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2. L’acylation enzymatique

2.1. Définitions

La réaction d’acylation est une réaction dans Ihguen donneur d’acyle réagit avec un
nucléophile tel qu’'une amine ou un alcool. La fametthiol est également susceptible d’étre
acylée pour donner une liaison thioester. Aingiylation enzymatique se fait par I'utilisation
d'une hydrolase, plus souvent une lipase, dans udreumnon aqueux. Dans ce milieu
hydrophobe, la réaction inverse de I'hydrolyse fagbrisée et permet ainsi I'établissement
d’'une liaison covalente entre un groupe acyle et fonction nucléophile. L’enzyme est
capable de catalyser la formation d’une liaisorerekirsque le nucléophile comporte une
fonction hydroxyle ou bien la formation d’'une liars amide lorsque celui-ci comporte une

fonction amine (figure 2.1).
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Figure 2.1.Schéma général d’'une réaction d’acylation catalys¥ une enzyme.

L’acylation par voie enzymatique présente beaucdigvantages par rapport a la voie

chimique, notamment dans les points suivants :

1. Vitesse de réaction : les vitesses des réactiopgnaatiques sont multipliées par des
facteurs compris entre 4@t 10 par rapport aux réactions correspondantes non-
catalysées.

2. Conditions de réaction : les réactions enzymatigopesvent avoir lieu dans des
conditions douces de température ambiante de preashosphérique et de pH.

3. Spécificité réactionnelle : cette propriété singskales biocatalyseurs par rapport aux
catalyseurs chimiques et permet d’éviter la fororatie produits secondaires et leur

corollaire, des étapes de purification fastidieuses

Les travaux réalisés en catalyse enzymatique pgaothétiser les dérivés acylés sont

nombreux. llIs concernent de nombreux types de mibsaussi bien monofonctionnels,
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comme les alcools et les amines, que polyfonctilsnieés que les polyols, les amino-alcools

et les flavonoides®. Généralement, a travers ces réactions, c’esan@osélectivité qui est
recherchée et c’est ainsi que de nombreuses bicoleénantiomériquement enrichies sont

produites par la vois biocatalyticue
2.2. Parametres influencant I'acylation enzymatique

La réactivité et la sélectivité de l'acylation enmtique sont influencées par plusieurs
facteurs, notamment la nature d’enzyme, la streafl@is substrats, la température et I'activité

de l'eau (@).
2.2.1. La nature d’enzyme

L’enzyme utilisée, son origine et son mode d’olitant constituent un facteur primordial et
déterminant pour [l'acylation enzymatique, car cleaglipase possede sa propre
caractéristique. Dans ce contexte, nous citongligle suivant issu de la littérattien de
différences notables ont été observées dans lictivydrolytigue de quelques lipases
commerciales. Comme le montre le tableau ci-desdessactivités enzymatiques changent
non seulement avec l'origine de I'enzyme mais égald, pour une méme enzyme, avec le

procédé ayant permit d’y acceder, les procedéérdift selon le fabriquant.

Tableau 2.1. Activité hydrolytique de quelques lipases comnmaes vis-a-vis de I'huile

d'olive’.

Lipase Code de Vitesse initiale Régiosélectivité  Sélectivité
fabricant (umol.min"1.mg")

Aspergillus niger, 1 Amano AP 0.154 1,3 18

Aspergillus niger, 2 Amano K 11.2 1,2,3 10

Candida rugosa Enzeco 9.82 1,2,3 18
Sigma 9.70 1,2,3 18

Mucor miehei Amano MAP 2.67 1,3 <12
Gist Brocades-S 40.0 1,3 <12
Novo 5.33 1,3 <12

Porcine pancréatique  Sigma 15.6 1,3 <12

Rhizopus arrhizus Gist Brocades 334 1,3 <12

=
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2.2.2. La structure de substrat

La structure du substrat joue un réle majeur danfaisabilité de la réaction d'acylation
enzymatique, particulierement sur I'énantiopréféeedes lipases. La regle empirique décrite
par Kazlauskas etl.’ explique la sélectivité de la CALB vis-a-vis ldsals racémiques. Les
substituants du carbone chiral (le grand et le mpgent placés dans les deux poches du site
actif selon leur taille. L’énantiomere qui peuteéplacé de fagon favorable (tel que représenté

dans le schéma 2.1) réagit plus rapidement sekba ic&gyle.

H OH

Schéma 2.1Modéle empirique la prédiction de I'énantioséldtdi des alcools secondaires

racémiques. G et M représentent les substituaatsiget moyen liés au centre asymétrique

Ce modele est simple basé sur la taille des substig au centre asymétrique utilisable pour
estimer I'énantiosélectivité vis-a-vis les alcas#sondaire’s En régle générale, une sélectivité
élevée E>100) et une vitesse de réaction relativement él@eativent étre attendues pour les
substrats avec le petit substituant du centre asigué de taille inférieur a un radical propyle

et supérieur a un éthyle pour le grand substituant.

A titre d'illustration, le tableau suivant rassemloleux études sur l'influence de la structure
du substrat sur I'activité et 'énantiosélectivité la CALB. Dans la premiere, Overbeeke et
al.” ont trouvé que I'énatiosélectivité a augmenté aegueur de la chaine de I'alcool
alephatique, au contraire de I'activité qui a dinéinDans la deuxiéme étude, Johnsoal.&t
ont étudié l'influence de la taille du cycle et slubstituant en posticond’un alcool cyclique,

la CALB a exhibé une énantiosélectivité élevée alacool dont le substituant est

volumineux.

&
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Tableau 2.2. Exemples issus de la littérature de l'activité dedALB en fonction de la

structure du substrat.

Substrat  Structure Temps (h) C(%) E Enantio-  Référence
préférence
1 R=Pr 0.20 34 >500 R
R CHs
2 R=i-Pr \{ 2.48 35 >500 R
3 R=hexy OH 0.21 28 >900 R
4 n=1  X=I 1.30 49 >700 R
5 n=2  X=l OH 18.00 50 >450 R
6 n=2  X=Br 18.00 48 >110 R
7 n=2  X=H 1.30 48 1.6 R
n
8 n=3  X=I 96.00 49 >240 R

2.2.3. Le donneur d’acyle

L’acylation enzymatique d’alcools racémiques par lipases implique la présence de deux

substrats dans leur site actif, un alcool chiralet donneur d’acyle. Les parties acyle et

alcool se positionnent dans le site actif pour fariintermédiaire tétraédrique. Il n’est donc

pas surprenant que la taille et la forme de langhatyle intervienne dans la discrimination

des énantiomeéres. D’autre part, I'utilisation d'excés de donneur d’acyle dans I'acylation

enzymatique permet de maintenir constant le rapxyitenzyme/enzyme libre, et d’orienter

ainsi la réaction dans le sens de la synthése.

Dans ce contexte, Ottosson a@t'® ont montré expérimentalement que la longueur de la

chaine acyle d’esters vinyligues employés commenears d'acyle avait une grande

influence sur I'énantiosélectivitd (est proportionnel a la longueur de la chaine ca¥bale

la partie acyle qui passe de 4 & 8 atomes de a@rl{tebleau 2.3). L'étude, réalisée par

modélisation moléculaire, a révélé que le volumeessible dans le site actif pour la chaine

acyle du donneur dacyle, lors de l'état de traosijt est difféerent pour chacun des

énantiomeres. Parmi les donneurs d’acyle vinyliqu#isés dans cette étude, le propionate de

vinyle donne la meilleure énantiosélectivité.

&
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Tableau 2.3.Enantiosélectivité de la CALB dans ['acylationzgmatique du 3-méthyl-2-

butanol avec différent donneurs d’acyle vinyligies

Donneur d’acyle Enantiosélectivité E) AAG” (KJ.mole™)
Propionate de vinyle 470 -15.3
Butanoate de vinyle 390 -14.8
Hexanoate de vinyle 720 -16.3
Octanoate de vinyle 810 -16.6

2.2.4. La température

Il est connu que la vitesse de la plupart des i@acthimiques s’éléeve quand la température
s’accroit. Les réactions enzymatiques n’échappest @ cette régle. Dans le cas d'une
acylation enzymatique, la vitesse de la réacti@hése jusqu’a une valeur maximale, puis
décroit rapidement, car la chaleur dénature l'erzyet la vitesse de sa dénaturation
augmente avec la température. La température afégdlement la viscosité du milieu ainsi

que la solubilité des substrats et des produits.

Il existe une température optimale qui permet dalitune vitesse constante pendant toute la
durée de l'expérience. Il en résulte I'existencand’ température critique Tc, au-dela de
laquelle il se produit le phénoméne de dénaturafidautre part, la résistance de I'enzyme
vis-a-vis de la dénaturation thermique dépend desuparametres tels que le pH ou la force
ionique et de la présence de ligands. La fixatiorsabstrat protege généralement I'enzyme.
Concernant I'énantiosélectivité, celle-ci augmegtméralement avec la diminution de la
température. Cela peut étre expliqué par la madiia de la structure tridimensionnelle de la
chaine polypeptidique sous l'effet de la chaleutoatherait les liaisons de faible énergie de
type liaison hydrogéne, intervenant dans le maintie la structure tridimensionnelle et la

formation du complexe acyl-enzyme.

Les enzymes de faible masse moléculaire portantsenaée chaine polypeptidique et des
liaisons disulfures sont plus sensibles a la déatitun que les enzymes a grande masse
moléculaire. Mais, en général, elles sont plusletalans I'extrait brut en présence d’autres

protéines ou immobilisées a I'état insoluble.

Plusieurs études sur I'influence de la tempéragurdes réactions enzymatiques menées avec

des lipases ont été rapportées. Olsemlet ont étudié I'estérification du lavandulol par
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CALB, une augmentation de la vitesse de réacti@éaobservée en passant de 50 a 60°C;

.> ont mesuré le ratio

une forte diminution de celle-ci a lieu a partir 8@°C. Moure eta
énantiomérique a fférentes températures dans la résolution cinéticaleodls allyliques
secondaires via la transestérification avec |'deédi@ vinyle. Les réactions ont été effectuées
a 29, 37 et 45 °C (figure 2.2). Les résultats onhtrés que la valeur d& a augmenté avec
une augmentation de la température de 29 a 37 &s @ ensuite diminué avec une

augmentation supplémentaire de la température°€45
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Figure 2.2.Effet de la température sur le ratio énantioméri@)dors la résolution cinétique
catalysée par la lipase 8arkholderia cepaciae quelques alcools allylique racémiqies
(1-phenylprop-2-en-1-ol (rac-1), 1-(4-chlorophepydp-2-en-1-ol (rac-2), 1-(3-methoxyphenyl)prop-
2-en-1-ol (rac-3) et 5-methylhex-1-en-3-ol (rac-4))

2.2.5. L’activité de I'eau ()

L’activité de I'eau (@) constitue un facteur crucial qui influence 'aité enzymatique. En
effet, pour maintenir son activité, une enzyme gsite la présence d’une quantité minimale
d’eau dans son microenvironneménCette quantité d’eau joue le réle d’un « lubrifia
pour I'enzyme, elle intervient principalement dd@snaintien de sa conformation active via
des liaisons non-covalentes et des liaisons hydeyéCeci concerne donc I'eau directement
liée a I'enzyme. De plus, la valeur dg module directement I'équilibre entre le procédé
hydrolytique et le procédé synthétique de I'enzifime Plusieurs recherches ont été réalisées

sur I'effet de @ pour optimiser I'efficacité du biocatalyseur etéadement des produits-”
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L’activité de I'eau @ décrit la distribution de I'eau entre différenfgsases pouvant entrer en

compétition pour sa fixation. Elle permet de défifietat d’hydratation de toutes les
composantes d'un systeme, y compris la quantitGud@issoute dans le solvant, 'état
d'hydratation de I'enzyme et la pression partidibevapeur d'eau au-dessus du systéeme. Elle
est décrite selon I'équation (8) et correspond apport de la pression de vapeur de I'eau

d’'une substance (solution ou mélangg,donnée a la pression de vapeur de I'eau e (

@, =~ (8)

Po

Sur une échelle de 0 a 1, I'activité de I'eau éstrile comme la disponibilité de I'eau dans un
mélangé”. Généralement, les enzymes sont faiblement sautdes les solvants organiques
non miscibles a I'eau. Dans ce type de solvarastil/ité de I'eau est proche de 1 et cela en
présence de faibles quantités d’eau. Par exeniglgivité de I'eau du toluene en présence
d’'une fraction molaire d’eau de 0,1 est de 0,99etsement plus le solvant est miscible a
I'eau, et par conséquent entrera en interactios agde derniére, et moins l'activité de I'eau
sera importante pour une méme fraction molaire.eRample, I'activité de I'eau de I'éthanol

en présence d’'une fraction molaire d’eau de 0, He€t 3°.

Pour controler l'activité de I'eau des milieux réannels, généralement les composantes de
systéme (biocatalyseurs, solvants et réactifs) sosten contact avec des solutions saturées
en sels de point de fusion relativement bas, uriliéou de la pression de vapeur d’eau
s'établie dans le systéfiieLes paires de sels hydratés vont capter ou litles molécules
d’eau et ainsi réguler I'activité de I'eau dansrigieu®. Le tableau 2.4 résume les valeurs de

I'aw correspondent aux quelques sels utifisés

Tableau 2.4.Valeurs de l'activité d’eau pour quelques solusisaturées de sel a 25 °C et 50
°C.

Sels au[25 °c]® au[50 °c]®
LiCl 0.11 0.11
KAC 0.23 0.19
MgCl, 0.33 0.31
KCO3 0.43 0.43
Mg(NO3); 0.53 0.45

=



[2. L’acylation enzymatiquel

NaBr 0.58 0.51
NacCl 0.75 0.74
KCI 0.84 0.81
K2SOy 0.97 0.96

@, Greenspan (1977)

Chowdary et Prapulld, ont étudié l'influence de l'activité de I'eau Rusynthése du butyle
butyrate catalysée par différentes lipases paradoyl, un rapport direct entre l'activité de

l'eau et le taux de réaction a été observé. D’auttercheurs ont rapporté des résultats
semblables ™2’
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Figure 2.3.Variation de l'activité de la lipaggandida rugosan fonction de I'activité de

I'eau (a,) dans I'isooctan@.
2.3. Les milieux non conventionnels des lipases

2.3.1. Introduction

Tout au début de la biocatalyse, I'eau étant levasul naturel des enzymes, seules les
réactions d’hydrolyse étaient étudiées. Par laesilita été montré que certaines enzymes,
telles que les lipases, pouvaient également fome&o en milieu solvant organique. Ces
enzymes se retrouvent essentiellement au niveaumdesbranes cellulaires, et sont actives
dans la cellule dont la concentration en eau edfleface qui permet d’expliquer la

conservation de leur activité dans un milieu orgaét. La premiére étude des enzymes en

43
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milieux dit « non conventionnels » revient a la dies années 1970. La disponibilité de I'eau

dans ce type de milieu est faible, et la réactiersynthése est alors favoriséePlusieurs
milieux réactionnels pour les enzymes rentrent sawEnomination « non conventionnels »,
tels que les solvants organiques, les liquidesqiges, les milieux fondus, le milieu GO
supercritiqué’ >3 Ces milieux peuvent se trouver sous différerassghysiques : liquide ou

gazeux.
2.3.2. Les solvants organiques

Le travail révolutionnaire réalisé par Klibanov # début des années 1980 a montré

clairement que les enzymes peuvent étre utilisaas des solvants organiques hydrophobes.
Plus tard, il s’est avéré que beaucoup de lipasss gue quelques protéases et acylases, sont
si stables et qu'elles maintiennent leur activaésddes solvants organiques anhydres. Cette
derniere caractéristique est a la base de nomlzreyg®ications de ces hydrolases dans des

réactions synthétiques, telles que I'acylationalesols et des amines.

Les solvants organiques sont des composés organigliétat liquide contenant des atomes
de carbones dans leur structure. lls sont faciléréeaporables et possedent habituellement
des températures de fusion faibles. Dans les milgganiques, les lipases sont insolubles et
se trouvent en suspension dans un solvant anhydréaiblement hydraté. Les lipases
solubilisées étant plus actives que celles en ssgme des modifications peuvent étre
apportées a la protéine pour augmenter sa sotuldildux méthodes, nommeées modifications
covalentes et non-covalentes, sont communémenséad pour atteindre ce but. Les
modifications covalentes ou chimiques s’effectueat la formulation des lipases avec des
agents tels que le polyéthyléneglycol (PEG) et tdygiyrene. Les modifications non-
covalentes des lipases se font par la fixation dilérents tensioactifs sur les lipases par
adsorption. L'utilisation des solvants organiquasslles réactions enzymatiques a ouvert de
larges potentialités pour la syntheése des prodeitgrands intéréts a I'échelle industrielle. Les
solvants organiques peuvent étre classés en danxleg classes selon leur capacité a former

des liaisons hydrogene ou bien selon leur comjposgihimique (figure 2.4).
Trois types de solvants organiques rentrent sopeelaiére classe :

1. Les solvants protiques polaires : ils sont capatieedormer des liaisons hydrogéne,
miscibles a l'eau et possedent des faibles monudiptdaires (alcools comme le

méthanol).
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2. Les solvants aprotiques polaires : ils sont tres pescibles dans I'eau car ils ne

peuvent pas établir de liaisons hydrogenes et pi&se de moments dipolaires
(solvants halogénés comme le chloroforme).
3. Les solvants aprotiques apolaires : ils ne sontnpiasibles a I'eau et présentent des

moments dipolaires nuls (alcanes comme I'hexane).
La deuxieme classe regroupe également trois typeslgants organiques :

1. Les hydrocarbures aliphatiques ou aromatiquesqtedd’hexane et le benzene
2. Les solvants oxygéneés tels que I'éther diéthyligide dioxane

3. Les solvants halogénés tels que le dichlorométbaleechloroforme

Solvant organique

Réactivite ) : Composition

> Protique polaire ~ Hydrocarbure aliphatique ou aromatique
- Aprotique polaire ~ Solvant oxygéné

> Aprotique apolaire .~ Solvant halogéné

Figure 2.4.Classification des solvants organiques.

La polarité du solvant, sa capacité a dissoudreuestrats et sa volatilité sont les propriétés
physiques principales pour considérer un solvag@mique comme un bon milieu réactionnel
pour les réactions enzymatiques. Le parametreuds pburamment utilisé pour classer les
solvants en termes de polarit¢ ou dhydrophobicge par conséquence en leur
biocompatibilité, est la valeur loB, qui est définie comme le coefficient de partagend
composé donné dans le systéme a deux phases tanoloet I'eau. Ce coefficient peut étre
déterminé empiriquement ou bien par la méthode yi&“Njui est basée sur les constantes

fragmentales d’hydrophobie. Plus tard, cette mé&hadité améliorée permettant ainsi une
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prédiction et une estimation plus rigouretiske tableau 2.5 présente des valeurs déldg

quelques solvants organiques souvent utilisés learedre de la catalyse enzymatique.

Tableau 2.5.Valeurs de Lod® pour quelques solvants organicgties

Solvant organique Log P

Dioxane -1.12

Diméthylformamide (DMF)  -1.00

Acétonitrile -0.33
Tert-butanol 0.37
Tétrahydrofurane (THF) 0.49
Pyridine 0.71
Ether diéthylique 0.89
Dichlorométhane 1.25
Chloroforme 1.97
Benzene 2.00
Toluene 2.73
Pentane 3.39
Hexane 3.50
Heptane 4.00
Isooctane 4.50

L’étude concernant l'influence des solvants orgaessur le comportement des lipases a
sollicité beaucoup d’attention dans les annéesepigrtes. En général, I'activité enzymatique
et la stabilité de I'enzyme augmentent avec I'hpthabicité du solvant en termes de IBg
Cela est expliqué par la déshydratation de I'enzgares les solvants polaires (la valeur de
log P inférieure a 2) et par conséquent un changemergodérmation de la protéine se
traduit par une perte du pouvoir catalytique entrat une diminution du taux de conversion

et de la vitesse initiale de la réaction. Par exem@hen etal.*

en étudiant I'acylation
enzymatique de la cordycépine par I'acétate delejmynt montré la forte influence de la
nature du solvant organique sur la vitesse ini#lg et le rendement de la réaction. (tableau
2.6). Comme prévu, aucune biotransformation n'dieau dans le DMSO ou le DMF et

I'activité enzymatique était proportionnelle a lrpphobicité du solvant.
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Tableau 2.6.Effet du solvant sur I'acylation enzymatique corelyine catalysée par la
lipasé~°.

Solvant organique Log P Temps (h) Vo (MM h™)  Rendement (%)
DMSO -1.3 12 -° -°

DMF -1.0 12 - -

Acétone -0.23 24 5.0+0.5 17.0+1.2

THF 0.49 4 16.0+1.9 88.5+1.3
MeTHF 0.99 3 31.5+1.2 96.5+1.6

%Les réactions ont été effectuées a 45 °C et 15Cempajoutant 0,1 mmol de cordycepin, Novozym 435,@
mmol d'acétate de vinyle dans 5 ml de solvant aoyen

Pbas de réaction.

Outre l'activité, les solvants influencent égalemela sélectivité enzymatique et
particulierement I'énantiosélectivité. Cependantcume corrélation claire n'a été trouvée

.37 ont étudié I'effet du solvant sur

entre LogP et le facteur d’énantiosélectiviie Wang eta
I'énantiosélectivité de la lipase delcaligenes sp(Lipase QLM) dans la résolution de
racémique 2-octanol avec l'acétate de vinyle congmeneur d’acyle, le dichlorométhane

(log P=1.25) a donné la valeur @ga plus élevée parmi les solvants étudiés (fiQube.

.
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Figure 2.5.EnantiosélectivitéE) en fonction de lod de quelques solvants organiques dans

la résolution deR,9-2-octanol avec I'acétate de vinyle catalyséelpéipase QLM
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La taille moléculaire est une autre caractéristigas solvants utilisée pour rationnaliser la

relation solvant-enzyme. Il a ainsi été rapport@ worrélation négative entre la taille du

solvant et I'énantiosélectivité des lipaSes

Cependant, l'inconvénient majeur des solvants ogques reste leur toxicité et leur impact
néfaste sur I'environnement. La recherche d’autrdieux éco-compatibles est alors axe tres

important.
2.3.3. Les liquides ioniques

Depuis une vingtaine d’années, les liquides iorsqlels) sont considérés comme une
alternative intéressante aux solvants organiues Les réactions dans les Lls sont
essentiellement biocatalysées par des enzymesapl&alent utilisées en milieu organique,
les lipases étant les plus représeritéés L'utilisation de Lls dans le domaine de la
biocatalyse présente de nombreux avantages, télsmeguactivité élevée, une stabilité
thermique et opérationnelle des biocatalyseurs, Wo@ne énantiosélectivité de la
biotransformation par rapport aux milieux réactielsnclassiqués®. De plus, les Lls sont
considérés comme des solvants verts principaleraecause de leur excellente stabilité
thermique, leur nature non-inflammable et leur gi@sde vapeur négligeable dues aux fortes
interactions ioniques dans ces liquides, qui peenetd’utiliser les LIs sans probleme

d'émission de solvant dans I'atmosphére

Les Lls sont des sels, composés d'un cation organigt d’'un anion organique ou
inorganique, dont des points de fusions infériearda température ambiante et une
température d’ébullition souvent comprise entre 80800°C>*". Les cations les plus utilisés
dans la biocatalyse sont imidazolium, pyridiniunyyrplidinium, ammonium,phosphonium
oupiperidinuim. Et les anions les plus frequemmatilisés sont I'héxafluorophosphate, le
tetrafluoroborate, le tosylaiis[(trifluoromethyl)sulfonyllimide, (trifluoromethyBulfonylou le
diméthylphosphate (tableau Z27)° Les propriétés physicochimiques des Lls sont
modulables en fonction du choix du cation et deitia constitutifs du LIs, on trouve ainsi
une grande diversité de Lls par différentes coniboms cation/aniofi. Le cation est
généralement a l'origine de la stabilité et degppérés physiques du liquide ionique, alors

que I'anion définit plutdt ses propriétés chimigeesa fonctionnalité.

&
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Tableau 2.7.Cations et anions des Lls les plus utilisés damsoeatalyse'.

Cations Anions
Nom Abréviation Structure Nom Abréviation Structure
Imidazolium  [IM]" +  Tetrafluoro-  [BFg4] - S -
[—\ F
NN borate |
R XS TR By,
N\NF
F F
Pyridinium [PyrT R, + Héxafluoro-  [PRy - -4 -
F
S— phosphate Py, | F
/,P‘\\\
i F
Pyrrolidinium [PL]* B 7 + Tosylate [TOS] — o - -
O 0:!:0
N
/R
Ry !
Ammonium  [Nipcd” - . 4+ Bis- [NTf5] - o6 o o
1
| [(trifluoro- 0= s(/ \S/
R N\\Rz methyl)- / \N/ \CF3
FsC
Rs sulfonyl]- -
imide
Phosphonium  [Rnogd” - -+ (Tri- [OTf] -
R4 o) 0
| fluoromethyl)- \s/
P
R4/ \\R2 sulfonyl F3C/ \o
Rs
Piperidinuim  [PI] B 19 di-alkyl- [DAP] ﬁ
hosphate R R
phosp \O/T\O/
o}
AN
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Les propriétés physiques des Llis (telles que largé| I'hydrophobicité, la viscosité et la

basicité des liaisons hydrogéne) peuvent étre ipamiant congcues par la sélection appropriée
des cations et des anions. Par exemple, les Ligepe@tre synthétisés pour étre miscibles
dans I'eau, partiellement miscibles ou non missitd&ec des polarités différentes, et peuvent
également étre synthétisés avec différentes vigmosiblant des applications spécifigties
Toutes ces propriétés accordables sont tres imgeggour la stabilisation et I'activation des
enzymes. Par conséquent, de nombreuses réactiaymatigues ont été étudiées dans
différents types de L5 Bien que certaines Lls (telles que celles basée8k-, PR- et
Tf,N-) soient moins dénaturantes que les solvantsnaggas et qu'une activité catalytiqgue
élevée et une énantiosélectivité aient été rapporigour de nombreuses réactionsle
nombreuses enzymes présentent la méme amplitudevitks dans les LIs que dans les

solvants organiques, qui restent considérablenégrieurs a ceux des solutions aqueuses.

En se basant sur des études solvatochromiques,slesit été trouvés modérément polaires
proches a celles des alcools infériéurs ou du formamid€. Park et Kazlauskas ont
observé une augmentation de l'activité de la liglesBseudomonas cepacavec la polarité

de Lls pendant l'acylation du 1-phényléthanol rdgém avec l'acétate de vinyle (par
exemple, la vitesse initiale de réaction en mowlaipe [BMIM][PF¢] est trois fois plus lente
que celle en plus polaire [EMIM] [BP. Dans une autre étude, on a également obtenu des
activités synthétiques inférieures-¢hymotrypsine dans des LIs moins polaitesu cours

de l'estérification catalysée par Novozym® 435 déthyl-u-D-glucopyranoside avec des
acides gras, Mutschler at.®® ont observé que la conversion des esters augrhenes la
polarité des Lls lorsqu’ils ont été utilisés commdditifs a des solvants organique, mais
diminué avec la polarité des Lls lorsque les Listsgé utilisés comme solvants. Cependant,
la corrélation entre la polarité de Lls et 'actévenzymatique n'a pas été établie pour d'autres
réactions enzymatiques réalisées dans les't4s

Les LlIs sont des fluides plus visqueux par rappor solvants organiques classiqie®e
plus, de nombreuses réactions enzymatiques dansldesont hétérogénes a cause de la
faible solubilité des enzymes dans la plupart diss Rar conséquent, les limites internes et
externes de transfert de masse doivent étre peisesonsidératioti. Lozano etal.”® ont
indiqué qu'en plus de la polarité des Lls, l'atéivde k-chymotrypsine dépend également de
leur viscosité. Une activité enzymatique plus éeaétté observée dans [EMIM] fIN| que
dans [MTOA] [TEN] (MTOA = méthyl trioctylammonium) car le premiér (34 mPa s) est
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moins visqueux que le dernier (574 mPa s). Ecksteinal.®® ont expliqué que
I'énantiosélectivité supérieure de la lipase d&MIM] [Tf 2N] a une faible activité de I'eau
(ay<0,53) que dans I'éther méthylique de tert-buti@BE) était pour deux raisons: (1) la
viscosité plus élevée de LI (52 mPas) que celldMdBE (0,34 mPa) peut entrainer des
limitations de transfert de masse et diminuer tasge de réaction; (2) la faible solubilité des
substrats dans les LIs que dans le MTBE peut prumstogne énergie d'activation plus faible
dans les Lls. Van Rantwijk et Shelddont expliqué que la viscosité élevée des Ils tilkms
changements conformationnels des protéines, pembefiux enzymes de maintenir leurs
structures et leur activité natives. Une étudentéede la transesterification catalysée par
lipase de 1-butanol avec le butyrate d'éthyle gdins de 20 Lls confirme entre outre que la
viscosité des LlIs peut affecter les taux de réaali@ns certains cas, mais n'est pas le principal

facteur de contréle de l'activité de I'enzyme.

Le tableau suivant illustre quelques exemples iskuda littérature, de I'effet des Lls sur
I'énantiosélectivité des lipases dans la résolutimétigue de quelques alcools racémiques.

On remarque clairement I'amélioration de I'énargélestive des lipases en présence des Lls.

Tableau 2.8.Résolution cinétique des alcools racémiques : pkesrissus de la littérature de

I'effet des LIs comme additifs sur I'énantiosélgité enzymatiquek).

OH OH
/é\ Lipase )\
’ e
R1 R, Vinyle acétate R R>
Solvant : avec ILs
sans ILs
Substrat IL additif E Référence

Avec LI :

OH Sans Ll:265 >
p”ﬁv/\@ 532

OH Sans LI : 293
o @" Axﬂ@ Avec LI : 574

OH © ( Sans Ll:107 *
@"f\/\ﬁc‘) Avec LI : 156
& et

&
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Sans LI : 17 o

OH 0
N *_;"N —07 NG gHy, Avec LI : 96
| T Bu
-
\./T\H/

—_ 0 Sans LI : 39 o1
a

NC_;:N 0 3 U/Tv T:F" -CigHys Avec LI : 40

0

=

2.3.4. Solvants respectueux de I'environnement

Derniérement, les solvants 2-méthyltétrahydrofurée THF)® et et cyclopentyl méthyl
éther (CPMEY sont de plus en plus utilisés aussi bien au nivehoratoire qu'a celui
industriel, comme alternative a leurs analogueéréthtels le THF et le TBME. Le MeTHF a
été utilisé dans diverses réactions organiques @guivant respectueux de l'environnement,
en raison de ses propriétés éco-favorables. Panme&e le point d'ébullition plus élevé du
MeTHF (80 °C contre 66 °C pour le THF) pourrait smi@érablement réduire I'évaporation du
solvant pendant la réaction. Il est partiellemeigcible a I'eau et peut former un azéotrope
avec l'eau. A 60 °C, la phase organique MeTHF eanténviron 4,5% d'eau et la solution
aqueuse contient environ 6,6% de MeTHF. A cettepégature, le MeTHF et I'eau forment
un azeotrope (environ 10,4% d'eau), et donc lex g#ases peuvent étre séparées par
distillation classique, utile pour les réactiondetux phases et la récupération du produit. Plus
important encore, le MeTHF peut étre produit aipate la biomasse (coquille de mais,
bagasse de la canne a sucre et coques d'avoidenetsatisfaisant au’’ principe de la
chimie verte. Autre avantage, le MeTHF peut étrgra@é abiotiquement en présence de la
lumiére du soleil et de I'air, vraisemblablement ggydation et par ouverture du cycle. Par
conséquent, l'utilisation de MeTHF rendra les pssos plus écologiqueDe méme, le
cyclopentyle methyl éther (CPME) a été évalué comume alternative favorable a
I'environnement par rapport aux solvants organiqueassiques. Le CPME est
commercialement disponible depuis 2005. Il peute étabriqué par méthylation du
cyclopentanol ou par addition de méthanol au cyaitgne qui est facilement disponible. Le
premier procédé est une substitution nucléophilepgoduit des sous-produits en tant que
déchets, tandis que le dernier (réaction d'addititanproduit aucun produit secondaire. Le
CPME possede plusieurs caractéristiques avantagaeles que : (1) une hydrophobicité
élevée et donc tres facile a sécher, (2) la foonadiu peroxyde par les produits est nulle, (3)
relativement stable dans des conditions acides astiqbes, (4) une faible chaleur
d’évaporation et (5) une gamme d'explosion étroite.
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Tableau 2.9.Propriétés physique de MeTHF et CPME.

Propriétés CPME MeTHF
Densité (20 °C) [g/cm3] 0.86 0.85
Viscosité (20 °C) [cP] 0.55 0.6
Point d’ébullition [°C] 106 80
Point de fusion [°C] -140 -136
Chaleur d'évaporation (bp) [kcal/kg] 69.2 89.7
Moment dipolaire [D] 1.27 -
Constante diélectrique (25 °C) 4.76 7
Point azéotropique avec I'eau [°C] 83 71
Solubilité du solvant a I'ea23 °C)[g/100 g] 1.1 14
point d'inflammabilité [°C] -1 -14.5
Log P 1.59 0.99

Parmi le peu d’exemples qui existent dans la &ttée sur I'effet de ces solvants verts sur

' a montré l'activité et I'énantiosélectivité

l'activité des lipases, le travail de Hoyos a&
élevée exhibées par la lipasepeudomonas stutzetans la résolustion du benzoine avec le

butyrate de vinyle dans le CPME et MeTHF.

Tableau 2.10.La lipase deP. stutzeri(lipase TL) catalyse la résolution énantiosélectile
racémique benzoine avec le butyrate de vinyle codamneur d’acyle : comparaison entre
CPME, Toluéne et MeTHE.

OH O 3
O Lipase TL
O | + HCAD o O
o i
Butyrate de vinyle

(S}Benzoin butyrate

rac-Benzoin P
Solvant organique Temps (h) conversion ee (%)
CPME 98.2 99.0
Toluéne 5 98.4 98.5
MeTHF 96.9 97.0
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2.3.5. Influence du milieu sur le comportement deallipase

L’énorme potentiel des lipases comme des biocaatgspratiques est bien recointi. En
particulier, ils sont trés exploités dans les Biosformations en synthése asymétrigiies
cause de la demande croissante de produits phastitass énantiopurés Leur utilité
technologique est grandement améliorée en lesarnilidans des milieux organiques plutot
gue leurs milieux réactifs aqueux naturels. Desléguau cours des 25 dernieres années ont
révélé non seulement que cette modification duastlest réalisable, mais aussi que dans ces
milieux qui peuvent apparaitre hostiles, les liggseuvent catalyser des réactions impossibles
dans I'eau, devenir plus stables et présenter aleaox comportements tels que la «mémoire
moléculaire’”. Une importance particuliere a été la découvertee da sélectivité
enzymatique, y compris la stéréo, la régio et lanasélectivité vis-a-vis les substrats,
peuvent étre fortement affectées, et parfois mémersées, par le solvant. Les réactions
catalysées par les lipases dans les solvants gugamiles liquides ioniques et méme dans les
fluides supercritiques, ont trouvé de nombreus@diGgtions potentielles, dont certaines sont

déja commercialisé&s
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