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Résumé

Les esters carboxyliques de faible poids moléculaire sont des molécules volatiles
aux propriétés aromatisantes rappelant les fruits et les fleurs. Leur utilisation industrielle
est trés importante au niveau des produits alimentaires, pharmaceutiques et des produits
cosmétiques. Ces aromes et fragrances peuvent étre extraits a grand frais de biomasses
naturelles ou peuvent €tre synthétisés chimiquement selon des procédés industriels
polluants. La demande croissante du public pour des produits certifiés biologiques et
écologiques incite les compagnies productrices de ces esters a trouver des voies
alternatives de syntheése. L’application de la biocatalyse selon un cadre de chimie verte
permet de répondre a cette demande. Les enzymes lipolytiques (lipases et estérases) sont
des biocatalyseurs robustes capables de synthétiser ces molécules selon les conditions
exigeantes des procédés industriels. Néanmoins, les coiits de production de ces enzymes
et leur efficacité moindre comparativement aux catalyseurs chimiques ne permettent pas

encore d’envisager leur utilisation compétitive a grande échelle.

Afin de répondre a cette problématique, une banque d’enzymes lipolytiques a été
construite a partir des informations provenant d’une librairie métagénomique criblée chez
Escherichia coli dont ’analyse a été effectuée antérieurement a la présente étude. Cette
banque a aussi ét¢ bonifiée avec I’ajout de séquences correspondant a des génes
lipolytiques présomptifs provenant du criblage génomique de [I’actinomycéte
Streptomyces coelicolor. L’analyse de ces séquences supplémentaires a permis
d’identifier une nouvelle estérase aux propriétés psychrophiles intéressantes. De plus, une
lipase provenant de I’étude métagénomique a été exprimée chez I’héte hétérologue E.
coli afin d’étre produite sous forme intracellulaire. Ce type d’expression a rendu possible
le développement d’un biocatalyseur en cellules entiéres pour la synthése efficace
d’esters carboxyliques reconnus comme étant des ardbmes importants. Un montage en
mini-réacteur a été¢ employé pour synthétiser a haut rendement I’un des ingrédients
principaux des saveurs de banane et de poire, I’acétate d’isoamyle. La simplicité et
’efficacité de ce type de biocatalyseur permettent d’envisager son utilisation a grande
échelle pour la production d’autres ar6mes d’importance industrielle. Des travaux

d’optimisation des enzymes par génie génétique et le développement de techniques de
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cultures a grande échelle devront toutefois étre menés avant de pouvoir évaluer
complétement la compétitivité de I"utilisation de ce biocatalyseur selon un contexte de

production industrielle.



Abstract

Short-chain carboxylic esters are important flavours and aromas reminiscent of
fruits and flowers. They are widely used industrially in the food, pharmaceutical and
cosmetic domains. These esters can be extracted from natural sources at great expenses or
can be synthesized chemically using industrial processes with high environmental
impacts. However, there is a growing demand for the usage of "natural" molecules issued
from more eco-friendly processes. The utilization of biocatalysts (enzymes) in a green
chemistry context can answer this problematic. Lipases and esterases are robust enzymes
that are able to synthesize these molecules in the harsh conditions associated with
industrial production. Nevertheless, the actual production cost of these enzymes and their
inherent lower activity compared to the traditional chemical catalysts need to be

improved in order to be employed at large scales.

In order to answer these limitations, a bank of lipolytic enzymes was constructed
from the mining of the information gathered after a metagenomic library expressed in
Escherichia coli in a previous study. This bank was extended with the genomic screening
of the versatile actinomycete Streptomyces coelicolor. Analysis of the selected enzymes
from this bank allowed the identification of a new cold-adapted esterase from S.
coelicolor. Furthermore, a promising lipase from the metagenomic study was cloned into
the heterologous host E. coli in order to be expressed and immobilized into the cytoplasm
of the cells. These cells were employed as whole-cell catalysts for the efficient synthesis
of short-chain carboxylic esters known as important flavours. The biocatalyst produced
was used in a small reactor to produce with high yields the important banana flavour,
isoamyl acetate. The simplicity and the yields obtained from this whole-cell catalyst
suggest it could be used for the mass production of industrially relevant aromas and
flavours. Still, lipase optimisation through genetic modifications and creation of large-
scale techniques for culture of this whole-cell catalyst are needed before the

competitiveness of this biocatalyst can be fully assessed for industrial applications.
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Préface au chapitre 1

L’utilisation d’enzymes par I’Homme remonte au début de la civilisation. Les
enzymes étaient a la base de procédés essentiels a la vie courante comme la production
d’aliments fermentés (ex. vin, fromage) et le tannage des peaux. Pendant des si¢cles, les
civilisations ont développé divers procédés enzymatiques sans le savoir. Il faudra attendre
la seconde moitié du 19° siécle pour que les bases de la biochimie soient fondées et que
des scientifiques comme Wilhelm Kiihne proposent le terme «enzyme» pour la premicre
fois. C’est d’ailleurs vers cette période que le chimiste Christian Hansen fut capable
d’isoler de la présure pure a partir d’estomacs de veaux. Cette découverte aura un impact
majeur pour le monde de la fromagerie et sera a 'origine de la premiére production

industrielle d’enzymes.

Aujourd’hui, avec I’avénement du génie génétique, I’utilisation commerciale
d’enzymes se fait dans pratiquement tous les domaines. Des préparations d’enzymes sont
couramment employées dans I'industrie alimentaire, cosmétique, pharmacologique et
méme énergétique avec les biocarburants de deuxiéme génération. Les enzymes sont
utilisées industriellement pour traiter les sucres, les protéines, les lipides et méme les
acides nucléiques afin de produire des composés a haute valeur ajoutée qui entrent dans la
composition de produits d’usage courant. Les pressions des gouvernements et du public
pour des produits et des procédés de fabrication plus acceptables d’un point de vue
environnemental ont remis "utilisation des enzymes au goiit du jour. Depuis le sommet
de la Terre de Rio en 1992, le terme «développement durable» a été largement popularisé
et fait maintenant partie prenante des discours politiques ainsi que des régulations de
nombreux états. Ce concept se base sur I’intégration d’un développement économique
socialement et écologiquement responsables permettant d’assurer la pérennité de toutes
les communautés. Ainsi, les préceptes du développement durable sont de plus en plus
appliqués dans divers domaines de la production industrielle. L’industrie de la synthése

organique a vu ses concepts modifiés pour donner vie a la chimie verte, qui se veut plus



respectable de environnement et de la santé humaine. L’utilisation d’enzymes comme
biocatalyseurs pour faire ces réactions de synthése s’est avérée en adéquation avec ces
nouveaux principes de production durable. Aussi, depuis I’avénement de la chimie verte,
I’intensité de la recherche sur les biocatalyseurs ne cesse de croitre et leur utilisation a

grandc échelle semble promisc a un brillant avenir.

Une forte demande existe donc de la part des industries pour développer de
nouveaux procédés de fabrication durables. La progression de ces technologies
s’accompagne avec une évolution paralléle des biocatalyseurs afin d’augmenter leur
efficacité et productivité. Les procédés industriels employant les biocatalyseurs de
premiére génération se voulaient une simple optimisation des conditions de production et
d’utilisation des enzymes. La vaste majorité des méthodes industrielles développées a
partir de ces biocatalyseurs se basaient sur [’utilisation d’extraits cellulaires et des
processus de fermentations de base avec les limites que cela impliquait. Les techniques de
biotransformation se limitaient a I’identification et la culture d’organismes producteurs
d’enzymes d’intéréts afin de déterminer empiriquement les conditions optimales de
synthése et d’utilisation de ces enzymes. L.’amélioration d’un procédé de biocatalyse
quelconque sous-entendait surtout la découverte de nouveaux organismes producteurs
d’enzymes non-caractérisées a partir d’échantillons environnementaux. Or, la vaste
majorité des microorganismes retrouvés dans la nature ne sont tout simplement pas
cultivables dans les conditions contrélées de laboratoire. Une grande partie de la diversité
biologique n’était donc pas accessible aux chercheurs et industriels afin d’améliorer ces
procédés. Les avancements de la recherche depuis la fin des années 1990 ont mené a une
seconde vague de développement des biocatalyseurs basée directement sur I’évolution
artificielle des enzymes grace aux connaissances structurelles et fonctionnelles des
protéines. Ceci a permis d’étendre le spectre de substrats pouvant étre transformés via la
biocatalyse mais aussi d’affiner les méthodes de biotransformation avec des enzymes plus
spécifiques et efficaces. D’une part, la cristallographie et les progrés de la

bioinformatique ont permis d’envisager la modification rationnelle et/ou aléatoire des



enzymes afin de les améliorer. D’autre part, I’avénement du séquencage a haut débit a
aussi permis d’accéder au potentiel génétique des nombreux organismes non-cultivables
afin de rechercher de nouvelles séquences correspondant a des biocatalyseurs potentiels.
Les quantités phénoménales d’informations issues de ces études ont aussi permis de
micux comprendre les relations entre la structure ct la fonction des enzymes. Bicn que
trés prometteur, trés peu des biocatalyseurs issus de ces recherches ont fait leur chemin
jusqu’au monde industriel si bien qu’aujourd’hui encore, on fait appel a diverses
combinaisons de ces approches afin d’améliorer continuellement les enzymes connues
dans une approche dite combinatoire. 11 s’agit d’une technique récente qui, selon certains,
pourrait donner le jour a une troisiéme vague d’optimisation de biocatalyseurs. Le
développement d’outils informatiques puissants capables de prédire avec plus de justesse
la relation entre la structure et la fonction des enzymes permet une optimisation in silico
des enzymes. Couplée a la synthése chimique de génes, cette approche permet
d’envisager la création de novo de biocatalyseurs mais peu aussi servir simplement a
modifier des biocatalyseurs existants. Ces biocatalyseurs de demain seront un jour
capables de répondre a des besoins appliqués trés spécifiques en ayant des propriétés
uniques, voir inusitées, pour lesquelles ils n’ont pas été sélectionnés a I’origine par

I’évolution naturelle.

Parmi les enzymes les plus couramment employées d’un point de vue industriel,
mentionnons les enzymes lipolytiques comme les lipases et les estérases. Ces enzymes,
ubiquitaires a toutes formes de vie, catalysent normalement I’hydrolyse de lipides a
Iinterface eau/lipides. Les lipases/estérases constituent a ce jour I’un des plus importants
groupes d’enzymes employés dans les applications biotechnologiques. Ces enzymes sont
parties intégrantes de produits comme les détergents, les produits alimentaires ainsi que
certains produits pharmaceutiques en plus d’étre employées dans divers procédés
industriels de fabrication comme la synthése d’ardmes et de parfums, la résolution chirale
de composés pharmaceutiques et méme la bioremédiation de sols contaminés pour ne

citer que quelques exemples. Les enzymes lipolytiques se démarquent des autres classes



d’enzymes de par leur grande diversité catalytique, leur capacité a fonctionner en
absence de cofacteurs et leur résistance aux solvants organiques employés dans de
nombreux processus de production industrielle. Malgré leur large éventail de substrats,
les lipase/estérases sont reconnues pour étre hautement spécifiques en termes de chimio-,
régio- ct énantiosélectivité. De plus, dans certaines conditions de micro-hydratation, les
lipases/estérases possédent la faculté intéressante de faire des réactions de synthése de
dérivés lipidiques. Toutes ces propriétés sont hautement prisées par ’industrie qui
cherche a employer de plus en plus les lipases/estérases comme catalyseurs dans divers

procédés de synthése.

1l reste cependant beaucoup de recherche a faire avant de pouvoir envisager une
utilisation compétitive des enzymes lipolytiques pour le remplacement de procédés de
fabrication basés sur la chimie classique. ll est important d’améliorer leur stabilité
(thermique et chimique) mais aussi leur activité catalytique dans des conditions
industrielles. Bien qu’efficaces, il est généralement admis que les procédés enzymatiques
sont beaucoup plus lents que les procédés chimiques. Il est donc crucial d’améliorer
I’efficacité catalytique des enzymes afin de réduire les temps de production mais aussi la
quantité d’enzyme employée dans un processus quelconque. En effet, malgré les progrés
de la biotechnologie, les enzymes lipolytiques constituent encore a ce jour un produit a
valeur ajoutée en soi ce qui limite leur utilisation a certaines niches. Etant donné la
difficulté de produire ces enzymes en grande quantité et a faibles colits, I’amélioration
catalytique des enzymes est souvent a la base de leur utilisation compétitive par rapport
aux procédés chimiques classiques disponibles aux industriels. Ceci est particuliérement
vrai pour la production des molécules a faible valeur ajoutée qui sont produites en trés
grande quantit¢ comme la myriade de composés issus du pétrole (ex. carburants,
plastiques, produits chimiques de masse, etc.). Les dérivés de la pétrochimie restent a ce
Jjour les composés les plus employés par I’lHomme, ce qui en fait ’une des industries les
plus rentables au monde mais aussi ’'une des plus polluantes. Les lipases commerciales

disponibles a ce jour sont simplement trop chéres (ou pas assez efficaces) pour envisager



.

leur utilisation a grande échelle dans des procédés durables de synthése de molécules
analogues aux dérivés du pétrole. Les meilleures lipases commerciales disponibles a ce
jour ne peuvent encore compétitionner avec les catalyseurs chimiques pour des
applications de masse comme les biocarburants, les bioplastiques ainsi que la production
dc moléeules intermédiaires de moindre importance en termes de volumes. Leur
utilisation rentable se limite pour I’instant surtout a des molécules de haute valeur
ajoutées et employées en petites quantités relatives pour la fabrication de détergents,
d’ar6bmes ou de composés pharmaceutiques. La production des lipases, leur purification et
leur immobilisation constitue a ce jour les principaux facteurs affectant leur utilisation
rentable par rapport aux catalyseurs chimiques. Les compagnies productrices de ces
enzymes doivent maintenant trouver des moyens simples et efficaces pour produire et
immobiliser ces enzymes a moindres cofits afin de pouvoir ouvrir les niches d’utilisation
a des marchés de moindre valeur ajoutée mais de plus grand volume. C’est avec le
développement de ces marchés que les impacts de la biocatalyse se feront réellement

sentir au niveau environnemental et économique.

Les travaux de recherche présentés dans ce document ont été réalisés en
partenariat avec I’industrie privée. Aussi, le lecteur doit garder en téte que les objectifs
des industries biotechnologiques sont souvent différents, quoique complémentaires, de
ceux de la recherche fondamentale. Le but ultime de cette recherche se voulait donc de
répondre adéquatement & ces impératifs, ce qui a en grande partie orienté I’approche
expérimentale employée. Les études menées se voulaient a mi-chemin entre la biologie
fondamentale et appliquée afin de satisfaire aux exigences de tous les partenaires ayant
participé au projet. Le présent travail de recherche se veut donc une piste de solution sur
des approches simples et peu onéreuses de produire, immobiliser et employer des lipases

afin de synthétiser des molécules d’intérét industriel.






Chapitre 1. Introduction







1.1 Les esters industriels
1.1.1 Description et propriétés physicochimiques

Les esters forment une classe de composés chimiques trés répandus dans la nature.
La plupart des molécules impliquées dans les réactions biochimiques de la vie
contiennent des liens esters. Les esters sont donc ubiquitaires a toute forme de vie avec
une prédominance dans les molécules de réserve énergétique sous la forme de
triglycérides (esters de glycérol). Typiquement, un ester est formé par la condensation
d’un oxoacide (acide contenant au moins un atome d’oxygéne) et d’un alcool ou d’une
molécule contenant un groupement hydroxyle. Par exemple, les liens phosphodiesters qui
forment la structure de ’ADN sont issus de la condensation d’un acide inorganique
(groupement phosphate) et de I’hydroxyle d’un désoxyribose (furanose). Alternativement,
les esters peuvent provenir de la condensation d’un acide carboxylique et d’un alcool
pour donner une molécule ou un lien carbonyle (liaison double carbone-oxygéne) se

retrouve couplé a un lien éther (liaison simple carbone-oxygéne) (Figure 1.1).

i
rd C\ "
R OR
Figure 1.1. Schématisation d’un ester carboxylique. R dénote une chaine carbonée alors

que R’ représente un groupement alkyle. Les deux groupements peuvent étre linéaires,
ramifiés ou cycliques.

Les esters carboxyliques sont trés répandus et fortement employés dans
’industrie. Les propriétés physicochimiques de ces esters sont nombreuses et dépendent
surtout de leur masse moléculaire. Les esters de faible poids moléculaire sont
généralement trés volatiles et ont des propriétés «aromatisantes» agréables qui rappellent
les fruits et les fleurs (Tableau 1.1). Ils sont d’ailleurs souvent les principales molécules a
contribuer a I’arbme d’un fruit ou d’un extrait végétal naturel [1]. Les esters de glycérol

(glycérides) sont trés employés dans I’industrie alimentaire et cosmétique. Il suffit de



penser aux nombreux types de produits laitiers et aux produits de maquillage pour
retrouver des glycérides variés. Par exemple, les mono-esters de glycérol dérivés des
acides gras comme le rac-2,3-dihydroxypropyle palmitate sont souvent employés comme
émollients dans les cosmétiques et comme agents émulsifiants dans I’industrie alimentaire
[2]. Par aillcurs, plusicurs csters d’alcools polyhydriques comme I’éthyléne glycol ou le
xylitol forment des composés amphiphiles aux propriétés émulsifiantes qui sont aussi trés
prisées par les industries alimentaires. Enfin, des esters de mono- et disaccharides formés
par la condensation de sucres (ex. glucose, sucrose) avec des acides gras forment aussi
d’excellents surfactants pour I’industrie alimentaire a cause de leur absence de toxicité et

de leur excellente stabilité [3].

Tableau 1.1. Exemples d’esters d’acides carboxyliques aux propriétés aromatisantes.

Nom de I’ester Formule chimique Propriété organoleptique/
principale source naturelle
0
Hexanoate d’allyle /\/\)LOM Ananas

Acétate de benzyle @I/\o/lk Péche, fraise, jasmin
/k)?\
Isovalerate d’éthyl Pomme
yie o A

o)
A " 5
cétate d’isoamyle )\/\OJ\ Péche, banane

o)
Phénylacétate de méthyle ©\/L Miel
o~

Salicylate de méthyle o~ Menthe givrée

Isobutyrate de propyle YLO/\/ Rhum




L.a plupart des esters carboxyliques sont aussi reconnus pour avoir d’excellentes
propriétés de solvatation de par leur nature amphiphile. lIs sont plus polaires que les
éthers, mais moins que les alcools. Ces esters sont capables d’accepter des liens
hydrogénes mais ne peuvent en donner ce qui fait qu’ils sont plus volatiles que les acides
carboxyliques dc masse équivalente. Cette capacité leur confére aussi unc certaine
solubilité dans I’eau ce qui en fait aussi des solvants organiques versatiles. De plus, la
nature relativement labile du lien ester fait qu’ils sont aussi peu toxiques et généralement
biodégradables dans I’environnement. Toutes ces propriétés font des esters d’acides
carboxyliques d’excellents biosolvants pour une multitude d’applications industrielles
allant de Iutilisation comme ingrédients de base dans les encres d’imprimerie ou comme

composants dans divers produits dégraissants commerciaux [4].

Les esters de masse moléculaire plus élevée ont souvent d’excellentes propriétés
lubrifiantes et peuvent servir de substituts aux produits pétrochimiques lourds. Les esters
d’octanol comme I’oléate d’octyle sont reconnus pour avoir des points d’éclair trés élevés
en plus d’avoir une bonne résistance a [’oxydation et d’excellentes propriétés lubrifiantes
[5]. Ces caractéristiques en font des molécules de base pour la production d’huiles
synthétiques performantes comme des huiles hydrauliques ou des huiles 4 moteurs
totalement biodégradables. On se sert aussi d’esters de méthyle et d’éthyle d’acides gras a
chaines longues (12 atomes de carbone ou plus) comme carburants alternatifs pour les
avions, les trains et les camions avec le biokéroséne et le biodiesel. Ces esters produits
ont souvent sensiblement les mémes propriétés physico-chimiques et presque la méme
densité énergétique que les carburants fossiles [6, 7]. Leur utilisation se veut d’ailleurs
directe car ils peuvent étre employés sans modifications majeures des engins modernes.
Ils sont issus de la transestérification d’huiles végétales ou de graisses animales et sont
donc totalement renouvelables en plus produire beaucoup moins d’émissions polluantes
que les carburants fossiles. Enfin, il est aussi possible de produire des polymeéres d’esters
aux propriétés quasiment infinies. Ces polyesters sont employés pour produire des résines

et des thermoplastiques hautement résistants qui entrent dans la composition



d’approximativement tous les objets manufacturiers allant de la simple bouteille de
plastique aux vétements en passant par les écrans a cristaux liquides. La nature chimique
des monoméres employés confére une infinité de propriétés aux polymeéres produits. La
production annuelle mondiale de ces plastiques a base de polyesters dépasse les millions

dc tonncs ct provient actucllement en majeure partic de dérivés du pétrole [8].

1.1.2 Production industrielle

Les esters carboxyliques peuvent étre produits industriellement par une réaction de
substitution entre deux esters (transestérification), par estérification directe d’un acide
carboxylique (typiquement un acide gras libre, AGL) ou par substitution entre deux
acides sur un méme alcool (interestérification) (Figure 1.2). Les réactions de synthése
chimique emploient deux types de catalyseurs, homogénes ou hétérogénes. Les
catalyseurs homogenes sont des complexes organométalliques ou des composés
geénéralement dissous dans la méme phase que les réactifs (ex. méthoxyde de potassium,
hydroxyde de potassium). Les catalyseurs hétérogénes sont non-miscibles avec les
réactifs et ils sont généralement sous forme solide (ex. oxydes de strontium) ce qui
permet leur récupération pour des réactions subséquentes. La réaction la plus employée
industriellement pour la synthése d’esters carboxyliques, la réaction de Fischer, implique
une catalyse acide (voir Figure 1.2-B). Afin de déplacer I’équilibre de la réaction vers les
produits, un excés stoechiométrique d’alcool ou d’acide carboxylique est souvent
employé [2]. De plus, comme la réaction est réversible, il est important d’extraire in situ
I’eau formée par la réaction via des techniques élaborées. Pour accélérer la réaction, les
réactifs sont souvent chauffés en conditions de reflux ce qui est relativement énergivore a
grande échelle. De plus, I’efficacité de ce procédé est limitée par I’encombrement stérique
des alcools employés. Les rendements de synthése vont dans I’ordre décroissant des
alcools primaires aux alcools tertiaires. On peut aussi obtenir artificiellement des esters
par réaction avec des halogénures d’acides ou des anhydrides d’acides en présence de

bases faibles, mais ces réactions sont souvent trés coliteuses, dangereuses et ne sont que
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peu employées a grande échelle. Enfin, il n’est pas rare que les réactions soient
incomplétes en plus de produire des sous-produits indésirables car les catalyseurs
employés sont peu spécifiques [2]. Ceci augmente grandement la complexité des

procédures de purification des esters produits et incidemment, leur coiits de production

[91.
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Figure 1.2. Types de réactions de synthése d’esters d’acides carboxyliques. A.
Transestérification. B. Estérification. C. Interestérification.
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1.1.3 Problématique de production industrielle des esters: Pexemple du biodiesel

La production industrielle d’esters d’acides gras se heurte a des problémes de
restrictions des types de synthons qui peuvent étre employés efficacement ainsi qu’a la
présence inhérente de sous-produits qui augmente les difficultés de purification des
produits finaux. Etant un domaine nouveau, la documentation sur les problémes de
production industrielle d’esters carboxyliques employés comme ardmes et fragrance est
relativement peu abondante. 1l a donc été décidé de présenter au lecteur une revue de la
problématique industrielle associée au biodiesel, un ester carboxylique a chaine longue
pour lequel les procédés de fabrication sont semblables. Hormis la nature chimique des
esters qui composent le biodiesel, ces procédés présentent essenticllement les mémes
problématiques et limitations. La présentation du biodiesel se veut donc un exemple bien
documenté afin d’illustrer les difficultés rencontrées par les industriels qui emploient

principalement la réaction de Fischer pour produire ces molécules d’intérét.

Le biodiesel est un dérivé des graisses et des huiles animales ou végétales qui
posséde essentiellement les mémes propriétés physico-chimiques que le pétrodiesel [7]. 11
est obtenu par transestérification alcaline entre ces triglycérides et un alcool primaire
(méthanol ou éthanol) afin de produire un méthyle ou éthyle ester d’acide gras formé de
12 a 22 atomes de carbone par molécule {7, 10, 11]. Le procédé emploie un catalyseur dit
« homogeéne », soit I’hydroxyde de sodium (NaOH) ou le méthoxyde de potassium
(KMeO) [12]. La réaction compléte permet de libérer une molécule de glycérol tout en
formant trois molécules de biodiesel (voir Figure 1.2-A). Il faut donc un ratio molaire
alcool/triglycéride minimal de 3:1 pour convertir tous les triglycérides en esters de
méthyle (FAME : Fatty Acid Methyl Ester) ou d’éthyle (FAEE : Fatty Acid Ethyl Ester).
Théoriquement, n’importe quel type de triglycéride peut étre employé avec n’importe
quel type d’alcool. Néanmoins, pour des questions de rendements et de rentabilité, la
plupart des usines modernes de biodiesel emploient des huiles végétales et le méthanol

[13, 14].
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A ce jour, ce procédé est celui qui offre les meilleurs rendements de
transestérification avec des réactions complétes 4 99% en une a deux heures [15]. Le
processus complexe comprend de nombreuses étapes et est résumé a la Figure 1.3. Cette
complexité cst attribuable aux problémes rencontrés lors de la synthése du biodicscl.
Premic¢rement, la réaction est réversible et un excédant de catalyseur (1 a 2% p/p) et
d’alcool est nécessaire pour pousser la réaction vers les produits (typiquement de 6 :1
jusqu’a 20:1 de ratio stoechiométrique). Il faut aussi chauffer la réaction (55-80°C) afin
d’obtenir une bonne vitesse de réaction ce qui ajoute au coiit énergétique du procédé [13].
L’excés de catalyseur et d’alcool ajoute des composés indésirables qui doivent
impérativement étre enlevés a grands frais afin de rencontrer les normes de certification
(ASTM Biodiesel Standard D6751, www.astm.org) [10]. La transestérification alcaline ne
fonctionne pas en présence d’AGLs et d’eau. La présence de ces deux contaminants,
méme en faible concentration, neutralise le catalyseur en promouvant une réaction de
saponification qui émulsifie les phases de glycérol et les esters d’acyle rendant leur
séparation difficile [16, 17]. Ceci limite grandement le type de biomasse source qui peut
étre employé a des huiles ou des graisses de qualités supérieures (grades alimentaires)
contenant typiquement 0,5% (p/p) ou moins d’AGLs [10, 16, 18, 19]. L’utilisation de
biomasses raffinées entre directement en compétition avec les besoins alimentaires des
nations et ne répond pas aux concepts de développement durable que I’on devrait
respecter dans la production de biocarburants [20]. De plus, le prix moyen de ces huiles
est souvent plus cher au litre que le pétrodiesel et ce, avant méme tout processus de
transformation [19]. Enfin, la purification du biodiesel se fait par extraction en phase
aqueuse acidifiée pour retirer toutes traces de savons, de catalyseur, de sels, d’alcool et de
glycérol des esters. Cette étape cruciale produit 0,2 tonne d’eau usée par tonne de
biodiesel. Cette eau, riche en sels phosphatés, en AGLs, en savons et en glycérol n’est pas
traitée pour I’instant et constitue une source potentielle d’eutrophisation des cours d’eau
[21]. Le biodiesel ainsi « lavé » doit ensuite étre séché pour enlever toute trace d’eau.

L’apport supplémentaire d’énergie nécessaire a la réaction, mais aussi a la purification
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des esters produits, augmente considérablement les coiits de production du biodiesel et
s’additionnent aux colts relativement élevés de la biomasse employée au départ. Ainsi, le
cout actuel du biodiesel en Amérique du Nord est en moyenne de 1,5 a 3 fois plus élevé

que le diesel conventionnel et doit donc étre subventionné pour étre compétitif {10, 22].
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Figure 1.3. Schématisation du processus industriel de synthése alcaline du biodiesel a
partir de biomasse de grade alimentaire. Les encadrés rouges représentent des étapes
nécessitant un chauffage, les fléches représentent des intrants, les rectangles, les étapes de
synthese et de purification et les cercles, les produits du procédé. Adapté de [22].

Afin d’augmenter la rentabilité¢ de la production de biodiesel, plusieurs entreprises se
sont réorientées vers I’utilisation de biomasses alternatives comme des huiles et graisses
usagées. L’ensemble des graisses animales et des huiles végétales rejetées par I’industrie
alimentaire forme une biomasse appelée « graisse jaune ». La graisse jaune se vend de
0,20 USS$ a 0,44 USS le kg soit environ 2,5 fois moins cher que les huiles comestibles
[10, 18, 22, 23]. Néanmoins, I'utilisation de ces graisses, qui peuvent contenir jusqu’a

15% d’AGLs et de 3 a 5% d’eau, présente de nouveaux défis pour I’industrie [23]. Des
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procédés de catalyse acide ont été développés mais ils sont encore plus lents, polluants,

corrosifs et énergivores que la transestérification alcaline [16].

Les problémes associés a la production industrielle de biodiesel sont typiques des
procédés de synthése de la plupart des esters. Les problémes de limitations au niveau des
synthons employés, de présence de sous-produits et des difficultés de purification sont
inhérents a la synthése de tous les types d’esters d’acides organiques. A cela s’ajoute le
volet de I’acceptabilité environnementale du procédé qui peut jouer sur la rentabilité de
’entreprise. En effet, il y a de plus en plus de demande pour des produits de synthése
ayant un label naturel ou certifiés éco-responsables [24]. Le développement de procédés
de fabrication permettant d’avoir cette certification peut rendre une entreprise plus
compétitive méme si les coiits de production s’en trouvent plus élevés. En fait, la
rentabilité des procédés varie en fonction de la valeur des esters produits. L’utilisation de
procédés alternatifs de synthése moins complexes et ayant une moins grande empreinte
environnementale s’avére primordiale pour des productions de masse d’esters de faible
valeur ajoutée comme le biodiesel, les arbmes ou les bioplastiques. Un procédé vert et
efficace permettrait d’augmenter la rentabilité et I’image corporative de ces entreprises

[24].

1.2 Les biocatalyseurs et la chimie verte

1.2.1 Les principes de la chimie verte

La chimie verte se veut une vision plus environnementale et socialement acceptable
de la chimie de synthése. Basée sur les préceptes du développement durable, la chimie
verte regroupe 12 concepts qui visent a réduire la pollution a la source (United States
Environmental Protection Agency: www2.epa.gov/green chemistry). Ces concepts

peuvent Etre regroupés en quatre grands thémes :
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I. Valorisation de la biomasse : Conceptualiser des procédés de fabrication qui
maximisent la transformation de matiéres premiéres renouvelables en produits
finis.

2. Santé et sécurité : Employer au maximum des composés moins dangereux et
non-toxiques pour I’environnement et la santé des travailleurs. Cibler la synthése
et 'utilisation de composés biodégradables.

3. Energie : Conceptualiser des procédés de fabrication qui maximisent I’efficacité
énergétique.

4. Zéro déchets: Créer des procédés de fabrication qui ne produisent pas de déchets
ou qui permettent de revaloriser ces déchets.

La chimie verte peut s’appliquer a I’utilisation de catalyseurs chimiques dans des
procédés de synthése plus écologiques. Cependant, il est grandement accepté que
PPemploi de biocatalyseurs (enzymes ou micro-organismes vivants) permet de répondre
beaucoup plus adéquatement aux principes qui la régissent. Le cas de la synthése du 1,3-
propanediol par des bactéries E. coli recombinantes est un bon exemple d’un procédé de
chimie verte. Les bactéries emploient beaucoup moins d’énergie et sont beaucoup moins
dommageables pour [’environnement que la réaction classique d’hydratation de
I’acroléine, un composé carcinogéne reconnu [25]. La biocatalyse se veut une alternative
viable 4 la chimie classique qui emploie habituellement des complexes métalliques ou

organiques dans divers procédés de synthése industrielle [26].
1.2.2 Les biocatalyseurs industriels

L’utilisation de biocatalyseurs est un marché mondial de plus de 7 milliards de
dollar en 2013 avec une croissance annuelle d’environ 6% [27]. La biocatalyse consiste

en I’emploi d’enzymes ou de micro-organismes pour faire des réactions «non-naturellesy

d’un point de vue évolutif. Les applications vont de la synthése de précurseurs de
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molécules pharmaceutiques a la production de biocarburants de 3° génération (Tableau

1.2).

Tableau 1.2. Prix d’honneur du concours présidentiel américain de chimie verte. Adapté
de [26].

Produit Technologie Compagnie Année
Acide succinique pour la synthése organique Fermentation BioAmber 2011
1.4-butanediol pour la synthése organique Fermentation Genomatica 2011
Alcools lourds pour la synthése organique Fermentation UCLA (Prof. J. Liao) 2010
Pélrole renouvelable a partir des intermédiaires Fermentation LS9 2010
du métabolisme des acides gras
Synthése de Sitagliptine (médicament contre le Enzyme Merck/Codexis 2010
diabéte)
Esters pour les cosmétiques Enzyme Eastman Chemical Co. 2009
Synihése d’artovastaline (médicament contre Enzyme Codexis 2006
le cholestérol)
Polyhydroxyalcanoates comme bioplastiques Fermentation Metabolix 2005
Graisses a faibles concentrations de gras frans Enzyme ADM/Novozymes 2005
Rhamnolipides Fermentation Jeneil Biosurfactant 2004
Company
Amélioration du recyclage du papier Enzyme Buckman La!aoratories 2004
International
' Université
Synthése de polyesters avec des lipases Enzyme Polytechnique (Prof R. 2003
Gross)

La vaste majorité des enzymes employées sont de sources microbiennes étant donné
leur grande diversité génétique et la simplicité des procédés de production des enzymes a
partir de ces organismes. L’utilisation d’enzymes permet de créer des procédés plus
spécifiques, plus sélectifs et ce, dans des conditions de synthése plus douces. La
biocatalyse permet ainsi de simplifier grandement les étapes de synthése de composés
organiques commerciaux. Par exemple, la synthése de biodiesel par biocatalyse se limite
a seulement trois étapes principales car les enzymes utilisées sont hautement spécifiques
et ne produisent pas de sous-produits (Figure 1.4) [16]. Les étapes de purification des

esters de méthyle produits se limitent a une simple décantation du glycérol et a une
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récupération de I’excédant de méthanol s’il y a lieu. Dans ce cas-ci, la réaction se fait a
basse température (35-50°C) en présence d’enzymes lipolytiques comme biocatalyseurs.
Ceux-ci sont sous forme hétérogéne ce qui permet leur réutilisation pour une synthése
ultérieure [28]. De plus, les enzymes sont plus polyvalentes que les catalyseurs chimiques
ct peuvent traiter une biomasse recyclée contenant de I’cau ct des AGLs cc qui permet de

réduire substantiellement les coiits de production du biodiesel [13, 16, 19, 28, 29].

Enzyme
Huile { b ."l $
avec AGL \\5
hﬁﬁlcaol excédentaire Biodiesel pur
Alcool

=i
D

Fo- }' (Alcool) et
glycérol
—+ Glycérol pur

ey

Figure 1.4. Schématisation d’un processus industriel idéal de production de biodiesel par
biocatalyse. A. Bioréacteur. B. Unité de décantation. C. Filtre. D. Distillateur (facultatif).
A noter que I’alcool excédentaire est entre parenthéses pour souligner son caractére
facultatif. Adapté de [29].

1.2.3 Les enzymes lipolytiques

Les enzymes lipolytiques sont des enzymes qui font partie de la super famille des
o/B hydrolases. Elles hydrolysent naturellement les triglycérides en AGLs. Parmi cette
famille, on retrouve les carboxylestérases (EC 3.1.1.1) et les lipases (EC 3.1.1.3). Alors
que les estérases ont une préférence marquée pour des triglycérides ayant des acides gras
a chaines courtes (10 atomes de carbone ou moins), les lipases (triacylglycérol
hydrolases) ont une affinité pour des substrats avec de longues chaines d’acides gras (10
carbones ou plus) [30]. Par définition, les estérases emploient préférentiellement des

substrats miscibles dans I’eau alors que les lipases sont activées par ’interface créé entre
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le milieu aqueux et les substrats insolubles [30]. Cette activation interfaciale typique
découlerait d’un changement de conformation de la structure de ’enzyme attribuable
des résidus hydrophobes formant un domaine mobile a la surface de I’enzyme et appelé le
couvercle. Le déplacement du couvercle a une interface huile/eau par exemple permettrait
d’cxposer le site actif de ’ecnzyme au substrat (Figure 1.5). Ce sont ces résidus d’aillcurs
qui conférent aux lipases un caractére amphiphile typique [31]. La présence d’eau dans
I’entourage des lipases est donc trés importante afin d’obtenir la bonne conformation de
la structure de I’enzyme [29, 30, 32, 33]. Néanmoins, certaines lipases sont reconnues
pour ne pas posséder de couvercle et ainsi ne pas répondre au phénoméne d’activation
interfaciale. Parmi ces enzymes, mentionnons la lipase B de Candida antarctica

(Novozym 435) qui est plus active lorsque la concentration d’eau est trés faible [34].

Figure 1.5. Représentation de I’activation interfaciale des lipases. Structures cristallines
de la lipase de Candida rugosa (CRL) A. CRL représentée sous sa conformation ouverte
en présence de solvants organiques simulant I’activation interfaciale (PDB 1CRL). B.
CRL sous sa conformation fermée dans un milieu aqueux (PDB ITRH). Les résidus en
rouge représentent le couvercle et ceux en vert, le site actif. Adapté de [35].

La structure associée aux o/f hydrolases est constituée de trois résidus
catalytiques chez les lipases: un résidu nucléophile (typiquement une sérine), un résidu
catalytique acide (aspartate ou glutamate) et un résidu de coordination histidine, toujours

dans cet ordre dans la structure primaire de I’enzyme [36]. Le résidu nucléophile est situé
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sur un motif consensus Gly-X-Ser-X-Gly hautement conservé chez les lipases/estérases
sauf pour les lipases de la famille des GDSL [37]. Ce résidu se situe typiquement sur un
feuillet B qui forme un coude avec des angles de torsion ¢ et 2p défavorables sur la chaine
principale [38, 39]. Une autre particularité structurale des lipases/estérases est la présence
de quatre sous-sites de liaison pour les substrats. Un de ces sous-sites forme une poche
oxyanionique qui stabilise I’intermédiaire produit lors de I’hydrolyse du substrat alors que
les trois autres cavités servent a accueillir chaque chaine acyle du triglycéride. Les
dimensions de ces cavités et les résidus qui les forment déterminent la spécificité de
I’enzyme [30, 40]. Mis a part le motif consensus, les lipases/estérases présentent une trés
grande hétérogénéité de séquence et les deux classes sont difficilement différenciables
uniquement par leurs séquences primaires [31]. Néanmoins, les lipases microbiennes sont
tout de méme classées en différentes familles en fonction de leur homologie de séquence
avec des membres caractérisés [30]. De nouvelles banques de lipases utilisant des
algorithmes plus puissants ont vu le jour comme la «Microbial Esterase and Lipase
Database» (MELDB; www.gem.re.kr/meldb/) méme si la discrimination entre estérase et
lipase n’est pas parfaite pour tous les cas recensés [41]. La banque «LIPABASE»
(www.lipabase-pfba-tun.org) se veut une sélection de vraies lipases basée sur la
caractérisation biochimique [41, 42]. Enfin, la banque «Lipase Engineering Database»

(LED; www.led.uni-stuttgart.de/) est une compilation plus exhaustive avec 38

superfamilles de lipases comprenant a ce jour au moins 18 585 protéines différentes et

1117 structures tridimensionnelles [43].

1.2.4 Le mécanisme catalytique des lipases/estérases

Le mécanisme catalytique d’un lien ester par les lipases/estérases emploie deux
substrats et répond au modéle classique de Ping-Pong Bi-Bi avec libération de deux
produits [30, 44, 45]. 1l commence par la formation d’un intermédiaire acyle-enzyme

ler

suite a I’attaque nucléophile du carbonyle du lien ester (1° substrat) par la sérine activée

par une histidine proximale. Le groupement alcool de I’ester est libéré (1¥ produit) et
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Pintermédiaire tétraédrique (enzyme modifiée) formé entre I’enzyme et ’acide gras est
stabilisé par des liens hydrogénes proximaux provenant de chaines latérales situées au
centre oxyanionique. L’histidine proximale active ensuite une molécule d’eau (2°
substrat) qui attaque la forme acylée de I’enzyme ce qui libére I’acide gras (2° produit) et

régéncre du méme coup I’enzyme (Figure 1.6).
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Figure 1.6. Schématisation du mécanisme d’hydrolyse d’un ester par une lipase. (1)
Attaque nucléophile du carbonyle du lien ester par la sérine. (2) Formation d’un
intermédiaire tétraédrique entre I’acide gras et ’enzyme. (3) Activation d’une molécule
d’eau proximale par I’histidine et attaque nucléophile du carbonyle de I’intermédiaire
menant a la libération de ’acide gras et a une réactivation de I’enzyme (4). Reproduit de
[30].
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En fonction des conditions du milieu réactionnel, les lipases(” peuvent effectuer
plusieurs réactions. La réaction classique d’hydrolyse d’un triglycéride afin de libérer un
alcool (le glycérol) et un acide gras ne peut se dérouler qu’en présence d’eau (Figure 1.7-
A). 11 s’agit d’une réaction réversible qui n’est poussée thermodynamiquement que par
I’équilibre entre Ics substrats ct les produits. Par contre, les lipascs sont aussi actives dans
des conditions de micro-hydratation. Dans de telles conditions, elles sont capables
d’effectuer des réactions inverses de synthése. Les lipases peuvent faire des réactions
d’estérification (couplage d’un alcool a un acide gras) et de transestérification
(interestérification; migration d’un acide gras entre deux alcools, alcoolyse; migration
d’alcools sur un acide gras, acidolyse; substitution d’un acide gras par un autre) (Figure
1.7-B) [9]. La réaction de synthése emploie le méme mécanisme que pour I’hydrolyse mis
a part le fait que c’est le groupement hydroxyle d’une molécule proximale d’alcool qui

agit comme nucléophile pour attaquer I’intermédiaire enzyme-acyle [29, 46].

A. Hydrolyse

RCOOR' + H>O RCOOH + R'OH

B. Synthese

1) Estérification

RCOOH + R'OH RCOOR' + H,0O

2) Interestérification

RCOOR' + R"COOR* RCOOR* + R"COOR'

3) Alcoolyse

RCOOR' + R"OH RCOOR" + R'OH

4) Acidolyse

RCOOR'" + R"COOH R"COOR' + RCOOH

Figure 1.7. Réactions enzymatiques effectuées par les lipases. A. Réaction d’hydrolyse en
présence d’eau. B. Réactions de synthéses effectuées en absence d’eau. Adapté de [9].

'(1) Afin de simplifier la lecture, le terme lipase désignera dorénavant I'ensemble des enzymes lipolytiques
(estérases et lipases) & moins d’une spécification du contraire.
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1.2.5 Spécificité des lipases

Les lipases peuvent étre classées en trois groupes selon leur spécificité envers les
triglycérides. La plupart des lipases bactériennes sont dites non-spécifiques et peuvent
hydrolyser au hasard les liens esters d’un triglycéride (situés sur le carbone 1, 2 ou 3 du
glycérol). Les lipases du deuxieme groupe sont régio-spécifiques et peuvent hydrolyser
seulement les liens esters primaires (1,3-spécifiques). Le troisiéme groupe est spécifique
aux monoglycérides d’un seul type bien que cette catégorie ne comprenne aucune lipase
bactérienne. Parmi les lipases commerciales les plus employées, la lipase de type B de
Candida antarctica (CALB, version immobilisée Novozyme 435) est non-spécifique
alors que les lipases de Rhizomucor miehei (RML, version immobilisée; Lypozyme RM
IM) et de Thermomyces lanuginosus (TLL, version immobilisée Lypozyme TL IM) sont
1,3-régiospécifiques (Tableau 4). L’utilisation d’enzymes régio-spécifiques pour la
transestérification de triglycérides suppose un rendement de conversion théorique de
seulement 66%. Il est cependant possible d’obtenir des rendements supérieurs en
employant certaines conditions qui favorisent la migration spontanée des chaines acyles
d’une position secondaire a une position primaire. Par exemple, en utilisant un support
d’immobilisation polaire (silice), Du et collaborateurs ont réussi a obtenir 90% de
conversion contre 66% seulement sans ce support [47]. Alternativement, certains
chercheurs proposent I’utilisation des enzymes de chaque catégorie afin d’obtenir un

maximum de conversion [48].
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Tableau 1.3. Spécificité des lipases commerciales communes. Adapté de [49].

Enzyme Source Spécificité Compagnie Application
commerciale
Novozyme 435 Candida non- Novozymes Synthése organique
antarctica spécifique
Lypozyme IM-60 Rhizomucor 1,3- Novozymes Synthése organique
miehei spécifique
Lypozyme TLIM  Thermomyces 1,3- Novozymes Synthese organique
laguninosus spécifique
Lypozyme IM-20 Rhizomucor 1,3- Novozymes Détergents
miehei spécifique
Lipomax Pseudomonas non- Gist-Brocades Détergents
alcaligenes spécifique
Lipase AH Pseudomonas 1,3- Amano Synthése organique
cepacia spécifique  Pharmaceuticals
Lipase AK Pseudomonas n/d Amano Synthése organique
Sluorescens Pharmaceuticals
Lipase K-10 Pseudomonas n/d Biocatalysts Bio-transformation
Sfluorescens

De fagon générale, les lipases d’origine bactérienne agissent dans un large spectre
de pH mais ont une préférence pour les pH autour de 8-9. Elles ont aussi des températures
optimales variant entre 30 et 60°C mais certaines enzymes sont psychrophiles ou
thermophiles [49]. Les lipases n’ont généralement pas besoin de cofacteurs pour étre
actives méme si certains ions divalents comme le calcium sont reconnus pour stimuler
certaines enzymes lipolytiques [50]. Le calcium aiderait a stabiliser I’intégrité structurale
des enzymes sans en affecter directement I’activité catalytique [51]. Néanmoins, des
études structurelles sur deux lipases de la famille 1.3 ont permis d’expliquer pourquoi
Iactivité de ces deux enzymes dépend exceptionnellement de la présence de calcium. Ces
lipases ont la particularité de posséder deux couvercles dont le positionnement dépend de
la liaison d’un ou plusieurs ions de calcium afin d’exposer le site catalytique au substrat
[52, 53]. D’autres facteurs influencent I’activit¢ des lipases comme la présence de
surfactants ou de solvants organiques dans le milieu réactionnel. La présence de ces
molécules active souvent les lipases en interagissant avec les résidus hydrophobes de
surface. Ceci simulerait le phénoméne d’activation interfaciale [35, 54). Certaines

enzymes peuvent présenter plus d’affinité pour des types particuliers de triglycérides
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contenant des acides gras saturés ou des longueurs spécifiques de chaines carbonées.
L’affinité des lipases dépend directement de leur structure et doit étre déterminée pour

chaque enzyme [40].

Tel que mentionné précédemment, la présence d’cau cst cssenticlle pour
promouvoir la conformation active de I’enzyme. Cependant, trop d’eau favorise la
réaction d’hydrolyse et la libération d’AGLs au détriment de la réaction de synthése [46].
Plusieurs études ont démontré que I’ajout d’eau augmente les rendements de conversion,
mais la concentration doit étre optimisée en fonction des propriétés de 1’enzyme et des
systemes employés (immobilisée ou libre, type de biomasse, accepteur d’acyle, utilisation
de solvants, etc.) [55]. Il est possible d’employer les lipases dans des systémes de solvants
organiques comme les hexanes ou I’éther, mais méme dans ces systémes, 1’ajout controlé
de faibles quantités d’eau (microhydratation) est crucial afin d’obtenir une activité
enzymatique optimale [32, 56-58]. Bien des études portent sur les effets de la
concentration de I’eau sur I’activité de synthése des lipases en milieu organique. 11 semble
cependant que ce paramétre soit inadéquat pour prédire le comportement des enzymes
dans ces conditions. Certains auteurs ont souligné que la mesure de ’énergie de I’eau
dans un systtme (dite activité de ’eau ou «water activity»; a,) était beaucoup plus
efficace pour déterminer les conditions optimales d’hydratation des lipases. En effet, ce
parametre tient aussi compte des interactions de I’eau avec les différentes composantes
d’un systéme organique et peut étre vulgarisé comme la mesure de I’eau «librey
réellement disponible (http://www.wateractivity.org/). Par exemple, en prenant deux
solvants organiques de polarité différente, 1’éthanol et le pentanol, il est possible de cibler
une méme activité de I’eau méme si cela correspond en réalité & des concentrations
finales d’eau totalement différentes. L’éthanol aura tendance a accaparer plus de
molécules d’eau que le pentanol et un systéme concentré en éthanol devra contenir plus
d’eau pour obtenir la méme pression-vapeur optimale d’eau que celle déterminée pour le
pentanol. En modulant ce facteur, il est donc possible de favoriser efficacement une

réaction de synthése par rapport 4 une réaction d’hydrolyse [33, 56, 57]. Les autres
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facteurs d’optimisation des lipases pour effectuer des réactions de synthése organique
sont I’immobilisation des lipases sur différents supports et I’utilisation de solvants
organiques. Il n’existe cependant aucune régle générale indiquant quel matériau et
condition employer et chaque combinaison doit étre évaluée pour chaque lipase ciblée
[59]. Il cst aussi possible de favoriser une réaction par rapport a unc autre via la s¢lection
de donneurs et d’accepteurs d’acyles. Par exemple, la présence d’acétate de vinyle
favorise une transestérification rapide et irréversible en produisant un aldéhyde qui ne
peut étre transformé par I’enzyme [60]. Enfin, de nombreuses études emploient
I’évolution dirigée ou encore préconisent une approche rationnelle pour modifier les
propriétés d’une enzyme [59, 61]. La littérature regorge d’exemples probants de
I’application de telles approches sur les lipases ([62]) et ’analyse de ces études dépasse
les objectifs du présent travail. Néanmoins, malgré tous ces succés d’ingénierie des
protéines, ’optimisation par génie génétique des lipases reste un processus au cas par cas

et il n’existe aucune régle générale garantissant le succes [26].

1.2.6 Les lipases et la biocatalyse industrielle — les limites actuelles

L’utilisation de biocatalyseurs pour la synthése organique devrait faire appel a des
lipases idéalement non régio-spécifiques afin de pouvoir convertir entiérement les tri-, di-
et monoglycérides qui composent les principales sources de matiére premiére employées.
Ces enzymes devraient aussi étre assez flexibles en termes de sélectivité pour permettre
I’estérification simultanée des AGLs et lutilisation de différents accepteurs d’acyles
comme des alcools secondaires, voir tertiaires. Aussi, afin de minimiser les temps de
production des molécules biosourcées, I’activité enzymatique spécifique devrait Etre
élevée. L’enzyme devrait aussi étre réutilisable un maximum de fois ce qui implique une
thermostabilité et une résistance aux alcools employés. Enfin, cette enzyme devrait étre
produite facilement en grande quantité et immobilisée & moindre coiit sur un support qui
augmente son activité en simulant I’activation interfaciale ou qui la maintient dans une

conformation active [29].
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L’inactivation des lipases par les alcools primaires a chaine courte (méthanol, éthanol)
constitue ’'un des principaux obstacles a la réutilisation des lipases pour effectuer des
réactions de synthese organique [44, 63]). L’inactivation résulterait principalement d’une
perturbation de la couche d’hydratation et des interactions ioniques essentielles a la
structurc de Penzyme [29, 32, 64]). D’autres chercheurs ont plutét suggéré que le
méthanol agit comme un inhibiteur compétitif au sein du site catalytique des lipases [44].
Shimada et collaborateurs ont contourné ce probléme pour la lipase Novozyme 435 en
ajoutant le méthanol par étapes afin de garder un ratio molaire de 1:1 ce qui leur a permis
de synthétiser du biodiesel pendant plus de 100 cycles (3 mois) sans baisses de rendement
[65]. Cependant, bien que prometteuse, cette approche ralentit considérablement le
processus de production ce qui est peu souhaitable dans un contexte industriel [66].
Certaines lipases sont naturellement résistantes au méthanol comme la plupart des lipases
provenant des Pseudomonas et pourraient servir de modéle pour des études de
modification rationnelle [67]. Alternativement, il est possible de cribler la diversité
microbienne pour trouver des lipases naturellement stables. Récemment, certains
chercheurs ont étudié une lipase thermostable et résistante aux alcools primaires capable
de synthétiser du biodiesel [68]. Certains chercheurs ont aussi démontré que la simple
immobilisation sur un support hydrophobe augmentait sensiblement la résistance des

enzymes aux solvants par des mécanismes qu’il reste a élucider [69-71].

La plupart des réactions catalysées par les lipases sont souvent trop lentes par rapport
aux procédés chimiques classiques ce qui rend leur utilisation commerciale difficile [14,
72]. Pour améliorer la rapidité de la réaction, il est possible d’augmenter la concentration
de biocatalyseur, mais les coiits de production des lipases commerciales les rendent tout
simplement trop onéreuses pour une telle approche dans la production d’esters de faible
valeur ajoutée comme le biodiesel [6, 73]. De plus, "utilisation de trop grandes quantités
de lipases provoque souvent des problémes d’émulsion a cause de leur nature amphiphile.
D’ailleurs, a ce jour, il n’existe que deux usines pilotes de production de biodiesel par
biocatalyse dans le monde (TransBiodiesel en Chine et Piedmont Biofuels aux Ftats-

Unis). Les deux usines emploient les enzymes commerciales Lipozyme TM et Novozyme
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435 (Novozymes, Danemark). Ces enzymes sont parmi les plus performantes et les plus
employées dans la synthése de biodiesel [74]. Or, le biocatalyseur Novozyme 435 coiite a
lui seul plus de 1000 USS$ par kg et son utilisation permet de produire du biodiesel a un
cout de transformation au moins 23 fois supérieur en comparaison au coiit de production
obtenu avee le NaOH [29]. Si Pon ajoute ces cofits a ceux de la biomasse employée, il cst
évident que le processus est encore loin d’étre compétitif par rapport au diesel
conventionnel. Les colits de production des lipases proviennent essentiellement du fait
qu’elles doivent passer par des étapes complexes d’expression, de purification et
d’immobilisation avant d’étre utilisées commercialement [74]. Alors qu’avec la catalyse
chimique, environ 70 a 80% des coiits de production sont associés a la biomasse
employée, dans le cas de la catalyse enzymatique, les colits des biocatalyseurs peuvent
représenter jusqu’a 90% de ce coiit[72, 75]. Nielsen et collaborateurs ont évalué qu’un
coiit de transformation de 0,025 US$ par kg de biodiesel produit permettrait d’envisager
la production de masse par biocatalyse [76]. Dans le cas de la lipase Novozyme 435, cela
reviendrait & un prix de vente avoisinant les 44 US$/kg, soit une réduction d’au moins
2200% du colit d’achat actuel [29]. 1l reste donc encore beaucoup de travaux de recherche

a effectuer afin de rendre [’utilisation industrielle des lipases plus compétitive [19, 26].

1.2.7 L’ immobilisation artificielle des lipases

Afin de réduire les coiits de production de biomolécules a partir de biocatalyseurs,
diverses techniques d’immobilisation sur un support « hétérogéne » ont été¢ développées.
L’immobilisation permet de réutiliser le catalyseur en plus d’éviter sa contamination dans
le produit final. La réutilisation est le facteur primordial dans la réduction des coiits
d’utilisation d’enzymes pour la biocatalyse [29]. L’immobilisation permet aussi
I’utilisation du catalyseur en mode continu, une étape essentielle pour tout procédé
industriel [77]. De plus, de nombreuses études ont démontré les effets bénéfiques de
I’immobilisation des enzymes sur leur activité catalytique. L’immobilisation améliore

Pactivité et la stabilité des enzymes face a la dénaturation par la chaleur, les solvants et
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méme les variations de pH (Figure 1.8) [70, 78]. L’immobilisation peut aussi améliorer la
spécificité et méme la stéréosélectivité des lipases [79]. Les principaux désavantages de
I’immobilisation sont associés a des changements de conformation des protéines qui
peuvent provoquer leur inactivation, voir leur dénaturation. De plus, en fonction du
support employé, il n’cst pas rare de constater des problémes de transferts de masse qui
réduisent grandement Pactivité spécifique des enzymes [77]. En effet, il est fréquent que
la porosité et la nature chimique d’un support affectent les vitesses de diffusion des
substrats et des produits entre le milieu réactionnel et les enzymes méme. Par exemple, la
production de biodiesel a I’aide de Novozyme 435 rencontre souvent des diminutions de
rendement au fur et & mesure que le glycérol libéré adhére a la surface polaire et poreuse

des billes d’acrylique [80].

On peut regrouper I’ensemble des techniques d’immobilisation en fonction du
type d’interaction entre I’enzyme et son support. La plupart des techniques font appel soit
a des propriétés de rétention physique, soit a diverses stratégies de couplage chimique ou
a une combinaison des deux [70]. La rétention physique se fait par [’emprisonnement des
enzymes dans une matrice qui peut ou ne pas avoir d’interactions avec I’enzyme.
Alternativement, les interactions chimiques des autres techniques reposent sur un échange
entre les protéines et le support. Parmi les échanges possibles, il y a les interactions de
faible force (ex. force de dispersion, forces de van der Waals), les interactions ioniques
(ex. hydrophobicité) et les liens chimiques covalents [81]. Idéalement, le support employé
devrait étre trés poreux afin d’avoir le plus grand ratio surface/volume possible
permettant d’immobiliser un maximum d’enzyme. Il devrait aussi étre compatible avec
les réactifs et les conditions physiques du procédé de synthése [79]. 1l n’existe cependant
pas d’approche universelle et I’efficacité de la méthode dépend beaucoup des propriétés

des supports et des biocatalyseurs employés [59].
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Figure 1.8. Effets de I’immobilisation sur I’activité lipolytique de la lipase de Candida
rugosa (CRL). A. Activité de I’enzyme en fonction du pH. B. Activité de I’enzyme en
fonction de la température. Adapté de [82].

1.2.7.1 L’immobilisation par adsorption

L’adsorption se base sur I’effet de dispersion et les interactions ioniques pour coupler
les protéines sur des supports aussi divers que la terre diatomée (silice), des résines
ioniques (acrylique, agarose, polystyréne, polypropyléne, etc.) ou méme des membranes
de textiles [55]. L’adsorption de lipases donne de meilleurs résultats avec des matrices
hydrophobes en raison de la nature amphiphile des ces derniéres [83]. La présence de
groupements acyles augmente aussi I’activité des ces enzymes en simulant I’activation
interfaciale (Figure 1.9). La plupart du temps, des matériaux poreux sont employés afin
d’augmenter la surface d’adhésion et donc le rendement d’immobilisation [84]. Le
probléme majeur de cette approche est le phénoméne de lessivage de I’enzyme surtout
dans les milieux aqueux. Le lessivage est cependant moindre dans les milieux organiques
car les lipases sont insolubles dans les solvants organiques. La lipase B de C. antarctica,
’'une des plus employée au monde, est immobilisée de cette fagon sur une résine
macroporeuse d’acrylique (Novozyme 435) [85]. Néanmoins, plusieurs chercheurs ont

noté que ce biocatalyseur industriel souffre tout de méme de lessivage ce qui limite sa
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réutilisation en plus de créer une contamination du produit par une activité résiduelle [84,
85]. 1l reste que cette approche, de par sa simplicité et la disponibilité des matériaux, est
la moins chére en colits d’immobilisation artificielle et n’emploie généralement pas de

produits chimiques toxiques ou dommageables pour I’environnement [81].

Lipase adsorbée
sur
Lipase fermée Lipase ouverte matrice hydrophobe

(
>

Figure 1.9. Activation interfaciale d’une lipase lors de son adsorption sur support
hydrophobe. Adapté de [79].

1.2.7.2 La liaison covalente

La liaison covalente se base sur le couplage chimique irréversible des protéines et
offre ’avantage de pouvoir se faire dans des conditions douces (température ambiante,
conditions aqueuses). Le glutaraldéhyde est I’agent de couplage le plus utilisé, car il
réagit spontanément avec les groupements amines des résidus lysines ou celui de
I’extrémité N-terminale des protéines. Ceci permet de les coupler sur un support ayant les
mémes groupements fonctionnels (Figure 1.10-A). Alternativement, cette approche peut
étre employée pour stabiliser les enzymes immobilisées via I’adsorption passive ou
carrément pour coupler les enzymes ensemble afin de former des agrégats d’enzymes
réticulées (Cross Linked Enzyme Aggregates; CLEA) [86]. En effectuant une étape de
précipitation, il est possible de lier les enzymes entre elles pour former des CLEA de
tailles variées. Bien que cette technique ait démontré une certaine efficacité vu sa

simplicité, la taille relativement petite des agrégats (~10 um) complique le processus de
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purification des esters produits et le recyclage du catalyseur |81, 87]. De plus, I’efficacité
de couplage avec le glutaraldéhyde dépend beaucoup de la concentration employée et du
temps d’exposition ainsi que du pH de la solution. Un pH inférieur a 10.5 ne permet pas
d’ioniser les résidus lysines et limite [’ancrage a I’extrémité N-terminale seulement, ce
qui peut affecter Pactivité de I'enzyme [88]. Des tests empiriques sur Putilisation du
glutaraldéhyde doivent étre menés pour chaque enzyme et chaque type de support
employé [89]. L’ utilisation de glutaraldéhyde a grande échelle se veut aussi un procédé
potentiellement toxique et onéreux et ne répond pas vraiment aux principes de la chimie
verte. Aussi, I'immobilisation covalente est préférable via Iutilisation de polymeéres
activés ayant des groupements réactifs comme des époxydes qui réagissent aussi
spontanément avec les groupements amines de surface mais aussi les hydroxyles et les
sulfhydriles (Figure 1.10-B) [87, 90]. Ceci permet d’augmenter substantiellement le
nombre de liaisons possibles et donc assure une plus grande rigidité et une orientation
différente des enzymes liées. Bien qu’efficaces, les coiits d’acquisition ou de synthése de
ces supports de polymeéres activés augmentent considérablement les cofits
d’immobilisation. Enfin, la plus grande difficulté avec I’immobilisation covalente est de
contrdler le nombre de points d’ancrages avec le support. Bien que [’augmentation de la
rigidité des enzymes améliore leur résistance a la dénaturation, une trop grande rigidité
peut affecter la spécificité voir détruire I’activité enzymatique [79]. De plus, il faut
s’assurer de I’orientation de la protéine par rapport au support afin d’éviter la formation
spontanée de liens dans des endroits critiques tels que le site actif. L’ingénierie des
protéines peut toutefois aider & mieux contréler I’orientation, le nombre et le type de
liaisons covalentes avec le support sélectionné [70, 77]. Par exemple, les résidus lysine
proches du site actif de la lipase TLL ont tous ét¢ mutés hormis un seul résidu de surface
situé a ’opposé du site actif. Cela a permis d’orienter I’enzyme avec le site actif tourné
vers le milieu réactionnel et une plus grande activité a été observée par rapport a

I’immobilisation de I’enzyme sauvage [70].
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Figure 1.10. Schématisation de liaisons covalentes entre une lipase et un support artificiel.
A. Liaison covalente entre un support aminé et une enzyme (en jaune) en présence de
glutaraldéhyde. B. Liaison covalente entre un support époxyde et une enzyme. Adapté de
[70].

1.2.7.3 L’enrobage des enzymes

L’enrobage d’enzymes est une technique qui permet de protéger physiquement les
protéines des contraintes du milieu réactionnel (pressions, solvants, cisaillements
mécaniques, etc.). L’enrobage peut se faire par emprisonnement ou par encapsulation des
enzymes dans une matrice de polymére. Les polyméres employés sont trés variés et vont
des alginates de sodium aux polymeres de silice. Le processus est relativement simple et
se fait dans des conditions douces, souvent & température ambiante [82]. L’une des
techniques les plus efficaces consiste & polymériser une matrice de silice autour de
I’enzyme solubilisée dans les précurseurs du polymeére, le plus souvent des dérivés

alkyles de silanes (ex. tetraméthoxylsilane, TMOS) [71]. En présence d’un catalyseur
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acide, comme le fluorure de sodium (NaF), les précurseurs se polymérisent en une sorte
de gel hydraté poreux qui emprisonne I’enzyme dans une matrice appelée « sol-gel ».
Cette matrice est formée de silice poreuse remplie d’eau et de méthanol produits lors de la
polymérisation (Figure 1.11-A). L’évaporation lente du contenu en eau et en alcool
provoque une contraction du gel qui devient plus cristallin ¢t moins porcux pour devenir
un xérogel beaucoup plus dur (Figure 1.11-B). Alternativement, il est possible de
substituer eau par de I’acétone et par la suite enlever ’acétone par du dioxyde de
carbone (CO,) supercritique afin de former un aérogel beaucoup plus poreux. L’aérogel

est la forme déshydratée mais non-contractée du sol-gel [91].
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Figure 1.11. Réaction de polymérisation d’un sol-gel. A. Schématisation de la réaction de
synthése d’un sol-gel (adapté de [70]). B. Image de particules de xérogel obtenues par
microscopie par balayage électronique (source [92]).

L’emprisonnement dans un sol-gel hydrophobe augmente drastiquement P’activité
enzymatique (jusqu’a 8800% par rapport a la forme libre), la résistance a la dénaturation
thermique et au pH [93]. La raison exacte de ces effets n’a pas encore été déterminée,
mais le fait de confiner physiquement ’enzyme dans une matrice solide pourrait limiter
sa flexibilité ce qui permettrait de conserver sa conformation active. De plus, I’utilisation
de précurseurs ayant des chaines hydrophobes (ex. n-butyltriméthoxysilane, BTMS) serait
probablement a Porigine de I’augmentation de [Dactivité enzymatique observée en

simulant ’activation interfaciale [82, 93]. Hsu et collaborateurs ont réussi a obtenir un
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taux de production de biodiesel de 70-100% en 48h avec la lipase de T. lanuginosa
immobilisée en sol-gel TMOS [94]. IIs ont toutefois «dopés» I’immobilisation en ajoutant
de I’argile phyllosilicate pour adsorber la lipase. L’ajout d’additifs dopants comme du
polyéthylene glycol (PEG) ou de I’alcool polyvinylique (PVA) augmente I’activité des
lipascs immobilisées. Les additifs protégeraicent les lipases de la dénaturation par ’alcool
produit lors de la synthese du sol-gel et participeraient au maintient de la conformation

active durant I’étape de déshydratation en xérogel [95].

A ce jour, ’emprisonnement constitue le meilleur moyen d’éviter les impacts négatifs
des milieux réactionnels sur la structure des enzymes [96]. La simplicité du processus et
les conditions douces associées en font aussi un procédé commercialement intéressant
méme si le colit des précurseurs s’ajoute a celui des enzymes a immobiliser. Néanmoins,
ce type de polymeére n’est que peu employé par I’industrie. Des problémes de transfert de
masse dans les pores étroits des xérogels limitent leur efficacité pour la synthése d’esters.
La concentration des précurseurs et I’ajout d’additifs stimulant les lipases doit aussi étre
déterminée empiriquement pour chaque enzyme. Enfin, les précurseurs des sol-gel de

silice sont relativement onéreux et sont trés toxiques.

1.2.7.4 La problématique de Pimmobilisation artificielle

Bien que plusieurs de ces techniques semblent trés prometteuses pour
I’immobilisation de lipases commerciales, trés peu sont actuellement employées en
dehors du cadre expérimental. Les applications industrielles issues de ces biocatalyseurs
immobilisés sont encore limitées uniquement a la production de molécules a trés haute
valeur ajoutée. En effet, toutes ces techniques d’immobilisation supposent des étapes
préalables de production extracellulaire sous forme soluble des enzymes. Or, méme si ce
type d’expression recombinante est relativement simple et efficace, ces modéles
impliquent souvent des étapes subséquentes de purification et/ou de concentration des
enzymes avant d’envisager toute immobilisation. Les meilleurs systémes d’expression

extracellulaires ne peuvent produire plus de quelques grammes de protéine sécrétée par
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litre de fermentation [97-99]. Bien que trés acceptables, ces rendements ne sont pas assez
importants pour I’utilisation de masse des enzymes et font des protéines recombinantes
des produits onéreux de facto. De plus, il est souvent essentiel de purifier les protéines
recombinantes afin d’améliorer I’activité spécifique des enzymes immobilisées en
¢liminant toutes les protéines «contaminantes». Drailleurs, la purification d’cnzymes
recombinantes est I'un des principaux facteurs qui empéche leur utilisation pour la
production biocatalytique de molécules biosourcées a trés grande échelle [29, 72, 87).
Quant a la production intracellulaire des enzymes, la récupération des protéines
recombinantes implique une lyse cellulaire, un processus difficilement viable a grande
¢chelle sauf si la protéine a en soi une haute valeur ajoutée comme dans le cas de la
production d’insuline humaine [100]. Les étapes laborieuses et complexes de la
production des enzymes additionnées a leur immobilisation les rendent tout simplement
déja trop onéreuses pour la production de masse de molécules de faible valeur ajoutée

comme les biocarburants, les polyesters voir les ardmes et fragrances [101].

1.2.8. L’immobilisation a I’aide de supports biologiques

L’utilisation de cellules entieres (WCB pour Whole Cell Biocatalyst) pour la synthése
de composés industriels d’intérét existe depuis longtemps. La production d’éthanol par
fermentation peu étre considérée comme une biosynthése par des cellules entiéres en
milieu organique [102]. Néanmoins, la plupart des molécules d’intérét industriel ont une
inhérente toxicité pour les cellules vivantes due a leur capacité a perturber I’intégrité des
membranes plasmiques [102]. Ainsi, ces molécules ne peuvent étre produites qu’a des
concentrations relativement faibles ce qui augmente leur colit de production.
L’avénement de systémes abiotiques basés sur I’exploitation de préparations
enzymatiques permet de contrer en partie ce probléme. Ce concept a été étendu aux WCB
qui deviennent des supports pour les enzymes. Les cellules mortes sont employées
comme des «sacs remplis d’enzymes» afin de réduire les coiits et de simplifier la

récupération des biocatalyseurs [103]. Cette approche simplifie aussi grandement les
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étapes de production du catalyseur en se limitant a la culture des organismes producteurs
d’enzymes. La culture de ces micro-organismes est peu onéreuse comparativement a la
production, la purification et I’immobilisation d’enzymes recombinantes. Il suffit de
simplement récupérer la biomasse une fois la culture microbienne terminée et de
’employcr afin de faire des réactions de synthése. L’environnement de la cellule protége
physiquement les enzymes comme une capsule et réduit grandement leur dénaturation.
L’utilisation commerciale de cellules entiéres a méme été appliquée a des systémes
multienzymatiques complexes avec régénération de cofacteurs comme le nicotinamide
adénine dinucléotide phosphate (NADP/NADPH) [104]. Les inconvénients de cette
approche sont des problémes de transfert de masse et la conservation de I’intégrité
cellulaire dans les conditions de production industrielle, a savoir d’importantes forces de
cisaillement, des températures généralement élevées et [’utilisation de solvants
organiques. L’utilisation de WCB se fait principalement de deux fagons: ’expression

intracellulaire et I’expression de surface.

1.2.8.1 L’utilisation d’enzymes intracellulaires

L’expression intracellulaire de lipases peut se faire via la culture d’organismes
naturellement lipolytiques ou bien en employant des systémes recombinants de
surexpression de genes hétérologues. Divers systémes recombinants ont été testés avec
succes en particulier chez E. coli [105-109]. D’autres systémes basés sur ’expression
eucaryote ont été développés chez les levures S. cerevisiae [110] et P. pastoris [111] et
chez les hyphomycétes [112]. Les cellules peuvent étre employées sous forme hydratée
ou bien lyophilisée [106]. Par contre, les cellules doivent souvent étre perméabilisées afin
de réduire la barriére de diffusion exercée par les membranes plasmiques envers certains
composés, surtout les composés hydrophobes [106, 110, 113]. Les agents perméabilisant
employés sont généralement des surfactants comme le Tween, le Triton ou des solvants
organiques polaires comme I’acétone et I’isopropanol [103]. Cette étape implique

simplement d’incuber les cellules avec I’agent perméabilisant avant la lyophilisation ou
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I'utilisation du WCB. Les perturbations induites par ces composés au niveau des
membranes plasmiques seraient suffisantes pour améliorer les vitesses de diffusion de
divers composés hydrophobes. Wei et collaborateurs ont observé une augmentation du
niveau de synthése du biodiesel de 45% a plus de 95% suite a un traitement au bromure
de cétyltriméthylammonium (CTAB), un surfactant cationique. Ils ont aussi remarqué que
I’enzyme immobilisée était remarquablement résistante a la dénaturation au méthanol,
probablement grace a I’effet protecteur des cellules [106]. Ce type de biocatalyseur a été
employé avec succes pour la production de biodiesel [105, 107, 111], la résolution chirale
d’alcools comme le D,L-menthol [109] et I’acétylation régio-spécifique de dérivés de

cytidine (un composé antitumoral) [114].

D’autres systémes ont été¢ développés afin d’exploiter les avantages d’hyphomycétes
naturellement lipolytiques. Ces myceétes possédent en effet une croissance hyphale qui
permet la colonisation des supports inertes comme des billes de polystyréne (BSP pour
« Biomass Support Particle ») (Figure 1.12). La culture du champignon Rhyzopus oryzae
sur de telles particules a permis la conversion d’huile végétale a 90% en esters de méthyle
a trés faibles coiits [115]. Les souches naturelles cultivées en présence d’huile d’olive
surexprimaient naturellement la lipase de R. oryzae (ROL) sous forme intracellulaire
[116]. La perméabilisation avec ce systéme s’est avérée étonnamment non-essentielle. De
plus, les taux de conversion avec les cellules entiéres étaient beaucoup plus élevés
comparativement a ceux obtenus avec la méme lipase sous forme libre probablement a
cause de I’effet protecteur des cellules sur les enzymes [117]. Néanmoins, méme si les
cellules immobilisées sur des BSP ont pu étre réutilisées a plusieurs reprises, une baisse
d’activité substantielle a été observée entre les essais. Cette baisse a été attribuée
principalement a I’effet dénaturant du méthanol sur les enzymes. Pour contrer ce
phénomene, les cellules ont été fixées au glutaraldéhyde ce qui a permis d’augmenter
significativement leur réutilisation [118]. Fukuda et collaborateurs ont poussé I’exploit
jusqu’a synthétiser du biodiesel a partir d’un bioréacteur a lit fixe rempli de BSP de R.

oryzae [119]. Ils ont obtenu un rendement de conversion supérieur & 90% avec un débit
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de 25L/h et ont pu réutiliser les BSP plus de dix fois avec un taux de conversion final de
80%. Néanmoins, ’utilisation de débits plus élevés provoquait I’exfoliation des cellules
et 'utilisation de BSP s’est avérée inadéquate pour une production en cuvée, une méthode
courante dans I’industrie. Les forces de cisaillement induites par I’agitation détruisaient
les BSP trop fragilcs pour ce type de réacteur. Bien que trés prometteuse, Ies rendements
de conversion et les temps réactionnels de cette approche ont souvent été inadéquats pour
des applications industrielles a cause de problémes intrinséques de transfert de masse au
travers des membranes plasmiques [120]. Une accumulation des produits réactionnels
(esters de méthyle et glycérol) a I’intérieur des cellules a été identifiée comme principal
facteur ralentissant les taux de conversion de la biomasse [58]. 1l semble que les produits
réactionnels n’arrivaient pas a diffuser au dehors des cellules une fois la réaction
complétée. Néanmoins, cette approche simple démontre qu’il est possible d’employer des

WCB 4 faibles coiits pour la production d’esters carboxyliques.

Figure 1.12. Micrographie de supports de biomasse (BSP) colonisés par Rhizopus oryzae.
A) Coupe transversale. B) Vue latérale. Source [115].

1.2.8.2 L’expression de surface
L’expression de surface de protéines recombinantes est une approche puissante

employée dans plusieurs domaines aussi variés que le criblage fonctionnel de librairies

combinatoires, la présentation d’antigénes pour la fabrication de vaccins, la
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bioremédiation de zones contaminées et la production de molécules pharmaceutiques
[121]. Le principe consiste a utiliser le génie génétique pour créer un lien covalent entre
les enzymes et la surface des cellules (Figure 1.13). Différentes constructions entre des
génes codant pour enzymes d’intérét et des protéines d’ancrages membranaires ont
permis d’exprimer cfficacement des protéines de fusion a la surface de plusicurs types de
cellules. Des systémes d’expression de surfaces ont été développés pour les phages, les
bactéries Gram(+) et Gram(-) et les cellules eucaryotes, en particulier les levures [122-

124).
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Figure 1.13. Schématisation d’une cellule recombinante exprimant une lipase a sa surface.
Dans ce modele, la cellule peut étre une levure ou bien une bactérie Gram(+). Adapté de
[120]

Peu d’études rapportent cependant I’expression de surface d’enzymes lipolytiques
chez E. coli. Les protéines d’ancrage employées peuvent étre homologues a E. coli (FadL,
INP) ou bien hétérologues comme la protéine de surface OprF de Pseudomonas
aeruginosa et la protéine PgsA de Bacillus subtilis [125-128]. L’immobilisation de
surface de lipases hétérologues procaryotes a permis d’augmenter considérablement la
thermostabilité des enzymes mais aussi leur énantiosélectivité [126, 127]. Néanmoins, la

surproduction de protéines de surface semble constituer un stress significatif pour les
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cellules et les rendements d’immobilisation restent relativement faibles [129]. 11 est
possible que I’engorgement des systémes de transport actif des protéines vers I’extérieur
des cellules soit un facteur limitant [124]. Toutefois, des systémes d’ancrages basés sur
des protéines dites «auto-présentatrices» (auto-display) semblent prometteurs. La
séquence de ces génes contient tout ce qu’il faut pour la translocation, le clivage ct
I’ancrage de la protéine a la surface des cellules [124]. Plusieurs enzymes lipolytiques ont
été immobilisées avec succes chez £. coli en utilisant la protéine auto-présentatrice EstA
de P. aeruginosa comme partenaire de fusion [130]. Enfin, il arrive que [’intégrité
structurale des membranes externes soit mise en cause par certaines conditions de
synthése organique (ex. toluéne, n-hexane). Dans cette perspective, un systéme
d’expression de surface employant des cellules de P. putida GM730 résistantes aux

solvants a été utilisé pour exprimer une lipase thermorésistante de P. fluorescens [131].

L’expression de surface de lipases chez les levures permet d’exprimer des
protéines qui peuvent avoir besoin de modifications post-traductionnelles pour étre
actives comme la glycosylation ou la dimérisation. L’ immobilisation chez S. cerevisiae et
P. pastoris a été accomplie principalement via des peptides d’ancrages basés sur la
portion C-terminale de I’a-agglutinine (Agal) ou le domaine N-terminal de la flocculine
(Flolp) de S. cerevisiae [122]. L’efficacité d’expression varie d’une construction a I’autre
mais avoisine les 10*-10° molécules par cellule [132]. Cette quantité peut toutefois étre
améliorée en incorporant plusieurs copies du géne de fusion dans les souches
recombinantes [133]. Kondo et collaborateurs ont appliqué la fusion de la lipase ROL
avec le domaine d’ancrage de Flo1p et exprimé la construction chez S. cerevisiae [134].
Cette expression de surface a permis d’obtenir des taux de synthése de biodiesel
comparables a ceux obtenus suite & I’immobilisation intracellulaire de la ROL chez R.
oryzae mais en 2,5 fois moins de temps [122]. Cette amélioration de I’activité de synthése
serait due a une réduction des limites de diffusion observées avec les systémes
d’immobilisation intracellulaire. L ’expression de surface a aussi démontré une meilleure

thermostabilité et de meilleurs taux de conversion comparativement a I’utilisation de la
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forme libre de lipases [135]. Des cellules lyophilisées de S. cerevisiae exhibant la lipase
CALB ont pu étre réutilisées plus de dix fois pour produire de I’hexanoate d’éthyle (un
ardme important) sans perte d’activité significative, démontrant ainsi une remarquable

résistance a la dénaturation par les alcools [136].

L’efficacité¢ d’immobilisation a la surface de levures varie grandement d’une
espéce a I'autre. L’immobilisation de CALB chez S. cerevisiae a démontré une activité
spécifique de 25 U/g comparativement a plus de 200 U/g chez P. pastoris et ce avec le
méme ancrage Agal [137]. De plus, I’expression de surface chez une méme espece
pouvait varier en fonction du type d’ancrage avec 90% de synthése d’hexanoate d’éthyle
en 1,5 h pour CALB-Agal et plus de 6 h pour la fusion CALB-Flolp [137]. Il a été aussi
démontré que I’ajout d’un espaceur ainsi que le choix de prendre un partenaire de fusion
pour ’extrémité N- ou C-terminale (a savoir Agal ou Flo1p) peuvent grandement affecter
I’activité de la protéine passagere [134, 136]. La combinaison de ces facteurs peut donc
avoir d’énormes impacts sur Pactivité lipolytique observée et doit étre optimisée pour
chaque lipase. L’ autre probléme majeur semble étre associé a la polarité de la surface des
cellules qui affecterait I’efficacité des lipases immobilisées. Kondo et collaborateurs ont
découvert que le traitement des levures avec des surfactants augmentait de huit fois
’activité spécifique. Les cellules traitées avaient une plus grande hydrophobicité que les
cellules contrdle ce qui améliorait leur dispersion dans les milieux organiques en plus

d’augmenter le phénomene d’activation interfaciale des lipases exprimées [138].

1.3. La découverte de nouvelles lipases

1.3.1 Le criblage génomique

Avec les développements de la bioinformatique et du séquencgage a haut débit,

plusicurs techniques ont ét¢ développées afin de chercher des génes codant pour des
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enzymes ayant un potentiel industriel. Les industries recherchent des enzymes qui allient
une combinaison optimale de spécificité, de thermostabilité et de résistance aux pH afin
de pouvoir répondre aux différentes applications commerciales [59, 139, 140]. L’une des
approches les plus simples consiste a cribler les banques d’informations qui découlent des
différents projets de séquengage. L’annotation d’un génome constitue unc mine d’or pour
les chercheurs qui peuvent écrémer de ces colossaux fichiers de données les séquences
génétiques correspondantes aux protéines ciblées. Sachant que les lipases sont
ubiquitaires a toute forme de vie connue, il est relativement aisé de trouver dans ces
banques de nouvelles séquences génétiques a caractériser. L’étape suivante consiste a
amplifier ces geénes présomptifs a partir d’amorces dégénérées de séquences connues par
réaction de polymérisation en chaine (PCR). Les amplicons sont ensuite clonés dans
différents systémes d’expression hétérologues afin d’assurer une expression stable et
abondante de la protéine codée. La sélection du systéme se base sur certains critéres
comme le pourcentage de bases guanine et cytosine (% G+C) et I’usage des codons. Il
suffit ensuite de procéder a I’analyse biochimique des protéines recombinantes. De telles
approches ont récemment été appliquées avec succeés pour la production de métabolites
secondaires, mais aussi pour I’identification de nouvelles lipases et de pectinases [141-
143]. 11 est clair que ce ne sont pas tous les genes identifiés qui auront I’activité
enzymatique souhaitée. Le degré de succés d’identification de nouvelles lipases dépend
du niveau de conservation des séquences choisies pour cribler les génomes, du systéme
d’expression recombinante employé ainsi que des tests de criblage fonctionnel appliqués
aux clones produits. Chacune de ces étapes peut «laisser filer» des génes et des protéines

qui pourraient avoir un potentiel fort intéressant.
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1.3.2 La métagénomique

La métagénomique a émergé vers la fin des années 1990 avec les progrés du
séquengage a haut débit. Elle correspond a I’étude fonctionnelle de I’ensemble de Ia
diversité génétique d’un échantillon biologique [144, 145]. La diversité microbienne au
sein d’un biotope comme le sol est immense et découle de plus de 3.5 milliards d’années
d’évolution. Méme des écosystémes pauvres en terme d’espéces microbiennes peuvent
contenir une fabuleuse diversité génétique au sein des quelques souches présentes. 11 est
généralement admis que moins de 1% des organismes présents dans I’environnement sont
cultivables, ce qui limite grandement [I’accessibilité a cette diversité [145]. Avec la
métagénomique, cette contrainte est contournée par I’étude systématique de I’ensemble

du patrimoine génétique contenu dans un échantillon environnemental.

La métagénomique implique d’extraire tout I’ADN d’un consortium bactérien
provenant d’un échantillon environnemental. L’ADN est découpé en fragments
relativement longs (typiquement de 5 a 40 kpb) qui sont ensuite clonés dans un vecteur.
Les constructions génétiques sont introduites dans un héte hétérologue afin d’exprimer
les génes contenus dans les fragments. Le choix de I’h6te peut s’avérer crucial afin
d’optimiser I’expression recombinante. L’héte le plus employé reste de loin E. coli étant
donné D’efficacité des outils de clonage et les techniques de criblage a haut débit
disponibles [146]. Néanmoins, pour certaines banques ciblant I’expression de génes
riches en bases G+C ou bien pour I’identification de voies métaboliques complétes, il
peut étre judicieux de choisir d’autres hdtes hétérologues qui possédent une machinerie

cellulaire mieux adaptée comme les bactéries du genre Streptomyces et Bacillus [147)].

La librairie construite peut étre criblée a haut débit par analyse fonctionnelle ou
carrément par séquencage dans son ensemble (Figure 1.14). Le criblage fonctionnel
augmente les chances d’identifier des génes codant pour une activité particuliére mais qui
ne possederaient pas d’homologie de séquence avec les banques existantes [148]. Les

clones présentant une activité positive sont ensuite isolés et la séquence du fragment est
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analysée afin d’en déterminer les génes présomptifs. Cette analyse peut se faire par un
séquengage entier du fragment ou bien par une digestion subséquente du fragment suivie
d’un sous-clonage et d’une seconde ronde de criblage fonctionnel afin d’isoler de petits

fragments (ex. de 1 a 5 kpb) contenant le(s) géne(s) d’intérét [147].

Echantillons environnementaux

Extraction de 1a biomasse

WA ARARA
WAARNY ARRARNA Lyse et extraction de 1'ADN
WAARNY

genomique
NRARR
i
€ o B 64 0 O Fragmentation et clonage

o Y o (libraine)
L Gl g
Séquengage —. m 0. Cnblage
0 Q ’ fonctionnel

Figure 1.14. Etapes générales d’une étude métagénomique. Adapté de [148].
L’efficacité d’identification de genes codant pour les activités d’intérét dépend de

la fréquence des organismes qui possedent I’activité en question dans I’échantillon

environnemental ainsi que de la technique de criblage [149]. L’ADN source employé
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pour former la librairie génomique peut provenir de milieux naturellement enrichis en
organismes possédant I’activité enzymatique ciblée. Par exemple, il est normal de trouver
une haute fréquence de geénes codant pour des enzymes lipolytiques dans la biomasse
extraite d’un sol contaminé avec des graisses et des huiles [150]. Alternativement, il
possible dc rctrouver la méme activité en criblant un échantillon provenant d’un
environnement naturellement trés riche en diversité microbienne comme le sol ou un
sédiment marin [145]. Enfin, il est possible de cibler des environnements extrémes ot la
diversité biologique est moindre mais ot la probabilité de trouver des génes codant pour
des protéines aux propriétés uniques est trés élevée. Par exemple, plusieurs études faites a
partir de consortiums provenant de sources thermales ont permis d’identifier des enzymes
(hyper)thermophiles [151-153]. Alternativement, de nombreuses nouvelles enzymes
psychrophiles ont été identifiées a partir d’échantillons prélevés en Arctique et en

Antarctique [154-156].

Il peut parfois €tre nécessaire d’enrichir la biomasse en employant une pression
sélective qui favorisera la représentativité d’organismes possédant des génes d’intérét.
L’enrichissement d’un consortium bactérien peut se faire via des fluctuations artificielles
de pH, de température ou méme de sources de carbone [157-159]. Ainsi, I’enrichissement
de biomasse est un moyen de contrer les limites de la métagénomique en augmentant
substantiellement la fréquence des organismes ayant une activité ciblée. Une telle
approche a permis d’identifier des lipases avec des propriétés intéressantes comme une
résistance a [Palcalinité [160], une excellente thermostabilit¢ [161] ou bien une

halotolérance [150].

L’utilisation de la métagénomique pour identifier de nouvelles enzymes d’intérét
industriel est trés efficace. La littérature portant sur la découverte de ces enzymes
provenant de toutes sortes de biomasse est abondante. La recherche d’enzymes
lipolytiques s’est avérée particulierement fertile, surtout avec I’approche de

Penrichissement [160, 162]. De toutes nouvelles enzymes aux séquences et propriétés
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uniques ont été découvertes (Tableau 1.4). Néanmoins, avant d’envisager leur utilisation
industrielle, la caractérisation biochimique compléte de ces nombreuses enzymes doit étre
accomplie et le développement de systémes de surexpression efficaces et économiques

doit étre envisagé [163].
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1.4. Les streptomyceétes

1.4.1 Les streptomycétes, des organismes versatiles

Les streptomycétes sont des bactéries Gram(+) saprophytes, filamenteuses et non-
pathogénes qui colonisent principalement les sols. Appartenant au phylum des
actinomyceétes, ce sont des micro-organismes possédant un cycle de vie complexe
semblable a celui des mycétes filamenteux (hyphomycétes). Les deux genres ont
d’ailleurs en commun une phase de croissance asexuée caractérisée par des hyphes
ramifiés qui forment un mycélium primaire en plus de se disperser a I’aide de spores qui
émergent de structures aériennes reproductrices [182]. Chez les streptomycétes, la phase
reproductrice de sporulation survient lorsque les nutriments viennent 2 manquer dans le

milieu de colonisation [183].

De par leur adaptation a ces niches particuliéres, les streptomycetes sont
reconnues pour produire et sécréter une panoplie d’enzymes afin de pouvoir tirer
avantage des différentes sources de nutriments [184]. L’analyse du génome de
I’organisme représentatif du genre, Streptomyces coelicolor A3(2), montre d’ailleurs que
819 des 7825 génes provisionnels coderaient pour des enzymes sécrétées [184, 185]. Les
streptomycétes possédent aussi des avantages compétitifs associés a un cycle de vie
différencié comme la production de métabolites secondaires tels que des antibiotiques
[183]. Ces bactéries sont d’ailleurs la source naturelle de plus de 60% des antibiotiques
cliniques connus. Les trois espéces de streptomycétes séquencées a ce jour possédent des
génomes parmi les plus volumineux du régne procaryote (8.7 million de paires de bases
(Mpb) pour S. coelicolor, 9 Mpb pour S. avermitilis et 10.1 Mpb pour S. scabies). La
diversité génétique des streptomycétes est donc immense et il est vraisemblable de croire

que leur potentiel biocatalytique en est représentatif [27].
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1.4.2 L’accumulation de lipides de réserve chez les streptomycétes

Des études ont démontré que les streptomycétes sont capables d’accumuler
d’importantes quantités cytoplasmiques de lipides neutres (triacylglycérides, TAGs) sous
forme de granules cytoplasmiques entourées d’une monocouche lipidique (Figure 1.15).
La présence de triglycérides cytoplasmiques est une caractéristique rare parmi les
procaryotes quoique relativement courante chez les actinomycétes [186-188]. La plupart
des procaryotes qui accumulent d’importantes quantités de lipides de réserve le font
généralement sous forme de polyhydroxyalcanoates (PHAs) et parfois d’esters de cires
[186]. Or, ces composés n’ont pas été détectés chez les streptomycétes analysés a ce jour.
II'a été longtemps suggéré que I’accumulation cytoplasmique de TAGs durant la phase
stationnaire de culture chez les streptomycétes pourrait servir de source de carbone pour
la production d’antibiotiques comme les polycétides [188, 189]. Néanmoins, des études
récentes avec des mutants de la voie de synthése des TAGs chez S. coelicolor tendent a

invalider cette hypothése et a suggérer plutt un simple role de réserve énergétique [187].

Figure 1.15. Analyse par microscopie électronique de granules lipidiques chez les
streptomycetes A. S. lividans en phase stationnaire (48h). B. S. avermitilis en phase

stationnaire (72h). La barre en a) représente 0.2 um et 0.5 pm en b). Adapté de [188] et
de [190] respectivement.

Bien que I’accumulation de TAGs chez les actinomycétes soit bien connue, il reste
que les lipides observés chez les streptomycétes sont uniques de par leur nature [190]. En

effet, Panalyse de la composition de ces lipides a démontré une prédominance d’esters
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d’acides gras ramifiés iso- et anteiso- contenant un nombre impair de carbones dans la
chaine acyle [187-190]. La composition particuliére des acides gras analysés chez S.
avermitilis est représentée dans le Tableau 1.5 et schématisée dans la Figure 1.16. Une
composition similaire a été observée chez S. griseus, S. lividans et S. coelicolor. De plus,
’accumulation dc ces lipides rares a ¢té corrélée avee unc activité lipolytique
intracellulaire [191, 192]. Néanmoins, la caractérisation biochimique des enzymes
impliquées reste sommaire et pourrait étre approfondie afin de mieux caractériser les

lipases qui pourraient étre impliquées [187, 190].

Tableau 1.5. Pourcentages des acides gras extraits de cellules entieres de S. avermitilis
cultivées en milieu MSM modifié. Adapté de [190].

Type d’acide gras Propai'tion (%)
iso-C14:0 5.1
iso-C15:0 7.2
anteiso-C15:0 26.1
C15:0 6.3
iso-C16:0 14.4
Cl16:0 15.5
iso-Cl6:1 [.2
anteiso-C17:0 5.5

/H\/\/\/\/\/\)\
HO

Acide iso-pentadecanoique (methyle-13-tetradecanoique)

o}

HO

Acide anieiso-pentadecanoique (methyle-12-tetradecanoique)

Figure 1.16. Exemples d’acides gras rares iso- et anteiso- retrouvés chez les
streptomycetes.
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1.4.3 Le potentiel lipolytique de S. coelicolor

Plusieurs études suggérent que les streptomycétes sont des organismes
lipolytiques [193-196]. L’annotation du génome de S. coelicolor suggere aussi la
présence de plus de 30 geénes codant pour des carboxylestérases présomptives [142, 197,
198]. De ces genes identifiés chez S. coelicolor, seulement deux estérases et trois lipases
ont été caractérisées a ce jour [142, 197-200]. L’analyse biochimique de deux de ces
lipases a tout de méme démontré qu’il peut exister une grande diversité de spécificité et
de températures optimales chez les lipases d’un méme organisme. L’étude de la lipase
SCII'1.14c a permis d’identifier son caractére mésophile (température optimale de 20-
30°C) et sa spécificité envers des substrats a chaines moyennes (C10-C12). Vujaklija et
collaborateurs ont déterminé que cette lipase possédait aussi une activité aryle-estérase
envers les esters de naphtyle [197]. La lipase SCBAC25F8.05¢ avait quant a elle
clairement un comportement thermophile (45-55°C) et une plus grande affinité pour les
substrats a chaines longues (C16-C18) [198]. Le potentiel d’utiliser S. coelicolor comme
source de lipases diversifiées pour la production d’esters d’acides gras est donc important
et plusieurs études biochimiques restent 4 accomplir afin de caractériser ces enzymes

présomptives.

L.5. Objectifs et hypothéses

1.5.1 Objectifs

L’ objectif principal du présent travail est de concevoir un ou des biocatalyseurs
adaptés a la production commerciale d’esters carboxyliques, principalement dans le but
de synthétiser des composés aromatisés et des fragrances. Ces molécules ont une haute
valeur ajoutée et leur production industrielle est laborieuse et onéreuse. L’impact majeur
du développement de biocatalyseurs adaptés a la synthése de ces esters sera une réduction

des colits de production ct la possibilité d’apposer un label naturel aux molécules
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produites selon un cadre de chimie verte. L’atteinte de I’objectif principal passe par

quatre objectifs secondaires :

1. La construction d’une banque de lipases ayant un potentiel de synthése d’esters
carboxyliques. Le but est d’identifier des enzymes a fort potenticl en utilisant toutes les
ressources mises a la disposition de ce projet. Les sources de la banque incluent le
criblage d’organismes versatiles employés dans le laboratoire, des données
métagénomiques provenant d’une étude antérieure au présent travail et I'utilisation, si
possible, d’enzymes fournies par le partenaire industriel. La réalisation de cet objectif

passe par quatre étapes :

a) Le clonage des lipases présomptives identifiées par I’étude génomique de S.
coelicolor.

b) L’expression, la purification et la caractérisation biochimique des lipases
clonées afin d’évaluer leur potentiel de synthése organique.

c) L’expression, la purification et la caractérisation biochimique des lipases
identifiée lors d’une étude métagénomique antérieure.

d) L’étude des lipases provenant du partenaire industriel.

2. La construction d’un systéme d’immobilisation simple et efficace basé sur I’expression
d’enzymes recombinantes a I’aide de cellules entiéres. L atteinte de cet objectif passe par

deux étapes :
a) La validation du systéme d’expression intracellulaire chez E. coli.

b) L’évaluation du potentiel de transestérification et d’estérification des lipases

immobilisées.
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3. La construction d’un mini-réacteur pour valider I’utilisation du (des) biocatalyseur(s)

en cellules enticres dans la biosynthése d’esters d’intérét. L’atteinte de cet objectif passe

par deux étapes :

I3

a) La validation du type de réacteur choisi pour la production d’csters.
b) L’estimation des coiits de production du biocatalyseur et des coiits de son

utilisation pour la biosynthése des esters sélectionnés.

Les étapes du développement d’un biocatalyseur sont résumées dans la Figure 1.17. Ce
cheminement se veut une ligne directrice plutét qu’une démarche expérimentale détaillée
a suivre.
1. Sélection du biocatalyscur:
* Criblage genonuque d’un orgamsme hipolytique

* Crnblage de lipases provenant d”une banque métagénomique
* Crniblage de biocatalyseurs industriels disponibles

|

2. Biocatalyseur adéquat?

1()ll

3. Caractérisation du biocatalyseur:

[ Criblage fonctionnel

ol

Optimisation physico-
chimique du biocatalyscur

NON

* Activite de synthése, stabilité, disponibitit _J (ex. solvant organique,
= Systeme de surexpression adéquat A temperature. agitation)
= Systéme d'immobilisation adéquat i

ou

procédé de hiosynthése:
( * Type de réacicyr
\ + Conditions _‘-;:ymhésc
N ¢ Miscaléchelle B/

o Estimation des couts "

Oul Modifications génétigues:
P * Peptide de fusion
e T * Modification rationnelle
" 4.Développement d'un + Evolution dirigée
|‘/ b
/ \

/
—

Figure 1.17. Schématisation des principales étapes de développement d’un biocatalyseur
industriel.
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1.5.2 Hypothéses
Hypothése 1. Le criblage génomique d’un organisme lipolytique

Le criblage génomique d’organismes séquencés constitue une approche simple et
efficace pour identifier de nouveaux génes codant pour des enzymes lipolytiques. Il existe
d’autres approches telles que les études de métagénomique ou les études d’évolution
dirigée, mais elles impliquent des systémes de criblage a haut débit. Ces études ne sont
donc pas accessibles a toutes les équipes de recherche et peuvent s’avérer laborieuses en
temps et en ressources nécessaires. Quant aux études d’évolution rationnelle d’enzymes
caractérisées afin d’optimiser leur activité pour une application particuliére, elles
impliquent d’avoir sous la main des structures tridimensionnelles de qualité ou du moins
des modeles d’homologie adéquats pour pouvoir étre efficaces. Outre les outils
bioinformatiques nécessaires, ces études ont le défaut de ne pouvoir s’appliquer qu’a peu

de catalyseurs a la fois.

La démarche de criblage génomique a donc été sélectionnée pour sa simplicité
afin d’évaluer le potentiel lipolytique d’un organisme versatile, Streptomyces coelicolor.
La diversité¢ génétique de cet organisme en fait un excellent candidat pour ce genre
d’étude. Dcailleurs, plusieurs études ont permis d’identifier de nouvelles enzymes
lipolytiques chez cette bactérie a partir du criblage de son génome [142, 197-199]. La
diversité biochimique des enzymes répertoriées et le fait que cette espéce soit reconnue
pour accumuler dans son cytoplasme des lipides particuliers laisse supposer qu’il pourrait
y avoir des triacyglycérol hydrolases intracellulaires aux propriétés uniques chez cet
organisme. 1l a été décidé d’exprimer les génes sélectionnés chez I’hite hétérologue E.
coli. Cet hote a déja été employé avec succés pour exprimer des génes de streptomycétes

issus d’un criblage génomique [143]. Notre hypothése est donc que le criblage des génes

codant pour des enzymes lipolytiques intracellulaires présomptives permettra d’identifier

de nouvelles lipases/estérases.
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Hypothése 2 : L’immobilisation de lipases provenant d’une étude métagénomique

Une étude métagénomique antérieure a permis d’identifier de nouvelles lipases a
savoir les lipases LiplAF5-2, LipIAF1-6 et LipF5-11 [147, 160, 162]. Les enzymes
identifiées provenaient de [I’enrichissement d’un fermenteur pour la sélection
d’organismes thermophiles et alcalophiles. Bien que la caractérisation biochimique faite a
I’époque ait été sommaire et n’impliquait que des substrats artificiels, les caractéristiques
de ces enzymes semblaient prometteuses pour d’éventuelles applications de synthése avec
des spécificités intéressantes ainsi qu’une bonne résistance a de fortes concentrations
d’alcools primaires [160, 162]. Les enzymes recombinantes produites ont été exprimées
chez S. lividans en raison de la haute teneur en bases G+C dans la séquence des génes.
Bien que cette approche se soit avérée fructueuse, les niveaux d’expression recombinante
étaient trop faibles pour envisager toute application industrielle. De plus, la présence
d’activité lipolytique endogéne aux streptomycétes aurait pu compliquer les étapes de
purification et de caractérisation des enzymes recombinantes [193, 194]. Il a donc été
décidé d’exprimer les geénes de lipases chez des hétes hétérologues non-lipolytiques.
L’expression chez E. coli a été choisie pour sa simplicit¢ de culture et son efficacité
d’expression recombinante. De plus, il a été décidé d’exprimer de fagon intracellulaire les
génes sélectionnés afin de pouvoir produire et immobiliser les enzymes en une seule

étape simple. Notre hypothese est que ’expression intracellulaire de ces génes permettra

la production simple d’un biocatalyseur immobilisé capable de faire des réactions de

synthése d’esters carboxyliques.

Hypothése 3. L’évaluation du potentiel d’application du biocatalyseur

L’optimisation des conditions de synthése et le choix du type de vaisseau
réactionnel sont des paramétres importants afin de pouvoir évaluer D’efficacité et
éventuellement les colits d’utilisation du (des) biocatalyseur(s). Bien que les réacteurs en
cuvée soient les plus utilisés en laboratoire a cause de leur simplicité, la plupart des

bioréacteurs employés en industrie sont du modéle a lit compact [28]. Ces réacteurs
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offrent de hauts rendements de production et minimisent les forces de cisaillement
appliquées sur le biocatalyseur immobilisé. De plus, ils facilitent grandement la
récupération du biocatalyseur en vue d’une utilisation subséquente. Marty et
collaborateurs ont réussi a produire en continu du biodiesel pendant plus de 50 jours grice
4 un réacteur a lit compact¢ contenant le biocatalyseur Novozyme 435 [201] Notre
hypothése est donc que I'utilisation de cellules entieres de E. coli en réacteur a lit
compacté permettra de synthétiser efficacement des esters carboxyliques. De plus, il est

attendu que ce type de réacteur permettra de réutiliser plusieurs fois le biocatalyseur.
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Chapitre 2. Premier article scientifique
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2.1 Préface au chapitre 2.

2.1.1 La sélection de génes lipolytiques chez S. coelicolor

L’annotation du génome de S. coelicolor A3(2) suggeére la présence d’au moins 31
génes codant pour des lipases/estérases présomptives contenant le motif consensus Gly-
Xaa-Ser-Xaa-Gly [199]. Ce motif est fortement conservé parmi les sérines hydrolases que
comprennent les estérases et les lipases et constitue donc un outil efficace pour le criblage
génomique sans toutefois permettre de discriminer entre les deux classes d’enzymes [49,
202, 203]. L’annotation d’un autre actinomycéte, S. avermitilis, suggére la présence de 20
genes provisionnels codant pour les mémes classes d’enzymes [204]. Les deux espéces
ont en commun 16 genes lipolytiques présomptifs [199]. Il a donc été décidé de se
concentrer sur les 15 génes qui sont spécifiques a S. coelicolor (Annexe I) basé sur
I’hypotheése que les génes propres a une espéce pourraient présenter une plus grande
diversité génétique que les génes hautement conservés parmi plusieurs espéces d’un

méme genre.

2.1.2 Objectifs et hypothéses

Les séquences primaires de ces 15 génes ont été analysées grdce au serveur
SignalP 4.1 afin d’identifier les génes codant pour des protéines intracellulaires
présomptives [205]. S. coelicolor peut accumuler d’importantes quantités cytoplasmiques
de TAGs aux chaines acyles particuliéres et cette accumulation est associée & une activité
lipolytique qu’il reste & caractériser [187, 188]. L’ objectif principal de cette analyse est de
construire une banque d’enzymes lipolytiques pour évaluer leur potentiel pour la
biosynthése d’esters carboxyliques. Notre hypothése est qu’il existe parmi les protéines
intracellulaires sélectionnées des lipases/estérases aux spécificités particuliéres capables

de synthétiser des esters d’acides gras.
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2.1.3 Présentation du 1° manuscrit

L’article scientifique présenté constitue une étude de la caractérisation
biochimique d’une nouvelle enzyme lipolytique intracellulaire de S. coelicolor, la
protéine SCP8.28¢ (EstC). Ce manuscrit a été publié par la revue d’accés libre PLoS ONE

(www.plosone.org; [acteur d’impact de 3.730 en date de juin 2013). Le manuscrit a été

accepté le 18 janvier 2012 et publié le 2 mars 2012 dans le numéro 3 du volume 7 de la
revue avec le numéro d’accession électronique du journal e32041 et le
doi:10.137/journal.pone.0032041. A ce jour, Particle a été vu 2561 fois et cité huit fois
(en date d’avril 2014). La version formatée par I’éditeur sous format PDF et publiée en

ligne est présentée dans le présent document.

2.2 Contribution des auteurs

Les travaux présentés dans cet article ont été entiérement réalisés par I’étudiant
sous la supervision de F. Shareck et de N. Doucet. Le manuscrit a été rédigé en majorité
par I’étudiant et par N. Doucet. Le manuscrit a été révisé par F. Shareck., F. Lépine et Y.
Hurtubise (superviseur industriel). Deux parties de sections ont été rédigées par F.
Lépine, soit la partie «Mass spectrometry» de la section «Materials and Methods» ainsi
que la partie de la section «Results and Discussion» portant sur I’analyse des données de

spectrométrie de masse.

2.3 Résumé

Les séquences génomiques de Streptomyces coelicolor A3(2) contiendraient au
moins 50 génes provisionnels codant pour des enzymes lipolytiques. Plusieurs études ont
démontré la capacité de cet actinomycéte a accumuler d’importantes réserves
cytoplasmiques de triglycérides lorsque les nutriments du milieu de culture sont épuisés.

Dans cette étude, nous utilisons le criblage du génome de S. coelicolor afin d’identifier
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des génes codant pour des lipases/estérases présomptives intracellulaires. Deux génes ont
été clonés et exprimés avec succeés chez E. coli comme protéines de fusion avec une
étiquette poly-histidines a I’extrémité N-terminale. L’une des enzymes recombinantes,
EstC, a présenté une activité estérase psychrophile intéressante, suggérant un fort
potenticl d’application pour la synthése d’csters fragiles. L’enzyme purifiée a démontré
une température optimale de 35°C et était active a basse température avec 25% d’activité
relative a 10°C. L’enzyme avait une activité¢ optimale aux pH de 8.5-9, mais a tout de
méme conservé 75% de son activité maximale dans I’intervalle de pH 7.5-10. L’enzyme a
aussi démontré une excellente stabilité aux pH allant de 6 jusqu’a 11. L’enzyme était
active envers les esters de p-NP (chaines acyles de 2 a 12 carbones) avec une activité
maximale envers le p-NP-valérate (C5) (kealkm= 737 = 77 s' mM ). L’enzyme était trés
active pour I’hydrolyse de triglycérides a chaines courtes comme le glycéryle triacétate
(C2:0) et le glycéryle tributyrate (C4 :0), en plus de démontrer une bonne tolérance aux
alcools primaires et aux solvants organiques. Ces résultats suggérent que cette enzyme
pourrait étre une bonne candidate pour la synthése d’esters a chaines courtes comme les

arébmes et fragrances.
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2.4 Article 1

Isolation and Characterization of EstC, a New Cold-Active

Esterase from Streptomyces coelicolor A3(2)

Guillaume Brauilt’, Francois Shareck’, Yves Hurtubise?, Francois Lépine’, Nicolas Doucet™

TINRS-Institut Armand-Frappier, Université du Québec, Laval, Québec, Canada, 2 Innu-Science Canada, Inc., Trois-Riviéres, Québec, Canada

Abstract

The genome sequence of Streptomyces coelicolor A3(2) contalns more than 50 genes coding for putative lipolytic enzymes.
Many studles have shown the capacity of this actinomycete to store important reserves of Intracellular triacylglycerols In
nutrlent depletion sltuatlons. In the present study, we used genome mining of S. coelicolor to Identlfy genes coding for
putatlve, non-secreted esterases/lipases. Two genes were cloned and successfully overexpressed In E. coli as His-tagged
fuslon protelns. One of the recomblnant enzymes, EstC, showed interesting cold-active esterase activity with a strong
potentlal for the production of valuable esters. The purified enzyme displayed optimal activity at 35°C and was cold-active
with retentlon of 25% relative actlvity at 10'C. Its optimal pH was 8.5-9 but the enzyme kept more than 75% of Its maximal
activity between pH 7.5 and 10. EstC also showed remarkable tolerance over a wide range of pH values, retalning almost full
residual actlvity between pH 6-11. The enzyme was actlve toward short-chaln p-nitropheny! esters (C2-C12), displaying
optimal actlvity with the valerate (CS) ester (key/Kn=737£77 s ' mM ). The enzyme was also very actlve toward short
chaln triglycerides such as trlacetin (C2:0) and trlbutyrin (C4:0), In addlition to showlng good primary alcohol and organic
solvent tolerance, suggesting It could function as an Interesting candldate for organic synthesls of short-chain esters such as
flavors.
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Introduction

Carboxylesterases  (EC 3.1.1.1) and lipases  (niacylglycerol
hydrolases; EC 3.1.1.3) are important industrial enzymes with
numerous  applications  in - biotechnology  (reviewed in 1.
Esterases  hydrolyze  water-soluble  or  emulsificd  esters  with
relatively short fatty acid chamns (<<than 10 carbons) while “true”
lipases are generally more active toward emulsified, long-chain
faty acids |2,3]. These enzymes, which catalyze reactions in a
regio- and/or enantioselective fashion |4, can catalyze the release
of free fatty acids from riglycerides and under certain conditions
can also pesdform esterification and transesterification reactions,
Furthermore, these biocatalysts are generally stable in organic
solvents, allowing their use in numerous industrial applications |3].
Although lipalytic enzymes are found in all living organisms, most
of the commercial enzymes originate from microbial sources. As a
result, bacterial genome mining of versatile microorganisms offers
an attractive opportunity 1o uncover new lipolytic biocatalysts
displaying interesting hiochemical properties.

Bacterial lipases and esterases are grouped into 8 different
families based on their sequence, structure and biological function

PLOS ONE | www.plosone.org

|6]. In all cases, these enzymes are characterized by a typical
catalvtic triad formed of a nucleophilic serine, a catalytic acid
laspartate or gluamate] and a histidine residue, all of which
appear in this order in the protein sequence (Figure 1) |6]. The
catalytic serine is typically located among a conserved Gly-X,,-
Ser-X,,.,-Gly pentapeptide which forms a sharp clbow in the center
of the canonical o/f-fold |3]. Many reports suggest that true
lipases are distinguished from esterases by harboring a lid domain
that covers the hydrophobic cualytic cleft |7,8]. This lid moves to
expose the catalytic clefi at the lipid-water interface following an
activation mechanism typical of lipases. However, numerous
reports reveal exceptions to this rule, such as the well-studied
Candida antarctica Lip B 16,7.9).

Streptomycetes are ubiquitous soil-dwelling saprophyte bacteria
that can feed on diverse carbon sources available in the soil
biotope. These Gram-positive, filamentous bacteria are best
known as producers of numerous antibiotics as well as various
extracellular hydrolytic enzymes [10,11). As a result, it is not
surprising that ubiquitous lipolytic activity can be found among
streptomycetes [10-14]. Some reports also show that streptomy-
cetes such as Strepomyces coelicolor and the closely related specie

March 2012 | Volume 7 | Issue 3 | e32041

63




NP_629313
EDY57684
EFL34682
BAC70810
YP_288574
P24640
ADB11055
AAKB1864

NP_629313
EDY57684
EFL34682
BAC70810
YP_288574
P24640
ADB11055
AAKB1864

NP_629313
EDY57684
EFL34682
BAC70810
YP_288574
P24640
ADB11055
AAKB1864

NP_629313
EDY57684
EFL34682
BAC70810
YP_288574
P24640
ADB11055
AAK81864

NP 629313
EDY57684
EFL34682
BAC70810

YP_288574

P24640
ADB11055
AAKS1864

Isolation and Characterization of EstC

AAGVAPRGVVMMLIPGIF TGSKEDFTLLHRPLGARGYRTVAVDGRGQYESDGPEHD-ESAYARPE
APGVTPKGTALLLIPGIFTGSKEDFTLLHEPLAARGYRVVAVDGRGQFESDGPQSD-ESAYTRGE
RTEGEVKGVALMV|PGFTGSKEDF GLLHEPLGARGYRVVAVDGRGQYESDGPADD-ETAYAQRE
V- - GPLRGTALLLIPGIFTGSKEDF] ALHGPLADAGYRTVAVDGRGQFESPGPRDD-EAPYAQAE
VGGAPDRHTAVLV|PG|F TGSKEDF] ALLGPLAQAGRRVYAI DLPGQYQSPGSDTL -- DAYSCAA
ENDNVTGEPLLLI|[HGIF GGNKDNFTRI ADKLE- - GYHLI 1 PDLLGFGNSSKPMTADYRADAQAT
FNGNVAGEPLLLI{HGIF GGNKDNFTR]I ARQLE- - NYNLI 1 PDLLGFGDSSKPMAADYRSEAQAT
EGGAVDKPTI LLI|HGIF AGNRDNWNRVAQFLT-PYYHVV]I POLPTNGDTKVPDDF DLSMPNVTE

« s 8 ..

LARDVLAQAAAL- GTRVHLV|GHSL GGQlI AR AAVLLDPAPFLSLTLMSSG-PARI SESQR-QRV
LARDVLAQAAAL- GTRVHLV|GHSL GGQl AR AAVLLDHAPFLSFTLVSSG-PAQI SDSQQ- QRV
LARDVLAQAAAL- GVPVHLVJGHS L GGQI AR AAVLLDHSPFLSLTLVSSG-PAEISVSQR-QRV
LAQDVLAQTHAI - GAPVHLL|GHSLGGQ! AR AAVLLDPAPFVSLTLMASG-PAQI $55QQ-QRV
LGRAVAEV!I AALE QGPVHLL|IGHSFGGLVTRETVLSTAVPLLSHALLGSG-PSGVEGSRR-EDA
RLHE- LMQAKGL- ASNTHVGGNS MGIGA] SV AYAAKYPKE]I KSLWLVDTAGFWSAGVPKSLEGA
RLHE- LLQAKGL- ASNI HVGGNS MGIGAT SV AYAAKYPKEVKSLWLI DSAGFWSVGVPKSLESA
RLRR- FVEAI HI - QDKLNVAIGHS] GJGS| AT LYAAQYPFDTQSLFLLNSAGI YKNANTNYAKDP

KLLRDALDTMTMAEV- - ------ - WEVMQ- AMGPPEEAGAPAPAHGPEDRVRLRDRWLGTRPA
KL]L RDALGVMTMFEV- - - - - - - - - WDAI ]| - AMGPPEDVGG- - PAKGI GDVVQL RRRWL GNKP A
KLLRDALASMSMEKV- - « -« - - - WEAI E-AMGPPEEVGG- - PARGLGDQEQLRRRWLGTKPA
KLLRDALAVMDLAQV - WDAMQ- AMDAPEETDTGELDEGLDDREDLRRRWLGNSPA
LRL!I AALGPSPTREIVHRIWWEHLEDQYR-ASGLPEE] - ---------- HVFMRE RMLANHPL
TLENNPLLI NSKEDF- - - - -~~~ YKMYDFVMYKPPY| PK- - SVKAVFAQERI NNKALDTKI L
TLENNPLLVDKKEDF- - - - - - - YAMYDFVMSKPPY] PK- - SVKAVFAQER] ANKAVESKI L
QYLK-HLI VSKPGDL- - -« ----- DDVMQRVMQTPI KMPY- - YLKRAQEKQLI TQAEKNSKVI

| l

QLLATGGQLCTEPDRVAELAAVPLPFHVLSGTYDDTWPVPLLDEMALRLD- ARR-TVVAGAEH
QLLATGSQLCTEPDLVGELAAVPLPFHVLSGSQDDTWPVPLLDDMAVRLR-ARR-TVI PGADH
QLLATGRQLCTEPDRVAELAAVPLPFHVLSGAHDDTWPLAVLDDMAARLS - AHR-TVVMGAEH
QLI ATGRQLCVEPDRVALLAAVGLPVHVLSGELDDTWP]I TLLDDMATRLG-AQR-TVVRDALH
GLLRMAQEVTSAPDRTAELAAAGLPTLVLYGEDDDAWSPATQSAMAAVLN-ARC-VVI SGAAH
EQI VTDN- - - -VEERAKI | AKYNI PTLVVWGDKDQVI KPETTELI KE1 1 PQAQ- VI MMNDVGH
AQI VEDN- - - -VEQRAKVI AEYNI PTLVVWGEEDKVI KPETVTLI KEI 1 PQSQ-VI TMPKI GH
DQLVTLNRI YTTDSFARVTRNI EAPTL] LWGKQDKI | NVEVANELKSLLKRAEAPV] LNNVGH

- .. - » . »

SPNTDQPLPTARALADFWDD 288
SPNADEPLPTAHALADFWDS 286
SPNADQPLPTARALADFWDS 286
SPNTDQPLTTARALAAFWDR 286
SPNVEAPEATAAALTAFWDQ 286
VPMVEAVKDTANDYKAFRDG 312
VPM EAVKDTANDYKAFREG 312
MPLLEAEQAVAQHYLPFLAK 327

» . “ 3

88ERE

121
121
132

154
154

152
154
182
182
193

207
205
205
205
205
234
234
244

268
266
266
266
266
292
292
307

Figure 1. Sequence alignment of EstC with homologous lipases. NP_629313, EstC from S. coelicofor A3(2); EDY57684, putative hydrolase from
S. sviceus ATCC 29083; EFL34682, putative hydrolase from S. viridochromogenes DSM 40736; BAC70810, putative hydrolase from S. avermitilis MA-
4680; YP_288574, putative hydrolase from Thermobifida fusca strain YX; P24640, lipase 3 from Moraxella sp.; ADB11055, lipase from Psychrobacter sp.
G; AAKB1864, lipase from Streptococcus sp. (N1). The conserved Gly-Xas-5er-Xa,-Gly pentapeptide and the proposed oxyanion hole are boxed.
Residues of the catalytic triad are shown by arrows. Sequence alignment was performed with TCoffee [52,53].
doi:10.1371/journal.pone.0032041.g001

Streptamyces lwvidans are capable of important accumulations of
cytoplasmic triacylglycerols (TAGs) in the stationary phase {15

18]. It was presumed that the build-up ol 'FAGs could serve as a
carbon source for the synthesis of polyketide antibiotics in nutrient

depletion situations [15,19,20]. However, recent findings suggest
that the storage of TAGs could simply be used as an energy
reserve |16). Nevertheless, streptomycetes diller lrom most lipid
accumulating bacteria, which generally synthesize specialized
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polyesters such as poly(3-hydroxybutyric acid) (poly(311B)) or other
polyhydroxyalkanoie acids (PHA) [17]. While the accumulation of
TAGs is a common feature among actinomycetes, streptomyeetes
differ in the accomulation of neutl lipids of rare types, such as
iso- and anteiso-vannficd TAGs with odd carbon chains (13, 15 and
17 carhons) [17,19]. Furthermore, this accumulation of TAGs was
recently correlated o the activation of lipolytic activity 115,18],
but the charactenzation ol lipolytic enzymes implicated in such
activity remains clusive |17,21,

The genome of Steplomyces coelicolor A3(2) was the first member
of the streptomyeetes to be Tully sequenced [22]. Genome
annatation ol this organtsm showed that at least 50 open reading
frames (ORFs) encode for putative lipolytic enzymes |23, five of
which have been characterized so far: SCO0713 (lip), SCO1725,
SCO7513, SCOT131 (estA), and SCOGIGG (st |21,23-25]. In
addition 0 bemg cold-active and thermostable, these cnzymies
show broad substrate specilicities for TAGs and aryl-esters.
However, previous reports mainly focused on extracellulay
enzymies of S, corlicolor. Because this organisim can store important
s of odd-carbon chains, ramiilied TAGs, chavacterization of
intracellular putative lipolytic biocatalysts might result in the
uncovering of cnzymes with interesting substrate: specificities. In
the present study, we used genome mining of S. corlicolor 10 identify
Two

reser

genes encoding putative, non-seereted  esterases/lipases
genes were cloned and successfully overexpressed in B coli as
His-tagged Tusion proteins. One of the recombinant enzymes,
EstC, showed interesting cold-active esterase activity with a strong
potential for the production of valuable esters. The enzymatic
characterization ol FstC is herein presented in comparison with its
homologue EstB and several other cold-active lipolytic enzymes of
the same family, Our results suggest that EstC demonstrates
unique features that deserve lurther consideration for cold-adapted
industrial processes.

Materials and Methods

Bacterial strains and plasmids

The strain Escherichia coli BL21 (DE3) was employed for all
subcloning  and  heterologous  expression of selected  genes.
Expression vector pET16h (EMD Chemicals) was used for the
production of the N-terminal histidine-tagged  recombinant
proteins. Genomic DNA employed for gene amplification was
extracted from  Streptomyces coelicolor N 145 following standard
procedures |26].

DNA manipulations

From the available annotated genome sequence [22], genes
coding for putative lipolytic enzymes without a sccretion signal
peptide were selected for subcloning (Table S1). Sequences of the
amotated putative genes were analyzed using dhe Signall’ 3.0
server  (www.chs.durdk/services/Signall’/). Genes  without a
Gram-positive secretion peptide signal were selected for subse-
quent amplification by PCR. Selected genes were estB (SC6F7.19c,
locus SCOGI66) and estC (SCP8.28c, locus SCO5165). The
recombinant genes were PCR-amplified uwsing the  following
primers: 6F7.19¢-5" (5"-AAACATATGGCCGAGGCCCGCGA-
GCACACG-3'), 6F7.19¢-3' (5'-ATTCTCGAGTCAGCGGGC-
GAGCACGCCGTC-3') for the estB gene, and SCPB_Ndel (5'-
AAACATATGGTGAGCAGGAACGCCGCCTTC-3'), SCPY_
Xhol (5~ TTTCTCGAGTCAGCGCACGTACG-3") for the
esiC gene. Restriction sites were added to both ends (5'-Adel and
3'-Viwl, both underlined) w allow subdoning in vector pETIGD,
PCR-amplificd fragments were cleaned using Qiagen PCR
cleaning kit, cloned into the Ndel/Xhol-digested pET16b, and
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wansformed nto E. coli BL21 (DE3), yielding the pET16h-LsatB
and pETI6L-EstC constructs used for protein expression. The
mitegrity of both mutant plasmid strands was conlirmed by DNA
sequencing using forward and reverse T7 universal primers
Genome Quebec).

Heterologous expression and purification

Tor heterologous expression, 100 mL ol Lwsia-Bertani (LB)
medium contaning 100 pg/ml. of carbenicillin was inoculated
from a fresh Pewi dish. The liquid culture was incubated at 37 C
and 240 rpm until it reached an Aggg of 0.6 0.8, after which it
was cooled on ice and induced by the addition of (.25 mM
IPTG. The culture was further incubated 24 h under agitation
240 pm) at 16°C. Cells were harvested, washed with 50 mM
bicme buller pH 7.0 and the cell pellet was resuspended in Q-
Proteome lysis buller (Qiagen). To ensure complete lysis, cells
were further disrupted with 250 mg/ml. of 0.1 mm silica beads
emploving a Fast-Prep bead-beater (Biospee). Cells were shaken
at 6 m/s for two bursts of 43 scconds. Lysed cells were
centrifuged for 15 min at 15000 g and 4 C 0 remove cell
debris. The soluble fraction was filtered on a 0.22 pm membrane,
diluted with 1 volume of bnding buffes (166 mM bicine pll 11.3,
600 mM NaCl, and 20 mM imidazale), and loaded on a Ni-NTA
column (Qiagen). The colunm contained 3 ml. of agarose beads
in a Fastprep holder (Bio-Rad) and hinding was done by
incubation for 60 min at 4°C. The column was then washed
with 5 columm volumes of 50 mM! bicine pi 113, 300 mM NaCl
30 mAl imidazole, and the protein was cluted with 5 column
volumes of the same buffer containing 250 mM  imidazole
Fractions of 2 mL were collected and analyzed by SDS-PAGE
and Western blot. Fractions containing the recombinant enzymes
were desalted in 50 mM bicine buffer pH 8.5 by uluafiliration
using a 3 kDa Amicon membrane. Protein concentration was
determined by a BCA kit (Thermo Scientific) following the
manfacturer’s instructions.

SDS-PAGE and Western blot

Fractions obtained from chromatography were analyzed using
standard SDS-PAGE procedures with commercial precast 12%
RunBlue® gels (Expedeon). Gels were stained with Rapid Stain
Expedeon). Transblot was done over a PVDF membrane in cold
ransfer  buffer (Iris 12 mM, glycine 96 mM, 20% (v/v)
methanol). Recombinant His-tagged proteins were revealed with
a 1/5000 dilution of anti-penta His-HRP monoclonal anmibody
Qiagen) in the kit blocking buffer. Bands were revealed using
I mM o-dianisidine in a revealing solution (100 mM KI1,PrO,,
100 mM (NIH,).SO,, 0.5% H,0, (v/v)).

Zymogram analysis

In-gel enzymatic activity was performed according 10 a
previously  described  SDS-PAGE  procedure [25] with  the
following madifications. Protcins were heated a1 70°C for
10 min in a Laemml sample buffer withowt dithiotreitol
(DTT) or B-mercaptocthanol, and loaded on a 12% Expedeon
gel. To remove SDS, the gel was washed twice for 15 minutes in
a refolding buffer 20 mM ‘Fris-FHCl pl 8.4, 2% casein (w/v
with gentle agitation, and further incubated 30 min in 20 mM
Tris-HCl pH B.8, 2% Triton X-100 (v/v). Gels were finally
washed twice with deionized water to remove Triton X-100. The
lipolytic activity was visualized under UV illumination after a 5-
minute incubation in a 20 mM Tris-HCl pH 8.0 solution
containing 100 pM of 4-methyl-umbelliferyl (NUF)-butyrate
[27].
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Mass spectrometry

The mass spectrum of the whole protein was obtained with a
Quattro Premier XE (Waters) by fusion of a 18% acetic acid
aqueous solution of the purified protein and using o scan range of
m/z 700 to 1100, Deconvolution of the vesulting v SPeCtra wis
performed using the MaxEntl soltware (Micromass). For peptide
sequencing, stained SDS-PAGE bands were excised and weated as
mentioned  previously  [25]0 The hydrolyzed  peptides  were
analyzed using a Q-"Trap hybrid linear ion wap wiple-quadrupole
mass spectrometer (Applied Biosystems) coupled to an Agilent
1100 Nanopump  equipped with a 75 pmx 150 nun Zorbax
30088 Cyy columm (Agilent). Accumulation of MS-NS data was
performed  with the Analyst Soltware version 1.4 (Applied
Biosystems). Mascot (Mauix Science) was used to create peak lists
from NS and NMS-NIS raw data.

Enzyme assays

Standard assays and enzyme kinetics. Standard assavs
were done by measuring the rate of hydrolysis ol different f-miro-
phenyl saturated fanty acid esters (PNP-C2:0 w0 pNP-CIB:0).
Substvates weve prepaved as 50 mM stocks in HPLC-grade 2-
propanol and conserved at —80°C. All reactions were performed
in triplicates using standard  96-well microplates.  Each  well
contamed 0.2 ml of reaction bufler (30 mM Tris-HCI pH 8.5,
0.1% Triton X-100 (v/v) and 0.5 mDM of each substrate), and the
rveactions were started by the addition of 0L02 mL of enzyme
diluted at 0.0125 mg/ml.. Reactions were monitored  every
30 seconds for 5 minutes at 405 nm and 25°C employing o
thermostated  Varioskan  microplate seader (Thesmo  Electron
Corp.).

Enzyme kinetic assays were done using short-chain pNP-esters
(C2, C4, C5. C6 and CB) at concentrations varying from 0.025 10
GO mAl in the aforementoned assay buffer at the optimal
temperature of 35°C. One unit (U) was defined as the amount
ol enzyme needed to release | pmol of NP per minute. Initial
velocity versus substrate concentration data was fitted o a non-
linear regvession transformation using the GraphPad Prism 3.0
software. The catalytic rate constant £, (s_') was caleulated from
the initial velocity according 0 the cquation ke = Vi /|EJ.
Assays with triglycerides were performed using a pH stat method
employing a Metrohm 300 Dosino coupled to a thenmostatic
circulating water bath. Briefly, the fatty acids released from
glyceryl triacetin (G2:0) and glyceryl wributyrin (C4:0) wer
automatically titrated using a 0.05N NaOH solution to maintain
a constant pH of 8.5 at 35°C in a jacketed vessel. Stable emulsions
of cach substrate were prepared in 5 mM Tris-HCI pH 8.5
containing 1% (w/v) arabic gum using a kitchen mixer (Magic
Bullet®) for 2 minutes at 3000 spm. Reactions were performed in
29 mL of each substrate solutions and were started by the addition
of 1 mL of the various enzyme dilutions under vigorous agitation.
The release of fatty acids was automatically titrated using the
Tiamo seftware version 1.3 and the activity was measured as
microcquivalents (peq) of NaOH necessary to neutralize the free
fauy acid released from the enzymatic reaction in 1 minute. One
unit (U) was defined as the amount of enzyme releasing | pmol of
farty acid per minute in the conditions described.

Effect of pH on enzyme activity. Determination of enzyme
activity at different pH values was performed in 40 mM sodium
acctate, 50 mM MES, 50 mM glycine, 40 mM Tris buffer with
PNP-C8 as substrate to minimize spontaneous hydrolysis observed
at higher pH. Reactions were run for 5 min at 25°C and
subsequently quenched with 10% (v/v) of 3N HCL The pH was
then titrated back to 8.5 and the released p-nitrophenol (pNP) was
measured at 405 nm. Impact of enzyme pre-incubation  at
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different. pH values was  pevlormed by incubating 5 pg of
enzyme 0.1 mb of 40 mM sodivm acetae, 50 mN MES,
50 mbl glycine, 40 mM Tris bulfer at 25°C Tor one howr, The
enzyme then diluted 4-lold and used in the same assay
conditions as previously mentioned with pNP-C) as substrate.

Effect of temperature on enzyme activity. The cflea of
temperature on enzyme activity was determined by assaying the
hydrolytic activity towards pNP-CH o 1 ml, cuvettes using
thenmo-contolled Lambda 25 UV/Vis spectophotometer (Perkin
Elmer) coupled to an Isotemp 30161 water bath  (Fisher
Scientilic). Thermostability assays were done by incubating 5 pg
of enzyme in a S0 mN Trs-HCE pH 8.5 buller at various
temperatures for 1 houy before being cooled on ice. Residual
activity was mieasured as mentioned above.

Effect of ions, agents, and organic solvents on enzyme
activity.  Effect of various tons, agents, and ovganic solvents on
enzyme activity was determined by pre-incubiting 5 pg of the
pwrificd enzyme for one hour i 50 mN Tris-HCIpH B.5 a0 25°C
Water-miscible solvent concentrations tested were 10 and 30% (v/
v). After a 1-hour pre-incubation, the enzyme was diluted 4-fold o
ensure minimal cary-over for the standard assay. Residual activity
toward NP-C5 was compared o that of the enzyme incubated in
a 50 mM Tris-HCI pH 8.5 buffer at 25°C without any organic
solvent.

Results and Discussion

Lipolytic enzymes are important biotechnological tols [
-arious industrial applications. Lately, enzyvmes from psychrophilic
microorganisms have auracted much atention because of their
high catalytic activity at low temperatures and their inherently
broad substrate specificity relative to their thermophilic counter-
parts {28}, These properties allow the use ol cold-active lipases and
carboxylesterases in numerous applications of the detergent and
dairy industrics, in addition to the organic synthesis of fragile
pharmaceutical compounds |28]. Therefore, a great deal ol effort
has been devoted to the discovery and characterization of new
lipolytic enzymes from various psychrophilic microorganisms |29
36). Genome mining of versatile mesophilic microbes such as 8.
coelicolor has also proven to be a successful source of cold-adapted
lipolytic enzymes |23]. Also, 8. coelicolor was shown to accumulate
important amounts of cytoplasmic TAGs during the stationary
growth. While build-up of TAGs is common among cukaryotes
and some prokaryotes, the saturated, odd-numbered carbon chain
TAGs of 8. coelicolor arc unique in composition |16]. Their
metabolism is associated with inherent but yet uncharacterized
lipolytic activity |15,18]. Herein we focus on the characterization
of the intracellular esterase EstC from S, cwelicolor, an enzyme
displaying promising activity for cold-adapted industrial processes.

Genome mining of 8. coelicolor predicted the existence of more
than 50 putative lipolytic enzymes |23]. We analyzed all sequences
with the SignalP server (www.chs.dw.dk/services/SignalP/) and
surveyed the putative hydrolases for the absence of a Gram-
positive sccretion signal peptide. This allowed the identification of
seven genes as possible cytoplasmic enzymes (Table S1). All seven
genes were cloned in the pETI6b vector but only SCO35165,
SCO6Y66 and SCO713] were successfully overexpressed as
soluble proteins. Since two of thuse genes had alrcady been fully
characterized as esterases (SCO7131 (estA) and SCOGIG6 (estB)
[23,24}), we focused on the third member of this gence family
(SCO51635). Preliminary enzyme characterization showed that the
protein product of SCO5165 is only active toward MUF-butyvrate
and displays no activity toward MUF-palmitatc and MUT-olcate,
suggesting carboxylesterase  specificity (results not shown). In
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accordimce with the previously  charactenzed  esterases ol S
coelicolor |23,24], the protein product of SCOHGH was named
st

Algimment of EstCoammimo acd sequence with several putative
hydrolases predicts a ypical o/ (-hydrolase fold charactenistic of
hpolytic  enzymes ol the  esterase/lipase/thioesterase famnly
EMBL-EBI InterPro scarch results, Figure 1. All of the lipases
whose three dimensional structures: have heen resolved so fs
extubit this characteristic o/ fold [37]. The BLASTP tool was
employed o find homologues of EstC: among the non-redundant
protem sequence data deposited at the Natonal Center for
Biotechnology Information database. BLASTP results show thin
EstC has very Jow identity outside putative hydrolases present
among many Stieplomyces members such as S sicens ATCC 29083
EDY570114; 77% dentity, 85% positive homology), S. vmdechro
mogenes DSM 40746 (FIL346B2; 77% identty, B4% positive
homology] and S, aramutin NIA-4630 (NC_(007333, 70°% identiy,
N%  positve homology ). in - comparison 0 the
Tuncuonally charactenzed miracellular esterases of 8. coelicolor
LstA and EstB, EstC shares no obvious sequence identity. Also,
TCollee alignments show that EstC shares little simlarity with
varous members of the different bacterial lipase fannhes. The
closest sumtlarity was found with members of group V, which
comprises many cold-adapted hpases such as Moavella sp. hipase 3
P246400; 31% identuty and 9% positve smulanity] and Pspelio
bacter sp. G hpase (ADBI1055; 31% identity and 51% positive
similarity) |6,38]. These results were confirmed with a BLAST
against the Microbial Lipase and Lsterase Datahase (MELDI),
where st was assigned as a oue lipase o a cluster with
experimentally confirmed hpases of famly A" (NELDB cluster
LiCI_G). Alignment with these lipases allowed the identification of
the conserved catalytie triad formed by the pentapetide Gly-X,,-
Ser-X,,-Gly, where the nucleophilic residue is Ser’" and the
putative catalytic residues are Asp”"! and 1™ (Figure 1),
However, the catalytic serine was found in a different motif
GHSLGGQ (G'-GI™) that seems conserved among strep-
tomycetes, Fmally, lipases generally retain the conserved N-
termnal sequence TG, which was praposed to act as an oxyanion
hole during catalysis |6,39]. Our alignment shows the presence of
an altered sequence PGFTG (Pro*-Gly?) that aligns with the
fanily 'V oxyanion hole mouif 1HIGFGG (Figure 1),

The is-tagged recombinant EstC protein was purified to near
homageneity using a simple immobilized metal affinity chroma-
tography (IMAC) (Figure 2). Two endogenous lipolytic enzymes
were present i the E. colt strain with control plasmid, both of
which were further efficiently  discarded by chromatography
(Figwre 2B). The recombinant EstC protein showed an apparent
molecular weight of 35 kDa, consistent with the  expected
theoretical weight of 34.6 kDa (including the His-tag). Silver-
stained SDS-PAGE showed no protein contaminant and the
identity of the protein was confirmed with Anti-His-tag Western
blot analysis (results not shown). The identified protein was further
digested for peptide sequencing wsing mass spectrometry  with
Mascot analysis. The peptide sequences identified by Mascot were
solely attributed to the NP_629313 (EstC) protein of S. coelicolor
A3(2), with an excellent 39% sequence coverage and NOWSE
score of 400, providing wnequivocal evidence of the purified
protein identity. Mass spectrometry analysis of the purified protein
confirmed a total protein mass of 34665 Da, corresponding
exactly to the mass of the His-tagged EstC without its initiator
formyl-methionine.

Substrate preference of the recombinant EstC was determined
using various p-nitrophenyl esters (C2 to C18). EstC was primarily
active toward short and medium chain esters /C2 to C12), with an

However,
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25-
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Figure 2. SDS-PAGE and zymogram of purified recombinant
proteins. A) SDS-PAGE. Lane 1: Precision Plus All Blue molecular
weight standard (Bio-Rad). Lane 2: Soluble fraction of control strain
harboring vector pET16b. Lanes 3 and S: Soluble fractions of E. coii
strains harboring pET-EstB and pET-EstC vectors, respectively. Lane 4:
Purified EstB after IMAC chromatography. Lane 6: Purified EstC after
IMAC chromatography. B) Zymogram. Lane order is identical to panel A.
The equivalent of 5 pg of purified enzymes were loaded in lanes 4 and
6.

doi:10.1371/journal.pone.0032041.g002

optimal activity observed with pNP-C5 (Figure 3A). While the
enzyme can hydrolyze long-chain esters, the measured activities
are low relative 1o short-chain esters, showing only 7.4+0.5% and
2.9%1.7% for pNP-Cl4 and pNP-CI6, respectively. Enzyme
activity s practically nonexistent against pNP-C18. Cold-active
lipase LipP from Pseudomonas sp. (strain B11-1) also showed similar
short to mid-chain substrate specificity and very poor activity
toward long chain substrates [29). These results suggest that EstC
could be classified as an intracellular esterase rather than a true
lipase |40]. The optimal pH of EstC was tested wsing pNP-C8 in a
pH range of 3-12. The enzyme was typically active at alkaline pll,
with more than 75% of its maximal activity observed between
pll 7.5 and 10 (Figure 3B). Still, maximal activity was observed in
a very namow range of pll 8.5-9. Nevertheless, the enzyme
showed remarkable tolerance over a wide range of pll, with
almost full residual activity observed between pll 6 and 11
(Figure 3B). Similar remarkable alkaline tolerance has also been
reported on the S, coelicolor EstB and cold-active lipase LipAl
isolated from an Antarctic strain of Poychobacter sp. 7195 (23,41).
Alkaline tolerance of lipases is a very useful property for a number
of industrial applications such as additives for laundry detergents.

The effect of wemperature on EstiC was determined by
monitoring the hydrolysis of pNP-CB at various temperatures
from 5 to 50°C. Maximum activity was observed at 35-40°C but
the enzyme retained more than 253% of its activity at 10°C
(Figure 3C), suggesting it is also a cold-active esterase like EstB
[23}. Similar temperature activity was also observed for the cold-
active lipase of the mesophilic Sheplococcus sp. N1 (optimal
temperature of 37°C) and various cold-active lipases such as
KB-Lip from Pseudomonas sp. (strain KB700A) and a lipase secreted
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Figure 3. Effect of sub pH, P

and organic solvents on EstC activity. A) Substrate discrimination by EstC. Enzyme activities

are expressed relative to an optimal activity observed with substrate pNP-C5 (100% = 6.0+0.2 U/mg). B} Effect of pH on EstC activity. The solid line
(squares) represents relative activity as a function of pH. The dashed line (circles) represents the residual activity after a 1-hour preincubation of the
enzyme at various pH values. Enzyme activities are expressed relative to a maximal activity observed at pH 8.5. C) Effect of temperature on EstC
activity. The solid line (squares) represents relative activity as a function of temperature. The dashed line (circles) represents the residual activity after
a 1-hour preincubation of the enzyme at various temperatures. Values are expressed relative to a maximal activity observed at 35°C. D) Effect of
organic solvents on EstC activity. Solid bars represent the residual activity after a 1-hour pre-incubation of the enzyme in 10% (v/v) of each organic
solvent. Open bars represent residual activity after a 1-hour pre-incubation in 30% (v/v) of each organic solvent. Activities are calculated relative to a
control enzyme incubated in the same conditions without organic solvent.

doi:10.1371/journal.pone.0032041.g003

by Aspergilins mdulans WG312 [30,42]. Typically, enzymes from
psychrophilic  organisms  display higher catalytic  ¢fficiencies
between 0°C and 20°C rather than at mid-range or higher
temperatures, but are susceptible to thermal denaturation even at
medium temperatures (25-45°C) [39,43]. Thermal stability of
EstC was assayed with a pre-incubation period of 1 hour at
various temperatures. The enzyme was relatively susceptible to
thermal denaturation, showing a gradual loss of activity above
25°C and ncarly no residual activity afier 1 hour at ouly 40°C,
suggesting it really is a cold-active enzyme (Figure 3C). These
results show that EstC is more heat-labile than its S. coelicolor
cyloplastic counterpart EstB [23]. Nevertheless, the specific
activity of EstC toward pNP-C3 was 4-fold higher at 10°C than the
specific activity measured for EstB under the same conditions
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(Figure S1). These results suggest that EstC could be an interesting
candidate for applications requiring cold conditions such as oil-
contaminated soil bioremediation and hiosynthesis of fragle
pharmaceutical compounds.

Incubation with various water miscible organic solvents showed
that EstC is remarkably tolerant to low concentrations of protein
denaturauts such as acetonitrile, dimethyl formamide (DNF), and
primary alcohals (Figure 3D). Similar solvent tolerance was found
with the cold-active LipP of Pseudomenas sp. (strain Bl1-1), but
EstC showed greater tolerance to various concentrations of
acetonitrile [29]. However, EstC was seusitive to tetrahydrofuran
[THF) in both low (10% v/v} and medium concentration (30% v/
v). The enzyme was also sensitive to all solvents in medium
concentration, except for dimethyl sulfoxide (DMSO). In fact, pre-
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mcubation of the enzyme with low concentrations (10% v/v) of
acctone, DMI, DNSO, methanol and ethanol increased  its
activity, a phenonenon observed with many hpolytic enzymes
such as LipP and a cold-active lipase from Aewmonas sp. LB 4
[29,44,45]. The activation of EstC by DMSO and other organic
salvents is an interesting featwre for organic synthesis applications
|46].

The eftect of pre-mcubation of various metal ions and chemicals
on enzyme activity was also ivestigated (Table 1), The results
showed no stimulation by any of the divalent cations tested. Ca®!
and Mg®' had no significant mpact on enzyme activity, but
significant ithiliton was observed with Cu”’, Fe' and Ma?! w
10 mM concentration (Vable 1) Co? ) Ni'"and Zn”’ had a strong
negative effect on enzyme activity at 1 mMl, suggesting that these
mietals could be potent inhibitors. However, there were no effect
on cuzyme actvity upon incubation with the metal chelators
EDTA and EGTA, suggesting that EstG dues not rely on any
metal cofactor for activity. These results are in agreenient with the
fact that lipases and esterases generally do not require cofactors for
catalysis [4#7]. Incubation with 10 mM DTT reduced enzyme
activity by 40%, a sharp contrast relative to the activation cffect
veported for Estl in similar conditions [23[. The matwre protem
sequence of LstC contains only one cysteine residue, thus
precluding the formation of any  disulfide  bridge, which is
consistent with the relatively weak impact of DT on enzyme
activity. The absence of disulfide bridges is common among cold-
active enzymes and could explin their inherent thermolability
[28]. In contrast, the serine hydrolase inhibitor PNISK only
reduced enzyme activity by 18% ac 1 mM, showing that ExC is
remarkably tolerant o this inhibitor. PNISE most likely binds o
the catalytic serine nucleophile, confirming that EstcC is a serine
hydrolase like other lipolytic enzymes [3).

To evaluate the potential of EstC in ester svnthesis, kinetic
parameters of the enzyme were assessed with various short chain
PNP-esters (C2 10 CB) and TAGs (C2:0 and C4:0). At high
substrate  concentrations, both EstB and EstC showed clear
substrate ihibiton for all the pNP esters tested, results that
dircaly correlated with the length of the acyl chain (results not
shown). Increasing the surfactant concentration 5- and 10-fold did
not reduce this phenomenon. As a result, kinetic parameters are
reported for substrate concentrations where the enzyme displays
Henri-Michaelis-Menten behavior. The kinetic parameters of
EstC are summarized in Table 2. The A, values decrease as the
acyl chain length increases for substrates C2 to C8, with very
similar values for pNP-C6 and pNP-C8. Our results show that
EstC has the strongest affinity toward pNP-C6 (K;,=0.071*
0.004 mM). However, k., for this substrate is the lowest of the
PNP esters tested. EstC displays much lower affinity for pNP-C2
than  EstB (A,=0.8920.06 mN) and EstA (A,=1.71%
0.02 mM), but greater affinity toward C4 o C8 acyl chains
123,24]. In fact, catalytic efliciency (k.,/K,,) is highest toward
INP-C5 (737277 mM™' 57, in agreement with the results
obtained for substrate specificity (Figure 2A). The kg, values of
istC toward  short-chain  pNP esters and  triglycerides  are
comparable to those of the cold-active esterases of Psychrobacter
sp. Ant300 and Psychiobacter sp. TA144 (formerly Moravella sp.
TATH) [48,49]. These results suggest that EstC could be a very
uscful biocatalyst for the industrial synthesis of volatile short chain
esters such as ethyl butyrate and ethyl valerate, two important
flavor esters [50]. Enzyme specificity toward short-chain triglyc-
erides was also assessed. In the conditions tested, EstC showed a
very low aflinity toward glyceryl triacetin (C2:0), with a very high
A of 9021 miLL To our knowledge, no such low affinity has ever
been reported for cold-adapted csterases [28]. Nevertheless, ke,
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Table 1. Effect of metal and potent inhibitor concentrations

on the activity of purified EstC.

Compound®  C (mM)  Rasidual activity (% + SD}®

Comol 0 o3

Catly 1 881

10 9213

CoCl, 1 561

10 245
CuCly 1 7501
10 264
FeCl; 1 83:03
10 8x3
MgCl, 1 93206
10 9623
MnCl, 1 8821
10 7921
NiCl, 1 395
10 10+02
ZnCl, 1 1821
10 7£0.
EDTA ] 95207
10 983
EGTA 1 951
10 943
o1T 1 92+2
10 6242
PMSF 1 82+03
10 104

°All compounds were diluted in 50 mM Tris-HC! pH 8.5. An aliquot of the
enzyme was incubated for 1 hour at 25°C with the buffer containing 1 or
10 mM of the ¢ d. Values are exp d relative to a control without
compound incubated in the same conditions.

"Residual activity was d using pNP-C5 as substrate at a temperature of
35'C. The pre-incubated enzyme was diluted 10-fold before being used in
standard assays. Residual activity was expressed relative to the activity
measured with the control.

doi:10.1371/joumal.pone.0032041.t001

toward this substrate was also very high, suggesting that EstC
could be used at very high substrate concentrations for
biocanvession of short chain triglycerides into valuable esters. It
is well known that temperature can influence substrate affinity of
an enzyme [29]. Quantification of the effect of temperature on the
Michaclis constamt of EstC could highlight betier conditions 10
favor the enzyme affinity toward short chain triglycerides,
Nevertheless, the enzyme showed much better affinity woward
glyceryl wributyrin (C4:0), displaying a A, value comparable to
that of PoHSL of Psychrobacter sp. Ant.300 (A, =0.115+0.30 mM)
|49]. However, the relatively low &,/A;, values of EstC toward
short chain triglycerides suggest they might not be natural
substrates of the enzyme,

While EstC is not the most efficient lipolytic enzyme at very low
temperatures, it still demonstrates unique features that deserve
further consideration for cold-adapted industrial processes. The
industrial use of cold-active esterases and lipases requires an easy
and rapid production system that can generate very high yields of
active enzyme in a short amount of time. Alas, most of the

March 2012 | Volume 7 | Issue 3 | e32041

69



Table 2. Kinetic parameters of recombinant EstC toward p-
nitrophenyl short chain esters and triglycerides.

kear/Kon

Substrate L kear

{mM) ts™' s 'mM ")
p nitrophenyl acetate {C2) 29208 45110 156 - 41
p-nitrophenyl butyrate (C4) 0.84:0.05 124x2 148+10
p-nitrophenyl valerate (C5) 0.27£0.03 1996 737:77
p-nitrophenyl hexanoate (C6}  0.071:0.004 411 57836
p-nitropheny! octanoate |C8}  0.11:0.018 58+3 527 + 90
Glyceryl triacetin (C2:0} %=1 151£2 1.7.0.03
Glyceryl tributyrin (C4:0} 062103 141 23212

Standard deviation was derived from two different experiments, each
performed with three replicates.
doi:10,1371/journal pone.0032041.1002

psychrophilic bacteria identified as sources of cold-active lipalytic
hydrolases are slow growing and/or diflicult to culture [24].
Additionally, industrial applications require high yield, economical
and rapid purificaton steps that are casily amenable to the large-
seale production of homogeneous and active  biocatalysts. In
addition to heing mherently thermolabile, lipases and esterases
from cold-adapted bactevia are notoriously diflicult to purify due
to the production of lipopolysaccharides that strongly associate
with these lipolytic enzymes [28]. To overcome these issues, we
developed an E. coli recombinamt system that can achieve high
yields of EstC production from simple LB medium growth at low
temperature in only 24 hours. Under these conditions, the enzyme
was overproduced as a eytoplasmic, soluble biocatalyst with yields
exceeding 350 mg/L. Additionally, EstC was casily purified o0
near homogeneity from a fast, single-step IMAC with an average
yield of 42.8+29]) mg (average of three independent lots),
confirming that the enzyme is an attractive candidate for large-
scale production. This represents a considerable advantage over
existing cold-active lipolytic enzymes isolated from mesophilic and
psychrophilic organisms, the latter having failed to be purified to
homogeneity to date [28]. As a result, EstC currently represents
one of the fastest, casiest, and most eflicient alternatives for the
industrial production of cold-active esterases with high yields and
high purity. Additionally, since EstC was isolated from a
mesophilic organism, it remains relatively active and thermostable
at higher temperatures, retaining more than 70% of its residual
activity at temperatures up to 30°C. This represents a major
advantage over hpolytic enzymes isolated from  cold-adapted
organisms |28]. Finally, high yiclds of intracellular EstC expression
could provide a strong basis for the development of whole-cell
industrial biocatalysts, potentially eliminating the need for cell lysis
and purification steps altogether. A similar approach was recently

References

1. Shanna D. Sharma B, Shukla AK 2011) Biotechnological approach 1o
microbial hipase: a seview, Bioiechnology 10: 23 40,

2. Shanua R, Chist Y, Banerjee UC (200} Production, punfication, character-
ization. and applications of lipases, Biotechnol Adv 19: 627 662

3. Jacger KE, Dijksira BW, Reetz MT (1999) Bacterial biocatalysts. molecular
biology, threc-dimensional structures, and biotechnological applications of
lipases. Annu Rev Micrabiol 53: 315 351,

4. Gupia R, Gupta N, Rathi P (2004 Bacierial lipases: an overview of production.
purification and bischemical properties. Appl Micrubiol Biotechnol 61: 763 781

5. facger KE, Eggert T 12002) Lipases for biotechnology. Cun Opin Biotechnol 13

0

6. Arpigny JL, Jaeger KE (1999} Bacterial lipolvtic enzymes: classification and
propesties, Biochem | 313: 177 183,

). PLoS ONE | www.plosone.org

tsolation and Characterization of EstC

developed by Wei and coworkers on a lipase from Protens sp.,
whereby the enzyme was used as an eflicient catalyst directly from
the overexpressed F. eoli BL21 (DI3) cells [51]. In dus study, the
recombinant cells wery d with a detergent and
used as whole-cell catalysts for the conversion of oils into biodiesel.
We are carrently investigating the feasibility of such an approach
applied to the cold-active EstC.

simply permeabili

Conclusion

Genome mining of intracellulay lipolytic enzymes in S, coelicolor
hass led to the preliminary characterization of the gene product of
SCO3165, a new cold-active esterase named EstC. Owr results
demonstrate that this enzyme s toleramt 10 alkaline pll and
effective at medium to low temperatures. In agreement with the
previously characterized inwacellular esterase Estl, EstC shows
good alcohol and solvent tolerance, in addition to displaving
enhanced activity after pre-incubation with low concentrations of
organic solvents. The enzyme also exhibits a higher specificity for
shorter chain pNP esters (C4 o CH), suggesting it could be a
serious candidate for ester synthesis - organic media. This
further highlights the ndustrial potential of EstC for various
biotechnological applications, an approach that we are curremly
investigating.

Supporting Information

Figure 81 Specific activities of EstB and EstC toward
pNP-C5 at different temperatures.
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Table S1 Primers employed for amplification of ORFs
coding for putative non-secreted lipolytic enzymes of S.
coelicolor A3(2).
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2.5 Supplemental data
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Figure S1. Specific activities of EstB and EstC toward p NP-C5 at different temperatures.
(doi:10.1371/journal.pone.0032041.s001)
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Table SI. Primers used for amplification of ORFs coding for putative non-secreted
lipolytic enzymes of' S. coelicolor A3(2).

Gene
SCO1265
SC0O2123
SCO3644
SCO4746

SCO5165 (esi()
SCO6967 (esth)

SCO7131 (estd)

Accession
number
NP 625552
NP 626380
NP 627838
NP 628904
NP 629313
NP 631032

NP 631192

5" primer (Ndel)

AAACATATGAGTTTCCTCAATCCC
CGTATCCCAG
ATTCATATGTCGGTCCTGCCCGGA
GCCGAGCC
AAACATATGCCGGACGCCGCCGC
AGAACC
AAACATATGCACGTGAGCGAGAG
CAACG
AAACATATGGTGAGCAGGAACGC
CGCCTTC
AAACATATGGCCGAGGCCCGCGA
GCACACG
AAACATATGAGCGACATCGTTCT
CGAACC

3’ primer (\hol)

ATTCTCGAGTCAGTCGGCCAGGG
CCTTGAGGACTTC
ATTCTCGAGTCAGCCACCTGCGGC
CGTCCCTTC
AAACTCGAGTCACCAGGCCAACT
GCGCGATCTC
AATCTCGAGTCAGCCGGGCCCTG
TGCTGCTGG
TTTCTCGAGTCAGCGCACGTACG

ATTCTCGAGTCAGCGGGCGAGCA
CGCCGTC
ATACTCGAGTCAGTCGGTGCCGA
GGGCACTG
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2.6 Discussion

Le clonage hétérologue et I’expression recombinante de genes de S. coelicolor
codant pour des lipases/estérases présomptives ont permis d’identifier une nouvelle
cstérasc mésophile qui reste active & basse température, ’estérase EstC. L’cnzyme cst
facilement surexprimée chez E. coli et peut étre purifiée par une simple chromatographie
d’affinité. L’enzyme recombinante semblait trés efficace envers les esters de p-NP a
chaines courtes avec des données cinétiques similaires a d’autres estérases psychrophiles
caractérisées comme la Lipol de source inconnue [155]. Comparativement & une autre
estérase intracellulaire de S. coelicolor, EstB, la protéine EstC s’est avérée presque trois
fois plus active pour le méme intervalle de température (Figure S1). Ceci suggére que
EstC serait une meilleure candidate pour des applications industrielles que EstB, une
enzyme qui a été présentée comme étant particuliérement intéressante pour ce type
d’utilisation [142]. L’identification d’enzymes mésophiles actives a basse température est
fréquente chez des organismes tel que S. coelicolor qui peut couramment rencontrer des
températures inférieures 2 10°C dans son biotope naturel [142, 156]. La capacité de EstC
a pouvoir fonctionner a de basses températures permet d’envisager des applications ou ce
facteur est limitant comme la production de détergents agissant en eau froide ou la
synthése de composés organiques labiles [156]. Cependant, a la lumiére des résultats de
caractérisation obtenus, I’hypothése de départ voulant que les enzymes intracellulaires
puissent étre capables de faire une réaction de synthése organique d’intérét industriel s’est

avérée impossible a confirmer.

Bien que EstC présente aussi des caractéristiques intéressantes de tolérance aux
pH et aux solvants organiques, deux exigences pour des applications industrielles, son
efficacité enzymatique envers des triglycérides a chaines courtes reste relativement faible
comparativement aux lipases commerciales disponibles sur le marché. Par exemple, la
lipase B commerciale de P’organisme psychrophile Candida antarctica a une activité de

70.4 U/mg envers la tributyrine (C4:0) [206] alors que EstC présentait une activité de
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seulement 1.2 + 0.4 U/mg dans des conditions similaires (G. Brault, résultats non-
publi€s). Ceci suggére que cette forme d’esters n’est probablement pas le substrat naturel
de ’enzyme et donc que les applications potentielles impliquant des TAGs seraient
somme toute limitées. D’ailleurs, son utilisation sous forme lyophilisée pour faire des
réactions de synthésc de butyrate de méthyle (réaction de transestérification a 25°C) s’cst
avérée nulle (G. Brault, résultats non-publiés). Cette méme forme réhydratée avait par
contre une activité hydrolytique envers le méme triglycéride. Ceci suggére que I’activité
hydrolytique d’une estérase/lipase n’est pas toujours corrélée a sa capacité & effectuer la
réaction inverse de synthése. D’autres études tendent a confirmer cette absence de

corrélation [207-209].

2.7 Résultats supplémentaires

L’article présenté portait sur la caractérisation biochimique d’un seul des 15 génes
sélectionnés (voir Annexe I). La présente section décrit les résultats obtenus pour les 14
autres genes et explique en partie le choix de la caractérisation de la protéine EstC. Elle
explique aussi les limites du systéme recombinant employé et décrit I’approche
préconisée pour cribler la banque de protéines lipolytiques issue de I’étude du génome de

S. coelicolor.

Les génes SCBAC25F8.05c et I11.14c ont précédemment été exprimés avec
succes chez S. lividans [197, 198]. Méme si les enzymes produites présentaient des
caractéristiques intéressantes d’un point de vue industriel, les niveaux d’expression
étaient trop faibles pour envisager d’éventuelles applications (~23 et 30.4 pg/mL pour les
protéines SCBAC25F8.05¢c et 111.14c, respectivement [198]). Aussi, il a été décidé
d’employer I’héte E. coli pour effectuer le criblage et la surexpression de ’ensemble des
genes lipolytiques de S. coelicolor sélectionnés. Cet héte a été choisi pour sa rapidité de
croissance, sa simplicité de culture, sa capacité a surproduire des protéines recombinantes

et les nombreux outils moléculaires disponibles [210]. De plus, plusieurs génes de S.
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coelicolor ont été exprimés avec succés chez cet hote hétérologue incluant des genes
lipolytiques [142, 143, 199]. Les génes codant pour des protéines sécrétées chez S.
coelicolor ont été clonés sans leur peptide signal de sécrétion afin de pouvoir exprimer
des protéines marquée avec une étiquette hexa-histidines ¢ I’extrémité N-terminale. Le
criblage fonctionncl de ces clones n’a donné aucunc activité hydrolytique significative sur
les géloses tributyrine (voir Annexe 11). Néanmoins, une trés faible activité lipolytique a
été observée sur les géloses contenant du glycéryl trioctanoate (C8 :0) pour les clones
SCBAC25F8.05¢, SCD63.10c, SCF34.09, et SCF42.23¢c (Annexe I1). Une faible activité
a aussi été observée sur les géloses contenant de I’huile d’olive (simulant la trioléine,
C18 :1) pour les protéines SCBAC25F8.05¢, SCD63.10c et SCE8.12¢c (Annexe 11). Ceci
semble confirmer que les enzymes produites de fagon cytoplasmique chez E. coli sont
actives et seraient, a priori, des lipases plutdt que des estérases. Il est cependant possible
que I’absence d’activité hydrolytique sur milieu tributyrine soit attribuable au fait que de
la rhodamine B ait été ajoutée seulement pour les autres types de géloses, ce qui
augmente substantiellement la sensibilité des zymogrammes par rapport a ceux faits sans

ce colorant.

Afin de visualiser les niveaux d’expression recombinante, les fractions protéiques
cytoplasmiques des clones ont été analysées par électrophorése en gel de polyacrylamide
dénaturant (SDS-PAGE) (Annexe 111). Les patrons d’expression différent largement des
résultats anticipés a partir des géloses sélectives. Les génes SC2G18.12¢, SC4B10.32, et
SC6F7.19¢ sont surexprimés sous forme soluble. Par contre, seules SC6F7.19¢ (EstB) et
SCHI10.32c ont vraiment une activit¢ hydrolytique envers le butyrate de
méthylumbellyférone (MUF-butyrate) employé. Les protéines SCF51.05, SCF42.23¢ et
SCI11.24c sont aussi présentes en trés forte concentration, mais sous forme de corps
d’inclusions. Fait intéressant, la fraction correspondant aux corps d’inclusions du clone
SCF42.23¢c présente une forte activité biologique (Annexe III). Des résultats similaires
ont été obtenus pour les protéines SC6G4.24 et SCP8.28c (Annexe II). Il est

généralement admis que les protéines emmagasinées sous forme de corps d’inclusion sont
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biologiquement inactives, mais plusieurs études récentes ont rapporté le contraire [211].
L utilisation de corps d’inclusion actifs pourrait méme étre une approche novatrice
d’immobilisation d’enzymes pour produire des biocatalyseurs industriels [212]. Les trés
fortes concentrations cytoplasmiques de la protéine recombinante SCF42.23¢ pourraient

servir de basc pour la production d’un tel biocatalyscur.

Bien que Iexpression hétérologue chez E. coli se soit avérée efficace pour les
protéines SC2G18.12¢, SC4B10.32, SC6F7.19¢ (EstB), SCH10.32c et SCP8.28¢ (EstC),
globalement, les activités observées lors de ce criblage initial sont relativement faibles.
Dans le cas des protéines SCBAC25F8.05¢ et 111.14c, elles semblent méme différer de ce
qui a été rapporté dans la littérature [197, 198]. L’expression extracellulaire de ces
protéines chez S. l/ividans avait permis de délecter leur présence sur différents milieux
indicateurs incluant la tributyrine [198]. Ceci suggére que I’activité de ces protéines chez
E. coli est beaucoup plus faible, probablement & cause de problémes de repliement ou de
modifications post-traductionnelles comme la formation de ponts disulfures [213, 214].
L’utilisation de I’héte hétérologue S. lividans pour ’expression cytoplasmique des genes
sélectionnés s’est avérée infructueuse (G. Brault, résultats non-publiés). Aucun des genes
exprimés chez cet hote n’a donné de protéines solubles et actives, y compris pour les
genes codant pour des protéines identifiées comme étant intracellulaires. D’autres
modeéles recombinants pourraient cependant étre employés. L’expression hétérologue
chez les levures S. cerevisiae et P. pastoris est trés employée par les industries
biotechnologiques [98, 215]. Les levures peuvent étre cultivées rapidement dans des
milieux simples et peu coliteux et ce, a de trés hautes densités cellulaires [97]. Les
niveaux d’expression sont souvent trés élevés et peuvent atteindre plusieurs grammes par
litre dans le cas de certaines protéines procaryotes [216]. Les protéines recombinantes
peuvent étre efficacement sécrétées et la machinerie cellulaire eucaryote est plus
performante pour effectuer des modifications post-traductionnelles comme la formation

de ponts disulfures. Bien que I’optimisation des biais de codons soit souvent nécessaire,
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’expression efficace de génes de streptomycétes a forte proportion en bases G+C reste

tout de méme possible [217-219].

En conclusion, le criblage des 15 protéines de S. coelicolor sélectionnées pour
unc expression hétérologuce chez E. coli n’a pas permis d’identificr des cnzymes ayant un
potentiel d’application industrielle. Les niveaux d’expression et/ou les activités
spécifiques observées étaient relativement faibles et suggéraient la nécessité d’effectuer
des travaux d’optimisation des systémes d’expression. Conséquemment, il a été décidé de
d’étudier d’autres lipases candidates provenant d’une banque métagénomique plutdt que

d’essayer de créer de nouveaux systémes de surexpression hétérologue pour ces protéines.
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Chapitre 3. Deuxiéme article scientifique
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3.1 Préface au chapitre

3.1.1 Les lipases provenant d’une étude métagénomique

La métagénomique est une approche trés efficace pour I’identification de
nouvelles enzymes lipolytiques. L’utilisation d’une étape d’enrichissement d’un
eéchantillon biologique permet d’augmenter la proportion des micro-organismes adaptés a
des conditions particuliéres [157, 159]. Une telle approche a été appliquée dans une étude
antérieure a cette thése afin de trouver des lipases thermostables et alcalino-tolérantes
[160]. Un bioréacteur employant uniquement de I’huile d’olive comme source de carbone
a été inoculé avec un échantillon de biomasse provenant de la cafétéria de I’INRS-Institut
Armand-Frappier. Des cycles d’augmentation de la température de 50 a 70°C avec des
augmentations concomitantes du pH de 7 a 8.5 ont été appliqués pendant trois mois afin
de favoriser la croissance d’organismes lipolytiques thermophiles. Le criblage de la
banque métagénomique issue de la biomasse enrichie a permis d’identifier cing nouvelles
enzymes lipolytiques (Tableau VI, Annexe 1V). Les génes identifiés étaient riches en
bases G+C (entre 64.3 et 69.9%) et ont donc été clonés chez S. lividans pour une
expression hétérologue et une caractérisation biochimique dans deux études antérieures
aux travaux présentés dans ce document [160, 162]. La caractérisation initiale de ces
enzymes avec des substrats artificiels (esters de p-NP) a prouvé que les génes identifiés
codaient bien pour des lipases. Les enzymes testées présentaient une activation
interfaciale et une activité significative pour les chaines acyles de 14 carbones et plus,
deux critéres discriminant les vraies lipases des estérases [73]. Les séquences identifiées
des lipases sont toutes d’origine inconnue et ont relativement peu d’homologie avec des
séquences déposées dans les banques génomiques non-redondantes [147, 160, 162]. Avec
une température optimale de 60°C, les lipases LiplAF1-6 et LiplAF5-2 semblent
particuliérement intéressantes pour la synthése de biodiesel qui se fait généralement a des
températures avoisinant les 50-70°C [6, 76]. De plus, LipIAF5-2 a démontré une
remarquable thermostabilité et une activité résiduelle identique au controle aprés 4 heures

d’incubation a 90°C. La thermostabilité de LipIAF1-6 est moindre avec 20% d’activité
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résiduelle aprés 30 minutes a la méme température. Néanmoins, LiplAF1-6 a démontré
une remarquable résistance aux alcools primaires, avec une augmentation de son activité
enzymatique en présence de 30% (v/v) de méthanol et d’éthanol et plus de 95% d’activité
résiduelle en présence de 30% (v/v) de 2-propanol [220]. L’incubation de la protéine
LiplAF5-2 cn présence de 30% (v/v) d’alcools primaires pendant 1 heurc a montré unc
trés forte augmentation de son activité spécifique, sauf pour le méthanol (Tableau 3.1).
Ceci est particuliérement intéressant pour des applications de synthése comme le
biodiesel, des biolubrifiants ou des arémes divers. Le spectre d’activité de LipIAF1-6 est
particulierement large et représentatif des lipases, avec une activité spécifique de 4287
Ul/mg envers le pNP-butyrate (C4 :0), 2974 Ul/mg envers le pNP-caproate (C10 :0) et
2145 Ul/mg envers le pNP-stéarate (C18 :0) [220]. Celui de la protéine LiplAF5-2 était
plus spécifique envers les chaines acyles de 14 carbones et plus avec une activité
maximale de 160 Ul/mg envers le pNP-myristate (C14 :0) [160]. La protéine LipF5-11
avait une spécificité envers les esters avec des chaines acyles de 10 carbones et plus
[147]. Ces résultats de caractérisation préliminaire semblaient indiquer que les lipases
identifiée lors du criblage de banques métagénomiques enrichies sont de bonnes
candidates pour des applications industrielles. Cependant, la caractérisation de ces
enzymes avec des substrats naturels comme des triglycérides restait & accomplir afin de

pouvoir bien évaluer leur potentiel de synthese organique.
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Tableau 3.1. Activités relatives de la LiplAF5-2 en présence de diftérents alcools. Adapté
de [221].

Alcool Activ(i:;?)lative

~ Méthanol  85%12
Ethanol 517+44
Propanol 28112
sec-propanol 481+ 14
Butanol 2408
sec-butanol 315+23
sec-pentanol 140 = 20
Hexanol 34+ 13
Glycerol 83+22

D Activités hydrolytiques résiduelles exprimées par rapport 4 un contrdle incubé dans les mémes conditions
sans alcool.

Les enzymes LiplAF1-6 et LiplAF5-2 ont été produites sous forme extracellulaire
avec des rendements avoisinant les 10 mg/L [160, 220]. La lipase LiplAF1-6 a toutefois
été immobilisée efficacement par adsorption sur de la terre diatomée et par liaison
covalente sur de la silice aminée en présence de glutaraldéhyde. Les activités spécifiques
de 427 1U/mg de support et 235 1U/mg de support ont été déterminées pour I’adsorption
et I’'immobilisation covalente respectivement. Cependant, aucune activité de synthése n’a
été tentée avec ces biocatalyseurs immobilisés [220]. Aucune immobilisation n’a été
tentée a 1’époque pour la lipase LiplAF5-2. Le géne liplAF1-6 a aussi été cloné chez F.
coli BL21 (DE3) a l’aide du plasmide plAF841 et une construction avec le plasmide
pUCI8 contenant le géne liplAF5-2 a également été introduite chez E. coli DHIIS.
L’expression de ces genes clonés avec leurs séquences codant pour les peptides de
sécrétion a donné des niveaux de protéines recombinantes encore plus faibles que ceux
rapportés chez S. lividans [220, 221]. L’expression extracellulaire de la protéine LipF5-11

chez E. coli TOP10 (Invitrogen) s’est avérée tout aussi faible [147]. Au final, malgré
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Putilisation de deux systemes recombinants d’expression extracellulaire, il reste que les
niveaux de production des enzymes recombinantes des systémes testés étaient beaucoup

trop faibles pour envisager toute application industrielle.

3.1.2 L’immobilisation intracellulaire

Le développement d’un systéme d’expression recombinante s’avére donc essentiel
pour pouvoir employer ces lipases. Ce systéme devrait produire les enzymes en quantité
suffisante et qui plus est, sous une forme minimisant les coiits associés a leur
immobilisation. L’ immobilisation en cellules entiéres est I'une des approches permettant
de répondre a ces deux problématiques. L’efficacité de cette approche réside dans le fait
qu’il suffit de cultiver les micro-organismes producteurs des enzymes recombinantes et
de récupérer la biomasse pour effectuer des réactions de synthése industrielle [103, 120].
Les étapes de production extracellulaire, de purification et d’immobilisation des enzymes
qui sont a IPorigine du coit non-concurrentiel des lipases sont contournées par
IPexpression a I’intérieur ou a la surface des cellules [72, 120, 222]. Bien que I’expression
de surface semble efficace, il reste que cette approche semble encore en étre qu’au stade
expérimental [121, 223]. L’expression de surface est associée a diverses problématiques
comme la quantité de protéines exprimées, la perturbation de I’intégrité membranaire et,
dans le cas des lipases, a des problémes de polarité des composantes extracellulaires
avoisinantes [138, 224]. D’ailleurs, Iutilisation industrielle de cellules entiéres comme
biocatalyseurs s’effectue surtout via I’utilisation de cellules vivantes ou mortes exprimant
des enzymes intracellulaires [103]. Le développement de systémes lipolytiques
intracellulaires a des fins de synthése organique a surtout été entrepris pour les
hyphomycétes comme R. oryzae, A. oryzae et R. chinensis [112, 120]. L’utilisation de E.
coli reste encore relativement marginale en raison de problémes associés avec la
production de protéines hétérologues sous forme soluble et active, surtout les enzymes
nécessitant des modifications post-traductionnelles comme la formation de ponts
disulfures [225]. Cependant, Wei et collaborateurs ont réussi a produire un biocatalyseur

tres efficace pour la production de biodiesel en exprimant une lipase hétérologue
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intracellulaire chez E. coli BL21 (DE3) [106]. Récemment, Li et collaborateurs ont utilisé
la méme approche pour I’immobilisation de la lipase SML de Serratia marcescens.
L’expression hétérologue intracellulaire chez E. coli s’est méme avérée plus performante
que I’expression homologue de cette protéine extracellulaire et a permis de synthétiser
cfficacement du biodicsel [107]. La méme équipe de recherche a poussé I’audace jusqu’a
co-exprimer de fagon cytoplasmique les lipases commerciales CALB et TLL [105]. La
simplicité et ’efficacité de ce systéme suggerent que I’expression intracellulaire chez E.

coli peut étre employée pour la biocatalyse industrielle.

3.1.3 La biosynthése d’arémes et fragrances

Les ar6mes et fragrances sont souvent constitués d’esters volatiles de trés grande
importance pour les industries alimentaires, de la parfumerie, des cosmétiques, de la
pharmaceutique et des produits ménagers [226]. En Amérique du Nord, les arbmes sont
classés en deux catégories; les arébmes naturels et artificiels. Les aromes dits artificiels
regroupent I’ensemble des molécules de synthése qui peuvent étre retrouvées dans la
nature et d’autres molécules entiérement créées par I’Homme. En Europe, une distinction
plus poussée ajoute la classe des «ardmes identiques naturels» qui regroupe toutes les
molécules obtenues par synthése et qui sont chimiquement identiques aux molécules
naturelles. La classification naturelle est trés importante car la demande mondiale pour
cette classe de composantes est trés forte et dicte la valeur marchande [226, 227].
Cependant, I’extraction de ces molécules de source biologique est souvent trés onéreuse
étant donné leur faible concentration relative dans les biomasses naturelles [228]. Selon
les normes en vigueur, une molécule peut étre étiquetée en tant que «naturelle» si elle
provient exclusivement de la transformation physique, microbiologique ou enzymatique
d’une matiére premiére animale ou végétale [229, 230]. En moyenne, la valeur des
ar6mes naturels est augmentée par un facteur d’ordre 2 par rapport aux arémes artificiels,
mais dans certains cas cette plus-value peut étre beaucoup plus grande. Par exemple, la

vanilline artificielle vaut environ 15$/kg alors que sa version naturelle pure vaut plus de
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1500%/kg, une valeur cent fois plus élevée pour des molécules chimiquement identiques

[231].

Les arOmes et fragrances peuvent étre produites de novo par fermentation ou bien
par bioconversion de précurseurs a I"aide de micro-organismes [227, 228]. Par cxemple,
la production biotechnologique de la vanilline peut se faire par fermentation de I’acide
férulique via des souches résistantes de Pseudomonas [227]. Néanmoins, il arrive trés
souvent que les substrats et les produits de ces fermentations soient toxiques pour les
cellules vivantes, ce qui limite grandement les rendements de production [227]. La
synthése abiotique d’esters en milicu organique via Iutilisation de lipases est une
approche permettant de contourner cette problématique. L’utilisation d’enzymes permet
de synthétiser plus efficacement ces molécules dans des conditions douces, sans sous-
produits et avec la possibilité¢ d’y apposer un label naturel [228, 232]. De plus la
stéréosélectivité des lipases permet la résolution chirale de certaines molécules dont le
pouvoir aromatisant ou la toxicité varie en fonction de I’énantiomére [232]. Par exemple,
seul I’énantiomeére (S) du (R,S)-2-méthylbutanoate d’éthyle posséde la saveur distincte de
pomme et de verdure [233]. La synthése enzymatique d’esters est souvent effectuée en
présence de co-solvants comme I’hexane, I’heptane ou de I’acétone [226, 228].
L’utilisation de solvants organiques assure une homogénéité des substrats, qui sont
souvent hydrophobes et parfois immiscibles. Alternativement, il est possible d’employer
les réactifs comme solvants. Par exemple, pour la synthése de salicylate de méthyle, il est
possible de dissoudre I’acide salicylique dans I’alcool sans ajouter de co-solvant. Bien
qu’efficace, il n’en demeure pas moins que les systémes sans co-solvants ont souvent des
rendements inférieurs en raison de problémes de transfert de masse et la formation de
systtmes biphasiques [234]. Néanmoins, du point de vue de la sécurité alimentaire,
I’absence de co-solvants est a favoriser en raison de leur inhérente toxicité. L’une des
solutions avancées est I’emploi de CO, supercritique (SC-CO,) comme solvant
¢cologique et sécuritaire pour la production enzymatique d’arémes [1, 233, 235, 236]. Le

CO, se comporte comme un liquide en conditions supercritiques de pressions au dessus de
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73,8 bars et de températures supérieures a 31,1°C. 11 diffuse par contre comme un gaz et
s’évapore complétement une fois la réaction terminée [236]. Bien qu’efficace, I’utilisation
industrielle du SC-CO; demeure limitée en raison du coiit des équipements spécialisés

nécessaires, mais cette approche semble tout de méme des plus prometteuse [228].

3.1.4 Objectifs et hypothéses

L’objectif principal présenté dans ce chapitre est la production d’un systéme de
surexpression et d’immobilisation simple pour les lipases identifiées et caractérisée dans
I’étude métagénomique antérieure mentionnée précédemment (voir section 3.1.1). I est a
noter que cette étude ne fait pas partie intégrante des travaux présentés dans cette thése.
Notre hypothése est que la production intracellulaire de lipases recombinantes s’avére un
moyen simple et efficace pour immobiliser des lipases capables d’effectuer des réactions
de synthese organique. Pour ce faire, les séquences primaires des lipases ont été analysées
grice au serveur SignalP 4.1 afin d’identifier la présence de séquences de sécrétion. Les
geénes ont ensuite été clonés sans ces séquences dans le but d’exprimer des protéines
marquées par une étiquette hexa-histidines a I’extrémité N-terminale. Ceci permettra de
faciliter leur purification en vue des tests de caractérisation biochimique. Le criblage
initial de la lipase LiplAF5-2 en présence de substrats naturels suggérait une forte affinité
pour les triglycérides a chaines courtes. 11 a donc été décidé d’optimiser ce biocatalyseur
pour la synthése d’esters a chaines courtes qui s’avérent étre des molécules hautement

prisées pour leurs propriétés aromatisantes.

3.1.5 Présentation du 2° manuserit

Le manuscrit scientifique intitulé «Short-chain flavor ester synthesis in organic
media by an E. coli whole-cell catalyst expressing a newly characterized heterologous

lipase» a été soumis a la revue PLoS ONE (www.plosone.org; facteur d’impact de 3.730

en date de juin 2013) et publié en ligne le 26 mars 2014 dans le numéro 3 du volume 9 de

la revue avec le numéro d’accession électronique €91872 et le doi:
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10.1371/journal.pone.0091872. eCollection 2014. La version PDF publiée sur le site de
PLoS ONE est présentée dans ce document. L’article scientifique constitue une étude de
caractérisation biochimique du biocatalyseur produit par ’expression intracellulaire de
I’enzyme LiplAF5-2 chez E. coli dans le but de synthétiser des esters volatiles ayant des

propriétés aromatisantcs.

3.2 Contribution des auteurs

Les travaux présentés dans ce manuscrit ont été entiérement réalisés par 1’étudiant
sous la supervision de F. Shareck et de N. Doucet. Le manuscrit a été rédigé en majorité
par I’étudiant et N. Doucet. Il a été révisé par F. Shareck, F. Lépine et Y. Hurtubise

(superviseur industriel).

3.3 Résumé

Les esters de faible poids moléculaire sont généralement trés volatiles et ont des
propriétés aromatisantes agréables qui rappellent les fruits et les fleurs. Ces esters sont
produits artificiellement ou extraits de sources naturelles a grands frais. Il est cependant
possible de les produire de fagon «naturelle» en employant des biocatalyseurs comme des
lipases et des estérases. Le gene codant pour une nouvelle lipase (LiplAF5-2) identifiée
lors d’une étude métagénomique antérieure a été cloné et la protéine surexprimée chez E.
coli. En employant les cellules entiéres de cet hdte hétérologue comme biocatalyseur,
plusieurs esters volatiles ont pu étre synthétisés par estérification et transestérification en
milieu organique. La lipase recombinante a démontré une bonne affinité envers les
triglycérides d’acide octanoique, mais Pactivité maximale a été observée pour la
transestérification de la triacétine avec du méthanol comme accepteur d’acyle. Une
simple étape de perméabilisation des cellules au bromure de cétyl-triméthylammonium a
permis d’augmenter I’activité synthétique d’au moins six fois. L’activité optimale a été
observée avec une concentration de 10% (p/p) en eau et une température de 40°C en

présence de fert-butanol. Le biocatalyseur s’est avéré trés résistant & la dénaturation par

87



les alcools primaires, les acides carboxyliques a chaines courtes en plus d’étre
thermostable. L. affinité du biocatalyseur pour tous les alcools primaires a chaines courtes
s’est avérée relativement semblable avec une légére préférence pour le méthanol. Les
conditions optimales ont été appliquées pour la synthése de I’important aréme de banane,
Pacélate d’isoamylc, dans un réactcur a lit fluidisé. Avee ce typc de réacteur, lc
rendement de conversion de 50 mmoles de triacétine en acétate d’isoamyle a atteint pres
de 100% en 24h en employant 10% de biocatalyseur (p/p). De plus, le biocatalyseur a pu
étre réutilisé jusqu’a cinq reprises. L’utilisation de ce type de biocatalyseur pour la
production industrielle d’esters d’acides carboxyliques a chaines courtes semble

prometteuse.
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3.4 Article 2

Short-Chain Flavor Ester Synthesis in Organic Media by

an E. coli Whole-Cell Biocatalyst Expressing a Newly
Characterized Heterologous Lipase

Guillaume Brault’, Frangois Shareck’, Yves Hurtubise?, Frangois Lépine’, Nicolas Doucet'>%*

1INRS Institut Armand -t rappier, Universite du Quebec, Laval Québec, Canada, 21nnu Science Canada, Inc, Local 119, Trois Rivieres, Quebec, Canada, 3 PROTEO, the
Quebec Network for Research on Protein Funktion, Structure, and Engineenng, Québec, Canada, 4 GRASP, Groupe de Racherche Axe sur la Structure des Protéines,

Quebec, Canada

Abstract

Short-chain aliphatic esters are small volatile molecules that produce frulty and pleasant aromas and flavors. Most of these
esters are artificially produced or extracted from natural sources at high cost. It is, however, possible to ‘naturally’ produce
these molecules using biocatalysts such as lipases and esterases. A gene coding for a newly uncovered lipase was isolated
from a previous metagenomic study and cloned Into E. coli BL21 (DE3) for overexpression using the pET16b plasmid. Using
this recomblnant strain as a whole-cell biocatalyst, short chaln esters were efficlently synthesized by transesterlfication and
esterification reactions in organic media. The recomblnant lipase (LiplAFS-2) showed good affinity toward glyceryl
trioctanoate and the highest conversion yields were obtained for the transesterification of glycery! triacetate with methanol.
Using a simple cetyl-trimethylammonium bromide pretreatment increased the synthetic activity by a six-fold factor and the
whole-cell biocatalyst showed the highest activity at 40 'C with a relatively high water content of 10% (w/w). The whole-cell
blocatalyst showed excellent tolerance to alcohol and short-chain fatty acid denaturation. Substrate affinity was equally
effective with all primary alcohols tested as acyl acceptors, with a slight preference for methanol. The best transesterification
conversion of 50 mmol glyceryl triacetate into Iscamyl acetate (banana fragrance) provided near 100% yieid after 24 hours
using 10% biocatalyst loading (w/w) in a fluidized bed reactor, aliowing recyding of the biocatalyst up to five times. These
results show promising potential for an industrial approach almed at the biosynthesis of short-chain esters, namely for
natural flavor and fragrance production in micro-aqueous media.
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Introduction

Flavors and fragrances are hroadly exploited molecules in e
food, cosmetic, detergene, chenmealsnd pharmaceatical indusiries,
with an estisated global market excecding SUS 22 billion per vear
11 Most flavors are epher antificially. produced using chemical
syithesis or extracted from natural sonrces 2], Chenical syithesis
often relies on harsh procedures reguiring toxice solvents and high-
ciiergy traslomuations, vesulting in enviromnentally damaygang

processes with i very high carbon lootprint, These approaches also
sufler from the Lk ol substrate selectivity, ereating racemie
mistres with undesived side products that rediuce synthesis
elliciency and increase procduction costs 3] Extraction of lawvors
from natral raw muerials s also challenging as the

moeleenles are ofien o very low concentation, thias drasties
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mereasing prodhicion costs. Nonetheless, there 18 a growing
wterest for - the bio-producton of  these compouds from
microonganisis, cither asing biosvathests or bioconversion meth-
ods. The US and Ewropean vegulattons stipubte that llavors
obtidned from microbial or enzyimatic processes can be considered
as natral compouds as fong as the mitiad raw naterial employed
is frou a natueal sonrce, The possibility of addiug a nataral” Tabel
1ot bioechnologically produced maoleenle i therelose very
atatctve, as there is a growing demand for greener products in
the general public. The most cited exaumple ilhstratng ths face s
the 100-fold increase w gross vetadl price of natwally labeled
vanillin relative 10 us synthenie, yer ciemically identical counter-
part [ 6}

Bic-production of flavors can be peronned  ander mild
condiions, leading to the synthesis ol ughly rewo- and sierei-
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speafic, optically puse end-produces ]3] The two mam approach-
es for the bio-producion of tavors arve the de novo hiosvithess from
live organisins and the bioconversion ol precarsons 2@ enzyvinatic
rontes, Commercial successes using microongisnes have allowed
the annual producion of several tons of rave molecules, sach as -
decalictone, a poswedial and tenactons peachelike aroma [46)
Using a Yarmmnaea - bpolytica swrain,
ncmelew acul conld be eflicwanly comverted 1o y-b
with viedds up o 95 ¢/Lin 75 b 7] However, pedonning
biocenwversion with live cells presents some Timaations, such ascsloy

recombmant  ansotropliic

alavtone

prowthoand substate/ product toxicity. As a result, yields are olien

very s (novly above g/l an bsue it can onle e

cireunnented ma o

borae i sttie exavaction technigques such as
s stripping |61 I some cases, however, de aors svithesis ol
relavely simple molecules v not o precequisite, and taking
acdvantage ol pure o erinde enzvime preparations o svinhesize
flvors can be sch move eflicwent |9, Fnzvines ane olten more
expensive than chemeal catalvsis, bt ceclmigues such s
nnmobilization allow recvilimg of the biocatalyst and help reduee
production costs [ 18], More recently, ap o 300 g/1 o the
fragrance componnd 2(Zamethyvl-D-nopropy -2 0-hexachanad (1so-
wovakall were produced i only 2.5 1o wsing penneated whole cells
ol Pseudomonas vhodesta C11 107491 |11 These vesudes demonstrate
that the use ol whole-cell biocatalysts (WCBH » an mdustrially
simple il cont-eflecive approach o enzvine nmnobilization
11203

Short- and medinm=chain fatey acid esters are commnonly used
as mmportant lavorig and agranve molecules becatse of their
typical frnity smeldl and high volatidiey (6,14, Enzvie-catalvzed
estenficatom i an ellective alicnative o the chenitcal syithests ol
shart-chain esters. sterases and lipases (iriaevighcerol hvdrolases:

EC 3. LS are important industrial enzvines with greae potential
\ u
These

biovatalvsts generally do oot require colactors and are stable in

for the prodduciion of flivers o fagranees [{5.16)

organic solvents, thus facilitatng the syathesis of hvdrophobic o
water-labile compounds 171 T nonsagqueons conditions, lipases
typically catalyze the esterification, intevesterification, and tans-
exterificattion ol alcohols ane faty acids, the three mai chemical
reactions producing woring esters J16]. Lipases can abo resolve
rcenue misiires inaregio- and/or coantioselective fashion, such
as the complete resolution of D.L-methylmenthol esters o pure
L-memhol JH)

Ahhough lipolvtic enzvnes are lound in all living organisins.
most commercial  enzvines orginate from mtcrobial  sources
P69 As a0 resule bacterial - genome minmg ol versatile
mictoorganisms ollers an attractive opportunity o uncover new
lipelviie biocatalysts displaving interestng biochemcal propertes
for industrial apphications, To that end, one of te most powerll
approachies velies an luncional metagenomics ol eariched biotass
samples 2021} Several genes coding for gennine lpases have
Been successfilly: achieved using this approach {21 23} Never-
theless, expression and production ol promising biocatalysis is
often poor and hazardous, viclding few industnal applicanons. As
a vesult, several attempts have been made o improve the
production of enzyme hiocatalvsts, inchding mtrcellulay accn-
mubation of lipases in the form ol WCEB {2425), Such production
allows an enzynwe 1o he used without comples procedures for
isolation, punfication. or immobilization. with the added benelic
that whole cells et as a protective enviomuent for biosynthesis
126]. Reventlv, Weiand collaboraars suceesshuliy preduced long-
chain methyl esters wsing a heterologowsly expressed Profeus sp.
lipase in permeated Eocolt whole cells [27]. Such o simple vt
ellevave WOB was also enployed for the vacennc resolution: of
D.Lrmenthyl esters with a Bactllus subtils FCUOSH T lipase,
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Whole-Cell Biocatalyst for Flavor Synthesis

demonstrating thit the svstem can be applied o varons lipolvy
enzyimes and bacrerial systems {28,

We have recemly reported the chavacterization of novel lipases
from metagenomic stacdies {22.23) One such lipase, LiplAF)-2,
was heterlogotshy expressed in the actinomyeete Streptamyees
ltdans aned showed promising short- and long-chain speciticiny
while Deing solvent-tolerant and hermostabde (220 However,
standhrd expression vields were 100 low 1o sustan any velevam
sl applivation. In the present work, we sepost the clonngg
atsl expression ol this Bpase as an £ calt whole-cell biovatalyst,
shovang that the resulting consteaet s a relevane WCB o ihe
arganic syithesis of inporant faay ackd esters m micro-agucous
el

Materials and Methods

Materials, Bacterial Strains, and Plasmids

Al trighy eeride sulsteates were purchased trome Sigina- Akdvich
Canada (Oakville, ON) using the Iighest purty available.
Anadviical standanls for methyl acetate, isoamyl avetate, methyl
bunvaste, melnd hexanoate, methvl octanoate, ethvl buviae,
propy ] buvrare. busst buevrate and amyl buyriate were alwo
purchased from Signa-Aldrch. Analvtical grade methyl non-
anoate was prrchased from Chyonsatographic Specialties (Brock-
ville, ONLAI other chemicals were obtamed conmencially and
were ol analytical grale,

The stran Evhenclua coli DHIIS was emploved  for all
subwlonmg procedures. The sinan E. coft BL2T (DE3) was
cmploved Toy the hetersdogons expresdon o the lipase gene,
Expression vectar pETTOL (KN Millipore) swas ased lor the
N-terminal - histidine-tagged  vecombinant
protein. Phsmid  pLAFDUA wis osed as templare for the
amphficaton of the 8pLIF5 2 gene (Geabank EUOOHOG33) [22].

production of  1he

DNA Manipulations

The recombinamt gene coding lor lipase LiplAIH-2 was
anpliied without signal peptide (from Al 122]) wsing primers
15 2 Ndel 5 AACNTATGCGUCAACCCGLCGLLGGGL-
GATCCS and 17_2_ Xhol AT G TCAG-

0.254

0.20-]
0.151

0.10-

[MeBut] (M)

0 50 100 150 200
Time (min)

Flgure 1. Effect of whole-cell blocatalyst (WCB) pretreatment
on ester synthesls actlvity. Ten milligrams of each biocatalyst was
used to convert 1 mmol of glyceryl tributyrate to methy! butyrate using
4 molar equivalents of methanof and 5% (w/w) water in tert-butanol
over a period of 3 hours at 40 C. The control strain expressing the
empty pET16b vector {open circles), the LiplAF5-2 strain without CTAB
pretreatment (closed squares) and the strain with CTAB permeation
(closed triangles) were employed. Results are averaged over three
independent expenments.

doi:10.1371/joumal.pone.0091872.g001
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Table 1. Kinetic parameters of recombinant LiplAF5-2 toward short chain triglycerides.

dot:10.1371/journal pone 00918721001

TACGGGEAGTEACCTCGGTATTCGGAGS . Restriction
YeNdel and 3Nl both
underhned) o allow subiclontng e expression vector plaT1oh.
PCR-amplified Tragimwems weee deaned g the Quagen PCR
Cleaning ki cloned into the Ndel / Yol -dhigested pE UT6b, el
wastormed nto K ocolt DINNS, yickling  the plT16b-152
comstrect used for protein espression. The integriy: ol both

sies were added o both eads

plasinid strands was conlinned by DNA sequencing asing fonward
amd eeverse 17 universal pranes (Genome Quebec),

Heterologous Expression and Purification of LiplAF5-2

he heterdogous expression aned . puniticatiny of - LiplAF)-
2 from £ ali BL21 (DE3] was performed as vecenthy deseribaed
wing a N=NTA (Qiagen) allinity column [29], Al cultures were
moculated from fresh Petnt culures following bacterial izuislor-
uation with the sequenced constructs, Amalysis of the purilied
proteis was performed by standard SDS-PAGL procedures,
Western Blot and Zyviogram analvses were emploved o conlinn
the activity of the recombinant LiplAF53-2 ac each puarification
step. The presence ol the recombusing pratein was nevealed ising
IennoCHROMO-TIRP (G-Biosciences) following the nunubactur-
et’s instructions. The identity of the protem was confinmed by
nass speetrometry. as previomly deseribed (20,30]

Preparation of the E. coli Whole-cell Biocatalyst

E. coli BL21 (DL3) harbormg construet pET16b-F52 was grown
e Eadenmeyer flasks as previowsly describied and eells were reated
as published. with minor varitions [27], Cell pellets were wished
twice with cold physiological saline buffer (PBS. pl1 7.0 prior
sispeasion m PBS sopplemented with 05" cenvl-ammetwlanmio-
numbromide ([CTEAB] for 60 min an room enperiture with gentls
agitation, Treated cells were cenriluged and washed once with
PBS prioy to vophilization. Cells were then used as a dv powder
Diocatadyst,

Enzyme Assays

Standard hydrolysis assays and enzyme
kinctics.  Standard assavs were perlorned by measaring the
rate of miglveeride hyvdrolvsis using o previously desenbed phl-sta
wethad (29]0 The fanty acids released from emulsions of 1he
uacvlglveertdes [FAG) glveery] tmaceun (C2:0), ghveenyl imbugsrin
[CRO) glveeny] wioctanoate (CB:0) and glycerv wiolem (CHIEH
were automatically: airated nsing a0 0,05 N1 NaOIL solutton 1o
msaisttain a constant pH of 9.0 at 40-C ina Meteolan 800 Dosine
apparatus (Mississauga, ON). One it (U] was delined as the
amonnt ol enzyine releasing 1 pmol of fany acid per e in the
conditions described. The eflect ol temperatire on enzyine activity
wisdetermined by assaving the hvdrolvtic activity towards
ghcent tioctanoate nsing the sine procedure, Loavme kinetics
were perlotmed with dilutions ol the purilied lpase and vartous
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Substrate Km ¢ SD* Kear kear/Ken
(mM) 6" (s 'mm ")
Glycery! tributyrin (C4:0) 5464047 29x«10* 53x10°
Glyceryl trioctanoate (C8:0) 0.63+0.01 23x10* 3.7%10*
Glyceryl wioleate {C18:1) 24710 1Y =10* 45x10°

“Standord deviation was derived from two different experiments, each performed in triplicate.

toglveerude substiates a0 concentiations vanving lrom 0.1 to
100 mM e e oprintal tetperature of 10 C T he catalytiv vate
comstant A, (s wan calealated from the il steady-stne
velovity acconling (o the equation &, =V, /18]

Esterification and transesterification assays. Standard
wansesterfiration asivs were condocted ostng 1 ol of the
glveervl mbuivrate substrate, 4 nunel methanol and 5% water (w/
wiont a fmal solume of 1k complets] wah fat-buanol. The
mixtnre was preheated and added o predeated concal-botom
screw=cap miceovials (L1 ml) contaming 100mg of the dry
whole—cell Diocatalyst o start the reaction. The reaction was
carried ont it the optamal ewperataee of 40 C el TIOD i
wsing a thermominer. ACeach predeermsined time imerval, o 25 i
aliquot was witlulrawn with a0 Tamilton gmsught sviinge and
diluted 122000 2-propanol 1o quench the reacaon. Methyl
nomanoate was added as an inmterual stndard and the samples
were centrfuged ot 15,000 ¢ for D oamn prior 1o tinsler into
microvials for HHPLC analysis. To evaluate the eflect of water on
ester production. mmol of glveend tribntvrate wis dissolved as
previowhy mentioned and the wates content s adjusted from 0%
W 75% w/wl. Fhe reaction was camied out at the optingal
temperature of 1 C Comparson hetwern esterfication and
tamsestenlication reactions was performed with | mimol of buvri
acid or ghveryl wibutyvate under the conditions deseribed above,
adding 100 mg of a 32\ molecalar sieve o withdraw  wates
procduced dunmg the esterlication reaction. The eflect of acyl
chann lengale onestenlication wis tested using 4 mmol of methanaol
with ool of acetic, hugvrie, hexanoic, or octanoic acid in the
standlard assay condivons. The effect of alcohol as acyl acceptar
loy wansesterilication was tested wsing D ol o glveend
tributyrate andd 1 nunol of eithier metdanal, ethanol, T-propanal,
I-butanal, or peand aleoliol. The elleer of comsolvent on synthetic
Actvity was carried out using the sane standard assay using either
acetonntrile or tert-butanol as water=soluble polar solvenis, ethyl
acette or 2-octanol as ivdrophobie polar solvents, ind r-hexane
or g-lieptane as hndropliohic non-polar solvents,

HPLC Analysis

Samples (10 p7) were Joaded onto o Phenmnenes Synergi
Hydvo-RIP C-18 silica-based colwnn (130%4 nnn) (Tomanee, CA)
nsing an socratic mobile plise of 70% acetomtrile, 3% methanol,
25" warter, and 6.2% lormic acidd (v/v)at a llow rate ol | mi/min
and 10 CL Esters produced were detected an 210 nm and ddemtified
by comparing retention times o pure analviical - standards.
Omantilivation was perlorned by dividing the slope of standard
curves by the mewsured area under the carve Jor cach identified
compound.

Fluidized Bed Reactor for Flavor Ester Production
A fluidized hed reactor (FBR) was built using an empiy HPLC
preparative column (10 em® valume, 205 mm diameter). A (0.22-
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Figure 2. Effect of temparature (A), water content {B), enzyme loading (C), and methanol molar ratio {D) on the LiplAF5-2 WCB
activity. A) Effect of p on the hydrolytic activity of the LiplAFS-2 WCB. Enzyme activities are exp d relative 10 imal activity
observed at 40 C (fufl squaresl. B) Effect of water content by percentage of substrate weight. Enzyme activities are expressed as final conversion of
1 mmol of glyceryl tributyrate and 4 mmof of methanof after 6 hours of incubation at 40 C. C) Effect of enzyme foading on the conversion of 1 mmol
of glyceryl tributyrate using 4 molar equivalents of methanol as acyl acceptor in the aforementionned conditions. Conversion of glyceryt tributyrate
(open circles) is expressed as final percentage of theoretical maximal yield (3 mmoles of product] after 3 hours of reaction. Initial specific activity (full
squares) is expressed as the slope of liberated product determined under finear conditions over a period of at least 30 minutes. Biocatalyst amounts
correspond to 1.65, 3.30, 6.61, 9.92 and 16.53% of substrate weight, respectively. D) Effect of alcohol motar ratios on the LiplAF5-2 WCB initial activity.
Initial activity was determined in linear conditions over a 3-hour period using 10 mg of WCB, 5% water (w/w), 1 mmol of glyceryt tributyrate and
various molar ratios (alcohol/substrate) of methanol in a final volume of 1.5 mL.

doi:10.1371/journal.pone.0091872.g002

pm Anodise 25 Whannan filter was placed over both fiits to avoid were seed by pumping trough warm frt-butanol. The flow was
cell leaching and lilters weve covered with i 23-nmm rubber O-ring divected 10 keep cells in suspension and o avoid any build-up
o ensure o leak-proof assembly, One gram of lyophilized WCB the filters. thus creating o FBR. The apparatus was placed into a
approximately 7 am® g7 ') was loaded on the colamn and cefls heated chamber ar 35 'Coand the reactions: were started by

Table 2. Impact of co-solvents on the initial activity of the LiplAF5-2 WCB.

Partition Dielectric Initial activity
Solvent Coefficient (log A" Constant {z)® (amol-min~'mg ") Conversion® |96}
Acetoritile  -034 e 75 0.030 ' 128217 ,
Ethyl acetate 073 6.0 0050 16.9+19
tert-butanol 035 10.9 0.050 318227
2-octanol 29 103 0.170 67.910.5
n-hexane 40 1.9 0.050 218227
n-heptane 45 1.9 0.060 24.9%1.2

“Taken from |35|.
BTaken from 301,

“Conversion is expressed as a percentage of maximal theoretical yield after 60 minutes of reaction under standard assay conditions.
doi:10.1371/journal pone.0091872.1002
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pumping a preswarmed  mixune of 50 pmales of glyeenyd
tributyrate, 250 mmoles of tsoamyl alcohol. 10% water (w/w
andd fer-hintanol 1o final volie of 50 ml (1 mb/am tlow rue),
Wepll abiguots were taken at diflerenn e intervals over aperod
ol 21 hours and analvzed by HPLC Tor ester content. Between
cach synthesis eyeles the FBR colimn was washed w500 il of
warm fert-butanol a1 nl/min,

Results and Discussion

Recombinant Expression and Purification of LiplAF5-2
Shott cham esters are pleasant sincllog molecales wsially

produced wsing hash chemical routes and/Zor laboriows extraciion

steps Trom natural leedstock. Using biovatdysis suclias ipases for

theiv chemical svathesis could help overvome these isoes, i
adiditton to providing the commercialized producis sl the bighiy
sought ‘matural” abel [31.32]. The need lor novel cnzyiies such as
lipases and esterases with meresting biochewmical properties is i

high demand and metagenonne sundies have tecemly proven

resowrceful for their discovery [20.33] We previomly expressed
the recomibinant LiplAF3-2 solved from o nietagenomic stely in
the versatile Gramepostive Sheplomyees headans 122.23]. Wihile the
protein was produced as an active extacelidar lorm o this

organism, expression vields were oo fow for industrial apphic:

tons, Herein, we lovas anan ingawcellulas expression model of the
LiplAF3-2 fipase using an £, coli whole-vell hiocaalyst (WCB).
Ihe mdustial wse of esterses and fipases requaires an easy

overexpression svstenn that can produce very high vickls of active
enzyme in a shor amount of time. Furthennore, the industrial use
ol biocatalysts often requires enzyme innnobilization o tciae
large-seale production and 1o aediee costs, Stll thie price ol
immobilized biocatalysts remains a bottleneck for these bioc
Ivsts 10 be considered a profitable allemative o chiemical synthes
110} Using whole-cell hincatalysts offers: munerous advintages
over lree enzvimes and represents acost-eflective aliernative for a
wionber of industrial applications [13] To atain this goal, we
developed an K. coli vecombimant systen that can achieve high
vields of LipLAID-2 from simple LB medium growth at 16 € in
anly 21 hours. Under theses conditions,  the enzyme was
overproduced as o evioplasmic, soluble biocatalyst withy yields
exceeding 350 mg/l.. High vields ol bnracellular LiplAF>-2
expression provide a strong basis lor the development ol an
ndustrial WCBL potennally elimmating the need for cell Tvsis and
protein purfication steps altogether. Nevertheless, LpEAF5-2 was
abo purified 0 near homogeneny o a - last siggdesstep
mmmobihized metl allinity  chromatography - (INAC) with an
average vield ol 5022 mg Gwverage ol three independent lots),
conlimming that the enzyvme is an atractve candidate for large-
seale production (Fig. STAL Two endogenous lipolyne enzyies
were present i the K coli stramn with control plasid, bothy ol
which were hather efliciently discarded by chronatograpliy (Fig,
SIBL The recombinant LiplAF3-2 protein showed an appasent
molecular weight of 32 kDa. consistent with the expected
theoretical weight of 32,6 kDa (inclading the Ths-tagl. SDS-PAGL
shiowed no protein contaminant amld the idemtity of the protein was

conlirmed with anti-llis-tiag Western Blov amadysis. The sdenulied
protein was lurther digested with trvpsin for peptide sequencing
using s spectrometry with Mascot analysis, Our results
confirmed  that only the GenBank enuy ACCO52001 was
aind an MOWSL scone
ol 785, providing convincing evidener ol the parilied prowi
identity. Mass spectromery anadwsis of  the purified  pristein
conlimied a total protein mass of 32,564 Da, corresponding 10
the theorvtical mass ol the mature: His-tagged  protein (starting

obtained, with 62% sequence covera
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from L™ plas 11 Da, which may result from a post-translational
arghune or ksine mono-methvlanon

Kinetics of LipJAF5-2 toward triglycerides.
the potemial of LiplAFH-2 for short chain ester svithess, the

Tor evaluate

Kinetie parmineters of the purilicd cnzmme were assessed . for
Dydrolysis of varions shont chain TAGs (C2:0, CLO, CB:0) and one
long chiain TAG (CI D Kinetie parmieters for LipEAF>-2 an
veported for substate concentrations where the enzyme displays
Heni-Nichacls-NMenten helowior (Table 1. Resalis for ghoent
trcetate are not sted s e apparent Rineties of the enzy o
could not reach a0 samcation point e the cange ol sulstrate
concentatiom tested. Thgher sulbsirate concemrations vould not
be achieved  without impabing other paranetens and were
therelore discasded. The caleulated £, valoes decrase as the
acvl chatn length inereases e sulsanates CEO w G but die
highest catlyvie ellivieney & /AL was obtained lor gheenld
triectanoate, o midecham long substrate. This result s prnmarily
cansed by am 8.6-told and 2. 1-fold greater afliniy (A, of Lipl AT
or C80 relative o CEO ad CHET substvates, respectively,
Pluse resnlts are simidar to the hydrolvsas profile ol the previonsly
descnbed ense charactenizanon with paatropheoy] esters [22].
Stll, the enzvine showed good catalvtic elliciency toward the
glveeny] moleate substrate (C18:1), thos confirming i trae lipase
wature 19 The tree and purtfied recombinant enzynie expressed
froms £, coli luud o strong tendeney to precipitate after purilication,
probably due o the very bigh expression viclds obtained with this

hacterial systemn, The muoml tendency ol lipases lor self-
aguregaton dite to their surlice hydrophobicity could also explain
such hehavior [31]. Complementation with vanons additives such
an detergents proved unsuceesstul s mannizing LiplAFS-2
denaturation. Therefore, we decided 1o nse the recombinant cell
as a carrien o circumivent this problem, allowing enzyme activity.
stabiling and immaobilization at once, Prelimbary tests of the WCB
showed that o control st
sythetic activity, while the recombinant LIipLAFS-2 srain was
ellicient for wethyl buts rate (NeBut) synthess (K 1 e knowa
that the onter membrane of Grann negative: hacterta s very

1 expressing the cipty vector had o

selective toward mest hivdrophobie molecules 135], Therefore, we
decided o cireamvent this limitation using o simple peameabiliza-
tion step with the cattonic sirlactant GTADB prior 1o lvophilisation
of the WCB 27] Thas simple pre-treaunent mereased  the
svithesis activity: by i sis-folld Bwtor (Fige 1. Previous WEB
repints lighlighted similar observations amid vecommended cell
permeation to cope wath nass - anster
membranes Jo,11,2027.36].

issues across cell

Effect of Temperature on WCB

The effect of temperature on LiplAFA-2 WCB was detenmined
by monitoring the hydrolytie acuvity toward glvcen] wioctanoate
at varions emperatures Trom 10 0 30 C (P 20 Maxinum
with a diasue decrease obsernved

activity wis observed a £0/C
abiove this temperatare, This optimal wmperatare is dillerent lrom
the G C opinal tewperatmre previously reported witly the Iree
wild-tvpre enzyme (22} This diserepaney could be explained by
the fact that we are wsing the tumcated and tagged forme ol
LiplAI5-2 fmature enzyme without signal peptide), ad by the
diflevent substrates wested i both teports (righveeride s p-
nitrophenyd  esters). Indeed. it s documented  that varions
substrantes can shift the observed optimal temperature ol enzymes
by vreating protective efleces on their thermal denaaration [37].
These results nevertheless suggest that the LipEAF3-2 WCB could
be uselul lor ester synthesis at low- (o mid-range tempesitanes,
Immobilized pases generally show similar or higher optinal
iempesuures relative (o their free counterpants 138} As a resul
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Figure 3. Converslon rates of LIpIAF5-2 WCB transesterification and esterification toward acyl donors and acceptors. A) The full bars
represent the conversion of triglyceride substrates and the shaded gray bars the conversion of equivalent free fatty acids (FFA). The substrates employed
are glyceryl triacetate and acetic acid (C2:0), glyceryl tributyrate and tributyric acid (C4:0j, glyceryt trihexanoate and hexanoic acid (C6:0) and glyceryl
trioctanoate and octanoic acid (C8:0). The results are expressed as the molar conversion of 1 mmol of cach substrate after 6 hours of incubation at
40 C with 4 molar equivalents of methanol and 10 mg of LiplAFS-2 WCB. B) Impact of acyl acceptors on transesterification by LiplAF5-2 W(CB.,
Transesterification of 1 mmol of glyceryl tributyrate was done using 4 molar equivalents of each primary alcohols for 3 hours at 40 C using 10 mg of
LiplAF5-2 WCB and 10% (w/w) water. Results are averaged over two independent experiments performed in triplicate.
doi:10.137/journal.pone.0091872.g003

the thermal stability of LipLAF5-2 was abo assayed with a pre- 16 that ol the lree engme (data not showa). While we did observe
incubation time of 3 hows e various temperigures i an agoeous it cell immobilizaion considerably increased the thennostability
buller. Measurement of residual - hyvdrolysis toward  glycen] of LipLAFS-2 in o

e media (ot shown), these results show gdha
trioctaneate showed a WCB thermal desuration protile idenical cell permeation does nor provide sigmilicant thermal stability in
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Flgure 4. TIme-course converslon of glyceryl trlacetate Into Isoamyl acetate using the LiplAF5-2 WCB. A) Reaction scheme for the
transesterification of glyceryl triacetate into isoamyl acetate in presence of isoamyl alcohol. B) Time-course production of iscamyl acetate by LiplAFS-
2 WCB immobilized in a fluidized bed reactor. C) Effect of LiplAFS-2 WCB recycling on the conversion yield of isoamyl acetate production. One gram
of LiplAF5-2 WCB was loaded in an empty HPLC preparative column with a dead volume of 10 cm? and placed in a heated chamber. The reaction
mixture contained 50 mmoles of glyceryl triacetate as acyl donor and isoamyl alcohol at a mofar ratio of 5:1 with 5% water (w/w). The mixture was
pumped in recirculating mode through the column at a flow rate of 1 mL/min for 24 h for each cycle. Cells were washed in open mode with 350 mL
of tert-butanol between each cycle. All experiments were performed in triplicate.

doi:10.1371/journal.pone.0091872.g004
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aqueons media eelanve o the Tee LaplAFS-
result contrasts witly other seports, where immobilized este
an Kocolt WOEB have been shown to display TGl nereases in
cuzvine hall-hle relatve o crnde extacts ol the fee enaime form
|24

Effect of Water Content and Organic Solvents on the
Activity of the LiplAF5-2 WCB

Waier comtent i any onpanie bin=svothests i essential i
enzyime llexibihty and lor optmal catalviic acaviy (7], The eflect
of water content on WCR mital acnvity was examined wsing watey
cutcentrations ranging from 0% o 75% (w/w)

ter-butanol
Factvity was olnerved w 25% waer (not

While it inig
shovn o masimuny mokie conversion was obramed waly 10% water
Frg. 2B s expected, this observation suggests that
svithesis ar lagher waiey

vontent
hyvdrolysis competes with - ongany
concentriions. Athough synthetic activity. o most lipases s
optimal at relatively low water content in organic systems (ivpivally
below 1% (w/w)l previous staddies with £, ot WCB showed
optinal svithests activity at water comtents up o 70% (w/w) [27].
Our vesulis diller From those: obtamed By Wet and co-workeas,
owing 1 the Lt thar LipIAF3-2 WCK probably needs {ower
water contemt o sistain proper conformational flexibility than
other mtracellalar WCB. Stimtlar sesults were obtained with fungal
WOB albet dor the vansesterification. ol long-chain TAGs
12839100, The Jower praction ttes olserved e ligher water
contents such as 50 and 75% s probably dite 1o the fonuation ol a
bi-plasic systenn, as the triglveerules are highly insoluble in the

exvess water phase. Lower water contents albso allow Tor a devrease
in the competing hydrolvsis reaction. Nevertheless, the fact that
the LaplAFY-2 Diocatadvst s optunal at a relauvely high water
vontett compared to most free and immobilized enzyine svstems is
mteresting, as it wounkd allow e esterificaon of free fany acids
without the nevd for inate venoval of the water produced dining
the reaction. Diveet estenification of live Ty acids (FEA) in
organic media is an important mdistral reacion for v
synthesis. As a resule claborate strategies must be applied o avord
progressive decreases i mtes cansed by the praduction of water,
such as water adsorbing materials, pervaporation. gas siripping
and contimuons distllion {2]0 The nse of i simple, cheap and
water-tolerant WCB for estertfication reactions could cirannvent
the need o anplement such cambersome and expensive methods
for the mdustrial producton of lhiwors,

Svnihetic reacnons moanicroagueous orgamc pedia are also
miluenced by hvdrophobicity and polarity of the medium. o is
generally accepied that the most suitable cossolvems are the ones
with a log P (where P is the partitioning coellicient ol solvem
hetween l-octanol and water) higher than 2, ideally above 4 [41].
Solvents helow these values dire known 10 have s deleenons
mpact on debvdrated enzymes by stripping the tghidy: bound
water layer From the biocatalyst. resulting in enzyine structure
prrathation {171 Depending on water activity and hydrophobic-
ity of the substrates and products, diflerent organic solvents conld

even modulae the specilicity of the enzyowe J17]. Tao test this, the
activity of the WOB was assessed oward imnsesterification. of
glveenvl tributyrate with methanol i varions water-soluble polar
solvents (acetomitrile and fert-buanal ), hydvophabie polar (ethwl
acetate and 2-octanal) and non-polar solvents (n-hexane and a-
heptane). The tesults are sunmarized in “Table 20 As shown, the
presence ol polar groups combined o a hvdrophobic core seems
benelicial to enzyie activity, with the highest activities observed
lor 2-octanol and te-butanol. While water-soluble co-solvents are
generally known to be deleterions, the fact that fert-bhutanal is a
good mediun is imteresting and suggests that aleohols emploved s
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substrates could even be suitable solvents lor the syntheni
y
ey s abso very important for e tpe ol solvenn suitable o the

itions. Reports showed that substrate and product hy dropho-

cuzviie L S fert-butanol s misaible with water aad ol
substrates tested, e addivion 1o the fact thar o o a lower hoding
TS LM was
chionen as the optimad solvent for all hother chemical reactions,

S

powt thus caster to suip from the synthesized ¢

Impact of LiplAF5-2 WCB Loading on Ester Synthesis
The inthienee ol biovatalyst loading on the prothecion ol methisd
bunvrate was abo exannned. As show i Figuee 20, o duear
correlatton between molar conversion of ghveervl tributviate and
ncreased WOB concentration was observed. The comversion ol
I ool of glyceny mibotvene afier o 3-hour imeabation ineveased
Tronn 12.5% 10 706" whirn the sed
from by 1o 50 mg. Parther incrcasing cell loading in o fixed-
volumne vessel was not possible without ipairing sampling, sinee

unonnt of biocatahse i

the reaction misture volmne ovcupicd by the biocatalvst was
greater than the total volume available. lacreasing the ol
reaction voline oo bigeer vessel did, hoswever, redive WCB
svitliesis vates, probably due o dilunion ol the reacians with

addlitional co-solvent. Nevertheless, our maxmial ester svithesis

viekd swas ohserved at only 6% WOB loading (w/w ). This is much

fowrr than tlie previous 30% (w/wi rtio reported lor optimal
cation ol olve ol 1271, ver very simlar 1o the optinmal

INester-

Tratines e
1 (w/w) o observed inca recent surdy on grease

iication (42} A sohaion w the iwue of the volume oceupied by the
WOB would be to use a fluidized bed reacior (FBR) where cells
artas a mates trapped inside o columm and the reaction misure is
puaped thiough the vells (ade mfrrl. Vas tvpe of hioreactos
mmimizes the comang and backpressure isites olien observed
with packed hed reactors, i addition o easing the recveling ol the
catalist as compared with most bateh reactons |43, HH

Effect of Alcohol Concentration on LiplAF5-2 WCB
Biwynthests ol alcohol esters s olten dinited by substrate
concentrationts, where high amouns of water-soluble alcohols

des
water laver 3] For the mansestentficanion ol 'TAG

o the biocatalyst by interfering with the enzyme-hound
s olen

necessary to add the alcohol ina stepwise mamner 0 keep the
actal concentration below  the storchiomenice watio of 3
(aleobolsubstrate) [16]. The protective enviromnent produced
by the cell could therefore protect the lipase from this stripping
eflect. Contrary 1o most lipases, LipbAI3-2 showed increased
activity with increasing molar ratios of acvl aceeplor, with
maximil velocity observed ata molar rato of 10:1 (methanoliygly-
ceryhmbutyre] (Fig. 2D Vhis represents i concentration of 27%
AT methanol i e reaction vessel, tlastrasing i the LiplALFS-
2 WOB has a very good resistance 1o alcohol inhibinon. Wei and
co-workers did report the lnghest WCB actvity at ratios of 521, but
only with water content between 50 and 100% (w/w) |27]. To the
best ol our knowledge, this is the fisst report of such high methanol
tolezance lor a dipase biocatalyst, a property diat could prove ven
wsetnl 1o avoid stepwise addition of methanal during hiosyniliess
ol various methyl esters,

Impact of Acyl Donor on Ester Synthesis

The speaficity ol the WCB towird vardous TAGs and
cquivalent FEA as acyl donors was assessed for the wansesterifi-
cation and esterification reactions, respectively (g, 3:\), Resubis
showed o remarkable diflerence hetween the specifiony of the
ificatton and  esierification reactions.

vnzyme for the transeste
Wihile ransesterification iy favared by short aevl donor cliains,
N Numerons

esterlication is compromised by acetic aerd (2
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stuckies reported potent enzvoee mhifition by very shore FIEX aed
donors 17080 One explanation s the posable dead-rd
inhibiion conlerred by the carboxyhe acid reacting with e acive
site serine residue of the bydrolase I Purthermore, estenlica
ton s el slower dan oasestenfication i the conditions
ested, sugesting that LiplAFY-2 has lugher allinny lor glveerol
esters. Estertlication with 0.5 M FEX mstead of BN produced the
sanie conversion vields [data not shown ) However, this shows tha
the BaplAFY2 WOB & tolerant o high concentrations of FEA
relanve 1o other mmebilized lpases ander snmlar condinons
132.49], To assess the mipact ol the acyl accepron, the synthet
activity of the WCEB was perlonmed using vanons prismary alcohals
Fig. 381 Resulis show that methanol s the best acy L aceeptor fon
LiplAF>2 WCB
substitnne nethanol tor ethanol, prspanol, butanol or pentawl.
denonstrating the high potential ol the LiplAF5-2 WCB lor the
svuthesis of naost shori=chain hvor esters

Neverthebss, the enzvow voulll elliciemly

Repeated-batch Transesterification by LiplAFS-2 WCB
To demonsirate the feasibility of livor ester produciion asing

the optinized ssathetic condinons, w FER was bale osing an

einpiy prepaganve: HPLC columm filled wish the LiptAF5-2 WO

Fig. 820 The model reaction selected was the transesterification of

gheeryl niweetate mio the mporant banana lragrow e and prag-
cdrop ingredient soamyl acetate (Fig, IAL Using 1 g of WCEB fon
50 nunoles ol substrate hiocatahst loading vatio ol 9.2% w/w),
thiecourse reactions showed a maximal conversion yield ol
97.2+3.3% alter 21 hours ol meubation m vecnvalaimg mixde
(Fig. 1B Using the adequate continpous flow inan open cncat
e, non-recireudating), one could expect o target e saturation
pomt ol the bivcatalyst, where a production ol 3.9 g ol isoamnv
avetate per hour was achieved with 1 g ol WCB. Thes
demonstrates a very interesting production mte, as the sunthesized
flavor can easily: be purilied wsing simple distillation procedures.
Furthenmore, wnmobilization ol the WCB on o FIPLG column
allowed reeveling of the Biovatalyst alter an easy washing step with
tert-butanol. Using these conditions. the LiplAF5-2 WCB could be
elliciently recvded up to B imes withou any cells loss, albeit with
A sigmficant decrease i production yields (55.320.5% alter 5
eveles ar 35 °C) (Fig. 4CL This elliciency drop conld either be
camsed by enzvime denaturation alter prolonged exposare w35 C
and/Zor a direct consequence of enzvine leachmy from the cells.
Previons reports on WCB did highlighn this phenomenon m
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sl fert-hutanol organic sswtems (0L Among the supggested
improvements o help minimize enzyme leaking, covalens binding
ol e enzvine within the cell using glutaraldelvde was suggested
191]. Aeranvely, enzvie inanohilizaion at the cell surface using
manival membrane anchors conld represent a powerhnl altermative,
thus avoiding the permeation step requived o cach suanlicam
synthesis vates [32.52.53] Such unmobilizanion s currently anden
investigation to improve the indusiial potential of the LiplAID
2WOB,

Conclusions

L the present work, we lave shown that an £, colt recombinanm
swstem expresing the novel ipase: LiplAF>-2 extracted from o
metagenomic sidy vonlil castly beised as ancellicient whole-cell
Biocatadvst lor the svathesis of short-vliun fhvor esters. Following
ashnple peemeation step, the WCEB showed high conversion yielis
aned good recyeling properties inmicro-agqueons media, Pt
menre, the biocatalest displayved high veratiliny toward shori-chain
precussors wpical ol flavor esters, combined 0 remarkable
resstanee 1o fany it and weohol demavuration. These resalts
demonstrste a promising potensial for the mdustrial biosynthesis of
relevant short-chain avor esters under mbd comdinons
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3.5 Supplemental data
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Figure S1. SDS-PAGE (A) and zymogram (B) of purified recombinant LiplAF5-2. Lane
1: Precision Plus All Blue molecular weight standard (Bio-Rad). Lane 2: Soluble fraction
of control strain harboring vector pET16b. Lanes 3: soluble fraction of E. coli strain
harboring pET-IAF52. Lane 4: Purified LipIAF5-2 after IMAC chromatography. The
equivalent of 5 pg of purified enzyme were loaded in lane 4.
(doi:10.1371/journal.pone.0091872.s001)
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4 Flow direction

0.2pm filiers

Figure S2. Fluidized bed reactor scheme. See Materials and Methods for details.
(doi:10.1371/journal.pone.0091872.s002)
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3.6 Discussion

L’expression intracellulaire de la lipase LiplAF5-2 chez E. coli a permis d’obtenir
des concentrations de protéines environ 35 fois supérieures a ce qui a été obtenu
précédemment ct cc, sans optimisation dc biais d’usage dc codons [160, 221]. Dc plus,
I’enzyme est présente en majorité sous forme soluble (voir Figure A4, Annexe V). Une
estimation par densitométric a permis d’évaluer que la forme soluble correspond a
environ 49.4 + 0.4% des protéines cytoplasmique solubles. Néanmoins, méme si la
fraction insoluble correspondant aux corps d’inclusion demeure non-négligeable, son
activité biologique (visible sur zymogramme SDS-PAGE, voir Figure A4, Annexe V)
semble indiquer que I’expression intracellulaire de cette lipase est un bon moyen de
produire un biocatalyseur en cellules entiéres. Plusieurs études mentionnent I’activité
biologique d’agrégats cytoplasmique formés d’enzymes recombinantes variées [212].
Cependant, selon nos connaissances, ceci constitue le premier rapport d’activité

biologique de corps d’inclusion d’une lipase bactérienne recombinante.

L’analyse de la température optimale de la lipase LiplAF5-2 immobilisée était
inférieure de 20°C a ce qui a été rapporté précédemment pour I’enzyme libre [160]. De
plus, les tests de thermostabilit¢é de la forme WCB ont démontré une plus grande
thermolabilité avec une perte totale de toute activité résiduelle suite a 1h d’incubation a
80°C en milieu aqueux. Ceci contraste fortement avec une activité résiduelle d’environ
75% aprés 4 heures a 90°C pour la forme libre [221]. 1l faut cependant souligner le
caractére discutable de la qualité des données expérimentales employées pour ce test de
thermostabilité de la forme sécrétée. En effet, les données employées étaient en deca de la
marge d’erreur de I’appareil avec des mesures basées sur une valeur initiale de 0,007
unités d’absorbance a 405 nm et des écarts de 0,003 unités d’absorbance [221]. Ceci est
difficilement significatif et ces tests devront étre repris avant de pouvoir conclure sur a la

thermostabilité de la forme libre de la lipase LiplAFS5-2.
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L’écart rapporté au niveau de la température optimale entre la forme immobilisée
et la forme libre peut s’expliquer par I’utilisation de substrats différents. 11 a été rapporté
que certains substrats ont un effet protecteur sur les enzymes, ce qui peut modifier leur
température optimale apparente [46]. Une autre explication pourrait provenir de la
présence de I’étiquette poly-histidines en N-terminal. L’ajout de telles étiqueties peut
affecter négativement la structure, la flexibilit¢ et Pactivité biologique d’enzymes
recombinantes [237]. Verger et collaborateurs ont observé une baisse de 10°C de la
température optimale de la lipase SAL3 de Staphylococcus aureus et une augmentation de
la thermolabilité lorsque une étiquette polyhistidines était ajoutée en N-terminal [237,
238]. Qui plus est, ils ont aussi observé que I’expression recombinante hétérologue chez
E. coli de plusieurs lipases staphylococcales sans étiquettes donnait des protéines plus
thermolabiles avec des températures optimales plus basses comparativement a leurs
formes exprimées dans des systémes homologues [238]. Ceci revient a dire que le simple
fait d’exprimer de fagon hétérologue une enzyme recombinante peut affecter ses
caractéristiques biochimiques. Ceci pourrait aussi expliquer la différence de préférence
pour des substrats ayant des chaines de 8 carbones ou moins comparativement a ce qui a
été rapporté pour la forme native exprimée chez S. lividans [160]. Des études de
dichroisme circulaire entre la forme sécrétée chez S. lividans, la forme intracellulaire sans
étiquette chez E. coli et la forme recombinante avec étiquette pourraient peut étre apporter
des pistes de solution quant aux causes des écarts observés a propos de la thermolabilité

et de la spécificité de cette lipase.

L’immobilisation intracellulaire a permis de créer un biocatalyseur a cellules
entiéres (WCB) capable de synthétiser plusieurs esters a chaines courtes pouvant servir
d’arémes. Bien qu’il ait été impossible de comparer la forme libre de I’enzyme avec la
forme immobilisée pour la synthése organique, le WCB a démontré une remarquable
capacité a effectuer des réactions de synthése en présence de fortes concentrations de
méthanol (jusqu’a 10 M) et d’acides carboxyliques courts (jusqu’a 1 M). L’absence

d’activité de la forme libre peut étre due a une dénaturation de I’enzyme lors du processus
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de lyophilisation [239]. Gupta et collaborateurs ont aussi observé une faible activité de
synthése organique entre la forme libre et lyophilisée de la RML et sa forme immobilisée.
lls ont suggéré de déshydrater I’enzyme libre avec du n-propanol plutét que d’employer
la lyophilisation [240]. Ceci pourrait s’appliquer a LiplAF5-2 qui a déja démontré une
hyperactivation en présence de fortes concentrations d’isopropanol (voir Tablcau 3.1)
[221]. A notre connaissance, seule la lipase A de Proteus sp. SW1 et les lipases du genre
Burkholderia/Pseudomonas ont une tolérance et une efficacité de synthése similaires a
celles que nous avons rapportés pour des concentrations aussi élevées de méthanol [64,
66]. La sensibilité des lipases pour le méthanol varie grandement d’une enzyme a P’autre
et ne semble pas €tre corrélée a d’autres résistances comme la thermostabilité [66]. Ceci
complique la prédiction de la susceptibilité d’une enzyme a cet alcool. Des stratégies
d’immobilisation ou d’ajout graduel de méthanol doivent donc étre développées afin
d’optimiser ce facteur pour chaque enzyme [29]. En général, la concentration de méthanol
est gardée en deca du ratio molaire 1,5 :1 (méthanol /donneur d’acyle) afin d’atteindre des
rendements de synthése acceptables [11, 29, 110]. L’efficacité de la lipase LiplAF5-2
WCB dans des conditions beaucoup plus sévéres permet d’envisager la synthése d’esters
de méthyle sans I’ajout graduel de I’alcool, ce qui est un avantage important pour les

applications industrielles [29].

Tout comme pour I’approche d’immobilisation, la sélection du type de solvant
affecte grandement I’activité des lipases en conditions de microhydratation [239]. 11 est
ainsi possible de moduler I’activité, la thermostabilité et méme la stéréosélectivité des
lipases par le type de solvant employé. Les solvants conférent aux lipases une rigidité qui
les emprisonne dans une conformation cinétique particuliére [239]. Les propriétés
apolaires des solvants organiques peuvent aussi moduler Pactivation des lipases par une
exposition des résidus hydrophobes & leur surface, simulant I’activation interfaciale de
I’enzyme [35]. L autre avantage indéniable des solvants est la possibilité de dissoudre des
réactifs immiscibles (ex. le méthanol et des triglycérides) afin de former un systéme

homogene favorisant les transferts de masse [239]. 1l reste que dans les réactions de
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synthéses d’esters alimentaires, il est préférable d’éviter la présence de solvants
organiques afin de réduire la contamination par des résidus de produits toxiques [241].
L’utilisation de tert-butanol pour la biosynthése d’esters avec LiplAF5-2 WCB est basée
sur I’observation initiale de deux phases immiscibles dans les systémes sans solvant (G.
Brault, non-publi¢). Le fert-butanol a ét¢ choisi pour son point d’ébullition différent des
esters synthétisés facilitant ainsi la purification des ardmes par distillation (voir Tableau
3.2). La distillation reste de loin la technique la plus employée par I’industrie pour
produire a grande échelle des ardmes et fragrances [242]. De plus, le coiit du fert-butanol
est relativement faible et son encombrement stérique I’empéche de servir d’accepteur
d’acyle contrairement a d’autres solvants de faible point d’ébullition comme I’acétate
d’éthyle. Bien que le sec-octanol offrait une meilleure activité enzymatique, le fert-
butanol a été favorisé car il est totalement miscible avec I’eau, les alcools et les acides
carboxyliques employés dans la synthése d’ar6mes. Enfin, de nombreuses études ont
souligné I’efficacité de ce solvant dans la réduction de I’inactivation des lipases par les
alcools [63, 201, 243]. L’efficacité de synthése en mini-réacteur semble confirmer le
choix de ce solvant avec prés de 100% de conversion de 50 mmoles de glycéryle
triacétate en acétate d’isoamyle en 24h. Knez et collaborateurs ont obtenus seulement
50% de conversion en 24h pour la transestérification de ’acétate d’éthyle en acétate
d’isoamyle avec I’hexane comme co-solvant et la lipase commerciale Novozyme 435
[244). Dans une autre étude cependant, ils ont obtenu 100% de conversion avec
I’utilisation de faibles concentrations d’acide acétique anhydre comme donneur d’acyle.
Cependant, I’utilisation de concentrations supérieures a 0.2 M inhibait fortement
’enzyme [245]. Karanth et collaborateurs ont employés une autre lipase commerciale
importante, la Lipozyme 1IM-20 (lipase RML) pour produire de I’acétate d’isoamyle par
estérification de ’acide acétique en présence de n-heptane [246]. Ils ont aussi observé une
susceptibilité du biocatalyseur a I’acide acétique et n’ont pu obtenir des taux de
conversion supérieurs a 95% qu’avec des concentrations d’acide inférieures a 60 mM.
Une augmentation de la concentration d’acide acétique a 0.3 M réduisait le taux de

synthése & 12% en 72h. Etant donné que LipIAF5-2 WCB a démontré la méme activité a
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0.5 et 1 M d’acide acétique, il serait intéressant d’évaluer les rendements d’estérification
a partir de ce substrat en mini-réacteur afin de pouvoir comparer les rendements obtenus

avec ceux rapportés dans la littérature.

Tablcau 3.2. Températures d’¢ébullition des csters sélectionnés.

Nom du composé Température d’ébullition"

(O
Meéthyle acétate 56,9
Meéthyle butyrate 102

Meéthyle hexanoate 150-151
Méthyl octanoate 194
Ethyle butyrate 121
Propyle butyrate 148
Butyle butyrate 165

Pentyle butyrate 185-186
Isoamyle acétate 142
fert-butanol 82,2

@ Données provenant du site wwiv.chemspider.com

La perméabilisation du biocatalyseur WCB s’est avérée essentielle afin d’obtenir
des rendements d’activité acceptables. Plusieurs études ont mentionné la nature restrictive
des membranes plasmiques a divers composés hydrophiles et hydrophobes [247]. Bien
que cela rajoute une étape, la simplicité du processus permet tout de méme d’envisager
son application a grande échelle. Cependant, il serait intéressant de trouver un agent
perméabilisant moins onéreux que le CTAB, un surfactant cationique de la classe des
ammoniums quaternaires. Des questionnements sur la persistance et la toxicité
environnementale de ces composés antimicrobiens pourraient aussi remettre en cause
Iutilisation du CTAB selon un cadre de chimie verte [248]. Il est possible d’employer
d’autres agents perméabilisant pour préparer le biocatalyseur WCB. Iborra et
collaborateurs ont étudié I’effet de huit agents de perméabilisation chez E. coli [113]. IIs
ont aussi testé I’impact du temps d’exposition des cellules aux agents perméabilisant ainsi
que D’effet de la température sur la perméabilisation. 1ls ont observés une hausse
significative le Iactivité catalytique des cellules lorsque traitées seulement dix minutes
avec des concentrations relativement faibles de solvants comme I’éthanol, I’isopropanol,

’acétone ou le toluéne. Les traitements avec des détergents comme le Tween-20 ou le
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Triton X-100 se sont avérés encore plus probants. Ceci laisse entrevoir I’utilisation
d’agents de perméabilisation plus adéquats a une production de biocatalyseur WCB a

grande échelle selon un principe de chimie verte.

Le choix du type de bioréacteur a une grande influence sur les rendements de
synthése organique. Les cellules ont été immobilisées dans un bioréacteur a lit fluidisé
(FBR), c’est-a-dire une colonne avec un volume mort au dessus des cellules. Ceci permet
d’agiter les cellules en pompant le milieu réactionnel a contresens et limite les problémes
de transfert de masse observés avec les bioréacteurs a lit fixe [29, 34]. Cependant, pour
qu’un FBR fonctionne adéquatement, la masse du support d’immobilisation doit faire
redescendre les particules par gravité contre le courant de pompage, créant ainsi une
agitation constante [249]. Dans notre cas, la masse des cellules individuelles ne semblait
pas assez suffisante pour créer cette agitation et il a été observé que les cellules avaient
tendance a s’agglomérer a la surface du filtre supérieur. L’ immobilisation des cellules sur
des matrices plus volumineuses pourrait régler ce probléme, mais cela ajouterait au cofits
d’immobilisation du biocatalyseur [250]. Bien qu’aucune surpression n’ait été observée
avec le systéme employé, Iutilisation de cellules de 1-2 pm de diamétre et de filtres de
0.22 um de porosité pour les retenir peut s’avérer un probléme a grande échelle [81, 87].
La viscosité de certains substrats et les débits nécessaires a une production a grande
échelle pourraient créer des problémes de surpression [29]. Des essais de mise a I’échelle
avec un réacteur de IL et de 10L seront nécessaires afin d’évaluer le potentiel

d’application a grande échelle.

La réutilisation d’un biocatalyseur est le facteur majeur affectant sa compétitivité
par rapport aux techniques de catalyse chimique [29]. Bien que I’utilisation de poudres de
lipases lyophilisées soit relativement efficace, I’immobilisation des enzymes s’avére tout
de méme nécessaire pour faciliter leur récupération a grande échelle [251].
L’immobilisation intracellulaire de LiplAF5-2 s’est avérée efficace avec prés de 100% de
conversion du substrat en acétate d’isoamyle au premier cycle. Néanmoins, le taux de

conversion a diminué rapidement a chaque cycle de synthése pour n’atteindre que 50% au
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cinquiéme cycle. Fukuda et collaborateurs ont observé le méme phénoméne avec
Iutilisation de cellules entiéres de R. oryzae pour la synthése de biodiesel. 1ls ont conclu
a un lessivage des lipases intracellulaires et a une inactivation par le méthanol. Un
prétraitement des cellules par une faible concentration de glutaraldéhyde (0.1% v/v) a
permis de garder Iactivité¢ initiale pendant 11 cycles [118]. 11 scrait intéressant de
comparer la stabilité du biocatalyseur LiplAF5-2 WCB traité avec du glutaraldéhyde dans
les mémes conditions de synthése. Alternativement, Li et collaborateurs ont suggéré qu’il
suffit de compenser la perte d’activité par I’ajout de petites quantités de cellules fraiches a
chaque cycle [105, 107]. Une voie intéressante serait I’immobilisation intracellulaire des
lipases via la fusion avec des peptides polaires. Kolmar et collaborateurs ont réussi a
immobiliser sur des corps d’inclusions une galactose oxydase exprimant en C-terminal un
peptide chargé négativement. Les corps d’inclusion étaient formés d’une protéine
exprimant une hélice alpha chargée positivement [252]. Une telle approche pourrait peut-
étre assurer la fixation des lipases de fagon intracellulaire afin de réduire leur lessivage en

milieu organique.

3.7 Résultats supplémentaires

3.7.1. Introduction

Cette section rassemble des résultats qui n’ont pas été publiés dans le 2° article. lls
sont présentés afin de complémenter la thése sur les biocatalyseurs immobilisés en cellule
entiére. Une discussion comprenant ces résultats a donc été rajoutée afin de faire ressortir

certains éléments intéressants.

3.7.2. Criblages fonctionnels préliminaires des enzymes provenant de I’étude
métagénomique

Le criblage initial de la banque d’enzymes lipolytiques semblait suggéré que les

protéines provenant de S. coelicolor n’avaient que peu de potentiel d’applications de
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synthése d’esters d’acides carboxyliques (voir section 2.6, chapitre 2). Cette assomption
se basait sur les plages d’hydrolyse des clones cultivés sur géloses fonctionnelles et sur
’analyse par zymogramme des fractions cytoplasmiques (voir Figure Al, Annexe Il et
Figue A3, Annexe 111 respectivement). Le méme principe a été appliqué afin de cribler
d’autres lipascs identifiées lors de I’élude métagénomique mentionnée précédemment
(voir section 3.1.1, chapitre 3). Le criblage initial des ces clones sur géloses sélectives
indique que seules les protéines LiplAF5-2 et LiplAF1-6 ont récllement une activité
lipolytique significative en présence de tributyrine (Figure A3, Annexe V). Par contre,
une analyse plus fine de I’activité hydrolytique des fractions cytoplasmiques démontre
que les enzymes LiplAF1-6, LipIAFI-1, LipF5-11 et LipIAF5-2 ont une bonne activité
hydrolytique envers le MUF-butyrate (Figure A4, Annexe V). Tout comme pour le gene
liplAF5-2, Pexpression intracellulaire des enzymes sans leur peptide de sécrétion a
permis d’obtenir de bonnes productions recombinantes. La lipase LiplAFI-1 est
fortement exprimée sous forme soluble alors que les lipases LiplAF1-6 et LiplAF5-2 sont
exprimées de fagon relativement égale entre la forme soluble et insoluble. Tout comme
pour la lipase LiplAF5-2, ’expression intracellulaire de LipIAFI-6 constitue un gain
significatif au niveau des rendements de production recombinante par rapport a ce qui a
publié antérieurement [162, 220]. Ceci semble confirmer I’efficacité de la stratégie de
I’approche intracellulaire pour produire des enzymes au poteniel d’applications
industrielles. Cependant, les protéines recombinantes LipF1-14 et LipF5-11 se sont
avérées trés peu exprimées sous forme soluble avec des protéines d peines détectables
visuellement sur gel de polyacrylamide (Figure A4, Annexe V). 1l est cependant
intéressant de constater la trés forte activité hydrolytique de la forme soluble de LipF5-11
en zymogramme, ce qui suggére une spécificité trés élevée envers les esters de MUF. De
plus, il est intéressant de constater que les formes insolubles correspondant aux corps
d’inclusion sont biologiquement actives, surtout pour les protéines LiplAF1-6 et
LipIAF5-2. Ceci semble suggérer que la lipase LiplAF1-6 immobilisée de fagon
intracellulaire serait aussi une bonne candidate pour la biosynthése d’esters d’acides

carboxyliques.
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Tout comme pour la lipase LiplAF5-2, la faible activité hydrolytique de la souche
LiplAF1-6 par rapport au glycéryl trioctanoate et a Ihuile d’olive suggere que la
spécificité de cette lipase serait pour les triglycérides & chaines courtes (voir Figure A3,
Annexe V). La caractérisation de Lipl AF1-6 avec des esters de p-NP dans une autre étude
avait démontré une activité optimale pour les esters d’acide butyrigue (C4 :0) ct d’acide
valérique (C5 :0), ce qui semble concorder avec les données obtenues chez E. coli [220].
Néanmoins, cette étude a aussi démontré que cette lipase conservait plus de 50%
d’activité relative pour les chaines acyles de 8 carbones et plus [162]. Ces données
suggerent qu’une activité hydrolytique significative aurait due étre observée sur les
géloses trioctanoate et huile d’olive, activité qui n’a pas été observée avec I’expression
chez E. coli. Ceci tend a souligner ’importance de faire des tests de criblage avec des
substrats qui ressemblent a ceux qui seront employés pour les réactions de biosynthése.
Mateos-Diaz et collaborateurs ont d’ailleurs suggéré de cribler les lipases en fonction de
cette prémisse afin d’éviter des erreurs dans [’évaluation de la sélectivité des enzymes
testées [253]. Basé sur ce principe, I’ensemble de la banque lipolytique a été testé de
nouveau pour I’hydrolyse d’esters aromatisants importants mais ayant des structures

chimiques variées.

3.7.3 Criblage fonctionnel de la banque lipolytique pour affinité envers des aromes
et fragrances reconnus

Les résultats de criblage de la banque lipolytique pour la détection d’activité
hydrolytique d’esters aromatisants sont présentés dans la Figure A5 (Annexe V). Les
esters ont été sélectionnés pour leur diversité de structure chimique plutét que pour leurs
propriétés organoleptiques plaisantes. La lipase LipIAF5-2 semble de loin ’enzyme la
plus versatile avec une capacité d’hydrolyser 16 des 18 esters testés. Elle est d’ailleurs la
seule & avoir démontré une zone d’hydrolyse pour I’acétate de linallyle méme si la zone
etait trés faible et difficilement visible sur la Figure A5 (Annex V). Néanmoins, la
versatilité de Iaffinité catalytique de la lipase LipIAF5-2 semble confirmer qu’il s’agit

d’une excellente candidate pour produire d’autres arémes que 1’acétate d’isoamyle. De
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plus, la lipase LiplAF1-6 semble aussi trés intéressante avec des activités marquées pour
les esters de butyrate. Elle présente aussi une faible activité pour le benzoate de méthyle,
la plus petite des molécules de la classe des parabénes, des agents de conservation tres
employés dans I’industrie cosmétique et pharmaceutique [254]. Il est aussi intéressant de
noter que la protéine SC4B10.32 de S. coelicolor a aussi unc bonne activit¢ hydrolytique
envers des esters d’acétate comme ’acétate d’éthyle, ’acétate d’isoamyle et ’acétate de
benzyle. Etant fortement exprimée sous forme soluble chez E. coli (voir Figure A2,
Annexe 111), il serait intéressant de tester sont efficacité de synthese en catalyseur WCB
pour des esters d’acétate, des esters reconnus pour étre difficiles a obtenir par biocatalyse
[246]. Ces résultats encourageants suggérent qu’il pourrait étre possible d’employer des
combinaisons de biocatalyseurs WCB afin d’optimiser la production de certains esters
importants. Il reste cependant bien des tests de caractérisation a effectuer avant de

pouvoir conclure de Pefficacité de ces différents biocatalyseurs.

Suite a ces résultats prometteurs, des tests préliminaires de syntheése de méthyle
butyrate par transestérification ont été menés avec les formes WCB de ces lipases (Figure
A6, Annexe V). La lipase LipF1-14 n’a pas été testée étant donné les faibles niveaux
d’expression recombinante et I’absence d’activité en zymogramme (Figures A3, A4 et
A5, Annexe V). Pour les autres candidates, les cellules recombinantes ont été traitées et
employées selon les conditions déterminées pour LiplAF5-2. Les lipases et LipIAFI-1 et
LipF5-11 ont démontré une activité de synthése trés faible en milieu organique. Par
contre, la lipase LipIAF1-6 s’est avérée fort intéressante, car plus efficace que la lipase
LipIAF5-2 pour la transestérification de la tributyrine en butyrate de méthyle. Des tests de
caractérisation biochimique avec la lipase LiplAF1-6 purifiée envers des substrats
naturels devront cependant étre menés afin de pouvoir comparer son efficacité
catalytique, sa spécificité et sa stabilit¢ par rapport a LipIAF5-2. Les enzymes
lipolytiques de S. coelicolor SCF42.23¢ (LipA) et SC6F7.19c (EstB) ont aussi été
exprimées de fagon intracellulaire étant donnée I’activité biologique observée provenant

des fractions correspondant aux corps d’inclusions (Figure A2, Annexe III). Les tests de
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synthése de butyrate de méthyle par transestérification n’ont donné aucune conversion du
triglycéride aprés trois heures d’incubation. Ceci différe de ce qui a été rapporté pour la
lipase SCF42.23c exprimée de fagon extracellulaire chez S. lividans [200]. Cependant, les
résultats rapportés ne concernaient que I’hydrolyse de la tributyrine en milieu solide. Des
tests plus poussés devront étre mends afin de discriminer si cette disparité provicnt de

PPexpression hétérologue chez E. coli tel que rapporté par Sayari et collaborateurs [237].

3.7.4. Evaluation du potentiel d’application industrielle des WCB

Les biocatalyseurs WCB testés ont été produits en 24h dans un milieu riche Luria-
Bertani classique sans ajout d’antibiotique. La production de grandes quantités de
protéines recombinantes en peu de temps est essentielle pour envisager des applications a
grande échelle. Le fait de pouvoir exprimer et immobiliser en méme temps les protéines
recombinantes via une simple fermentation constitue un avantage indéniable par rapport
aux autres techniques d’immobilisation et constitue un outil intéressant en vue
d’applications a grande échelle [29, 70]. 11 est cependant essentiel de pouvoir effectuer
ces fermentations au plus bas coiit possible. C’est dans cette optique que P’expression de
la lipase LiplAF5-2 a été testée en milieux riches et minimaux avec deux sources de
carbone différentes. Bien que ces résultats soient préliminaires, I’expression de la lipase
LiplAF5-2 s’est avérée tout aussi efficace en milieu riche qu’en milieu minimal (voir
Figure A7, Annexe VI). Qui plus est, & concentration cellulaire équivalente, ’expression
en milieu minimal M9 contenant 0.4% (p/v) de glucose était relativement semblable a
celle obtenue en milieu M9 contenant 2% (p/v) de glycérol comme source de carbone.
Ceci permet d’envisager I'utilisation de glycérol comme source de carbone pour les
fermentations, un composé qui a I’avantage d’étre moins onéreux que le glucose griace
aux surplus produits sur les marchés par les industries du biodiesel [255]. 11 faut toutefois
mentionner que la croissance cellulaire était beaucoup plus lente en milieu M9-glycérol
comparativement aux autres milieux testés (résultats non-présentés). Ceci permet
néanmoins d’envisager la culture de la souche recombinante en fermenteur avec un milieu

minimal afin de réduire d’avantage les coiits de production du biocatalyseur. Des tests de
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mise a I’échelle en fermenteurs restent cependant a faire avant de pouvoir évaluer les

colits de production des biocatalyseurs WCB.

Outre les conditions de fermentation, I’étape essentielle de la perméabilisation des
cellules pourrait constituer a grande échelle une étape potentiellement coliteuse et
polluante. On peut se questionner sur ce qu’il adviendrait, une fois les cellules traitées,
des rejets contenant 0.3% (p/v) de CTAB. 1l est vraisemblable de croire qu’une fois
décontaminés, ces rejets se ramasseraient dans I’environnement. Cette approche, quoique
trés efficace, gagnerait a étre optimisée afin de réduire au minimum ces cofits ainsi que
les impacts environnementaux potentiels. L’étape de perméabilisation est essentielle a
cause de la nature amphiphile des lipopolysaccharides qui forment la membrane externe
des cellules. Cette couche lipidique est imperméable aux macromolécules hydrophiles et
relativement imperméable aux composés hydrophobes [113, 256]. La diffusion passive de
molécules hydrophobes y est donc relativement lente [257]. Il est donc crucial de
perméabiliser partiellement la membrane externe, sans toutefois provoquer la lyse
cellulaire, afin d’augmenter les échanges entre le milieu extracellulaire et le cytoplasme
des cellules contenant les enzymes recombinantes [247]. Plusieurs agents chimiques sont
reconnus pour affecter I’intégrité de la membrane externe, mais I’efficacité de la
perméabilisation des cellules varie en fonction de I’organisme et de la technique
employée. Chaque combinaison doit donc étre optimisée empiriquement [247]. C’est dans
cette optique que les conditions optimales déterminées par Iborra et collaborateurs pour la
perméabilisation de cellules de E. coli ont été employées comme lignes directrices.
L’impact de huit agents perméabilisant sur les cellules de LipIAF5-2 a été testé avec des
résultats intéressants (Figure A8, Annexe VI). En effet, les résultats démontrent un gain
d’activité significatif avec I’utilisation du Tween-20, de I’isopropanol et de I’acétone par
rapport au CTAB. L’utilisation du Tween-20 (polysorbate 20) est particuliérement
intéressante car ce composé est couramment employé industriellement comme détergent,
surfactant, émollient et agent émulsifiant dans de nombreux produits domestiques,
alimentaires, scientifiques et pharmacologiques [258]. De plus, il est peu coiiteux et est

reconnu pour n’avoir qu’une faible toxicité et ne présenter aucune persistance
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environnementale. 1.’augmentation substantielle d’activité synthétique observée avec le
Tween-20 permet d’envisager de réduire le temps de réaction pour la synthése d’arémes,
ce qui augmente la compétitivité du biocatalyseur WCB. 1l reste cependant a employer ce
biocatalyseur optimisé pour faire des réactions de synthése en mini-bioréacteur afin de
pouvoir mesurer son cfficacité ct sa stabilité. Des tests préliminaires avee la lipasc
LipAIF1-6 ont démontrés quant a eux que c’est le Triton X-100 qui était le meilleur agent
perméabilisant (Figure A9, Annexe VI). Ceci suggére que [Defficacité des agents
perméabilisant serait peut-étre enzyme-dépendante. L’une des explication a ce
phénoméne serait la susceptibilité de certaines lipases a certains des agents perméabilisant
employés. Par exemple, dans une étude publiée antérieurement, la LipIAF5-2 a été
complétement désactivée en présence de 1% (v/v) de Triton X-100, mais pas en présence
de 1% (v/v) de Tween-20 [221]. Il semble donc que des recherches empiriques doivent
étre menées pour I’optimisation de la perméabilisation de chaque lipase immobilisée de
fagon intracellulaire. Ceci pourrait peut-étre compliquer I’utilisation a grande échelle de
types variés de biocatalyseurs WCB. Des recherches plus poussées devront étre menées

afin de répondre a cette problématique.
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4.1 Perspectives

4.1.1. La modification semi-rationnelle des lipases

L’utilisation d’enzymes lipolytiques pour la production d’esters de faible valeur
ajoutée requiert un systéme d’expression simple, efficace et peu onéreux. De plus, ce
systéme doit étre couplé & un mode d’immobilisation tout aussi simple et efficace. La
performance de ’enzyme ne doit pas étre altérée par le processus d’immobilisation et doit
permettre la synthése des esters dans des conditions acceptables pour les industries, a
savoir, des rendements de conversion élevés, la possibilité de réutiliser un maximum de
fois les biocatalyseurs, la possibilité d’employer des co-solvants et des temps de réaction
relativement courts. L’utilisation de cellules entiéres semble constituer une approche
capable de répondre a ces critéres et ce, méme si des travaux d’optimisation devront étres
menés au niveau de la fermentation des cellules ainsi que sur la stabilité des
biocatalyseurs. Ces travaux devront aussi étres accompagnés par un développement en

paralléle des enzymes afin de mieux répondre a des besoins industriels précis.

Bien que les criblages génétiques d’organismes versatiles et de banques
métagénomiques constituent des approches efficaces pour la découverte de nouvelles
enzymes, il arrive que cette diversité ne soit pas suffisante pour répondre a des besoins
particuliers. Le principal obstacle & I’utilisation de cette approche est le temps requis et
P’incertitude de I’efficacité de I’expression hétérologue des génes découverts. L’efficacité
d’expression constitue souvent une étape limitante dans I’application d’un biocatalyseur.
Dans ces conditions, certaines entreprises privilégient I’ingénierie d’enzymes facilement
exprimées a des niveaux industriels. Par exemple, une compagnie pourrait étre intéressée
a exploiter I’efficacité du biocatalyseur LiplAF5-2 WCB pour produire des surfactants ou
bien des esters particuliers de glycérol, voir du biodiesel. Bien que la lipase LiplAF5-2
soit capable d’hydrolyser les triglycérides a chaines longues, son efficacité reste
relativement faible comparativement a d’autres lipases commerciales brevetées. La

synthése de biodiesel par la lipase LipIAF5-2 impliquerait forcément des études
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intensives de mutagénése rationnelle ou aléatoire afin d’en augmenter Iaffinité envers les
substrats A chaine longue. Le méme principe pourrait étre appliqué pour améliorer
Pefficacité catalytique de la lipase LipIAF5-2 pour la synthése de molécules ayant des
propriétés organoleptiques trés prisées comme la vanille ou la lavande. Une approche
permettant de modifier rapidement ¢t cfficacement unc cnzyme pour chaque cible
impliquerait par contre de connaitre au minimum la structure tridimensionnelle de
IPenzyme en question afin d’optimiser les chances de succés. Ainsi, il serait intéressant
d’obtenir la structure tridimensionnelle des lipases employées dans Ia présente étude, ou

du moins des simulations de structures convaincantes par homologie de modéles.

Bien des techniques ont été développées pour la modification aléatoire ou
rationnelle d’enzymes, mais 1’approche qui semble la plus efficace est une combinaison
de ces deux techniques [38]. La force de cette approche dite combinatoire consiste a
identifier des régions clés dans Pactivité enzymatique, des «hot spots», et a muter
aléatoirement ces régions plutdt que de cibler aléatoirement ’ensemble d’une protéine.
L’identification de ces régions importantes se fait 4 partir des données de la littérature
provenant d’études structurelles et fonctionnelles de mutants, mais peut aussi étre obtenue
a partir d’alignements de séquences et de structures. Il reste que la majorité des mutations
affectant les propriétés catalytiques d’une enzyme sont souvent concentrées a proximité
ou au sein méme du site actif de I’enzyme [61]. L’approche combinatoire peut donc
réduire substantiellement le nombre de mutants a cribler afin d’obtenir un gain
d’efficacité comparativement aux approches d’évolution dirigée classiques [259]. De
plus, avec les progrés de la bioinformatique, il est maintenant possible de réduire
substantiellement la taille des librairies fonctionnelles grice a un criblage in silico des
mutants générés [61, 260]. L’avantage de I’approche in silico est de pouvoir évaluer
virtuellement la stabilité de chaque mutant avant méme de faire une seule étape de
clonage et d’expression, sauvant ainsi beaucoup de temps et de labeur. La versatilité de la
simulation va jusqu’a permettre des combinaisons complexes de mutations qu’il serait

impossible de tester dans une étude rationnelle classique. Par exemple, la topologie du
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site actif de la lipase A de Candida antarctica (CALA) a été drastiquement modifiée par
la mutation simultanée de neuf résidus afin d’augmenter (avec succes) son
énantiosélectivité pour I’ibuproféne [261]. La méme approche a été aussi appliquée pour
la modification de I’affinité de la lipase industrielle CALB envers les acides gras ramifiés
[262]. Le criblage de la librairic virtuclle a permis d’identificr ncuf mutants des 2400
initialement produits par la saturation des zones ciblées comme ayant une bonne
combinaison affinité/stabilité. Un de ces clone a démontré une augmentation par un
facteur cinq de I’activité synthétique de I’enzyme. Bien qu’il reste encore beaucoup de
recherche a faire dans ce domaine, I’approche combinatoire semble trés prometteuse pour
envisager la modification d’enzymes en fonction de besoins industriels précis et laisse
méme entrevoir la possibilité de développer des biocatalyseurs ciblés pour des réactions

de synthése que ’on ne retrouve pas dans la nature.

4.1.2. La fermentation a haute densité cellulaire et ’amélioration des vecteurs
d’expression

L’utilisation compétitive de I’expression intracellulaire chez E. coli ne sera
possible que si cette approche permet la production en grande quantité de molécules de
faible valeur ajoutée, a savoir les lipases. Bien que E. coli a surtout été employée pour la
production de molécules & haute valeur ajoutée, les progrés récents des techniques de
fermentation permettent maintenant d’obtenir des densités cellulaires adaptées a la
production rentable de molécules de faible valeur ajoutée [263]. La possibilité de cultiver
E. coli a de trés hautes densités cellulaires (HCDCs), dépassant les 100 grammes de
biomasse humide par litre de culture est un atout majeur pour répondre a cette exigence
[214, 263]. Les techniques de HCDCs permettent de réduire les coiits et les impacts
environnementaux associés a la production des cellules recombinantes [214]. De plus,
Iutilisation a I’échelle industrielle de HCDCs est particuliérement bien adaptée a
I’expression intracellulaire de protéines recombinantes. En fait, la majorité des succes
industriels d’expression recombinante & grande échelle emploient P’expression

intracellulaire (résumés dans [214]). Ceci en fait une technique de choix pour produire

115




des WCB i faible coiit. Le développement de techniques de fermentation a haute densité
des WCB devra étre étudié afin de pouvoir évaluer le potentiel commercial de I’utilisation

de cellules entieres pour la production biologique d’esters.

Bien que prometteuse, la culture de ecllules a haute densité provoque souvent une
réduction des rendements d’expression spécifique [214, 263]. Cette baisse de rendement
serait attribuable a un stress cellulaire induit par des manques de nutriments et par la
surexpression de protéines recombinantes [214]. 11 a été démontré que la surexpression
recombinante en HCDCs provoque une baisse de production de facteurs de division
cellulaire qui induit une filamentation des cellules, c’est a dire une multiplication sans
division cellulaire [263]. La filamentation réduit significativement les rendements
d’expression et augmente la mortalité cellulaire. Afin de minimiser ce stress, il est
important d’avoir des systtmes d’expression inductible performants. La vaste majorité
des systémes commerciaux emploient des vecteurs basés sur les systémes T7 puissants
qui sont de type «on/off» sans réelle modulation entre ces deux états [264]. Ces systémes
sont reconnus pour produire beaucoup de protéines recombinantes, mais aussi pour avoir
tendance aux fuites, c’est-a-dire a I’expression en absence d’inducteur. De plus,
Putilisation d’IPTG comme inducteur principal de ces systémes est a éviter pour la
production a grande échelle en raison de son coiit élevé et de sa toxicité inhérente.
Plusieurs études ont rapporté la toxicité cellulaire de I’'IPTG méme a des concentrations
de Iordre de 100 uM [265-267]. L’utilisation de systémes alternatifs inductibles et
hautement régulés est essentielle pour envisager la production de masse a bas coiit de
biocatalyseurs WCB. Miguez et collaborateurs ont élégamment adapté le systéme de
régulation par le cumate (benzoate de para-isopropyle) de Pseudomonas putida F1 pour
I’expression hétérologue chez E. coli [268]. L’ utilisation de ce type de systéme inductible
s’est avérée plus performante comparativement au systéme T7 en termes de quantité de
protéines exprimées ainsi que de la qualité du contrdle de I’expression L’induction au
cumate ne présentait aucune fuite, était parfaitement corrélée i la concentration de

’inducteur en plus de nécessiter dix fois moins d’inducteur (typiquement 100 uM)
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comparativement aux systémes d’induction a I’IPTG. Ces facteurs sont importants
lorsqu’on envisage des productions a grande échelle. De plus, I’application de ce systéme
en culture 4 haute densité s’est avérée plus efficace que le systtme T7, avec une
homogénéité dans I’induction des cellules et une absence de toxicité aux concentrations
testées [268]. Les niveaux d’cxpression rccombinante Ctaient de deux a trois fois
supérieurs 4 ceux obtenus par le systéme T7 dans des conditions similaires. Qui plus est,
la versatilité du vecteur a été testée efficacement pour plusieurs souches E. coli et pour
I’expression de plusieurs génes recombinants dont une estérase. L’utilisation d’un tel
systéme d’expression avantageux serait un incontournable afin de pouvoir produire
industriellement des lipases recombinantes chez E. coli. Combinée a la culture a haute
densité, I'usage de vecteurs performants permettrait d’améliorer les niveaux de
production du biocatalyseur et donc d’augmenter sa compétitivité par rapport aux

techniques classiques de catalyse chimique.

4.2 Conclusion

Les lipases et estérases sont d’importants biocatalyseurs industriels. Leur
utilisation a grande échelle dans plusieurs domaines économiques est en croissance
constante. Ces enzymes offrent une voie alternative pour la production durable de
molécules de synthése employées dans tous les domaines de la vie courante. La
possibilité de produire des esters d’intérét de fagon plus économique et respectable de
I’environnement est trés alléchante pour les industriels. Cependant, un dilemme persiste,
car la production de masse d’esters selon un cadre de chimie verte requiert des
biocatalyseurs performants et peu onéreux. Or, la plupart des protéines recombinantes
issues de la biotechnologie sont des produits a haute valeur ajoutée en soi, ce qui les rend
de facto non-compétitives par rapport aux approches industrielles classiques. Néanmoins,
la forte demande pour la production de molécules ayant un label naturel stimule la
recherche appliquée pour le développement de tels biocatalyseurs. Dans le cadre de ce

projet de recherche, le criblage génétique d’un organisme versatile a été réalisé afin
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d’identifier de nouvelles enzymes lipolytiques. Une nouvelle estérase psychrophile a été
identifiée et caractérisée. Cependant, le potentiel d’application de cette enzyme ainsi que
d’autres candidates s’est avéré limité, mais des études plus approfondies seront

nécessaires afin d’identifier la spécificité réelle de ces enzymes.

L’approche développée pour cette étude de criblage a ouvert la porte au
développement d’un systéme d’expression et d’immobilisation simple mais efficace. Ce
systtme a été appliqué pour P’étude de lipases robustes provenant d’une étude
métagénomique antérieure aux travaux présentés. L’application de cette approche a
permis de valoriser le potentiel catalytique de ces enzymes & des niveaux suggérant des
applications industrielles, ce qui n’était pas possible auparavant avec les systémes
recombinants employés. L’immobilisation intracellulaire a permis de synthétiser
efficacement des esters volatiles reconnus comme étant des arémes et fragrances naturels
importants. L’utilisation de ce biocatalyseur en mini-réacteur a aussi permis de le
réutiliser a plusieurs reprises, un critére important pour les applications industrielles. I
reste cependant 4 optimiser la stabilité des enzymes et a tester les biocatalyseurs pour la
synthése de plusieurs autres ardmes d’intérét afin de pouvoir évaluer le potentiel
d’application de cette approche. De plus, des réactions de synthése a partir de biomasses
naturelles devront étre testées afin de pouvoir apposer une certification naturelle aux

molécules produites.

Bien que prometteuses, plusieurs études d’optimisation restent a entreprendre afin
de pouvoir produire industriellement et de fagon compétitive des biocatalyseurs
lipolytiques. L’utilisation de vecteurs d’expression inductibles et performants ainsi que le
développement de techniques de cultures & haute densité seront essentiels pour y parvenir.
Aussi, ’optimisation semi-rationnelle de lipases pour répondre aux exigences de plus en
plus ciblées des industries sera un facteur déterminant dans I’intérét porté par les

industriels & ces catalyseurs issus de la biotechnologie.
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Annexe 11

Figure Al. Zymogrammes des souches recombinantes exprimant les génes de
lipases/estérases de S. coelicolor. Gélose tributyrine (1-a,b), trioctanoate (2-a,b) et huile
d’olive (3-a,b). Les milieux 2xTY ont été préparés tel que rapporté précédemment ([220])
avec les modifications suivantes : les géloses contenaient 100 pg/mL de carbénicilline et
0.5 mM d’IPTG. Les souches ont été induites 16h a 37°C. Les plages d’hydrolyse et les
halos clairs dénotent la présence d’enzymes lipolytiques actives.
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Annexe V

Figure A3. Zymogrammes des souches recombinantes exprimant les geénes de
lipases/estérases issus d’une étude métagénomique. Gélose tributyrine (A), trioctanoate
(B) et huile d’olive (C). Les milieux 2xTY Les milieux 2xTY ont été préparés tel que
rapporté précédemment ([220]) avec les modifications suivantes : les géloses contenaient
100 pg/mL de carbénicilline et 0.5 mM d’IPTG. Les souches ont été induites 16h a 37°C.
Les plages d’hydrolyse et les halos clairs dénotent la présence d’enzymes lipolytiques
actives.
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Figure A4. Gels SDS-PAGE, immunobuvardages et zymogrammes des lipases issues
d’une étude métagénomique et produites chez E. coli BL21 (DE3). Les
immunobuvardages correspondent aux encadrés a fonds blancs situés sous les images de
gels SDS-PAGE et les zymogrammes correspondent aux encadrés a fonds noirs. MM.
Marqueur de poids moléculaire en kDa, A. LiplAF1-6, B. LiplAF1-1, C. LipF1-14, D.
LipF5-11, E. LipF5-2, 1) Fraction cytoplasmique soluble. 2) Fraction cytoplasmique
insoluble. Les zymogrammes et immunobuvardages ont été préparés tel que décrit

précédemment [269].
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Figure A6. Comparaison de différents biocatalyseurs en cellules entiéres pour la synthése
de butyrate de méthyle par transestérification. Les cellules ont été perméabilisées au
CTAB avant d’étre lyophilisées. Les biocatalyseurs ont été préparés selon la méthode
décrite précédemment [271].
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Annexe VI

A. MM I 2 3 4 5 6 T % B. MM 9 10 1L 12 13 14 15 16
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Figure A7. Effet du milieu de culture sur I’expression recombinante de LipIAF5-2. A.
Milieux riches LB-Lennox et LB-Miller. 1 et 3, fractions insolubles milieu LB-Lennox. 2
et 4, fractions cytoplasmiques solubles milieu LB-Lennox. 5 et 7, fractions insolubles
milieu LB-Miller. 6 et 8, fractions cytoplasmiques solubles milieu LB-Miller. B. Milieux
minimaux M9-glucose (0.4% p/v) et M9-glycerol (2% p/v). 9 et 11, fractions insolubles
milieu M9-glucose. 10 et 12, fractions cytoplasmiques solubles milieu M9-glucose. 13 et
15, fractions insolubles milieu M9-glycerol. 14 et 16, fractions cytoplasmiques solubles
milieu M9-glycerol. Tous les échantillons ont été¢ normalisés a une densité optique a 600
nm de 1.020 = 0.010 avant d’étre lysés au Bugbuster (EMD Millipore) selon les
instructions du fabricant. Les résultats présentés correspondent a deux expériences
indépendantes. La fléche rouge indique la bande correspondant a la lipase Lipl AF5-2.
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CTAB  limishisessinenid 19.7
Triton X-100 st 20.6

Tween-20 40.5

2-propanol
Ethanol s 22.
Acétone W 289
Ac.lactique DsH 15.3
EDTA s 17.9

0.0 5.0 100 150 20.0 250 30.0 350 40.0 450
Taux de conversion (%)

293

Traitement

Figure A8. Effets d’agents perméabilisant sur la conversion du glycéryle tributyrate en
butyrate de méthyle par LipIAF5-2 immobilisée en cellules entiéres. Les taux de
conversion obtenus aprés 180 minutes de réaction sont exprimés par rapport au taux
maximal théorique obtenu par la transestérification compléte de 1 mmole de substrat. Les
cellules ont €té traitées selon les conditions optimales décrites précédemment [113].
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CTAB D st eitgiistons i i iiidniiignismailt 49.4
Triton X-100 | 64.4
Tween-20 L 43,1
2-propanol L L 2938
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Figure A9. Effets d’agents perméabilisant sur la conversion du glycéryle tributyrate en
butyrate de méthyle par LipIAF1-6 immobilisée en cellules entieres. Les taux de
conversion obtenus aprés 180 minutes de réaction sont exprimés par rapport au taux
maximal théorique obtenu par la transestérification compléte de 1 mmole de substrat. Les
cellules ont été traitées selon les conditions optimales décrites précédemment [113].
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