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Résumé

La séparation des énantiomères est un procédé d’intérêt pour l’industrie pharmaceutique, agrochi-

mique et d’autres industries de chimie fine. En effet, souvent un seul des énantiomères exerce l’activité

biologique requise. Cette séparation peut être réalisée par voie chimique ou enzymatique. Les voies

enzymatiques reposent sur l’utilisation d’enzymes pures ou bien des enzymes modifiées par immobili-

sation ou formulation. L’emploi d’enzymes présente de nombreux avantages : elles sont moins dange-

reux à manipuler, moins polluants, moins consommateurs d’énergie. Parmi ces enzymes, les lipases,

triacylglycérol hydrolases (EC 3.1.1.3), elles sont capables de catalyser des réactions d’estérification,

de transestérification ou d’amidification, avec, dans de nombreux cas, une excellente spécificité énan-

tiomérique. Le présent travail a été consacré à l’étude de l’effet des ultrasons sur le comportement

de la lipase Candida rugosa en termes d’activité et d’énantiosélectivité dans la transestérification de

l’alcool racémiques (R,S)- 1-phényléthanol avec le propionate de vinyle comme donneur d’acyle. Les

expériences ont été conduites avec trois approches : Dans la première, les ultrasons sont utilisés pen-

dant toute la réaction, la deuxième approche consiste à prétraiter l’enzyme 1h avant son utilisation,

et en absence des ultrasons dans la troisième pour comparer. L’effet du solvant (ether diéthylique,

hexane, toluéne, dichlorométhane, chloroforme, THF) sur l’activité enzymatique et l’énantiosélecti-

vité de cette lipase également évalué.



Abstract

The separation of enantiomers is a process of interest to the pharmacy, agro-chemistry and other

industries of fine chemistry. Indeed, often only one of the enantiomers exerts the required biological

activity. This separation can be carried out chemically or enzymatically. The enzymatic methods are

based on the use of enzymes pures or else modified by immobilization or formulation. The use of en-

zymes has many advantages : they are less dangerous to handle, less polluting, less energy consuming.

Among these enzymes, lipases, triacylglycerol hydrolases (EC 3.1.1.3), they are able of catalyzing es-

terification, transesterification or amidification reactions, with, in many cases, excellent enantiomeric

specificity. The present work was devoted to study the effect of ultrasound on the behavior of the

Candida rugosa lipase in terms of activity and enantioselectivity in the transesterification of racemic

alcohol (R,S)-1-phenylethanol with vinyl propionate as the acyl donor. The experiments were carried

out with three approaches : In the first, ultrasounds are used throughout the reaction, the second ap-

proach consists of pretreating the enzyme 1h before its use, and in the absence of ultrasounds in the

third to compare. The effect of the solvent (diethyl ether, hexane, toluene, dichloromethane, chloro-

form, THF) on the enzymatic activity and the enantioselectivity of this lipase is also evaluated.



 

 

 ملخص

 

 

والصناعات  الزراعية و الدوائية للصناعات بالنسبة كبيرة أهمية ذات المتماكبات فصل عدي

 .الكميائية

 .المطلوب البيولوجي النشاط المتماكبين من واحد يمارس ما غالبا

 إنزيميا. أو كيميائيا الفصل هذا إجراء يمكن

 أو التثبيت طريق عن تعديلها يتم أو النقية الإنزيمات إستخدام على الإنزيمية المسارات تعتمد

 .التركيب

وأقل  وأقل تلويثا معها، التعامل في خطورة أقل فهي المزايا من العديد له الإنزيمات إستخدام

 .للطاقة إستهلاك

 تحفيز على قادرة( EC3.1.1.3) الجليسيرين ثلاثي هيدرولاز الليباز الإنزيمات، هذه بين من

 من كثير في ممتازة تماثلية خصوصية مع التوسط أو التبادلية الأسترة أو الأسترة تفاعلات

 الحالات.

 أو النشاط حيث من CRL الليباز سلوك على الصوتية فوق الموجات يتمثل عملنا في دراسة تأثير

 تجارب إجراء تم ، الفينيل بروبيونات مع إيثانول فينيل1--(R,S) للكحول  الإينونتيومريةالإنتقائية 

 :طرق بثلاثة

 :التفاعل طول الصوتية فوق الموجات إستخدام يتم الأولى. 

 :واحدة لساعة الصوتية فوق الموجات بواسطة مسبقا الإنزيم نعالج الثانية. 

 :الإيثيل، ثنائي )إيثر المذيب تأثير بتقييم ونقوم الصوتية فوق الموجات نستخدم لا الثالثة 

 و الإنزيمي النشاط على (THF كلوروفورم، الميثان، كلور ثنائي تولوين، هكسان،

 الليباز. لهذا الإينونتيومرية الإنتقائية
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Introduction générale

De nos jours la demande de composés qui sont énantiomériquement purs est en forte augmen-

tation surtout dans l’industrie pharmaceutique. A titre d’exemple, la vente de médicaments énantio-

mériquement purs était de 225 milliard d’euros en 2005, représentant 37% du marché de l’industrie

pharmaceutique[Erb 2006]

On peut réaliser la synthèse des énantiomères par plusieurs voies : chimique ou enzymatique. Les

voies enzymatiques reposent sur l’utilisation d’enzymes purs ou de préparations d’enzymes immobi-

lisés. L’emploi d’enzymes présente de nombreux avantages : ils sont moins dangereux à manipuler,

moins polluants, moins consommateurs d’énergie que les catalyseurs traditionnels à base de métaux

comme le ruthénium, le titane ou l’iridium[Ghanem 2007][Govindaraju et al. 2011]

Les enzymes peuvent aussi être utilisés à température ambiante, ce qui les rend attractifs en terme

de coût énergétique. Parmi ces enzymes, les lipases, sont capables de catalyser des réactions d’esté-

rification, de transestérification avec, dans de nombreux cas, une excellente spécificité énantiomé-

rique. Les lipases, sont très utilisées dans le domaine industriel, à cause de leur sélectivité mais

aussi car elles sont respectueuses de l’environnement. Surtout après l’apparition de la réglementa-

tion (REACH) entré en vigueur en 2007 ou il s’agit de recenser, d’évaluer, de contrôler et de res-

treindre les substances chimiques nuisible à l’environnement, il existe une forte demande de synthèse

de composés stéréochimiquement purs tout en respectant l’environnement on parle la de « chimie

verte ».[Assmuth et al. 2010]

Cependant, l’activité et l’énantioséléctivité des lipases pour divers substrat synthétiques ne sont

pas toujours suffisantes.

Il est alors nécessaire de chercher des moyens afin d’améliorer leur fonctionnement. Plusieurs

méthodes ont été développées à cette fin : l’ingénierie des solvants, l’immobilisation enzymatique, la

lyophilisation de l’enzyme, l’application d’ondes mécaniques, etc. [Belafriekh et al. 2017]

De nos jours. pour pouvoir activer les diverses transformations chimiques, les ultrasons ont été

introduit dans la chimie organique et la biotechnologie, aussi les ultrasons sont utilisés pour améliorer

la solubilisation des substrats et le transfert de masse à l’intérieur et à l’extérieur du site actif de

l’enzyme [(Garcia-Ubasart et al. 2011][Zhu et al. 2010]
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Lors de la mise en œuvre d’une synthèse par voie enzymatique il est conseillé d’opérer dans des

milieux non aqueux pour éviter la réaction d’hydrolyse qui est alors indésirable.[Vrutika and Datta 2015]

L’utilisation de solvants organiques comme milieu pour les réactions catalysées par les lipases offre de

nombreux avantages tels que la possibilité de solubiliser des substrats insolubles dans l’eau, faciliter

la récupération des produits par une simple filtration du biocatalyseurs et la possibilité d’augmen-

ter la stabilité thermique de l’enzyme[Kumar et al. 2016], en on peut dire que les solvants organiques

peuvent affecter considérablement la sélectivité enzymatique , cela veut dire que le choix de l’enzyme

a une importance cruciale[Secundo et al. 1992]

Au cours de ce travail, nous avons étudié l’effet des ultrasons sur une réaction enzymatique, via

la transestérification du (R,S)-1-phényléthanol par le propionate de vinyle comme donneur d’acyle en

absence et en présence d’ultrasons. Pour ce faire, nous avons utilisé la CRL (Lipase Candida Rugosa)

comme biocatalyseur dans différents solvants organiques. En effet, nous nous sommes intéressés à

l’effet des ultrasons sur l’énantiosélectivité de la protéine utilisé. Dans un premier temps, nous avons

réalisé cette réaction uniquement en absence d’ultrasons sous agitation magnétique puis nous avons

comparé les résultats avec ceux obtenus en présence d’ultrasons (comme un prétraitement et pendant

toute la réaction). Notre travail sera scinder en trois chapitres.

Une mise au point bibliographique sur la procédure d’ultrason, les enzymes et quelques exemples

de réactions organiques et enzymatiques réalisées sous ultrasons fera l’objet du premier chapitre.

Le deuxième chapitre décrit la partie expérimentale qui regroupe le matériel et les méthodes utili-

sés.

Le chapitre troisième fait place à nos approches, différents substrats qui sont choisis pour réaliser

la réaction désiré, les résultats obtenus et leurs discussions.



Chapitre 1
Etude bibliographique

1.1 Généralités sur les enzymes

Les enzymes sont des édifices macromoléculaires de nature protéique qui jouent le rôle de cataly-

seurs avec une efficacité et une spécificité fonctionnelle, elles sont utilisées souvent pour obtenir des

molécules chirales à haute pureté optique. En 1893, Wilhelm Ostwald montra que les enzymes sont

des catalyseurs et en 1894 Emil Fisher posa l’acte fondateur de la notion de stéréospécificité dans le

phénomène de catalyse enzymatique sous l’image d’une clé qui ouvre une serrure et une seule. Les

mécanismes moléculaires de la catalyse enzymatique ne posent pas de problèmes différents de ceux

de la réactivité chimique. Soit la réaction élémentaire catalysée

E + S —> ES —> EP —> E + P

Où E est l’enzyme, S est le substrat et P le produit. Les biocatalyseurs sont capables d’accélérer la

vitesse de la réaction jusqu’à cent milliards (1011)fois la vitesse de la réaction spontanée en diminuant

l’énergie d’activation[Penasse 1974] . Ainsi elles offrent une façon propre et écologique d’exécuter

des processus chimiques en conditions douces et avec un haut degré de sélectivité. Les enzymes sont

classées et nommées en fonction de la nature des réactions chimiques qu’elles catalysent. Il y a six

classes principales :

5
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FIGURE 1.1 – les différents types d’enzymes

Parmi les enzymes les plus utilisées par les chimistes dans le domaine de recherche ou celui de

l’industrie, les hydrolases (qui proviennent de diverses origines : animales, fongiques, végétales. . . )

sont les plus importantes, elles ont l’avantage de ne pas utiliser de coenzyme, ainsi leur manipulation

est aisée et leur coût est faible.

Utilisation des hydrolases en synthèse organique :

Depuis le milieu des années quatre-vingt et grâce aux premiers travaux de Klibanov

[Klibanov et al. 1984] qui a montré la réactivité des enzymes dans un milieu organique en pré-

sence d’un minimum d’eau qui est le milieu naturel des enzymes, l’exploitation de ces biocatalyseurs

dans les biotransformations en synthèse organique a connu un développement notable. Comme nous

l’avons signalé précédemment, les hydrolases sont les plus fréquemment sollicitées lors des biocata-

lyses et les lipases qui en font partie sont largement utilisées[Faber et al. 1996]. Nous nous sommes

intéressés aux hydrolases plus précisément aux lipases qui sont les enzymes les plus sollicitées par le

chimiste organicien, la figure-(1.2) illustre la fréquence d’utilisation des enzymes.
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FIGURE 1.2 – Fréquence d’utilisation des enzymes

1.2 Avantages et inconvénients des enzymes

L’utilisation des enzymes en tant que biocatalyseurs doués d’une haute spécificité a constitué une

véritable révolution pour la préparation de nouvelles molécules organiques à intérêt potentiel. Depuis

les premiers travaux pivots de Klibanov [Kirchner et al. (1985)] qui expliquent l’effet des modifi-

cations physico-chimiques de l’environnement des enzymes par l’utilisation de milieux organiques,

ainsi que la réactivité enzymatique dans ces milieux en présence d’un minimum d’eau qui est le milieu

naturel des enzymes, l’utilisation de ces outils biocatalytiques a connu une évolution accrue et a attiré

l’attention des chercheurs dans le domaine de la recherche fondamentale et en particulier le monde de

la chimie organique. [De Carvalho (2011)] La facilité de mise en œuvre de ces catalyseurs, ainsi que

l’exploitation de méthodes d’immobilisation des enzymes libres (sous forme sauvage), facilite leur

récupération par simple filtration et autorise une éventuelle réutilisation, ce qui permet de classer ce

type de catalyse comme hétérogène. La biocatalyse est considérée comme complémentaire à la ca-

talyse homogène par le bien de plusieurs aspects tels que : la reconnaissance d’un seul énantiomère,

la grande stéréosélectivité des enzymes,[Zaks et al. (1985)] et un TON (Number of turn over) élevé .

L’exploitation des enzymes comme catalyseurs augmente la vitesse d’une réaction chimique jusqu’à

1020 fois, et ce par la diminution de la barrière énergétique. Leur utilisation reste limitée à cause

de leur fragilité, leur sensibilité, à savoir leur dénaturation à des températures élevées, leur grande

spécificité, la nécessité d’utiliser des cofacteurs et coenzymes qui s’avèrent onéreux, solubilité limi-

tée dans les solvants organiques et le risque d’oxydation de certains résidus (Méthionine, Cystéine,

Trypsine). Les réactions catalysées par les enzymes se déroulent dans des conditions douces : tempé-

rature inférieure à 100˚C, pression atmosphérique et pH neutre par rapport aux réactions chimiques
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correspondantes. [Tao et al. (2011)]

1.3 Les lipases

Les lipases (triacyl glycérol hydrolases EC : 3.1.1.3) sont des sérines hydrolases atypiques qui

sont retrouvées aussi bien chez les végétaux, animaux [Cherif and Gargouri 2009], bactéries Gram+

[Guncheva and zhiryakova 2011] ou Gram -[Gaur et al. 2008], et chez les mycètes[Fu et al. 2009]

les lipases appartiennent à la famille des hydrolases d’esters carboxyliques. Le rôle physiologique des

lipases est d’hydrolyser les triglycérides en diglycérides, monoglycérides, acides gras et glycérol.

L’hydrolyse des liaisons esters des substrats lipidiques insolubles dans l’eau se produit à l’interface

entre lipide et eau. Ces enzymes, présentes chez tous les organismes vivants, jouent un rôle clé dans

la biochimie des lipides.[Alloue et al. 2008]

1.3.1 Avantages de l’emploi des lipases dans un milieu organiques

La compatibilité des lipases avec les milieux organiques pauvres en eau, a offert de nouvelles

opportunités pour faire une chimie propres, et a élargi le champ de leurs applications en synthèse

organique, et ce par le bien de plusieurs avantages, tels que [Klibanov (2001)] :

-Augmentation de la solubilité des substrats apolaires.

-Traitement aisé, et ce dû à la séparation du catalyseur des produits par une simple filtration et une

éventuelle récupération de la lipase si elle est immobilisée.

-Amélioration des rendements en produits par élimination immédiate du solvant organique par

évaporation, la stabilité thermique de certaines enzymes est accrue.

-La possibilité de moduler la chimio-, la régio- et l’énantio-sélectivité des lipases par un choix

judicieux du solvant.[Sheldon (1996)]

Il est à noter que la polarité des solvants organique est désignée par une corrélation entre l’hy-

drophobicité d’un solvant organique et le facteur LogP, le logarithme du coefficient de partition entre

le n-octanol et l’eau, peut influer significativement la réactivité et la sélectivité lipasiques. Précisé-

ment en catalyse enzymatique, le paramètre LogP quantifie l’hydrophobicité du solvant. Les solvants

non-polaires avec LogP>1 sont les plus sollicités, par contre les solvants hydrophiles avec LogP.

[Ghanem (2007)]

1.3.2 Sources des lipases

La première lipase a été découverte dans le jus pancréatique des animaux en 1856 par Claude

Bernard[P L A Overbeeke et al. 2000]. Les lipases sont largement répandues dans la nature où elles
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ont un rôle physiologique important dans le métabolisme des graisses. On les retrouve aussi bien dans

le règne végétal, chez les invertébrés et les vertébrés mais également chez de nombreux microorga-

nismes, principalement sous forme de protéines extracellulaires[Fickers et al. 2008].

1.3.2.1 Sources microbiennes

Les lipases sont largement répandues chez les bactéries, les levures et les champignons filamen-

teux. Elles sont aussi bien produites par des bactéries telles que celles des genres Bacillus et Sta-

phylococcus ou du genre Pseudomonas. Elles sont également largement répandues chez les levures

du genre Candida ou Geotrichum ainsi que chez les champignons filamenteux tels que Rhizopus ou

Thermomyces[Svendsen 2000]. Les lipases microbiennes présentent comme avantages d’une part,

d’avoir des procédés de fabrication relativement simples comparés aux lipases d’origine animale et

d’autre part, d’avoir une plus grande stabilité vis-àvis de la température, des détergents et des enzymes

protéolytiques. Ces caractéristiques ont permis le développement de nombreuses applications pour les

lipases microbiennes qui ont abouti à de nombreux produits commerciaux[Alloue et al. 2008]

1.3.2.2 Sources végétales

Les lipases sont largement répandues au sein de la plante bien qu’on les retrouve principale-

ment dans les graines où les triglycérides sont stockés dans des structures intracellulaires appelées

oléosomes[Beisson et al. 2001]. Sous l’action des lipases, ces triglycérides sont hydrolysés en acides

gras dont le rôle est de fournir l’énergie nécessaire à la germination de la graine et au développement

de la jeune plante[Adlercreutz et al. 1997].

1.3.2.3 Sources animales

Les lipases de mammifères peuvent être classées en trois groupes : le premier est constitué par

les lipases associées à la digestion, telles que les lipases linguale, pharyngale, gastrique et pancréa-

tique. Le second groupe correspond aux lipases présentes dans le cerveau, les muscles, les artères,

les reins, la rate, la langue, le foie et les tissus adipeux. Le troisième groupe correspond aux lipases

produites par les glandes galactogènes produisant le lait maternel. En effet, les lipases jouent un

rôle important dans la digestion en particulier chez le nouveau-né dont l’alimentation est riche en

lipides[Baba et al. 1991]. Les lipases de mammifères les plus étudiées sont les lipases liées à la diges-

tion des graisses et à leur absorption. Il s’agit de la lipase gastrique, de la lipase pancréatique, et de la

lipase hépatique. Des études de leurs structures suggèrent que ces différentes enzymes dérivent d’un

ancêtre commun[Warden et al. 1993].

Elles sont capables d’hydrolyser les glycérides, les phospholipides et les esters de cholestérol.

Elles peuvent aussi catalyser la transestérification entre glycérides.
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1.4 Structure des enzymes

Les enzymes sont des protéines qui sont elles-mêmes des enchaînements des acides aminés de

configuration L.

La structure primaire est la séquence dans laquelle les acides aminés sont disposés linéairement

dans la chaîne protéique. Dès que la structure primaire s’enroule sur elle-même elle constitue la

structure secondaire formant principalement des hélices αet f euilletsβ .

La structure tertiaire se rapporte aux relations dans l’espace des différentes structures : hélices

et feuillets. Le reploiement et la stabilisation de protéines à structure tertiaire dépend de plusieurs

types de liaisons faibles qui stabilisent l’édifice moléculaire.

La structure quaternaire est l’assemblage de deux ou plus de la structure tridimensionnelle.

Les protéines qui contiennent plus d’une chaîne polypeptidique présentent un niveau supplémentaire

d’organisation de cette structure. Le principal élément de stabilisation des structures quaternaires est

l’interaction hydrophobe entre les acides aminés non polaires

FIGURE 1.3 – Les différents niveaux de structure des enzymes.

1.4.1 Notion du site actif

Les sites actifs sont des creux ou des sillons permettant la fixation du substrat. La forme plus

ou moins grande du site actif explique en partie la spécificité de reconnaissance du substrat. appelée

également poche enzymatique. C’est une cavité de caractère non polaire dans laquelle le substrat

s’insère pour être transformé. Cette poche enzymatique est constituée de deux zones fonctionnelles :

1. un site de fixation : constitué de résidus qui sont directement impliqués dans la formation et

rupture des liaisons chimiques. Ce dernier est lui-même divisé en deux compartiments : une large
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poche hydrophobe et une poche plus petite en aval. Cette petite poche serait responsable de la stéréo-

sélectivité des lipases pour les alcools secondaires.

2. un site de reconnaissance du substrat : constitué de certains acides aminés qui sont associés

avec l’orientation du substrat.
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1.5 Reaction réalisables par les lipases

Les lipases peuvent être employées en synthèse organique en tant que catalyseurs de choix. En

effet, elles présentent l’avantage de réaliser une multitude de réactions chimiques, allant de l’estérifi-

cation [Vidya and Chadha 2010] , à l’acidolyse [Foresti and Ferreira 2010] en passant par l’amidifica-

tion [Prasad et al. 2005] l’hydrolyse [Zhang and Liu 2011] ou la transestérification[Singh et al. 2008]

Les grands types de réactions où interviennent les lipases sont les suivants[Mokhtar-annaba 2011] :

Estérification d’un acide par un alcool

(R, S) R’-OH + RCOOH ——–> (R) R’-OH + (S) RCOOR’ + H2O

Transesterfication de l’alcool

(R, S) R’-OH + RCOOR1 ——–> (R) R’-OH + (S) RCOOR’ + R1 –OH

Hydrolyse d’un ester

(R, S) RCOOR’ + H2O−−−−−−−−> (S)RCOOR′+(R)R′−OH +RCOOH

Interestérification

R1COOR’1 + R2COOR’2 ——–> R1COOR’2 + R2COOR’1

1.5.1 L’éstérification

Il y a eu au cours de ces dernières années un développement important des applications des lipases

pour la production d’esters dans les domaines agro-alimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques.

Les lipases immobilisées sont particulièrement intéressantes pour ces utilisations industrielles, puis-

qu’elles peuvent être facilement manipulées. Une large gamme d’esters d’acide gras est maintenant

produite commercialement en utilisant une lipase immobilisée, en présence de solvants non-aqueux.

Par exemple, des esters ont été synthétisés à partir d’acides gras à longue chaîne (12-20 atomes de

carbone) et d’alcools à courte chaîne, afin de servir dans la confection de produits alimentaires ou

cosmétiques, tandis que ceux issus d’acides gras à longue chaîne et d’alcools à longue chaîne sont

utilisés dans la fabrication de plastifiants et de lubrifiants. Ainsi la lipase de C. rugosa immobilisée sur

du nylon a permis la synthèse d’oléyl butyrate à partir d’acide butanoïque et de n-butanol en présence

de n-hexane. [Alloue et al. 2008]

1.5.2 L’interesterfication

Lors de la réaction d’interestérification, un groupe acyle est transféré à un acide gras (acidolyse)

ou à un ester d’acide gras. Certaines huiles végétales, comme par exemple l’huile de palme et l’huile

d’amande douce, présentent des limites d’application à cause de leur teneur élevée en acides gras

saturés qui sont associés aux maladies cardio-vasculaires. Pour élargir leur utilisation commerciale,

ces huiles végétales peuvent être modifiées physiquement (par fractionnement) ou chimiquement, par
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mélange avec d’autres huiles ou par traitement enzymatique (interestérification). De telles modifica-

tions des huiles et des matières grasses permettent également aux industriels de répondre à la demande

des consommateurs en produits plus sains. L’utilisation des solvants en interestérification entraîne la

nécessité d’une désodorisation du produit final, en revanche l’interestérification enzymatique réalisée

en l’absence de solvants organiques est une très bonne alternative. [Alloue et al. 2008]

1.5.3 La Trans-estérification

La transestérification implique la réaction d’un groupe acyle avec un alcool (alcoolyse) ou avec

le glycérol (glycérolyse). Il existe plusieurs applications industrielles de la transestérification par la

lipase, telles que la production des équivalents du beurre de cacao, des lipides riches en acides gras

poly- insaturés, des substituts de matière grasse du lait et des huiles de basse valeur calorique.

L’utilisation des enzymes dans ce type de réaction est préférée à la catalyse chimique qui néces-

site des conditions de réaction moins modérées ainsi qu’une étape de purification du produit final.

[Alloue et al. 2008]
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1.6 Mécanisme d’action des lipases

Le mécanisme réactionnel des réactions enzymatiques est commun à toutes les sérines hydrolases.

Prenons l’exemple général d’une transestérification

FIGURE 1.4 – Transestérification catalysée par une lipase

La première étape consiste en l’attaque nucléophile de la sérine sur le donneur d’acyle (1), en-

traînant la formation du premier intermédiaire tétraédrique. Par départ d’alcool, l’acyl-enzyme se

forme (2). L’attaque nucléophile du second substrat sur l’acyl-enzyme provoque la formation du se-

cond intermédiaire tétraédrique (3) qui est stabilisé par liaisons hydrogènes. Après départ du produit,

l’enzyme est retrouvé sous sa forme native. [Beauchard et al. 2009]

FIGURE 1.5 – Mécanisme réactionnel de l’acylation d’un alcool par la lipase B de C.antarctica
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1.7 Propriétes de séléctivité des lipases

Du point de vue catalyseurs en synthèse organique, les lipases possèdent plusieurs propriétés

intéressantes. Comme on la mentionnés au paravent elles peuvent catalyser une grande variété de

réactions tout en acceptant des substrats divers, différents même de leur substrat naturel.

De plus, les lipases possèdent souvent différents types de sélectivité envers ces substrats. C’est

ce qui les rend vraiment spéciales et pour cela on les utilise souvent en synthèse organique car ces

caractéristiques permettent d’éviter les réactions indésirables qui peuvent être de nature dangereuse

pour l’environnement.

1.7.1 Chimiosélectivité et Régiosélectivité

La chimiosélectivité d’une lipase est sa capacité de catalyser spécifiquement la transformation

d’une fonction donnée, lorsqu’un substrat présente plusieurs fonctions de natures différentes suscep-

tibles de réagir (OH, NH, SH. . . ), cette propriété importante des lipases trouve un domaine d’applica-

tion dans plusieurs études, surtout l’acylation des substrats polyfonctionnels tels que les aminoalcools

des thioalcools ou des peptides[Jaeger and Eggert 2002]

FIGURE 1.6 – La chimiosélectivié des lipases vis-à-vis de groupes fonctionnels de natures différentes
présents au même substrat.

La régioséletivité c’est la capacité d’une lipase à réagir préférentiellement avec certains sites d’un

autre réactif parmi plusieurs possibilités, conduisant préférentiellement à certains produits parmi plu-

sieurs possibles. Dans de nombreuses études, les lipases sont utilisées pour catalyser sélectivement

et avec des rendements élevés la O-acylation de nombreux substrats poly- hydroxylés, tels que des

sucres, des polyalcools[Li et al. 2016]
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FIGURE 1.7 – La régiosélectivité des lipases vis-à-vis de groupes fonctionnels identiques présents au
même substrat

1.7.2 Enantiosélectivité

Une des principales utilisations des lipases en synthèse organique c’est pour leur chimio et régio-

sélectivité mais aussi pour leur énantiosélectivité lors de la résolution des mélanges racémiques d’al-

cools et d’amines secondaires ou des esters chiraux.
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1.8 Ultrasons

1.8.1 Généralités sur les ultrasons

Les ultrasons sont des ondes acoustiques sinusoïdales dont la plage de fréquence se situe entre

16 kHz et 10 MHz. L’unité de mesure des ultrasons se nomme Hertz (Hz). L’utilisation des ultra-

sons en chimie n’était qu’une simple curiosité il y a quelques années. Le concept de la cavitation

acoustique était peu connu dans le domaine de la chimie appliquée. Avec le prix élevé des réactifs

en chimie organique et leur grande toxicité, l’utilisation des ultrasons est devenue une avenue inté-

ressante pour le chimiste pour diminuer l’utilisation de réactifs et les temps de réaction. Depuis les

20 dernières années, plusieurs recherches ont été effectuées sur l’utilisation des ultrasons lors de ré-

action chimique, la sonochimie est née. Les avantages de la sonochimie sont multiples ; l’utilisation

d’un milieu réactionnel organique ou aqueux, la production de radicaux lors de la cavitation. L’utili-

sation des ultrasons est aussi associé au domaine de la chimie verte, car il diminue la consommation

d’énergie pour certaines réactions chimiques et diminue l’utilisation de divers réactifs toxiques pour

l’environnement.[Faber 2001]

1.8.2 Utilisation des ultrasons en chimie

L’utilisation de la puissance des ultrasons par les chimistes est une nouvelle avenue pour l’appli-

cation d’une énergie d’activation différente de ce qu’il est présentement utilisé soit, le chauffage, la

lumière et la pression. Le premier chimiste qui étudié l’effet des ultrasons au travers un liquide est

Alfred L. Loomis en 1927, la sonochimie est née. [Strauss et al. 1999]

FIGURE 1.8 – Ultrason utilisé dans notre travail
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Les avantages des ultrasons viennent de la cavitation acoustique qui se traduit par la génération

de bulles de cavitation, l’éclatement de la bulle engendre une zone de haute vélocité qui produit une

augmentation de la vitesse des molécules dans cette région.[Fantin et al. 1995]

FIGURE 1.9 – Domaine ultrasonore et ses applications

1.8.3 Classification des ultrasons

Il est généralement admis que les ultrasons sont divisés en deux catégories :

- Les ultrasons de faible puissance :

aussi appelés ultrasons de diagnostic dont la fréquence est comprise entre quelques Mégahertz

et quelques Gigahertz. Les intensités à ces fréquences sont relativement faibles (quelques Watts par

cm) et n’entraînent aucune modification irréversible du milieu de propagation. Le principe consiste à

émettre une onde ultrasonore dans le milieu à étudier et de capter l’écho produit par les hétérogénéités

ou les frontières du milieu. Les applications les plus connues des ultrasons se trouvent dans cette
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catégorie : l’échographie, la télémétrie (mesure de distances) ou encore la mesure des propriétés

élastiques des matériaux. . . Elles sont toutes regroupées dans ce que l’on appelle le Contrôle Non

Destructif (CND).

- Les ultrasons de puissance :

dont la fréquence est située entre 16 kHz et quelques Mégahertz. Les intensités peuvent atteindre

plusieurs centaines de Watts par cm et de ce fait, l’interaction de l’onde avec le milieu de propagation

peut créer des modifications physico-chimiques irréversibles au sein de celui-ci. De nombreuses ap-

plications sont possibles : le nettoyage, l’émulsification, l’homogénéisation, la sonoélectrochimie. . .

Cette catégorie est elle-même divisée en deux groupes : les ultrasons basse fréquence allant de 20

à 100 kHz étant les plus utilisés et les ultrasons haute fréquence de 100 kHz à quelques Mégahertz.

Nous utiliserons exclusivement ces hautes fréquences dans ce travail.[Sheldon et al. 1993]

FIGURE 1.10 – Classification des ultrasons en fonction de leur fréquence et de leur puissance
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1.9 Cavitation

1.9.1 Introduction

Dans certaines conditions, l’exposition d’un milieu liquide (ou semi-liquide) a des ultrasons donne

naissance à des cavités ou bulles de gaz ou de vapeur au sein du milieu. Ce phénomène désigné sous

le nom de cavitation, exige parfois la présence préliminaire dans le milieu de noyaux, c’est-à-dire

de corpuscules gazeux de dimension de l’ordre du micromètre au maximum et qui sont stabilisés,

grâce a la présence de crevasses ou de pores ou par d’autres moyens. Il s’est révélé utile de distinguer

la cavitation stable et la Cavitation transitoire, il s’agit dans les deux cas de mécanismes importants

pour les effets biologiques des ultrasons, le premier intervenant plus particulièrement aux faibles

intensités (par exemple 300 mW/cm2 ou moins dans l’eau) et le second aux fortes intensités. Dans

de nombreuses expériences, les deux types de cavitation interviennent simultanément alors que, dans

certaines situations, seule intervient la cavitation stable.

Les effets chimiques des ultrasons résultent des processus physiques qui créent, agrandissent et

implosent les cavités gazeuses et vaporeuses dans un liquide. Les ondes ultrasonores, comme toutes

les ondes sonores, se composent des cycles de compression et d’expansion. Les cycles de compres-

sion exercent une pression positive sur le liquide, poussant les molécules les unes contre les autres ;

contrairement aux cycles de compression, les cycles d’expansion exercent une pression négative,

éloignant les molécules les unes des autres. Pendant le cycle de dépression, une vibration d’intensité

suffisante peut produire des cavités. Un liquide est lié par les forces attractives, qui déterminent la

résistance à la traction du liquide. Afin de former une cavitation, une grande pression négative liée au

cycle d’expansion de l’onde ultrasonore est nécessaire pour surmonter la résistance à la traction du

liquide [Suslick et al. 1989].

1.9.2 Seuil de cavitation

On appelle seuil de cavitation la pression nécessaire pour faire apparaître les premières bulles.

Selon l’application visée, certaines études présentent ce seuil de cavitation en fonction de l’énergie

(intensité ou puissance acoustique) qui est calculée à partir de la puissance. Apfel et Holland ont

montré que le seuil de cavitation dépend de la fréquence : plus la fréquence est grande, plus l’ampli-

tude de l’onde doit être importante pour pouvoir initier la cavitation [Apfel et al 1991]. Blake a prévu

une pression acoustique minimum afin de créer une bulle sphérique libre de gaz, et vaincre ainsi les

forces de tension superficielle. Il a supposé aussi des conditions de basses fréquences et des valeurs

de viscosité négligeables. Quand la fréquence est suffisamment élevée, l’inertie du liquide retarde la

croissance de la bulle pour une durée assez longue jusqu’à dépasser la phase de compression ; ainsi,

la pression acoustique doit être plus grande afin de surmonter les forces de cohésion [Leighton 2004]
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FIGURE 1.11 – Dynamique d’une bulle de cavitation acoustique

La pression acoustique nécessaire pour déclencher la cavitation ultrasonore est faible, de l’ordre de 1

à 2 bars pour un liquide saturé en gaz .

La présence des impuretés telles que les particules solides, les poussières, les microbulles de gaz

ou de vapeurs piégées dans les micro-crevasses à la surface de ces particules solides et poussières dans

le liquide réduit le seuil de la pression acoustique nécessaire pour la formation de la cavitation. Dans

une crevasse, la surface de la poche de gaz est concave et sa tension superficielle réduit la pression

à l’intérieur de la poche. La poche de gaz dans la crevasse se dilate pendant la phase de raréfaction

des ultrasons permettant ainsi la diffusion du gaz dans la crevasse depuis le liquide environnant, ce

qui a pour effet la diminution de la pression. Pendant la phase de compression, la poche de gaz

rétrécit et sa pression augmente, il en résulte la diffusion du gaz de la poche vers le liquide. Par voie

de conséquence de l’effet de surface, le taux de diffusion pendant l’expansion est plus élevée car

le gradient de concentration du gaz dans le liquide est plus élevé. En conclusion, une bulle de gaz

est créée d’une crevasse quand la poche de gaz se développe suffisamment[Madanshetty et al. 1991]

[Borkent et al. 2008] comme le montre la Figure (1.10)
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FIGURE 1.12 – Micro-crevasses à la surface d’une particule solide (a) en phase de compression (b)
en phase de dilatation

1.9.3 Type de cavité

1.9.3.1 Cavité transitoire

Ce phénomène a lieu à forte intensité ultrasonore[Suslick 1989], supérieure à 10 W/cm[Henri 1992].

Ce type de bulles de cavitation grossit très rapidement puis implose violemment. Leur durée de vie

n’excède pas quelques cycles et parfois même pas la fin d’un seul cycle comme l’illustre la Figure.

L’implosion brutale de ces bulles conduit à la formation de nouveaux nucléis qui servent de germes

de cavitation. On admet qu’il n’existe pas de transfert de gaz entre le liquide et la bulle mais seule-

ment une vaporisation et une condensation de ce liquide[Lorimer and Mason 1987]. La taille typique

d’une bulle de cavitation transitoire est comprise entre 2 et 10 m. Le paramètre permettant la défi-

nition d’une bulle comme étant transitoire, est le rapport entre son rayon d’équilibre et son rayon

critique. Pour un intervalle de fréquence de 20 à 100 kHz, ce rapport est égal à 2 pour les bulles

transitoires[Moholkar et al. 2000]
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FIGURE 1.13 – Évolution de la taille d’une bulle de cavitation transitoire[Weissler et al. 1950]

1.9.3.2 Cavitation stable

Les cavitations stables ont lieu à faible intensité ultrasonore[Suslick 1989] de l’ordre de 1 à 3

W/cm[Henri 1992] . Dans ce cas, les bulles de gaz vibrent avec une faible amplitude autour d’une

position d’équilibre pendant plusieurs cycles. Elles évoluent lentement par un transfert de gaz ou de

vapeur du liquide. En effet, le flux de gaz lors de la phase de dépression, de l’extérieur vers l’in-

térieur de la bulle, est supérieur à celui de la phase de compression (de l’intérieur vers l’extérieur

de la bulle). La taille des bulles augmente ainsi par diffusion rectifiée. Ces bulles peuvent ensuite

soit, coalescer et remonter à la surface (effet de dégazage) soit disparaître par dissolution. L’am-

plitude d’oscillation des bulles est faible et leur durée de vie est grande. L’implosion de ces bulles

stables est moins violente que celle des bulles transitoires, mais toutefois suffisante pour dévelop-

per des températures et des pressions nécessaires pour créer des espèces radicalaires et/ou atomiques

[Thompson and Doraiswamy 1999][Mason 2002].
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1.10 Application des ultrasons

De nos jours les ultrasons possèdent une grande importance dans divers domaines

1.10.1 Applications médicales

Une physiothérapie comporte en général une série de séances, normalement de 5 à 20 min cha-

cune, répétées quotidiennement ou de façon intermittente pendant plusieurs semaines. Le générateur

d’ultrasons peut étre appliqué directement sur la peau, par l’intermédiaire, comme agent de couplage,

d’un liquide ou d’un gel. On peut aussi plonger dans l’eau le générateur et le membre à traiter. La

pratique recommandée consiste à déplacer constamment le générateur de façon à assurer une distribu-

tion régulière de l’énergie ultrasonore absorbée dans le tissu. Aussi, les ultrasons sont exploités pour

des approches interventionnelles directes utilisant des fortes puissances, ils permettent de détruire des

substances ou tissus indésirables et pulvérisent des calculs rénaux. Ils sont également utilisés en ki-

nésithérapie pour diminuer les douleurs, favoriser la circulation, aussi pour rendre des articulations

moins raides.

1.10.2 Application au laboratoire

Le domaine d’application le plus répandu au niveau du laboratoire est celui du nettoyage et du

dégraissage des solides par les bacs à ultrasons. Le nettoyage par ultrasons nécessite l’emploi de

détergents spécifiques et souvent un léger chauffage (entre 60 et 80˚C). Principe de fonctionnement :

La génération de microbulles dans le liquide contenu dans le bain à ultrasons, et leur implosion est le

principal vecteur de nettoyage ou de traitement approprié. Il doit être conjugué au détergent adéquat.

L’efficacité est directement liée à la puissance (l’amplitude) généralement réglable, et à la fréquence,

fixe ou sélectionnable sur certains modèles. La plupart des bains de laboratoire travaillent entre 35 et

40 KHz.

Les fréquences : Plus la fréquence est basse, plus l’énergie est importante.

25 KHz : Nettoyage puissant de surfaces dures, très souillées par des graisses, huiles, cires et

poussières. A proscrire pour les matériaux et métaux tendre tel l’aluminium.

30 KHz : Conseillé pour les pièces de verre non volumétrique, métaux et plastiques, dégazage

de solvants et solutions aqueuses. Convient très bien au nettoyage de contenants utilisés pour des

calcinations, travaux de chimie organique, ...

40 KHz : Surfaces tendres, minéraux précieux, métaux tendres, dégazage et verrerie volumétrique

de précision.

130 KHz : Nettoyage de pièces très fragiles (joaillerie, électronique, ...) Le choix du détergent

spécifique est primordial.
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Chapitre 2
Matériels et méthodes

2.1 Matériels

2.1.1 Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La chromatographie en phase gazeuse est une technique d’analyse de routine essentielle dans

de nombreux laboratoires. Un appareil de CPG réunit dans un bâti unique, outre les trois modules

classiques, injecteur, colonne et détecteur, un four thermostaté qui permet de porter, si nécessaire,

la colonne à une température élevée figure(2.1). La phase mobile qui entraîne l’échantillon dans la

colonne est un gaz, appelé gaz vecteur. Les débits, contrôlés avec précision, permettent une grande

répétabilité des temps de rétention [Rouessac 2004].

FIGURE 2.1 – Principe de fonctionnement d’une CPG

L’appareil de chromatographie en phase gazeuse (CPG) utilisé dans notre travail : GC-17, SHI-

MADZU : équipé d’un détecteur d’ionisation de flamme d’hydrogène (FID). Et d’une colonne capil-

laire chirale Beta-dexTM 325 (30 m x 0,25 mm x 0,25 m) .

Les conditions de méthode d’expériences sont les suivants :

-température initiale : 120˚C

-temps initiale : 12 min

- température finale : 200˚C
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-temps finale : 30 min

- vitesse : 6˚C/min

FIGURE 2.2 – CPG utilisée, GC-17 SHIMADZU

2.1.2 Chromatographie sur couche mince

La chromatographie sur couche mince, ou sur plaque (CCM), est effectuée surtout en vue d’une

analyse d’un mélange. La phase stationnaire solide est fixée sur une plaque, et la phase mobile li-

quide, nommée éluant, est un solvant ou un mélange de solvants. Les analyses sont réalisées sur des

feuilles d’aluminium recouvertes de silice MERCK60F254 (couche : 0.2 mm;la détection des taches

est effectuée avec un indicateur UV ( λ= 254 nm )

phase mobile : éther de pétrole / éther diéthylique : 30/70.

R f1 (propionate de phényléthanol) : 0.61.

R f2 (1-phenylethanol) : 0.5.
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FIGURE 2.3 – Analyse par CCM

2.2 Enzymes et reactifs

2.2.1 Lipases

CRL (lipase de Candida rugosa type VII, 700 U/mg) : La lipase de Candida rugosa (CRL) a

été purifiée jusqu’à homogénéité à partir de poudre brute. CRL hydrolyse les triacylglycérols sans

spécificité de longueur de chaîne[Sarda and Desnuelle 1958]. Une activité spécifique d’environ 800

U / mg était mesurée avec la trioléine ou la tributyrine comme substrat à 37 ˚C et pH 8. La CRL est une

vraie lipase. Cette enzyme présente le phénomène d’activation interfaciale lorsque la tripropionine a

été utilisée comme substrat[MTIBAA et al.].

2.2.2 Alcool

(R,S)-phenylethanol est un liquide incolore, peu volatil, à faible odeur florale de type hyacinthe/gardénia,

ou une odeur rappelant l’amande. Il est combustible mais très peu inflammable.
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Formule C8H10O

Etat Physique Liquide

Masse Molaire 122.16 g/mol

Point de Fusion 19-20˚C

Point d’ébullition 204˚C

Densité 1.012 g/mol

Pureté >99 %

Solubilité Soluble dans l’eau, l’alcool et le glycérol

TABLE 2.1 – Propriétés physiques et chimiques de l’alcool

FIGURE 2.4 – représentation chimique du 1-phénylethanol

2.2.3 Donneurs d’acyle

Le propionate de vinyle est le composé organique de formule CH3CH2CO2CH =CH2. Ce liquide

incolore est l’ester d’acide propionique et d’alcool vinylique. Il est utilisé pour produire des poly ainsi

que des copolymères avec des esters d’acrylate.
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Formule C5H8O2

Etat Physique Liquide

Masse Molaire 100.117 g/mol

Point de Fusion - 80˚C

Point d’ébullition 93 à 94˚C

Densité 0.917 g/cm3 (20˚C)

Pureté >99 %

Solubilité 6.5 mL/L

TABLE 2.2 – Propriété physique et chimique du propionate de vinyle

FIGURE 2.5 – représentation chimique du propionate de vinyle

2.2.4 Solvants
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2.3 Protocoles des reactions réalisées

2.3.1 Prétraitement des lipases par ultrasons

Dans un tube hermétiquement fermé, 50 mg de lipase (lipase de Candida rugosa CRL) sont solu-

bilisés dans 3,5 ml de solvant (Ether diéthylique, Hexane, Toluène, Dichlorométhane, Chloroforme,

THF) traités aux ultrasons pendant une heure. Dans un autre tube hermétiquement fermé, nous ajou-

tons 5mM d’alcool ((R,S)-1-phenylethanol) et 10 mM de donneur d’acyle ( vinyl propionate ). En-

suite, nous ajoutons l’enzyme prétraitée. Puis le mélange est mis sous agitation magnétique pendant

4 heures à une température de 45˚C. A la fin de la réaction, nous prélevons un échantillon de 25 µL

pour analyse (par CPG).

FIGURE 2.6 – Prétraitement de la lipase par l’US
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2.3.2 Réaction sous agitation magnétique

Dans un tube hermétiquement fermé, 5 mM d’alcool secondaire racémique ((R,S)-1-phenylethanol

) et 10 mM de donneur d’acyle( vinyl propionate ) sont solubilisés dans 4 ml de solvant orga-

nique(Ether diéthylique, Hexane, Toluène, Dichlorométhane, Chloroforme, THF). La réaction est

ensuite initiée par addition de 50 mg de lipase (lipase de Candida rugosa CRL) et mise sous agi-

tateur magnétique pendant 4 heures à une température ne dépassant pas 45˚C. A la fin de la réaction,

nous prélevons un échantillon de 25 microlitres pour analyse (par CPG).

FIGURE 2.7 – Réaction réalisée sous agitation magnétique
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2.3.3 Réaction sous ultrasons

Dans un tube hermétiquement fermé, 5 mM d’alcool secondaire racémique ((R,S)-1-phenylethanol)

et 10 mM de donneur d’acyle (vinyl propionate) sont solubilisés dans 4 ml de solvant organique (Ether

diéthylique, Hexane, Toluène, Dichlorométhane, Chloroforme, THF). La réaction est ensuite initiée

par addition de 50 mg de lipase (lipase de Candida rugosa CRL) et mise sous ultrasons pendant 4

heures à une température ne dépassant pas 45˚C. A la fin de la réaction, nous prélevons un échantillon

de 25 µLpouranalyse(parCPG).

FIGURE 2.8 – Réaction réalisée sous US
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Chapitre 3
Résultats et disscusions

1. INTRODUCTION

Au cours des dix dernières années, différentes études ont montré que l’activité, la stabilité et

la sélectivité des enzymes peuvent être considérablement renforcées par un changement de milieu

réactionnel [Jin et al. 2001][Lozano et al. 2001][Van Rantwijk et al. 2003]. Les solvants influencent

ainsi les enzymes d’une manière complexe impliquant de nombreuses interactions entre le solvant,

les substrats et l’enzyme.

Au début les enzymologistes utilisaient l’eau comme solvant. Car l’eau est le solvant par excel-

lence pour les réactions biochimiques dans le monde vivant. Ainsi, les applications de la catalyse

enzymatique concernaient essentiellement des réactions d’hydrolyse. Cependant, de nombreuses en-

zymes fonctionnent dans un environnement hydrophobe, par exemple les lipases et les déshydro-

génases. Ces enzymes, se retrouvent essentiellement au niveau des membranes cellulaires, et sont

actives dans la cellule pour une concentration en eau inférieure à 55,55 M. Le fait que naturellement,

elles fonctionnent dans un milieu hydrophobe, permet de mieux expliquer qu’elles conservent leurs

activités dans un milieu organique contenant une faible quantité d’eau [Dordick 1989].

Notre travail a pour objectif l’étude de l’effet des ultrasons sur la résolution enzymatique d’un

alcool secondaire, le (R,S)-1-phényléthanol, avec le propionate de vinyle comme donneur d’acyle

présence de la lipase de Candida rugosa (CRL) dans différents solvants organiques. Pour avoir un

élément de comparaison sur l’effet des ultrasons (US), les réactions ont été effectuées sous agitation

magnétique classique, en l’absence d’ultrasons. Ensuite, seule l’enzyme a reçu un prétraitement aux

US puis introduite dans le mélange réactionnel, et enfin, les ractions ont été réalisées directement sous

US. Dans ce chapitre nous allons présenter nos résultats de l’effet du solvant et des ultrasons (US) sur

la réaction enzymatique, en particulier sur son énantiosélectivité caractérisée par le facteur E.
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3.1 Généralité sur le 1- phényléthanol

Le 1-phényéthanol est un alcool secondaire utilisé comme molécule modèle dans les réactions

catalysées par les lipases et surtout comme intermédiaire très utile en synthèse organique. Chacun

des deux énantiomères du 1-phényléthanol est utilisé comme réactif chiral pour la détermination

de la pureté énantionmérique, comme conservateur dans l’industrie alimentaire et dans l’industrie

pharmaceutique.

FIGURE 3.1 – 1-phényléthanol

3.2 Effets du solvant sur la reaction enzymatique

Le solvant joue un rôle important dans le fonctionnement des enzymes. L’activité et la sélectivité

de l’enzyme peuvent être affectées de manière très importante selon la nature du solvant réactionnel.

Cependant, pour préserver l’intégrité conformationnelle de l’enzyme, celle-ci doit garder un ni-

veau minimal d’hydratation. Ainsi, le solvant utilisé ne doit pas être strictement anhydre ni être trop

polaire.

Dans le cas des réactions d’hydrolyse enzymatique, celles-ci ont lieu en milieu tampon. En géné-

ral une petite quantité de solvant organique est rajoutée afin de solubiliser le substrat organique. Dans

l’exemple suivant, qui décrit la réaction de l’hydrolyse de l’ester anti-3-acetoxy-2-iodo-3-phenylpropanoate,

les résultats montrent l’influence du solvant sur la sélectivité de l’enzyme. L’addition du toluène et

de l’acétonitrile, à la solution tampon, s’est avérée bénéfique en termes de taux de conversion et

d’énantiosélectivité. En présence de l’hexane, seule la réactivité est améliorée.
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FIGURE 3.2 – Hydrolyse enzymatique de l’ester anti-3-acetoxy-2-iodo-3-phenylpropanoate.

3.3 Généralité sur l’énantiosélectivité

Un grand nombre d’enzymes présentent un caractère énantiosélectif, c’est-à-dire la catalyse préfé-

rentielle d’une des deux formes chirales d’un substrat et permettent donc le dédoublement cinétique de

mélanges racémiques. L’énantiosélectivité est généralement caractérisée au moyen de l’excès énan-

tiomérique du substrat, noté (ees) (équation 1) ou du produit (eep) (équation 2). La variation des

paramètres (ees) et (eep) est fonction du taux de conversion (équation 3).

%ees =
R−S
R+S

∗100...(1)

%eep =
PR−PS

PR +PS
∗100...(2)

%C =
ees

ees + eep
∗100...(3)

R et S représentent les concentrations des énantiomères substrats, PR et PS les concentrations des

énantiomères produits de la réaction. Le facteur de sélectivité (E) qui caractérise l’affinité spécifique

d’une enzyme pour un énantiomère donné, est le rapport de vitesse de formation des deux énantio-

mères en compétition soit :

E =
KR

KS

En tenant compte des équations (1) et (2), le facteur d’énantionsélectivité (E) peut alors s’exprimer
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comme suit :

E =
Ln[1−C(1+ eep)]

Ln[1−C(1− eep)]
...(4)ou

E =
Ln[1−C(1− ees)]

Ln[1−C(1+ ees)]
...(5)

Ces équations sont valables uniquement dans le cas d’une réaction enzymatique irréversible.
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3.4 RESULTATS ET DISCUSSION

Notre travail a pour objectif l’étude de l’effet des ultrasons sur la résolution enzymatique d’un

alcool secondaire, le (R,S)-1-phényléthanol, avec le propionate de vinyle comme donneur d’acyle.

FIGURE 3.3 – Tranestérification enzymatique du 1-phénylethanol racémique

Dans un objectif de généralisation de notre étude nous avons effectué cette réaction modèle dans

différents sovnats organqiues. Afin de quantifier l’effet de ces derniers, nous avons pris le facteur logP

qui mesure l’hydrophobicité du solvant et qui est un indicateur très employé en biocatalyse.
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3.4.1 Réaction sous agitation magnétique

La réaction de transestérification du (R,S)-1-phényléthanol avec le propionate de vinyle en pré-

sence d’une lipase (CRL) a été réalisée sous agitation magnétique (sans ultrasons). Cette réaction a été

effectuée dans six solvants différents (Ether diéthylique, Hexane, Toluène, Dichlorométhane, Chlo-

roforme et le THF). La réaction a été suivie par CCM, ensuite par CPG (voir partie expérimentale).

Grâce à cette technique, nous avons également déterminé les valeurs d’ees et eep (excès énantiomé-

riques du substrat et du produit), la conversion (%C) et E (facteur d’énantiosélectivité) en utilisant les

équations précédentes 1, 2, 3, 4 ou 5 respectivement « comme le montre la Table 3.1 »

Solvants LogP Conversion (%C) Enantioséléctivité (E)

Ether diéthylique 0.89 16.13 9.83

Hexane 3.50 18.35 8.19

Toluéne 2.73 15.28 9.50

Dichlorométhane 1.25 17.16 2.10

Chloroforme 1.97 8.50 2.00

THF 0.46 7.32 2.48

TABLE 3.1 – résultats obtenus sous agitation magnétique dans différent solvants organique

L’histogramme ci-dessous (Figure 3.4) illustre mieux la conversion et l’énantiosélectivité de chaque

solvant.

FIGURE 3.4 – Histogramme comparant la conversions et énantiosélectivités dans chaque solvant (sans
US)
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Les résultats obtenus présentent des conversions entre 7,32% et 18,35% et des énantioséléctivités

variant entre E=2,00 à E=9,83. La réaction en présence de l’éther di éthylique donne une très haut

valeur d’énantioséléctivité E=9,83et une conversion acceptable (C=16,13%) contrairement dans le

chloroforme qui est E=2,00.

3.4.2 Réaction après prétraitement de la lipase aux US

Dans ce cas, la lipase est prétraitée aux US avant d’être introduite dans le milieu réactionnel qui

est soumis ensuite à une agitation magnétique classique (tableau 3.2 et figure 3.5).

Solvants LogP Conversion (%C) Enantioséléctivité (E)

Ether diéthylique 0.89 18.12 12.27

Hexane 3.50 25.24 17.30

Toluéne 2.73 22.51 12.11

Dichlorométhane 1.25 14.74 3.01

Chloroforme 1.97 10.50 2.37

THF 0.46 8.29 3.83

TABLE 3.2 – Résultats obtenus sous prétraitement dans différents solvants organiques

FIGURE 3.5 – Histogramme comparant la conversions et énantiosélectivités dans chaque solvant
(Après prétraitement).

Les résultats obtenus montrent qu’on a un intervalle de conversion entre 8,29% et 25,24% et de

facteur d’énantioséléctivité entre E=2,37 à E=17,50. La plus grande valeur de conversion et d’énan-

tioséléctivité a été obtenue dans l’hexane comme solvant.
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3.4.3 Réaction sous ultrasons

Dans ce cas les ultrasons ont été employés pendant toute la durée de la réaction. Pour ce faire,

nous avons utilisé un bain à ultrasons (Fréq : 42 KHz, Puiss : 70w) avec une température maintenue

à 32˚C et en gardant les mêmes conditions opératoires utilisées dans la réaction sans ultrasons. Les

analyses par CPG nous ont permis de déterminer les excès énantiomériques du (S)-1-phényléthanol et

(R)-Acétate de-1-phényléthyle. Comme pour la réaction réalisée sous agitation (sans US), les valeurs

de C (la conversion) et E (rapport énantiomérique) ont été déterminées en utilisant les équations (3)

et (4) citées plus haut

Solvants LogP Conversion (%C) Enantioséléctivité (E)

Ether diéthylique 0.89 23.86 17.65

Hexane 3.50 37.28 20.90

Toluéne 2.73 26.91 19.49

Dichlorométhane 1.25 17.16 5.09

Chloroforme 1.97 13.48 3.86

THF 0.46 12.72 5.44

TABLE 3.3 – Résultats obtenus sous l’ultrason dans différents solvants organiques.

FIGURE 3.6 – Histogramme comparant la conversions et énantiosélectivités dans chaque solvant
(Sous US).

Pour cette approche, l’examen général des résultats révèle que les valeurs de la conversion et le

facteur d’énantioséléctivité varient entre 12,72% et 37,28% et E=3,86 et 20,90 respectivement. Les

meilleures conversions et les énantiosélectivités les plus élevées sont obtenues avec l’hexane qui est

le solvant le plus hydrophobe (LogP = 3,5).
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3.5 Comparaison des C et des E dans les trois approches

3.5.1 Comparaison des conversions

Afin de réaliser une comparaison entre le comportement de la lipase vis-à-vis de l’agitation ma-

gnétique (sans US), après prétraitement et sous irradiations ultrasoniques, nous avons rassemblé l’en-

semble des résultats obtenus dans le tableau suivant (tableau 3.4 ; figure 3.7).

Solvants LogP %C sous agitation %C aprés prétraitements %C sous US

Ether diéthylique 0.89 16.13 18.12 23.86

Hexane 3.50 18.35 25.24 37.28

Toluéne 2.73 15.28 22.51 26.91

Dichlorométhane 1.25 10.73 14.74 17.16

Chloroforme 1.97 8.50 10.50 13.48

THF 0.46 7.32 8.29 12.72

TABLE 3.4 – Comparaison des conversions, en présence et en absence des US

FIGURE 3.7 – Histogramme de comparaison entre les conversions, avec et sans US

Les résultats laissent apparaitre une augmentation remarquable de la conversion lorsque les ul-

trasons sont utilisés en prétraitement et mieux pendant la durée de la réaction et ce, quelque soit le

solvant utilisé. Cependant, les meilleurs résultats ont été obtenus pour l’hexane. Il semble par ailleurs

que l’hydrophobicité du solvant soit un facteur favorable.
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3.5.2 Comparaison des énantioselectivités

L’analyse chromatographique permet d’identifier le facteur d’énantionsélectivité (E) qui est l’élé-

ment le plus important pour l’étude des molécules bioactives. Les résultats sont donnés dans le tableau

et la figure suivants (tableau 3.5 ; figure 3.8).

Solvants LogP E sous agitation E aprés prétraitement E sous US

Ether diéthylique 0.89 9.83 12.27 17.65

Hexane 3.50 8.19 17.30 20.90

Toluéne 2.73 9.50 12.11 19.49

Dichlorométhane 1.25 2.10 3.01 5.09

Chloroforme 1.97 2 2.37 3.86

THF 0.46 2.48 3.83 5.44

TABLE 3.5 – Comparaison d’énantioselectivité, en présence et en absence des US

FIGURE 3.8 – Histogramme de comparaison entre les énantiosélectivités, avec et sans US

Ces résultats indiquent que l’énantioselectivité a légèrement augmentée en présence des irradia-

tions ultrasonores. Avec l’hexane par exemple l’énantioselectivité a augmenté de 8,19 à 20,90. Par

ailleurs, dans le chloroforme l’énantioselectivité s’est améliorée, mais, est restée la plus faible.
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3.6 Conclusion

Dans ce travail, nous avons étudié la réaction de transestérification enzymatique du 1- phénylé-

thanol avec le propionatede vinyle en présence de différents solvants organiques.

Nous avons examiné l’effet des ultrasons sur l’énantioselectivité de la réaction selon deux ap-

proches : prétraitement de la lipase aux US avant réaction et réaction sous US. Les résultats obtenus

ont été comparés à ceux donnés par les réactions en l’absence d’US.

Nous avons observé que comparativement à la réaction sans ultrasons, les conversions et les énan-

tiosélectivités sont sensiblement améliorées lorsque l’enzyme a subi un traitement aux US préalable.

Cette amélioration est nettement plus visible lorsque la réaction est effectuée directement sous ultra-

sons.

En conclusion, l’utilisation des ultrasons dans les réactions biocatalysées est une méthode perfor-

mante tant du point de vue conversion que de celui très important de l’accès aux molécules chirales

par l’augmentation de l’énantiosélectivité de la réaction.
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Conclusion générale

Le travail présenté dans ce manuscrit rentre dans le cadre de la synthèse par voie enzymatique

d’intermédiaires réactionnels optiquement actifs, indispensables à la synthèse de nombreux médica-

ments. Une résolution enzymatique du (R,S)-1-phényléthanol avec le propionate de vinyle comme

donneur d’acyle en présence de la lipase Candida Rugosa (CRL) assistée par ultrason a été étudié.

Pour ce faire nous avons réalisées trois approches différentes : US pendant toute la réaction, prétrai-

tement de la lipase par US avant la réaction et en présence des US. Cette étude montre les effets des

ultrasons sur la conversion (C) et l’énantioséléctivité (E) et en utilisant comme méthodes d’analyse la

chromatographie en phase gazeuse.

Le premier chapitre de ce mémoire a été consacré à une étude bibliographique sur les ultrasons

qui ont un grand nombre d’applications, les Enzymes qui ont une large étendue dans ces dernières dé-

cennies particulièrement les hydrolytiques telles que les lipases sont fréquemment utilisées en raison

de leur compatibilité avec une large gamme de substrats et présentent souvent une grande énantiosé-

lectivité et plusieurs avantages, ce qui leur permet d’être utilisées dans différents domaines. et en fin

les effets des ultrasons sur la réaction enzymatique qui peuvent améliorer le rendement et l’énantio-

sélectivité de nombreuses réactions enzymatique.

Dans le deuxième chapitre, nous avons réalisées un protocole opératoire de manières simple,

efficace et douces, avec un excellent rendement.

Finalement, dans le dernier chapitre, nous avons présentées les résultats relatifs concernant la

conversion et l’énantioséléctivité pour chaque approche, nous avons obtenues de bons résultats dans

le cas de réactions impliquant les irradiations ultrasonores par rapport aux autres approches.
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