators
studied the enzymatic esterification of cassava and maize starch with fatty acids recovered from
coconut oil, using Thermomyces lanuginosus lipase [170], fungal lipase [171] or bacterial lipase
[172]. The reactions were performed in organic solvents, under microwave radiation. Results
showed that starch was acylated on its primary OH groups, leading to a more hydrophobic
thermoplastic with wide uses in plastic industry, pharmaceutical industries, as carrier for
targeted drug delivery systems, and in biomedical applications such as materials for bone
fixation and replacement.

Starch nanoparticles in microemulsions reacted with vinyl stearate, e-caprolactone, and
maleic anhydride in the presence of Candida antartica lipase B (CAL-B) in its immobilized or
free forms, at 40 °C, for 48 h. Substitution occurred regioselectively on the primary 6-hydroxyl
group of the glucose repeat units. This selective esterification led to starch esters with various
degrees of substitution that could be used in pharmaceuticals, cosmetics, glues and adhesives,
medicines (for example delivery of insulin via the nasal system), and many more in the non-
food sector [173].

Alissandratos et al. proved that lipase-catalyzed acylation of starch is feasible in aqueous
gel systems. They reported the enzymatic esterification of different starches with decanoic acid
using Thermomyces lanuginosus lipase, at 50 °C for 60 minutes. Transesterification between
methyl decanoate and the primary 6-OH group of glucose entities was observed [174].

In order to improve the hydrophobicity of native starch but also to bring new properties
to the polymer, starch was acylated with rosin acid, in the presence of the CALB [175]. Rosin
acid is natural product obtained from the exudation of conifers. It is a mixture consisting

primarily of abietic acid, levopimaric acid, and pimaric acid [176]. Enzymatic synthesis of
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rosin acid starch was carried out under mild conditions. And the esterified starch exhibited
higher viscosity, a good emulsifying properties and a decreased in its swelling power, solubility
and transparency in water [177].

Candida rugosa lipase was used for the synthesis of long-chain fatty acid starch esters
(starch-laurate), using ionic liquid as solvent. The morphological and crystallographic
characteristics of native starch were largely disordered during the process. As a result, the
thermal stability of starch-laurate was found to be lower than that of native starch [178]. Earlier,
a lipase was also used to acylate the corn starch with palmitic acid in a solvent-free system. The
introduction of palmitic acid into starch rendered it more hydrophobic. The starch was expected
to acquire emulsifier properties [179].

Proteases were also used to catalyze this kind of reactions. The enzymatic acylation of
starch was performed with n-capric acid vinyl ester and the subtilisin from Bacillus
licheniformis, in isooctane (Figure 7). As a result, amylose was regioselectively acylated on its
primary hydroxyl groups in spite of its low solubility in the solvent [180-182].

V.2.2 Copolymerization

Co-polymers with specific structure and properties can be obtained by coupling starch
with another polymer. Shogren and coworkers reported the synthesis of grafted starch
exhibiting high water absorption capacity that could be used as additive in papermaking or
textile sizing. Acrylamide was coupled with starch using HRP in the presence of H>O» and
pentanedione (PDO) in water and acetate buffer (pH 7), at a temperature of 30 °C. In this
reaction, PDO was oxidized to a free radical, which then takes a proton from starch to give
carbonyl radicals that serve as macro initiators for the copolymerization of acrylic monomers.
The authors suggested that the poly(acrylamide) chain was covalently attached of to the starch

backbone via the abstraction of glycosidic hydrogen atoms (Figure 7) [183,184].
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Graft copolymerization of waxy maize starch and sodium lignosulfonate (SLS) was
catalyzed by Trametes versicolor laccase in aqueous solution. Starch-SLS graft copolymer had
a good antioxidant activity consistent with its phenolic content. This copolymer constitutes a
promising material for many applications in the fields of food additives , cosmetics and

packaging [185].

VI. Conclusion

Environmental requirements are today becoming of great importance in our society. In
this context, there is an increased interest in the industrial use of renewable resources such as
starch, chitosan, cellulose, and pectin. The growing interest in these macromolecules is evident
from the number of papers that appear each year in the literature on this topic. Efforts are made
in the research and the development of polysaccharide derivatives as basic materials for new
applications based on new and/or improved properties of these biopolymers. Enzymatic
processes offer innovative solutions that exploit the specificity and selectivity properties of
enzymes to specifically modify macromolecular structures in order to control polymer
functions.

In this review, enzymatic reactions such as amidation, oxidation and acylation appear to
be the most relevant ways to change the properties of polysaccharides. Polyphenol-oxidases,
lipases and transglutaminases were mainly used to catalyze these reactions. Functionalization
mechanisms of polysaccharides were highlighted, showing that primary amino and hydroxyl
groups were involved. Physicochemical characteristics such as solubility, rheological behavior,
antioxidant activities and biological properties such as cell adhesion, antimicrobial activity
could be improved by enzymatic functionalization. Furthermore, the chemo-enzymatic
approach was also reported as a good and reliable method for functionalizing biopolymers,
since it combines the efficiency of chemical methods with the specificity and selectivity of

enzymatic processes. To further develop this topic, systematic studies on structure-properties
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relationships have to be carried out in order to identify the molecular patterns of interest and

the best way for their synthesis.
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III. Assemblage des polysaccharides pour vectoriser un principe actif

III.1 Introduction

L’auto-assemblage de structures est la future génération de synthese des matériaux. Ce
processus ayant une crédibilité équivalente aux approches biologiques n’est pas facile a faire et
nécessite de pouvoir contrdler les interactions entre les structures.

L'objectif de ce chapitre est de présenter une vue d'ensemble sur une des applications des
polysaccharides modifiés par introduction d'une fonctionnalité. Ces applications étudiées
concernent principalement 1’assemblage et la vectorisation d’un principe actif dans une
microparticule formée de polysaccharides.

II1.2 Définition

L’encapsulation/vectorisation tombe aussi bien dans le domaine de la physicochimie que
de la physique. C’est une technologie qui vise a piéger un principe actif (vitamines,
microorganismes etc), dans un vecteur en vue de le protéger et d’assurer le contréle de son
libération (Qian, 2013). De plus, elle permet de résoudre les problemes de stabilité de ces
principes actifs.

II1.3 Histoire de I’encapsulation

La coacervation, un phénomene physique permettant de réaliser des systemes colloidaux,
a été découvert par Bungenburg de Jong et Kaas en 1931, qui ont mené les premiers essais
d’encapsulation (Boh, 2007). Dans les années qui ont suivi, des nouvelles méthodes sont
apparues, et il existe aujourd'hui toute une variété de méthodes d’encapsulation (Gouin, 2004;
Anal et Singh, 2007).

II1.4 Systémes d’encapsulation
La recherche dans le domaine de la microencapsulation concerne en effet les vecteurs

de types nano- et microparticules formulés a base de polymere ou de lipide. Ils existent trois
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types de systemes particulaires d’encapsulation de principes actifs qui différent par la taille et

la structure : les microparticules, les nanoparticules et les liposomes.

III.4.1 Microparticules
Elles présentent une taille comprise entre 1 et 1000 um. Deux structures peuvent exister

: les microspheres et les microcapsules (Figure 11).

(b)

Figure 11 : Microsphere (a) et microcapsule (b) (Richard, Benoit, & Venier-Julienne,

2013)

Une microsphére est une particule de matrice solide dans laquelle s’enferme le principe
actif alors qu'une microcapsule est un réservoir constitué d’un noyau interne contenant le
principe actif et d’une enveloppe externe constitué¢ de polymeéres synthétiques (comme les
copolymeres des acides lactique et glycolique), de polymeres hemi-synthétiques (dérivés de
cellulose) ou de polymeres naturels (chitosane, alginate, gélatine...) ou encore de lipides (acides
gras, alcools gras, glycérides, cholestérols...) (Richard et al., 2013)

II1.4.2 Nanoparticules

Les nanoparticules sont des systemes de vectorisation constitués de polymeres
biodégradables, ou de lipides capables de séquestrer et/ou adsorber une ou des molécules
actives. Leurs tailles sont comprises entre 10 et 1000 nm. Quatre structures peuvent exister a
base de deux structures initiales : les nanospheres et les nanocapsules (Jawahar & Meyyanathan,

2012) (Figure 12).

74



Bibliographie

Nanospheres Nanocapsules

a b C d

Figure 12 : Représentation des quatre structures des nanoparticules et des nanospheres
(NS) (a), nanospheres + principe actif adsorbé (b), nanocapsules (NC) avec un principe

actif dissous (c) ou dispersé (d) (Legrand et al., 2007)

e Les nanospheres (NS) dans lesquelles le principe actif est dispersé ou dissous dans la
matrice de polymere, ou de lipides (Figure 12 a).

e Les nanospheres avec le principe actif adsorbé a la surface, profitant ainsi de la surface
spécifique €élevée due a la faible taille des nanoparticules (Figure 12 b).

e Les nanocapsules (NC), constituées d’un cceur liquide entouré d’une fine membrane de
polymere dont I’épaisseur ne dépasse pas quelques nanometres et avec le principe actif
adsorbé a la surface (Figure 12 c).

e Les nanocapsules avec le principe actif encapsulé dans le coeur de la nanocapsule
(Figure 12 d).

II1.4.3 Liposomes

Les liposomes sont des vésicules formées par des bicouches lipidiques concentriques,
enfermant entre elles des compartiments aqueux (Figure 13). Ceci leur permet de véhiculer les
substances hydrophiles et lipophiles tout en restant stables (Wallace & Wrenn, 2015). Ils ont
été décrits premierement par I’hématologue Dr Alec Bangham en 1961 (Bangham & Horne,

1964).
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/‘ Queue hydrophobe
Principe actif

hydraihile Téte hydrophile

Figure 13 : Schéma d'un liposome formé par des phospholipides en une solution aqueuse

(modifiée de (Lembo & Cavalli, 2010)

Dans la suite de ce chapitre, les parties qui suivent focalisent sur les nano- et les microparticules

que les auteurs s’y intéressent le plus dans leurs travaux.

II1.5 La morphologie des particules

En fonction de la méthode d'encapsulation, les particules peuvent prendre différentes
morphologies (Figure 14). La forme la plus courante de la particule est celle d'une forme
sphérique. Cette conception peut étre subdivisée en différents types de structures. Le terme "
beads" définit les spheres solides tandis que le terme " hollow beads " ou les spheres creuses
définit les particules avec un noyau liquide. En biotechnologie classique, ce dernier systeme de
particule ou le biocatalyseur est maintenu derriere une membrane semi-perméable est défini
comme " microcapsule ", indépendamment de la taille. Cependant, certains auteurs définissent
la microencapsulation comme la production de particules en microtaille (10-100um), par
opposition a la macroencapsulation (>100 um) (John, Tyagi, Brar, Surampalli, & Prévost,
2010). Les spheres et les spheres creuses peuvent €tre entourées de matériaux appropriés pour
former des billes revétues. Des combinaisons de structures permettront la conception de
« particules a plusieurs compartiments» avec plusieurs cceurs et / ou des revétements. Des

gouttelettes peuvent également étre obtenues par extrusion sur une surface plane résultant en
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des capsules de forme semblable a une lentille. Dans tous ces systemes, un médicament ou un

agent biologique peuvent étre incorporés.

Beads Hollowiﬁeads Lens shape
Coatings Multicompartment
beads

Figure 14: La morphologie de différentes particules: spheres (beads), spheres creuses
(hollow beads), particules en forme de lentilles (lens shape particles), spheres revétues
(coated beads) et (particules a plusieurs compartiments (multicompartment beads)

(Vemmer & Patel, 2013)

III.6 Facteurs influencant la taille des particules

Différents parametres peuvent influencer la taille des particules, tels que la concentration
du polymere, la température de processus de la formation des particules, la vitesse d'agitation
dans 1'étape d'émulsion, et la quantité d'émulsifiant utilisée dans le cas de I'utilisation de la
méthode de double émulsion pour former les particules (Jain, 2000; Sameni, Krigstin, & Sain,
2015; Thummala, Leach, & O’Rear, 2003).
Concentration en polymere : en tenant compte de I'effet de la concentration en polymere, il
est rapporté que I'augmentation de la concentration du polymere augmente la taille des spheres
(Srivastava, Ridhurkar, & Wadhwa, 2005).
Température : la taille des microspheres est dépendante de la température. Les températures
faibles et €levés produisent des microspheres plus grandes tandis que les températures

intermédiaires produisent des spheres plus petites (Y.-Y. Yang, Chung, Bai, & Chan, 2000).
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Vitesse d’agitation: une bonne vitesse d’agitation est importante pour controler le mécanisme
de formation de particules (Moribe, Kitayama, Suzuki, & Okubo, 2012). Plusieurs études ont
été faites sur la variation de la taille des microspheres en fonction de la vitesse d'agitation et ils
ont montré que la taille des microspheres diminue avec 1'augmentation de la vitesse d'agitation
(M. Li, Rouaud, & Poncelet, 2008; Y. Y. Yang, Chung, & Ng, 2001). De plus, une étude faite
avec différente vitesse d’agitation a montré que plus la vitesse d’agitation est élevée, plus la
teneur en molécule active diminue (Jelvehgari, Dastmalch, & Nazila, 2012).

III1.7 Formulations des particules

Pour formuler des particules a base de polymeres, ces derniers doivent former une liaison
soit covalente soit électrostatique forte entre eux, pour protéger la molécule active de se diffuser
a ’extérieur de la particule.

Les polysaccharides peuvent étre divisés en des polyélectrolytes et des non-
polyélectrolytes. Les premiers peuvent €tre divisés en des polysaccharides chargés positivement
tels que le chitosane, et des polysaccharides chargés négativement tels que 1’alginate, I'héparine,
I'acide hyaluronique, pectine, etc.). La charge des biopolymeres est due a la présence des
groupements réactifs tels que, le carboxyle et I’amine.

Des nombreuses études a été faite pour formuler des particules constituées de
biopolymeres simples tels que la synthése des nanoparticules a base de chitosane (Prabaharan
& Mano, 2005), des microparticules d’alginate (Zhang, Jia, Wang, Liu, & Ma, 2011), des
nanoparticules de cellulose (Abdollahi, Alboofetileh, Behrooz, Rezaei, & Miraki, 2013), ou des
nanoparticules formés par un assemblage de polymeres tels que chitosane/dextrane sulfate (Y.
Chen, Mohanraj, & Parkin, 2003), chitosane/carboxymethyl cellulose (Ichikawa, Iwamoto, &
Watanabe, 2005), et chitosane/pectine (Birch & Schiffman, 2014a).

Les biopolymeres utilisés dans cette thése sont le chitosane et la pectine. L’avantage de ces

deux polysaccharides, c’est qu’ils peuvent étre fonctionnalisés par approche enzymatique
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aboutissant au chitosane fonctionnalisé (Aljawish et al., 2012a) et a la pectine fonctionnalisée
(ce travail).

Ces polysaccharides sont chimiquement réactifs et ils possedent des caracteres poly-
fonctionnels bien spécifiques qui justifient leur usage. Le chitosane possede des fonctions
amines primaires qui lui donnent une charge globale positive alors que la pectine possede des
groupements carboxyles responsables de sa charge négative. Par conséquent, ils peuvent s’auto-

assembler.

III.8 Le principe actif : la curcumine

La curcumine est un composé phénolique naturel qui provient d'une plante herbacée
rhizomateuse de la famille des Zingibéracéees Curcuma longa (Figure 15). Le rhizome de cette
plante est séché et broyé en poudre pour donner le curcuma qui est 1'une des épices utilisées
dans la cuisine asiatique et indienne (Aratdjo & Leon, 2001). La couleur jaune du curcuma
provient d'un mélange de pigments phénoliques, les curcuminoides, dont la curcumine fait

partie.

-

-
_ A
S

Figure 15: Photo de Curcuma Longa (a gauche), la plante d'ou est extrait le curcuma, de

sa racine et de 1I'épice (a droite) (adapté de A. Kumar, Dora, & Singh, 2011)

La raison du choix de la curcumine comme principe actif revient au fait que la curcumine

est une molécule polyphénolique modele, facile a doser et qui a une activité antioxydante
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importante. Il sera donc intéressant d’encapsuler cette molécule antioxydante dans une

microparticule formée de polysaccharides ayant des fonctionnalités antioxydantes ; et voir si

cela améliore le pouvoir antioxydant du systeme.

II1.8.1 Structure de la curcumine

La curcumine [1,7-bis (-hydroxy3-metoxyphényl)-1,6 heptadiene -3,5 dione] (ou

diféruloylméthane) est une molécule contenant deux noyaux phénoliques identiques séparés par

une courte chaine d'hydrates de carbone. Sa structure est symétrique et contient deux fonctions

cétone, deux fonctions alcool et deux fonctions éther (Figure 16).

MeQO

HO

Figure 16 : Structure de la curcumine (Yamaguchi, Moore, Sun, Snyder, & Shoji, 2012)

I11.8.2 Propriété de la curcumine

Solubilité : La curcumine est peu soluble dans l'eau acidulée. Elle est soluble en
solution alcaline ou la solution passe du jaune clair au rouge-brun. L’ordre de solubilité
de la curcumine dans certains solvants organiques est le suivant: acétone > éthyl methyl
cétone > éthyl acetate > méthanol > éthanol > 1,2 dichloroéhane > isopropanol > éther
> benzeéne > hexane (Garcia, Vera, & Madsen, 2010).

Stabilité: En solution alcaline et a pH neutre, la curcumine est instable et se dégrade en
30 min en trans-6-(40-hydroxy-30-methoxyphenyl)-2,4-dioxo-5-hexanal, acide
férulique, féruloyl méthane et vanilline. Dans des conditions acides, la dégradation de
la curcumine est beaucoup moins rapide, avec moins de 20 % de curcumine totalement
dégradé apres 1 heure (Kumavat et al., 2013) .Les mécanismes de dégradation en milieu

alcalin, sont résumés dans la Figure 17.
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Figure 17: Dégradation de la curcumine en milieu alcalin (Tgnnesen & Karlsen, 1985)

Stabilité photochimique : lorsque la curcumine est exposée a la lumiere UV-visible, elle se
décompose, aussi bien en solution qu'a 1'état solide. La dégradation photochimique de la
curcumine dans une solution d'isopropanol réalisée a une longueur d'onde supérieure a 400 nm,
conduit a un produit principal de cyclisation, formé par I’élimination de deux hydrogenes, et a
plusieurs produits mineurs dont la vanilline, le 4-vinylgaiacol, ’aldéhyde férulique, 1’acide
vanillique et ’acide férulique (Tgnnesen, Karlsen, & van Henegouwen, 1986)
I11.8.3 Applications de la curcumine

Des nombreuses d'études ont démontré les effets de la curcumine dans les domaines
alimentaires, pharmaceutiques et autres.

La non toxicité de la curcumine a permis son utilisation en tant qu'épice, ardme et colorant
(Tgnnesen et al., 1986). L'encapsulation de la curcumine seche avec des mélanges alimentaires

secs dans un revétement soluble dans l'eau permet de travailler indépendamment du pH (par
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exemple, en combinant physiquement la curcumine avec un acide) .Ce produit est alors
convenable pour colorer des puddings ou des sauces instantanées (Leshik, 1981).

D’autre part, la curcumine est prouvé une molécule inhibitrice de la majorité des
médiateurs d’inflammation (Aggarwal & Harikumar, 2009; Mahmmoud, 2007). La curcumine
et ses dérivés possedent bien d'autres activités biologiques, comme 1’activité antioxydante
(Asouri, Atatee, Ahmadi, Amini, & Moshaei, 2013), anti-hépatotoxique (Garcia-Nifio et al.,
2013), anti-rhumatismale, anti-allérgique et anti-microbiale (X. Fan, Zhang, Liu, Yan, & Liang,

2013) et anti-cancérigene (Lee et al., 2013).

II1.9 Méthode d’encapsulation

La diversité des méthodes d’encapsulation rend complexe le choix de la technique la plus
adaptée aux objectifs spécifiques recherchés.

Généralement, les particules sont formées soit par émulsification et solidification des
gouttelettes de liquide pour former des particules soit par formation de gouttelettes (égouttage
ou dripping). Les méthodes sont subdivisées selon le mode de formation des gouttelettes et sont

ensuite classés selon le procédé de gélification ou de formation de membrane.

111.9.1 Extrusion-Dripping ou égouttage

Une méthode simple pour former des gouttelettes consiste a extruder un liquide a travers
une aiguille d’une seringue et permettre a la gouttelette de durcir dans une solution appropriée.
Grace a cette méthode, une distribution de taille de particule étroite est obtenue. Cependant, en
fonction du diametre de 1'aiguille de relativement grosses particules peuvent tre produites et la
capacité de production est limitée par la vitesse de formation des gouttelettes. Des dispositifs
avec des applications de pression, une augmentation du nombre de gouttes, ou de systemes de
coupure des gouttelettes (de débit d'air coaxial, générateur €lectrostatique de gouttelettes...)

sont utilisés pour obtenir des gouttelettes plus petites a des débits plus importants.
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Généralement, cette méthode est utilisée pour former des particules d’alginate (Lee, Ravindra,
& Chan, 2013).
Dans cette classe on peut distinguer les méthodes suivantes : la gélification des gouttes,

le séchage par atomisation ou « spray drying », la coacervation simple et complexe.

I11.9.1.1 Gélification de gouttes

La gélification thermique « hot melt » et la gélification ionique sont deux procédés de la
gélification de gouttes. Dans la gélification thermique, les particules sont obtenues en égouttant
une solution chaude de polymere dans une solution de réticulation froide (Figure 18). Cette
technique consiste a utiliser des polymeres hydrophiles qui se gélifient lors du refroidissement
tels que le carraghénane, la gomme, la gélatine et 1’agarose. Cette gélification est
thermoréversible c’est-a-dire que le gel se ramollit a des températures élevées. Un exemple est
celui de la formation des microparticules de gélatine et de chitosane encapsulant

I’indomethacine comme principe actif (W.-J. Lin & Kang, 2003)

Solution chaude
o

de polymeéres

Seringue
O g
®
@ O
——
Solution froide
_>

de collection

Figure 18 : Schéma de la gélification thermique (Legrand et al., 2007)

\

La gélification ionique consiste a extruder a travers d’une aiguille de seringue une
solution aqueuse de polymere dans laquelle le principe actif est dissout, dispersée ou
émulsionnée. Les gouttelettes formées sont recueillies dans une phase liquide dispersante pour

se transformer, apres interactions ioniques, en particules de gel sphériques. Par exemple, des
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nanoparticules de chitosane : pectine sont synthétisés par cette méthode. Ces nanoparticules
sont stables dans une marge de pH de 3,5 a 6 et elles perdent de stabilité apres 14 jours de

stockage dans un milieu aqueux (Birch & Schiffman, 2014b).

I11.9.1.2 Séchage par atomisation ou « Spray drying »

C’est la technique de microencapsulation la plus utilisée dans I'industrie alimentaire pour
la préparation d'additifs alimentaires secs et stables (K. G. H. Desai & Jin Park, 2005).
L’amidon modifié, la maltodextrine, la gomme et d'autres substances sont hydratés pour servir
de matrice de la paroi des particules. Le principe actif a encapsuler, est homogénéisé avec les
polymeres de la matrice. Le mélange est ensuite introduit dans un séchoir a pulvérisation
« spray dryer » et pulvérisé. L'eau est évaporée suite au contact de I'air chaud avec la matiere
atomisée. Les capsules sont ensuite recueillies apres leur chute au fond du séchoir (Figure 19).

Une des limites de cette technique est le nombre limité de matériaux formant la matrice,
parce qu’ils doivent étre relativement soluble dans I'eau (K. G. H. Desai & Jin Park, 2005).
Un exemple de I'utilisation de cette technique est 1’encapsulation de la curcumine dans des
particules a base de chitosane/Tween 20. Des particules sphériques de diametre 285 + 30 nm

ont été obtenues (O’Toole et al., 2012).

Molécule hydrophobe Molécule hydrophobe

Matrice Matrice

Figure 19 : Schéma du spray-drying (modifi¢ d’apres Fang & Bhandari, 2010)

111.9.1.3 Coacervation
La coacervation est une des plus simples et plus anciennes méthode d’encapsulation
utilisée (Wedlock, 2012). Ses conditions de préparation sont simples comme ['usage d’un

solvant non-toxique et d’une faible agitation. Deux phases liquides sont formées durant ce
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processus : 1’une riche en polymeére appelée coacervat et 1’autre pauvre en polymére. La
coacervation consiste en une séparation de phase d'un ou plusieurs hydrocolloides de la solution
initiale et le dépot ultérieur de la phase coacervat nouvellement formée autour de 1'ingrédient
actif en suspension ou en émulsion dans le méme milieu réactionnel (Gouin, 2004). Une fois
les gouttelettes de coacervat obtenues, elles sont réticulées par un agent de solidification et les
microparticules sont lavées, filtrées ou centrifugées puis séchées (Figure 20). Ce procédé
permet 1’encapsulation de molécules hydrophiles et lipophiles (Visakh, Ozguz, & Guillermo,
2014). La coacervation simple peut étre réalisée avec une seule substance en solution colloidale
telle que la gélatine. Alors que la coacervation complexe, implique des réactions entre deux
polymeres de charges opposées tels que la pectine et le chitosane, la pectine et la gélatine,
I’alginate et la gélatine (Jyothi et al., 2010)... La nature et la concentration du polymeére utilisée
et le pH de la solution et la vitesse d’agitation du systéme sont des paramétres importants dans

la micro-encapsulation par coacervation (Saravanan & Rao, 2010).
(a) (b) (c)

0o | ol [o%

SLigh
%

Figure 20 : Principe de la coacervation simple : dispersion du principe actif dans la
solution de polymere (a), formation des gouttelettes de coacervat (b),dépot du coacervat
(c), fusion des gouttelettes de coacervat et formation d’un enrobage continu (d),

solidification de 1’enveloppe (e)(modifi¢ d’apres Jyothi et al., 2010)
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111.9.2 Emulsion et évaporation de solvant

Une émulsion est constituée d'au moins deux liquides non miscibles, le plus souvent sous
forme d'huile et d'eau, avec I'un des liquides dispersé sous forme de fines gouttelettes sphériques
dans l'autre (Surh, Decker, & McClements, 2006). Les émulsions peuvent étre classées en
fonction de l'organisation spatiale des phases huileuse et aqueuse ; ¢’est-a-dire des gouttelettes
d'huile dispersées dans une phase aqueuse est appelé une émulsion huile-dans-eau (H/ E), alors
qu’un systéme constitu¢ de gouttelettes d'eau dispersées dans une phase huileuse est appelée
eau-dans-huile. Pour obtenir une solution stable cinétiquement, des stabilisants tels que des
tensioactifs, sont couramment ajoutés a des systemes d'émulsion.

Cette technique consiste a dissoudre le polymere hydrophobe dans un solvant organique
peu miscible dans I’eau (ex. dichlorométhane), puis, le principe actif apolaire est dispersé dans
la solution de polymere. Le mélange polymere-principe actif-solvant organique est émulsifié
dans un volume d’eau important contenant des tensioactifs (I’alcool polyvinylique), pour
obtenir une émulsion huile-dans-eau (Legrand et al., 2007).

Dans le cas ou le principe actif est polaire une double émulsion est formée. Une solution
aqueuse dispersant la molécule hydrophile est émulsionnée dans un solvant organique volatil
contenant le polymere. L'émulsion résultante, qui est appelé I'émulsion primaire, est émulsionné
a I'huile donnant une émulsion double de type Eau/huile/huile (Jelvehgari & Montazam, 2012).
Il est possible aussi de former des émulsions multiples de type eau/huile/eau (Legrand et al.,
2007).

La derniere étape dans la préparation des microspheres selon cette méthode est
I’évaporation du solvant sous pression atmosphérique ou pression réduite et sous agitation lente
(Makadia & Siegel, 2011).

Cette technique est déconseillée si le principe actif est volatil ou s’il posseéde une grande

affinité pour la phase continue aqueuse (Zuidam & Nedovic, 2009).
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I11.9.3 Applications de I’encapsulation
L'encapsulation a des applications diverses allant du traitement médical a l'agriculture
durable, de la cosmétique a I'industrie automobile. Dans ce qui suit deux importants domaines
d’applications de I’encapsulation seront abordés : les domaines alimentaires et

pharmaceutiques.

I11.9.3.1 Domaine alimentaire

L’encapsulation est un procédé de piégeage des agents actifs qui permet d’augmenter la
longévité et de contrdler la libération du contenu (ardmes, vitamines, minéraux, enzymes,
micro-organismes alimentaires...). Les matériaux utilisés pour la conception des capsules (ex.
microparticules) doivent étre de nature alimentaire, biodégradable tels que les polysaccharides,
et en mesure de former une barriere entre la phase interne et environnement externe (Nedovic,

Kalusevic, Manojlovic, Levic, & Bugarski, 2011).

Certains chercheurs ont résumé les raisons de I’encapsulation dans de domaine de
I’agroalimentaire comme suit (K. G. H. Desai & Jin Park, 2005; Sagis, 2015) :

- La protection de la matiere a encapsuler de la dégradation par la réduction de sa
réactivité dans un environnement extérieur, due aux effets indésirables de la lumiére, de
I'humidité et de l'oxygene, contribuant ainsi 2 une augmentation de la durée de
conservation du produit, et de promouvoir une libération controlée de la particule
(Gibbs, Kermasha, Alli, & Mulligan, 1999);

- La réduction de l'évaporation ou de la vitesse de transfert de 1’ingrédient actif a
I'environnement externe ;

- La modification des caractéristiques physiques de la matiere active pour permettre une

manipulation plus aisée ;
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- L'adaptation de la libération de la matiere active lentement avec le temps, ou a un
moment donné ;
- Pour masquer un goit indésirable de I’ingrédient actif ;
- La dilution de la matiere lorsque seulement des petites quantités sont requises, tout en
assurant une dispersion uniforme dans la capsule ;
- Pour aider a séparer les composants d’un mélange qui, autrement réagiraient avec les
autres composants.
111.9.3.2 Domaine pharmaceutique et médicale
Les applications de I’encapsulation dans le domaine pharmaceutique et médicale sont montrées

dans le Tableau 1.

Tableau 1: Les applications de 1’encapsulation dans le domaine pharmaceutique et

médicale
Applications Références
Immobilisation de 1'agent actif encapsulé et une protection efficace Nasseau, Boublik, Meier,
contre la dégradation Winterhalter, & Fournier, 2001;
Z. Zhang & Feng, 2006

Administration facile du médicament et controle de la vitesse de Singh et al., 2010

libération

L’encapsulation des cellules pour la transplantation cellulaire et pour Zanin et al., 2012

traiter beaucoup de maladies (désordres neurologiques, cancer...)
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Objectifs du travail

Comme décrit dans la partie bibliographique, la laccase est capable de catalyser 1’oxydation
de différents composés phénoliques en générant un grand nombre de dérivés quinoniques ou semi-
quinoniques tres réactifs, qui se condensent rapidement en milieu aqueux. Dans le but d’obtenir
des polymeres fonctionnels, une solution pourrait étre de greffer ces intermédiaires des leur
formation sur des macromolécules en milieu aqueux.

Dans des travaux précédents réalisés au laboratoire LIBio par Mustafa en 2005, Issa en 2009,
et Aljawish en 2014, il a ét¢é montré qu’une oxydase comme la laccase de Myceliophtora
thermophila pouvait oxyder en milieu diphasique certains acides cinnamiques tels que les acides
férulique et sinapique avec, initialement, formation de dimeres fortement colorés en rouge orangé
afin de produire de nouveaux colorants (Mustafa et al., 2005). Si 1’on ajoute dans le milieu
réactionnel une macromolécule susceptible de réagir avec les produits de 1’oxydation enzymatique
de I’acide férulique et du férulate d’éthyle, comme le chitosane, il est possible de former des
chitosanes fonctionnalisés dans des conditions douces et en milieu aqueux. Des tests d'activités ont
montré que ce nouveau polymere a base de chitosane améliore 1’adhésion des cellules saines
(HUVEC), et présente des propriétés antioxydantes et antibactériennes (Aljawish et al., 2014).

L’objectif principal de ce travail était de fonctionnaliser la pectine avec les produits
d’oxydation de I’acide férulique selon deux méthodes, le greffage covalent et l'adsorption,
permettant d’obtenir deux nouvelles formes de pectine fonctionnalisée.

Dans un premier temps, il s’agira de greffer les produits d’oxydation de ’acide férulique sur
la pectine en présence de la laccase de Myceliophtora thermophila dans des conditions douces, en
milieu aqueux (30 °C et pH 7,5), afin d’obtenir une nouvelle pectine fonctionnalisée, notée pectine-

F.
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Dans un deuxieme temps, il s’agira de préparer préalablement les produits d’oxydation de
I’acide férulique (POX) en présence de laccase, puis de les ajouter sur la pectine par adsorption
physique. Cette procédure conduit a la pectine-POX.

Sur le plan scientifique, un premier objectif est la mise en évidence des modifications
structurales apportées a la pectine au cours de sa fonctionnalisation. Un deuxieéme objectif est
I'étude de l'impact de la fonctionnalisation de la pectine sur ses propriétés physico-chimiques et
biologiques.

Le choix de la pectine comme objet d'étude se justifie par son abondance et ses propriétés
techno-fonctionnelles intéressantes. De plus, ce biopolymere est biodégradable et non toxique. Il
est trés connu pour son action texturant, gélifiant ou stabilisant. Il est également soluble dans I’eau
a pH 7,5 qui correspond au pH optimal de la laccase choisie pour réaliser cette étude. Enfin, les
pectines peuvent étre naturellement féruloylées, ce qui leur confere des propriétés potentiellement
intéressantes. Toutefois, ces formes sont peu disponibles. Le greffage ou 1'adsorption de phénols
pourrait constituer une alternative pertinente pour produire des dérivés de pectine enrichis en
phénols. Au niveau réactionnel, les groupements carboxyles et hydroxyles de la pectine constituent
les principales fonctions susceptibles d'étre impliquées dans les réactions de couplage ou les
interactions avec les produits d'oxydation de 1'acide férulique.

Enfin le choix du biocatalyseur s’est porté sur la laccase de Myceliophtora thermophila car
celle-ci posseéde un pH optimal d’activité voisin de la neutralité et cette enzyme est bien connue au

laboratoire.
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Plan de I’étude

Ce travail est divisé en trois grandes parties :

- Une premicre partie est consacrée a I’étude de la faisabilité de la fonctionnalisation de la pectine

par greffage covalent des produits d’oxydation de 1’acide férulique (obtention de la pectine-F). Ce

volet est divisé en deux sous-parties :
e Cinétique de la réaction d’oxydation enzymatique en présence de la pectine ; étude
structurale de la pectine native et fonctionnalisée (chapitre I)
e Evaluation des propriétés physico-chimiques et antioxydantes de la pectine native et de la
pectine fonctionnalisée (chapitre II)

- Une deuxieme partie porte sur la fonctionnalisation de la pectine par adsorption des composés

phénoliques issus de I'oxydation enzymatique de 1'acide férulique (obtention de la pectine-POX)

(chapitre III).

Cette étude comporte la caractérisation structurale de la pectine-POX et la détermination de ses

propriétés physicochimiques. Celles-ci seront comparées a celles de la pectine-F afin d'évaluer

I'impact du mode de fonctionnalisation sur les propriétés du polymere.

- Une troisieme partie est consacrée a I’élaboration d’une matrice mixte, constituée a partir de
deux polysaccharides, la pectine de citron et le chitosane de crevette. Dans ces assemblages,
les polysaccharides seront utilisés soit sous leur forme native, soit sous une forme
fonctionnalisée. Le travail s'articule autour de deux sous-parties (chapitre IV) :

e La caractérisation des nouveaux copolymeres du point de vue de leur taille et de leur
charge ;
e [L'évaluation et la mesure de I’efficacité de cet assemblage pour I’encapsulation d’un

principe actif modele, la curcumine.
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II. Matériels et Méthodes

Biocatalyseur et produits chimiques

Laccase de Myceliophtora thermophila (E.C. 1.10.3.2)

La laccase du champignon Myceliophtora thermophila est produite en trois étapes (Berka et al.,
1997) et elle est commercialisée par la société Novozymes A/S sous le nom « Subérase® ». La
laccase se présente sous la forme d’un liquide brun et d’apres la fiche technique, 1’enzyme,
présentant une masse molaire de 85 kDa (Aljawish et al., 2014), est stable a 25 °C pendant trois
mois et possede une activité optimale a pH 7,5 et a 30°C. Cette préparation enzymatique est fournie
avec une activité de 10500 UI/mL (une unité enzymatique étant définie comme la quantité en 0,01

uM de syringaldazine oxydée en une minute, a pH 7,5 et a 30°C).

[.L1 Produits chimiques
Les différents produits chimiques utilisés sont répertoriés dans les tableaux suivants.

Tableau 2 : Solvants utilisés

Désignation Fournisseur Référence
Meéthanol Carlo - Erba 525102
Ethanol Prolabo MC310653
Acide acétique Prolabo 20104.334
Acétonitrile Carlo - Erba 412412
Acide trifluoroacétique (TFA) Sigma-Aldrich T-6508
Acide chlorhydrique 1 M Sigma-Aldrich 35328
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Tableau 3 : Produits chimiques utilisés

Produit Fournisseur Référence
Chitosane de faible poids moléculaire Sigma-Aldrich 448869
Pectine LM avec > 74 % acide galacturonique ; DE > 6,7 % Sigma-Aldrich P9135
Hydroxyde de potassium Merck 100778
1,1-diphényle-2-picrylhydrazyl (DPPH) Sigma-Aldrich D9132
2,2’-Azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-acide sulfonique) (ABTS) Sigma-Aldrich A1888
Phosphate de sodium monosodique Prolabo 28.011
Phosphate de sodium disodique Prolabo 28026.292
Acide bicinchoninique Sigma-Aldrich B9643
Chlorure de sodium Prolabo 27810.295
Chlorure de calcium Prolabo 22322.295
Hydroxyde de sodium Fluka 71690
Carbonate de sodium 99,5 % Carl ROTH Al135.2
Sérum Albumine Bovine (SAB) Sigma-Aldrich P0914
Tableau 4 : Substrats phénoliques utilisés
Désignation Fournisseur Référence Structure
Acide férulique 99% Sigma-Aldrich  12,870-8
HO \ OH
HsCO 5
Syringaldazine EGA-Chemie  17,753-9 HsCO OCHs
N—N
HO / \ OH
HyCO ocH,
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Oxydation enzymatique des composés phénoliques

II.1 Purification partielle de la laccase de Myceliophtora thermophila

Une ultrafiltration sous azote est utilisée a la température de 4 °C pour éliminer les peptides
et les protéines de taille inférieure a 10 kDa contenus dans I’extrait enzymatique ainsi que les
phénols qui lui conférent une coloration brune suivant la méthode décrite par Aljawish et al. (2014).

Le systéme d’ultrafiltration est une cellule Amicon-8200 de 20 mL équipée d’une membrane
en acétate de cellulose de point de coupure de 10 kDa (Sartorius-14539-63-G). Cette derniere est
préalablement nettoyée par immersion dans un mélange eau distillée/acétone (50/50) pendant 60
minutes.

I1.2 Caractérisation de la laccase purifiée
I1.2.1 Dosages protéiques par la méthode a I'acide bicinchoninique (ABC)

Afin de déterminer la concentration en protéines dans I’extrait enzymatique, le kit Bio-Rad
Protein Assay est utilisé dans la méthode de dosage a I’acide bicinchoninique. Les avantages de
cette méthode sont, d’une part, sa grande sensibilité de mesure (0,6 a 50 pg de protéines / mL), et,
d’autre part, son insensibilité a la présence de composés phénoliques ou de polysaccharides.

Son principe se fonde sur le fait que quatre résidus d’acides aminés (la cystéine, la cystine,
le tryptophane et la tyrosine) sont capables de réagir avec les cations Cu?* en milieu alcalin, en les
réduisant en Cu*. Ces derniers forment un complexe avec 1’acide bicinchoninique (ABC), donnant
une coloration bleue pourpre avec une absorbance maximale a 562 nm (Slocum & Deupree, 1991).

Mode opératoire :

Les dosages sont réalisés selon la méthode décrite par McMahon, Doyle, Brooks, &

O’Connor (2007), modifiée comme décrite ci-dessous.
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Une gamme étalon de solutions de sérum albumine bovine (SAB) est préparée a 0, 20, 40, 60,

80 et 100 pg/mL. 50 pL. de chaque tube est mélangé a 1 mL du réactif ABC. Apres incubation a
37°C pendant 30 min, I’absorbance est mesurée a la longueur d’onde A = 562 nm.

Pour doser les protéines dans la solution enzymatique brute, des dilutions 1:50 et 1:100 sont

préparées en milieu tampon phosphate pH 7,5 (50 mM). 50 puL de chaque solution diluée sont

prélevés et 1 mL du réactif ABC est ajouté. Apres incubation a 37°C pendant 30 minutes,

I'absorbance a 562 nm est mesurée et la concentration protéique est déterminée.

I1.2.2 Mesure de ’activité enzymatique

L'activité de la laccase est mesurée par spectrophotométrie en suivant la vitesse d'oxydation
de la syringaldazine a 525 nm selon la méthode de Mustafa, Muniglia, Rovel, & Girardin (2005).
La syringaldazine (I) est un substrat donneur d’¢lectrons spécifique de la laccase. Son oxydation
aboutit a une tétraméthoxy-azo-bisméthylenequinone (II) dont I'absorbance maximale est située a
526 nm (le coefficient d'extinction molaire pour le produit d’oxydation €526 est de 65000 M-'.cm™).
Mode opératoire :

Dans une cuve en quartz, 400 pL de solution de syringaldazine (0,2 mM dans 1’éthanol) sont
ajoutés a 1530 pL d'une solution tampon de phosphate de sodium (50 mM ; pH 7,5).
La réaction est déclenchée par addition de 70 pL de préparation enzymatique préalablement diluée
au 1:50 dans du tampon phosphate. Apres homogénéisation du milieu, la cuve est placée dans un
spectrophotometre Shimadzu UV-1605 thermostaté a 30°C et la variation de I’absorbance a 526
nm est enregistrée pendant 30 min.
La vitesse initiale (v) est exprimée en pM de produit d’oxydation/min/pg de protéine. Elle est
obtenue par le calcul de la pente de la partie initiale de la courbe de la variation de 1’absorbance en

fonction du temps.
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L’activité enzymatique spécifique est estimée selon 1’équation 1 :

V (Abs/min)*10”6
€526 (65000)+quantité de protéine dans I’échantillon (ng)

Equation 1 : V(umol/min/pg de protéine) =

Une unité enzymatique est définie comme la quantité d’enzyme nécessaire a 1’oxydation de 1

umol de syringaldazine par minute a 30 °C (Mustafa et al., 2005).

II.3 Oxydation enzymatique de composés phénoliques par la laccase

Deux milieux réactionnels sont préparés en parallele et incubés a 30°C. Le premier milieu
réactionnel est composé de 5 mL de solution d’acide férulique (50 mM) et 45 mL de tampon
phosphate de sodium (50 mM ; pH 7.,5). La réaction enzymatique est déclenchée par I’ajout de 13,5
UI/mL de laccase. Le deuxieme milieu est un témoin, préparé comme indiqué précédemment mais
sans enzyme. Il permet de vérifier si I’acide férulique subit une oxydation chimique par 'oxygene
dissous.

La cinétique de l'oxydation de I1’acide férulique est suivie pendant 4 heures par
Chromatographie en phase Liquide a Haute Performance (CLHP), a différents intervalles de temps,
par prélevement de 100 puL dans le milieu réactionnel. La réaction est arrétée par 1’addition de 900
puL. de méthanol/ TFA 0,03 % (Lacki & Duvnjak, 1996). Les échantillons sont filtrés a 1'aide de
membranes Ministar-CR (Cellulose régénérée) (Sartorius, 0,2 um de porosité¢) avant d’étre
analysés.

I1.4 Méthodes analytiques de Chromatographie Liquide Haute Performance

(CLHP) en phase inverse

Les analyses sont réalisées sur une chaine de CLHP de marque Shimadzu ; celle-ci est
constituée des éléments suivants : une colonne apolaire (Lichrocart -Purospher RP 18, 250 x 4mm,

5 um) (Merck), un injecteur automatique (SIL-10ADvp), une pompe (LC-10 ATvp), un détecteur
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a barrettes de diodes UV/VIS (SPD-M 10 A vp) et un ordinateur avec logiciel d’acquisition et de
traitement des chromatogrammes (LCsolution).

La phase mobile comporte deux solutions : la solution A, eau distillée a 0,03 % de TFA et la
solution B, mélange d’acétonitrile et de solvant A (80:20 ; v/v). La méthode d’¢élution comporte un
gradient de A et B avec un débit de 0,2 ml/min ; le volume d’injection est de 50 pL et la détection
est effectuée par un balayage entre 200 et 800 nm. Le gradient d’¢élution de 1'acide férulique est
précisé dans le Tableau 5.

Tableau 5 : Gradient d’¢lution pour le dosage de I'acide férulique par CLHP

Temps (min) Solvant A Solvant B
0,01 95 5
15 60 40
20 40 60
35 20 80
50 95 5

Dosage du I'acide férulique :
L’acide férulique est quantifi¢ a son maximum d’absorption (A = 322nm) a I’aide d’une
gamme étalon (0,1 a 0,5 mM) préparée dans du méthanol. L’équation de la droite d'étalonnage de

l'acide férulique est y= 10® x avec R?=0,999.

Fonctionnalisation enzymatique de la pectine
III.1 Greffage enzymatique des produits d’oxydation de I’acide férulique sur la
pectine
Les expériences de greffage des produits d’oxydation de 1’acide férulique sur la pectine sont

effectuées dans un bécher ouvert, sans limitation d’oxygene.

Deux méthodes sont envisagées : la méthode de greffage direct et 1’adsorption indirecte.

97



Matériels et Méthodes

Greffage direct

La méthode de greffage direct consiste a ajouter 1 g de pectine LM de citron a 5 mL d’une
solution méthanolique d’acide férulique 50 mM et 45 mL de tampon phosphate (50 mM, pH 7,5)
dans un bécher. Le milieu réactionnel est placé au bain-marie a 30 °C et maintenu sous une agitation
de 500 rpm tout au long de I'expérience. Pour déclencher la réaction, 13,3 UI/mL de laccase purifiée
sont ajoutés et laisser agir pendant 4 h pour obtenir finalement la pectine modifiée, nommée pectine
F.

Adsorption indirecte

La méthode d’adsorption indirecte est menée en deux étapes. La premicre étape consiste a
oxyder I’acide férulique (5 mL, 50 mM) par la laccase, dans du tampon phosphate (45 ml, 50 mM)
pendant un certain temps, assurant 1’oxydation compléte de I’acide férulique, pour obtenir les
produits d’oxydations de I’acide férulique (POX). Ensuite, 1 g de pectine LM de citron est ajouté
aux POX et laissé en contact pendant 4 h, a 30 °C et sous une agitation de 500 rpm ; cette étape
permet d’obtenir finalement la pectine POX.

En parallele, deux témoins sont préparés : le premier contient la méme composition du milieu
réactionnel mais sans laccase, il sert a mesurer la quantité d’acide férulique s’adsorbant sur la
pectine. Le deuxieme témoin ne contient pas de substrat phénolique et il sert a mesurer la quantité
de laccase adsorbée sur la pectine. Un dernier milieu est préparé sans pectine dans le but de
comparer la cinétique enzymatique de 1I’oxydation en présence et en absence de pectine.
Récupération des poudres de pectine modifiées et conservation :

Apres 4h de réaction, les milieux réactionnels sont congelés puis lyophilisés afin de récupérer
les pectines modifiées sous forme de poudre. Ces dernieres sont ensuite lavées avec 20 mL de

chacun des solvants suivants : le méthanol, 1’éthanol et 1’acétone pour éliminer toutes traces de
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composés phénoliques adsorbés par liaisons électrostatiques. Enfin, elles sont séchées a
température ambiante et conservées au dessiccateur jusqu’a utilisation.
III.2 Caractérisation structurale des pectines natives et fonctionnalisées
II1.2.1 Analyse structurale par spectrométrie UV/visible

Des solutions de 1 g/L de pectine native (témoin) et de pectine fonctionnalisée par les
méthodes directe et indirecte (pectine F et pectine POX) sont préparées. Ces solutions sont
maintenues sous agitation de 200 rpm et a 25 °C pendant 30 min pour assurer une dissolution
maximale. Elles sont ensuite filtrées sur un verre fritté de porosité 8 um, sous vide, pour garantir
I'absence de particules solides de pectine. Un balayage de spectre d'absorbance entre 190 et 900
nm est alors effectué en utilisant un spectrophotometre UV-visible et en utilisant une cuve en quartz
(Shimadzu UV-1605).

I11.2.2 Identification des groupements fonctionnels par spectrométrie infrarouge a
transformée de Fourier FT-IR

Principe

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) mesure l'absorption des
fréquences infrarouges par un échantillon placé dans le trajet d'un faisceau infrarouge. L'objectif
principal de I'analyse spectroscopique IR, est d'identifier les groupements chimiques fonctionnels
présents dans un échantillon, ce qui aide a déterminer la structure des molécules qui le compose.
Mode opératoire

La pectine native et les pectines fonctionnalisées (pectine F et pectine POX) sont analysées,
apres lyophilisation pour éliminer au maximum le signal de I’eau. Les analyses par infrarouge
(FTIR) sont réalisées avec un appareil Bruker (Tensor 27, FTIR spectrometre) avec une cellule

ATR Platinum ayant un cristal diamant mono-réflexion, et équipé d’un détecteur pyroélectrique

99



Matériels et Méthodes

DTGS. Quelques milligrammes de chaque échantillon sont placés et comprimés par un poingon
sur la fenétre en diamant. 128 scans a une fréquence de 10 kHz sont réalisés a 20 °C dans une
gamme spectrale allant de 0 2 4000 cm™!.
I11.2.3 Analyse de la structure moléculaire par spectrométrie de résonance magnétique
nucléaire

Principe

Cette technique utilise les propriétés de résonance des atomes placés dans un champ
magnétique. Elle sert a déterminer les structures moléculaires.
Le signal d'un proton est caractérisé par son déplacement chimique delta (exprimé en ppm), qui
dépend essentiellement de la nature de 1'atome qui le porte (carbone, azote ou oxygene le plus
souvent) et plus généralement de son environnement chimique.
D’autre part, la RMN a deux dimensions ('H- '*C-) permet de déterminer les positions relatives
des protons et des atomes de carbone.
Mode opératoire

Les spectres RMN-'>C et RMN-'H sont déterminés a 1’aide D’un spectromeétre Bruker
AVANCE 400 III (champ magnétique : 9.4T, correspondant a une fréquence de résonance proton
de 400 MHz) équipé d'une sonde BBFO. Les échantillons de pectine sont dissous dans un tampon
phosphate (50 mM, pH 7,5), prépar¢ avec de I’eau deutérée (D20) et versé dans un tube de 5 mm
de diametre, a 50 °C. Différents contrdles ont été préparés : pectine laccase, la pectine-FA et de la

pectine natif. Les déplacements chimiques sont exprimés en ppm (0).
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II1.2.4 Caractérisation de la structure des échantillons selon leur masse par la
chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse
Principe
La spectrométrie de masse est une technique d’analyse permettant d'identifier des produits
par mesure de leur masse, et de caractériser leur structure chimique. Son principe consiste a séparer,
en phase gazeuses, des molécules chargées en fonction de leur rapport masse/charge (m/z), grace a
une source d’ionisation.
Mode opératoire
Les échantillons de pectine prélevés des milieux réactionnels sont dilués au demi dans
H>O:TFA (0,03 %) avant d’étre analysés a I’aide d’un systéme DionexUltiMate 3000-LTQ
UHPLC-MS (ThermoFisher Scientific, San José, CA, USA) équipé d'une colonne Alltech Alltima
C18 (150 * 2,1 mm ; 5 um) a 25 °C (débit, 0,2 mL/min). Les composés sont élués pendant 20
minutes avec un gradient linéaire de 5 a 95 % de phase B (acétonitrile contenant HCOOH (0,1%,
v/ v) dans la phase A (eau contenant du HCOOH (0,1%, v / v). Les produits sont analysés par ESI
-MS en mode positif d'ions MS, a la fois dans le mode MS-analyse complete et en MS,.
II1.3 Propriétés physicochimiques des pectines natives et fonctionnalisées
II1.3.1 Mesure de la couleur des échantillons
La mesure de couleur est effectuée en réflectance avec le spectrocolorimetre Microflash
200D (Datacolor International, Montreuil). Avant chaque série d’analyse, I’appareil doit étre

équilibré a 1’aide de deux standards, blanc et noir.
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Mode opératoire

Pour mesurer la couleur des échantillons, 100 mg de poudre sont placés dans un bécher de 5
mL. Les mesures de L*, a*, et b* sont effectuées directement en placant le disque de 1’appareil
DataColor sur le bécher. Trois mesures sont réalisées par échantillon (1 flash par mesure).
Les résultats sont rapportés dans un espace colorimétrique de représentation des couleurs de surface
appelé CIE L*a*b*. Dans ce modele, adopté par la Commission Internationale de 1'Eclairage (CIE),
il existe trois parametres qui caractérisent les couleurs : L*, a* et b* (Lathasree, Rao, SivaSankar,
Sadasivam, & Rengaraj, 2004).
La composante L* mesure la variation de la luminance. La valeur de L* varie de 0 % (noir) a 100
% (blanc).
Les composantes a* et b* mesurent deux gammes de couleur allant respectivement du vert au rouge
et du bleu au jaune, en passant par le gris.
Un autre parametre qui joue un role dans la détermination de la couleur est la saturation, appelée
encore chroma C*. Selon le chroma, la valeur varie de 0 % (insaturé par exemple gris neutre, blanc,

noir) a 100% de saturation. Il représente le degré de pureté et d’intensité de la couleur.

II1.3.2 Degré d’estérification (DE) par FTIR
Tous les étalons et les échantillons ont été séchés et stockés dans des dessiccateurs avant
I’analyse par spectroscopie FTIR (cf. partie Analyse par spectrométrie infrarouge a transformée de
Fourier FT-IR). Une courbe d'étalonnage des pectines commerciales ayant un degré d'estérification
connu, est tracé pour déterminer le DE des pectines modifiées. Les DE des pectines F et pectine
POX sont calculés en utilisant I’équation 2 d'ajustement linéaire de la courbe d'étalonnage obtenue

par corrélation du rapport des aires des groupes carboxyles estérifiés (1750 cm™) et non estérifiés
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(1650 cm™) des pectines commerciales standards avec leur DE connu correspondant (Chatjigakis
et al., 1998 ; Urias-Orona et al., 2010).
Equation 2 : Degré d’estérification (DE) =

Aire de groupes carboxyle estérifiés

(Aire de groupes carboxyle estérifiés + Aire de groupes carboxyle non estérifiés)

I11.3.3 Détermination du potentiel zéta et mobilité électrophorétique
Principe
Le potentiel zéta représente la charge d'une particule au niveau du plan de cisaillement
(Figure 21). Cette charge de surface permet de prédire les interactions entre les particules en
suspension. C'est 1'un des parametres fondamentaux connus pour affecter la stabilité d’une
dispersion et la durée de stockage d'une formulation et par suite le temps et le colt de cette

formulation (Haeri, Alinaghian, Daeihamed, & Dadashzadeh, 2014).

, € Surface des particules
:
:

, <—— Plan du cisaillement
H

Potentiel Zeta

Particule chargée
negativement

Figure 21 : Le potentiel z€ta représente la charge d'une particule au niveau du plan de

cisaillement (modifié de www.horiba.com)
Le principe de la mesure est de provoquer la migration des particules d’un échantillon
contenues dans la cellule de mesure en appliquant une tension alternative aux deux électrodes.
Ensuite, le potentiel z&€ta approximatif est calculé a partir de la mobilité électrophorétique en

utilisant un modele, dont le plus courant est celui de Smoluchowski (Hocine, Amiri, Ait-Mokhtar,

103



Matériels et Méthodes

& Pantet, 2011; Von Smoluchowski, 1921). Les seuls parametres nécessaires a la détermination du
potentiel zEta sont : la constante diélectrique du liquide, son indice de réfraction et sa viscosité.
Mode opératoire

La mobilité électrophorétique (UM cm/Vs) est mesurée afin de déterminer 1'efficacité du
greffage. Pour la mesure, les échantillons de pectine sont dissous a une concentration de 10 g/L
dans I’eau ultrapure (1 % m/v), a pH 3 et puis filtrés avec un filtre 0,45 um (Ministar-RC
membranes, Sartorius) et versé dans une cuve Z&ta avant l'analyse. Toutes les mesures sont réalisés
a 25 = 0,1°C en utilisant un appareil de type Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments,
Angleterre) équipé d'un laser vert (532 nm Type : doublé en fréquence DPSS). Chaque mesure est
répétée trois fois avec un minimum de 20 «run » dans chaque répétition et la moyenne des
mobilités électrophorétiques est enregistrée.

II1.3.4 Détermination de la taille des particules par diffusion statique de la lumiere

Principe

La diffusion statique de la lumiere mesure les distributions granulométriques des particules
allant de quelques centaines de nanometres a plusieurs millimetres. Le granulometre Malvern
Mastersizer 3000 (Malvern Instruments Ltd, UK), mesure la variation de I’angle de la lumicre
diffusée lorsqu'un faisceau laser de type He/Ne qui fonctionne a une longueur d’onde de 632,8 nm,
traverse un échantillon de particules dispersées.
Mode opératoire

Les différents polymeres de pectine (pectine-N, pectine-F) et chitosane (chitosane-N,
chitosane-F) sont préparés a une concentration de 0,15 % (m/v) respectivement dans 1’eau pure et
I’acide acétique 0,06 % (v/v). Le pH des solutions est ajusté a 4,5 par une solution de NaOH 0,1 M

et les solutions sont centrifugées pour éliminer les particules insolubles.
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II1.3.5 Analyse de la surface des échantillons par microscopie électronique a balayage
Principe

La Microscopie électronique a balayage (MEB) utilise un faisceau d'électrons finement
focalisé qui balaie la surface de I'échantillon afin de produire une image a haute résolution de cet
échantillon. Les Images de MEB ont un aspect en trois dimensions, ce qui est tres utile lorsque 1'on
examine la structure de surface d'un échantillon.

Mode opératoire

La microscopie électronique a balayage (Hitachi SEM S4800) a 10 kV est utilisée afin
d’étudier la surface des particules de pectine natives et fonctionnalisées. Les poudres de pectines
sont lyophilisées et stockées dans un dessiccateur avant la mesure. La préparation des échantillons
se fait par une dispersion des pectines dans 5 mL d’éthanol 70 %, suivie d’une sonication toutes
les 2 s pendant 5 min avec une puissance de 30 % et une fréquence de 35 KHz. Ensuite quelques
gouttes sont déposées sur un support puis elles sont séchées a I’air libre pendant deux heures avant
de les soumettre a une carbonisation sous vide. La mesure est réalisée pour différentes
magnifications (150x, 300x, 1000x et 2500x).

I11.3.6 Dosage des composés phénoliques greffés sur les pectines fonctionnalisées.

Le dosage des phénols est réalisé selon la méthode décrite par Singleton, Orthofer, &
Lamuela-Raventds, 1999 avec des modifications mineures. Apres 4 h de réaction enzymatique, les
pectines fonctionnalisées sont récupérées et lyophilisées. Elles sont ensuite lavées avec 20 ml de
chacun des solvants suivants : méthanol, éthanol et acétone afin d’éliminer les phénols faiblement
adsorbés. Enfin, la poudre recueillie est séchée pendant 24 h avant qu’elle ne soit utilisée pour
quantifier les phénols greffés.

Des solutions (Img/mL) de pectine native, pectine-F et pectine-POX sont préparées dans de

I’eau distillée. Ensuite, 1 mL de chaque solution est mélangé avec 1 mL de carbonate de sodium a
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10 % (Na,CO,). Les mélanges obtenus sont incubés pendant 10 min a 37 °C. 1 mL de réactif de
Folin-Ciocalteau dilué au tiers est ajouté et les solutions obtenues sont agitées quelques secondes
a 300 rpm puis elles sont gardées pendant 30 min, a 1’abri de la lumiére et a 25 °C, avant que
I’absorbance soit mesurée a 760 nm (Shimadzu UV-1605). Une solution aqueuse d'acide gallique
(5-40 pg/mL) et I’eau distillée sont utilisées comme standard et blanc, respectivement. La teneur
en composés phénoliques est déterminée d'apres la courbe d'étalonnage de 1'acide gallique
Equation 3 : y=0,01 x (R>=0,9997)

Ou, y est la valeur de I’absorbance a 760 nm et x la concentration du phénol greffé exprimée mg/L.

IV. Propriétés thermiques

La dénaturation thermique des poudres de pectine native et modifiée (pectine F et pectine
POX) est également analysée par calorimétrie différentielle a balayage ou en anglais « Dynamic
Scanning Calorimetry » (DSC).

Principe

La calorimétrie différentielle a balayage est une technique d'analyse thermique qui est basée
sur la différence d'énergie entre la référence et 1'échantillon pendant le chauffage, le refroidissement
ou I’isotherme. La capsule de référence est en aluminium et elle contient de 1'air. Les analyses sont
effectuées sous un gaz inerte comme 1'azote pour empécher toute réaction de la substance a étudier
avec l'atmosphere du four. Cette technique donne des résultats sous forme de pics. Sur la base de
la différence dans les énergies entre référence et échantillon, la DSC fournit l'enthalpie de la
réaction. Une valeur positive de I’enthalpie indique une réaction exothermique, une valeur négative
indique que la réaction est endothermique. La courbe d’analyse thermique (Figure 22) obtenue par
la DSC permet de déterminer les phénomenes de transition vitreuse, de fusion, de cristallisation, et

de la combustion (Gill, Moghadam, & Ranjbar, 2010).
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exothermique =

Cristallisation Combustion

Cp (J(gK)

Transition
vitreuse

Fusion

Température (* C)

Figure 22: Exemple de thermogramme obtenu par DSC (modifié de http://www.netzsch-

thermal-analysis.com)

Mode opératoire

Les thérmogrammes obtenus sur les poudres de pectine native et modifiées (pectine F et
pectine POX) sont étudiés par une NETZSCH DSC 204 F1 Phoenix (Allemagne).
9-10 mg de poudres sont pesés et hermétiquement fermés dans des capsules en aluminium de 1
cm?® (Hastelloy C276, France). La capsule de référence ne contient que de I’air. Aprés équilibrage
pendant 10 minutes a 0 °C, la température augmente a 200 °C a une vitesse de 5 °C/min. Une fois
la température de 200 °C atteinte, une rampe de refroidissement est mise en place jusqu’a 0 °C a
une vitesse de 10 °C/min. Une deuxieme montée en température est réalisée jusqu’a 300 °C a une
vitesse de 5 °C/min pour observer les faibles phénomenes thermiques pouvant étre masqués par
I’eau (lijima, Nakamura, Hatakeyama, & Hatakeyama, 2000). De plus, les températures de

dénaturation (TD) ont été déterminées a partir de 1'intégration des thérmogrammes calorimétriques.

V. Propriétés hygroscopiques
La Sorption Dynamique de Vapeur (en anglais DVS) est une technique gravimétrique pour

la mesure des isothermes de sorption d'eau des poudres. La compréhension des effets de la teneur
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en eau sur la structure des échantillons et leurs propriétés, est essentielle pour le stockage et
l'utilisation des matériaux, tels que les produits agro-alimentaires et pharmaceutiques. La mesure
des isothermes de sorption d'eau est une technique de caractérisation fondamentale dans beaucoup
de ces domaines.
Principe

Les mesures sont généralement effectuées a une pression constante de 1 bar et avec un débit
total de gaz a 200, afin de minimiser les variations du poids associées a la force d'Archimede et la
force de trainée. L'utilisation d'une température fixe a 25 °C permet d'obtenir la courbe isotherme
de sorption par 'équilibration de I'échantillon sous une série de concentrations de vapeur.
Mode opératoire

L'appareil DVS (Surface Measurement Systems, Londres, Royaume-Uni), équipé d'une
microbalance Cahn, surveille les changements de la masse de 1'échantillon avec le temps, a 25 °C
aux différentes valeurs d’activité de 1’eau (aw) (entre 0 et 0,9). 70-80 mg de 1'échantillon est chargé
sur le plateau de 1'échantillon en quartz. Le programme fixe initialement I'ay a 0 pendant 6 h (phase
de séchage). Cette étape permet a l'activité de l'eau de 1’échantillon de diminuer a zéro.
L'échantillon est ensuite soumis a des étapes successives d'augmentation d’aw, de 0,1 a 0,9. Pour
chaque étape, les changements de masse (m) et le taux de changements de masse (dm / dt) sont
déterminées et tracés en fonction du temps. L'équilibre est considéré comme atteint lorsque des
changements dans la masse avec le temps (dm / dt) sont inférieure a 0,001 % / mm (est 1 g d'eau /
100 g matiere seche/ jour). Toutes les expériences sont effectuées a 25 °C en triple pour chaque

échantillon. La précision de ce systeme est de £ 1,0 % HR et £ 0,2 °C.
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Etude des propriétés rhéologiques

La rhéologie est la science qui étudie et décrit I’écoulement, la déformation et la rupture d’un
corps sous I’effet d’une contrainte. La mesure des propriétés rhéologiques des produits alimentaires
permet de prévoir leur comportement mécanique au cours des différentes étapes de 1’élaboration
de I’aliment, ainsi que pendant 1’évaluation sensorielle de sa texture. Les tests rhéologiques sont
nombreux tels que la détermination du comportement de la substance (Newtonien, pseudoplastic,
thixotrope...), le caractére gélifiant ou non gélifiant de la substance, le point de gélification...
VI.1 Viscosité

Afin de caractériser le comportement d’écoulement, les poudres de pectine native et
modifiées par les produits d’oxydation enzymatique de 1’acide férulique (pectine-F et pectine-
POX), sont dissoutes dans 1’eau ultrapure a 1 % (m/v) a 120 rpm/h. La variation de la viscosité de
ces solutions en fonction du cisaillement est mesurée a 25 °C en utilisant un rhéometre rotatif de
marque Kinexus (Malvern Instruments, KNX 2100, UK) avec une géométrie cone/plan (diametre
50 mm, angle 2°). La température est contrOlée par un systeme a effet Peltier et 'échantillon est
recouvert par un capot pour éviter 1'évaporation.

Une rampe du taux de cisaillement de 0,001 a 100 s ! est aussi réalisée aux échantillons de
différentes concentrations (10-50 mg/mL) a 25 °C afin d’étudier I’effet de la variation de la
concentration sur la viscosité des solutions de pectines.

VI.2 Gélification

Des solutions de 20 g/L. de pectine native et modifiées (pectine F et pectine POX) sont
préparées dans 0,1 M de NaCl afin de faciliter la dipersion. Le pH est ajusté a une valeur de 6,5 +/-
0,2. Elles sont ensuite mélangées avec un certain volume de CaCl, qui correspond a R=

2[Ca**]/[CO0]=0,58 (Capel, Nicolai, Durand, Boulenguer, & Langendorff, 2006).

109



Matériels et Méthodes

Les solutions sont immédiatement transférées sur la plaque du rhéometre. Ensuite, la
variation des modules visqueux (G") et élastique (G') sont suivis a une fréquence de 1 Hz et 0,1 %
de cisaillement pour déterminer la température de gélification des échantillons. La fréquence est
préalablement déterminée suite a un balayage de fréquence de 0,01 a 100 Hz. Ainsi que le taux de
cisaillement est déterminé en faisant un balayage de 0,0001 a 10 % et les valeurs de fréquence et

cisaillement choisies sont dans le domaine linéaire.

VII. Propriétés antiradicalaires

Comme il n’y a pas une méthode universelle pour déterminer le pouvoir antioxydant d’une
molécule, il faut combiner les réponses de différents tests pour avoir une indication de la capacité
antioxydante de I’échantillon a tester. Dans cette étude, deux méthodes chimiques ont été mises en
ceuvre, reposant sur le piégeage des radicaux DPPH’ et ABTS™. La capacité des molécules d’intérét
a inhiber ces radicaux est évaluée et donne une indication de leur pouvoir antioxydant (Frankel &
Meyer, 2000).

VII.1Piégeage des radicaux DPPH"
Principe

Le pouvoir antiradicalaire d'une substance est déterminé par mesure colorimétrique en
utilisant le radical 1,1-diphényle-2-picrylhydrazyl appelé DPPH’ qui présente une coloration
violette intense. Son passage a la forme non radicalaire apres saturation de ses couches
¢lectroniques s’accompagne d’une disparition de cette coloration suivie a 517 nm.

Mode opératoire

La capacité des échantillons a piéger le radical DPPH" est mesurée selon la méthode modifiée

de Guo et al., 2015. Une solution de DPPH" (6.10° M) est fraichement préparée dans du méthanol

pur ; les échantillons (0,5 a 2,5 g) sont ajoutés dans une cuve remplie de cette solution de DPPH".
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Les mélanges obtenus sont agités et incubés pendant 30 min, a température ambiante, a 1’abri de la
lumiere.

L’absorbance des échantillons est mesurée a 517 nm (spectrophotométre Shimadzu UV-
1605) contre un blanc constitué de méthanol pur. Enfin, 1’activité antiradicalaire (pourcentage
d’inhibition des radicaux DPPH") des composés testés est évaluée par rapport a une solution

méthanolique de radicaux DPPH’ selon 1'équation 4 :

Abs molécules a tester
Abs 100 % DPPH

Equation 4 : (%) d inhibition DPPH+ =1 — ( )x100

Abs molécules a tester : absorbance de la solution des molécules a tester en présence des radicaux
DPPH’; Abs 100 % DPPH : absorbance de la solution contenant uniquement la solution de radicaux
DPPH".

L'activité antiradicalaire a été exprimée en valeur IC50, qui correspond a la concentration
(g/L) de molécule testée nécessaire pour inhiber 50 % des radicaux DPPH". Plus cette valeur est
faible, plus la capacité antioxydante de la molécule testée est grande.
VII.2Piégeage des radicaux ABTS™
Principe

La méthode ABTS (2,2'-azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-6-acide sulfonique) est basée sur
la désactivation du radical ABTS * par un antioxydant. L’activité antiradicalaire d’une molécule
est déduite de sa capacité a inhiber les radicaux ABTS . Ces derniers sont générés par 'oxydation
incomplete de I'ABTS par le persulfate de potassium. Cette réaction s'accompagne de 1'apparition
d'une coloration bleue intense. Au contact d'un composé donneur d’hydrogene, les radicaux
disparaissent au profit des ions ABTS", conduisant a la décoloration de la solution (Lien, Ren, Bui,
& Wang, 1999). Cette décoloration est suivie par spectrophotométrie a 734 nm selon la méthode

de Re et al., 1999.
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Mode opératoire

Une solution d'ABTS (7 mM) et une solution de persulfate de potassium (2,45 mM) sont
préparées dans 1'eau distillée. Les deux solutions sont ensuite mélangées (1: 1 ; v:v) et maintenues
a l'obscurité pendant 24 h. Il en résulte 1’apparition d’une coloration bleue intense. La solution
d’ABTS™" ainsi obtenue est diluée afin d’obtenir une densité optique a 734 nm de 1’ordre de 0,682
+ 0,02. Des solutions aqueuses de pectine native et des pectines fonctionnalisées (pectine-F et
pectine-POX), sont préparées a différentes concentrations (5-20 g/L). Ensuite, 10 pL de ces
solutions sont ajoutés a 1 mL de solution d’ABTS™". Aprés 15 min d’incubation a 30 °C,
I’absorbance est mesurée a 734 nm (Re et al., 1999). Les résultats sont exprimés en pourcentage

d’inhibition des radicaux ABTS" selon la formule suivante (Equation 5)

Abs finale
Abs initiale

Equation 5 : (%) d’inhibition ABTS™ =1- ( ) * 100

Abs initiale : absorbance de la solution d’ABTS™" - Abs finale : absorbance de la solution d’ABTS™"
en présence de la molécule testée.
Comme précédemment, l'activité antiradicalaire des composés testés est exprimée en valeurs de

1Cso.
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VIII. Auto-assemblage et encapsulation

Afin d’étudier Iefficacité de la fonctionnalisation enzymatique des polysaccharides, deux
approches a des fins applicatives ont été étudiées : I’auto-assemblage et I’encapsulation.
VIII.1 Auto-assemblage

L’auto-assemblage de deux polysaccharides (les pectines et le chitosane) est réalisé dans un
milieu aqueux dans le but de former des microparticules. La formation d’un complexe pectine-
chitosane est le résultat d'une interaction entre les groupements amines (NH3") du chitosane ayant
un pKa de 6,3 et les groupements carboxyles (COO") de la pectine ayant un pKa de 1,99 (Figure
23). Ce qui indique que la réaction doit prendre place dans un milieu acide, a pH supérieur au pKa
des COO" et inférieur au pKa des NH3". Dans de tels assemblages, il y a plusieurs facteurs a
contrOler comme la température, le ratio pectine / chitosane, la concentration des polymeres, la

vitesse d’agitation, le temps d’assemblage...

\/\/\/\/\/ Chitosane

N H3+ NH» N H3+
| |
l |
W Pectine
PEC

Figure 23: Représentation du complexe « polyélectrolyte » entre la pectine et le chitosane

VIIL.1.1 Préparation des assemblages
Afin de former des microparticules bien structurées, monodisperses et stables, plusieurs
parametres sont contr6lés dans la préparation des quatre assemblages :
- pectine native-chitosane natif;

- pectine native-chitosane fonctionnalisé;
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- pectine fonctionnalisée-chitosane natif;
- pectine fonctionnalisée-chitosane fonctionnalisé.

Apres une solubilisation de la pectine et du chitosane pendant 24 h a des concentrations
variant de 0,05 a 0,15 %, les polymeres sont filtrés sous vide avec un filtre de cellulose de 8 um de
porosité et leur pH est ajusté a 4,5 avec quelques gouttes de NaOH 0,1 M.

Les polymeres sont ensuite mélangés dans un bécher mis sous agitation (de 500 a 900 rpm),
a une température bien définie (4, 25, 70 °C) en ajoutant la pectine dans le chitosane suivant un
ratio pectine / chitosane bien déterminé (de 1/1 a 6/1). Le temps d’assemblage varie de 10 a 90
min.
VIII.1.2 Influence des parametres sur la distribution des microparticules

Cette partie porte sur I’influence des conditions de préparation, sur la taille et la distribution
des microparticules. L’assemblage concerné dans cette étude est celui de pectine native / chitosane
natif. Les conditions étudiées sont :

- la concentration en acide acétique ;

- la température ;

- la vitesse d’agitation ;

- le temps réactionnel ;

- les concentrations des polysaccharides.

Le Tableau 6 est un récapitulatif des conditions fixes et variables. Sachant que 1’ordre d’ajout des

polymeres est toujours le méme : la pectine est ajoutée au chitosane ; et le pH est ajusté a 4,5.
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Tableau 6 : Résumé des conditions fixes et variables utilisées dans la préparation des

microparticules de pectine native/chitosane natif

Conditions Temps Vitesse Concentration ~ Température ~ Concentration Ratio
D fixes réactionnel  d’agitation en acide °O) des polymeres  volumique
COI_ldltlonS (min) (rpm) acétique (% (% m/v) (pectine :
variables v/v) chitosane)
Concentration en 60 600 0,06-0,1-1 25 0.1 211
acide acétique %
Température 60 600 0,06 4-25-70 0,1 2/1
Vitesse d’agitation 60 500 2 900 0,06 25 0,1 2/1
Temps réactionnel 10-30-60 600 0,06 25 0,05 1/1
LR D 60 600 0,06 25 0,052 0.25 21

polymeres (% m/v)

A la fin de la préparation des assemblages dans ces conditions, une mesure de la taille est
menée pour voir 1’effet de la procédure sur la taille des microparticules formées. Ce qui permet de
choisir les meilleures conditions a utiliser pour préparer des microparticules de petite taille
(centaines de micrometres) et d’y encapsuler une molécule active.

VIIL.2 Encapsulation

Afin de vérifier I'impact de la fonctionnalisation enzymatique de la pectine et du chitosane,
une ¢étude est menée sur ces deux polymeéres fonctionnalisés pour mesurer I’influence de la
modification sur I’efficacité de 1’encapsulation d’un principe actif hydrophobe par rapport aux
polymeres natifs.

La curcumine, un antioxydant liposoluble, présentant des propriétés de fluorescence et une
absorption sensible aux solvants et aux milieux (Sharma, Saraogi, & Kumar, 2015), est utilisée
comme principe actif pour I’encapsulation.

La pectine et le chitosane natifs et fonctionnalisés formant quatre combinaisons sont utilisés
pour I’assemblage et I’encapsulation : pectine N - chitosane N, pectine N - chitosane F ; pectine F

- chitosane N ; pectine F - chitosane F.
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La premicre étape consiste a déterminer les ratios volumiques des assemblages pectine /
chitosane des 4 combinaisons déja citées. Pour maximiser les interactions entre la pectine chargée
négativement et le chitosane chargé positivement, le ratio choisi doit conduire le plus possible a la
neutralité (égalité de charges).

La température est fixée a 25 °C et le pH des solutions a 4,5 pour garantir 1’ionisation des
polymeres. Une solution de curcumine a 20 mg/mL est préparée dans de 1’éthanol et conservée a 4
°C jusqu’a utilisation, a 1’abri de I’air et de la lumiére pour en prévenir 1’oxydation (Lee et al.,
2013). Ensuite, 12 mL de biopolymeres 0,15 % (m/v) (Tableau 7) sont préparés selon le ratio
volumique pectine / chitosane assurant leur neutralit¢ (Cf chapitre 4 de la partie résultats et
discussion).

Tableau 7: Les volumes des biopolymeres utilisés dans la préparation des assemblages
pectine : chitosane

Volume de pectine (mL) Volume de chitosane (mL)

Pectine native : chitosane natif 8,0 4,0
Pectine fonctionnalisée : chitosane natif 10,2 1,7
Pectine native : chitosane fonctionnalisé 6,0 6,0
Pectine fonctionnalisée : chitosane fonctionnalisé 8.0 4,0

Le protocole d’encapsulation suivi est montré dans la Figure 24. Pour résumer, 1 mL de
curcumine a 20 mg/mL est ajouté au volume de chitosane 0,15 % en agitant a 600 rpm pendant 5
min avant que la pectine a 0,15 % soit ajoutée et mélangée sous une vitesse de 600 rpm pendant
1h. Ensuite, un aliquote de 2 mL est prélevé dans un tube eppendorf et centrifugé a 13400 rpm dans
une centrifugeuse MiniSpin eppendorf pour 2 min pour doser le taux de curcumine encapsulée

(dans le culot) et libre (surnageant 1).
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Figure 24: Protocole de 1’encapsulation de la curcumine dans un mélange de

polyélectrolytes composé de pectine et de chitosane
VIIL.2.1 Dosage du curcumine

Le dosage du curcumine se fait en utilisant un spectrophotometre Shimadzu UV-1605 a 425
nm correspondant a I’absorbance maximale de la curcumine (Sharma et al., 2015). Pour déterminer
le pourcentage de curcumine encapsulée, 1 mL d’éthanol est ajouté au culot puis ce dernier est
resuspendu au vortex, ensuite il faut procéder a une sonication 1 s « on » 1 s « off » pendant 45 s,
suivie d’une centrifugation pendant 1 min a 13400 rpm. Le surnageant contenant la curcumine
libérée des microparticules est dosé en utilisant le spectrophotometre UV a 425 nm.

Ainsi en suivant ce protocole de la Figure 24, le taux de la curcumine encapsulée dans les
microparticules pectine / chitosane est dosé dans le culot. Par la suite, il est possible de comparer
I’efficacité d’encapsulation de la curcumine dans les quatre combinaisons d’assemblage des

polysaccharides natifs et fonctionnalisés.
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ITI. Résultats et Discussion

Chapitre I : Fonctionnalisation de la pectine par des composés phénoliques,
catalysée par la laccase de Myceliophtora thermophila en milieu aqueux

[.L1 Introduction

La pectine est un polysaccharide trés intéressant dans 1’industrie alimentaire, cosmétique et
pharmaceutique, de part ses propriétés techno-fonctionnelles. Toutefois ce polymere présente des
inconvénients qui limitent son utilisation tels que la difficulté d’hydratation dans 1’eau due a la
formation de vacuole, le gonflement suite a une hydratation rapide, le caractere tres hydrophile qui
limite la possibilité de contrdler le relargage efficace d’un principe actif (Chen et al., 2015). Ainsi,
des études sont faites afin de surmonter ces limitations et d’apporter de nouvelles propriétés
fonctionnelles a ce polymere ou d’améliorer celles existantes. Ces études se sont orientées vers la
fonctionnalisation de la pectine par voie enzymatique (Abang & Meyer Anne, 2013; Jung &

Wicker, 2012; Zaidel, Chronakis, & Meyer, 2012).

Le travail proposé dans cette étude repose sur la mise en ceuvre d’un procédé enzymatique
d’oxydation de I’acide férulique catalysée par la laccase de Myceliophtora thermophila, en
présence de pectine. L’avantage de ce procédé est la formation d’intermédiaire semi-quinoniques
réactifs pouvant réagir avec les groupements fonctionnels présents sur la pectine, conduisant ainsi
au greffage de composés phénoliques sur la structure du polymere. La faisabilité de cette approche
a été démontrée avec le chitosane dans des travaux antérieurs menés au sein du laboratoire.
L’objectif de ce travail est d’étendre 1’étude a un polymere alimentaire, la pectine, en vue de créer
de nouveaux ingrédients fonctionnels. Plusieurs articles rapportent l'utilisation de polyphénol
oxydases pour réticuler la pectine grace a 1’oxydation de I’acide férulique naturellement présent

dans sa structure (Abang & Meyer Anne, 2013; Littoz & McClements, 2008). Cependant, a notre
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connaissance, aucune étude n'a été menée sur le greffage exogene de composés phénoliques sur la
pectine.

Les principales questions scientifiques relatives a cette étude sont les suivantes : est-il
possible d’établir des liaisons entre les composés issus de 1’oxydation de ’acide férulique et les
groupements fonctionnels de la pectine. Si oui, de quelle nature sont les liaisons établies et ou
celles-ci sont-elles localisées dans le polymere ?

Pour tenter de répondre a ces questions, l'article qui suit présente les travaux réalisés pour
montrer la faisabilité de la réaction. Par ailleurs, la cinétique réactionnelle a été établie et le taux
d’incorporation de composés phénoliques dans la pectine a ét¢ déterminé. Les modifications
structurales engendrées par la fonctionnalisation du polymere ont été étudiées par des méthodes

spectroscopiques et de diffusion de la lumiere.
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Abstract

Pectin is a natural biopolymer extracted mostly from citrus peel, sugar beet and apple
pomace. In order to improve its functional properties and then to enlarge the field of its potential
applications, functionalization reaction of citrus pectin with ferulic acid (FA)-oxidation products
was performed in aqueous medium, at 30 °C and pH 7.5, in the presence of Myceliophthora
thermophila laccase as biocatalyst. The conjugation between FA-oxidation products and pectin was
confirmed using FTIR, UV-Vis and LC-MS analyses. The obtained results suggested that covalent
bonds were between the pectin carboxyl groups and FA-oxidation products between the pectin
carboxyl groups and FA-oxidation products. The determination of the total phenolic content
showed that the modified pectin contained 5 times more phenols than the native pectin. In view of
these results, this enzymatic procedure appears as a promising way to provide new pectin-based
polymers that are expected to present new properties of interest.

Keywords: phenols, pectin, laccase, oxidation, antioxidant.

Highlights
e The functionalization of pectin with phenols was performed under mild conditions.
e The ferulic acid oxidation products were grafted onto pectin thanks to laccase catalysis

e (Covalent bonds were between the pectin carboxyl groups and FA-oxidation products.
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I. Introduction

Pectin is a natural polysaccharide, used in many industrial fields such as pharmaceutical
[1,2], medical [3], and food industries [4]. This biopolymer found in higher plants cell walls, is
mainly composed of homogalacturonan (HG), which is a linear backbone of (1—4)-linked a-D-
galacturonic acid units. These latter units can be methyl-esterified of its carboxyl groups and/or
acetylated on its C-2 hydroxyl groups [5]. The homogalacturonic regions are interrupted by
rhamnogalacturonic (RG-1) regions, that consist of galacturonic acid/rhamnose repeating units,
and rhamnogalacturonic-II (RG-II) regions made of a homogalacturonic backbone with complex
side chains containing rhamnose and other neutral sugars [6]. Generally, the main feedstocks for
commercial pectin production around the world are apple pomace and citrus peel.

Pectin behavior within the cell walls as well as pectin properties after extraction, strongly
depends on its methylation and acetylation degree showing strong structure-property relationship
[7]. Citrus pectin is not acetylated contrary to sugar beet pectin which secondary hydroxyl groups
are highly acetylated [8,9]. Depending on the degree of methylation (DM), pectin is divided into
high methoxy (HM) pectin with DM > 50% and low methoxy (LM) pectin with DM < 50%. The
DM determines the functional properties of pectin, which are the base of its broad use [10].

Beside its interesting properties, some limitations related to the use of pectin were reported,
such as the formation of lumbs during its dissolution in water [11], its highly hydrophilic nature
reducing the ability to control drug release in different dosage forms, and its swelling behavior
[12]. Many studies showed that the properties of polysaccharides can be improved by modifying
their structures, based on the chemical reactivity of their functional groups [13]. These structural
modifications can be brought by either chemical or enzymatic processes, those latter being

preferred due to less environmental impact, mild conditions and high selectivity [14].
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The functional groups of the pectin are mainly the hydroxyl and the carboxyl functions that
may be involved in enzymatic reactions, such as esterification and acylation. Furthermore,
depending on the source, pectin structure contains variable level of ferulic acid units. Feruloylated
pectin is taxonomically widespread but it is of low abundance [15]. Some studies reported the
enzymatic cross-linking of sugar beet pectin that contains naturally about 50-60 % of ferulic acid
[16-19].

The aim of this study was to apply a laccase-mediated bioprocess for the grafting of
exogenous phenolic compounds onto citrus pectin structure [20]. As far as we know, no similar
study has been carried out. The laccase of Myceliophthora thermophyla was used to initiate the
oxidation of ferulic acid. The reaction was performed in aqueous medium, in mild conditions (30
°C and pH 7.5), and in the presence of pectin. This single-step and eco-friendly procedure was

expected to provide new ingredients with improved properties for food industry.

II. Materials and methods

II.1 Materials and enzyme

Citrus pectin with more than 75% galacturonic acid, ferulic acid (FA), Folin & Ciocalteu’s
phenol reagent and trifluoroacetic acid (TFA) were purchased from Sigma—Aldrich (France).
Acetic acid were purchased from Merck (Germany) and Prolabo (France), respectively.
Syringaldazine was purchased from Fluka (France). The following chemicals: acetone, methanol,
ethanol, 2,2’-azino-bis(3-ethlyl-benzthiazoline-6-sulfonic) acid (ABTS), and acetonitrile were
obtained from Carlo Erba (Milwaukee, WI, USA).

In this study, an industrial laccase named Suberase® (Novozymes, Bargsvaerdt, Denmark)

was used. The Suberase® is a fungal laccase from Myceliophthora thermophila produced by
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submerged fermentation of modified Aspergillus orizae strain; it belongs to the polyphenol oxidase
family.
I1.2 Enzymatic reactions
I1.2.1 Enzymatic functionalization of pectin

A reaction mixture (solution I) was prepared in a magnetic stirred reactor (500 rpm) by
mixing 5 mL of a FA solution (50 mM, in methanol), 45 mL of phosphate buffer (50 mM, pH 7.5)
and 1 g of pectin. The medium was incubated at 30 °C, under atmospheric conditions (the dissolved
oxygen was not limited). The reaction was started by adding 0.75 mL of Suberase® (13.5 U/mL of
laccase of Myceliophtora thermophila). Additionally, three control solutions were prepared in the
same conditions: solution (II), solution (III) and solution (IV) having the same composition of the
solution I, except for the pectin, the laccase or the substrate FA, respectively. After the complete
consumption of FA, the reaction medium was kept in the freezer for 24 h, then freeze-drying was
carried out for 72 h. After that, the powder was submitted to an extraction with methanol in a
soxhlet apparatus for three hours, and then washed again with organic solvents (ethanol and
acetone) to remove unbounded phenols that could be adsorbed onto pectin through electrostatic
interactions. Finally, the powder was kept in a desiccator until use.
I1.2.2 Enzymatic functionalization of galacturonic acid and galactose

Reactions were performed with galacturonic or galactose instead of pectin, according to the
same protocol described before. After four hours of reaction, an aliquot was taken from the reaction
medium and analyzed by LC-MS.

Galactose was used because of the similarity of his structure with that of galacturonic acid,

missing only the carboxyl group.
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I1.3 Monitoring reaction kinetics

FA consumption was monitored by High Performance Liquid Chromatography (HPLC)
analyses. 0.1 mL samples were withdrawn from the reaction mixture at various interval times and
0.9 mL of methanol (0.03 % trifluoroacetic acid (TFA), v/v) were immediately added in order to
stop the reaction [21,22]. Analyses were performed on a Shimadzu Class-VP HPLC system with a
computer controlled system containing upgraded Class-VP 6.1 software. Separations were carried
out on a reversed phase column LiChroCART RP-18 (Merck, 25 cm x 0.4 cm, particle size 5 pm).
The detection was conducted between 190 nm and 700 nm on a multichannel photodiode- array
detector (SPD-M10A VP). The elution was performed using a gradient of solvent A: water/ TFA
(100:0.03, v/v) and solvent B: acetonitrile /water/ TFA (80:20:0.03, v/v/v) at a flow rate of 0.2
mL/min. The gradient steps were as follows: linear gradient from 5 % to 40 % of B during 15 min,
from 40 % to 60 % of B during 5 min and from 60 % to 80 % of B during 15 min [23]. The samples
were filtered with Ministar-RC membranes (Sartorius, porosity 0.2 um) before analysis. Each
analysis was performed in triplicate.
I1.4 Characterization of native and modified pectin
I[.4.1 Determination of phenolic content

Total phenolic content of native and modified pectin samples was determined by
spectrophotometry according to the Folin & Ciocalteu method described by [24,25] with slight
modification. Briefly, I mL of the pectin samples (1 g/L) was mixed with 1 mL of sodium carbonate
(100 g/L) and kept at 37 °C for 10 min. Later on, 1 mL of Folin & Ciocalteu reagent was added.
The mixture was then stirred for 30 min in the dark, at room temperature. After that, the absorbance

was measured at 760 nm using a UV—visible spectrophotometer (Shimadzu UV- 1605) against a
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benchmark. The measurements were compared to a gallic acid standard curve (0 to 60 mg/L;
y=0.01x; R? = 0.9997). All analyses were performed in triplicate.
I1.4.2 Determination of electrophoretic mobility

Electrophoretic mobility measurements were performed with a Zetasizer Nano ZS (Malvern,
England) equipped with a 532 nm frequency doubled DPSS laser, a measurement cell, a
photomultiplier and a correlator. Scattering intensity was measured at a scattering angle of 173°
relative to the source using an avalanche of photodiode detector. The software used to collect and
analyze the data was the Zetasizer Software version 7.11 from Malvern.

10 mg/ml of native and modified pectin samples were dissolved in deionized water at pH 4.5
and then carefully filtered with Ministar-RC membranes (Sartorius, porosity 0.2um) before
analysis. Samples were measured in a clear disposable Zeta cell (DTS1070 Malvern). The
measurements were made at a position of 2.00 mm from the cuvette with an automatic attenuator
and at a controlled temperature of 25 £+ 0.1 °C. For each sample, 15 runs of 15 s were performed
with three repetitions.

IL.5 Structural characterization

Analyses were performed on native and modified pectins in order to study the structural
modifications affected by the grafting of FA oxidation products. .
I1.5.1 UV-visible analyses

UV/visible analyses were performed using a spectrophotometer (Shimadzu UV-1605)
scanning in the range 200—600 nm. Pectin samples were dissolved in water (0.5 %, w/v), and then

filtered slowly with Ministar-RC membranes (Sartorius, porosity 0.2 pum).
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I1.5.2 FTIR analyses

Fourier-transform infrared spectroscopy (FT-IR) analyses were performed using a Tensor 27
(Bruker, Germany) with 128 scans, 10 kHz scanning, in the range 400—4000 cm . A DTGS
detector was used. Before analysis, the samples were kept out from light and dried for 24 h at
room temperature in a desiccator. The dried powders was then placed on a universal diamond
ATR top-plate to be analyzed.

The esterification degree (DE) of native and modified pectins was defined as the percentage
of carboxylic groups that are esterified. As citrus pectin is not acetylated, the determination of the
DE can be performed using FTIR method with no overestimation of the esterification degree [26].
Using the second derivative analysis, DE was determined from the area of the C=0 elongation
bands of carboxylate groups and ester groups in the region 1750-1540 cm-1 [27].

I1.5.3 NMR analyses

In order to further analyze the structures, NMR spectroscopy was performed with a Bruker
AVANCE I 400 (Magnetic field: 9.4T, corresponding to a 400 MHz proton resonance frequency)
equipped with a BBFO probe. 'H spectra were acquired with a water suppression procedure using
the following parameters: 1024 scans, 32768 data points, 16 ppm spectral width and 2 seconds
relaxation delay. Proton- decoupled '*C spectra were acquired using a Waltz16 decoupling scheme
and with the following parameters: 10240 scans, 65536 data points, 240 ppm spectral width, 5s
relaxation delay. D>O was used as solvent for the sample contained in a tube of 5 mm i.d. at 50 °C.
Chemical shifts were expressed in ppm (0) referenced to TSSP. Different controls were prepared:
pectin-laccase, pectin-FA and native pectin.

I1.5.4 LC-MS analyses
MS analyses were performed with a DionexUltiMate 3000-LTQ UHPLC-MS system

(ThermoFisher Scientific, San Jose, CA, USA) consisting in a binary solvent delivery pump
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connected to a photodiode array detector (PDA) and a LTQ mass spectrometer (Linear Trap
Quadrupole) equipped with an atmospheric pressure ionization interface operating in electrospray
positive ion mode (ESI*). Samples (10 uL) were separated on a AlltechAlltima C18 column (150
x 2.1 mm; Sum), at 25 °C, with a flow rate of 0.2 mL/min. Compounds were eluted with a phase
B made of acetonitrile ( 0.1 % acetic acid, v/v) and a phase A made of water ( 0.1 % acetic acid,
v/v). A gradient (5-95 % phase B) was applied over 20 min. The products were analyzed in both
the full-scan MS mode and the data-dependent MS/MS mode for structural investigation. Mass
spectrometric conditions were as follows: spray voltage was set at 4.5 kV; source gases were set
(in arbitrary units min'!) for sheath gas, auxiliary gas and sweep gas at 40, 10, 10, respectively;
capillary temperature was set at 300 °C; capillary voltage was set at 36 V; tube lens, split lens and
front lens voltages were set at 80 V, - 44 V, - 3.25 V, respectively. Ion optic parameters were
optimized in EST" mode by automatic tuning using a standard solution of isopimpinelline at 0.1 g/L
infused in the mobile phase (A/B: 50/50 v/v) at a flow rate of 5 uL/min [28]. Raw data were

processed using the XCALIBUR software program (version 2.1).

I1I. Results and discussion

II1.1 Functionalization of pectin with ferulic acid oxidation products

Laccase-mediated oxidation of ferulic acid (FA), starts by the abstraction of one hydrogen
atom and then leads to reactive semiquinonic species. In the presence of pectin, these intermediates
are expected to react with the functional groups of the polymer, leading to the grafting of phenolic
entities. Oxidation reactions of ferulic acid catalyzed by the laccase were carried out with or
without pectin aiming to assess the impact of the presence of the polymer on the reaction. At the
macroscopic scale, the color of the reaction media of the solutions I and I, turned from colorless

to orange. After 24 h of incubation, the color of the reaction mixture became dark brown due to
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polymerization reactions. These observations are fully consistent with previous studies [23,29]. It
must however be noted that a brighter color was observed in the medium containing pectin,
comparing to that without pectin. Unsurprisingly, the reaction medium containing pectin exhibited
a high viscosity comparing to the medium without pectin (FA-Laccase). The viscosity was
observed to decrease throughout the synthesis. In further experiments, reactions were stopped after
the complete conversion of FA.

The consumption of FA in the reaction mixtures was monitored. The oxidation kinetic of
ferulic acid in the presence of pectin was significantly different, and more specifically slower than
that obtained without pectin (Figure 1). Initial rates recorded within the first 7 minutes were 0.076
pmol/min in the presence of pectin and 0.13 umol/min without pectin. These results could be
explained by the viscosity of the reaction medium containing pectin, that limited the transfer of FA
to the enzyme. Moreover, the total conversion of FA was reached after 240 min in the reaction

media of both solutions I and II. Then, the reactions were stopped.
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Figure 1: Kinetics of FA oxidation in different reaction media: FA with laccase (A ), FA
with laccase and pectin (m), FA with pectin (®). All reactions were performed in phosphate

buffer (pH 7.5), at 30 °C.
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Additionally, FA concentration remained perfectly stable in a control medium that contained
no laccase, showing that no reaction occurred in the absence of enzyme. This experiment also
suggested that FA consumption was only due to laccase-mediated oxidation. Physicochemical
interactions between various phenolic acids such as ferulic acid, caffeic acid and chlorogenic acid
and cellulose-pectin composites have already been observed by other authors after long exposure
time (12 days) [30]. In this study, the assumption that FA is at least partly adsorbed onto pectin
chains, could be ruled out.

Previous studies showed that laccase activity could be drastically reduced as FA oxidation
products were formed in the reaction medium [31]. Some authors showed that this phenomenon
could be limited by the addition of chitosan (Aljawish et al., 2012). In the present study, the
capacity of pectin to limit laccase inhibition was assessed through fed batch reactions. Laccase-
mediated oxidation of FA was performed in the presence of pectin. After the total conversion of
FA, reactors were fed with a further addition of FA (5 ml, 50 mM). The conversion of the newly
added FA was monitored (Figure 2). Results showed that the laccase remained active when pectin
was in the reaction medium. The initial rate of the second step of the reaction was 0.058 pmol/min
against 0.076 pumol/min for the first step, indicating a partial loss of enzymatic activity. These
results suggested that pectin could rapidly capture FA oxidation products thus limiting laccase

inhibition.
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Figure 2: Kinetics of FA oxidation catalyzed by the laccase in fed-batch mode:
consumption of FA initially present in the reaction medium (m), consumption of newly
added FA (e). Reactions were performed in the presence of pectin, in phosphate buffer (pH

7.5), at 30 °C.

II1.2 Characterization of native and modified pectin

Pectin powders issued from oxidation reactions were characterized according to their content

in phenolic compounds and their structural properties. Data were systematically compared to those

obtained with native pectin.
II1.2.1 Total phenolic content

During the reaction, pectin functional groups were expected to react with FA oxidation
products, leading to their grafting onto the polysaccharide chains. The extent of this grafting was

determined through total phenol measurement. Analyses showed that the modified pectin contained
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five times more phenols than the native pectin (54.7 +/- 0.3 mg Gal Eq/g DW against 9.9 +/- 0.8
mg Gal Eq/g DW, respectively). In view of these results, functionalization of pectin with FA
oxidation products appears as an interesting way to produce phenol-enriched polysaccharides. Such
polymers are expected to exhibit combined properties and appears as promising polyfunctional
compounds. Similar results were observed in a previous study about the functionalization of
chitosan with FA oxidation products [29]. A phenolic content of 24.50 + 1.00 mg Gal Eq/g DW
was found in the modified chitosan compared to none in native chitosan.

Unsurprisingly, native pectin contained phenols in its structure (9.9 +/- 0.8 mg Gal Eq/g
DW). These phenols corresponded to ferulic acid entities bounded to side-chain neutral sugars of
pectin [33]. Other authors showed that citrus pectin had a feruloylation degree of 0.12 - 0.34 %
[32]. In the presence of laccases or peroxidases, these phenolic entities were involved in oxidative
crosslinking pathways [19,34,35]. In view of these information, two mechanisms are expected to
occur during the functionalization of pectin by laccase-mediated oxidation of ferulic acid. The first
one consisted in the oxidation of the exogenous FA followed by the grafting of its oxidation
products onto the pectin chains; the second one could be the oxidation of endogenous FA units,
leading to the crosslinking of polysaccharidic chains.

[11.2.2 Electrophoretic mobility

A successful grafting of FA-oxidation products onto pectin was expected to change the
surface charge of pectin chains, regardless of the charge distribution. Thus, electrophoretic mobility
measurements of aqueous solutions containing native pectin or modified pectin were performed

(Table 1).

131



Résultats et Discussion — Article 1

Table 1: Electrophoretic mobility of native and modified pectin. Samples (10 mg/ mL) were

prepared in water, at 25 °C and pH 4.5

Type of pectin Electrophoretic mobility (um.cm/V.s)
Native pectin -2.00 +/- 0.15
Modified pectin -1.49 +/- 0.18

Due to the linear relationship between the electrophoretic mobility and the chain-averaged
charge density [36,37], results showed that the modified pectin was less charged than the native
pectin suggesting a decrease of carboxylate groups availability. In other studies, the charge
distribution over the pectin chains and thus its electrophoretic mobility were found to depend on
its esterification degree (DE), the highest DE leading to the lowest mobility [38—40]. A similar
trend was observed in the present study later on, suggesting that the carboxyl groups of pectin
might be involved in the grafting of phenolic compounds on this last during the reaction.

III.3 Spectral characterization

Various spectral analyses were achieved aiming to provide a chemical evidence of the
modifications brought to pectin structure during the reaction.
II1.3.1 Absorption in UV-visible domain

UV-visible analyses were performed in order to highlight the grafting of phenolic compounds
onto pectin chains and to give factual data supporting experimental observations (especially color
change). Whatever the type of pectin, a high absorbance around 200 nm, was observed (Figure 3).
Although this spectral region is unspecific, absorbance could be attributed ,according to other
studies, to galacturonic acid carboxyl groups [41]. The absorbance around 270-280 nm was also
partly due to galacturonic acid units [41,42]. Moreover, this range of radiations is absorbed by
aromatic compounds and has been previously related to ester-linked FA in citrus pectin [32]. In

this spectral region, the higher absorbance of modified pectin compared to the native one, gave
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evidence of the grafting of phenolic compounds onto the polysaccharide chains. This was
reinforced by the high absorbance of the modified pectin around 325 nm (wavelength of maximum
absorption for FA).

Additionally, a weak absorbance of the modified pectin in the visible-region (v > 400 nm)
was observed (data not shown) while native pectin did not show any absorbance. This was
responsible for the orange color of the modified pectin compared to the white-cream color of the

native pectin.
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Figure 3: Absorption of aqueous solutions (1 g/, w/v) of native pectin (m) and modified

pectin (@) in the UV-visible domain
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II1.3.2 Absorption in IR domain

Contrarily to UV-visible spectroscopy, IR spectroscopy was expected to provide detailed
information about the chemical functions that constitute the analyte. FT-IR analyses were
performed aiming to highlight the structural differences between the native and the modified
pectins. As shown in Figure 4, the characteristic absorption bands of native pectin were also found
in the spectrum of the modified pectin, showing that the basic structure of the polymer was
maintained. However, small differences were observed especially in the spectral region below 1800
cm!. The bands at 1750 cm™ and 1650 cm™! correspond to carbonyl bond stretching in esterified
and nonesterified carboxyl groups, respectively. These two bands can be used to determine the
degree of esterification (DE) of pectin [27,43]. The native pectin exhibited a degree of esterification
of 17 +/- 3 % corresponding to a low-methoxyl pectin (LM). In the case of the pectin functionalized
with FA oxidation products, the DE was 22 +/- 2 %. Specifically, the peak area of the esterified
carboxyl groups (1750 cm™) remained the same in both pectins, however, that of the free carboxyl
groups (1650 cm™!) was lower for the modified pectin, than for the native polysaccharide.

According to other authors, the fingerprint region (1300-800 cm™) can reflect variations in
the composition of pectin monosaccharide composition [44,45] and corresponds mainly to coupled
C-C, C-O-C and C-OH vibration modes of carbohydrate rings and glycosidic linkage. Two
additional peaks were observed in modified pectin compared to native pectin. The first one at 1000
cm! was attributed to C-OH bonds and the second one at 852 cm™ is usually attributed to para

substituted aromatic rings of FA-oxidation products.
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Figure 4: FT-IR spectra of native (doted line) and pectin (solid line) modified with FA

oxidation products

In view of these results, the functionalization of pectin with laccase-mediated FA oxidation
products did not appear to modify the basic structure of the polysaccharide. The higher DE of the
modified pectin compared to that of the native pectin suggested the involvement of carboxylate
groups in the grafting of phenolic compounds. The presence of phenolic entities in the structure of
the modified pectin was demonstrated.

II1.3.3 NMR analyses

NMR was used in order to characterize the changes brought to the structure of pectin chains
due to the grafting of phenols. Experiments were performed on three samples: the native pectin as
a reference, the pectin grafted with phenols, and a mix of native pectin and FA oxidation products.
This latter sample was prepared aiming to discriminate structural changes coming from the grafting

of phenols onto the pectin from those relative only to the presence of FA oxidation products.
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Assignment of the hydrogens and carbons of galacturonic acid units obtained with the

native pectin was given in Table 2 [46—48].

Table 2: '3C and '"H NMR chemical shifts (ppm) of galacturonate units in native pectin (D20
solvent, pH 7)

Atoms n° 1 2 3 4 5 6 OCH3;
'H 5.0 (free) 3.8 (free) 3.8 (free) 4.4 4.6 (free) - -

4.9 (ester) 3.6(ester) 3.6(ester) 5.0 (ester) 3,8 (ester)
B3¢ 99.7 (free) 68.0- 68.0- 78.8- 72.0 (free)  171,4 (free) -

100,5 (ester) 69.0 69.0 79.2 71.1 (ester) 175,4 (ester) 53,4 (ester)

Carbon-13 spectra of the three samples were very similar, and did not reveal any significant
change from one sample to the other, indicating that the main structure of the pectin was
maintained. Proton spectra were more informative: some differences appeared and could be a clue
of the structural modifications brought to the pectin grafted with FA oxidation products. The main
differences could be summarized as following:

i) The H-5 area of the '"H NMR spectra (4.6-5.0ppm) was modified when going from the native
pectin to the modified pectin, suggesting a chemical modification of the C-6 carbons of the
galacturonate units. This observation could be linked to the decrease of intensity relative to the
carboxyl groups observed in IR spectra.

ii) The signals observed in the aromatic region of 'H spectra (6.0-8.0ppm) corresponded mainly to
FA oxidation products and to ferulic acid units that were naturally present in the native pectin. A
large signal appeared in this area in the case of the modified pectin that could be an indication of
the grafting of phenolic entities. A similar signal was also present in the third sample due to the

presence of FA oxidation products.

136



Résultats et Discussion — Article 1

Due to the weak degree of functionalization and the low sensitivity of these NMR
measurements, no further meaningful differences between the three samples could be attested.
These observations led to conclude that the structure of pectin was modified during the
laccase-mediated oxidation process, but the deep structural changes accompanying this reaction
could not be completely revealed because of the low sensitivity of the NMR technique. 2D HSQC

experiments were also performed but did not provide more detailed information.

II1.4 Functionalization of pectin monomer with ferulic acid oxidation products

Given the difficulties encountered in the structural characterization of the whole polymer, the
functionalization of a simplified model system was considered. Galacturonic acid was chosen as
the most representative monomer unit of pectin. Its functionalization was expected to provide
information about the possible mechanism of grafting of FA oxidation products onto pectin. To
this end, the laccase-mediated oxidation of FA was performed in the presence of galacturonic acid.
Three controls were also prepared, one without laccase, one without FA and another one without
galacturonic acid.

LC-MS analysis of the reaction medium in positive mode revealed the presence of a new
peak (m/z = 630, M+H, retention time 14.18 min) that was not found in the controls. The MS>
fragmentation of this ion gave several secondary ions, one of them having a m/z of 341 (M+H)
(Figure 5). According to previous results, this corresponded to a decarboxylated and
dehydrogenated form of FA-dimer [29]. The further fragmentation of this ion (m/z of 341 M+H)

gave the same fragmentation pattern as FA-oxidation product of mass 340, found in the control.
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Figure 5: LC-MS spectra (positive mode) of the reaction medium constituted of

galacturonic acid, FA and laccase: (A) full scan MS spectrum of the newly formed product,

(B) MS: fragmentation spectrum of ion m/z= 630, (C) MS3 fragmentation spectrum of ion

m/z=630
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These results suggested that the functionalization of galacturonic acid with FA-oxidation
products led to a new product having a mass of 629 g/mol. This product contained at least two units
of FA, probably linked to galacturonic acid through an ester bond. In order to verify this
assumption, another reaction was performed with galactose instead of galacturonic acid. In that
case, LC-MS spectrum showed the formation of FA oxidation products just as in the control

medium, suggesting that no grafting occurred on galactose unit having no carboxyl group.

IV. Conclusion

The modification of citrus pectin with FA oxidation products catalyzed by the laccase of
Myceliophtora thermophyla was investigated. The total conversion of FA was obtained after few
hours of incubation, leading to colored pectin powders. Results gave evidence of the phenolic
entities grafting onto the polysaccharide chains. Spectral data suggested that the carboxylate groups
of galacturonic acid units could be linked to decarboxylated FA dimers through ester bonds.
Nevertheless, due to the complex structure of pectin and considering the complexity of laccase-
mediated oxidation reactions, the possibility of other binding modes could not be excluded. In
particular, the crosslinking of pectin due to the oxidation of endogeneous FA units might be
considered. This ecofriendly process appeared as a promising way to provide new polysaccharides

with improved functionalities using renewable resources.
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