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Modélisation moléculaire et expérimentation en rédeur solide/gaz
pour la compréhension de la sélectivité de la lipasB deCandida antarctica

Résumé:
L'objectif de cette thése était de mieux comprendseparameétres structuraux et environnementauxegoant
I'énantiosélectivité de la lipase B @andida antarctical CALB), lors de la résolution des alcools secoreial

linéaires chiraux. Ces composés sont notammeniségil comme synthons chiraux dans [lindusrie

pharmaceutique. Dans un premier temps, une étisiémnsgtique des orientations du butan-2-ol et dtigpe?-ol
au sein du site actif a été réalisée par modé&isatioléculaire. Les résultats suggérent I'existeteenodes
d’arrimages supplémentaires & ceux mentionnésldditrature. La comparaison selon I'énergie ptdle du
substrat des structures les plus stables, combBiteégrise en compte de modes de fixation non mtifdunous
a permis d’expliquer qualitativement I'énantiopréféce de la CALB pour la formB. A l'aide du réacteu
solide/gaz, nous avons montré que les résidus phdlmes formant le canal d’accés du substrat auastié
(lle189, Leu278 et Ala282), jouaient un role sigrafif dans I'énantiosélectivité de la CALB vis-&swdes
alcools secondaires. L'influence de la partie ajkdy donneur d’acyle sur le ratio énantiomériquegalement

pu étre mise en évidence. Par ailleurs, nous awoostré que des mutations isostériques de la ppche

stéréosélective conduisaient a des variations desmetres thermodynamiques d’activation de I'a@ytatiu

pentan-2-ol, probablement suite a des modificatthnsgseau de liaisons hydrogéne formé entre sduz de Ia
poche. Les études d’adsorption de l'eau et dedratdsur 'enzyme immobilisée nous ont permiseler I'état
d'hydratation de la CALB avec les effets partiaglide I'eau sur I'activité et la sélectivité detgme.

Mots clés: Lipase B deCandida antarctica énantiosélectivité, réacteur solide/gaz, modgdisamoléculaire
chromatographie gazeuse en phase inverse, alegalgtvité thermodynamique

Molecular modeling and experimentation in solid / g@s reactor for understanding the
selectivity of lipase B fromCandida antarctica

Summary :

The aim of this thesis was to understand more gegcihe structural and environmental parametevemgng
the enantioselectivity of lipase B fro@andida antarctica(CALB), involved in the discrimination of chirg
secondary alcohols enantiomers. These compoundssarkin particular for the synthesis of enantidcady
pure pharmaceutical molecules. Initially a systéenstudy of the orientation of butan-2-ol and per2aol in
the active site was performed by molecular modelifige results suggest the existence of additioiralig
modes to those mentioned in the literature. Themi@l energy comparison of the most stable condtions of
the substrate, combined with the existence of modyzctive binding modes, allowed us to explain gately
the enantiopreference of CALB for tlieform. Using the solid/gas reactor, we have showat hydrophobic
residues forming the access channel of substratheaoactive site (11e189, Leu278 and Ala282), pthye
significant role in the enantioselectivity of CAliBwards secondary alcohols. The influence of thexal part
of the acyl donor on the enatiomeric ratio E ha® deen highlighted. Furthermore, we showed tlustésic
mutations of the stereoselective pocket led to gearin pentan-2-ol activation thermodynamic paransepf
acylation, probably due to changes in the hydrogends network formed between residues of the poc
Studies of water and substrates adsorption onntingobilized enzyme allowed us to relate the hydrasitatus
of CALB with specific effects of water on the enzgmctivity and selectivity.

Keywords : Candida antarcticdipase B, enantioselectivity, solid/gas reactoolenular modeling, inverse gas

chromatography, alcoholysis, thermodynamic activity
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Introduction

La chiralité, propriété caractérisant tout objei mjest pas superposable a son image dans un
miroir plan, est omniprésente dans la nature. Aimsi peut la retrouver a I'échelle
macroscopique (nos mains, la coquille des gastdespa) mais également a I'échelle
microscopique, par exemple pour les acides amiméstitutifs des protéines (série L) ou pour
les sucres des nucléotides (série D). La chirtlitdve sa source dans I'existence d'un centre
de chiralité dans la structure de certaines moésculn élément de chiralité fréquemment
rencontré est le carbone asymétrique (C*), atomecalbone avec quatre substituants
différents. La disposition de ces quatre substiBiautour du carbone asymétrique est a
I'origine de deux molécules différentes, appeléranéomeéres ou inverses optiques. Ces
énantiomeres présentent des propriétés physiquesmigues tres proches, ce qui rend leur
séparation tres difficile, mais présentent des pét§s biologiques souvent trés différentes
(Patel, 2001). Par exemple IB){limonéne a une odeur d'orange, alors que la foBume
odeur de citron, laR)-asparagine a un godt sucré et la fo®um golt amer (tableau 1). Cette
différence est essentielle pour des nombreux psosdsiologique, comme les phénomenes de
reconnaissance moléculaire, la transmission de akighiologique, les réactions

métaboliques....

De nombreuses molécules thérapeutiques sont chirdle plus souvent seul I'un des
énantiomeres est responsable de I'activité thétapeurecherchée, I'autre énantiomeére étant
moins actif (Warfarine) ou inactif (Chloramphénicdtableau 1). Mais parfois l'autre
énantiomere présente une activité différente (Adtmlt Fluoxetine) et malheureusement, il
arrive méme qu’il soit toxique. Un des exemplesdes tragiguement connus reste celui de
la thalidomide (Ditaval® ou Contergan®). Ce médieama été commercialisé entre 1958 et
1963 dans plusieurs pays du monde, sous forme rmeémc’est-a-dire sous forme de
mélange des deux énantioméres, afin d’éviter leséss matinales pendant la grossesse.
Mais alors que la form® présentait des propriétés sédatives chez la neefermeS c’est
révélée tératogene provoquant de trés graves mmafans chez le faetus (phocomélie). Suit
a cette découverte de nombreuses équipes danslderse sont intéressées a la stéréochimie

des molécules et a la séparation des énantiomeres.
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Tableau 1 : Exemples de I'activité biologique de différents composés en fonction de leur configuration

absolue.

Composé Forme S Forme R
Limonéne Odeur de citron Odeur d'orange
Asparagine GoUt amer Go(t sucré
Chloramphénicol Inactif Antibactérien
Warfarine Anticoagulant 5 fois moins actif
Fluoxetine (Prozac®) Anti-migraine prophylactique Antidéprésseur
Albutérol Spasmogéne Bronchodilatateur (Asthme)
Pénicilamine Antiarthrique Toxique
Thalidomide Tératogene Sédatif; hypnotique léger

L’inactivité des énantiomeres des principes adifieurs éventuels effets secondaires génants
ou toxiques justifient en terme de colt de produnctet de sécurité le développement
extraordinaire des synthéses de composés énanidpmdrent purs ou enrichis. La
commercialisation de médicaments sous forme du éeahtiomere utile est dailleurs
fortement encouragée par les autorités en matierdédeloppement pharmaceutique et en
particulier par la Food and Drug Administration &Ddes Etats-Unis et par son équivalent
en Europe, '’Agence Européenne pour I'Evaluatios Biédicaments (EMEA). La loi établie
par ces autorités en 1992 stipule, que la composiiéréoisomeérique d’'un meédicament
comportant un centre chiral doit étre connue, denen@ue la composition isomérique
guantitative utilisée pour les études pharmacologgq et cliniqgues. Pour estimer la
pharmacocinétique d'un énantiomére pur ou d'un ngdad’énantioméres, des essais
quantitatifs pour chaque énantiomere doivent &adisés t6t dans I'étape de développement.
Si le racémique est utilisé, la pharmacocinétige® deux isomeéres doit étre étudiée en phase
clinique, et le racémique ne peut étre dévelopmédgiles deux énantioméres présentent des
différences d’activité faibles.

Il existe quatre types de procédés courammentsésilipour accéder a des molécules
optiquement pures : la synthése chimique asymétrilgucristallisation diastéréoisomérique,
la chromatographie préparative chirale et les mtésd@le biocatalyse.

Comparé aux trois autres méthodes, le dédoublegemhélanges racémiques a l'aide des
enzymes est de plus en plus apprécié par les melastiu fait de la spécificité et de la
sélectivité des enzymes et des conditions doucesisies en ceuvre. Parmi les enzymes, les
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hydrolases, et plus particulierement les lipases 8EL.1.3) sont les biocatalyseurs les plus
utilisés pour le dédoublement de mélanges racémiqiacools, d'acides, d’amines.... En
effet, elles sont capables de catalyser I'hydrolgsda synthése stéréosélective d’'une tres
grande variété de substrats naturels et non natuPal ailleurs, elles sont trés stables, elles
peuvent étre actives dans des conditions de temopéreelativement élevée et en milieu
organique liquide, ce qui favorise les réactionsgethese, au détriment de I'hydrolyse. De
plus, elles ne nécessitent pas de cofacteur etl&punibles commercialement a faible codt.

Malgré de nombreux travaux portant sur le dédoublgnde mélanges racémiques catalysé
par les lipases, le dédoublement cinétique rendsiple par le fait que les lipases réagissent
parfois plus rapidement avec l'un des énantiomére®vec l'autre n'est pas encore

parfaitement compris. Mieux appréhender ces phénemé&t comprendre quels sont les
facteurs réactionnels et moléculaires qui gouverferstéréosélectivité des lipases devient
crucial pour étendre les applications de ces engyetdaciliter leur usage. En particulier,

I'industrie pharmaceutique est trés demandeuseéthades et techniques qui pourraient étre
employées a des fins prédictives pour séparer daartiomeres donnés. Cela permettrait, a
terme, de diminuer les colts de développement deetles molécules pharmaceutiques. Par
ailleurs, une meilleure compréhension de I'énagtexgivité permettrait une optimisation

plus rationnelle et donc plus rapide des procédedabrication, avec une réduction des
quantités de réactifs et de solvants, ce qui g'ihdans les principes de la chimie verte et du

développement durable.

C'est dans ce cadre que s'inscrivent nos travawstapt sur la compréhension de
I'énantiosélectivité de la lipase B dgandida antarctica(CALB) lors de la résolution des
alcools secondaires linéaires chiraux. En effes, aderniers sont des synthons extrémement
intéressants pour la synthése asymeétrique, careiisettent d’introduire un carbone chiral
dans la molécule cible, soit par réactivité de dacfion hydroxyle, soit en conservant la
fonction alcool dans la molécule synthétisée. Peemple, le H)-pentan-2-ol est un
intermédiaire important dans la synthese de médiotsninhibant la libération et/ou la
synthese de peptidgsamyloides impliqués dans la maladie d’AlzheimeatéP et coll.,
2000).
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Notre manuscrit débute par une synthése biblioggaphconstituée de trois parties. La
premiere présente la lipase B @andida antarctica(CALB), enzyme sélectionnée pour
notre étude. Lors de cette partie, la structuremiecanisme d’action catalytique et la
spécificité de la CALB seront présentés. La deurigrartie est consacrée au dédoublement
des mélanges racémiques catalysés par la CALB,paligulierement au dédoublement des
mélanges racémiques d’alcools secondaires, etifféretits parametres environnementaux et
structuraux pouvant influencer I'énantiosélectivité cette lipase. Puis, dans la troisieme
partie, nous allons présenter le réacteur solide/g@réacteur en milieu non conventionnel
utilisé lors de nos travaux pour étudier les pataeeseinfluencant I'énantiosélectivité de la
CALB. Par ailleurs, dans cette partie deux techesqpermettant de déterminer I'état
d’hydratation des enzymes, les isothermes d’adsorptt la chromatographie en phase

gazeuse inverse (IGC), seront présentées.

Dans la partie "Matériels et Méthodes" sont expdsgslifférents matériaux et les protocoles

utilisés. Les méthodes d’analyse et de traitemestrésultats sont également décrites.

La partie "Résultats et Discussion" s’articule autde trois chapitres distincts. Dans un
premier chapitre, I'énantiosélectivité de la CALB abordée par le biais de la modélisation
moléculaire. Une approche classique a été utilisfie.consiste a modéliser I'intermédiaire
tétraédrique de la réaction dans le but de détemii@nergie potentielle des intermédiaires
formés et d’analyser les interactions enzyme/sabsésultantes pour chacun des modeéles.
L’originalité de nos travaux réside dans le faiequous ne sommes pas contentés des deux
orientations décrits dans la littérature pour kelssgrats (Orrenius et coll., 1998 ; Haeffner et
coll., 1998), mais nous avons réalisé une étudéémyique afin d’explorer toutes les
orientations envisageables pour les deux alcoatenskaires étudiés, le butan-2-ol et le

pentan-2-ol.

Un deuxieme chapitre est consacré a I'étude expatae, a I'aide du réacteur solide/gaz,
des paramétres rarement pris en compte, pouvdaeider I'énantiosélectivité de la CALB

lors de la résolution des alcools secondaires ekigar transestérification : I'influence des
résidus situés sur le chemin d’acces du substraitaicatalytique et lI'influence de la partie
alkyle du donneur d’acyle (premier substrat a serfi Dans ce chapitre, le réle de I'entropie
d’activation pour la définition de I'énantioséledté de la CALB et ses variants lors de la

réaction d’acylation du pentan-2-ol avec le métirgpionate, est également examiné.

10
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Enfin, dans le troisieme chapitre, les résultatd’@ede de I'hydratation de la lipase B de
Candida antarcticaen fonction de I'g, obtenus a l'aide de deux techniques (les isotegrm
d’adsorption et la chromatographie en phase gazeusese), sont présentés. Ces résultats,

sont utilisés pour tenter d’expliquer I'effet dedu sur I'activité et la sélectivité de la CALB.

11
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I. Lalipase B de Candida antarctica

Les lipases (EC 3.1.1.3) ou triacylglycérol-acyliojdses appartiennent a la famille des
hydrolases. Elles jouent un réle important dansiéabolisme des graisses et sont présentes
dans la plupart des tissus animaux et vegeétaux,s naissi dans de nombreux
microorganismes (Pandey et coll., 1999 ; Schmaitvizrt, 1999). Leur fonction naturelle est
de catalyser I'hydrolyse d’esters comme les tri§haes en di-, monoglycérides, acides gras
et glycérol. Elles sont également capables d’hydenl une trés grande variété de substrats
naturels et non-naturels. Lorsque la quantité d@aumilieu est faible ou méme lorsque le
milieu est totalement anhydre, comme en milieu g par exemple, les lipases peuvent

également catalyser des réactions de synthése.

Pour notre étude nous avons choisi de travailleacda lipase B deCandida antarctica
(CALB). Cette lipase offre quelques particularipggs rapport aux autres lipases : elle possede
une faible activité vis-a-vis des triglycéridesondues chaines et elle n’est pas soumise au
phénoméne d’activation interfaciale, elle est doognsidérée comme une enzyme

intermédiaire entre une lipase est une estérageefilierg et coll., 1994 ; Verger, 1997).

Lors de cette étude bibliographique, la structleemécanisme d’action catalytique et la

spécificité de la CALB seront présentés.

I.1. Structure et site-actif de la CALB

La levureCandida antarcticaa été isolée pour la premiere fois en Antarctigiaas le but de
trouver des enzymes ayant la capacité de travaiéles des conditions extrémes (Anderson et
coll., 1998). Ce microorganisme produit deux tydedipases nommeées A et B. La forme B
est une protéine globulaire d’'un poids moléculalee 33 kDa, constituée de 317 acides
aminés, avec un pH isoélectrique de 6. Sa struetwi® déterminée par cristallographie aux
rayons X en 1994 (code PDB: 1TCA, 1TCB et 1TCGpdnibles a partir de la "Proteine
Data Bank" au http://www.pdb.org/pdb) (Uppenbergcell., 1994). Un an plus tard, sa
structure co-cristallisée avec le détergent Tweget8avec un inhibiteur irréversible de type
phosphonate, l&-hexylchlorophosphonate éthyl ester, a été puldoxid PDB : 1LBT et
1LBS respectivement) (Uppenberg et coll., 1995hésta 1). Cette lipase appartient, comme

13
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les autres lipases, la famille desao/B-hydrolases (Ollis et coll., 1992; Schmid et Ver
1998). En effet, sa structugésente, comme pour les astrlipases, un replieme o/f
constitué diun corps central de 8 feuillefis généralement paralléles entre , autour duquel
se repartissent au moins 6 hélica (Ollis et coll.,, 1992). D’'ajes sa structure

cristallographique, la LB posséde 10 héliceo (figure 1 et 2).

\/\/\/\/\/\/\/\/\”/o\/\ O/\/ SNGZN O/\/ O~ O/

o

Tween 80 ou 2-{2-[2-[2-(2-methoxyethoxy )ethoxy]ethoxy]ethoxy]lethyl octadecanoate

?l /r——— Cl\g//J:::::]
L4 ST
5 o)

n-hexylchlorophosphonate éthyl ester 1-phényléthyl octanoate
ou 1-(chloro(éthoxy)phosphoryl)hexane

Schéma 1 : Structure du détergeant Tween 80 et de I'inhibiteur phosphonate co-cristallisés avec la
CALB et structure de I'ester utilisé pour I'étude par modélisation moléculaire (d’aprés Uppenberg et
coll., 1995).

H224

179

Figure 1: Diagramme de la structure secondaire de la CALB. Les hélices a2, a9 et 010 ont toutes des
régions courtes ou le réseau de liaisons hydrogéne des hélices est brisé, introduisant ainsi un

changement de direction de I'hélice (d'aprés Uppenberg et coll., 1994).

14
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Figure 2 A et B: Deux vues différentes de la structure tridimensionnelle de la CALB (code PDB:

1TCA). Sont représentés en rouge les hélices a, en bleu les feuillets B, en vert les coudes, en blanc

les boucles et en jaune la sérine catalytique.

Les structures des lipases cristallisées en préseinen absence d’analogues de substrats ont
permis d’identifier la topologie générale de leite sle fixation (Uppenberg et coll., 1994 ;
1995) et, selon les auteurs (Pleiss et coll., 19938LALB présente une cavité elliptique et
profonde, en forme d’entonnoir (9,5 x 4,5 A), erposition & d’autres morphologies de sites
actifs, en forme de tunnel (lipase @andida rugospou moins profonds localisés pres de la

surface de la protéine (lipasesRigizomucoet Rhizopu} (figure 3).

La constitution de la cavité est similaire a d'asiipases avec un fond hydrophile, formé par
la Serl05 catalytique et les résidus du trou oxyague (Pleiss et coll., 1998). L'acces a ce
site actif se fait par un passage étroit hydrophabesite de fixation peut étre diviséen deux
parties (ou sous-sites) séparés par les résidi®9llet 11e285 : un c6té correspondant au site
de fixation de l'acyle, cerné par les résidus hptiabes lle189, Vall192, Leul40, Alal4l,
Leul44, Vall54 et 1le285, et un c6té correspondargite de fixation de l'alcool, délimité par
les résidus 11e189, Leu278, Ala281 et lle285 (Upyeeg et coll., 1995) (figure 3 et 4).

15
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Serl05

Trp104

Figure 3 : A. Surface de la CALB avec son site actif. B. Coupe du site actif. Sont représentés en rouge
les résidus de la triade catalytique, en bleu les résidus de la poche énantiosélective, en saumon les
résidus du trou oxyanionique, en violet les résidus hydrophobes délimitant le sous-site de fixation
acyle et en vert les résidus hydrophobes délimitant le sous-site de fixation alcool. Ces deux sous-sites
sont séparés par les résidus lle189 et 11e285, qui peuvent ainsi interagir avec les deux chaines acyle

et alcool. Pour plus de clarté les atomes d’hydrogene n’ont pas été représentés.

\
0 R
&
Hisz24
N
Ser105 H

Figure 4 : Représentation schématique de la cavité du site actif de la CALB. Ce dernier peut étre
divisé en deux parties, un coté acyle et un c6té alcool, correspondant respectivement au site de

fixation de la partie acyle et alcool du substrat durant la catalyse (d’apres Uppenberg et coll., 1995).
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La triade catalytique comporte les résidus SerHi&224 et Aspl87 (figure 5). Comme pour
les autres lipases, la sérine catalytique constitueoude nucléophile appelé ‘turn”
positionné entre un feuillgt (4) et une hélice (a4) (figure 1 et 2). Généralement les lipases
possedent une séquence consensus (Gly-X-Ser-X-@ly)permet d’identifier la sérine
catalytigue, mais chez la CALB une séquence difterea été trouvée dans laquelle la
premiére glycine est remplacée par une thréon{fiérl03-Trp104-Serl105-GIn106-Gly107)
(Uppenberg et coll., 1994).

Chez la CALB, le trou oxyanionique, intervenant slda stabilisation de l'intermédiaire
tétraédrique établi avec le substrat, est préfolmaéencore c’est une particularité de cette
enzyme, car pour les autres lipases, ce trou seeftors de I'étape d’activation inetrfaciale. Il
est constitué de deux résidus : comme pour toatebdases, on retrouve le résidu adjacent a
la sérine catalytique du c6té C-terminale, GInl€t6le résidu Thr40. Ce dernier fait partie
d’'une séquence consensus de type Gly-X et est dtakilisé par le résidu GIn157 (Pleiss et
coll., 2000) (figure 5).

La structure cristallographique de la CALB, obteawec len-hexylchlorophosphonate éthyl
ester, a permis d’identifier une petite poche audfde la cavité et a proximité de la sérine
catalytique, délimitée par deux résidus polairds40 et Serd7, et le résidu adjacent a la
sérine catalytique du coté N-terminale, Trpl104 (&hdgerg et coll., 1995). Ce dernier résidu
est également appelé "floor", car il constitueded de la cavité (figure 3 et 5). L'étude par
modélisation moléculaire réalisée a partir de cstitecture avec le 1-phényléthyl octanoate
(schéma 1) a suggéré que cette poche ne pouva#cgapter des groupements plus grands
gue le groupement éthyle et par conséquent, qulelait étre responsable de la spécificité de
la CALB vis-a-vis des alcools secondaires. Ainsgtte poche est appelée poche
stéreospécifique ou poche énantiosélective (Uppgndiecoll., 1995). Son implication dans

la résolution des alcools secondaires sera ex@igliess amplement par la suite.
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7 Asp187

HiSZZdﬁ_i Trp104

Py

Figure 5: Site actif de la lipase. Le trou oxyanionique et la poche stéréospécifique sont visualisés
respectivement par des arcs de couleur jaune et cyan. Sont représentés en rouge les résidus de la
triade catalytique, en bleu les résidus de la poche énantiosélective, en saumon les résidus du trou
oxyanionique et en blanc le résidu stabilisant le trou oxyanionique, GIn 157. Les lignes grises
schématisent la structure secondaire de I'enzyme. Ces deux sous-sites sont séparés par les résidus
lle189 et lle285, qui peuvent ainsi interagir avec les deux chaines acyle et alcool. Pour plus de clarté

les atomes d’hydrogénes n’ont pas été représentés.

Nous avons évoqué précédemment que, contrairen la majorité des autres lises, la
CALB n’est pas soumise au phénomenactivation interfacialeCe dernier peuttre défini
par 'augmentation de dctivité enzymatique lorsqu’enzyme se trouve au contact d'u
interface eadipides (Martinelleet coll. 1995a). Cg@hénomene s’explique par la préser
chez de nombreuses lipasesun volet amphiphile qucouvre le site act par le biais
d’interactions hydrophobes (Derewenda et coll., 2B98. Lorsque la concentration
substrat dssupérieure a la concentratimicellaire critique (CMC), une interface entre Lk
et les molécules apmtes se forme, leolet amphiphile interagit avec cette interfacegai

provogue son ouverture, et fconséquent, rend le site actif accessible au subsa&CALB

ne présente qu’un tres petiblet amphiphil, probablement I'hélice5. En effet, en bsence
de molécule détergente a I'entrée de la cavitétracture de cette hélice est désordon
comme en témoigne la densité électronique de la correspondante, suggérant que c
partie est plus mobile (Uppenberg et coll.,, 1). Cette hypothésa été confirmée tre

récemment par des tres longues simulations de matéh moléculaire (Skjot et coll., 200!
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I.2. Mécanisme d’action catalytique de la CALB
ester 1
- /O Rl -
Hisp24 Rz \H/ His04
o
; A\ Serips — Serigs
o- HN N pyo—/ o HN,_ N o—/
A5p187/\H/ Asp187/\H/ M
O O
Ro /O\H/ R
Enzyme libre
(o]
-0 R]_
R
O
ester 2
His. His
224 ( Ser105 224 Ser105
o—----rerfVNH‘(g o—----l-erigNH"'—o
. sy Yl
ASp187/\H/ \O%p R1 ASP187/\‘( ~ \O%? R1
o / \~~"NH o / ~\N“NH
) o)
trou trou
intermédiaire tetraédrique 2 oxyanionique intermédiaire tetraédrique 1 oxyanionique
szoH
alcool 1
Hisz24 Hispo4
Ser105 [ Ser105
s 7
O HN 2N 0 0" HN N o
Aspi g7 I _~—R Aspig7 R
H—O Q 1 H / L
o | o= o] 0-.
R3 + ">NH v TNH
' \_) Rz —OH ' \)
NH NH
trou alcool 2 acyl-enz trou
oxyanionique yme oxyanionique

Figure 6 : Mécanisme réactionnel de la CALB lors de la catalyse d’une réaction de transestérification.

Ri1, R, et R3 = chaines alkyle. (Si R; = H, c’est une réaction d’hydrolyse)

Similairement aux autres lipases, la CALB catallese réactions via un mécanisrBeBi

Ping-Pong Ce mécanisme, proposé par Cygler et coll. (1984),basé sur un systeme de

relais des charges entre I'acide carboxylique didréacide aspartique ou acide glutamique,

I'histidine et la sérine (figure 6).
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La réaction se fait en deux étapes. La premiérd’@spe d’acylation, correspondant a la
formation du complexe covalent entre I'enzyme esuéstrat, I'acyl-enzyme. Le réseau de
liaisons hydrogéne formé entre I'acide aspartig8ig, Thistidine 224 et la sérine 105 permet
d’activer la fonction hydroxyle de ce dernier, rantlainsi possible &ttaque nucléophilede
cet hydroxyle sur la fonction carbonyle du donn@lacyle conduisant a la formation d’une
liaison covalente entre le premier substrat et &1@5. Le premier intermédiaire
tétraédrique ainsi formé, est stabilisé par au moins cingdiagshydrogene possibles dont au
moins deux entre I'oxygene du substrat chargé négaent (oxyanion) et les acides amines
du trou oxyanionique (Thr40 et GIn106) (Ottossomrat., 2002a). Par retour du doublet de
'oxygene et transfert d’'un proton de I'His224,yila libération du premier produit de la
réaction : soit une molécule d’eau soit une mokclilcool, en fonction du substrat mis en
jeu (acide ou ester). La seconde étape est I'atapesacylation du complereyl-enzyme

Le second substrat, une molécule d’'eau (réactitrydddlyse) ou une molécule d’alcool
(réaction d’alcoolyse), activé par les résidus Bis2et Aspl87, exerce unattaque
nucléophile sur le carbonyle de l'acyl-enzyme pour former decond intermédiaire
tétraédrique. Suite a un réarrangement analogue a celui dapkét’acylation, le second

produit de la réaction (acide carboxylique ou @sist libéré, et Enzyme nativerégénérée.

Par ailleurs, des études réalisées avec la CALBhiéiru gazeux, ont montré que l'eau et
I'alcool peuvent agir comme des inhibiteurs contgstidu premier substrat, le donneur
d’acyle (Bousquet-Dubouch et coll., 2001 ; Grabecal., 2003a). La réaction se déroule
alors selon un mécanisnB-Bi Ping-Pong avec inhibition compétitive par I'eau et par le

second substraf(figure 7).

So

E+ S1 =—= ES1 —» AcyFE =<—= AcyllE-S2 — E + P2

P1
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E+P,
A

E-S, Acyl-E-S,

| s

E — E+§5 ~ ES§, — Acyl-E

e

1 h *
E-H,0O Acyl-E-H,O
E+P,

Figure 7 : A. Schéma du mécanisme de la réaction de type Bi-Bi Ping-Pong simple. B. Schéma du
mécanisme de la réaction de type Bi-Bi Ping-Pong avec inhibition compétitive par I'eau (H,0) et par le

second substrat (S2). L'eau peut constituer également un second substrat pour la réaction.

I.3.  Spécificité de la CALB

La CALB hydrolyse spécifiguement les positions 13etes triglycérides d’acides gras a
chaine courte et moyenne. Elle est également capiydrolyser une trés grande variété de
substrats naturels et non naturels. Les réactitnyslisblyse s’effectuent a I'interface entre les
substrats hydrophobes (purs ou dissous dans uangahon miscible a I'eau) et le milieu
aqueux (contenant I'enzyme), formant ainsi un sgst&éactionnel biphasique. Lorsque la
CALB est en présence des substrats appropriésddsnsonditions adaptées, elle est capable
de catalyser une grande variété de réactions dethésa: [I'estérification, la
transestérification, la thiotransestérificatioranfiinolyse et I'amidation (schéma 2). Lors de
ces réactions elle présente une tres grande chiméigio-, diastéréo- et énantiosélectivité
(schéma 3). Grace a cette grande spécificité, [aBCést I'une des lipases les plus utilisées
industriellement (Anderson et coll., 1998). Pares sliverses applications, on peut citer son
usage dans la résolution d’alcools secondairesuhifOhtani et coll., 1998; Rotticci et coll.,
2001a), la production de polylactones (Uyama ek,cb997; Cérdova et coll., 1998) et la
production de polyesters (Binns et coll., 1998).
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Réaction d'hydrolyse

Ry O. R OH
T R, + H,O -— ! Y + R, —OH
(0] (0]
Réaction d'estérification
Ry OH R O.
Y + Ro—OH T————» 1Y R, + H,O
o o}
Réaction de transestérification
- Alcoolyse (par échange du groupement alkyle)
Ry Ry

O\
Y Ro + —OH

0]

- Acidolyse (par échange du groupement acyle)

R1 O. OH Ry OH O«
\|( R2 =+ Y —_— Y + Y R2
(0] 0] 0] (@)
- Interesteérification (par échange du groupement acyl et alkyle)
Rl O\ O\ R O\ O\
T R, + Y —_— 1 Y + Y R2
0] o] o (0]
Réaction de thio-transestérification _ (exemple)
! T Ry + —SH =T 1Y +  R,—sH
0] (0]
Réaction d'amidation
H
Ry OH R N.
Y + Ro—NH, s=—= 1Y R, + H,O
o] 0]
Réaction d'aminolyse
H
R O. R N<
1Y R, + —NH, == 1Y + R,—OH
0] (0]

Schéma 2 : Réactions catalysées par la CALB.
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Chimiosélectivité

H,N N

] 1

Régiosélectivité

OH OH 0 OH
T 1 "
Diastéréosélectivité
4<_/OH * 4<j —> 4<_/OH * {j
' OH O—R

Enantiosélectivité

Ry Ry R Ry
an Hll-- — )\"l + Hln-
RZ/K H )\ R, R, H )\ R,
OH HO O\R HO

] 1

Schéma 3 : Modéles de réactions chimio-, régio-, diastéréo- et énantiosélectives.

L3.a Chimiosélectivité

La CALB peut catalyser spécifiquement la transfdramad’'une fonction donnée, lorsqu’un
substrat présente plusieurs fonctions de natuféeahites susceptibles de réagir (NH, OH,
SH...).

Maugard et coll. ont montré que la CALB est chirglestive lors de la synthese de N-oléyl-
N-méthyl-glucamine, un tensioactif biodégradabla. ¢himiosélectivité et la cinétique de
réaction sont considérablement influencées parctagditions acido-basiques du milieu

réactionnel. En présence d’'un forte exces de N-yhéthcanamine dans le 2-méthyl-butan-
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2-ol, la CALB catalyse préférentiellement l'acytati de la fonction amine (schéma 4)

(Maugard et coll., 1997).

OH OH
OH Q Novozyme 435 OH )
OH + —_— OH )l\ + H,0
NH H33C17 0. méthvibutan-2-ol N~ Ci7Hs3
on | -méthylbutan-2-0 on
OH OH

N-méthyl-glucamine acide oléique N-oléyl-N-méthyl-glucamine

Schéma 4 : Acylation chimiosélective de la N-méthyl-glucamine avec I'acide oléique catalysée par la

CALB (Maugard et coll., 1997).

L'importance du milieu réactionnel a également &téntrée lors de l'acylation du 6-
aminohexan-1-ol. Le produit diacylé a été obtenws@want organique et dans des liquides
ioniques, mais en milieu sans solvant (le donnéuytke joue le réle du solvant), suite a une
modification de I'état d’ionisation du groupememhiae, la CALB catalyse I'O-acylation

exclusivement (schéma 5) (Husson et coll., 2008).

OH

H N ™ X C/H Q
2 oH *t H17CS/\/ e \O

6-aminohexan-1-ol acide oléique

\

O-oléylaminohexanol

Solvants organiques
ou liquides ioniques

@]

H
A M N A~ /”\ Xy CgHi7
O  CqHyy
N,O-dioléylaminohexanol

Schéma 5: Acylation chimiosélective du 6-aminohexan-1-ol avec l'acide oléique catalysée par la

CALB (Husson et coll., 2008).
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L3.b Régiosélectivité

Il s'agit d’'une spécificité de position. La CALB dirolyse préférentiellement les acides gras
en position 1 ou 3 des triacylglycérols.

La CALB permet ainsi de différencier deux alcoolinjaires tres réactifs présents sur la
méme molécule en fonction de leurs environnemeggectifs. Ainsi, lors de I'acylation des
isoprostanes 1,5-diols protégés en position 2 (sah6, composé 5a, ent-5a et 6a), seul
I'alcool primaire du groupement en 5 (OHa) est ag@ger et coll., 2010).

TBSO TBSO TBSO

@iﬁiﬁ GRSyl

5a ent-ba

5a: 100% OHa
ent-5a: 100% OHa
6a: 100% OHa
15a: 78/22 OHa/ (OHa+OHb)
OHa OHb 154 12 114} 100% (OHa + OHb)

\—

Schéma 6: Structure de quelques isoprostanes 1,5-diols asymétriques, et résultats de la
régiosélectivité observée (Oger et coll., 2010)

La CALB peut egalement faire la différence entraspurs alcools secondaires. Ainsi la
rutine (quercetin-3-O-glucose-rhamnose), un flavdeo diglycosylé, présente dix
groupements de type alcools secondaires, et ereumition-aqueux la CALB catalyse
'acylation du groupement hydroxyle 4™-OH excltesnent (schéma 7) (De Oliveira et coll.,
2009). Cette acylation confere a la rutine une le@ié lipophilisation, facilitant ainsi son

incorporation dans des produits cosmétiques, phaeutigues et alimentaires.
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e on ¢

Schéma 7 : Structure de la rutine. La fleche verte indique la fonction attaquée sélectivement par la
CALB (De Oliveira et coll., 2009).

Par ailleurs, la CALB a une plus grande affinit@&iptes alcools primaires que secondaires.
Cette propriété de la CALB a été utilisée pour acyla 5-azacytidine, un analogue
synthétique de la cytidine, en position 5’0 préndidlement. La 5’-O-lauryl-5-azacytidine
est plus liposoluble et plus stable dans I'orgaeisjue la 5-azacytidine, permettant ainsi un
meilleur usage pour le traitement du syndrome ndyeplastique (Chen et coll., 2008)

(schéma 8).

MH; MNH;
Vinyl laurate G
Ny o | N
)ii-l_;[(_ H, ) COOCH=CH, CHyCHOQ (CHa )4 || /K
o \ / C—0 e @)
2
Novozym 435 &
Organic solvents
5-Azacytidine 3'-0-Lauroyl-5-azacytidine

Schéma 8: Acylation régiosélective de la 5-azacytidine avec le vinyl laurate e catalysée par la CALB

en solvants organiques.

L’absence de réaction avec les alcools tertiairenped’utiliser ces derniers comme solvants

réactionnels (Chen et coll., 2008).
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L3.c Diastéréosélectivité

La CALB est diastéréosélective, c'est-a-dire qga’edlst capable de différencier deux
diastéréoisomeéres. La diastéréoisomérie des mekqeéut étre due a une double liaison
(isomérie Z/E), a la présence d’'un cycle (isomérgtrang ou a la présence de plusieurs

centres chiraux.

La cis-pellitorine ou (2E,4Z)-N-isobutyldeca-2,4-dienamidst produite naturellement dans
I'estragon, cette molécule procure des sensatiopmmies et peut donc étre utilisée comme
un composé aromatique, épice, pour des applicatibmentaires par exemple. Elle a pu étre
synthétisée par réaction d’aminolyse catalysée lpaCALB a partir d'un mélange de
diastéréoisomeéres (2E,4E), (2E,42Z) et (2Z,4E) éinyl déca-2,4-dienoate et I'isobutulamine
avec un rendement de 80% (Ley et coll., 2004) (pech@).

| CALB I

éthyl déca-2,4-diénoate isobutylamine ou pellitorine ou
2-methylpropan-1-amine N-isobutyldéca-2,4-diénamide

Schéma 9: Réaction d’aminolyse catalysée par la CALB du mélange de diastéréoisoméres de I'éthyl

déca-2,4-dienoate en vue de la production de la cis-pellitorine (Ley et coll., 2004).

L.3.d Enantiosélectivité

La CALB est capable de faire la difference entrexdenolécules énantiomeres. Elle est
largement employée pour la résolution des mélamgeémiques d’alcools et d’amines

secondaires ou des esters chiraux.

Ainsi, I'octan-2-amine et la 1-phényléthyl aminet qqu étre résolues a l'aide de la CALB
(schéma 10). Les amines énantiopures ainsi pradoestituent des synthons importants

pour lI'industrie pharmaceutique (Ohrner et colf9a).
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NH NH,

X/\/\/

octan-2-amine 1-phényléthyl amine
P
/%\ ﬁ) Nowozyme 435 |(|) OH
+ - > B
R OnH, T 7 o = RN o
R~ ONH

éthyl octanoate

R = n-CsH13 ou @

Schéma 10 : Résolution des amines secondaires avec I'éthyl octanoate catalysée par la CALB
(Ohrner et coll., 1996).

Ci-dessus, des exemples d’ applications faisantlagopne des propriétés de chimio-, régio-,
diastéréo- ou énantiosélectivité¢ de la CALB ont étés. Or, les composés comportent
souvent des fonctions multiples, de natures idaeicpu différentes, et de nombreux centres
chiraux. Dans ce cas, le groupement transforméap@ALB est sélectionné selon plusieurs
de ces propriétés simultanément. Par exemple, 12B3#t capable de catalyser des réactions
de facon a la fois chimiosélective et régiosélectilors de I'acylation du dipeptide Lys-Ser,
en milieu organique, la CALB catalyse exclusivemkstylation de I'amine de la chaine
latérale de la lysine (Husson et coll., 2009) (sthd 1).

HO
o)
Ho\j\ ! NH, ¢mm
N
o)

NH2

Schéma 11: Structure du dipeptide Lys-Ser. La fleche verte indique la fonction attaquée

sélectivement par la CALB (Husson et coll., 2009).
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II. Dédoublement des mélanges racémique catalysé par la

CALB

Dans la précédente partiapus avons vu que la CALB était capable de catalgs
nombreuses réactions chimiques avec une tres gesteleivite. Son énantiosélectivité, ¢
a-dire sa capacité de différencier deux énantioméagtsgu’elle est capable de résoudre
mélanges acémiques d’alcools, d’amines, de thiols, d’esetrd’acides. Contrairement a
méthodes de dédoublement chimiques 1-étapes et souvent contraignantes, la résoli

enzymatique de ces mélanges segénéralement en une seule étape.

Cette énantiodéctivité de la CALB, mais également des autresyemws, est due a ul
différence d’énergie d’activation de la réactiorirerdes deux énantiome : I'énantiomere
présentant une analogie structurale avec I'enzyena sansformé rapidement, en revan
I'autre énantiomére aura plus de difficulté pourised I'enzyme et nécessitera un apj
d’énergie initiale plus important pour pouvoir réagar conséquent il sera transformeé g
lentement. Ainsi, I'énantiosélectivité peut étréiée a la différenc d’énergie libre entre le

états de transition formés avec les deux énantiesr{@gure 8

G (EAST

Figure 8 : Diagramme dénergie de Gibbs ou d'énergie libre d'activation d'une réaction
énantiosélective catalysée par une enzyme. A° et A" sont les énantioméres substrats, P° et PR les
énantioméres produits de la réaction ; [EA’]" et [EAT]” les états de transition, dans notre cas AR est

préférentiellement transformé par I'enzyme (Faber, 2000).

L'utilisation massive des enzymes pourrésolution des mélanges racémiques, a néce
I'élaboration de méthodes permettant de décriretitativement la discrimination entre de

énantiomeres, rendant ainsi leur comparaison gdes

29



Etude Bibliographique

Dans cette partie, les méthodes de quantificater’@hatiosélectivité ont été présentees.
Ensuite, I'état de I'art des réactions de dédoublend’alcools secondaires a été exposé et
pour finir, nous nous sommes intéressés aux paremebuvant influencer cette réaction,

ainsi qu’a l'influence des modifications de la stire de 'enzyme sur son énantiosélectivité.

II.1. Quantification de I’énantiosélectivité

Dans le cas dun dédoublement cinétigue d'un m&amgcémique (schéma 12) la
stéreosélectivité peut étre caractérisée par larm@iation deexcés énantiomériques du
substrat (eg) ou du produit (ee) (équations 1 et 2). Cependant, du fait de la tiariades
exces enantiomériques en fonctiontdux de conversion(c) (équation 3) (figure 9), Chen et
coll. ont proposé d’autres formules permettant aleuter I'énantiosélectivité (Chen et coll.,
1982).

% ee; = —— x 100 (Eq. 1) % ee, = % x 100 (Eq. 2)
R+S eeg
%c = (1 - R0+So) X 100 = 2 x 100 (Eq.3)

(Avec R, et § correspondant aux concentrations initiales dent@méresk etSrespectivement, R et
S correspondant aux concentrations des eénantiomsubstrat, P et Q correspondant aux

concentrations des énantiomeres produit ; I'énarére R est transformé préférentiellement)

ki k3

Enz + R =—=> (EnzR) <—*= Enz + P
k2 Ka
k' ks'

Enz + S —= (Enz-S) <=—* Enz + Q
ko' Ka'

Schéma 12 : Dédoublement enzymatique. R et S représentent les énantiomeéres substrat, P et Q

représentent les énantiomeres produit.
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Figure 9 : Variation de I'excés énantiomérique du substrat (ees) (A), et de I'exces énantiomérique du
produit (eep) (B), en fonction du degré de conversion (= ¢ / 100), pour différentes valeurs du ratio

énantiomérique, E (chiffres sur les courbes) (Straathof et Jongejan, 1997).

Le ratio énantiomérique E est une propriété intrinseque de I'enzyme qui itécr

guantitativement sa stéréosélectivité.

Dans le cas d’une réaction d’hydrolyse sans inibiijtE est égal au rapport des constantes de
spécificité pour chaque énantiomere pur (Chen dt, ct982) (équation 4, avec .k =
constante catalytique etyk= constante de Michaelis-Menten)

(kcat/KM)R
E=—= Eq. 4
(kcat/KM)S ( q )

La constante E, indépendante de la concentratiosutbstrat et du degré de conversion,

permet de décrire la qualité de la résolution eratigque (Figure 9) :

- E = 1: pas de discrimination entre les énantiomeregnzyme est non
énantiosélective ;

- E < 10: la discrimination entre les énantiomeres ediléaimais au dela de 50% de
conversion, la purification de I'énantiomére de stdt n'ayant pas réagi (ge 99%)
est possible au dépend de celle du produit ;

- 10 < E < 100 décrit un systeme énantiosélectif permettanbtéation d'un
énantiomeére de substrat pur ou d’'un énantioméngrattuit d’'une pureté allant de 80

a 98%, en fonction du degré d’avancement de |dicdac
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- E > 100et E tendant versitifini : rendent compte respectivement de la sélectivité
excellente et absolue du catalyseur. Ces valeufs denduisent a I'obtention d’'un
énantiomeére de substrat et d'un énantiomére deujirpdrs a 50% de conversion du

mélange racémique.

» Cas des réactions enzymatiques irréversibles

Ce sont les réactions o k ki = 0 (schéma 12). Pour des réactions enzymatiques
irréversibles de type michaélien a partir d'un mgkracémique de substrats purs, lorsque le
systeme est considéré comme homogéne, le volumeoestant, et quil y a absence
d’inhibition et de racémisation, E peut étre catcal partir des excés énantiomériques du
substrat (eg, du produit (eg et dutaux de conversion (c) directement issusnesures

expérimentales (Chen et coll., 1982) (équationsd.e

_ In[(1-c)(1—eey)]
E = In[(1-c)(1+eey)] (Eq 5)

_ In[1-c (1+eep)]
In[1-c (1-eep)]

(Eq. 6)

» Cas des réactions enzymatiques réversibles

La détermination de I'énantiosélectivité devienusplcomplexe lorsque la réaction est
réversible : ket k' # 0 (schéma 12). C’est généralement le cas desonaate synthese en
milieu organique, lorsque la concentration du noléle qui réagit sur le complexe acyl-
enzyme n’est pas en exces. La réversibilité detdation s’exprime par une diminution de
'excés énantiomérique du substrat, alors queur tke conversion augmente (Chen et coll.,
1987 ; Sih et Wu, 1989 ; Rakels et coll., 1993yufe 10). Pour calculer E, on doit alors
impérativement tenir compte de la constante d’'dmpeilde la réaction (&) (Straathof et coll.,
1992 ; Straathof et Jongejean, 1997) (équations3Y e

In[1-(1+Keq)(c+ees(1—0))]
In[1-(1+Keq)(c—ees(1-0))]

In[1-(1+Keq)c(1+eep)]

E = In[1-(1+Keq)c(1-eep)]

(Eq.8)

(Eq. 7) E =
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La réversibilité de la réaction n’intervient gériéraent qu’au-dela de 40% de conversion. I
est ainsi possible de calculer E en utilisant tpsaéons 5 et 6 (Chen et Sih, 1989) pour des
taux de conversions inférieurs a 20%, méme dacadele réactions réversibles.

e
w
]
T =
o
[

T
H
'

AN L
F ' L
1\

- e -0
0 50 g s
convaersion (%)
E+ 20, K 507
Reversible Reaction

Figure 10 : Evolution des excés énantiomériques du substrat et du produit (ees et ee,) dans le cas
d’'une réaction réversible (avec E = 20 et K = 0,1) (Faber K et Riva S 1992).

> Cas patrticuliers:

Les réactions parasites (lors de [l'utilisation de systémes multienzymaégu avec des
enzymes présentant une sélectivité opposée, ouwéolsitilisation des substrats contaminés
ou instables), conduisent a des résultats erroné&sedré de conversion et donc de E. Une
autre méthode de calcul du ratio énantiomériqueeede ne pas prendre en compte le degré
de conversion (Straathof et Jongejan, 1997) (égua&). Par ailleurs, méme en absence de
réactions parasites, cette équation est souvefgérpeéaux équations 5 et 6, en raison des

erreurs importantes souvent constatées pour larmess taux de conversion.

In[(1—ee)/(1+ees/eey)]
in[(1+ees)/(1+ees/eep)]

E =

(Eq. 9)

L’ inhibition de la réaction par le substrat ou le produit ded¢ection entraine également une
variation de I'’énantiosélectivité. Cependant, d@nsas de mélanges réactionnels trés dilués,
l'inhibition peut étre négligée (Straathof et Jgega, 1997).

L'utilisation de milieux réactionnels hétérogenegenzyme insoluble en milieu organique,

enzyme immobilisée sur un support,...), peut égalémartrainer des problémes de
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limitations diffusionnelles et fausser la mesure kKEnantiosélectivite. Une agitation

vigoureuse permet généralement de limiter les probk diffusionnels.

Dans certains cas (premier substrat en large excB&yuation 10, qui définit
I'énantiosélectivité comme le rapport des vitesagmles de la réaction, est préférée car elle
est beaucoup moins complexe, plus rapide a estim@iveau expérimental et est une bonne
mesure de I'énantiosélectivité (Wescott et Klibgnb®93 ; Ducret et coll., 1998; Wu et Liu,
2000).

E = Vir/ Vis (Eq. 10)

I1.2. Dédoublement des alcools secondaires catalysée par la CALB

s s 7

La CALB est une enzyme présentant une grande sggkéiicité pour les énantiomeres
d’alcools secondaires. Elle a été utilisée pourrdaolution d’'une trés grande variété
d’alcools secondaires : descools secondaires a chaine principale linéairavec des
groupements alkyles linéaires, ramifiés, insat@@senius et coll., 1995b ; Orrenius et coll.,
1998 a; Patel et coll., 2000 ; Léonard et collQ20 cycliques (Frykman et coll., 1993 ; Chua
et Sarmidi, 2005 ; Brossat et coll., 2009 ; Va#incoll., 2010), hétérocycliques (Orrenius et
coll., 1994 ; Vallin et coll., 2009) ou portant sabstituant halogéné (Rotticci et coll., 1997 ;
Rotticci et coll., 2001b) et dedcools secondaires cycliquegroupe hydroxyle situé sur un
cycle) (Frykman et coll., 1993 ; Nicolosi et coll995 ; Tomin et coll., 2010) ou cycliques
portant un substituant halogéné (Johnson et Sakadi#92 ; Tomin et coll., 2010).

La sélectivité de la CALB est trés variable en fantde I'alcool utilisé. En particulier, selon

la taille des substituants et le positionnementfdiestions autour du carbone chiral, 'enzyme
sera plus ou moins active avec l'une ou lautremi@rénantiomériqgue. Un modele de
prédiction de E basé sur la taille des substituanété établi par Kazlauskas et coll., puis
vérifié sur les lipases dBukhoderia cepaciat deCandida rugosaavec une cinquantaine

d’alcools secondaires lin€aires et cycliques (Kasias et coll., 1991; Kazlauskas 1994). Les
substituants du carbone asymétrique du plus ausnailumineux ont été appelés L, M et S

respectivement pour "large", "medium” et "smallti ie substituant S est un atome
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d’hydrogene (Figure 11). En regle générale, pludiffiérence de taille entre les substituants

M et L est importante, plus la sélectivité est imanote.

OH H

Figure 11: Représentation schématique d'un alcool secondaire selon Kazlauskas. M pour le
substituant de taille moyenne et L pour le substituant le plus gros. La figure montre I'énantiomeére

préféré par les lipases de Pseudomonas cepacia et Candida rugosa (Kazlauskas et coll., 1991).

Une étude similaire a été réalisée avec la CALBtgmbrsur une quarantaine d’alcools

secondaires linéaires et cycliques (Brunet, 20DQ)pres les résultats de E reportés dans la
littérature, il a été noté que : pour les alco@sosidaires avec un substituant M a chaine
linéaire saturée ou insaturée, comportant au phat®m@es de carbone et un substituant L plus
long que 2 atomes de carbone, a chaine ramifi¢digue ou ayant un substituant halogéene,
E était supérieur a 100 ; pour les alcools secoesl@vec un substituant M & chaine ramifiée
ou ayant un substituant halogéné ou un substituantmportant 1 ou 2 atomes de carbone, la
valeur de E était faible (< 15) (Brunet, 2000). Béleurs, il apparait que la CALB, catalyse

préférentiellement la conversion des énantiomRréss alcools secondaires.

Afin de mieux se rendre compte des variations @ Eonction du substrat, on peut citer les
travaux d'Orrenius et coll. (1998a). Lors de ceftede, la résolution d'une quinzaine
d’alcools secondaires avec le S-éthyl thiooctanoateme donneur d’acyle catalysée par la
CALB a été réalisée. Les résultats montrent ques péu différence de taille entre les

substituants M et L est importante, plus [I'énardiestivité augmente. Ainsi,

I'énantiosélectivité est élevée lorsque, pour woall secondaire, le substituant M est plus
petit qu’'un groupement propyle et le substituaneédt un groupement propyle ou est plus
grand gu’un groupement propyle (Orrenius et cai®98a). Les résultats les plus pertinents

ont été reportés dans le tableau 2.
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Tableau 2 : Résolution d’'alcools secondaires par la lipase B de Candida antarctica (Orrenius et coll.,
1998a). Le donneur d’acyle est le S-éthyl thiooctanoate. La température est fixée a 40C. La réaction
a lieu sans solvant. Le ratio énantiomérique (E) a été déterminé d’aprés la méthode de Rakels et coll.
(1993).

Ratio énantiomérique  Taux de conversion

Alcool secondaire Structure (E) (en %)

butan-2-ol

3-méthylbutan-2-ol

pentan-2-ol

hexan-3-ol

-
L
BN

\/oi/\

Il a été suggéré que les variations de E obseanasle substrat étaient liées a I'existence de
la poche stéréosélective (Uppenberg et coll., 198&lpn Orrenius et coll. les substituants (M
ou L) plus longs qu'un groupement propyle (branckiénon) logent difficlement dans la
poche stéréosélective. Or, pour étre transforménahtioméreR doit positionner son
substituant M dans cette poche et I'énantion®reon substituant L. Ainsi, I'énantioméRe
pouvant le plus facilement se loger dans le sité de I'enzyme sera transformé avec une
vitesse élevée, l'autre énantiomeére étant lentenveire pas du tout transformé (Orrenius et
coll., 1998a).

L’origine de I'énantiosélectivité, en fonction desnnaissances sur la structure de I'enzyme,
peut étre attribuée a la restriction physique die sictif, a I'existence de la poche

stéréospécifique, au long tunnel étroit et hydrdgghoonduisant au site actif et aux liaisons
intervenant dans la stabilisation des intermédiatétraédriques (Uppenberg et coll., 1994;
Anderson et coll., 1998). De nombreuses étudesatilisation moléculaire ont été menées,
afin de mieux comprendre les phénoménes mis elojsule la reconnaissance et la fixation

des substrats par la CALB. Les résultats de cekeétseront discutés ultérieurement.

Par ailleurs, plusieurs études ont révélé que rbpnt est également un parameétre
fondamental pour définir I'énantiosélectivité (Fp#, 1992, 1996; Overbeeke, et coll., 1998;
Overbeeke et coll., 1999; Ottosson, 2001; Ottostaroll., 2001; Phillips, 2002; Ottosson et
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coll., 2002a). Cette notion d’entropie sera plugpkement discutée dans le chapitre B des

"Résultats et Discussion".

Bien que, la CALB permette d’obtenir des énantiasepurs pour de nombreux alcools

secondaires et que les origines de son énantitiséiecommencent a étre comprises, son

étude suscite toujours beaucoup d’intérét. Leseitlebs plus récentes cherchent a :

» Mieux comprendre son énantiosélectivité, et notamment a mieux cengre

limplication de la structure protéinique dans laconnaissance des substrats et
linfluence de certains paramétres réactionnelsnifgar d’acyle, température,
présence d’eau, type de solvant...). L'étude de eeanpetres sera présentée dans les
paragraphes suivants (8 11.3. et 11.4).

Trouver des méthodes adaptées poursyathese de nouveaux synthongour
lindustrie pharmaceutique et cosmétique (Fuglssticoll., 2006 ; Vallin et coll.,
2009).

> Améliorer le taux de conversion En effet, avec les méthodes traditionnelles de

résolutions cinétiques des alcools secondaireszridement maximum théorique est
de 50% (la totalité d’un des énantioméres est dtarsformé). Une méthode appelée
résolution cinétique dynamique (DKR) combinant éezymes avec catalyseurs de
transition métallique a été développée par WilligDmh et coll., 1996) et Backvall
(Persson et coll., 1999). Dans de tels procéd#mgrtiomere qui réagit lentement avec
'enzyme est racémig@-situ par un catalyseur métallique, permettant aindieitadre
des rendements théoriques de 100%. Des complextsliques (généralement le
ruthénium) avec des structures variées sont ilg#ur la racémisation des alcools
(schéma 13). Des recherches sont menées pour trdeseatalyseurs plus stables et
avec une bonne compatibilité avec les enzymes.utlisant des tels complexes le
(R)-1-phényléthyl acétate et I®R)1-(furan-2-yl)éthyl acétate ont pu étre obtenus a
partir des mélanges racémiques de l'alcool cormedgat avec des rendements de 90-
95% et un ge> 97% (Mavrynsky et coll., 2009)schema 14). Avec des 1-hétéroaryl
éthanols, le rendement 100% a été atteint (Valloco#., 2009) (schéma 15).
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Schéma 13 : Structure de quelques complexes de ruthénium en demi-sandwich (Mavrynsky et coll.,
20009).

OH CALB,  Dac :ﬂi QAc
_— /\
Ar toluene, r.t. Ar Ar
argon or air
race, 8 o9 (S)6.-8  (R)-7,-9
1 or 5b, tBuOK
(Nach3)

Schéma 14 : Résolution cinétique dynamique du (x)-1-phényl éthanol et du (x)-1-(furan-2-yl) éthanol
avec le isopropenyl acétate catalysée par la CALB couplée a un complexe de ruthénium (Mavrynsky
et coll., 2009).

OH
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Schéma 15 : Structure du 1-hétéroaryl éthanol (Vallin et coll., 2009).
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> Faciliter la séparation des deux énantiomeres apres la résolution enzyueatBien
que les esters et les alcools puissent étre fagileméparés par chromatographie, la
séparation des liquides a grandes échelle restraagmante. Aprés dérivation de
'énantiomere qui n'a pas été acétylé avec deythie phtalique, le monoester
d'acide phtalique résultant pourrait facilemene &éparé de I'acétate correspondant
par précipitation et filtration ou par distillatiqgMaywald et Pfaltz, 2009). Brossat et
coll. ont proposé d'utiliser, pour la résolutionsdmélanges racémiques des alcools
secondaires, des esters dérivés d’'acides amindanparm groupement protecteur
facilement éliminable (Boc par exemple). Apres tesaa I'acide, I'énantiomére
transformé devient soluble dans I'eau, alors géeadhtiomére de l'alcool n'ayant pas

réagi reste dans la phase aqueuse (Brossat e2€flf) (schéma 16).

Q 0
OH %\QJL‘R""NHBOC OH OLR..,«NHBOC
; +
R R lirass R"R  RR
l Acid wash

Organic phase Agueous phase

Saponification
and extraction

OH
R R

Schéma 16 : Résolution des alcools secondaires catalysée par la CALB en utilisant des vinyl esters

d’acides aminés en tant que donneurs d’acyle (Brossat et coll., 2009).

» Tendre vers unéchimie verte". De plus en plus de travaux sont réalisés pour
remplacer les solvants organiques utilisés en @geanmassives par des "solvants”

moins polluants. Ceci sera traité lors de paragralivant (§ 11.3.c).
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II.3. Influence des parametres réactionnels sur I’'énantiosélectivité

de la CALB

L’énantiosélectivité est une propriété intrinsegigel’enzyme, pour un substrat donné, dans
un environnement donné. Dans le paragraphe prégéumms avons montré que la structure
de lalcool a résoudre influencait fortement I'éhiasélectivité de la CALB. Dans ce
paragraphe nous avons cherché a montrer l'influereecée par le donneur d’acyle et par le
milieu réactionnel (présence de I'eau, type deativtempérature, additifs), sur la sélectivité
des lipases et de la CALB en particulier.

I1.3.a Influence du donneur d’acyle

La résolution d’alcools secondaires chiraux paCkLB par transestérification implique la
présence de deux substrats dans son site actifjoaneur d’'acyle et un alcool chiral,
l'accepteur d’acyle. Dans le site actif étroit de CALB, les parties acyle et alcool se
positionnent de fagcon a former un motif en épirgleheveux (figure 4). Il n’est donc pas
surprenant que la chaine acyle de l'intermédig@t@édrique interagisse avec la partie alcool

et par conséquent intervienne dans la discriminat&s énantiomeres.

Un excés de donneur d’acyle permet de maintenisteoh le rapport acyl-enzyme / enzyme
libre, et d’orienter ainsi la réaction dans le sé@da synthese. La cinétique de la réaction peut
alors étre assimilée a un modeéle michaélien (Cheilg 1989 ; Faber et Riva, 1992) et E

peut étre calculé selon les équations de Chenlle{1@32).

Raza et coll. ont étudié l'influence de la longuederla chaine acyle sur I'énantiosélectivité
par modélisation moléculaire et ont observé unéemdihce significative d’énergie libre
d’activation AAG* entre les énantioméres en fonction de la longdeua chaine acyle. Cette
différence d’énergie a été calculée pour la strmectentiere (enzyme-substrat) et pour
différents groupes constitués de certains acidéséanae 'enzyme entourant le site actif et le
substrat. Les acides aminés de ces groupes orgéltétionnés en fonction de différents
criteres bien définis (structuraux, énergétiquesjcfionnels). En sélectionnant quelques
atomes fonctionnels bien définis (le carbone téligée, les quatre atomes liés et les atomes
de I'enzyme potentiellement impliqués dans desdias hydrogéne), une bonne corrélation a
pu étre trouvée entre la différence d’énergie dé&et la longueur de la chaine acyle (Raza et
coll., 2001) (figure 12).

40



Etude Bibliographique

A E AAGF
(kJ mole™)
(o]
N\/\/LLO B Function-based subset
760 -16.5
0+
o
W/lojﬁ/ 450 -15.2 T &
g 10+
2 2
A~ 360 -14.7 ;(; -15 F
o 3 220 -
\)ko 450 -15.2 25
- 8 4 4 3 2
)j\oj\r G  RER Acyl chain length (number of carbon atoms)

Figure 12 : (A) Structure des substrats modélisés, avec une partie acyle de longueur variable, lors de
I'étude réalisée par Raza et coll. Les ratios énantiomériques, E, obtenus expérimentalement pour une
température de 300 K dans I'hexane (Ottosson et Hult, 2001) et les valeurs correspondantes de ANG”
sont également précisés. (B) Comparaison des valeurs calculées AAG” pour les sous-ensembles
sélectionnés selon des critéres fonctionnnels, décrivant les principaux éléments structuraux de I'état
de transition (barres noires), avec les valeurs expérimentales (barres blanches). 4i correspond a la

chaine iso-butanoyle (d’aprés Raza et coll., 2001).

D’autre part, Ottosson et Hult ont montré expéritalment que la longueur de la chaine
acyle d’esters vinyliques employés comme donne'aisylé avait une grande influence sur le
ratio énantiomérique (celui-ci augmente lorsquietgueur de la chaine carbonée de la partie
acyle passe de 4 a 8 atomes de carbone) et seosamgs thermodynamiqueadsAS' et
Ar.sAH* (Ottosson et Hult, 2001). L'étude de modélisatimnléculaire a montré que le
volume accessible dans le site actif pour la chatyée du donneur d’acyle, lors de I'état de
transition, est différent pour chacun des énantiem@Ottosson et coll., 2002a). Lorsque le
vinyl propionate (C3) est utilisé comme donneurcglla I'énantiosélectivité observée est
meilleure que celle obtenue avec le butyl propieri@4). Cette différence semble étre liée au
positionnement different du groupement propyle ain du site actif, par rapport aux

groupements plus longs (Uppenberg et coll., 1998gsson et Hult, 2001).
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La partie alkyle du donneur d’acyle peut égalemefilencer I'énantiosélectivité de la
CALB. Les esters énoliques et vinyliques, tres tilgcsont souvent utilisés pour rendre les
réactions de transestérification irréversibleséPett coll., 2000 ; Ottosson et Hult, 2001), car
I'alcool formé se tautomeérise en une cétone ouldéhgde, respectivement (Faber et Riva,
1992). Ainsi, la transestérification de I'octan-Ravec le vinyl octanoate catalysée par la
CALB est deux fois plus rapide et cinq fois plusétinsélective, qu’avec I'éthyl octanoate
(Ohrner et coll., 1994). Par ailleurs, il a étéarlié que lorsqu’un ester avec une chaine alkyle
"mimant” la structure de l'alcool a résoudre eslisdt, I'énantiosélectivité de I'enzyme se
trouvait améliorée (Lee et coll., 2000 ; Gonzalabi§ et coll.,, 2004). Ce phénoméne sera

étudié plus amplement dans la partie résultatgsetisision (8 B.II.)

I1.3.b  Influence de I'eau

Nous avons vu précédemment, que l'eau interveraaiis des réactions catalysées par la
CALB, comme substrat (réaction d’hydrolyse) ou caenpnoduit (réaction d’estérification et
d’amidification). Par ailleurs, I'eau est également solvant polaire tres utilisé, il est donc
important de connaitre précisément son influencdasGALB et son énantiosélectivité. C’'est
pourquoi, I'influence de l'eau sur I'énantioséledt des enzymes a beaucoup été étudiee

depuis le début des années 90.

v

L'eau est une petite molécule avec des proprig¢#ss garticulieres en comparaisond’autres
composeés de masses molaires voisines (acide spi&jrammoniac et méthane) : elle est la
seule a étre sous forme liquide dans la gammendeéiature du monde vivant (0 & +100°C) ;
elle a un point débullition élevé et une chaleue d&aporisation importante. Ces

caractéristiques sont liées a sa capacité a fotriaisons hydrogéne (2 avec I'oxygéne et une
avec chaque hydrogene) avec d’autres molécules d@aant un tétraedre parfait, induisant
une grande organisation des molécules entre @lasi, de par son moment dipolaire et les
liaisons hydrogene qu’elle peut former, I'eau pdssane constante diélectrique importante
(78,5) et une tension de surface trés élevée (Tsdgm) qui en font un solvant polaire

exceptionnel. D’autre part, outre sa capacité aéordes liaisons hydrogéne, I'eau peut
établir des interactions dipble-dipdle, elle intent dans la définition de liaisons de faible
énergie, comme par exemple les forces de Van defd)Met en s’ionisant, elle peut participer

Y

a des interactions ioniques. Par sa capacité angpl@uée dans des interactions trés variées,
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'eau est d’une importance capitale pour I'orgatisatridimensionnelle des macromolécules,
et plus particulierement pour les enzymes, donadtiwités catalytiques sont étroitement liées
a la structure. L'eau liée aux protéines est eieflenpour la catalyse et sert de lubrifiant pour
'enzyme (Zacks et Klibanov, 1988). En effet, I'eam fonction de sa disponibilité pour
'enzyme, semble influencer la flexibilité de cesrmieres (Simon et coll., 1998). En
revanche, les enzymes parfaitement séches sortvemet les enzymes dans les solvants
organiques a forte teneur en eau présentent urautation (Griebenow et Klibanov, 1996).
L’étude de I'influence de I'eau sur l'activité de CALB lors de l'acylation du pentan-2-ol et
de I'hexan-3-ol montre bien que l'eau agit comme lubrifiant. En effet, I'activité
enzymatique augmente dans la gamme de valeursvitédhermodynamiquede l'eau, @
allant de proche de 0 a 0,02. Pour tous les alsmusndaires étudiés, I'activité de la réaction
d'acylation a diminuée lorsque J&ontinue d’augmenter, suggérant que I'eau agitnoemn

nucléophile compétitif des alcools (Léonard-Newarsoll., 2009) (figure 13).
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Figure 13 : Influence de l'activité thermodynamique de l'eau, a,, sur l'activité acyltransférase de la
CALB avec le méthyl propionate en tant que donneur d’'acyle et les accepteurs d’'acyle suivants :
pentan-2-ol (), butan-2-ol (o), hexan-3-ol (o) et octan-4-ol (#). L'échelle sur la droite de la figure
concerne 'octan-4-ol. Les barres d'erreur sont trop petites pour étre visibles a I'exception du pentan-2-

ol. (Léonard-Nevers et coll., 2009).
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Les résultats de l'influence de I'eau sur I'énasdiectivité sur la CALB sont trés variables :

des effets positifs, négatifs et nuls ont été oliser

Une augmentation de I'énantiosélectivité a été oése lors de la résolution du (%)-1-
phénoxypropan-2-ol (schéma 17 A) par transestétitio catalysée par la CALB immobilisée
dans I'hexane lorsque |as’accroit: @ = 0 (E = 4); 0,65 (E = 21); 0,85 (E = 48).
Parallelement une diminution de la vitesse a éseniée (Anthonsen et Hoff, 1998).

Certains auteurs ont montré que I'énantioséleétiditninuait quand I'a augmente (de,a
proche de 0 a 0,85) lors de la résolution du (Hdseol (3-méthylcyclohex-2-en-1-ol)
(schéma 17 B) par transestérification avec le vamétate dans divers solvants organiques
(Orrenius et coll., 1995a). Le méme comportemestéareporté par Ducret et coll. pour
I'estérification de l'ibuproféne (acide 2-{de-butylphényl)propanoique) (schéma 17 C) dans
plusieurs solvants organiques, (dans une gammgevdiaant de 0,04 a 0,8) (Ducret et coll.,
1998).

Cependant, d’autres auteurs ont trouvé que lotesigrification de I'ibuproféne (schéma 17
C) dans des milieux sans solvant I'énantioséleétide la CALB n’était pas significativement
influencée par I'a (Pepin et Lortie, 1999). L’absence de [linfluende I'a, sur
'énantiosélectivité de la CALB a également étaibservée lors de la catalyse de
I'estérification d'alcools secondaires avec de itlac décanoique dans divers milieux
organiques (de,a= 0,06 a @ = 0,97) (Wehtje et coll., 1997) et pour I'estédiion de I'acide
phénylpropanoique (schéma 17 D) avec de I'heptahdians de I’hexane (Persson et coll.,
2002).
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T 7

(+)-seudenol ou

()-1-phénoxypropan-2-ol 3-méthylcyclohex-2-en-1-ol

OH OH

(¥)-ibuproféne ou

acide 2-(4-iso-butylphenyl)propanoique acide phenylpropanoigue

Schéma 17 : Structure de quelques alcool et esters utilisés lors de I'étude de l'influence de I'eau sur
I'énantiosélectivité de la CALB: A. (x)-1-phénoxypropan-2-ol (Anthonsen et Hoff, 1998); B. (%)-
seudenol (Orrenius et coll.,, 1995a) ; C. (x)-ibuproféne (Ducret et coll.,, 1998 ; (Pepin P et Lortie R
1999) ; D. acide phénylpropanoique (Persson et coll., 2002).

L’étude en milieu gazeux de la résolution du pertant et de I’hexan-3-ol avec le méthyl
propionate comme donneur d'acyle catalysée par AdBCimmobilisée montre une
augmentation de E avec | dde @ proche de 0 a,a= 0,05 pour I'hexan-3-ol et dg, roche

de 0 a @ = 0,1 pour le pentan-2-ol), puis une phase denataan de E (de,a= 0,05 a @ =

0,1 pour I'hexan-3-ol et deya= 0,1 & @ = 0,3 pour le pentan-2-ol), et une diminution de
I'énantiosélectivité pour des valeurs g'supérieures (deye= 0,1 a @ = 0,5 pour I'hexan-3-ol

et de @ = 0,3 a @ = 0,5 pour le pentan-2-ol) (Léonard, 2007) (figareA). Dans le cas du
butan-2-ol, une augmentation légere aveg Eaété constatée, et pour l'octan-4-ol, c’'est
globalement I'inverse qui a été observé : E restestant de aproche de 0 a,a= 0,3 puis

diminue avec I'g jusqu’a & = 0,5 (Léonard, 2007) (figure 14 B).

Il a été suggéré que l'eau a faiblg avait un rdéle d’inhibiteur énantiosélectif, powr |
résolution du pentan-2-ol et de I'hexan-3-ol (pales g inférieures a 0,1 et a 0,05
respectivement). En effet, une molécule d’eau glat#ns la petite poche stéréospécifique
diminuerait d’avantage son volume, génant ainsfixation de I'’énantiomere lentement
transformeé, ce qui conduit a une augmentation eéBnard et coll., 2007 ; Léonard-Nevers

et coll., 2009). Pour des activitts en eau supgsua 0,1, la diminution de
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I'énantiosélectivité pourrait étre expliquée pas ddfets entropiques défavorisant de l'eau

(Léonard-Nevers et coll., 2009).
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Figure 14 : Influence de l'activité thermodynamique de I'eau (a,) sur I'énantiosélectivité de la CALB
pour l'acylation du pentan-2-ol et de I'hexan-3-ol (A) et du butan-2-ol et de I'octan-4-ol (B) avec le

méthyl propionate comme donneur d'acyle a 318K (Léonard, 2007).
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Pour conclure, il apparait qu’aucune loi généradidfluence de I'g sur I'énantiosélectivité
de la CALB ne peut étre établie actuellement. Naxmns observé, que I'eau, en plus d’'étre
un substrat, un produit ou un solvant de la réactem fonction de sa disponibilité pour
'enzyme, peut agir comme un lubrifiant et augmentactivité enzymatique, comme un
second substrat et comme un inhibiteur compétitérentiosélectif. Ainsi, le réle de l'eau
dans la catalyse enzymatique et plus particulientrdans I'énantiosélectivité des enzymes
apparait donc tres complexe. Par alilleurs, lesastdv organiques, dans lesquels ont été
effectuées la plupart des études citées ci-desqeyyvent également modifier

I'énantiosélectivité des enzymes.

IL.3.c  Influence du solvant

Nous avons vu que I'eau avait un role tres impardams I'énantiosélectivité. Afin de pouvoir
limiter sa présence dans le milieu réactionnelestayoriser ainsi les réactions de synthése,
les solvants organiques offrent une bonne alté@atRIius particulierement, les solvants
hydrophobes sont largement utilisés, car l'activi@alytique de la CALB s’y trouve
généralement améliorée (Orrenius et coll., 1998athonsen et Hoff, 1998 ; Ducret et coll.,

1998) et I'enzyme y serait plus sable (Laane dt,ci887).

Le solvant semble jouer un rble non négligeable I'surantiosélectivité. Notamment, on
trouve dans la littérature des tentatives de caticéls entre le ratio énantiomérique E et

certaines caractéristiques des solvants en paeti@uec :

- la polarité du solvant mesurée a l'aide du log Findeomme le coefficient de
partition du solvant entre I'octanol et 'eau (tdoli 3) ;
- le moment dipolaire et la constante diélectrigusaluant ;

- lataille de la molécule de solvant mesurée paraypon de Van der Waals.
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Tableau 3 : Log P de solvants organiques couramment utilisés en biocatalyse. (Anthonsen et
Jongejan, 1997).

Dimeéthvlsulfoxvde -1.3 Chloroforme 2.0
Dioxane -1.1 Benzéne 2.0

N. N-diméthylformamids -1.0 Toluéne 2.5
Meéthanol -0.76 Dibutylsther 2.0
Acélonilrile -(0.33 Siyrene 3.0
Ethanol -(,.24 | Téwachlorométhane | 3.0
Acétone -0,23 Pentane 3.0
Tetrahydrofurane 0,49 XKyléne 3.1
Acetate d’ethyle 0.68 Cyclohexane 3.2
Pyridine 0,71 Hexane 3.3
Diéthylether 0,85 Ileptane 4.0
Cvyclohexanone 0,95 Deécane 5.6
Cyelchexannl 1.5 Hexadécane 8.8

Par exemple, une corrélation entre la constantdealigque du solvant et le ratio
énantiomérique E a été observée par certains autéans de la résolution du ()-1-
phényléthanol par la subtilisine avec du vinyl batg. Dans ce cas, I'énantiosélectivité de
'enzyme diminue quand la constante diélectrique stlvant augmente (Fitzpatrick et
Klibanov, 1991 ; Carrea et coll., 1995).

Généralement une diminution du ratio énantiomérig@eété observée pour la CALB lorsque
le Log P augmente (Morrone et coll.,, 1995; Wehtjedl., 1997; Ducret et coll., 1998).
Cependant, d’autres études montrent un manqued®tbrrélation entre ces deux parametres
(Forro et coll., 1998 ; Overbeeke et coll., 20G8)),des courbes en cloche (Orrenius et coll.,
1995a).

Ottosson et coll. ont montré que I'énantioséletdivie la CALB augmente avec la taille du
solvant, représentée par son rayon de Van der Wattlssson et coll., 2002b). Cette étude a
ete effectuée dans différents solvants et en muiepercritique pour la résolution du 3-

meéthylbutan-2-ol avec le vinyl octanoate comme @omm’acyle.

D’autres auteurs n’observent aucune corrélation que soit le parametre étudié (Bovara et
coll., 1991 ; Secundo et coll., 1992).

Parfois, en changeant de solvant, il se produitioversion de I'énantiosélectivité comme par
exemple, pour l'estérification de I'acide (z)-2-plo&ypropionique avec du butan-1-ol par la

lipase deCandida cylindracedUeji et coll., 1992).
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Ainsi, comme pour I'g, aucune regle générale n’a encore pu étre établise qui concerne

I'effet du solvant sur I'énantiosélectivité des gmes.

Ces solvants organiques souvent polluants sontiudegn plus remplacés par des liquides
ioniques. Ce sont des sels qui sont liquides atemgpérature ambiante, trés stables et qui
peuvent facilement étre recyclés, mais leur infb@ersur lactivité et la sélectivité

enzymatique est encore souvent méconnue. Actualledes recherches sont menées dont
notre laboratoire pour développer des liquidesgoes biodégradables qui conviendrait pour
une utilisation avec la CALB. Une autre alternatpaur remplacer les solvants "classiques”
est d'utiliser du propyléene carbonate non toxiqudédiedégradable. Ce solvant a permis de
résoudre des alcools secondaires par transestéoficcatalysée avec la CALB avec une

énantiosélectivité élevée (E >> 100) (Wu et c@b)8).

I1.3.d Influence de la température

La stabilité d'une protéine globulaire correspondla conservation de la structure
tridimensionnelle de la chaine polypeptidique sdes conditions extrémes. Les liaisons de
faible énergie de type liaison hydrogene, interméndans le maintien de la structure
tridimensionnelle et la formation du complexe aegkyme, sont favorisées a basse

température, mais deviennent plus faibles lorsquerhpérature augmente (Jaenicke, 1991).

Il n'est donc pas étonnant de constater que poGrlEB I'énantiosélectivité, représentée par
le ratio énantiomérique (E), au cours de réactidassynthése, augmente alors que la
température diminue, ce qui correspond au cas gieméent observé pour les enzymes
(Arroyo et Sinisterra, 1994; Avdagic et coll., 1998vermeyer et coll., 1999; Secundo et
coll., 1999; Overbeeke et coll., 1999 ; OttossonHett, 2001 ; Léonard et coll., 2007 ;
Léonard-Nevers et coll., 2009). Cependant, I'ineeasaussi été observé comme par exemple
pour l'estérification de I'acide 2-phénylpropion&gavec du 1l-heptanol (Persson et coll.,
2002).

L’existence d’'une température de racémisatigh (Empérature a laquelle I'énantiosélectivité
est nulle, E = 1, a été mise en évidence. Cettpédeature est une caractéristique propre au
substrat (Pham et Philips, 1990 ; Philips, 199ailips, 1996). Lorsque T > ,Tun des

énantiomeres est favorisé et I'énantiosélectivitgnaente avec la température, et quand T <
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T,, l'autre énantiomeéere est favorisé, mais |'énamfiestivité augmente alors que la

température diminue.

L'étude de la variation du ratio énantiomérigue €B)fonction de la température est souvent
utilisée pour la détermination des parametres Watbbn thermodynamiques : les différences
d’enthalpie d’activation et d’entropie d’activatientre les énantioméresgsAH* et Ag.sAS',
respectivement) (Pham et coll., 1989; Phillips,Z,3hillips, 1996; Overbeeke et coll., 1999 ;
Lopez-Serrano et coll.,, 2001 ; Ottosson et HultD120 Léonard et coll., 2007 ; Léonard-
Nevers et coll.,, 2009). Cette méthode sera discptée amplement lors des résultats et

discussion (8 B.1I1.).

IL.3.e  Influence des additifs

L’addition de certains additifs au milieu réactiehpeut avoir une influence bénéfique sur le
microenvironnement de I'enzyme et par conséquem@ede moduler la réactivité et/ou la
sélectivité de cette derniere. Différents addipfsuvent étre utilisés pour parvenir & une
réactivité et/ou sélectivité optimale de la CALBpume par exemple :

- desamines il semblerait qu’elles neutralisent les acidesmi@s lors des réactions
parasites et protegent ainsi les lipases de lataiétimn (Theil et coll., 1996 ; Parker
et coll., 1998 ; Garcia-Urdiales et coll., 2001) ;

- des éthers couronnés en apportant une protection en milieu acide (l&dhcoll.,
1996 ; Itoh et coll., 1997), en changeant la canfidion du site actif (Takagi et coll.,
1996, Secundo et coll.,, 2007) ou en modifiant lsea@ de liaisons hydrogéne
(Secundo et coll., 2007) ;

- dessels en permettant de maintenir le niveau d’eau comstans le milieu (Halling,
1992) ou en neutralisant les acides (Theil, 2000) ;

- dessurfactants, en améliorant la solubilité des enzymes en miliEganique (Zheng
et coll., 2007 ; Thielmann et coll., 2009).
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II.4. Influence des mutations sur I’énantiosélectivité de la CALB

Une autre méthode de modification de I'énantios®ié€é des enzymes consiste a changer la
séquence primaire de la protéine par le remplacentien ou plusieurs acides aminés par
d’autres acides aminés. En effet, la séquence pandes acides aminés détermine la
structure tridimensionnelle finale de la protéilmemodification de cette séquence peut donc
entrainer un changement de la structure finaléedeyme et donc de sa fonction, comme par

exemple son énantiosélectivité.

Ces modifications peuvent étre envisagées de nearédionnelle ou aléatoire. Une récente
revue décrit les différentes techniques de mutagénélisées pour le remodelage des lipases
(Kourist et coll., 2010). Nous allons présentettaiaes de ces techniques et leurs utilisations

pour altérer les caractéristiques de la CALB.

IL4.a L’évolution moléculaire dirigée

L’évolution moléculaire dirigée est une méthodeatd&e qui ne nécessite aucun ou
seulement peu de connaissances structurales ehistépaes de la protéine. Elle correspond a
toute une série de techniques expérimentales teadaproduire I'évolution dans sa diversité
naturelle, en un temps accéléré (Otten et Quax5)28Delle est susceptible de donner de
nombreuses mutations réparties sur toute I'enzyfoarist et coll., 2010). Le principe est
résumeé dans la figure 15 (Jeager et Reetz, 20082izR2001). La méthode comporte
plusieurs cycles de mutagenése plus ou moins aésta partir du gene de la protéine. A
chaque cycle les meilleurs mutants sont sélect®modir la propriété recherchée et utilisés
comme séquence de départ dans le cycle suivanutigenése. Toute une banque de variants

est ainsi constituée.
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Enzyme gene(s)

|

Créer une banque par mutagénésealeatoire Identification des mutants ayant
_—
et/ou par recombinaison une meilleure énantiosélectivité
ep-PCR, DNA shuffling, StEP i i UV, pH, HPLC-CD, SM
2¢ génération l
Identification de la mutation optimale - Identification de la position de la mutation

Séquencage des génes mutés

Figure 15: Stratégie pour la création d’enzymes énantiosélectives par évolution dirigée (d'apres
Jeager et Reetz, 2000 ; Guieysse, 2002).

» La réaction en chaine par polymérase d'erreul ("errorprone PCR" olep-PCR),
est un procédé dans lequel les conditions de la &R modifiées de maniere a introdt
des mutations au hasard sa totalité du gene codant des protéirieke est trés simple
mettre en ceuvre et ne nécessite aucune connaisdante structure ou du mécanis
enzymatiqueAprés seulement deux cycles c-PCR, un variant thermostable de la CALI
été identifié, aveane stabilité 20 fois plus élevée aprés 20 mincdliation a 70°C, e
mesurant l'activité pour lgnitrophényl butyrate a 20°C, que I'enzyme de typevage. Le:
positions des acides aminés 221 et 281 se sordem/€étre critiques pour la thermostié de

la lipase (Zhang et coll., 200:

» La mutagenese de saturation simultant (Hayashi et coll.,199%) permet d'obtenir
des effets synergiques de mutations voisines, guiont généralement pas produites par-
PCR. Cest une stratégie de mutagendors de laquelle on essaie de générer toute
mutations possibles (ou presque) dans une régauiteg d'un gen Elle nécessite la synthé
des oligonucléotides couvrant les régions a muteroatenant un assortiment aléatoire
bases erronées. Lfet de mutations simultanées est souvent extrémiedificile a prévoir
par des méthodes rationnel Trés récemment, des variants de la lipaseCandida

antarcticaA avec une forte énantiosélectivité-a-vis de I'acide 2néthylheptanoique ont é
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génerés, alors que I'enzyme de type sauvage aadensent une faible sélectivité pour ce

substrat (Sandstrom et coll, 2009). Par une tecdeniégérement modifiée, Sanchis et coll. ont
réussi a remplacer deux résidus éloignés de la CgihRiltanément par une seule PCR. Ces
deux positions, séparées par 171 pb, ont été rasdem avec succes donnant une

bibliotheque de haute qualité de mutagenese deasiatu (Sanchis et coll., 2008)

» Le DNA-shuffling (ou le brassage des fragments de génes), invant&tpmmer en
1994 (Stemmer, 1994), consiste en la fragmentat®isequences d’ADN codant pour une
protéine déterminée d’organismes différents, pussaembler les fragments par une enzyme,
’ADN polymérase. La plus grande avancée technglagirésulte du fait que le mélange de
multiples séquences parentes d’ADN accélere coratEment I'évolution. Les stratégies de
recombinaisons multiparentales permettent I'expionad’un grand espace séquentiel qui ne
serait pas accessible autremefiette technique a été utilisée pour les génesipasek de
Candida antarctica Hyphozymasp. CBS 648.91, et I'organisme thermophileytococcus
tsukubaensisdans un but de trouver des enzymes chimériqupabtes d’hydrolyser le
diéthyl 3-(3,4-dichlorophényl)pentanedioate (DDG@dghiral (schéma 18). Les trois parents
affichent de faibles activités pour le DDG, mais @ée supérieurs a 99% pour les (S)-isomére
monoéthylé (schéma 18). 69 clones (soit envirofo2,de la bibliotheque ont été identifiés
ayant une activité hydrolytique améliorée du DDGttE€ amélioration des performances
catalytiques peut atteindre un facteur de 22, agtmtion d’'une forte énantiosélectivité. En
outre, la stabilité thermique des clones analysé& dégérement augmentée par rapport aux

parents (Suen et coll., 2004).

EtO OEt
0] 0]
Cl
Cl
diéthyl 3-(3,4-dichlorophényl)pentanedioate (3S)-3-(3,4-dichlorophényl)-5-éthoxy-5-oxo-pentanoic acid

Schéma 18 : hydrolyse de diéthyl 3-(3,4-dichlorophényl)pentanedioate par la CALB (Suen et coll.,
2004).
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» La permutation circulaire consiste en un déplacement des extrémités N- et C-
terminales de la protéine (figure 16). Cette méthadfre la possibilité de relacher les
contraintes structurales exercées sur le squebsttboné et a été proposée, en vue de
permettre ainsi la conversion des substrats volaminLa distance entre les terminaisons
naturelles de I'enzyme est comblée par une séqudacales aminés riche en glycine et le
géene circulaire ainsi obtenu est clivé a des postialéatoires a l'aide de la DNAse |, une
endonucléase non spécifique.

La permutation circulaire a été appliquée récemrpentr modifier la CALB (Qian et Lutz,
2005 ; Qian et coll., 2007 ; Qian et coll., 20083. variants de la bibliothéque de I'enzyme
avec les extrémités N- et C-terminales modifiéesSy@s sur la tributyrine (schéma 19 A), ont
été isolés et étudiédes positions qui ont toléré ces permutations déttéouvées dans
différentes régions de la protéine, non seulemansdes boucles de la surface protéique,
mais aussi dans les éléments de structure seceretailans la région de fixation de l'alcool
dans le site actif. L'effet de la permutation diaime sur les propriétés catalytigues de
I'enzyme a été impressionnant: certains variants/oreur I'efficacité catalytigue améliorée
jusqu'a 170 fois dans I'hnydrolyse du 6,8-difluormadthylumbelliferyl octanoate (schéma 19
B). La permutation circulaire n'a pas compromigdigiosélectivité¢ de I'enzyme (Qian et
coll., 2007).

Le variant tres actif, le cp283, avec les termioiagsN-terminale et C-terminale correspondant
aux positions 283 et 282 de I'enzyme native, asé&éctionné pour I'étude de la boucle
nouvellement créée en surface. Des séquences camipde 2 a 11 acides aminés ont été
supprimées (cp28R-11) et les plus actives pour I'hydrolyse g@enitrophényl butyrate
(schéma 19 C) ont été choisies. La chromatogragibielusion a révélé, que, contrairement
a I'enzyme de type sauvage et au variant cp283 mérique, les variants tronqués avait
également une forme dimérique, et méme trimériquair pcp28A8. La structure
cristallographique du variant cp283 confirme la forme homodimérique. Cette dimérgmati
est due a la permutation de 35 résidus N-termimgutre les deux dimeéres (figure 16). Suite a
ces changements structuraux la cavité enzymatigté @argie, facilitant ainsi le passage des
substrats, mais la poche stéréospécifique n’estaffastée par ces modifications (Qian et
coll., 2009).
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N C . N C N C
circular incremental
permutation truncation
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\ /
c N » \J/
wild type cp283 cp283a2-A11 monomeric cp283A2-11 domain-swapped
CALB cp283A2-11 dimer

Figure 16 : Apercu schématique de lingénierie de la CALB par permutation circulaire suivie des
troncatures supplémentaires de la boucle nouvellement créée en surface dans cp283, le variant le
plus actif parmi les permutants de la lipase. Selon I'ampleur de la troncature de la boucle, un
changement dans la structure de I'enzyme quaternaire a été observé, passant d'une forme strictement

monomérique a un dimére avec un segment de domaine N-terminal échangé.

A B

(@
®)
I
O
@)
O

OH / F
O
tributyrine ou 6,8-difluoro-4-méthylumbelliferyl octanoate ou DiFMU octanoate
1,2,3-Tributyrylglycérol (6,8-difluoro-4-méthyl-2-oxo-chromen-7-yl) octanoate
C
(0]
Il
O

p-nitrophényl butyrate

Schéma 19 : Structures des substrats utilisés pour caractériser les variants de la CALB obtenus par
permutation circulaire (Qian et coll.,, 2007 ; Qian et coll., 2009). (A) Structure de la tributyrine. (B)
Structure du DiIFMU octanoate. (C) p-nitrophényl butyrate

55



Etude Bibliographique

IL.4.b  La mutagénese dirigée

Dans une expérience de mutagenése dirigée des paifgases déterminées dans la séquence
d’ADN sont substituées par des paires de baseéreliffes bien définies. En théorie, cette
technique peut étre utilisée pour améliorer leppétés des enzymes, mais cela requiert une
connaissance complete et minutieuse de la strudeutenzyme pour désigner des mutations
adéquates, de maniére rationnelle. Cette méthaakt avérée tres utile dans I'étude des
relations structure-fonction des enzymes. Par el@tapnutation de résidus d’acides aminés

Supposes tres importants pour la catalyse a pelenienfirmer leurs fonctions.

Cette stratégie a été utilisée pour obtenir uneigetatalytique importante de la CALB pour

les réactions d’aldolisation (Branneby et coll.020 Suite a des prédictions par des calculs
de mécanique quantique, la Serl105 a été ciblémptagenéese dirigée pour créer des variants
avec la fonction nucléophile absente du site at#f expériences ont clairement montré
gu'avec le mutant Serl05Ala la vitesse de réadciogmente par rapport a la lipase de type

sauvage.

Plusieurs cas de modifications de I'énantioséléétiste la CALB par mutagenése dirigée ont
éte reportés dans la littérature. Par exemple, Msgpn et coll. ont observé une augmentation
du ratio énantiomeérique E de 1,6 a 22 pour I'hyglelde I'éthyl 2-hydroxypropionate pour le
mutant Thr40Val (Magnusson et coll., 2001).

Les travaux de Rottici et coll. sont également uon bexemple d’amélioration de
I'énantiosélectivité par mutagenése dirigée pouChLB (Rotticci, 2000; Rotticci et coll.,
2001b). En effet, la CALB présente une faible éima@lectivité pour les halohydrines a
longues chaines telles que le 1-chloro- et le Inoxtan-2-ol (schéma 20) (Rotticci et coll.
1997). Les mémes auteurs ont suggéré que cela ipoétva di aux interactions peu
favorables existant entre I'atome d’halogene epdahe stéréospécifique. Intuitivement, il
semblait que I'atome de brome (ou de chlore) pdiétee repoussé par les groupes hydroxyle
électronégatifs portés par la Thr42 et la Ser4dadpoche stéréospécifique de la CALB.
Ainsi, si ces groupements hydroxyle étaient remgdapar des atomes hydrogénes, ces
interactions électrostatiques seraient modifiedm#inité pour les substituants halogénés de
la poche stéréospécifique serait augmentée. Enninigtaésidu Thr42 en valine et la Ser 47
en alanine, ils ont obtenus 2 mutants simples TVafl2t Ser47Ala. Le mutant double
Thr42ValSerd7Ala a également été produit. Les éosélectivités mesurées avec ces
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mutants ont confirmé leur hypothese (schéma 20)ftat, I'énantiosélectivité obtenue pour
le mutant Ser47Ala est 2 fois plus importante qumirpl’enzyme de type sauvage.
L’énantiosélectivité obtenue pour le double mutdht42ValSer47Ala est plus importante
gue pour 'enzyme de type sauvage mais moins élguéepour le mutant simple Ser47Ala.
Enfin, la mutation Thr42Val n'a pas d’influence diégnantiosélectivité. Ceci suggere que

seule la sérine 47 est importante pour I'énantamgiéité dans ce cas.

OH OH
C|\/§\/\/\/ BFM
1-chlorooctan-2-ol 1-bromooctan-2-ol
E sauvage = 14 E sauvage = 6,5
E Thr42val = 15 E Thr42Val = 6,7
E Serd7Ala = 28 E Ser47Ala = 12,4
E Thr42ValSerd7Ala = 20 E Thr42ValSerd7Ala = 9,4

Schéma 20 : Structures des alcools halogénés et valeurs de E obtenues avec la CALB sauvage et
ses variants Thr42Val, Ser47Ala et Thr42ValSer47Ala (d’aprés Rotticci et coll., 2001b)

Par ailleurs, I'énantiosélectivité de la lipaseuaépre complétement inversée en utilisant la
technique de mutagénese dirigée. L'échange d'urasiele aminé de la CALB a proximité du
site actif a été suffisant pour créer cet effet ghlasson et coll., 2005, Vallin et coll., 2010).
Les contraintes stériques limitant la gamme deso#dcqui peuvent étre résolus avec cette
enzyme ont été modifiées en augmentant la taillea g@che stéréospécifique par la mutation
Trpl04Ala. L'enzyme mutée a une bonne activité retntoseélectivité envers les alcools
secondairesencombrants, comme les 1-phénylalkanols. Contr@énera I'enzyme sauvage
qui a une énantiopréférence pour la fofRpee mutant préfére I'énantioméet les substrats

avec de longues chaines alkyles sont mieux résames, des valeurs de E supérieures a 100.

Nous avons vu gu'il existe une multitude de strigegifférentes pour améliorer les enzymes.
Ces différentes techniques sont représentées digule 17. Méme si les deux méthodes,
aléatoire ou dirigée, peuvent atteindre le mémeatibj le résultat dépend toujours du choix
de la méthode: la mutagenése aléatoire est susleedeé donner de nombreuses mutations

réparties sur l'enzyme, ou chaque mutation porietisgporte une petite contribution au
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résultat global ; en revanche, la conception raitle des protéines donne par défaut des

variants avec trés peu d'acides aminés mutés (#oeti coll., 2010). Les propriétés

intrinseques, tels que la stabilité d'une enzynmes d@s conditions réactionnels, sont difficiles

a expliquer ou a prévoir, ce qui rend souvent laagenese aléatoire la méthode la plus

appropriee. Récemment, il a été démontré que Kb semi-rationnelle peut étre trés

efficace dans les cas ou les acides aminés edsemierégissent la propriété d'intérét sont

connus (Reetz et coll.,, 2006). Pour I'amélioratthmne propriété catalytique telle que la

sélectivité des enzymes, des mutations subtilesogirpité de la machine catalytique ont

déemontré qu'elles donnaient le meilleur effet (Mprét Kazlauskas, 2005). La structure et le

mécanisme de la CALB étant trés bien connus, lanigoe de mutagénese dirigée semble la

plus adaptée pour modifier son énantiosélectivité.
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mutagenesis
Detailed cala about Understanding of
structure and structure and epPCR
mechanism mechaniem not SeSAM
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Figure 17 : Le choix de la méthode appropriée pour la conception de protéines de lipases est une

décision au cas par cas et doit étre effectué sur la base de la qualité des informations structurales et

mécanistiques disponibles et la faisabilité d'un systéeme de criblage/sélection a haut débit (HTS).

Souvent, un probleme peut étre résolu par plusieurs méthodes, néanmoins, le résultat est quelque

part prédéterminé par la méthode choisie (Kourist et coll., 2010).
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III. Etude des enzymes en milieux gazeux

Dans le paragraphe précédent nous avons vu que d'eait une importance capitale dans
I'énantiosélectivité des lipases. En milieu coniamiel, la forte concentration en eau (55M)
impose a la réaction le sens de I'hydrolyse. Ewaitiant en milieu non conventionnel, I'eau
est éliminée des réactions ou posséde une contenti@mparable a celles des autres
composés. Dans ces conditions, les lipases peaveit une activité inverse et de catalyser
des réactions de synthése. Néanmoins, l'eau étalispensable pour le maintien de la
conformation active et la flexibilité des enzymesainsi a la catalyse, elle ne peut pas étre

completement éliminée du milieu réactionnel (TroétePleiss, 2008).

En milieu non conventionnel, la disponibilité dedu est généralement définie par son
activité thermodynamique (i A I'équilibre, I'utilisation de ce seul parametr’a,, permet

de définir précisément I'état d’hydratation de smutes composantes d’'un systéeme. La figure
18 illustre I'équilibre pouvant exister entre ledfatents états de I'eau et les différentes

phases d’'un milieu complexe (Halling, 1994).

Quantité d'eau dissoute

dans le solvant

I

_ . Etat d’hydratation des
Etat d hydratation du Actrvité
autres composants du

de 1'ean

I

Pression partielle de vapeur

biocatalyseur )
systeme

e

d’eau au dessus du systéme

Figure 18 : L'activité de I'eau définit I'équilibre entre les différentes phases et les différents états d'un

systeme, (Halling, 1994).
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Une facon simple de définir I'activité thermodynaune de I'eau (@ consiste a utiliser la
pression de vapeur d’eau de la phase gazeuse #ibrégavec le systeme considéré. On peut
alors écrire :

_ _PrHo (Eq. 11)

a
w PPHZ O,sat

Ou ppuzo est la pression partielle de 'eau au-dessus sligs)\e et ppo sad@ pression partielle
dite de référence mesurée a la méme températuwlessus de I'eau pure. a'un systéme
est donc tributaire de grandeurs physiques carsatérun systéme telles que la pression

absolue et la température.

La disponibilité de I'eau est parfois définie partaux d’humidité relative (HR) a I'équilibre

égala:
HR (%) = .100 (Eqg. 12)
ay et HR sont bornées et toujours comprises enttel®a 0 et 100% respectivement.

Les milieux non conventionnels recouvrent une geadidersité de milieux réactionnels qui

peuvent étre liquides, gazeux, supercritiques aorensolides.

Nous avons choisi de travailler en milieux gazeuog, qui permet de s’affranchir de

I'utilisation des solvants, qui peuvent eégalemerfiiuencer I'énantiosélectivité des enzymes.

Les enzymes sont sous forme solide, alors queulestraits, les produits et autres composés
éventuellement ajoutés sont a I'état gazeux. Rbaues, les transferts de masse sont plus
efficaces en phase gazeuse du fait de la faibtsie et de la forte diffusivité des gaz par
rapport aux liquides. La disponibilité des compogésvant étre parfaitement controlée, ce
type de milieu facilite donc 'étude de l'influende chaque parameétre réactionnel sur la

catalyse. A cet effet, le réacteur solide/gaz alét@loppé.

Les systemes gazeux peuvent également étre utipsés la détermination de [I'état
d’hydratation des enzymes soit directement, ampdes isothermes d’adsorption d’eau, soit
indirectement, a partir de I'étude d’adsorptiondiféérents composés polaires ou apolaire a
'aide de la chromatographie en phase gazeusesay¢#GC). Dans cette partie nous allons
présenter le réacteur solide/gaz, outil performaoir I'étude des paramétres réactionnels,
décrire les isothermes de sorption et enfin explide fonctionnement de la chromatographie
en phase gazeuse inverse (IGC).
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III.1. Le réacteur solide/gaz en flux continu

Le réacteur solide/gaz est un bioréacteur congtieugeux phases. Comme son nom l'indique,
ce systeme comprend une phase solide, le biocetalysilisé sous la forme d’un lit fixe, et
une phase gaz constituée des substrats, et édentapt autres composeés, vaporisés et
transportés par le gaz vecteur inerte jusqu’'a yere C’est un systéme sous flux continu,
ainsi les produits sont éliminés au fur et a mesieeleurs formations, limitant ainsi la

réaction inverse.

II.1.a Avantages de la biocatalyse solide/gaz

L'utilisation de substrats et de produits sous ®mazeuse présente de nombreux avantages,
dont certains ne peuvent pas étre obtenus avecalé®s systemes en milieu non

conventionnel (Lamare et Legoy, 1995 ; Lamare Bt @)02) :

- I'enzyme, sous forme solide, n'a pas forcément ined@tre immobilisée pour étre
facilement récupérée puisque la phase gazeuseadealedlit catalytique sans risque de
solubilisation de 'enzyme ;

- il est possible de travailler uniguement avec ldssiats, sans autre composé que le
gaz vecteur, ainsi, seuls les substrats et les ugsodsont présents dans le
microenvironnement de I'enzyme ;

- la disponibilité des substrats est parfaitementrétee ;

- il n'y a plus de probléemes de solubilité des swistet des produits ;

- aucun solvant organique n’étant utilisé, le prodimal ne contient pas de résidu de
solvant qui pourrait étre toxique ;

- le milieu réactionnel n'est pas dilué par l'utiien d’'un solvant, de ce fait le
traitement aval pour la purification du produit éstilité et le volume a traiter est
minimisé ;

- les enzymes et les substrats sont dans un sysig¢tisetivité de I'eau est controlée ;

- les enzymes déshydratées étant généralement gistarges a la thermoinactivation,
les catalyses peuvent étre réalisée a des tempatupérieures a celles utilisées en

milieu aqueux ;
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- la formation et le maintien d'une phase gazeuseligmgnt de travailler a des
températures élevées, ainsi les risques de corafiorinmicrobienne au sein du
réacteur sont limités (si le biocatalyseur estrttuestable) ;

- les transferts de masse sont plus efficaces enepbpaseuse du fait de la faible
viscosité et de la forte diffusivité des gaz papa@t aux liquides ;

- la phase gazeuse est homogéne ;

- ce procéde étant basé sur la circulation d'une eplgazeuse, le dimensionnement a

plus grande échelle est facilite.

L’activité thermodynamique a été reconnue commentéta parametre de choix pour
guantifier les substrats et I'eau dans les milieox conventionnels utilisés en biocatalyse
(Straathof et coll., 1992). L’activité thermodyn@mé de chaque composé présent dans la
phase gazeuse peut étre calculée, fixée et comtd@éfacon indépendante, ce qui est un
avantage primordial du bioréacteur solide/gaz papport aux autres milieux non

conventionnels.

Par contre, le principal inconvénient de ce typemieu réside dans le fait que les substrats
et les produits doivent étre vaporisables a despéeatures modérées (a cause de la
thermostabilité limitée du biocatalyseur). Ainsinembre de substrats utilisable est limité.
Travailler a des trés basses pressions permetgaiaporiser des composés avec des points
d’ébullition élevés (250-300°C) (Lamare et Lego$9%), mais les sucres par exemple ne
peuvent pas étre utilisés car ils passent difficdat en phase vapeur en-dessous de 400°C a
pression atmosphérique du fait des liaisons hydregdifficiles a rompre qu’ils peuvent

établir.
II.1.b  Principe de fonctionnement d’un réacteur solide/gaz en flux continu

Une représentation schématique du réacteur sadidedglisé en laboratoire est proposée

figure 19.
Le réacteur se compose de deux étuves thermostatées

La premiere permet I'évaporation des substratestcdmposés non réactants éventuellement
ajoutés. Ceux-ci sont placés dans des flaconstdeatan (X, Y, Z). Un gaz vecteur inerte
(dans notre cas de l'azotejjINest mis a buller dans les fioles sous un déhitrélé afin que,

pour chague composé, se crée un équilibre entphdae liquide et la phase vapeur. Les
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différents gaz provenant des diffntes fioles sont ensuite mélangés dans une chadd
mélange (M) et dirigés vers la seconde étuve. Umentifé donnée de gaz vecteur [

également étre ajoutée au mélange pour imposegrntairc débit total de gaz dans le réac

La seconde étuve coait le bioréacteur catalytique proprement dit.nizgme ou les cellule
entiéres lyophilisées sont maintenues dans undobesrre (d’environ cm de long avec de
diamétres interne et externe ¢ mm et 6 mm respectivement) par de la laine de rolch
mdange gazeux composé des substrats, des autremsésngventuellement ajoutéset du

vecteur traverse le bioréacteur et entre en coatast I'enzyme ou les cellules entier

Les gaz sortant du bioréacteur et contenant lestrsb résiduels et l¢produits sont ensui
acheminés vers d’autres appareillages (comme ur@mmeliographie gazeuse par exem
pour étre analysés. La pression dans le réactelasdaiempératures de chaque étuve

fixées et controlées de maniere tres pré
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Figure 19 : Représentation schématique d’'un bioréacteur solide/gaz avec un évaporateur fonctionnant

par bullage.

X, Y, Z : flacons de saturation, M : chambre de mélange, EC : échangeur de chaleur pour mise en

température de gaz (d’aprés Lamare et Legoy, 1995).

IIL.1.c Calcul des activités thermodynamiques

On peut supposer, qu'un gaz vecteur, aprés avdié dans une solution de substrat a
température contrélée, pendant un temps suffissiten équilibre avec la phase liqui

Ainsi, la pressn partielle du substrat dans le gaz quittantdedihde saturation est égale i
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pression de vapeur qui correspond a la pressiosatigation (Pg) au-dessus du composé
pur a une température donnée. Pour pouvoir caltaleomposition du gaz, le débit molaire
de chaque composé doit étre connu (gaz vectey)r fNbstrats,autre composé ajouté). Le

debit molaire du gaz vecteur {Ndans chaque lign@y, peut étre calculé selon I'équation
suivante lorsque les debits molaires normaliggs,( normalisé (L.H &273,15 K, 1 atm)) du

gaz vecteur utilisé pour la saturation sont connus.

n ise
QF, = 2T (mol i pour T = 273,15) (Eq. 13)
Ainsi, lorsque le débit molaire du gaz vecteur eshnu, il est possible de calculer les
différents débits molaire@} a la sortie des flacons de saturation en utiliféquation 14
suivante, qui fait intervenir la pression de sdtara(PRa) déterminée pour un composeé et
une température donnée, @t la pression atmosphérique en atm).
n=Qp P””—t (mol.iY) (Eq. 14)

n
- pr,sat

Apres le mélange des gaz provenant des différdigjess, la pression partielle de chaque
composéPp™ dans le gaz entrant dans [H"2étuve est déterminée a l'aide de I'équation

suivante (équation 15):

Qz
Ppl = ———— -P, (atm Eqg. 15
Px Z?(Q}\}Z‘FQ}}) n ( ) (Eq )
Puis, l'activité thermodynamique de chaque compaséeut étre déduite a l'aide de
'équation 16 faisant intervenir la pression deusation correspondant au composé a la

température choisie.

(sans dimension) (Eq. 16)

En admettant que les conditions appliquées soigriles de la température et de la pression
critiques pour chaque composé, et en appliqudoi Bes gaz parfaits PV = nRT (coefficient
de fugacité = 1), le débit volumique total et Imps de séjour dans le réacteur peuvent étre

estimés (a T = température du bioréacteur en K) :

RT I (Qf,+ Q})
Pq

(L.hY (Eq. 17)

QV,total =
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II.1.d Applications

Depuis les années 80, les études portant sur deatalyses pour lesquelles les substrats et
les produits sont sous forme gazeuse sont appdfesssystemes biocatalytiques mettent en
jeu soit des enzymes isolées, soit des cellulesreatpour des réactions a une ou plusieurs
étapes. Différentes enzymes isolées ont été testées succés comme par exemple la
déshydrogénase de foie de cheval (Pulvin et ct@i86), la déshydrogénase 8elfolobus
solfataricus (Pulvin et coll., 1989), l'alcool oxydase dlschia pastoris(Barzana et coll.,
1987; Barzana et coll.,, 1989), I'alcool déshydragn de levure de boulanger (Yang et
Russell, 1996), I'alcool déshydrogénaseltiermoanaerobacter siTrivedi et coll., 2006a),
I'alcool déshydrogénase deactobacillus brevigTrivedi et coll., 2006b ; Dimoula et coll.,
2009), la benzaldéhyde lyase Bseudomonas fluorescelidlikolajek et coll., 2007), la
benzoylformate décarboxylase deseudomonas putidgMikolajek et coll., 2007); la
kétoreductase (Nagayama et coll., 2010) et desneez\lypolytiques (Parvaresh et coll.,
1992 ; Robert et coll., 1992 ; Lamare et Legoy,519%amare et Legoy, 1997 ; Lamare et
Legoy, 1999).

Depuis le début des années 1990, l'utilisation elailes entieres dans des systémes solide-
gaz a été reportée, comme par exemple pour desleselentieres ddévlethylocystis sp
(Uchiyama et coll.,, 1992)Pseudomonas putiddZilli et coll., 1992), Saccharomyces
cerevisiag(Goubet et coll., 2002Rhodococcus erythropol{&rable et coll., 2005, Marchand
et coll., 2008) owEscherichia colidéshydraté (Marchand et coll., 2009a ; 2009b). t@esux
concernent principalement la dépollution de gazexmsmt des composes organiques volatils
(Cov).

La lipase B deCandida antarcticaest également trés étudiée en réacteur solidelgesz.
parametres cinétiques de la réaction d’alcoolysenéthyl propionate avec lepropanol ont

pu étre déterminés en absence d’eau et de solsemérfa 21). Ces résultats ont permis de
confirmer que le mécanisme réactionnel de la CAé&ait inchangé en phase gazeuse : Bi-
Bi Ping-Pong avec inhibition compétitive de l'altquroduit (Bousquet-Dubouch et coll.,
2001). Les expériences réalisées en présence dfemirent que l'activité catalytique
optimale de la CALB (lors de réaction d'alcoolyseprrespond a une activité
thermodynamique en eau,, aux alentours de 0,1. Par ailleurs, il a été méogtie I'eau était
également un inhibiteur compétitif de I'enzyme, snainq fois moins efficace que ke

propanol (Bousquet-Dubouch et coll.,, 2001). Ceségrpces ont également permis de
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montrer que l'eau n’‘avait pas d’influence sur Ipgacatalytique d’acylation et qu’elle
n'intervenait pas dans la formation des états alesttion (Graber et coll., 2003a). Les effets
des composés organiques, utilisés fréquemment cosohaants en milieu liquide, sur cette
réaction d’alcoolyse ont également pu étre quastifLétisse et coll., 2003 ; Graber et coll.,
2007). Les resultats indiquent que les solvantsiped, tels que le 3-méthylbutan-2-ol, le
pentan-2-one et le pentan-3-one, peuvent agir comeseinhibiteurs compétitifs pour la
fixation du méthyl propionate (premier substragndis que cette inhibition est absente pour
les composés apolaires. Il a été suggéré que icdtil@tion pouvait étre responsable des

variations d’activité observées lors de I'alcoolgsemilieu organique (Graber et coll., 2007)

CALB
/WO\ + /\/OH _— /WO\/\ + —OH
(@]

O

méthyl propionate n-propanol propyl propionate méthanol
Schéma 21 : Réaction d'alcoolyse du méthyl propionate avec le n-propanol catalysée par la CALB.

Les parametres influengant I'activité et I'énandiéstivité de la CALB vis-a-vis des alcools
secondaires, tels que I'eau, les solvants et lpéeature, ont été également étudiés a l'aide de
ce réacteur (Léonard et coll., 2004 ; 2007 ; Lédnhlevers et coll., 2009).

Aujourd’hui, la biocatalyse solide/gaz apparait coenune technologie prometteuse pour la
recherche fondamentale et pour le développememodgeaux procédés industriels moins

polluants (Lamare et coll., 2004).
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II1.2. Etude de I'hydratation des enzymes par isotherme d’adsorption

Pour caractériser I'état d’hydratation des solidiss,méthode traditionnelle consiste a
déterminer I'isotherme d’adsorption de I'eau. Daagparagraphe les phénomenes mis en jeu,
les caractéristiques d’'une isotherme d’adsorpieihéorie utilisée pour son interprétation et
des exemples d’applications seront présentés.

II.2.a L’adsorption

L’adsorption est définie comme étant un enrichissgnd’'un constituant ou 'augmentation
de la densité d'un fluide (liquide ou gaz) au veégje d’'une interface (Rouquerol et coll.,
1999). L'adsorption implique I'établissement d’irdetions de surface entre un solide, ou
adsorbant, et un fluide, ou adsorbat. Les intevastide surface entre l'adsorbant et
'adsorbable dépendent fortement de la nature chueni(polaire, apolaire, acide, base,
ionique...) des constituants mis en jeu. Il existe chaque solide des sites appropriés dits
d’adsorption qui possedent des propriétés phydigmiques compatibles avec I'adsorbat. Les
guantités adsorbées sont proportionnelles auxcagfdu solide accessibles a I'adsorbat, mais
également a la température et a la pression. Udesatisorbe moins lorsque la température

augmente, car les interactions entre I'adsorbalddgorbat sont défavorisées.

Deux types d’adsorption peuvent étre distinguéegoantion des mécanismes impliqués :
I'adsorption chimique (ou chimisorption) et I'adption physique (ou physisorption).

La chimisorption est un phénoméne irréversible, dépendant de Giviéd du fluide avec

'adsorbant et conduisant a la formation de monokeu Elle met en jeu un échange
d’électrons entre la surface du solide et 'adspraiérant ainsi définitivement I'adsorbant.
L’énergie d’interaction équivaut a I'énergie mise gu lors de la formation de liaisons

chimiques covalentes au sens de Lewis.

La physisorption est un phénoméne exothermique, réversible, déeefdigré de spécificite.
Elle fait intervenir des interactions de faible éjge, de type non covalent. Ces interactions
seront présentées ci-dessous. En fonction desitéstithermodynamiques du fluide, on
distingue dans un premier temps la formation d’m@ocouche puis de multicouches pour
aboutir a des activités thermodynamiques plus itaptes a des condensations capillaires sur
des solides mésoporeux. Le phénoméne étant réieeriilest possible d’étudier aussi bien
'adsorption que la désorption. Néanmoins, il arparfois, notamment pour des solides

67



Etude Bibliographique

meésoporeux, que le phénomeéne de désorption s@treafit de celui de I'adsorption, suite a
des condensations capillaires a des activitéanibdynamiques élevées. On parle alors
d’hystérésis d’adsorption/désorption.

Lors de I'adsorption de gaz sur un solide les auions entre I'adsorbat et I'adsorbant sont
généralement plus fortes que celles que peuveangeh deux molécules d’adsorbat. Dans ce
cas,la chaleur d’adsorption sera supérieure a dell&a condensation de I'adsorbat gazeux,
résultant en une réaction exothermique. L'écantecles chaleurs d’adsorption et les chaleurs

de condensation dépend fortement de la nature wpleadsorbant-adsorbable.

Dans le cas patrticulier de I'adsorption d’eau, déss d’adsorption correspondent aux sites
hydrophiles ou la fonctionnalité des groupementsul#ace joue un réle essentiel. On peut
dénombrer comme fonctions chimiques capables ddgte avec I'eau les fonctions acides,
alcools, amines, aldéhydes et cétones pour lesrlzigs organiques et principalement

hydroxyles pour les oxydes minéraux.

IIL.2.b Interactions non covalentes impliquées dans I'adsorption

L’adsorption résulte de la somme des interactiotistant entre la surface d’'un solide et les
molécules en phase gazeuse ou liquide. Ces intaractont souvent de faibles énergie, de
type non covalent : liaisons hydrogene, interastigan der Waals, interactions hydrophobes,
interactions acide base, liaisons ioniques ourast®on métalliques. Le tableau 4 donne

I'ordre de grandeur de certains de ces interactions

> Les liaisons hydrogene
Ce sont des interactions électrostatiques entreattgses électronégatifs tels que I'oxygene
ou l'azote (dits accepteurs de liaisons hydrogeat)les atomes d’hydrogene (donneurs)

engageés dans une liaison covalente avec d’autmegeatélectronégatifs.

» Interactions de type Van der Waals
Elles comprennent trois types d’interactions : ésrde Keesom, de Debye et de London.
Les interactions de Keesom(ou d’orientation) se produisent entre deux mdEayant
chacun un moment dipolaire permanent conduisarialigrniement des deux dipbles. Ces

interactions de faibles énergies peuvent avoir éietre molécules comportant des moments
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dipolaires élevés (groupement alcools, aldéhydemes et esters). Lésrces de Debyesont
des forces de polarisation qui apparaissent lowsgu molécule possédant un moment
dipolaire permanent va polariser une autre moléaplgaire. Lednteractions de London
tirent leur origine des fluctuations de densitécbniques au sein des liaisons qui créent a
un instant donné un moment dipolaire instantanitdrdsité de cette interaction, appelée
force de dispersion de London, est d'autant plmdg que les molécules sont plus
polarisables.

» Les interactions hydrophobes
Il s’agit d’'un effet hydrophobe plutdét que d’unaition. Il concerne des molécules ou des
portions de molécules apolaires, qui possédentaible affinité pour I'eau. Les molécules de
soluté se regroupent entre elles (ou en 'occue@vec le solide), s’associant par des liaisons
de Van der Waals (moments dipolaires induits) et neolécules d’eau se réorganisent,

s’associant par des liaisons hydrogene.

Tableau 4 : Ordre de grandeur des différentes interactions

Type d’interaction Ordre de grandeur (kJ.mol™)

Covalente 400 a 800
lonique 5a20
Keesom 2al0

Debye 1a5
London 1a5
Hydrophobe 8a40

II.2.c Les isothermes d’adsorption

Une isotherme d'adsorption est la courbe reliattiVité thermodynamique de l'adsorbat
contenu dans une atmosphére donnée et connuaiaritit§ d'adsorbat adsorbée sur un solide
en équilibre avec cette atmosphere. Sur la figOrarRexemple d'isotherme a la vapeur d'eau,
donnant la teneur en eau du solide en fonction'adiité thermodynamique de l'eau est
présenté.
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Figure 20 : Représentation schématique d’une isotherme d’adsorption.

La courbe présente deux points d’inflexions caratiques (A et B) correspondant a deux
états de I'eau.

- Les molécules d’eau fixées sur I'échantillon egpondant a la partie située avant le point A
sur la courbe sont les molécules tres fortemeasli&lles sont positionnées majoritairement
sur les sites polaires et les résidus ionisés. r@@gecules constituent la premiére "couche

d’hydratation”. Par extrapolation, le point O cepend a la quantité d’eau tres fortement liée
a I'échantillon.

- Entre les points A et B, la teneur en eau vagiéagon linéaire avec l)aL’augmentation de

la quantité d’eau adsorbée correspond a la formasaccessive des nouvelles couches
d’hydratation. L'eau forme alors des multicouchda aurface du solide. Ces molécules sont
alors liées a la protéine par des liaisons defplbde énergie.

- Le deuxieme point d’inflexion B correspond al@r$apparition d’eau solvante et une fois
dépasseée la valeur ¢'gui lui correspond, une phase aqueuse, distipobad naissance. Par
extrapolation de la partie AB linéaire, on peuteddtiner le point C correspondant a la
guantité totale d’eau non solvante, structuréd’@ahnantillon.
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L’évolution des quantités adsorbées en fonction lalepression relative (ou l'activité

thermodynamique) differe selon la nature structuidgs solides. En 1985, I''UPAC en se

basant sur les travaux de Brunauer, Deming et Talldistingué six types d’isothermes

d’adsorption physique (figure 21) (Brunauer et.¢di940).

Remplissage des pores

n¥m® n*m® |monocouche ) n*m°®
/5
oL
l::-. s @
Multicouches | 2
5
0 p/Pe 1 0 P/P° I 0 p/p° 1
Tsotherme d’adsorption de type T Isotherme d’adsorption de type IT Isotherme d’adsorption de type IIT
n¥m®

o n*/m°® n*/m® /_—
7
0 P/P° 1 0 p/p° 1

P/p° l

Isotherme d’adsorpuon ae type IV Isotherme d’adsorption de type V Isotherme d’adsorption de type VI

Figure 21 : les types d'isothermes de sorption (Comte, 2004)

type | : sa particularité est la présence d'un plateaizdrtal jusqu'a saturatiory &
P/P° = 1. Ce type d'isotherme est caractéristiguerdduits microporeuxp(pores < 2
nm. C'est une adsorption essentiellement monomlaiéeu

type Il : ces isothermes sont trés répandues, pour dédesohon poreux ou
macroporeux. Ce type dadsorption est caractéustiqd’une adsorption
multimoléculaire.

type Il : ces isothermes sont observées lorsque les atitara adsorbat/adsorbant
sont tres faibles (comparées aux interactions adstiadsorbant), ce qui est le cas
lors d’études d’adsorption d’eau sur des solidekdyhobes.

type IV : Ces isothermes sont obtenues avec des adsoné@stsporeux @ pores
compris entre 2 et 50 nm). Elles sont comparablesllas de type Il, mais pour les
activités thermodynamiques élevées, un palier tleatson est observé. De plus, une
hystérésis d’adsorption/désorption est observéeadyeondensations a I'intérieur des
mésopores.

type V : il y a remplissage de mésopores et condensatgpiilaire dans les pores,

comme pour le type IV, mais les interactions adsalolsorbant sont plus faibles.
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- type VI : ce type d'isotherme en "marches" est trés rdree se rencontre que pour

des surfaces tres homogenes.

IIL.2.d Interprétation des isothermes d’adsorption: le modéle Brunauer-

Emmett-Teller (BET)

Les isothermes d’adsorption permettent de distindas différents états de I'eau d’une

préparation. Il existe de hombreux modéles permetta décrire, au moins sur une portion,
une isotherme d’adsorption et permettre ainsi offestles quantités de molécules d’adsorbat
adsorbées en surface suivant la nature de I'adsoebaes conditions expérimentales. Un des
modeles les plus connus et utilisés est celui dm@rer-Emmett-Teller (BET) (Brunauer et

coll., 1938).

Le modéle BET est basé sur la théorie de Langnhaingmuir, 1918). Ce dernier a introduit

la notion de monocouche aprés avoir constaté qugidatité de molécules adsorbées avait
tendance a tendre vers une limite lorsque les ipressle I'adsorbat augmentaient (isotherme
de type I). Le modele BET suppose I'existence ldsigurs couches dont la premiére aurait
une énergie d’adsorption différente de la secondedgvient comme les suivantes égale a
'énergie de liquéfaction de l'adsorbat. En consdé que la surface du solide est

éenergétiqguement homogeéne (il n'existe qu’'un sepetge site d’adsorption) et que chaque
site ne peut étre occupé que par une seule mola@dbangeant aucune interaction avec ces

voisines, on peut déterminer les surfaces spéei§iqu

Pour cela, il est recommandé dans un premier taapsalculer la quantité de molécules
adsorbées nécessaires a la formation de la monleogca partir de la relation de la

transformée BET (équation 18) :

Ay — 1 + axx(C—l) (Eq. 18)

(1—ay)xm moXxC moXxC

ou m est la masse de lI'adsorbat (généralement)lfeaie par I'adsorbant (en mg par mg de
solide), m correspond a la masse de I'adsorbat nécessairéemation de monocouchsg, &
l'activité thermodynamique de I'adsorbat et C laastante BET (proportionnelle a I'énergie
d’adsorption de la premiére couchedt a celle de la liquéfactiontEde I'adsorbable a la

température T d’adsorption).
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La masse théorique de l'adsorbat nécessaire artaafmn de monocouche, mpeut étre

obtenue a l'aide de la droite de régression dealdieplinéaire de la cour% en
—Ux

fonction d’g, selon I'équation 19 :

S et | correspondent a la pente et a I'ordonnééordgihe de la droite de régression

respectivement.

Connaissant la valeur de l'aire occupée par unetcntd d’adsorbable adsorbée sur la
surface dans la monocouche, il est possible delealia surface spécifique de I'adsorbagy S

(équation 20).

Ssp=aXny (Eq. 20)

Emmet et Brunauer ont estimé que pour un empilerheragonal compact de spheres, la
valeur moyenne de la surface occupée par une meldewyaza est donnée par I'équation 21

(Emmet et Brunauer, 1937 ; Rouquerol et coll., 2003

2
a=1,091 x (p%) 3 (Eg. 21)

avec M la masse molaire de I'adsorlpasa masse volumique et Nombre d’Avogadro.

Cette notion de surface d’aire moléculaire est tmdportante car elle joue un role

prépondérant dans la détermination des surfaces#igpés des solides. Il a été démontré tres
clairement que la nature des interactions entrdstebable et I'adsorbant ainsi que la
température et la structure de la surface du sqelevent influencer la valeur des aires
d’adsorption de molécules d’adsorbable (Hamiehhedt3, 1996).

II1.2.e Applications

L’eau étant omniprésente dans I'environnement, pdat naturellement s’adsorber sur les
solides qui nous entourent. Il est donc importantdmprendre son mécanisme d’adsorption
ainsi que son influence sur les propriétés physhiotiques de ces adsorbants Ainsi,
'adsorption de molécules d’eau a fait I'objet dembreuses recherches. Des études ont été
menées sur des produits minéraux (Thielmann et Batten, 2000 ; Muster et coll., 2001 ;
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Pavlidou et Papaspyrides, 2003 ; Tisserand et, cl09) mais également sur des fibres
naturelles (Cantergiani et Benczédi, 2002), surmtesluits pharmaceutiques (Sunkersett et
coll., 2001) et agroalimentaires (Demertzis et .coll991 ; Lagoudaki et coll., 1993;
Riganokos et Kontominas, 1997 ; Ambarkhane et,&@0I05).

Les isothermes de sorption d’eau sont égalemelidagts pour relier I'activité enzymatique
observée expérimentalement a I'état d’hydratatied’ehzyme. Des études ont été réalisées
avec la chymotrypsine, la lactoglubuline, le sérallsumine de cheval (Lee et Kim, 1995),
I'alcool déshydrogénase dactobacillus brevigDimoula et coll., 2009) et des lipases (Caro
et coll., 2002 ; de la Casa et coll., 2002).

Bien que les études d’adsorption d’eau soient pnéantes, I'adsorption de composés
organiques est également explorée, comme lors &ede de I'adsorption des composés
organiques volatiles sur le sol calcaire de sudNdgada (Steinberg et Kreamer, 1993),
'adsorbtion de I'éthanol sur des féculants (Vaetlcoll., 1995) ou I'adsorption de composés
d'arbmes (hexane, hexan-1-ol et hexanal) par legimes de soja (Zhou et Cadwallader,
2004).

Dimoula et coll. (2009) ont étudié I'adsorption ale mais aussi des substrats (acétophénone
et propan-2-ol) sur l'alcool déshydrogénasel.detobacillus brevisce qui est tres novateur
dans le cas des études d’adsorption sur des enzybessauteurs ont utilisé le réacteur
solide/gaz précédemment décrit, un peu modifidlile gazeux ne traverse I'échantillon que
lorsque I'équilibre est atteint), ce qui permettBé&dans des conditions semblables a celles de
la réaction. Lors de ces travaux l'importance depl#sence du saccharose lors de
immobilisation a été mise en évidence. En effanzyme immobilisée en présence de
saccharose présente une hystérésis d’adsorptiontiésn, due a des changements micro-
structuraux a forte teneur d'eau, moins importagte I'enzyme immobilisée seule.
L’acétophénone est adsorbée par I'enzyme dans ubetites comparables a celles de l'eau,
en revanche 'adsorption de propan-2-ol n’a pag€tpe quantifiée par cette méthode, ce qui
pourrait conduire a limitations de transfert de seasdues aux transports diffusionnels
jusqu'a I'enzyme. Par ailleurs, I'adsorption conife des substrats et de I'eau a été étudiée.
Il est apparu que la quantité d’acétophénone adegplar 'enzyme est moindre en présence
de I'eau (Dimoula et coll., 2009)
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I11.3. Etude de I'hydratation par la chromatographie gazeuse en

phase inverse (IGC)

Les caractéristiques des surfaces (porosité, surfpecifique, énergies de surface, état
d’hydratation...) des solides divisés (poudres, paltis, fibres) sont devenues des données
importantes requises pour, par exemple, le développt de matériaux de trés grandes
puretés et donc a hautes valeurs ajoutées. Da twdlenées peuvent étre obtenues par des
méthodes basées sur I'adsorption de moléculesaid®gami ces techniques de caractérisation
de surface, on peut citer la chromatographie ga&z@wserse, technique que nous avons
choisie pour notre étude de I'hydratation de ladgp B deCandida antarctica C’est une
technique simple, entierement automatisée, perntettiae acquisition rapide des résultats,
dans un milieu ou l'activité de I'eau est parfaimrhcontrélée, et dont le fonctionnement est
peu colteux. Nous allons présenter ici le princijge cette méthode, décrire quelques
grandeurs expérimentales utilisées et pour finiusnallons donner quelques exemples

d’applications, notamment pour I'étude des matérianganiques.

II.3.a Principe et fonctionnement de la chromatographie gazeuse en phase

inverse (IGC)

L’'IGC est basée sur l'adsorption de molécules de. g& terme inverse signifie que la

situation est inversée par rapport a la chromatdgeagazeuse analytiqgue (CG). En effet, en
CG les composés a étudier sont injectées dans alnene ou la phase stationnaire bien
définie joue le réle d'un séparateur. En IGC leslénales injectées appelées molécules
sondessont parfaitement identifiées et la phase statizanest constituée par le solide a

analyser (avec des propriétés inconnues) (figuye 22
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CHROMATOGRAPHIE GAZEUSE CLASSIQUE
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Figure 22 : Comparaison schématique de la chromatographie en phase gazeuse analytique et en
phase gazeuse inverse (IGC). En GC (en haut) un mélange de composés est injecté et séparé par
une colonne dont les propriétés sont connues. En IGC (en bas) un seul composé connu est injecté sur

une colonne dont on cherche a déterminer les caractéristiques (Thielmann et Levoguer, 2000).

Les molécules sondes injectées sous forme gazens&ansportées par un gaz vecteur in
a travers la colonne, puis analyséLes changements de temps de rétention en foncéda
nature chimique, la taille et la concentration damolécule sonde injectée, la températ
’humidité relative ou le débit du gaz vecteur pettant d’accéder a une large gamme
propriétés physicahimiques du solide étud En effet, 'hétérogénéité énergétique,
morphologie et la nature chimique de la surfacespruinfluencer I'adsorption des molécu
sondes. Ainsi, les temps de rétention des sondies ébrmes des chromatogrammes so

reflet des interactions de la sonde avec la sudacsolide.

L’'IGC permet de travailler a des taux d’humiditétatifs parfaitement contrélés. Ceci
réalisé par le mélange adéquat du gaz vecteurtsRc@az vecteur saturé en eau, apres
bullé dans un flacon contenant de I'eau. C’est le m@nmeipe qui est utilisé pour charger
gaz vecteur en molécules sondes avant injectigaoréi23)

Les solides divisés (poudres, fibres, films de pwye...) peuvent étre introduits dans
colonne seulesans aucune préparation préalable, ou mélanggswav matériau inerte. L
matériaux polymeres peuvent étre déposeés sur tes imertes (terre de diatomée ou ve
désactivés) ou bien revétir la face interne dedlrme, ce qui nécessite la distion

préalable du polymére dans un solvi
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Figure 23 : Représentation schématique d'un appareil entierement automatisé, commercialisé par
SMS (Surface Measurement Systems, Londre, Grande-Bretagne). Avant de traverser la colonne, le
gaz vecteur sec est mélangé a des gaz saturés en vapeur d’eau et en molécule sonde (Thielmann et
Levoguer, 2000).

On distingue deux méthodes employées en chromatioigragazeuse inverse, la

chromatographie gazeuse inverse a dilution infia concentration finie.

En IGC endilution infinie les molécules sondes sont injectées en trés $aijplantités si bien
que les interactions sondes-sondes sont négligeabdemettant d’évaluer uniquement les
interactions de la molécule sonde avec le solids. dquantités injectées ne suffisant pas a
former une fraction notable de la monocouche aittase du solide, I'lGC en dilution infinie
est appliquée sur le domaine représenté par leepardaire de l'isotherme d’adsorption aux

tres faibles pressions relatives, décrite parild’ldenry.

En IGC enconcentration finie, les quantités injectées étant plus importantass tes sites
énergeétiques contribueront a l'adsorption des nubdic sondes. Toute la surface étant
accessible, il est possible en faisant varier U tde recouvrement de tracer les isothermes
d’adsorption d’'un grand nombre de molécules orgssgAinsi, les fonctions de distribution
des sites énergétiques de surface du solide étpdiéront ainsi étre déduites et

I’hétérogénéité énergétique de surface de ce sqlidatifiée.
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IIL.3.b  Principales grandeurs expérimentales utilisées en IGC

Comme nous venons de voir, I'lGC repose sur lesumssdetemps de rétention k. Ce
dernier correspond au temps que met la sonde paerser la colonne. A partir de ce temps
de rétention, on calcule temps de rétention net{ de la sonde qui est le temps de rétention
auquel on a soustrait lemps mort de la colonne 4 Ce temps mort est déterminé par
I'injection de molécules de méthane qui sont sugpssie pas s'adsorber sur le solide (figure
24).

Meéthane Sonde

Intensité
"

Temps
Figure 24 : Détermination du temps de rétention net ty.

A partir du débit du gaz vecteur (hélium) corrigé €n sortie de colonne, kolume de
rétention net Vn de la sonde injectée peut étre exprimé selon IBogua?2.

VN = DC X tN (Eq 22)

Généralement lgolume de rétention spécifique Yest préféré, car il permet de comparer
des données obtenues sur des colonnes ayant @esedatiques différentes. Ce volume est
défini comme le volume de rétention normalisé aalrgne de solide et a une température de
0°C. Le volume de rétention spécifique peut étremlp a partir du temps de rétention net a
I'aide de I'équation 23 :

, tp—to FX 273,15

Vo =1

(Eq. 23)

m T

avec F le débit du gaz vecteur en ml.fim la masse de la CALB immobilisée en g et T la

température de la colonne en K. Le facteur de cesgibilité James-Martin, peut étre
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calculé en utilisant I'équation 24, oud® R sont les pressions a I'entrée et a la sortie de la

colonne, respectivement.

.3 (Pi/Py)’-1

T2 (Pi/Py)’-1 (Ea. 24)

En premiere approximation, le volume de rétentjpécgique est indépendant :

- du débit du gaz vecteur
- de la perte de charge
- de la masse de phase stationnaire

- de la nature du gaz vecteur et de sa pression.

Lescaractéristiques des sondegénéralement utilisés pour le traitement des t@subbtenus

en IGC sont :

- la masse molaire ;

- la masse volumique ou densipe

- lindice de réfraction ;

- le point d’ébullition ;

- l'aire de la moléculen, déja évoqué lors des isothermes de sorptionl(&d); elle
peut étre calculée selon I'équation 21 ;

- la pression vapeur saturante ou tension de vapestrla pression a laquelle la phase
gazeuse d'une substance est en équilibre aveasa fijuide ou solide ; elle dépend
exclusivement de la température ;

- I'enthalpie ou chaleur de vaporisatiaflyap, est I'énergie nécessaire pour transformer
une mole d’un liquide en un gaz ;

- la tension de superficielle dans le cas d’un liquide, elle est définie comengavalil
gu’il faut fournir pour étendre la surface d’'uneatén cela se résume a une €nergie que
'on doit amener pour pouvoir a la fois attirer E®mes ou molécules de la masse
vers la surface et les réorganiser dans la zoadactale ;

- Ssa concentration.

A partir des volumes de rétention et les caradigues des sondes, différentes propriétés
physico-chimiques de surface du solide peuvent ddduites : les énergies de surface, les

parametres acide-base, les énergies libres d'dilmorf@avec les composantes enthalpiques et
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entropiques), les isothermes d'adsorption, les @mipres de transition vitreuse, les
paramétres de solubilité, le degré de réticulatiargristallinité, les paramétres de solubilité
de Flory-Huggins, les coefficients de diffusion.Rar ailleurs, I'étude de la variation de
certains de ces parameétres avec le taux d’humieliadive permet de déduire indirectement

I'état d’hydratation des solides étudiés.

II1.3.c Applications

La méthode de 'IGC apparue dans les années 60rg\eaée tres efficace pour I'étude des
propriétés de surface des solides divisés. Ledfag cette technique soit d’'une utilisation
relativement simple et qu’elle donne accés a debmenx paramétres ont contribué a son
application trés étendue dans des domaines tré&ssvamme la chimie fine (Dove et coll.,
1996 ; Feeley et coll., 1998a, b; York et coll99& ; Heng et coll., 2006), la chimie
macromoléculaire (Panzer et Schreiber, 1992 ; vaterAet coll., 2000 ; Hamieh et coll.,
2002 ; Hamieh et Schultz, 2002a, b ; Santos et,c2l02a, b ; Gutiérrez et coll., 2005 ;
Santos et Guthrie, 2005), la chimie minérale (Sklotr et Papirer, 1982a, b ; Papirer et coll.,
1991 ; Onijia et coll.,, 2000 ; Martos et coll., 2Q0Eekete et coll., 2004 ; Comte et coll.,
2005 ; Tisserand et coll., 2009), les nanotechneto@Batko et coll., 2007 ; Menzel et coll.,
2009), la pétrochimie (Herruzo et coll., 1999),plapeterie (Borch, 1991 ; Santos et coll.,
2001 ; Pinto et coll., 2004), l'industrie du teti{Cantergiani et Benczédi, 2002 ; Heng, et
coll., 2007 ; Rjiba et coll.,, 2007) et l'agroalimtaime (Thielmann et Williams, 2000 ;
Boutboul et coll., 2002a, b ; Rousset et coll.,20@hou et Cadwallader, 2004 ; 2006).

Comme ces différentes études en témoignent, I'lG@vient tres bien aussi bien pour I'étude

des matériaux organiques que minéraux.

Par exemple, en ce qui concerne les molécules ionges) dans le domaine de la papeterie,
Pinto et coll. ont étudié les effets de I'adsomtibun peptide, correspondant au domaine de
fixation a la cellulose présent dans les glycanasasles propriétés de surface d’'un modeéle
de cellulose, le Whatman CF11. Les modificationsé@ergie de surface observées montrent
une diminution de I'acidité de la fibre de cellwosar ailleurs, I'affinité de cette fibre pour

des molécules aliphatiques a été améliorée légetemar 'adsorption de ce peptide,

probablement en raison des acides aminés hydrophmbeents a la surface du peptide ou a
une augmentation de la surface des fibres. Il semraiblque ces peptides permettent la
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dissolution des agglomérats présents entre lessfibnais aucune modification de I'indice de

cristallinité n’a été remarquée par les auteunst(Ret coll., 2004).

Dans le domaine de I'agroalimentaire, Boutboul @t. ont utilisé I''GC pour étudier les
interactions entre les composés d’arébme et 'am{@mutboul et coll., 2002a ; 2002b). lls ont
trouvé que la rétention des arbmes augmentait lave@olarité, dans I'ordred-limonéne <
éthyl hexanoate < octanal < hexan-1-ol. Ces autentrsionc supposé que les interactions
arbmes/amidon étaient essentiellement dues a unopténe d’adsorption impliquant des
liaisons hydrogéne, plutdét qu’a la formation de ptewes d'inclusions (Boutboul et coll.,
2002b). En déterminant les énergies libres d’adsmrgAG,q9 et I'enthalpie d’adsorption
(AHaq9, les auteurs ont montré que les interactionseeatéme et amidon se font par des
liaisons de faibles énergies, comme des liaisomsdggne et des interactions dipdle-dipble
(Boutboul et coll., 2002a) (tableau 5).

Tableau 5 : Enthalpies d’adsorptions (AH,qs) des constituants d’arbme sur I'amidon de mais a forte
teneur en amylose, comparées aux enthalpies de condensation (AH.) des composés (données de la
littérature, NIST Chemistry WebBook). Les différences AH,ys — AH. correspondent aux énergies

d’interaction entre les constituants d’ardme et I'amidon (d’aprés Boutboul et coll., 2002a).

Constituant de
'ardbme
hexan-1-ol

octanal
éthyl hexanoate
d-limonéne

Rousset et coll., en étudiant I'adsorption des ssmublaires et apolaires sur le saccharose
seul ou recouvert par des émulsifiants (Iécithingolyglycérol polyricinoleate), ont montré
que ces derniers permettent d’augmenter la lipmitéildu saccharose en diminuant son
acidité (Rousset et coll., 2004) (tableau 6).

Tableau 6 : Effet des émulsifiants adsorbés sur le saccharose sur la composante dispersive de son

énergie de surface (y9) et ses constantes d’acidité et de basicité (Ka et Kg).

Saccharose

Saccharose avec lécithine
Saccharose avec polyglycérol polyricinoleat:
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Par ailleurs, de nombreuses expériences montrenfepau adsorbée joue trés souvent un role

prépondérant sur I'évolution des propriétés phydicuniques de surface.

Ainsi, Cantergiani et Benczédi ont étudié les imtépns entre les parfums et le coton a l'aide
de I'lGC en fonction de I'humidité relative. lls brpu montrer que les composantes
dispersives de I'énergie de surface diminuaienérément avec I'humidité. Par contre, ils
sont parvenusa la conclusion que la présence @dsorbée influencait fortement les forces
d’interaction entre la surface et les adsorbatsindécane et le dimetol (ou 2,6-
diméthylheptan-2-ol). Les valeurs plus élevées tlialipie d’adsorption obtenues pour le
dimetol témoignent de la présence des liaisonsduygdre, suggérant que I'adsorption se fait

via ce type d’interactions (Cantergiani et Benczéd2) (tableau 7).

Tableau 7 : Evolution en fonction du taux d’humidité relative de la composante dispersive de I'énergie
de surface (yg) du coton et des enthalpies et des entropies d’adsorption (AHgs et AS.4s) des parfums

sur le coton (d’aprés Cantergiani et Benczédi, 2002).

Humidité d Undécane Dimetol
relative (%)

En s’appuyant sur des résultats obtenus en IGGImbnn et Williams ont montré, que la
température de transition vitreuse (Tg) du malteegait en sens inverse de 'augmentation
de I'humidité relative (Thielmann et Williams, 200@ableau 8).

Tableau 8 : Evolution des températures de transition vitreuse du maltose en fonction du taux

d’humidité relative (Thielmann et Williams, 2000).

Humidité relative (%)
0

5
10
15

Zhou et Cadwallader ont étudié linfluence de I'hdit@é relative sur l'adsorption des
constituants de I'ardme sur des isolats des pexéla soja déshydratées par chromatographie

en phase gazeuse inverse. Les données thermodyrmmide I'adsorption (enthalpie
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d’adsorptionAH,q9 suggérent que I'adsorption des composés aronegigon polaires (de
I'hexane, du hex-1-ene, et du limonene) sur lesépres de soja n'est pas affectée par la
présence d'eau, ce qui témoigne d’interactiondesjimon spécifiques (forces de dispersion)
entre les composés aromatiques et la protéinee#anche, I'adsorption desonstituants de
I'arbme plus polaires (ester, cétone, aldéhydalcebl) est influencée par la présence de I'eau
a faible taux d’humidité relative AHaqd diminue lorsque HR augmente de 0 a 30%). Les
auteurs ont suggéré qu’il y a compétition entreameBsposeés et I'eau pour les sites de liaisons
de haute énergie de la protéine. L'augmentatiompléupentaire de I'humidité (30 a 50% de
HR) n’affecte plus I'adsorption de composés pofaiiggérant que leurs interactions avec
les protéines de soja sont relativement faiblelimatées (tableau 9) (Zhou et Cadwallader,
2006).

Tableau 9 : Enthalpie d’adsorption (JAH.gs| = €cart-type standard) de sondes volatiles individuelles sur

les protéines de soja a des différentes humidités relatives. Résultats obtenus a partir de deux

colonnes et un total de quatre mesures a partir des expériences réalisées a 30, 35 et 40 T (d'aprés
Zhou et Cadwallader, 2006).

Constituant de
I'ardbme
hexane

30% HR
275+1,0

40% HR
29,3+2;3

50% HR
28,7+2,3

28,3+0,4

29,7+0,9

hex-1-éne 275+0,6 ND 30,2+1,7 28,7+2,0 28,1+2,2
limonéne 47,3+0,0 ND 46,6 +1,2 46,5+0,4 47,7 +0,9
éthyl butyrate 432+11 ND 38,9+0,1 40,0+0,8 39,8+2,2
hexan-2-one 441+ 2,0 ND 37,620 395+1,2 39,9+1,6
hexanal 43,0+1,7 416 +0,9 359+2,1 38,7+1,5 39,4+1,6
trans-hex-2-énal 50,8+ 2,2 ND 41,1+1,8 42,4 +£0,7 41,3+1,0
hexan-1-ol 68,4+2,1 63,4+14 544+1,8 58,5+0,2 549+1,5
trans-hex-2-en-1-ol 92,5+ 3,2 ND 56,3+1,3 57, 7+1,4 55,2+0,7
848+1,6 ND 53, 7+1,7 55,1+25 53,8 +0,4

cis-hex-3-en-1-ol

Dans le présent travail, nous avons égalementétadivariations des parametres de surface
de la CALB avec le taux d’humidité relative, et agésultats ont été utilisés pour déduire
indirectement I'état d’hydratation de I'enzyme. €avail sera présenté au paragraphe C.III.

des résultats et discussion.

83






Matériels et méthodes

84






Matériels et méthodes

I. Matériel biologique

La lipase B deCandida antarctica(CALB) a été choisie pour cette étude. Des enzydees

différentes provenances ont été utilisées :

- CHIRAZYME® L-2, qui correspond & I'enzyme lyophilisée et gsf commercialisée
par la société ROCHE (Penzberg, Allemagne);

- Novozyme 435, qui est une préparation immobilisée gulsorption de la CALB sur
une résine acryliqgue macroporeuse et qui est cooiatisee par la firme Novo
Nordisk (Gladsaxe, Danemark).

- Une enzyme recombinante produite et purifiée aorktbire de Biotechnologies de
I'Institut Royal de Technologie de Stockholm (KTEBuéde).

Par ailleurs, six variants de la CALB obtenus patagénése dirigé ont été utilisés : trois avec
des mutations des résidus formant la poche stééihispe (Serd7Ala, Thr42Val et
Ser47AlaThr42Val) (Rotticci et coll., 2001b) et iroavec des mutations des résidus
constituant le canal d’acces au site actif (llell@9Aeu278Val et Ala282Leu) (Magnusson et
coll., 2005). Tous ces variants ont été produifsueifiés au laboratoire de Biotechnologies de
I'Institut Royal de Technologie de Stockholm (KTEBuéde).

Toutes ces enzymes, a I'exception du Novozyme 4B8Benzyme est déja immobilisée, ont
été adsorbées sur le support solide commerciatinoimsle diatomite suivant : Chromosorb P
Acid-washed, traité au diméthyl dichlorosilane (AWICS) 60-80 Mesh (VARIAN, France).
Le traitement appliqué a ce support (AW DMCS) ladreelativement inerte vis-a-vis de
'adsorption et permet d’obtenir des adsorptionsled activités catalytiques reproductibles.
Dans ce type d’'immobilisation, I'enzyme est relae support par des interactions de faible
énergie (interactions de Van der Waals, liaisordrdgene, liaisons hydrophobe ou liaisons
ionigue ou électrostatique) entre ses groupememstibnnels et le support. Afin d’obtenir
une & la plus proche possible de 0, 'enzyme adsorbét asé&hée sous vide pendant au

moins une semaine avec du pentoxyde de phosphside) @¥ant utilisation.
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I.L1. Préparation de I'enzyme de type sauvage et des variants de la

poche stéréospécifique

L’enzyme de type sauvage et les variants de po@néaspécifigue obtenus par mutagénese
dirigé (Serd7Ala, Thr42Val et Ser47Ala-Thr42Val)ofRcci et coll., 2001b) ont été produits
dans la levure méthylotroph®ichia pastoris La surexpression de ces lipases est
extracellulaire. La purification de ces enzymegéaedfectuée a partir du milieu d’expression
par chromatographie d’interaction hydrophobe suibime filtration sur gel. (Rotticci et coll.,
2001b; Rotticci-Mulder et coll.,, 2001). L'adsorptioenzymatique a été réalisée sur
Chromosorb P AW DMCS (Varian, France) : 'enzymetgee sauvage (0,106 mg) ou un
variant (0,85 mg) a été dissous dans un tamponpplats de sodium (pH 7,5, 10 mM), et le
Chromosorb P AW DMCS sec (1g) a été ajouté a latisol. Aprés agitation vigoureuse, la
préparation a été laissée pendant une semainevetrign présence du®s a température

ambiante.
I.2. Préparation des variants du canal d’acces au site actif de la
CALB

Les trois mutants lle189Ala, Leu278Val et Ala282lazu été obtenus par mutagenése dirigée
(Magnusson et coll, 2005). Le plasmide pGAFZ a été amplifié par réaction en chaine par
polymérase (PCR) avec des amorces mutagenes comgues ne pas présenter des
chevauchements a la fin de séquence (Zheng et2€@dlY}). Le produit de PCR a été analysé
sur gel d'agarose 1% et a été utilisé pour tramsfordes cellules &. coli XL-1 blue. Les
colonies contenant la mutation souhaitée ont é&étifices par séquencage et utilisées pour
produire le plasmide en grande quantité (a savdOzxg) a l'aide QIAprep Spin miniprep
(QIAGEN GmbH, Hilden, Allemagne). Les plasmides a@té linéarisés et utilisés pour
transformerPichia pastorisSMD 1168 H par électroporation. Les transformateslichia
pastorisont été cultivés pour produire les variants d€ALB. L'enzyme contenue dans le
surnageant a été purifiee sur colonne de butylh&@epe FF. Les fractions de protéines
purifiées ont subi un échange de tampon pour dpaarphosphate de potassium 50mM, pH

7,5, puis lyophilisées.
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0,53 mg enzyme a été dissous dans 1 mL d'eau natliQu Chromosorb P AW DMCS sec
(19g) a été ajouté a la solution. Aprés agitatiagoureuse, la préparation a été laissée pendant

une semaine sous vide en présence,y & température ambiante.

II. Produits chimiques

Les produits chimiques utilisés dans le cadre detmevaux ont été achetés chez Sigma-
Aldrich-Fluka Chemical Co, avec une pureté minindged8%. Les alcools secondaires et les
esters (tableau 10 et 11) ont été distillés sogsrardans le but d’éliminer I'eau. Les produits
ainsi distillés ont ensuite été stockés sous amjasur du tamis moléculaire a activé de 3 A
(également en provenance de chez Sigma-AldrichaFlQkemical Co). Tous les solvants

utilisés proviennent de chez Carlo Erba.

Tableau 10 : Propriétés des alcools secondaires utilisés lors de cette étude.

Masse Point Densité Pureté
Structure N° CAS moléculaire d'ébullition (g/mL a (%)
(g.mol?) (°C) 25 °C)

Alcool
racémique

Butan-2-ol 78-92-2 74,18 115 0,808 99,5

OH
Pentan-2-ol \{\/ 6032-29-7 88.15 118-121 0,809 08
OH
\o{\/\

Hexan-2-ol 626-93-7 102,18 137-140 0,814 99
Heptan-2-ol \g\/\/ 543-49-7 116,2 160-162 0,817 99
Octan-2-ol \O{\/\/\ 123-96-6 130,13 174-181 0,819 97
Hexan-3-ol \/Oi/\ 623-37-0 102,18 135 0,818 98
Heptan-3-ol \/Oi/\/ 589-82-2 116,2 155-157 0,82 98
Octan-3-ol \)Oi/\/\ 589-98-0 130,13 177-179 0,822 99
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Tableau 11 : Propriétés des esters commerciaux utilisés lors de cette étude

Masse Point Densité
Ester Structure N° CAS moléculaire d'ébullition (g/mL a
(g.mol™) {®) 25 °C)

Pureté
(%)

prg‘;;hr?’;te > 554-12-1 88,11 78-80 0915 99
(0]

2 O
cthyl g 105373 102,13 99 0888 99
propionate 5
propyl O 36- .
i /I( 106-36-5 116,16  122-124 0,881 99
(@)
butyl T 500012 130,19 145 0861 99
propionate o
(@)
S YT goasaa 14421 169 0873 99
propionate 5
. o~
i N 105-38-4 100,18 94-95 0919 98
propionate o

Les esters produits lors des réactions enzymatigagsl-méthylpropyl propionate, (¥)-1-
méthylbutyl propionate, (x)-1-méthylpentyl propid@a()-1-méthylhexyl propionate, (+)-1-
méthylheptyl propionate, (+)-1-éthylbutyl propioea(t)-1-éthylpentyl propionate et (£)-1-
éthylhexyl propionate) n’étant pas commercialisés, &té préparés par voie chimique, dans le
but d’'identifier ces produits. Les mélanges racémiyde ces esters ont été obtenus selon
deux méthodes de synthése : la premiére est réadisgartir de I'acide propionique et la

seconde a partir de I'anhydride propionique (vesdatiptif ci-dessous).

Le (2)-1-méthylpropyl propionate, le (+)-1-méthyiggl propionate et le (+)-1-éthylpentyl
propionate étant également utilisés comme subsinaté produits par les mémes méthodes
de synthése, mais dans en quantités plus impostareeR)-1-méthylpentyl propionate a été
obtenu par voie enzymatique et &-1-méthylpentyl propionate par voie chimique aipale
I’'hexan-2-ol fortement enrichi en énantiom&et I'anhydride propionique.
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II.L1. Synthese des esters a partir de I’acide propionique

Le (¥)-1-méthylpropyl propionate, le (z)-1-méthytgl propionate, le (x)-1-méthylpentyl
propionate, le (£)-1-éthylbutyl propionate, le @@thylhexyl propionate et le ()-1-
éthylpentyl propionate ont été synthétisés a chimengent & partir de I'alcool secondaire
racémique correspondant, respectivement ()-butah{)-pentan-2-ol, (£)-hexan-2-ol, (%)-
hexan-3-ol, (x)-octan-3-ol et (+)-heptan-3-ol (1) & de I'acide propionique (1,5 équivalent)
en présence d’un catalyseur acide, I'acide pateet@ sulfonique (APTS) (0,01 équivalent) et
sous chauffage a 150-200°C pendant 3 a 4 heurednisc22). Notre produit est ensuite lavé
avec une solution saturée d’hydrogénocarbonateodaira (NaHCQ) et purifié, soit par
distillation inverse, c'est-a-dire que notre estste dans notre ballon de départ et que les
autres composeés sont éliminés, soit par une celdersilice (éluant : mélange v/v d’éther de
pétrole (EP) et d’éthyl acétate (ACOEt) en promortb5/5) lorsque le point d’ébullition de
I'alcool est trop élevé. Pour finir, ils sont sésteur sulfate de magnésium (Mg3Qouis

stockés sous argon et sur du tamis moléculaireAle 3

APTS

R R (0] R
/\(OH + 1\{ 2 » /ﬁ( 1«\\’/ 1 + H,O
| OH 150 - 200 T o) R
0o 34h 2
acide propionique alcool secondaire ester chiral
1,5éq 1éq

Schéma 22 : Réaction de synthése d’'ester a partir de I'acide propionique

I1.2. Synthese des esters a partir de 'anhydride propionique

Le (x)-1-méthylpentyl propionate, le (£)-1-méthykye propionate et le (x)-1-méthylheptyl
propionate ont été obtenus a partir de I'anhydpdmpionique et de I'alcool correspondant,

(¥)-hexan-2-ol, (¥)-heptan-2-ol et (x)-octan-2-ekpectivement (schéma 23).

A une solution de l'alcool (1 équivalent) dans ligine maintenue a 0°C est additionné
goutte a goutte I'anhydride propionique (1,1 égi@ng. Le mélange est agité a 0°C pendant
1 heure, puis 12 heures a température ambiant (Ad)brut réactionnel est additionné de

I'acide chlorhydrique 1M. La phase aqueuse estégttrois fois a I'éthyl acétate. Les phases
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organiques combinées sont lavées avec Na1@@s de la saumure, séchées sur Mg8O
concentrées sous vide partiel. Le résidu huileuxfipypar chromatographie sur gel de silice
(éluant : EP/ACOEL : 95/5) permet d'isoler I'estacémique avec un rendement de 100%. Les

esters sont ensuite stockés sous argon et sumii aoléculaire de 3 A.

—Q
> + Rq + OH
d Y Ar “Y Y
—Q OH ()] pendant 1h o)
puis TA pendant 12h

anhydride propionique alcool secondaire ester chiral acide propionique

11¢éq 1éq

R, yrldlne

Schéma 23 : Réaction de synthése d’'ester a partir de I'anhydride propionique

I.3. Synthese du (R)-1-méthylpentyl propionate

Le (R)-1-méthylpentyl propionate a été obtenu par vaieyeatique a partir du vinyl
propionate et du (f)-hexan-2-ol (schéma 24). Lactiéa est catalysée par la CALB
commerciale immobilisée, le Novozyme 435, et dalldieu dans I'heptane a 35°C sous
agitation douce (150 rpm) (schéma 3). L'acétaldéhfarmé au cours de la réaction étant
gazeux (point d’ébullition 21°C), la réaction esgversible. La réaction est arrétée apres 4
heures par filtration et I'ester produit isolé pdaromatographie sur gel de silice (éluant :
EP/AcCOEt : 95/5). La CALB présente une forte préfee pour I'énantiomer@ de I'hexan-
2-ol, ainsi, dans ces conditions |&R){l-méthylpentyl propionate est obtenu quasi
exclusivement, avec un excés énantiomérique dést’gsoduit (eg de 99,3% et un ratio

énantiomérique E = 490.

+ /\/Y

PN + Nowzyme 435 /\/O
|| heptane ||
o

OH
OH 35T, 4h H
vinyl propionate (#)-hexan-2-ol (R)-1-méthylpenty! propionate (S)-hexan-2-ol
1,02 éq 1éq eer = 99,3%
\:O

acétaldéhyde

Schéma 24 : Réaction de synthé&le)-méthylpentyl propionate par voie enzymatique.
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I1.4. Synthese du (S)-1-méthylpentyl propionate

Du hexan-2-ol fortement enrichie en fori@a été obtenu selon la réaction enzymatique ci-
dessus (8 Il. 3. synthése dR){l-méthylpentyl propionate) arrétée au bout deh#&fres.
Apres purification par chromatographie sur gel itiees(éluant : EP/AcCOEt : 95/5), I'hexan-
2-ol a été utilisé avec de l'anhydride propioniqueur synthétiser le§-1-méthylpentyl

propionate selon le procédé décrit précédemmetit 19

III. Expériences en réacteur solide/gaz

Nous avons étudié l'influence des certains paraséde la réaction d'acylation des alcools
secondaires catalysée par la CALB et ses variafasda du réacteur solide/gaz (schéma 25).
Le donneur d’acyle étant un ester et comme lodg déaction il y formation d’'un autre ester,

cette réaction peut également étre appelée reatgidransesteérification.

CALB

R _
/ﬁ(c\ R, T RZE/ Rs — /ﬁ}/ohl/ 2+ R;—OH
o OH (o] Rj
ester 1 alcool 1 ester 2 alcool 2

Schéma 25: Réaction d'acylation (ou de transestérification) catalysée par la CALB. R;, R, et R

correspondent a des chaines alkyle comportant 1 a 6 atomes de carbone.

Le principe et le fonctionnement général du réacsalide/gaz ont été présentés lors de
I'étude bibliographique. Le réacteur que nous awdiisé lors de cette étude est présenté ci-
dessous (photographie 1) ainsi que les flaconsatigagion utilisés pour I'évaporation des

substrats (photographie 2) et le bioréacteur camterenzyme immobilisée (photographie 3).
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Photographie 1 : Le réacteur solide/gaz

Photographie 2 : Flacons de saturation (étuve Photographie 3 : Bioréacteur (étuve 2)
1)

Le lit catalytique est placé dans un tube en veassédant un diametre externe de 6.5 m
un diamétre interne de 3.5 mm. La longueur du edieadaptée a la masse de I'enzymi
varie avec l'enzyme utilisé (type sauvage ou vayiat dépend également des subs
utilisés. Le lit catalytique constitué par les emeg immobilisées est retenu par deux cou

de laine de roche.
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Les substrats contenus dans des fioles de satursdiot vaporisés et apportés par le gaz
vecteur pour réagir avec la lipase. Pour celadi#érents produits utilisés doivent avoir des
points d’ébullition suffisamment bas pour que leofatilisation (phase indispensable pour
travailler en phase gazeuse) puisse étre obtemes d&mpératures comprises entre 35°C et
90°C.

L’activité thermodynamique de ces composés eshidéflans le réacteur par le rapport entre
la pression partielle des substrats gazeux a fieié du réacteurRp}) et la pression de
saturation a la température de travails(Pp

= fed (Eq. 16)

a
x Ppsat

Grace a la valeur de la pression de saturationl’qunepeut déterminer pour les différents
composés a une température donnée, l'activité tdymamique des substratg @eut étre
calculée et maintenue tout au long de la réactiorwantrélant la pression partielle de ces
substrats. La courbe Rpen fonction de la température a été déterminéeta pge I'équation

d’Antoine http://webbook.nist.govét a I'aide du logiciel Curve Fit. Pour les suatgrpour

7 27

lesquels les coefficients d’Antoine n’ont pas étedninés (heptan-3-ol, octan-3-ol, 1-
méthylpentyl propionate) les coefficients d’autsestrats avec des propriétés similaires ont
éteé utilisés (respectivement ceux du heptan-2awgre2-ol et 1-méthylbutyl propionate).

III.1. Etude de l'influence des mutations au niveau du canal d’acces

au site actif

L’acylation du butan-2-ol, du pentan-2-ol, de I'ex2-ol, de I'heptan-2-ol, de I'octan-2-ol,
de I'hexan-3-ol, de I'heptan-3-ol et de I'octan3awec le méthyl propionate a été réalisée
avec I'enzyme sauvage et les variants lle189Alay278Val et Ala282Leu (10 a 30 mg).
Toutes les expériences ont été réalisées & 31& Kiéhit total a été fixé a 10@¢@nol.min™.

Les activités thermodynamiques du méthyl propioretteles alcools secondaires ont été
fixées a 0,1 et 0,05, respectivement, a I'exceptamexpériences réalisées avec I'heptan-3-ol
et I'octan-3-ol, pour lesquels les activités thedyrmamiques ont été fixées a 0,1 pour l'alcool

et 0,2 pour méthyl propionate. Les produits obtefilia sortie du réacteur sont directement
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analysés en Chromatographie Gazeuse (CG) afintdenaéer les activités enzymatiques, ou

sont condensés pour analyse ultérieure en vuedttdamination du ratio énantiomérique.

II1.2. Etude de l'influence du donneur d’acyle (ester 1)

La réaction d’acylation du (z)-pentan-2-ol catakysgar la CALB et le variant Ala282Leu a
ete réalisée avec plusieurs donneurs d’acyle : yh@ttopionate, éthyle propionate, propyl
propionate, butyl propionate, pentyl propionate)-X#méthylpropyl propionate, (*)-1-
ethylbutyl propionate, (£)-1-méthylpentyl propioealR)-1-méthylpentyl propionate e§)¥1-
méthylpentyl propionate. La quantité d’enzyme vagigre 20 et 200 mg en fonction du
donneur d’acyle utilisé. La température de la iéactst de 343 K. Le débit total en passant
par le réacteur a été fixé a 9pMmol.min’. L'activité thermodynamique du donneur d’acyle
(ester 1) est de 0,1 et celle de l'alcool est 88.0,.es produits obtenus a la sortie du réacteur

sont condensés afin d’étre analysés en CG.

II1.3. Détermination des parametres thermodynamiques

Les parametres thermodynamiques d’activation dédation d’acylation du (z)-pentan-2-ol
avec le méthyl propionate catalysée par la CALBet six variants ont été déterminés en
faisant varier la température de 308 a 363 K. Lantjté d’enzyme varie entre 5 et 200 mg en
fonction du variant utilisé. Les activités thermaodyniques du (x)-pentan-2-ol et du méthyl
propionate ont été fixées a 0,05 et 0,1, respeuntve. Le débit total en passant par le
réacteur a été fixé a 80@mol.min". Les produits obtenus & la sortie du réacteur sont

condenseés afin d’étre analysés en CG.

IV. Analyses par chromatographie en phase gazeuse (CG)

Les produits des réactions menées dans le réastdigle gaz ont été analysés par un
chromatographe en phase gazeuse Agilent 6890 Npé&gliine colonne Chirasil-Dex CB

(Chrompack : 25 m * 0,25 mm, épaisseur du film Qa8). Il s’agit d’'une colonne capillaire
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chirale dont la phase stationnaire est composéyaedextrine et qui permet de séparer les
énantiomere® et S d’un composé. Le chromatographe était équipé ijacteur diviseur et
d’'un détecteur a ionisation de flamme (FID) peramdtia détection de tous les produits. Pour
ce dernier, les débits d’hydrogéne et d'air étaiespectivement 35 mL.nifnet 350 mL.min

! L'azote a été utilisé comme gaz porteur avec ébitconstant (entre 1,5 et 2 mLnfin
d'aprés les expériences). Les conditions d’injacftempérature de l'injecteur, de la colonne
et du détecteur, débit de d’azote de la colonn&g e « split ») varient en fonction du
meélange a analyser. Ces conditions ont été remordd@s le tableau 3Les données
guantitatives ont été obtenues par l'intégratianusuintégrateur Agilent 3396 Series Il ou
sur GC Chemstation Rev B.03.02.

La calibration externe, la détermination des atdssi ainsi que la Vvérification de la vitesse
initiale ont été effectuées directement a la sodie réacteur solide/gaz couplé avec le
chromatographe. Les produits sortant du réacteus gmme de gaz ont été injectés a l'aide
d'une boucle (0,25 mL) sur une vanne a six voiesg®d maintenue a 220 °C. Le ratio de
« split » était de 2.

Les calibrations externes des substrats ont éeétafies en programmant dans le bioréacteur
des gammes de pressions partielles de ces substrais les analysant en CG. Pour les
produits (méthanol et esters chiraux), un étaloariaterne a été effectué a l'aide de Il'alcool
correspondant et le méthyl propionate comme étafdames.

Pour la détermination précise des valeurs de Fyrleduits en phase vapeur ont été condensés
a la sortie du réacteur solide/gaz. Le calcul dio enantiomérique n’est pas affecté par cette
étape, car les énantioméres ont, par définitios, regmes points d’ébullition, et par
conséquent ils devront se liquéfier a la méme sitetes condensats ainsi obtenus ont été
analysés en CG apres injection manuelle. Le splt wolume d’injection des échantillons ont
eté modifiés en fonction des expériences respentne de 2 a 98 et de 0,05 a 10 pL. Les
condensats obtenus avec le 1-méthylpentyl propgoraimme donneur d’acyle ont été
préalablement purifiés par chromatographie surdgesilice (éluant : EP/AcOEt : 95/5), afin
d’éliminer les alcools, car I'hexan-2-ol libéré eours de la réaction a un temps de rétention

tres proche de celui du 1-méthylbutyl propionatdpit.

Les pics d'élution duR)-pentan-2-ol et §-pentan-2-ol ont été identifies a l'aide dw)-(

pentan-2-ol pur commercial. Le temps de rétenties produits de réaction a été obtenu en
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additionnant les esters racémiques obtenus par croimique, comme décrit ci-dessus, et
reportés dans le tableau 12. La configuration alesdes produits de réaction a été obtenue a

I'aide du produit issu de I'estérification de I'ald énantiopur commerciale.

Tableau 12 : Conditions d’analyse (températures de I'injecteur, de la colonne et du détecteur, et débit
de la colonne) des produits des réactions menées en réacteur solide/gaz, choisis pour permettre une
bonne séparation des deux énantiomeres de l'ester produit, et temps de rétention de ces

énantiomeres.

Temps
rétention (en
min) de la
forme

Débit  Température Température
colonne en de l'injecteur du détecteur
mL.min™®)  (en°C) (en °C)

Programme des

Ester synthétisé températures

1-méthylpropyl

propionate 55°C pendant 20 minutes 1,5

Palier & 55°C pendar
15 minutes, puis graeln
de 3°C par minute 15 180 180 19,7 17,4
jusqu’a 85°Cet palier dt
5 minutes a 85°C
Palier a60°C pendant 1
minutes, puis gradient
3°C par minute jusqu’a 2 180 180 21,8 189
90°C et palier de 5
minutes a 90°C
Palier 860°C pendant 1
minutes, puis gradient
3°C par minute jusqu’i 2 200 200 26,6 25,2
90°C et palier de 5
minutes & 90°C
Palier a D°C pendant 1
minutes, puis graent de
3°C par minute jusqu’a 2 200 200 27,4 26,2
100°C et palier de 5
minutes a 100°C
Palier 860°C pendant 1
minutes, puis gradient
3°C par minute jusqu’i 2 180 180 18,3 17,6
90°C et palier de 5
minutes & 90°C
Palier a 60°C pendadb
minutes, puis gradient
(S elslg s 3°C par minute jusqu'a

1-méthylbutyl
propionate

1-méthylpentyl
propionate

1-méthylhexyl
propionate

1-méthylheptyl
propionate

1-éthylbutyl
propionate

propionate 90°C et palier de 5 2 200 200 24,1 240
minutes a 90°C pendant
5 minutes
CLS I g00C pendant 17 minut 2 200 200 14,7 12,7

propionate
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V. Traitement des données

V.1. Détermination des exces énantiomérique

A partir des résultats de la séparation par CCGcslonne chirale, les exces énantiomériques
du substrat (epet du produit (g peuvent étre calculés a partir des equationgt({2) ci-
dessous. (R) et (S) représentent les énantiomerestrats, (P) et (Q) les énantiomeres

produits.

% ee; = —— X 100 (Eq. 1) % ee, = % x 100 (Eq. 2)

V.2. Détermination du ratio énantiomérique

L’énantiosélectivité d’'une enzyme représente laacd@ de cette derniere a différencier entre
les énantiomereR et S Elle peut étre définie par le rapport des vitesediales d’apparition
des produits R et S de la réaction (Wescott etafidy, 1993) (équation 25)

_ Vi_ (kcat/KM)R (Eq 25)

Vi (kcat/KM)S

Or, la vitesse initiale peut étre calculée a pad@rl’aire du produit formé au cours de la
réaction selon l'équation 26 (avec n = quantiténdigiomere produit en moles, K =

coefficient de réponse de I'énantiomere produitetemps).

. n énantiomere produit K xaire de l'ébabtiomeéreproduit
Vi = = (Eq. 26)

t t

Par conséquent E peut étre obtenu a partir du ragps aires des deux énantiomeres produit
(équation 27) :
aire ester R produit

E= (Eq. 27)

aire ester S produit

Le rapport énantiomeérique ne peut étre détermimesgla réaction est en vitesse initiale. Afin
de vérifier que cette condition est respectée ligian de I'aire du produit en fonction du
temps de séjour des substrats dans le bioréacteiié dracée. Le temps de séjour est

déterminé a partir du débit molaire des substratest contrélé par le systéme informatique
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du réacteur solide/gaz et le volume du catalygdous avons considéré que nous étions en
conditions de vitesse initiale, lorsque le tempssé@ur choisi pour la réaction d’acylation
étudiée se situait dans la partie linéaire de lalm® d’étalonnage.

Pour chaque expérience, la valeur de E a été obtenucalculant la moyenne de 3 a 5

mesures.

V.3. Calcul des activités

L’activité enzymatique a été calculée a partir @guation 28 ci-dessous (avec Pp ester
produit la pression partielle de I'ester formé awrs de la réaction en atnQf,.le débit
molaire total en pmol.mih; P, la pression atmosphérique en atmg;Ai@ masse de I'enzyme
immobilisée en mg et le taux d’immobilisation). Elle correspond au nambe pmol de
produit formé par minute et par mg d’enzyme lilira.pression partielle de I'ester produit a
été calculée a partir de l'aire du pic correspohddrde I'aire du pic d’alcool de départ, en
utilisant les courbes d’étalons internes et exterhe taux d'immobilisation correspond au
rapport de masse de I'enzyme immobilisée et dedasm de support (en mg). Nous avons

suppose que toute 'enzyme utilisée a été immdailis

Pp ester produit X QlL;

activité enzymatique = (Eq. 28)

Pg XMenz X timm

V.4. Traitement statistique des données.

V.4.a Analyse de régression par la méthode des moindres carrés

Dans le cadre de 'étude thermodynamique nous aetmdié la variation de E (LnE plus
précisément) en fonction de l'inverse de la temjpéeaselon I'équation 29. Il s’agit d’'une
relation linéaire de type y = a*x + b, avec x 2@ty = LnE.

Ar_sAH¥ 1 Agp_gAS*
_ Ar-sBHT 1, Ar-sAST
R T R

InE = (Eq. 29)
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Afin de tracer la meilleure droite passant par pets expérimentaux et de calculer les
incertitudes associées, nous avons utilisé la ndéthdes moindres carrés. Nous avons
considéré, que lincertitude sur x est négligeabimgis que y est entaché d'erreurs
expérimentales aléatoires. L'écart vertical de degopint a la droite est appelé ndésidu. La

droite calculée par la méthode des moindres caseselle qui minimise la somme des carrés

des résidus de tous les points.

En pratique, on définit trois grandeurs Sxx, Sy$ey :

2
Sxx = Y(xi — Mx)? = Y xi? — —(Z:Il)

Syy = S(yi— My)? = Tyiz - E

Sxy = Y(xi — Mx)(yi — My) = Y xiyi — w

Ou xi et yi sont des paires de données, N le norderpaires et Mx et My sont les valeurs

moyennes des variables x et y.

On peut en déduire :

la pente de la droite
S . Ap_sAH*
a= Si—z qui correspond dans notre cas &=

- l'ordonnée a l'origine
. Ap.sAS#
b = My — a Mx qui correspond dans notre cass—

- I'écart-type des résidus

Syy— m2Sxx
Sr = ’—yy
N-2

- I'écart-type de la pente

Sr2
Sm= |—
Sxx

- I'écart-type de I'ordonnée a I'origine

¥ xi2

o= ST ewi- w0
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- le coefficient de corrélation : r ou coefficient Bearson qui permet d’établir le niveau
de validité de la relation entre les deux variabdes y. Plus la valeur de r est proche
de 1, plus grande est la probabilité d'une con@tade linéarité entre les deux

variables x et y.

N Y xiyi— Y xi Y, yi
VINE xiZ— (Zxi)2][N L yi2— (X yi)?]

T =

V.4.b  Notion d’écart type et d’intervalle de confiance

Les valeurs des termes enthalpiquesAH* et entropiquerr.sAS* étant obtenues par des
régressions linéaires, il était nécessaire de iddfime méthode de calcul des écarts-types

adaptée pour ces valeurs afin de contréler lalfi@lies résultats.

On peut approfondir la signification statistiquel@eart-type (par exemple pour exprimer la
précision) a condition d'y associer une limite denftance (LC). La limite de confiance
définit un intervalle de confiance dans lequel deur réelle a p % de chance de se trouver.
Les calculs théorigues démontrent que ['écart-typmt étre majoré par un facteur
multiplicatif d’autant plus grand que le nombremdesures est faible et I'exigence de fiabilité
grande :

ts

a une limite de confiance de p% correspond l'irale= M + N

Ou: N estle nombre d'observations expérimenta¢eln grandeur X ;

[I.V i—M)?2
s est I'écart-type classiquement utilisé —ZL:llf,x_llM) ;

N .
M est la moyenne des valeurs expérimenti#les % ;
t est le t statistique ou t de Student. On trouaesdes ouvrages de statistique des tableaux
complets donnant t en fonction de N et des limite<onfiance (voir annexe 2). t est donné

par la table de Student (voir annexe 2).

Prenons I'exemple du calcul de I'écart-type avedniervalle de confiance de 95% pour E
obtenu avec le variant Ala282Leu a 45°C lors dgsggnces menées pour déterminer les
parametres thermodynamiques d’activation. Les éwalde E trouvées sont : 205,7 ; 201,8 ;
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199,0 et 208,3, d'ou M = 203,7 et s = 4,1. Donapa limite de confiance de 95% correspond

3,82 x4,1

Nz
chance de se trouver entre 195,9 et 211,5.

lintervalle = 203,7 + = 203,7 + 7,8. Cela signifie que la valeur de E a 95% de

VI. Détermination des isothermes de sorption

L’isotherme de sorption de I'eau sur le Chromos®atl et avec la lipase immobilisée a été
mesurée a 25 °C a l'aide d'un DVS Advantage analyde sorption d'humidité automatisé
(Surface Measurement Systems Ltd., Londres, Roydumge (figure 25) entre 0 et 95%
d'’humidité relative. Les échantillons ont d'aborél chés pendant 10 h a 25 °C sous flux
d’air completement sec dans le DVS analyseur detisord'humidité afin d’obtenir la masse
de I'échantillon sec de départ. Le taux d'humiditfuis est généré par mélange de flux de gaz
sec et de flux de gaz saturé en vapeur d’eau des\grportions correctes a l'aide de deux
contrbleurs de débit massique et un humidificateurstrument a été réglé avec un dm/dt (m,
la masse; t, temps), fixé & 0,002% thisour atteindre I'équilibre. Cela signifie que tidité
relative reste constante jusqu'a ce que la vaniat@masse soit inférieure a ce seuil pendant
plus d’'une minute. Une fois cette condition a étéiate, I'numidité relative du systeme a été

augmentée ou diminuée au niveau suivant.

Microbalance

Enceinte 1solée

s . Référence
Diébitmetre massique

N . Sonde d’humidité et de

température

Humidificateur  Adsorbant

Figure 25 : principe de la DVS (Fetsch, 2000).
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VII. Expériences en chromatographie en phase inverse (IGC)

Les expériences ont été effectuées a l'aide dparap SM-IGC2000 Surfact Measurement
Systems Ltd.,Londres, Royaun-Uni), permettant de déterminer les interactionsdde
différentes molécules sondes gazeuses (neuf an ehdeé méthane) avec le solide a étu
(Chromosorb seul ou avec la CALB immobilisé dansenoas) emgqueté dans une colon
en verre, pour une large gamme d'humic et de températureLe principe et le
fonctionnement général de l'appareil ont été prigserors de I'étude bibliographigt
L’appareil comporte quatre modu (photographie 4): un ordinateaontrélant les autre
modules et permettant la sauvegarde des chromatogg:; un module contenant I
débitmetres massiquesin CG Agilent HP 6890 modifié avec la partie &uransformé e
chambre d’échantillonnage et humidificateur (photpbie 5)et comportant un détecteul
conductivité thermique (TCD) et un FID pour l'ansd; une deuxiéme étuve permett
l'installation de deux colonnes (photographie L'appareil a été concu pour accepter
colonnes de 30 cm de longs et de 6 mm de dia externe. Le diametre interne (ID) de
colonne en verre traité DMCS utilisée peut varigree2 a 4 mm en fonction de la quantité
solide a analyser.

Ordinateur
{contrdle et
acquisition)

Etuve 2

Module

débimétres CGmodifié

Photographie 4 : Appareil IGC
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Photographie 5 : Chambre d'échantillonnage et Photographie 6: Intérieur de la deuxiéme
humidificateur (étuve 1) : flacons contenant les étuve contenant deux colonnes en verre.
différentes sondes (a droite) et l'eau (a

gauche).

Le gaz vecteur utilisé était I'hélium. Lors depérences, son débit était réglé a 10 mL:min
1 250 pL du mélange gazeux (hélium, molécule satdmpeurs d’eau éventuellement) sont
injectés sur la colonne (ID 4 mm) comportant lepsupseul ou la CALB immobilisée (30 mg
d’enzyme Chirazyme L-2 lyophilisée pour 6 g de supgchromosorb P AW DMCS). Le
taux d'’humidité requis est généré par mélangewedé gaz sec et de flux de gaz saturé en
vapeur d’eau dans des proportions correctes & ld@dleux contrdleurs de débit massique. Le
flux de gaz saturé en vapeur d’eau est obtenuyllage du gaz sec dans un flacon contenant
de I'eau (humidificateur). L’étuve contenant I'egtlles sondes était réglée a 35°C. A la sortie
de colonne, le gaz a été analysé par détecteunductivité thermique (TCD) et par FID
montés en seérie et portés a 250°C. Pour ce detageébits d’hydrogéene et d’air étaient
respectivement 35 mL.ninet 350 mL.mift. Pour le TCD, I'hélium sec a été utilisé comme
référence avec un débit de 15 mL.thirLes données ont été enregistrées a l'aide de la
Chemstation Rev A.10.02.puis analysées a 'aida tigiciel fourni avec I'appareil et intégré

a Excel (IGC Analysis Macros, version 1.4). Leswoés morts d’élution Y ont été obtenus
avec le méthane injecté dans les conditions d@é&eence & concentration P4 0,1 (p et p

étant respectivement la pression partielle etéasgion saturante du composé, ici le méthane).
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Entre chaque expérience, la colonne contenantlidesa été portée a 70°C avec un deébit de
gaz vecteur de 20 mL.nifn dans le but de décrocher les molécules de soadeteau

éventuellement fixées et de retrouver des conditide départ identiques. Ensuite, avant
chaque expérience nous avons procédé au pré-amitnent de la colonne en laissant

pendant 10 heures a/ &t a la température initiale de travail.

VII.1. Détermination des énergies de surfaces spécifiques et

dispersives.

Pour obtenir les énergies de surface spécifiqudsspersives de la CALB immobilisée et du
support seul, differentes molécules de sondes ngsldiacétonitrile, chloroforme, éthanol,
éthyl acétate et 1,4-dioxane) et apolaires (n-mepta-octane, n-nonane, n-décane et n-
undécane) en phase vapeur ont été injectées<[@025) a des températures comprises entre
313 et 338 K (tableau 13). p €t porrespondent respectivement a la pression partiel
l'alcool dans le mélange gazeux et la pression ajgewnr saturante de l'alcool, obtenues en
supposant un comportement des gaz parfait seltordaule J(T) = €22"RD par ailleurs,
afin d’étudier l'influence de I'eau sur ces énesgi@ous avons réalisé ces experiences a

différentes @ comprises entre 0 et 0,4.

VII.2. Détermination de I'’enthalpie d’adsorption

Les enthalpies d’adsorption du pentan-2-ol et dexan-3-ol sur la CALB immobilisée (530
et 500 mg respectivement) ont été déterminéesidel’de I'lGC. Avant les mesures, la
colonne comportant le biocatalyseur immobilisééapge-conditionnée pendant 10 heures a la
température initiale et,@étudiées. Ensuite, 250 ul de pentan-2-ol et damé&xol a p/p =
0,05 ont été injectés a différentes températurganta entre 308 et 324 K pour 0 5, 20,15

et entre 314 et 322 K pour les valeugssapérieures dans le cas du pentan-2-ol ; entre814

322 K pour toutes les,alans le cas de I’hexan-3-ol.
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Tableau 13 : Caractéristiques des sondes n-alcane et polaires utilisées dans I'lGC : aire moléculaire
(a), la tension de surface (y) a 20 C, nombre accepteur d'électrons de Fowkes (A N*) et nombre

donneur d'électrons de Gutman (DN).

Les paramétres AN* et DN permettent de définir la nature acide et basique des sondes (selon la
définition de Lewis). DN (en kcal.mol™) mesure I'énergie d'une liaison de coordination entre un atome
donneur et I'acide de Lewis de référence, SbCls, dans une solution de 1,2-dichlorométhane (Gutman,
1978). AN (nombre sans dimension) est dérivé des déplacements chimiques relatifs du spectre RMN

de I'atome *'P de la base de référence Et;PO, dissoute dans I'acide de travail. AN* (en kcal.mol™)

correspond a une correction des valeurs d’AN, en considérant la valeur de I'AN du Et;PO, égal a 40
kcal.mol™ (Riddle et Fowkes, 1989).

AN*

YL DN
(en J.m?) (en kcal.mol*)

SOTEE (en kcal.mol")

acétonitrile 2,15 E-19 0,0275 4,7 14,1
1,4-dioxane 3,14 E-19 0,0250 0 14,8
éthyl acétate 3,3 E-19 0,0196 15 17,1
éthanol 3,53 E-19 0,0211 10,3 19,0
chloroforme 4,4 E-19 0,0332 5,4 0
n-heptane 5,73 E-19 0,0203 - -
n-octane 6,3 E-19 0,0213 - -
n-nonane 6,9 E-19 0,0227 - -
n-décane 7,5 E-19 0,0234 - -
n-undécane 8,1 E-19 0,0246 - -

VIII. Etude par modélisation moléculaire

y e

Les études de modélisation moléculaire ont étéseead a 'aide du logiciel Discovery Studio
version 1.6, 1.7 ou 2.1 (Accelrys Inc., San Die@#). Les figures présentées ont été
obtenues avec Discovery Studio Visualizer versidh(Accelrys Inc., San Diego, CA). Les
minimisations, les simulations de la dynamique mualigire (MD) et les calculs énergétiques
ont été réalisés a I'aide du champ de force CHARappliqué a tous les atomes (MacKerell
et al. 1998). Les surfaces accessibles aux soldants4 A ont été calculées selon la méthode
de Connolly (Connolly, 1983).
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VIIIL.1. Construction de I'intermédiaire tétraédrique

La structure cristallographique denzyme vide(PDB ID: 1TCA (Uppenberet al. 1994)),
récupérée a partir de la banque de dor RCSB (Berman et al. 2000)

(http://www.rcsb.org/pdb/home/home), a été utilisée pour la construction. Les moléc

de N-acétyl-Dglucosamine et d’eau ont été enlevées. Les atoihgdrdgene ont été ajout
a l'aide du module Biopolymer. Les atomes d’hydroga@les groupements hydroxyle
résidus Thr40 et Ser47 ortegéorientés afin d’optimiser le réseau de liassloydrogene. Un
charge positive +1 a été ajoutée a l'histidine lgatpe 224. Les seconds intermédiali
tétraédriques formés avec le bi-2-ol et le pentan-2-0lR et § ont été construit
manuellemena partir de la sérine catalytique 105 en respedts angles diedres principa
(-60, +60 ou +180°)(figure 26. Pour l'orientation des substituants, la forme site
catalytique et I'orientation de I'inhibiteur phogptate lié par liaison covalentea Ser105 de
la structure 1LBS (Uppenbeet al.1995) ont été pris en compte. Afin de balayer ®ilgs
orientations possibles des substituants au seiitduactif, I'angle diédre 10,,C1,Cy; a été
modifié. Six orientations ont été choisies en ingm les valeurs -120,60, 0, +60, +120 ¢
+180° pour I'angle diedre. Parallelement les andiedres (;5C15C13C14 €t C12C13C14Cy5 Ont
été également modifiés pour tenir compte des ratesnenvisageables de I'alcool (seulen
012C12C13C14 pour le butan-l). Les longueurs et les angles de liaisons ontétérminés

par le champ de force CHARN. Les charges partielles oaté estimées selon la méthc

Momany-Rone associ@a champ de fori (Momany et Rone, 1992).

Figure 26 : intermédiaires tétraédriques formés avec la Serl05 et le (R)-1-méthylbutyl propionate,
ester formé avec le pentan-2-ol, (A) ou le (R)-1-méthylpropyl propionate, ester formé avec le butan-2-
ol, (B).
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VIIL.2. Optimisation des structures

Une fois les intermédiaires tétraédriques constrils ont été optimisés par deux
minimisations successives. Lors de la premiere migation de 10000 itérations selon
I'algorithme Steepest Descent (SD) tous les atanesquelette ont été fixés. L'intermédiaire
tétraédrique et les chaines latérales des résimust® libres de bouger. Lors de la deuxiéme
minimisation seuls les atomes de carbone alpharé@dus éloignés du site actif ont été
maintenus fixes. Les résidus Pro38-Phe48, lle6G4hiThrl03-Leul09, Phel31-Alal62,
Serl84-GInl193, lle222-Ala225 et Ala275-Asn292, démtgrande majorité participe a la
formation de la cavité, ont été laissés libres. @simisations ont été stoppées une fois que
la variation dermsd (écart quadratique de la moyenne de déviations ant Rlean Square
Deviation) entre deux conformations successives igi@rieure ou égale a 0,01. Les deux
séries de minimisations ont été réalisées dangdie fconstant diélectrique de 1) et sans
modéle de solvatation. Pour toutes les structuoésnoes, I'énergie potentielle de I'ensemble
enzyme-seconde intermédiaire, I'énergie potentadi€alcool et I'énergie d’interaction entre
les atomes de l'alcool et de 'enzyme ont été daksi Pour simplifier les calculs les atomes

au dela de 12 A n’ont pas été pris en compte.

VIIIL.3. Etude in silico des résidus bordant I’entrée du site actif

La structure cristallographique de I'enzyme videDBPID: 1TCA) a été utilisée. Une
recherche systématique des rotameres des résgdi89)ILeu278, Ala282 et 11285, seuls ou
combinés entre eux, a été effectuée en utilisdoataue de rotameres de Richardson (Lovell
et coll., 2000). Pour chaque modification de rotaesgl’énergie potentielle instantanée des
conformations enzymatiques a été calculée. Lesocawtions présentant une augmentation
tres importante de cette énergie par rapport arletare de départ (causée par une géne
stérique importante entre le rotamere modifié striesidus environnants, géne considérée
comme difficile a résoudre par l'optimiseur mathém#e) ont été écartées. Tous les
rotameres induisant une modification assez faibld@hergie potentielle instantanée ont été
superposeés, et le volume de cet ensemble a étdléan utilisant la surface d€onnolly
(Connolly, 1983).
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VIIL.4. Structure de la deuxieme intermédiaire tétraédrique formé (R)-

heptan-3-ol

La structure du deuxiéme intermédiaire tétraédrifprené [R)-heptan-3-ol, le complexe
enzyme-R)-1-éthylpentyl propionate, a été obtenue a paftine structure précédemment
obtenue avec le§-hexan-3-ol, le complexe enzym®Hl-éthylbutyl propionate, par des
modifications manuelles suivie d’'une minimisatiaos I'algorithme SD (variation rmsd
0,01). Cette derniere structure a été obtenue ti plarla structure cristallographique de la
CALB par construction manuelle, comme décrit cisiss Puis elle a été optimisée par
simulation MD réalisée en adoptant un seuil de ooeisphérique de 12 A, en utilisant
I'ensemble isotherme-isochore (NVT) (Berendserokt, d984) et sans solvant. Le protocole
de " Standard Dynamique Cascade" de DS 1.6 aiés&uavec un pas de 1 fs : le complexe a
été minimisé par deux minimisations successivamdalgorithme SD (2500 itérations) puis
Adobted Basis NR (2500 itérations) ; la températueysteme a été portée de 50 a 400K sur
2 ps; apres une courte équilibration (1 ps), urlecde production de 10 ps a été réalisé a
400K. Les atomes du squelette ont été maintenes fpendant la simulation. En plus, les
atomes de la chaine latérale de la Thr40 ont &&s fpour conserver la liaison hydrogéne

formée avec I'atome oxyanion de I'intermédiaireaétrique.
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Chapitre A. Explications structurales de

I'énantiosélectivité

La lipase B deCandida antarctica CALB) est souvent utilisée dans la synthese agygue
afin d’obtenir des produits de grande pureté. Efie particulierement adaptée aux réactions
de transestérification et d’hydrolyse faisant imégiir des alcools secondaires chiraux (Ohrner
et coll., 1996 ; Rotticci et coll., 1997 ; Orrenieiscoll., 1998a ; Patel et coll., 2000 ; Léonard
et coll., 2007). Au début des années 90, I'énastaxtivité de I'enzyme était prédite selon
des méthodes empiriques. Ainsi Kazlauskas et sanp€q(1991) ont proposé une loi
permettant de déterminer I'énantiomere préférélpazyme (Figure 11). De plus, ils ont
postulé que I'énantiosélectivité des lipases dépertk la taille respective des substituants
moyen (M) et gros (L) portés par le stéréocentregure 11) : plus la différence entre les

substituants était élevée plus I'énantiosélecti@itét importante.

OH H

Figure 11: Représentation schématique d'un alcool secondaire selon Kazlauskas. M pour le
substituant de taille moyenne et L pour le substituant le plus gros. La figure montre I'énantiomeére

préféré par les lipases de Pseudomonas cepacia et Candida rugosa (Kazlauskas et coll., 1991).

La structure cristallographique de CALB a été dateée par Uppenberg (Uppenberg et coll.,
1994). Cette enzyme possede une triade catalyfigeel05, His224 et Aspl87) et un trou
oxyanionique (Thr40 et GIn106) enfouie au cceur’dezime. Sa structure co-cristallisée
avec un inhibiteur phosphate,déhexylchlorophosphonate éthyl ester, suggere lterie au
sein du site actif d’'une petite poche délimitée Ipa résidus Thr42, Serd47 et Trpl04. Cette
cavité est appelée poche énantiosélective et elle sepposée étre responsable de
I'énantiosélectivité de CALB vis-a-vis des alcostxondaires (Uppenberg et coll., 1995).
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Avec la détermination de la structure cristallodpigpe une nouvelle possibilité d’étude pour
prédire I'énantiosélectivité de la CALB s’est offer celle de la modélisation moléculaire.

Ces études ont été réalisés selon trois approchestique, empirique ou mixte.

a) Les approches quantiques(ab initio) ont été développées en se basant sur le
caractére ondulatoire des électrons et I'équatienSghrodinger. Les techniques de la
mécanique quantique (MQ) considerent chaque élesgparément et nécessitent beaucoup
de calcul et par conséquent beaucoup de tempsombreuses approximations ont été faites
pour simplifier ces calculs. Par exemple dans légodes appelées semi-empiriques seuls les
électrons externes sont traités. Le noyau et lestréhs des couches internes sont alors
paramétrés d’apres des données expérimentalessovattrils ab initio (Szabo et Ostlund,
1996 ; Heeffner et Norin, 1999). Néanmoins ces tyjgesalculs restent peu adaptés pour des
systemes importants, tels que les enzymes. Pdudéé&les réactions enzymatiques (étude de
la formation ou de la rupture d’une liaison), st @référable d’utiliser des modéles ou le site
catalytique et le substrat sont remplacés par dégep molécules. Ainsi dans les études des
réactions catalysées par la CALB, I'équipe de gmséur Hult a représenté la triade
catalytique par le méthanol, I'imidazole et I'ioormate, I'ester par le méthyl formate et des
molécules d’eau pour le trou oxyanionique (Hu ell.c4998 ; Heeffner et coll., 1998 ;
Branneby et coll., 2003 ; Carlqvist et coll., 2008n outre des études de mécanismes
réactionnelles, les études de MQ ont été utiligmes déterminer I'orientation des substrats
ou les charges patrtielles de l'intermédiaire tétrgie (Haeffner et Norin, 1999; Carlqvist et
coll., 2003 ; Branneby et coll., 2003 ; Kwon etlc&007).

b) Les méthodes empiriquesnt été développées pour I'étude des systemesadegr
taille, tels que les enzymes. Une molécule estralgés, en premiére approximation, a une
ensemble d’atomes liés par des liaisons covaleziteie est caractérisée par les parametres
internes : longueurs de liaison, angles de valen@ngles diedres. L'ensemble des fonctions
analytiques basées sur ces parametres internemgshde forces) permettent d’évaluer
I'énergie potentielle d’'une conformation donnée.uftisant un optimiseur mathématique, on
peut faire varier ces parametres internes pourmisar I'énergie potentielle et rechercher les
conformations les plus stables (relation de BoltzmaCe schéma s’applique aussi bien a une
molécule isolée qu'a un ensemble de moléculessqua que I'on veut prendre en compte
I'évolution temporelle d’'un systéme moléculaires léquations de mouvement de Newton
sont appliquées a tous les atomes avec les fosctmalytigues du champ de forces
(dynamique moléculaire (MD)) (Karplus et Petska9@p
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De nombreuses études de modélisation moléculamBséeés avec la CALB et faisant

intervenir des alcools secondaires, ont été ré&alksdon cette approche (Heeffner et coll.,
1998 ; Orrenius et coll., 1998 a,b ; Rotticci ell.cd998 ; Raza et coll., 2001 ; Ottoson et
coll., 2002 ; Léonard et coll. 2007). De plus, ddades avec d’autres substrats peuvent
€galement étre citées. On peut ainsi trouver degestqui ont pour but la compréhension de
I'énantiosélectivité des amines (Ohrner et col29@), des esters chiraux tel que ()-cis-4-
acetamido-cyclopent-2-ene-1-éthyl acétate (Kworcat., 2007) ou des substrats moins

conventionnels comme le 3,4-dihydroxypiperidineléses et coll., 2006).

Souvent, les structures cristallographiques, ahioétenues avec des substrats tres différents
de ceux étudiés ou ne contient pas de tout deratitbBar conséquent elles ne permettent pas
de déduire l'orientation du substrat. Dans degsedituations il est utile de faire appel a une
meéthode, dite d’arrimage (‘docking’). Cette techuggempirique constitue un cas particulier,
car au-dela des parametres internes de chaque ulglét faut prendre en compte le
positionnement relatif des 2 molécules (6 degrésbdeté). Lors de la minimisation qui se
fait sur I'ensemble du systeme, on peut distingBetrermes énergétiques : I'énergie de
chacune des molécules et I'énergie d’interactiaas méthodes de ‘docking’ sont basées sur
I'exploration du site catalytique par une multituderientations possibles du substrat. Les
différentes orientations sont ensuite classéesérgiament selon les énergies d’interaction
avec l'enzyme, et seules les meilleures structasegent retenues. De telles études ont été
réalisées avec des aldéhydes ou des cétones (Samqgwvcoll., 2003 ; Branneby et coll.,
2004), des flavonoides glycosylés (De Oliveira etl.c 2009), des diols primaires
asymeétriques (Oger et coll., 2010) ou le 2-methyitBb-5-oxohexanoate (Strohmeier et coll.,
2009). Les premiéres méthodes de ‘docking’ présamtain inconvénient majeur : seul le
substrat était flexible et 'enzyme était fixe. Be fait, les modifications structurales de
'enzyme pour s’adapter au substrat ne pouvaiestguair lieu. Pour pallier a ce probléme,
des nouvelles techniques de ‘docking’ sont dévadeppincluant la flexibilité de I'enzyme.
Par exemple, I'équipe de Pleiss a mis au pointtaedenique selon laquelle un ‘pré-arrimage’
est réalisé, I'enzyme avec le substrat ‘pré-arriegf minimisée, puis le substrat est de
nouveau ‘arrimé’ dans cette structure enzymaticuéepr de 'empreinte du substrat (Juhl et
coll., 2009).

c) Les approches mixtes mécanique quantigue/ mécanie moléculaire
(MQ/MM). Lors de ces études, seuls les atomes d'intérét saités par mécanique
guantique et le reste par mécanique moléculairerghiéh et Levitt, 1976). Le mécanisme
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d’action des sérine protéases et des métallo-erepgn@té etudié avec succes par la méthode
MQ/MM (Dagett et coll., 1991 ; Merz et coll., 199&olombo et coll., 1999 ; Colombo et
coll., 2000). A notre connaissance il n'y a pasig&tude de MQ/MM avec CALB.

A l'issue des travaux de modélisation réalisés da€CALB, un consensus semble apparaitre
concernant l'orientation des alcools secondairesseam du site actif. Orrenius et ses
collaborateurs décrivent deux modes de fixatiorssiisbes pour chaque énantiomeére avec le
substituant L dirigé vers la surface, mode |, ousvia poche énantiosélective, mode I
(Orrenius et coll. 1998a). Ces orientations sorfiésttisées sur la figure 27. Pour
'énantiomeéreR, ceux ayant leurs substituants M ou L orientés Vamtérieur de I'enzyme
ont été envisagés. Le mode de fixation ou le swiasti L est dirigé vers la poche
énantiosélective (mode IlI) est considéré comme pauuctif car la liaison hydrogene
catalytique entre I'histidine 224 et 'oxygene @®dool est absente. Dans le cas du butan-2-ol
et du pentan-2-ol, les auteurs ont constaté uneption a cette régle. En effet, pour la forme
R, cette liaison est présente en mode | et Il. Rmues I'énergie potentielle du substrat est
largement défavorisée par rapport a celle ou desubstituant M qui est orienté vers la
poche énantiosélective et le groupement L vergéigeur (mode 1) (Orrenius et coll., 1998a).
Ce dernier correspond a I'énantiomere décrit parlddeskas comme étant privilégié par
'enzyme (Kazlauskas et coll., 1991). C’est égaleirie mode d’orientation utilisé dans les

études plus récentes.

113



Résultats et Discussion — Chapitre A

A-enantiomer Mode 11 S-anantiomer Moda I

Figure 27 : Les deux modes de fixation des énantiomeéres. La poche énantiosélective est surlignée en
rouge. Les modes productifs sont le mode | pour I'énantiomeére R et le mode Il pour I'énantiomére S

(d’aprés Haeffner et coll., 1998).

Les orientations envisagées par Orrenius pour iigoimereS sont celles ou le substituant L
est orienté soit vers I'extérieur soit vers le fatel la poche énantiosélective (mode | et Il
respectivement) (figure 27). Comme pour I'énantimmf® seul un des deux modes permet
I'établissement de la liaison hydrogene entre fitise catalytique et I'atome d’oxygéne de
I'alcool secondaire, et qui est ainsi considéredpotif : le mode Il. Dans ce mode, la poche
énantiosélective est occupée par le substituantt lle esubstituant M est orienté vers
I'extérieur. Ceci correspond a une permutation Myar rapport au mode productif de
I'énantiomeéreR, suggéré par le modeéle généraliste de Kazlaustadguskas, 2000) (Figure
4). Bien que les auteurs soient d’accord pourdioiation de I'énantiomere privilégié, pour la
forme non privilégiée d’autres orientations ont étdvisagées. Par exemple la structure
cristallographique de la lipase @andida rugosamontre une permutation H/O (Zuegg et
coll., 1997) et les études de Nakamura et son éganvec la lipase dBulkhoderia cepacia
suggerent une permutation M/H (Nakamura et cofl941; 1996). Une étude récente avec
CALB montre qu'une permutation M/H est possible@gertains substrats (Xu et coll., 2010)
(Figure 28). Un troisieme mode de fixation a égaetrété envisagé par I'équipe de Pleiss

pour la lipase déseudomonas cepacimais dans ce mode le groupement L serait orienté
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vers la Leul7 et Thrl8, équivalents a la Thr40 B4G de la CALB, et de ce fait serait

stériguement défavorisé (Schulz et coll., 2000).
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Figure 28: Propositions des orientations "catalytiquement" productives des alcools secondaires
chiraux au sein du site actif des lipases. (a) orientation décrite dans la littérature pour I'énantiomere
privilégié (énantiomeére R, lorsque le groupement M ne comporte pas de substituant impliquant un
changement d'ordre selon la régle de Cahn-Ingold-Prelog). (b) plusieurs orientations ont été
proposées pour I'énantiomere défavorisé (énantiomeére S) (Kazlauskas, 2000).

Au vu de ces résultats, il est possible que d’autrgentations des substrats que ceux
précédemment étudiés dans la littérature existeodr vérifier cette hypothese, une étude
systématique des différentes orientations du bRtahet du pentan-2-ol a été menée, en
modélisant le second intermédiaire tétraédriquenéopar ces alcools avec I'enzyme. Ces
structures ont été optimisées par deux minimisatsutcessives, avec un nombre croissant de
degrés de libertés croissantes. Nous avons comnpamnadasser les structures minimisées en
fonction de l'orientation finale du substrat afiréldminer les structures les moins stables,
donc peu probables. Ensuite, en se basant surrid@®g structuraux, tels que la distance,
nous avons regardé si ces structures étaient greesiou pas. Puis, nous avons regardé si les
structures non productives étaient associées a aote rde fixation. Le mode de fixation
privilégié a également été recherché, en effectamst comparaisons selon des énergies
potentielles et d’interaction moyennes ou selondeergies des structures les plus stables
pour chaque forme. Le but final des études de nsadiEn est de pouvoir prédire
quantitativement I'énantioséléctivité. Généralemianmodélisation permet de prédire quel
énantiomere sera privilégié par I'enzyme, maisedte difficile de relier ces résultats a des
valeurs d’énantioséléctivitée (Kazlauskas, 2000).inAtle corréler les résultats de la
modélisation avec ceux issus de I'expérience, gmproches ont été envisagées. Lors de la
premiére approche les structures étaient consisi@@emme équiprobables. Dans ce cadre,
nous avons verifié si les structures de la foRmaient plus nombreuses, si les structures non
productives étaient plus fréquentes pour I'énandi@mon privilégié$) ou si les distances

catalytigues étaient plus courtes pour un des fermReur la seconde approche, un deuxiéme
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critere énergétiqgue a été appliqué afin de séleotio les meilleures structures. Ce terme
énergétique a été utilisé pour différencier lesxdtarmesR et S et de déterminer ainsi
I'énantiosélectivité de la CALB. Par ailleurs, l&fdrmation du substrat au sein du site actif a

éte analysée. Ces résultats seront discutés anaess

A.l. Construction des complexes enzyme-substrats

D’aprés le mécanisme réactionnel de la CALB (cfidét bibliographique figure 6), la
discrimination entre les deux formé&set S se fait lors de la formation du second état de
transition, l'alcool n’étant pas présent dans lenper état de transition. Le second
intermédiaire tétraédrique est structuralemenhetggtiquement trés proche de ce second état
de transition (Hu et coll.,, 1998) et dans une peseiapproximation il constitue un bon
modele de I'état de transition (Warshel et colB89). Par ailleurs le second intermédiaire
tétraédrique a déja été utilisé avec succes lmstrdgaux de modélisation par I'équipe du
professeur Hult (Orrenius et coll., 1998 a ; Razeod., 2001).

Selon ce qui était décrit précédemment (cf. étuiddiolgraphique) I'énantiosélectivité est
causée par la difference d’énergie d’activationeold®e entre I'état initial, identique pour les
deux formes, et I'état de transition correspongantr les forme® et Sde I'alcool secondaire
(figure 29). Ainsi le ratio énantiomérique (E) pétrte relié a la différence d’énergie libre des
deux états de transitiong.sAG*) selon I'équation suivante (équation 30) :

Ap_sAG* = —RTLnE = —RTLn Yeat/Kmr (Eq. 30)
(kcat/KM)S
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Figure 29 : Variation de I'énergie libre pour la conversion de l'acyl-enzyme de la sérine hydrolase et de
l'alcool a lI'enzyme libre et I'ester. La figure montre les profils énergétiques pour I'énantiomére R
rapidement transformé (trait foncé€) et pour I'énantiomére S lentement transformé (trait claire) du

substrat. L'énergie de I'état fondamentale des réactifs, G, est la méme pour les deux énantioméres.

Les énergies libres d'activation des énantiomeres R et S sont donnés par AG?{ et AGg,

respectivement, et les énergies libres absolues pour les états de transition correspondants sont

donnés par Gﬁ et Gﬁ. La différence d'énergie libre entre I'état de transition et les intermédiaires
tétraédriques correspondants est négligeable (Hu et coll., 1998). Par conséquent, AAG” peut étre

estimée par la différence des énergies libres absolues entre les intermédiaires tétraédriques des

énantioméres R et S, AAfoam. (Raza et coll., 2001)

Selon Burkert, les termes translationnels et romaiels de I'énergie libre de Gibbs ne
permettent pas de différencier énergétiquement deaxneres. La différence de la
composante vibrationnelle de I'énergie entre desomieres est négligeable par rapport
I'énergie potentielle (Burkert et coll.,, 1982). lahamp de force nous donne accés a la
différence de I'énergie potentielle. Ce terme éétgue constitue une bonne approximation
de la composante enthalpique de I'énergie libr&itds. Par conséquent, dans un systeme ou
I'entropie a peu d’influence sur I'énantioséledtlyila différence observée entre les énergies
stériques calculées par le champ de fora®\(*) sera trés proche de la différence de I'énergie
libre (AAG*) (Heeffner et coll., 1998) (figure 29).

Le second intermédiaire tétraédrique utilisé pausdite des études a été construit a partir de

la structure cristallographique de I'enzyme vid®BPID: 1TCA (Uppenberg et coll., 1994).
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La structure de I'enzyme sans substrat a été gef@mune structure comportant un inhibi
phosphate, formant un complexe tétraédrique avecBCpal liaison covalente a la Serl!
(PDB ID: 1LBS (Uppenbercet coll., 1995), car sa résolution est meilleure (1.55 A
1TCA et 2.6 A pour 1LBS). Néanmoins ce dernier & @tilisé comme modéle po
I'orientation respective des parties acyle et dl@osen du site actif. Ainsi le groupeme
propionyle a été dirigé vers les résidus 1le189G&1157 formant avec d’autres résic
hydrophobes la poche acyle. Une attention paréomlia été portée sur l'orientation
l'oxygéne du groupement carbonyle (oxyean). Ce dernier a été orienté vers le t
oxyanioniqgue formé par le Thr40 et GInl106. Afin ptiniser les interactions av
I'oxyanion, I'hydrogéne du groupement hydroxyleld@hr40 a été réorienté pour former t
liaison hydrogéne avec I'oxyanion. Lartie acyle étant tres courte, seule I'orientatian
groupement Cklreste a étre optimisée. En effet, selon 'angleldi€ormé par les atom
OcC1C,C;3, trois orientations peuvent étre envisagées pouraepg, I'angle diedre prena
alors les valeurs de60, +60 et 180°. Une étude préliminaire a montré Eprientation du
groupement méthyle selon un angle -60°, conduit a des structures plus stablear

conséguent, c’est cette orientation qui a été vet@our la construction (Figu30).

I Leu278

Ile285

GIn157

Figure 30: Orientation du groupement propionyle lors de la construction de [lintermédiaire
tétraédrique. La chaine carbonée (en vert) a été dirigée vers la poche acyle. L’'oxyanion est stabilisé
par le trou oxyanionique (Thr 40 et GIn106, en saumon). Les liaisons hydrogéne formées avec les
résidus du trou oxyanionique sont représentés par des traits oranges. Les résidus de la triade
catalytique sont en rouge foncé et les résidus de la poche énantiosélective en bleu. Seuls les atomes

d’hydrogene d'intérét sont visibles.

118



Résultats et Discussi — Chapitre A

11 012 /B
Cl \/\,

C_[a 13 2\O_

5 C3

[a Lol ot

Figure 31 : Intermédiaire tétraédrique formé avec le pentan-2-ol. Pour plus de simplicité les atomes
d’hydrogéne ne sont pas représentés. Les fleches rouges représentent les dieédres qui ont été

modifiés lors de I'exploration systématique des conformations.

Les seconds intermédiaires tétraédriques formés kveR)-pentan-2el ont été construit
manuellement a partir de la sérine catalytique 4€&@ée, en allongeant la molécule ver:
partie alcool du site actif. La liaison de l'alca@condaire a I'ac-enzyme se fait par liaisc
covalente entre sp’ du propionyle et 4, de I'alcool (Figure 30 et 31La liaison entre 1,
et le carbone asymétriquas@st telle que les doublets libres de I'oxygéne garis participe
a une liaison hydrogéne avec l'histidine catalygiquLors de la construction, trois degrés
libertés supplémentaires onté introduits : les diedres 10:12C12C11, 012C12C13C14 €t
C12C135C14Cs5 (Figure 3). Dans ce cas, I'absence de double liaison corgduite exploratio
systématiqgue avec 3 conformations par diedre (H8D et -60°, correspondant a d
conformations décaléespit en tout 2 (3x3x3) conformations a testekfin de balayer le:
trois orientations possibles au sein du site chtplg pour le R)-pentan-2-ol, avec
respectivement le méthyle (substituant M), propidebstituant L) ou I'hydrogéne orier
vers la pehe énantiosélective, I'angle diedre0:1,C1,Ci; a été modifié. Néanmoins
respectant strictement les valeurs -60, +60 ou +180° pour tous les angles diédres
constate qu'aucun des groupements n’est orient® leefond de la poche énantiosélec
représenté par une fleche blanche sur les figurggire 32). Ce point est particuliereme

important car il révele que le substrat doit oltiig@ment se déformer pour occuper tous
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volumes disponibles et notamment la poche stérédepege. On peut supposer que lors des
minimisations qui suivent les constructions ingml les différents parameétres internes
(essentiellement les angles dieédres) vont pounariew significativement hors de leurs valeurs
d’équilibre pour que les différents atomes puissentuper les volumes disponibles.
Néanmoins, étant donné les risques de faux-mingnaontrés lors des optimisations, nous
avons préféré utiliser un balayage plus serré émjar diedre (€0,2C;,Cy1 par pas de 60°)
en rajoutant trois autres valeurs de départ : +Q28 -120°. Ces trois derniers angles diédres
se traduisent par des conformations éclipséessaqnii énergétiquement défavorables, mais
cette contrainte devrait en partie s’atténuer d@$optimisation (autoadaptation des positions
atomiques). Ainsi, six orientations différentes été explorées avec le (R)-pentan-2-ol, avec
les valeurs initiales de I'angle diédre@z,C,,C;; suivantes: 180° (type A), +60° (type B), -
60° (type C) et +120° (type D), 0° (type E), -1A®ype F). Les trois premiers types sont
représentés dans le contexte catalytique sur lafi§2 et les trois derniers sur la figure 33.

Cela ramene le nombre de conformations initialesiraits a 54 (6x3x3).

Pour certaines de ces structures, une géne sténmpostante a été observée avec les résidus
environnants (Thr40, Gly41, Thr42, Trp104, His2Réu278 et Ala281). Quand la structure
et I'environnement de l'acide aminé en questionplmettaient, les rotaméres ont été
modifiés manuellement afin de minimiser cette gé&iasi les chaines latérales des résidus
Thrd2, His224 et Leu278 ont été modifiées selobdaque de rotameres Ponder et Richards
(Ponder et Richards, 1987).
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Figure 32 : Orientations du (R)-pentan-2-ol (en jaune) au sein du site actif de CALB lors de la

construction de l'intermédiaire tétraédrique. Sont représentés en vert la partie acyle, en rouge foncé

les résidus de la triade catalytique, en bleu les résidus de la poche énantiosélective et en saumon les

résidus du trou oxyanionique. Seuls les atomes d’hydrogene d’intérét sont visibles. L'axe de la poche

énantiosélective est représenté par une fleche blanche.

a) et b) vues différentes de l'alcool avec C;0;,C;,C;; de 180° (type A) ; c) orientation avec

C;101,C,Cy; de +60°(type B) ; d) orientation avec C;01,C;,C;; de -60°(type C).
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Figure 33 : Orientations supplémentaires du (R)-pentan-2-ol (en jaune) au sein du site actif de CALB
lors de la construction de l'intermédiaire tétraédrique. Sont représentés en vert la partie acyle, en
rouge foncé les résidus de la triade catalytique, en bleu les résidus de la poche énantiosélective et en
saumon les résidus du trou oxyanionique. Seuls les atomes d’hydrogéne d’intérét sont visibles. L'axe

de la poche énantiosélective est représenté par une fleche blanche.

a) orientation avec C;0,,C;,C,; de +120°(type D) ; b) orientation avec C;0;,C;,C1; de 0°(type E) ; ¢)
orientation avec C;01,C;,C1; de -120°(type F).

Le méme travail a été réalisé avec 9S-pentan-2el. On a ainsi 54 structures
I'énantioméreSréparties selon 6 orientations de dé : I'angle diédre @0,,C1,Cy3qui prend
les valeurs de +60, 18060, +120, 0 e-120°, correspatant aux types A, B, C, D, E et

respectivement. Les structures des types D, E etjur,dés leur construction ont
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groupement orienté vers la poche énantiosélectiwgespondent a des permutations M
M/H et L/H (Kazlauskas, 2000) (Figu28 et 34).La permutation H/O a été écartée car
conduirait forcément a un mode non productif aeelidison hydrogéne entreg, His224 et

O;2 rompue.

: N
W His224

1le189 = " Serl0s His224

Leu278 Leu278

Ser47
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/ ~ 13
\ o ARPIY
o1 €11
» 012
Cc1
C C
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o) llel89% Ca d) lle189% Ca W

Figure 34 : a) orientation du (R)-pentan-2-ol (en jaune) avec son substituant moyen vers le fond de la
poche énantiosélective (type F). b), c) et d) orientations du (S)-pentan-2-ol (en rose) au sein du site
actif de CALB lors de la construction de I'intermédiaire tétraédrique respectivement en types D, E et F
avec C,0,,C,,C153 de +120, 0 et -120°

Sont représentés en vert la partie acyle, en rouge foncé les résidus de la triade catalytique, en bleu
les résidus de la poche énantiosélective et en saumon les résidus du trou oxyanionique. Seuls les
atomes d’hydrogéne d'intérét sont visibles. L'axe de la poche énantiosélective est représenté par une

fleche blanche.
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Les intermédiaires tétraédriques formés avec lar-2-ol R et S ont été construits de
méme maniére qu’'avec le per-2-ol. Six orientations de départ onté choisies pour
chacune des formes selon la valeur de l'angle di&;0;,C12C1; ou C1012C15Ci3. Le
substituant L du butan-@+ étant plus court, éthyle au lieu de propyle,lement I'angle
dieédre Q2C1,C13C14 a dQ étre modifié afin de balayer tous lotameres (Figur35). De plus,
avec le groupement éthyle il n'y avait plus de gétérique importante, nécessitant
changements d’orientations des chaines latéralesédidus environnants. 18 structures

éte ainsi obtenues pour chacune des dermesR etS.

Figure 35 : Intermédiaire tétraédrique formé avec le butan-2-ol. Pour plus de simplicité les atomes
d’hydrogéne ne sont pas représentés. Les fleches rouges représentent les diédres qui ont été

modifiés lors de I'exploration systématique des conformations.

Protocole: Toutes ces structures ont été ensuite optimiséem@aanique moléculaire. L
calculs ont été effectués dans le vide, dans lelewgimuler les expériences realisées da
réacteur solide/gaz sans solvant et avec une enggoiee a I'extréme. Tou les molécules
d'eau cristallographiques ont été effacées. Afinlidérer progressivement les degrés
liberté de notre systeme, nous avons réalisé deimmiBations successives avec
contraintes différentes. Pour obliger le substegpa@sitionner ar rapport a 'enzyme et évit
gue l'absence d’eau n’introduise des déformatiammg timportantes sur I'enzyme, u
premiére série de minimisations a été réalisée Egatomes du squelette fixes. A l'issue
cette premiere série de minimisations st apparu que les structures dont les chainesilies
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de certains des résidus avaient été modifiées partjé@taient énergétiquement défavorisées
par rapport a celles ou l'orientation cristallogimue des chaines latérales avait été
conservée. Par conséquent, elles ont été abandomuée la suite de I'étude. Afin de
permettre a 'enzyme de s’adapter au mieux auxtgtbsla deuxiéme série de minimisations
a été réalisée avec un degré de liberté suppléimentsansi, 'ensemble du substrat, les
résidus bordant le site actif et les résidus appartt aux mémes structures secondaires (par
exemple la méme hélice) ont été libres de tout rament (pour la liste de résidus auxquels
aucune contrainte n’a été appliquée, voir la pani¢eriel et méthodes). Dans le but de garder
une base commune a toutes ces structures etdaailitsi leurs comparaisons entre elles, les

atomes de carbone alpha des résidus éloignéscdeita ont été maintenues fixes.
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A.Il. Modes de fixation des alcools secondaires

A.IL.1. Description des modes de fixation

A.Il.1.a Description générale

Dans notre approche, les modes de fixation du b2Halnet du pentan-2-ol ont été étudiés
systématiqguement dans le but de vérifier si d’autnedes de fixation que ceux décrits dans la
littérature étaient possibles. L'existence de mdaes conventionnels” peut étre envisagée,
car les alcools secondaires étudiés sont de pttille. La poche énantiosélective est
parfaitement adaptée pour accepter des petitsisi#gs, tels que les groupements méthyle et
éthyle. De plus, elle peut s’adapter pour accepbtegroupement propyle (Orrenius et coll.,
1998 a). Ceci a été clairement démontré par Magmust ses collaborateurs qui ont mesuré
la constante de spécificité {kKy) d’alcools secondaires symétriques, dans le caeuwte
acylation par le butanoate de vinyle. Pour I'heptami, une constante de spécificité de 4,2 s
! M est obtenue. Cette valeur est certes 100 foisfplbie que dans le cas du pentan-3-ol
(KealKnm = 420 M ™) mais elle est loin d’étre nulle (Magnusson et.c@D05).

Lors des minimisations, certaines types d’orientaparmi les six prévus initialement (A, B,
C, D, E, F) convergent vers d’autres. Cet aspetinigue est tout a fait logique car nous
avons effectué un balayage fin pour explorer syatimement ce parametre interne. Les
orientations privilégiées par ces alcools serotdiliés ci-apres. Dans la suite nous parlerons
essentiellement de trois modes de fixation pougebanantiomere (figure 36). Ceux-ci ont
été inspirés de ceux décrits par Orrenius et skgbooateurs (1998 b) et représentés sur la
figure 27. On a ajouté aux deux modes de fixatioarghacun des énantiomeres, les modes
lll, déduits des deux premiers et correspondargsaattientations ou le troisieme substituant
est dirigé vers la poche énantiosélective. Aingirg@&nantiomereR, on peut rencontrer le
mode 1, qui correspond a une structure ou le dubsti M est dirigé vers la poche
énantiosélective et le groupement L vers I'extériéel mode Il avec le substituant L dirigé
vers la poche énantiosélective et 'atome d’hydnegeers I'extérieur, enfin le mode 1l avec
I’hydrogene vers la poche énantiosélective et lesstwant M tourné vers I'extérieur (figure
36). De méme pour I'énantiomegetrois modes seront utilisés : les modes |, llletavec
respectivement un hydrogéne, le substituant L osulestituant M dirigés vers la poche
énantiosélective (figure 36). Malgré nos effortaipolasser toutes les structures dans un de
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ces tois modes, des structures avec des orientatioféxalites de ces 3 modes existent

seront appelés ici des modes intermédic

Enantiomére R Mode |

AN
)

\ ©
Enantiomére R Mode I

AN

o @

%
\ ¢

Enantiomére R Mode Il

\

Enantiomére S Mode |

\

Enantiomére S Mode I

\

Enantiomeére S Mode Il

Figure 36 : Les trois modes de fixation des énantiomeéres inspirés de Haeffner et coll. (1998). La poche

énantiosélective est surlignée en rouge.
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A.IL1.b Description énergétique

En fonction de la géométrie de départ, les minitiiea peuvent conduire a des structures
plus ou moins stables. Les structures avec degjiésdres élevées, ayant tres peu de chance

d’exister, ont donc été éliminées.

Différents termes énergétiques peuvent étre calqudéir chaque structure. Les trois énergies

mentionnées ci-dessous ont été utilisées pourtaieer les structures les plus stables :

* Energie potentielle totale (ER). Lors des minimisations la structure enzymatigsie
optimisée de telle maniére que I'énergie potemtittale soit la plus basse possible.
Cette énergie potentielle totale tient compte dola de I'énergie du substrat, de
I'enzyme et aussi I'énergie d’interaction. Mais aegdifications des chaines latérales
de résidus éloignés du site actif peuvent conduiome augmentation importante de
cette énergie sans rapport avec le mode de fixdtiosubstrat. Cela nous oblige a se
focaliser sur la zone de I'enzyme en interactioecae substrat.

* Energie potentielle de la partie alcool du substratEp,). L'énergie du substrat
éte utilisée avec succes lors des travaux de nsadiéin de Hult et son équipe
(Orrenius et coll.,, 1998 a). Plus les contraintegereees par l'enzyme seront
importantes, plus le substrat sera déformé et gpusénergie sera élevée. Lors de la
construction des structures de départ, seule ldiepaicool a été modifiée.
L’orientation du groupement propionyle est restintique pour toutes les structures.
Nous avons supposé que les différences d’énerggeplus importantes concernent
essentiellement la partie alcool. L'énergie potdigide la partie alcool a donc été
calculée. Ce terme énergétique est un bon indicaela déformation nécessaire du
substrat au sein de la poche catalytique comme lrausns expliqué précédemment.
Si cette énergie est trop élevée, la solution urerge correspondante est a exclure du
fait d’'une distorsion trop forte notamment au nivekes angles diedres. Une énergie
trop forte peut également étre expliquée par urorteprtificiel des contraintes
stériques sur la partie la plus mobile par le miseur mathématique. Ces solutions
artéfactuelles doivent aussi étre exclues.

* Energie d’interaction entre I'enzyme et lapartie alcool du substrat (Eintza). Le
terme énergétique qui devrait le mieux décriredffsts des différentes orientations
du substrat, est I'énergie d’interaction entre 2ygne et le substrat. Heeffner et ses

collegues, en utilisant I'énergie d’interaction renthaque résidu de la CALB et
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I'alcool, ont déterminé les résidus interagissafiedemment avec les deux formBs

et S du butan-2-ol, 3-methylbutan-2-ol et le 3,3-diny#batan-2-ol. Puis ils ont
montré la préférence de la lipase pour la formeeReab alcools en se basant sur la
différence d’énergie entre les 2 formes calculéasecales résidus ainsi
sélectionnés (Heeffner et coll., 1998). Les valaled’énergie d’interaction avec un
résidu proche de l'alcool étant tres faibles etcales résidus éloignés cette énergie
étant négligeable, nous avons choisi de calcuierelgie d'interaction entre la partie

alcool et 'enzyme dans sa globalité.

Mais quel critére d’énergie choisir pour sélectientes structures les plus probables ? Nous
avons opté pour [lutilisation simultanée de cesistrariteres énergétiques, sans les
hiérarchiser. Ainsi pour déterminer les modes ®atifon de ces alcools, les structures ayant a
la fois une énergie potentielle totale, une énepgientielle de la partie alcool du substrat et
une énergie d’interaction entre I'enzyme et l'algcauffisamment basses, ont été retenues.
Les valeurs limites de ces énergies ont été cloide maniere a retenir un échantillon

représentatif des structures minimisées. En s'iappides études de "docking" (étape de
"scoring"), 30 a 40% des conformations ont étéwets (Tableau 14 et 15).

A.Il.2. Modes de fixation du pentan-2-ol

54 structures pour chaque forfReet S ont été minimisées. Les six orientations de dégairt
évoluées pour se retrouver dans un des trois mdéests ci-dessus, a I'exception d’'une
structurer et deux structureS ayant adopté des modes intermédiaires. Pour reepa@r que
les structures les plus probables, les critereggétigues ont été appliqués. Ainsi les
structures ayant I'énergie potentielle totale, &éyie potentielle de la partie alcool et I'énergie
d’interaction entre I'enzyme et la partie alcodiémeures a lan+0,5*s avecm la moyenne
des énergies des 54 structures l&tcart-type, ont été retenues. 16 structures poéormeR

et 20 pour la form&, soit 30 et 37% des structures, correspondens arderes (Tableau 14).
Les structures en modes intermédiaires étaientgétiguement trés défavorisées, par

conséguent elles n'ont pas été retenues.
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Tableau 14 : Récapitulatif des modes de fixation du pentan-2-ol aprés optimisation. m correspond a la
moyenne des énergies des 54 structures et s a I'écart-type.

Mode Mode
0,
_ o . Model ModeN Il intermédiaire
<m+0,5*s 16 30 12 3 1 0
(R)-pentan-2-ol oLs 54 o - » . :
(S)-pentan-2-0 Iy 37 2 14 4 0
Y tous 54 100 6 25 21 2

Le tableau 1 montre que plusieurs modes existenmajorité des formeR retenues selon les
criteres énergétiques, soit 12 structures sur fess’brientent avec le groupement méthyle
dirigé vers le fond de la poche énantiosélective type d’orientation correspond au mode |,
décrit dans la littérature comme l'unique modeidation de la forme privilégiée des alcools
secondaires. Pour ces structures, deux orientationgroupement L sont possibles. Pour la
plupart des structures, le groupement propyle egfédvers la surface, mais pour certaines
d’entre elles il est dirigé vers la leucine 278peur d’autres il est plutot orienté vers les
résidus 11e285/1le189 (Figure 37). Deux autres nsode fixations peuvent étre rencontrés
avec le R)-pentan-2-ol. Pour une des structures, c’est Fbgdne qui est dirigé vers la poche
énantiosélective. Il s’agit du mode de fixation (Higure 38). Trois des structures retenues
selon les critéres énergétiques sont en mode b Bwgs groupements méthyle positionnés
dans la poche éanantiosélective. Ce mode de fixatiodéja été observé par I'équipe
d’Orrenius (Orrenius et coll., 1998 a). Afin quegi®upement propyle puisse se loger dans la
poche éantiosélective, cette derniere a di s'ad&ptdasculant systématiquement le cycle
indole du Trpl104. Lorsque ce résidu s'approcheéhidu Leu228, la poche éantiosélective
s’en trouve agrandie (Figure 39).
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Figure 37 : Les deux orientations du (R)-pentan-2-ol en mode | avec son substituant moyen vers le
fond de la poche énantiosélective (signalé par une fleche blanche) : groupement propyle vers 1le189
et 11285 (en jaune) ou vers lle189 et Leu278 (en cyan). Sont représentés en vert la partie acyle, en
rouge foncé les résidus de la triade catalytique, en bleu les résidus de la poche énantiosélective et en
saumon les résidus du trou oxyanionique. La surface de I'enzyme est représentée en blanc par

transparence. Seuls les atomes d’hydrogéne d'intérét sont visibles.
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Figure 38 : Mode Il du (R)-pentan-2-ol (en jaune) avec son atome d’hydrogene orienté vers le fond de
la poche énantiosélective (signalé par une fleche blanche). Sont représentés en vert la partie acyle,
en rouge foncé les résidus de la triade catalytique, en bleu les résidus de la poche énantiosélective et
en saumon les résidus du trou oxyanionique. La surface de I'enzyme est représentée en blanc par

transparence. Seuls les atomes d’hydrogéne d'intérét sont visibles.
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Thr42

Leu228

Figure 39 : Orientations du (R)-pentan-2-ol en mode | (en cyan) et mode Il (en jaune). Pour la
structure en mode Il le groupement propyle dirigé vers le fond de la poche énantiosélective (signalé
par une fleche blanche) provoque le déplacement du Trpl04. Sont représentés en violet les acides
aminés d'intérét pour le mode I, en vert la partie acyle, en rouge foncé les résidus de la triade
catalytique, en bleu les résidus de la poche énantiosélective, en gris la Leu228 et en saumon les
résidus du trou oxyanionique. La surface de I'enzyme est représentée en blanc par transparence.

Seuls les atomes d’hydrogene d'intérét sont visibles.

Les strictures retenues pour la forrS du pentan-2l adoptent également trois modes
fixation possibles. Comme pour la forrR, la majorité des structures (prés des -quarts)
correspondent au mode de fixation répertorié danstérature, c’e-a-dire le mode II. Pour
ce dernier mode c’est le groupement propyle, swiasti L, qui est orienté dans la pot
énantiosélective. Pour laisser de la place au gmept L, le résidu Trpl04 subit u
déformation similaire a celle observée lors du maedixatior Il du (R)-pentar-2-ol (Figure
40). Deux structures retenues ont des orientationati®ol correspondant au mode | a\
I’hydrogene dans la poche énantiosélective (Fi41). En supplément de ces deux mode:
troisieme mode de fixation est observé r quatre des structures retenues. Pour
structures, la poche énantiosélective est occupeéemroupement méthyle dS)-pentan-2-
ol. Quant au groupement propyle, il est orienté& Vdle285 et reste relativement enfoui ds
la cavité, excepté pouma structure ou il est dirigé vers la Leu278 esu&xtérieur. Pou
cette structure nous pouvons constater que le ayitiazole de I'histidine a basculé (Figt
42).
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lle285

k-\ Af " :

GIn106 Y 4

Figure 40 : Orientation du (S)-pentan-2-ol en mode Il (en rose) comparé au (R)-pentan-2-ol en mode |
(en cyan). Pour le (S)-pentan-2-ol en mode I, le groupement propyle dirigé vers le fond de la poche
énantiosélective (signalé par une fleche blanche) provoque le déplacement du Trpl04. Sont
représentés en violet les acides aminés d’intérét pour le mode I, en vert la partie acyle, en rouge foncé
les résidus de la triade catalytique, en bleu les résidus de la poche énantiosélective et en saumon les
résidus du trou oxyanionique. La surface de I'enzyme est représentée en blanc par transparence.

Seuls les atomes d’hydrogene d'intérét sont visibles.
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Figure 41 : Mode | du (S)-pentan-2-ol (en violet) avec son atome d’hydrogéne orienté vers le fond de
la poche énantiosélective (signalé par une fleche blanche). Sont représentés en vert la partie acyle,
en rouge foncé les résidus de la triade catalytique, en bleu les résidus de la poche énantiosélective,
en saumon les résidus du trou oxyanionique et en gris les résidus hydrophobe d’intérét de I'entrée. La
surface de I'enzyme est représentée en blanc par transparence. Seuls les atomes d’hydrogéne
d’intérét sont visibles.
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Figure 42 : Deux orientations pour le Mode Il du (S)-pentan-2-ol avec son groupement méthyle
orienté vers le fond de la poche énantiosélective (signalé par une fleche blanche). Sont représentés
en vert la partie acyle, en rouge foncé les résidus de la triade catalytique, en bleu les résidus de la
poche énantiosélective, en saumon les résidus du trou oxyanionique et en gris les résidus hydrophobe
d’intérét de I'entrée. La surface de I'enzyme est représentée en blanc par transparence. Seuls les
atomes d’hydrogéne d'intérét sont visibles. A) groupement propyle enfoui dans la cavité orienté vers

I'lle285 ; B) groupement propyle dirigé vers I'extérieur du c6té de la Leu278.

A.IL.3. Modes de fixation du butan-2-ol

Un travail similaire a été effectué avec le b-2-ol. Ainsi 18 structures, réparties selon
types d’orientations, ont été minimisées pour ckagpatiomere. Comme pour le pen-2-
ol, lors des minimisations les structures obterassc le buts-2-ol adoptent un des tra
modes précédemment décrits, sauf pour quatre stesc{deux pour la forrR et deux pour
S), qui n'ont pas pu étre classées dan de ces modes, mais dans des modes interméd
En effet pour ces structures aucun substituant diegé vers la poche énantiosélective. A
d’éliminer les structures les moins stables, quimeu de chance d’exister, le triple crit
éenergétique été appliqué. En choisissant d’éliminer les stmes ayant I'énergie potentie
totale, I'énergie potentielle de l'alcool et I'éger d’interaction entre la partie alcool
'enzyme supérieure a m+0,5*s, seulement troisctires sur 18 ont été nservées pour la
forme S, soit 17%. Pour conserver 30 a 40% des structuvas avons modifié cette limit
Ainsi nhous avons écarté les structures avec I&s éreergies supérieures a la valeur m+0,
Au final 8 structures pour la formrR et 6 structures pour la fornt® soit 44 et 33% de

structures, ont été conservees (Tab1b).
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Tableau 15 : Récapitulatif des modes de fixation du butan-2-ol aprés optimisation. m correspond a la

moyenne des énergies des 18 structures et s a I'écart-type.

Mode Mode

[0)
Alcool Total 0% Mode | Mode Il I intermédiaire

*
(R)-butan-2-ol SIS

tous 18 100 7 7 2 2
<m+06*s 6 33 0 4 1 1
(S)-butan-2-ol s 18 100 2 7 7 2

Pour le R)-butan-2-ol les structures retenues adoptent #eement deux orientations.
Quatre structures sont en mode | avec le groupemétityle dirigé vers le fond de la poche
énantiosélective et le groupement éthyle vers téase en direction des résidus isoleucine
189 et 285. Pour certaines de ces structures wuleasent du Trpl04 est observé (Figure
43). Ce type de mouvement a également été rencoomréquelques structures obtenues avec
le pentan-2-ol. Le groupement méthyle est troptpgmbiur induire ce mouvement. Nous
pensons que ce basculement est lié au mouvemanthde la chaine latérale d’'un résidu
lorsqu’il a suffisamment d’espace pour le faire. é&fet la structure enzymatique n’est pas
figée, mais elle est en constant mouvement. Traisctsires sont en mode Il avec le
groupement éthyle orienté vers la poche énantiohébe Ces deux modes sont ceux déja
décrits par I'équipe du professeur Hult (Orrenitsadl., 1998 a). En supplément des ces deux
modes, pour une des structures retenuesR)ebytan-2-ol a une orientation différente,
correspondant a un mode intermédiaire (Figure 4@u’'une telle structure soit
énergétiqguement favorable doit étre une partiadlatu butan-2-ol. En effet cet alcool étant
trés petit, une orientation non conventionnellesde substituants peut ne pas engendrer de

déformation importante ni pour le substrat ni pamzyme.
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GIn106

Figure 43 : Orientations du (R)-butan-2-ol (en jaune) en mode I, avec son groupement méthyle orienté
vers le fond de la poche énantiosélective (signalé par une fleche blanche). Pour une des
structures sont représentés en vert la partie acyle, en rouge foncé les résidus de la triade catalytique,
en bleu les résidus de la poche énantiosélective, en saumon les résidus du trou oxyanionique et en
gris les résidus hydrophobe d'intérét de I'entrée. Pour les autres structures seulement l'intermédiaire
tétraédrique et le Trpl04 sont représentés. La surface de I'enzyme est représentée en blanc par

transparence. Pour plus de simplicité les atomes d’hydrogéne ont été masqués.
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Figure 44 : a) Orientation du (R)-butan-2-ol (en jaune) en mode intermédiaire: il n'y a pas de

His224

b)

groupement orienté vers le fond de la poche énantiosélective (signalé par une fleche blanche). b)
Comparaison du mode intermédiaire obtenue avec le butan-2-ol avec les modes | et Il. Sont
représentés en vert la partie acyle, en rouge foncé les résidus de la triade catalytique, en bleu les
résidus de la poche énantiosélective, en saumon les résidus du trou oxyanionique et en gris les
résidus hydrophobe d'intérét de I'entrée. La surface de I'enzyme est représentée en blanc par
transparence. Seuls les atomes d’hydrogene d’intérét sont visibles.
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Pour la formeS, quatre desix structures retenues sont en mode Il. La poohet@ésélective
est alors occupée par le substituant L (grouperétimte) et le substituant M (groupem:
méthyle) est orienté vers I'extérieur. Contrairetréeice qui était observé avec le pe-2-ol
enmode I, ou le Trpl04 basculait systématiguemevgcde buta-2-ol le cycle indole di
Trpl04 peut avoir plusieurs positions (Fig45). Une des structures a son groupen
méthyle dirigé vers la poche énantiosélective, imgde son groupement éthreste dans la
cavité (Figure 4B Ce type d'orientation correspond a un mode tatibn de type lll, nor
envisagé par I'équipe du profess Hult (Orrenius et coll., 1998 .aComme pour la formR,
une des structures énergéetiquement favorable pames@a un mode intermédiaire. Aucu
des structures retenues ne correspond a un modixat®n de type | avec I'atom
d’hydrogene dans la poche énantiosélec

P ;
PN L

% ' His224

& , Ser105

GIn106

Figure 45 : Orientations du (S)-butan-2-ol en mode I, avec le groupement éthyle orienté vers le fond
de la poche énantiosélective (signalé par une fleche blanche). Pour une des structures sont
représentés en rose la partie alcool, en vert la partie acyle, en rouge foncé les résidus de la triade
catalytique, en bleu les résidus de la poche énantiosélective, en saumon les résidus du trou
oxyanionique et en gris les résidus hydrophobe d'intérét de I'entrée. Pour les autres structures seuls
l'intermédiaire tétraédrique et le Trp104 sont représentés. La surface de I'enzyme est représentée en

blanc par transparence. Pour plus de simplicité les atomes d’hydrogéne ont été masqués.
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Figure 46 : Orientation du (S)-butan-2-ol (en rose claire) en mode lll, avec son groupement méthyle
orienté vers le fond de la poche énantiosélective (signalé par une fleche blanche). Sont représentés
en vert la partie acyle, en rouge foncé les résidus de la triade catalytique, en bleu les résidus de la
poche énantiosélective, en saumon les résidus du trou oxyanionique et en gris les résidus hydrophobe
d’intérét de I'entrée. La surface de I'enzyme est représentée en blanc par transparence. Seuls les

atomes d’hydrogéne d'intérét sont visibles.
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A.ll.4. Conclusions

v s

Dans la littérature deux modes de fixations ont d&érits pour chaque fornte et S des
alcools secondaires. Pour ces modes, le groupdmesttrespectivement orienté vers le fond
de la poche énantiosélective ou vers I'extérieurd@us et coll., 1998 a). Par ailleurs, dans
une étude réalisée avec des substrats différemats,odentations supplémentaires ont été
envisagées pour la formg§ mais a lissue de leurs travaux le troisieme magearait
énergétiqguement moins favorable que le mode | €Xdl et coll., 2010). Nous avons réalisé
une étude systématique afin d’envisager toutesotemntations possibles. A lissue des
minimisations, les structures les plus probablet &g sélectionnées selon des criteres
énergeétiques. Dans le cas du pentan-2-ol, 16 atesR et 20 structure$ ont été retenues.
En supposant que toutes les solutions retenuentséguiprobables et qu'aucun autre critere
ne soit pris en compte, nous n'avons pas d’explinatsatisfaisantes de I'énantiosélectivité.
En effet les solution® ne sont pas plus nombreuses que les soluSoRsur le butan-2-ol,
nous avons un rapport de solutions sélectionnéet @pour R et S respectivement) assez
satisfaisant par rapport aux résultats expérimentde plus grand nombre de possibilités R
pourrait donner une partie de I'explication de #atiosélectivité. Les structures retenues
suggerent la possibilité pour le butan-2-ol et lentpn-2-ol des modes d’arrimages
supplémentaires a ceux mentionnées dans la littétaBien que certains modes soient plus
frequemment rencontrés que d’autres, il N’y a pasité et spécificité des modes d’arrimage
pour R et S Ces modes de fixations sont énergétiquement esabhais ne donnent pas
forcément lieu a la catalyse, c'est-a-dire quailissat rentre dans la cavité puis il en ressort
sans subir de transformation. Ceci sera discuté l#aparagraphe suivant.
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A.IlILl.Ro6le de la coexistence de modes de fixation productifs et

non productifs sur I'énantiosélectivité

Dans le paragraphe précédent, nous avons montré lpohutan-2-ol et le pentan-2-ol

'existence des modes de fixation supplémentaireeux décrits dans la littérature. Pour

certaines de ces structures, notamment aved)-fgefitan-2-ol en mode IIl, un basculement de
I'histidine catalytique (His224) a été observé. Peut alors se demander, si pour ces
structures, I'histidine participe toujours au rasele liaisons hydrogéne. Est-ce un mode de
fixation permettant la formation de produit d’irdéf? Est-ce qu'il existe d’autres modes de
fixation dits "non productifs" ? Et si c’'est le ¢apiel est le ratio entre modes de fixation
productifs et non productifs pour les fornieetS? Est-ce que I'existence de telles structures
non productives peut générer une explication ragtia de I'énantiosélectivité ? Par ailleurs,

plusieurs modes de fixations sont apparus énerggtignt viables pour le butan-2-ol et le

pentan-2-ol. Est-ce que les structures productsed reparties entre plusieurs modes ou
appartiennent a mode de fixation unigue ? Si plusienodes productifs existent, est-ce que
un de ces modes serait énergétiquement favorisést €& que nous allons voir dans cette
partie, mais tout d’abord nous allons définir legéces permettant de déterminer si une

structure est productive ou non.

A.IIl.1.Critéres a respecter par une structure productive

Le modele généraliste de mode de fixation des Eceecondaires proposé par I'équipe du
professeur Hult décrit, entre autres, deux modes productifs. Ainsi le mode Il pour la
forme R et le mode | pour la form& avec respectivement le substituant L et I'atome
d’hydrogéne dans la poche énantiosélective, somsidérés comme modes non productifs,
car la liaison hydrogéne entre I'His224 et I'atodliexygéene de l'alcool (D1) est absente
(Figure 27 et 47) (Orrenius et coll., 1998 a ; Heeffet coll., 1998). En supplément de cette
liaison entre les atomes e I'His224 et I'oxygéne de I'alcool, d’autresidians hydrogéne
sont indispensables pour la catalyse. Tout d’abargeut citer celles établies entre les résidus
de la triade catalytique : une liaison hydrogentrectes atomes Ode la Serl05 et bl de
I'His224 (D2), et au moins une liaison entre I'a®is; de 'His224 et un des deux oxygenes
du groupement carboxylate de I'Asp187 (D3) doivéiné présentes. L'oxyanion formé doit
€galement étre stabilisé par les résidus du trgaragnique. L'oxygene de l'acyle peut ainsi

établir trois liaisons hydrogene avec les résidugrennants : les atomes d’hydrogeng dti
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squelette des residus Thr40 et GIn106 (D4 et Dfyi @ue Hi de la chaine latérale de la
Thr40 se trouvent ainsi impliqués (D5) (Figure 4&fin d’avoir une stabilisation correcte de
'oxyanion, au moins deux parmi ces trois liaisalmévent étre présentes (Ottosson et coll.,
2002a). Pour déterminer si une structure est ptodyjaous avons veérifié I'existence de ces
liaisons en mesurant les distances qui sépareratdégses impliqués. Nous avons considéré
qu'une distance entre atomes lourds inférieure galeé3,5 A correspond & une liaison
hydrogene (Desiraju et Steiner, 1999 ; Koellnercat., 2000). La distance entre I'atome
d’hydrogéene et I'accepteur constitue un criterepséipentaire : elle doit étre inférieure ou
€gale a la somme des rayons de Van der Waals desatlemes. Les donneurs d’électrons
rencontrés dans notre étude sont des atomes d'oeyged’'azote, ainsi la distance entre
I'atome lourd et I'hydrogéne doit étre inférieure2®2 ou 2,65 A en fonction de I'atome
impliqué. Pour plus de simplicité nous avons chigisiritere de 2,65 A pour les deux types

d’atomes.

Figure 47 : Schéma du mode de fixation des alcools secondaires forme R. M et L représentent
respectivement les substituants moyen et gros. Les liaisons hydrogeéne d'intérét sont représentées
par des pointillés. "~~~~" représente le fond de la poche énantiosélective correspondant au cycle
indole du Trp104 (d'aprés Xu et coll., 2010).
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En plus de ces critéres concernant les liaisonsolggthe, un autre critere est évoqué dans la
littérature : la structure obtenue apres modébsatioit étre assez proche de la structure
cristallographique. Pour la comparaison on pelisatila moyenne des distances séparant les
coordonnées atomiques aprés superposition (écadrafique moyen) ou le "root-mean-
square deviation"rinsd. D’apres les travaux de Vallikivi et coll. suratétylation des
prostaglandines avec la CALB, cette valeur doi &tférieure a 3 A, pour pouvoir considérer
gue les structures sont proches (Vallikivi et ¢@005).

Apres avoir déterminé quelles structures eétaiendywtives, c'est-a-dire celles qui
présentaient au moins cinq des six liaisons hydreg&ités ci-dessus et avaient des structures
proches de la structure cristallographique, nousnswvtenté de relier ces résultats a
I'énantiosélectivité observée expérimentalementrRela nous avons comparé les résultats
obtenus avec les deux formBset S des alcools étudiés. Nous n’avons analysée guescel
retenues sur des criteres énergétiques, et regsirdan des énantiomeres adoptait
préférentiellement des orientations non productivdsus avons également vérifié si la
fixation non productive était propre a un mode idatfon ou non. Les résultats obtenus sont
regroupés dans le tableau 16 et seront interpoitégres. Dans un deuxiéme temps, nous
avons Vvérifié si un des modes de fixation étairgéeguement plus favorable que d’autres.
Pour cela les différents termes énergétiques @&dquiécédemment ont été utilisés : I'énergie
potentielle du complexe enzyme-substrat{Epénergie d’interaction entre I'enzyme et la
partie alcool du substrat (Ega) et I'énergie potentielle de la partie alcool dibstrat (ER).
Nous avons également calculé les moyennes de @gi€n de chague mode de fixation
obtenu pour les structures présélectionnées appEation des trois criteres énergétiques et
les structures productives (parmi celles présélentes).

Tableau 16 : Récapitulatif des modes de fixation du butan-2-ol et du pentan-2-ol aprés optimisation.

Les chiffres entre parenthéses correspondent au nombre de structures non productives.

Mode

Alcool Mode | Mode Il Mode Il

(R)-pentan-2-ol 16 (9) 3(2) 1(0)
(S)-pentan-2-ol 20 (5) 2 (1) 14 (1) 4 (3) 0 (0)
(R)-butan-2-ol 8(2) 4 (1) 3(1) 0 (0) 1(0)

6 (2) 0 (0) 4 (0) 1(1) 1(1)

intermédiaire
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A.IIl.2. Corrélation structure-énantiosélectivité

A.IIL.2.a Corrélation structure-énantiosélectivité dans le cas du pentan-2-ol

Pres d’'une structure sur quatre, soit 15 sur leobtenues avec |&R)-pentan-2-ol peut étre

considérée comme non productive. Nous avons viégeiament que seules 16 structures sur

les 54 peuvent étre considérées comme énergétiquestables (aprés application de trois

criteres énergétiqgues simultanéstEREpy et Einka). Parmi ces structures 9 sont non

productives, ramenant le ratio a une structuredsux (Tableau 16A). Ces structures ont été

classées parmi les non productives, car une ouiephss liaisons hydrogene stabilisant

lintermédiaire tétraédrique sont absentes a lalés minimisations. Trois causes peuvent étre

évoquées, qu’on peut rencontrer seule ou comberdtes elles :

Non stabilisation de I'oxyanion Dans ce cas, seule la liaison hydrogéne entre
'oxyanion (O, de l'acyle et le groupement amine (NJHde la Thr40 (D4) est
maintenue. Les deux autres liaisons pouvant ssebitiette charge ont été rompues,
suite a un déplacement du squelette pour la liaés@c GIn106 ou une rotation de la
chaine latérale pour la Thr40 (Figure 48 a).

Absence de la liaison entre I'His224 (H) et la partie alcool du substrat (Qy)
(D1). Pour ces structures, un décalage de la partieladlcosubstrat a été observeé vers
les résidus Ala281 et 282 (Figure 48 b).

Absence d’une liaison entre les résidus de la tri@dcatalytique.Pour les structures
avec les liaisons hydrogéne entre I'His224 et 'B&p (D3) rompues, I'absence de
liaison peut généralement étre corrélée avec unubament du cycle imidazole de
I'histidine (Figure 48 c). Pour toutes les struetiretenues, la distance entre la Ser105
(O,) et I'His224 (H,) (D2) est telle que la liaison hydrogene peutosmeér.
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Figure 48 : Structures non productives obtenues avec le (R)-pentan-2-ol (en jaune). Sont représentés
en vert la partie acyle, en rouge foncé les résidus de la triade catalytique, en bleu les résidus de la
poche énantiosélective et en saumon les résidus du trou oxyanionique. Les distances entre les
atomes impliqués dans des liaisons hydrogéne sont en vert. La surface de I'enzyme est représentée
en blanc par transparence. Seuls les atomes d’hydrogéne d’intérét sont visibles. a) Structure avec
I'oxyanion non stabilisé. b) Structure avec la liaison hydrogéne entre l'histidine et I'alcool absente. c)

Structure avec la liaison hydrogéne entre I'histidine et I'acide aspartique absente.

Aucune structure n’a été considérée comme non producticawse d'une différence trc
importante par rapport la structure critallograpieiqie I'enzyme seule. En effet, les vale
de rmsdobtenues pour la comparaison entre I'enzyme etrlectsire cristallogrehique sont
basses. La valeur la plus élevée est de 0,51 A [posguelette, et de 0,76 A pour I'enzy
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entiére. Les moyennes calculées pour les 16 stescénergétiquement viables sont de 0,45 A
et 0,68 A. Ces valeurs restent trés inférieures& Bespectant ainsi le critére imposé par
Vallikivi comme limite de similarité (Vallikivi etoll., 2005). Nous pouvons constater que les
valeurs sont plus élevées pour I'enzyme entiers. &gmentations peuvent étre attribuées
aux chaines latérales des résidus, qui préseritentie liberté de mouvement. Ce mouvement
devient trés important pour le substrat. En efeethoyenne deansddes atomes concernés
pour tous les structur@sretenues est de 1,21 A et la valeur maximalee4t @il A.

Tableau 16 A : Récapitulatif des modes de fixation du pentan-2-ol aprés optimisation. Les chiffres

entre parenthéses correspondent au nombre de structures non productives.

16 (9) 12 (8) 3 (1) 1(0) 0 (0)
20 (5) 2 (1) 14 (1) 4 (3) 0 (0)

Ces structures non productives sont pratiquemenmiesoen mode de fixation de type |
(tableau 16A), avec la poche énantiosélective aaeygar le groupement méthyle. Néanmoins
ce mode de fixation ne peut pas étre considéré eomade non productif car pres de la
moitié des structures de ce mode sont productives structure non productive a été
identifiée en mode Il, avec le substituant L orewnérs la poche énantiosélective. On trouve

également des structures productives en moddlll et

Seulement 8 structures sur 54 au total et 5 suR@®eplus stables sont considérées non
productives pour la form8 (tableau 16A). Pour ces structures, soit 'oxyamjoin n’est pas
stabilisé, soit la liaison hydrogéne entre I'His224e substrat (D1) est rompue. Pour une des
structures la liaison hydrogéne entre I'His224,fHet la Serl05(¢) (D2) est egalement
absente. Bien que pour certaines des structuresuds avec le§-pentan-2-ol nous ayons
observé le basculement du cycle de I'histidinegnains une liaison hydrogene avec ’Asp187
(D3) est toujours présente. Par conséquent, cauleasent ne conduit pas forcément a une
structure non productive. En analysant la répartitles structures, aucun consensus ne peut
étre trouve. En effet, les structures non prodestine sont pas propres a un mode de fixation
en particulier. On trouve ainsi une structure novdpctive pour les modes de fixation | et Il
et trois pour le mode Ill. La majorité des struetinon productives sont en mode Ill. Malgré

cela ce mode regroupe également des structuresqinzes.
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Parmi les 16 structures énergétiguement acceptalolgR)-pentane-2-ol, 7 seulement sont
productives (tous modes confondus). En comparaesaec le §-pentane-2-ol, il reste
beaucoup plus de structures productives (15 au).t@@a@ premier bilan est totalement en
désaccord avec les résultats expérimentaux. Leng#eodes structures non productives
(indépendamment de la répartition dans les dift8remodes) donne respectivement 8 et 5
possibilités pourR et S En admettant I'équiprobabilité de ces formes, rapport des
structures non productives va a I'encontre dedtasiexpérimentaux et I'on se serait attendu
a ce qu'un plus grand nombre de structures nonugtoes pourS (par rapport aR)
contrebalance I'effet négatif du rapport des strregt productives. Il faut donc constater que

ces interprétations statistiqgues ne sont pas co®@a I'énantiosélectivité mesurée.

A.IIL.2.b Corrélation structure-énantiosélectivité dans le cas du butan-2-ol

Pour les 18 structures d®){butan-2-ol, cinq se sont avérées non productifResir les
structures retenues selon les trois criteres étigugs utilisés précédemment (énergie
potentielle totale, énergie potentielle de la padicool du substrat et énergie d'interaction),
deux structures peuvent étre considérées commematuctives (une en mode | et une en
mode II) (Tableau 16B). Pour la premiére on comestgue la distance entre I'His224 et
I'atome d’oxygéne de I'alcool D1 est trop grandepeur la seconde structure non productive,
c’est I'oxyanion qui n’est pas stabilisé (figure)4®n peut noter que la structure en mode
intermédiaire présente toutes les liaisons hydregaécessaires a la catalyse et peut étre

considéré comme productive.

Tableau 16 B: Récapitulatif des modes de fixation du butan-2-ol aprés optimisation. Les chiffres entre

parenthéses correspondent au nombre de structures non productives.

Mode

Alcool Total Mode | Mode I Mode Il TG E

(R)-butan-2-ol 8 (2) 4 (1) 3(1) 0 (0) 1(0)
S)-butan-2-ol 6 (2) 0 (0) 4 (0) 1(1) 1(1)
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Figure 49 : Structures non productives obtenues avec le (R)-butan-2-ol (en jaune). Sont représentés
en gris la partie acyle, en rouge foncé les résidus de la triade catalytique, en bleu les résidus de la
poche énantiosélective et en saumon les résidus du trou oxyanionique. Les distances entre les
atomes impliqués dans des liaisons hydrogene sont en vert. Seuls les atomes d’hydrogéne d’intérét
sont visibles. a) Structure avec la liaison hydrogene entre I'histidine et I'alcool absente. b) Structure

avec I'oxyanion non stabilisé.

Comme pour le pentan-2-¢&s valeurs drmsdobtenues pour la comparaison entre I'enz:
et la structure cristallographigue sont bastn effet lermsdmoyen des 8 structures reten
n‘est que de 0,46 A, si on ne considére que lesetalu squelette et de 0,72 A si on pren
compte tous les ames. Les valeurs maximales rencontrées sont ®,88@ A. Ces valeur
témoignent d’'une évolution faible au cours des misations et sont trés inférieures au cri
de 3 A, imposé par Vallikivi comme limite de sirmité (Vallikivi et coll., 2005). Ls
variations dermsd sont beaucoup plus importantes pour le substrafprEnant en compi
uniguement le substrat (alcool + acyle) et les auhe la chaine latérale de la Serl105
obtient unrmsdmoyen de 1,27 A et la variation la plus importaegece 1,59 A. Ces valeu
traduisent bien les réorientations précédemmenstatées (six orientations au dépar

seulement trois a l'arrivée).

En ce qui concerne la forngdu butan-2sl, deux structures peuvent étre considérées cc
non productives, a age d’'une mauvaise stabilisation de I'oxyanion. kakeurs dermsd
calculées sont trés proches de celles trouvées lpdormeR. Ainsi les valeurs moyenn
obtenues pour les atomes du squelette, tous leseatet les atomes du substrat additior
de k chaine latérale de la Ser105, sont respectivedei4!; 0,71 et 1,16 A. Ces del
structures non productives sont conformes aux regténergétiques imposés. On |

constater que les deux structures non productieesespondent au mode Il et au de
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intermédiaire. Par conséquent, toutes les strustuegenues, sur criteres énergétiques et
productives appartiennent au mode Il (avec le gowgnt éthyle orienté vers la poche
énantiosélective). Ce dernier mode correspond biermode de fixation décrit dans la

littérature comme privilégié par 'énantioméeles alcools secondaires.

Si I'on ne s’intéresse qu’aux formes productivemantiomereR est privilégié par rapport&

(6 et 4 possibilités respectivement et quelle mqitla répartition dans les modes) ; cela est
gualitativement conforme aux résultats expérimentsiul’'on admet que ces formes sont
energétiquement équiprobables. Quant aux formespnoductives, elles peuvent avoir un
effet inverse et leur présence peut diminuer ['épaélectivité de ['énantiomere
correspondant. En effet, leurs fixations probaldlass le site catalytique (attestées par les
criteres énergétiques) diminueraient I'efficacit@@matique puisque la réaction ne peut avoir
lieu. Dans le cas présent déy-(et (§-butan-2-ol, le nombre de formes non productivas e

équivalent et donc sans effet global sur I'énagtedivite.

A.IIL.3.Détermination du mode de fixation privilégié

Dans les paragraphes précédents, les modes deriixat butan-2-ol et du pentan-2-ol ont été
répertoriés. Ici, nous avons tenté de déterminermiede de fixation privilégié des
énantioméres du butan-2-ol et du pentan-2-ol erisant les termes énergétiques
précédemment calculés pour sélectionner les stestles plus probables (EpEp. et
Eintza). L'énergie d'interaction entre I'enzyme et le strat (Eints) et I'énergie potentielle
du substrat entier (Epont également été calculées. Afin de comparemedes de fixation
entre eux, les moyennes des énergies correspoadahbique mode de fixation ont été
calculées. Puis, les meilleures structures ontsétéctionnées selon ces différents critéeres
d’énergies (Tableau 17). Ce travail a été effetué la totalité des structures retenues,

considérées comme les plus stables, ainsi quesstructures productives.

Le mode de fixation privilégié par IR)-pentan-2-ol peut étre déterminé sans ambigurié. E
effet, toutes les énergies calculées, excepté enme des Ep sont en faveur du mode I.
Ainsi il semblerait que pour le pentan-2-ol le madie fixation privilégié des structures
productives, correspond bien au mode de fixationrideomme tel dans la littérature
(Orrenius et coll., 1998 a ; Heeffner et coll., 198
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La détermination du mode de fixation privilégie (@-pentan-2-ol est plus difficile. Ainsi,
pour toutes les structures retenues, il apparaitigjunode | soit privilégié par Eple mode I
par Ep et Eg et le mode Il par les énergies d’interaction (Eiret Eints). En considérant
uniquement les structures productives le moderilde étre préféré par 'enzyme. En effet,
les énergies potentielles moyennesr,Epp. et Eg sont en faveur de ce mode, et les
meilleures structures choisies en fonction de 4;Hpps, Eps et Einta sont en mode Il
(Tableau 17 et 18). Bien que la moyenne des érsedjinteraction soit meilleure pour le
mode Il (avec le substituant M dans la poche éosélective), la structure la plus stable

sélectionnée selon I'énergie Hipappartient au mode I1.

Un probléme semblable a été rencontré lors detExméation du mode de fixation privilégié
du (R)-butan-2-ol. En effet, pour cet énantiomere il @ypas de concordance entre les
différentes énergies. Ainsi les moyennes des éeeiigp et Ep. sont en faveur du mode |1,
Eintea est en faveur du mode Il et Eiget Ep- sont en faveur du mode intermédiaire. La
méme chose peut étre constatée pour les strughnoesictives. Le choix de la meilleure
structure n’apporte pas plus d’information, car femction des énergies choisies, ces
structures auront des modes différentes (Tablegu Q@ peut noter par ailleurs que les
résultats sont différents, si on regarde I'énedjigteraction entre I'enzyme et la partie alcool
du substrat ou entre I'enzyme et la totalité dusgalb. Par conséquent, la partie acyle semble
jouer un réle non négligeable dans la fixation 'diedol secondaire. Une fois de plus, il est
nécessaire de sélectionner un critére énergétigbtef Précédemment, nous avons supposé
gue c’est I'énergie d’interaction entre I'enzymelatpartie alcool du substrat (Eia} qui
décrit le mieux notre systéeme. Si ce terme énaygétest choisi, c’est le mode I, avec le
substituant L dirigé vers la poche énantiosélecting est favorisé. Ce mode est différent du
mode de fixation considéré productif, mode I, se@mnenius et coll. (Orrenius et coll.,
1998a).

Pour les structures retenues pour $hutan-2-ol il apparait que la moyenne des énsrgie
d’interaction entre 'enzyme et la partie alcool sltbstrat soit en faveur du mode IIl. Toutes
les autres énergies moyennes calculées ont étavenrfdu mode II. De plus, la structure
ayant la meilleure Eigk appartient également au mode 1l (Tableau 18). Eenemrésultat a
éte trouvé en sélectionnant la meilleure structelen I'énergie potentielle totale (Bpdu
substrat (Eg) ou de l'alcool (ER) ou selon I'énergie d’interaction entre I'enzyme le
substrat (Eirds) (Tableau 4). Ainsi, bien que I'énergie d’'inteiaot moyenne Eirdy Soit en
faveur du mode lll, c’est le mode de fixation Iligest privilégié pour le §-butan-2-ol.
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Toutes les structures productives étant en modé fly a finalement aucune ambiguité

concernant le choix du mode de fixation.

Tableau 17 : Meilleures énergies mesurées pour les structures retenues aprés application des trois
criteres énergétiques et pour les structures retenues et productives. Ces valeurs n'appartiennent pas a
une méme structure. Les modes de fixation de ces structures sont entre parenthéses ; (int) représente
le mode intermédiaire. Epr, Eintes, Eintza, Eps et Epa représentent respectivement I'énergie potentielle
totale, I'énergie d'interaction entre I'enzyme et le substrat, I'énergie d’interaction entre I'enzyme et la

partie alcool du substrat, I'énergie potentielle du substrat et I'énergie potentielle de la partie alcool du

substrat (en kcal.mol™).

Alcool
(Sfelsei2iels retenues -17406 (1) -192,9 (1) -95,5 (1) 0,2 () 8,1 (1)
productives -17296 (lll)  -192,9 (I) -79,6 (I 40 8,1 ()
(Sfegien el retenues  -17394 (1)  -189,6 (1)  -99,0 (11I) 0,9 (IN) 8,9 (I
productives  -17354 (1)  -189,0 (llI) -87,4 (Il LD 8,9 ()
(R)-butan-2-ol retenues  -17434 (l) -192,3 (ll) -86,7 (I -2,4 () 5,6 (1)
productives -17376 (int) -186,1 (int) -84,6 (Il ,421) 5,6 (I)
(S)-butan-2-ol retenues  -17425 (ll) -180,3 (Il -78,0 (1N -0,5 (Il 5,3 (I
productives -17425(ll)  -180,3 (Il -78,0 (1) -0(8) 5,3 (Il

Tableau 18 : Energies mesurées pour la structure ayant I'énergie interaction entre I'enzyme et la partie
alcool du substrat la plus basse parmi les structures retenues aprés application des trois critéres
énergétiques et pour les structures retenues et productives. Epy, Eintgs, Eintza, Eps et Epa
représentent respectivement I'énergie potentielle totale, I'énergie d’interaction entre I'enzyme et le
substrat, I'énergie d’interaction entre I'enzyme et la partie alcool du substrat, I'énergie potentielle du

substrat et I'énergie potentielle de la partie alcool du substrat (en en kcal.mol'l).

Alcool Ep+ Eintgs Eintga
(R)-pentan-2-ol retenues I -17337  -187,8 -95,5 6,3 12,2

productives | -17273 -172,6 -79,6 7,3 14,6
(S)-pentan-2-ol retenues I -17294  -182,3 -99,0 11,8 10,8
productives 11 -17238 -189,0 -80,1 13,2 12,2
(R)-butan-2-ol retenues Il -17434  -192,3 -86,7 4,6 9,9
productives 1] -17260 -178,1 -84,6 6,8 10,1
(S)-butan-2-ol retenues Il -17304  -176,9 -78,0 3,0 6,6
productives 1] -17304 -176,9 -78,0 3,0 6,6
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A.Ill.4.Conclusions

Deux modes de fixation ont été décrits dans larture pour chaque énantiomére des alcools
secondaires. Pour la CALB, le mode de fixationdlupla forme R et le mode | pour la forme
S ont été considérés comme non productifs, céaikoh hydrogene entre I'His224 et 'atome
oxygéene de l'alcool était absente (Heeffner et ct®98). Nous avons montré précédemment
gue d’autres modes de fixation peuvent exister.sDzette partie nous avons regardeé si ces
structures étaient productives ou non. L'équipdidé a montré que pour le butan-2-ol et le
pentan-2-ol le mode de fixation Il pour la fornke avec substituant L vers la poche
énantiosélective, était également productif. Dang Etude, seul le mode de fixation | de
'énantioméreS, avec substituant L vers la surface, était nordgpetf (Orrenius et coll.,
1998a).0n retrouve les modes | et 1l pour les fornRest S, mais ces modes contiennent des
structures productives et non productives. Global@mous n’avons pas trouvé de mode de
fixation spécifique aux structures dites "non prides”. Les modes de fixation Il et
intermédiaires regroupent des structures non ptoeisca I'exception de trois structures : une
structure avec leR)-butan-2-ol en mode intermédiaire et une pour ghates eénantiomeres

du pentan-2-ol en mode Ill (Tableau 15).

Nous avons espéré pouvoir expliquer I'énantiosiliéetde la CALB vis-a-vis du butan-2-ol
et du pentan-2-ol en se basant sur les nombresrw#uses productives et non productives
pour les deux formeR et S. En effet, si la formeS présentait plus de structures non
productives, cela aurait suggéré gu'’il y avait plieschance que I'énantiomegese fixe en
mode non productif et ressorte (ou reste) de laitecasans subir l'acétylation.
Malheureusement les résultats obtenus sont décevdddns le cas du butan-2-ol,
l'identification et le comptage des structures roductives n'a pas permis d’améliorer
guantitativement I'explication de I'énantiosélediv car les formeRR et S ont autant de
structures non productives (2 chacun). A l'inverdans le cas du pentan-2-ol, la statistique
basée uniquement sur le comptage des solutiongéditprement acceptables était déja non
conforme aux résultats expérimentaux, mais elleete\encore plus divergente lorsque I'on
distingue les formes non productives, car I'énanéeR a plus de formes non productives
gue S (8 et 5 respectivement). La regle simple d’addéivdes formes productives et de
perturbation des formes non productives ne perraet ghas d’expliquer I'énantiosélectivité
de la CALB.
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En dernier lieu, nous avons regardé si certainsaséthient privilégiés par rapport a d’autres,
selon des critéres énergétiques. D’aprés notreegildpparait que le mode | est privilégié
pour le R)-pentan-2-ol. Pour le§-butan-2-ol, nous avons noté précédemment, que l&su
structures retenues et productives appartenaientale [I. Néanmoins, nous avons montré
gue ce mode était bien le mode de fixation privdégour les structures retenues
préecédemment sur des criteres d’énergie. PouR)Mdtan-2-ol et §-pentan-2-ol, le choix
d’'un mode nécessitait le choix d’'un critere énequét adapté. Nous avons choisi comme
critéere I'énergie d’interaction entre I'enzyme atgdartie alcool du substrat. Ainsi, le mode de
fixation Il a été considéré comme privilégié poas deux énantiomeres. Pour B-butan-2-

ol, nos résultats différent de ceux de la littémtear le mode de fixation privilégié d’aprés la
littérature est le mode | (Orrenius et coll., 129&aeffner et coll., 1998).

Aucun des parametres étudiés dans ce paragrappermet d’expliquer I'énantiosélectivité
de la CALB. Il apparait que I'hypothese de I'équipabilité des structures soit erronée. Dans
le prochain paragraphe, nous allons donc affinerpgarametres énergétiques, afin de ne

considérer que les meilleures structures.
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A.IV. Tentatives de corrélation de I'’énantiosélectivité avec des

criteres structuraux et énergétiques

Précédemment, nous avons cherché a expliquer tiésalectivité de la CALB vis-a-vis du
butan-2-ol et du pentan-2-ol en se basant surdquénce de structures énergétiquement
favorables puis en modulant ce critére simple pagrésence de structures non productives,
mais sans succes (8 A.lll). Ici, nous allons essdgetrouver une explication en utilisant des
critéres structuraux puis des criteres énergétigDesis un premier temps les distances
établies entre I'histidine catalytique et I'oxygede la partie alcool (D1), d'une part, et entre
I'histidine catalytique et 'oxygene de la sériri@2), d’autre part, ont été utilisés. Dans un
deuxieme temps, nous avons décidé de ne plus &ssies structures sélectionnées a des
structures équiprobables énergétiquement. Afinaliecgonner les meilleures structures, des
critéres énergétiques plus sophistiqués ont étisish@our finir, ces résultats ont été reliés a

la déformation du substrat.

A.IV.1.Etude des distances caractérisant les des liaisons hydrogenes

indispensables a la catalyse enzymatique

Une corrélation a été trouvée par Schulz et cotreela distance les atomesytde I'histidine

et 'oxygene des alcools secondaires et I'énarlgotigité observée pour leurs résolutions par
la lipase dePseudomonas cepacills ont montré que, pour I'énantiomere le plust,lelans

un mode de fixation productif, cette distance gbhis grande pour les alcools présentant un
ratio énantiomerique élevé (Schulz et coll, 20®)r la base de cette étude nous avons
compareé cette distance pour les deux forRiesS du butan-2-ol et du pentan-2-ol d’'une part,

puis entre ces deux alcools. En plus de cettergistanous avons également utilisé la distance
séparant I'histidine de I'atome,@e la Ser105 (tableau 19).
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Tableau 19 : Récapitulatif des moyennes des distances et des valeurs de distance les plus courtes (en

A) mesurées pour les structures retenues avec le butan-2-ol et le pentan-2-ol.

Alcool dist O, --- N,H His 224 dist Q, --- N.,H His 224

d O/H d O/N d O/H d O/N

(R)-pentan-2-ol moyenne 2,52 2,94 2,00 2,59
minimum 2,10 2,51l 1,81 2,45

(S)-pentan-2-ol moyenne 2,46 2,89 2,14 2,70
minimum 1,95 2,50 1,85 2,47

(R)-butan-2-ol moyenne 2,35 2,76 2,16 2,65
minimum 2,07 2,54 1,90 2,47

(S)-butan-2-ol moyenne 2,30 2,69 2,05 2,62
minimum 2,13 2,52 1,93 251

A.IV.1.a Cas du pentan-2-ol

Les distances "catalytiques", correspondant ausolies hydrogene établies entre I'His224 et
'oxygéne de la partie alcool du substrai&D1) d’'une part et 'oxygene de la Ser105)(O
(D2) d’autre part, ont été mesurées. Deux méthodesété utilisées afin de les comparer : soit
en comparant les moyennes obtenues pour les seadies plus stables, retenues selon le
triple critére énergétique, soit en comparant fadiice la plus courte. En ce qui concerne la
distance entre I'His224 (k) et I'oxygéne de l'alcool (@) (D1), elle est plus longue pour la
forme R que pour la formes (les valeurs moyennes des distances sont de 2,32@ A
respectivement) (Tableau 19). C’est I'inverse cgii@servé pour la distance mesurée entre
I'His224 (H,) et la Ser105 (¢) (D2). Ainsi cette distance, conformément a nosnags, est
plus courte pour la formB. Ceci reste vrai, que I'on considére la moyenre distances de
toutes les structures, ou uniquement la distanpdukacourte (Tableau 19). Néanmoins cette
différence reste trés faible, aux alentours def),te qui est inférieur a la précision de la
résolution de la structure cristallographique, ¥1.J0% = 0,17 A. De plus, il est difficilement
imaginable qu’une différence si faible puisse &gsponsable d’'un ratio énantiomeérique de
100.

A.IV.1.b Cas du butan-2-ol

Nous avons comparé les distances correspondartisggspons hydrogéne susceptibles d’étre
formées par I'His224. La comparaison selon les daaihodes conduit aux mémes résultats :
les distances D1 et D2 sont plus courtes pourr@add que pour la form& (Tableau 19).

Ces résultats suggerent que I'énantiont@serait transformé plus facilement par I'enzyme
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gue I'énantiomerdR, or ce n'est pas ce qui a été trouvé expérimenehe (la formeR est
transformée globalement quatre fois plus vite quéofmeS). Ces distances ne permettent
donc pas d’expliquer I'’énantiosélectivité de la @\bour le butan-2-ol.

A.IV.2.Détermination de I'énantiosélectivité par de criteres

énergétiques

Sur la base des solutions déja sélectionnées, abjeetif était donc de trouver un deuxieme
crible énergétiqgue plus contraignant capable dereiedre encore plus les solutions
(productives et non productives) et permettant éeégnliser une explication qualitative de
I'énantiosélectivité pour les deux alcools secoregaiétudiés. Avant de choisir ce critere
unique, il faut d’abord analyser les différentsmes énergétiques globaux disponibles :
I'énergie potentielle totale du complexe enzymessuah (Ep), I'énergie potentielle de
l'enzyme (Ep), I'énergie potentielle du substrat et finalement I'énergie d’interaction
enzyme-substrat (Eigd). (Rappel : préecédemment, I'énergie potentiellaléodu complexe
enzyme-substrat (Ep I'énergie potentielle de la partie alcool du stét (Ep) et I'énergie
d’interaction enzyme-alcool (Eigd) ont été utilisées simultanément, afin de sélacko les

structures les plus stables.)

Dans ce protocole qui ne fait pas intervenir deénwlies de solvant, ces énergies sont reliées

de la fagon suivante : Ep Ep: + Eps + Einks

L’énergie potentielle de 'enzyme (Epest susceptible de variations artéfactuelles l&ees
modifications conformationnelles hors des zonesteraction avec le substrat ; ces variations
peuvent étre induites par le processus d’optinieatnathématique (quel qu’il soit) de
I'énergie. A ce titre, ce terme énergétique ne nermable pas pertinent et n'a donc pas été
retenu. De la méme fagon, I'énergie potentiellealeotdu complexe enzyme-substrat,
dépendant en partie du terme énergétique de I'eazympas été retenue non plus. Quant au
substrat, nous avons déja mentionné qu’il ne powegpositionner dans le site catalytique (en
solutions productives ou non productives) qu’erdérmant. De ce fait, il ne nous a pas
semblé raisonnable de prendre en compte son énpagentielle (Eg) ne sachant pas
exactement l'effet de cette déformation sur cettergie. A contrariq en prenant un autre

critere énergétique, il est plus utile d’analys&ps] pour quantifier la déformation du
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substrat. Au bout du compte, le seul terme reganténergie d’interaction enzyme-substrat
(Einteg) qui contient intrinsequement I'information rectie¢e : 'adaptation des deux acteurs
pour une solution d’arrimage énergétiquement aetdpttenant compte notamment de la
déformation nécessaire du substrat. Par ailleerserene d’interaction est tres classiquement
utilisé pour comparer des complexes engageantalésnaires différents mais présentant des
zones d’interactions similaires en surface et @edyde contacts. Il est intéressant de noter
gue les valeurs les plus basses obtenues pourme tnergétique pour le butan-2-ol et le
pentan-2-ol (formesR et S confondues) sont trés proches (-192,4 et -192Al.rkol*
respectivement). Ce terme énergétigue nous ayanbl&etout a fait adapté pour notre
probleme, nous avons pu appliquer un critére decgéh certes arbitraire mais relativement
strict de 10 kcal.mdl par rapport aux valeurs les plus basses pour (tgrb2rol et (+)-
pentan-2-ol respectivement. S’agissant de mécampléculaire, les valeurs mentionnées ne
peuvent s’interpréter qu’en relatif en non pas esolu ; une variation maximale de 10
kcal.mol* entre la solution la plus stable et la derniérermee correspondrait selon la relation
de Boltzmann a une différence de probabilités dtexice de ces solutions trés importante.
Néanmoins, a cause des différents biais introduatsnos protocoles de minimisations de
I'énergie, nous avons estimé que le critere de wauptilisé était globalement en adéquation

avec la précision de nos calculs énergétiques.

Le tableau 20 (ci-dessous) indique le nombre datisols retenues avec ce deuxieéme crible
energeétique, la répartition des solutions selomli#férents modes déja décrits et également le
caractére productif ou non productif. Lorsque lduson est unique, la valeur entre
parenthéses correspond a cette énergie d’intenactians le cas de plusieurs solutions, la
valeur représente la moyenne des énergies d'irik@nac
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Le tableau 20 : Solutions retenues avec le deuxiéme crible énergétique : nombre de solutions et leur
répartition selon les différents modes. P représente les structures productives et NP les structures non
productif. Lorsque la solution est unique, la valeur entre parenthéses correspond a I'énergie

d’interaction ; dans le cas de plusieurs solutions, la valeur représente la moyenne des énergies

d’interaction (en kcal.mol'l).

Mode
intermédiaire

Alcool Total Mode | Mode Il Mode Il
2(-188,2) 1(-192,9) 1(-183,4)

(R)-pentan-2-ol

NP 2(-185,2) 2(-185,2)
(S-pentan-2-0l S g&gggg 1(1840) 1(-184,8) mgggg
(R)-butan-2-ol NPP 11 ((_'%gg’j)) 1(-192.4) 1(-186,1)
(9)-butan-2-ol NPP 8

A.IV.2.a Cas du (%)-pentan-2-ol

Pour le R)-pentan-2-ol, deux solutions productives sonti&enées appartenant aux modes
| et Il avec une préférence assez marquée toutptmis le premier mode (-192,9 et -183,4
kcal.mol* respectivement), ce qui correspond & ce qui esttdimns la littérature. Il existe
bien une solution d’arrimage productive correspomdau mode Il mais qui n'a pas été
retenue a cause d'une énergie d'interaction tréasvdéable (-167,9 soit 25,0 kcal.nfolu
dessus de la meilleure solution). Par ailleursexilste aussi 2 solutions non productives
regroupées dans le mode | avec des énergies oartas basses que les solutions productives
mais cependant significatives. Enfin, bien que retenue par ce crible, il faut mentionner
une solution non productive en mode Il (-180,5 koal™). Finalement, sur la base de ce
critere, il faut donc admettre que la résolution(R)tpentan-2-ol est probablement perturbée

par I'arrimage occasionnel de ce substrat en modeproductif.

Pour le §-pentan-2-ol, 2 solutions productives sont séectées appartenant aux modes Il
et Il avec une préférence marquée toutefois peumdde I (-189,0 kcal.md) qui n'a pas

été deécrit dans la littérature. Pour ces solutiprgluctives, une seule solution du mode |,
sélectionnée par le premier crible mais non retgrarece deuxiéme crible a cause d’'une
énergie d'interaction trés médiocre (-159,5 kcalio devrait avoir une probabilité
d’existence quasiment nulle (33,4 kcal.thalu-dessus de la meilleure solution). Cependant,
la caractéristigue importante dig){pentan-2-ol est d’avoir également deux formes non
productives (mode | et Ill) d’énergies d’interactibout a fait comparables aux solutions
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productives. Il existe également une autre forme pr@ductive en mode Il mais négligeable
et non mentionnée dans le tableau compte tenu deagsaise énergie d’interaction (-156,0
kcal.mol%). Finalement, avec les solutions retenues pareceiéime crible, la résolution du

(9-pentan-2-ol est tres significativement perturpéel’arrimage de ce substrat en mode non
productif (probabilité aussi importante que le mpdaductif, eu égard aux valeurs moyennes

des énergies d’interaction).

La comparaison des solutio® et S du pentan-2-ol permet d’obtenir une explication
gualitativement satisfaisante de I'énantioséletdivnesurée expérimentale (préférence de la
résolution de la formd&). Pour la conformatiorr, le tableau indique une préférence des
formes productives par rapport aux formes non ptdes (différences des moyennes
d’énergie de 3 kcal.mdlen faveur des solutions productives). Alors quer pesiformesS, la
perturbation des formes non productives est biars pharquée (pas de différences des
moyennes d’énergies). De plus, les solutions pribckgR sont un peu meilleures en énergies

d’interaction que les celles & (-188,2 et 186,9 kcal.mbtespectivement).

A.IV.2.b Cas du (%+)-butan-2-ol

Pour le R)-butan-2-ol, une seule solution productive esed@nnée mais appartenant a un
mode intermédiaire contrairement a ce qui est tdéams la littérature (mode I). A titre de
comparaison et méme si les solutions | et Il n'pas été retenues, les meilleures valeurs
énergétiques sont respectivement de -177,8 et :1k&l.mot’. Par contre, la seule forme
productive du R)-butan-2-ol est sérieusement concurrencée parfamnge non productive
(mode 1) encore meilleure en énergie. Il faut égant noter une autre forme non productive
en mode |, non retenue a cause de son énergiemation (-173,4 kcal.md) et donc peu
probable. En ne s’intéressant qu’aux solutions imenées dans le tableau, on peut donc en
déduire que la résolution diR)tbutan-2-ol est largement perturbée par cette domon

productive.

Pour le §-butan-2-ol, aucune solution est retenue d’'apodserdeuxiéme crible énergétique
aussi bien productive que non productive. Pourrinfdion, les solutions productives
sélectionnées par le premier crible étaient todéesode Il et la meilleure d’entre elles a une
énergie d’interaction de -180,3 kcal.Moflonc seulement 12,1 kcal.rifohu-dessus de la

meilleure solution, non loin du seuil de coupura. @obabilité d’existence notamment par
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rapport a la solution productivi@ n’est pas complétement négligeable. Enfin, la lewwié
solution non productive a une énergie dinteractise -172,2 kcal.mdl donc

significativement plus mauvaise et on estimer quprebabilité d’existence est insignifiante.

BN

Concernant I'énantiosélectivité pour le butan-2i@xplication a partir des différences de
valeurs d’énergies d’interaction est donc bien plisee que pour le pentan-2-ol. Néanmoins,
il faut clairement admettre qu'une forme non prdoiec peut perturber l'efficacité de la

résolution de I'énantiomei® et moduler I'énantiosélectivité sans toutefoimvérser.

A.IV.2.c Déformations du substrat dans le site catalytique

Ces déformations se traduisent par une augmentdgobiénergie potentielle du substrat.
Apres le premier crible énergétique, pour I'ensardss solutions retenues pour le pentan-2-
ol et le butan-2-ol (solution®/S et productives/non productives confondues), ldswa
moyennes d’énergies potentielles sont de 6,5 ek@ILmol* respectivement. Cet écart est
tout a fait interprétable étant donné les faible&l® moléculaires. Apres ce deuxieme crible
énergétique, on constate que les meilleures sakitietenues ont des énergies potentielles
pour le substrat globalement bien supérieures. Rsuleux meilleures solutions productives
retenues duR)-pentan-2-ol, la moyenne des énergies du subestaie 11,3 kcal.mdl(soit
une augmentation trés significative de 4,8 kcaltholais ce n'est pas le cas pour les 2
modes non productifs (6,1 kcal.ipl Pour le §-pentan-2-ol, les modes productifs et non
productifs ont tous les deux des valeurs moyenfegeyies potentielles du substrat élevées
(12,2 et 9,8 kcal.mdi respectivement). Enfin pour IR)¥butan-2-ol, les formes productive et
non productive ont également des énergies potksidl substrat significativement élevées
(6,1 et 4,6 kcal.mdl respectivement en comparaison & la moyenne deeréfe du premier
crible : 3,1 kcal.mot). Ces variations de I'énergie potentielle du suttgteuvent également
étre reliées a des déformations des angles diddedableau 21 montre que certaines valeurs
d’angles diedres des meilleures structures (reteapess application du second critere) sont
trés éloignées des valeurs attendues pour uneroaation décalée (-60, +60 ou 180°).

Cela montre clairement d'une part, que les meisusolutions d'arrimage nécessitent
globalement les déformations les plus importantes sdbstrat pour s’adapter au site
catalytique et d’autre part, qu’'on ne peut paséddftier les modes productifs de ceux non
productifs.
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Tableau 21 : Valeurs des angles diédres du substrat lié a la Serl05 mesurées pour les structures
retenues aprés application du deuxiéme critére énergétique. Les valeurs en gras correspondent aux
diedres modifiés lors de la construction des intermédiaires tétraédriques. P représente une structure
productive, NP une structure non productive et (int) représente le mode intermédiaire. t1 a t7

correspondent respectivement aux angles diédres C,CgO,C;, CgO,C1C;, O,C1015C15, C101,C1,Cyy,

0,C1C,C3, 012C12C15C14, C12C13C14C1s. Eps est I'énergie potentielle du substrat en kJ.mol™.

P [ 11,3 -154 90 -180 -65 -135 -178 -163
(R)- p 1 11,3 -126 140 150 67 -132 -88 65
pentan-
2.0l NP [ 6,3 -133 139 132 -69 -99 36 58
NP [ 5,9 -128 135 129 -63 72 -61 86
P I 11,3 -147 134 169 -59 -141 -40 -30
(- P 1 13,2 -123 107 -176 -42 -127 -173 -53
pentan-
20l NP [ 7,5 -138 140 165 152 -120 66 -166
NP Il 12,1 -134 122 87 147 -66 83 65
(R)- P int 6,1 -143 103 -175 -63 -134 172
butan-
20l NP I 46 -165 95 116 86 -125 -63
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A.1V.3. Conclusions

Dans un premier temps, nous avons comparé lesndesacorrespondant a deux liaisons
hydrogenes nécessaires pour la catalyse impligidis24. Ces distances se sont avéerées
plus courtes pour la forme S, suggérant une réaptics facile pour cet énantiomére (Tableau
19). Une fois de plus, ce n’est pas un bon paranpsur expliquer I'énantiosélectivité de la
CALB vis-a-vis de ces alcools. Néanmoins, nous avoonstaté que cette distance était un
peu plus longue pour les structures obtenues aveeritan-2-ol que pour celles avec le butan-
2-ol (Tableau 16). Conformément a ce qui étaitwéopour la lipase deseudomonas cepacia
par Schulz et coll., ces résultats suggérent unatiésélectivité plus élevé de I'enzyme vis-a-
vis du pentan-2-ol que du butan-2-ol. Bien que césultats corroborent ceux de
'expérimentation, la différence de distance egp tfaible pour expliquer la forte différence

d’énantiosélectivité observée.

Ensuite, un deuxiéme critére énergétique a étdqaEphux solutions déja retenues, afin de
réduire d’avantage les nombres de solutions. Criéiee critére énergétigue, méme s'il peut
étre discuté quant au seuil de coupure, a le méatpouvoir expliquer qualitativement la
préférence de la résolution de la forRear rapport a la form8 pour le butane-2-ol et le
pentan-2-ol. Pour cela, plusieurs modes sont nakesset de plus, ce schéma explicatif
nécessite explicitement de prendre aussi en colapteolutions non productives. Ces deux
aspects sont réellement novateurs et trés peu ésomsqu’a présent. Il faut cependant
admettre que ce schéma explicatif n’est pas caghbtee quantitativement adapté a la trés
forte préférence de la conformati®dans le cas de pentan-2-ol. Enfin ce crible éniepgg
met en évidence la nécessité de la déformationuthstmt dans le site catalytique, cette

déformation étant d’autant plus forte pour les faeres solutions d’arrimages.
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A.V. Conclusions et perspectives du chapitre A

Dans cette partie, nous avons essayé de corréleeseltats de la modélisation avec ceux
issus de I'expérience. Pour cela, une étude sysitueades différentes orientations du butan-
2-ol et du pentan-2-ol a été menée. Le secondmdtdiaire tétraédrique formeé par ces alcools
avec I'enzyme a été construit. Différentes origatet ont été envisagées de facon a balayer
tout le volume de la cavité. Ainsi, pour chaquerferdu butan-2-ol et du pentan-2-ol, 18 et 54
structures, respectivement, ont été construitesieiement. Ces structures ont été optimisées
par deux minimisations successives. Les structless moins stables, ayant I'énergie
potentielle totale, I'énergie potentielle de latgagalcool du substrat et 'énergie d’interaction
entre I'enzyme et la partie alcool du substrat thautes, ont été éliminées. L'étude des
structures retenues pour ces deux alcools, moetistence des modes de fixation différents
de ceux de la littérature (Tableau 14). En effetre@us et coll., n'ont décrits que deux
orientations pour chaque forme (Orrenius et cb898 a), et des orientations supplémentaires
pour la forme S ont été envisagées que trés récatnmeis finalement écartées car moins
stables (Xu et coll., 2010).

Ensuite, nous avons veérifié si ces structures mtaiductives, c’est-a-dire pouvaient donner
lieu a la catalyse, ou pas. Les structures ont@t&idérées productives si toutes les liaisons
hydrogene nécessaires ont été présentes et sittuse finale était relativement proche de la
structure cristallographique. L'équipe de Hult antné que pour le butan-2-ol et le pentan-2-
ol le mode de fixation | pour la forn& avec substituant L vers la surface, était noulyctf,

car la liaison hydrogene entre I'His224 et I'atoimeygéne de l'alcool (D1) était absente
(Orrenius et coll.,, 1998 a). Notre étude n'a pasmie d'associer les structures non
productives a un mode particulier. Le seul moddixdgion ou toutes les structures sont non
productives est le mode Il pour la forrRedu butan-2-ol, mais ceci n’est pas veérifié pour le
pentan-2-ol. Parmi les toutes les structures enenmoigrmédiaire pour les deux alcools, une

seule est productive pour IB)(butan-2-ol (Tableau 15).

La fréguence de modes non productifs ne peut pdsséat seule pour expliquer
'énantiosélectivité, car cela conduirait a des ultss inverses a ceux obtenues
expérimentalement. En effet, pour le pentan-2afofrmeR présente plus de structures non
productives, ce qui suggererait une préférencead@ALB pour la formeS. Dans le cas des

structures les plus stables du butan-2-ol, nousi¥muvé autant de structurBsque de
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structuresS non productives. Ces résultats vont dans le seme ¢préférence similaire de la

CALB pour les deux formes.

La comparaison des différentes modes de fixatianstieictures productives selon différentes
termes énergétiques nous a permis de déterminendees de fixation privilégiés pour les
alcools étudiés. Ainsi, leRj-pentan-2-ol semble adopter une orientation cpomedant au
mode | et le R)-butan-2-ol une conformation correspondant au madeour la formeS de

ces alcools, c’est le mode Il qui semble étre [@iyé. Ces résultats sont en accord avec ceux

de la littérature, excepté pour R){butan-2-ol (Orrenius et coll., 1998 a).

En s’inspirant des études réalisées pour la lip@deseudomonas cepacpar Schulz et coll.
(2000), nous avons étudié les distances correspbadaeux liaisons hydrogenes nécessaires
pour la catalyse impliquant I'His224 (D1 et D2).Cdistances se sont avérées plus courtes
pour la forme S, suggérant une réaction plus fawiler cet énantiomere (Tableau 16), par
conséquent ce parameétre ne peut pas étre utiligé e@liquer I'énantiosélectivité de la
CALB vis-a-vis de des alcools étudiés. Néanmoimgjsnavons constaté que cette distance
était un peu plus longue pour les structures olee@ec le pentan-2-ol que pour celles avec
le butan-2-ol (Tableau 16), suggérant une énandoé@te plus élevé de I'enzyme vis-a-vis
du pentan-2-ol que du butan-2-ol. Mais la diffeeertte distance semble trop faible pour

pouvoir expliquer la forte différence d’énantiosdiaté observée.

Pour finir, un dernier crible énergétique a étélignp. La comparaison selon I'énergie
potentielle du substrat des structures ainsi rete@uété utilisée, avec succes, pour déterminer
I'énantiopréférence de la CALB vis-a-vis du penfaal et du butan-2-ol : les structures
obtenues pour la formR ont été trouvées plus stables. Ce crible énenggfpdus sophistiqué

a permis une explication qualitative de I'énantiestivité mais nécessitant obligatoirement

I'existence de solutions non productives.

Notre but de trouver un critegantitatif pouvoir prédire I'énantiosélectivité de la CALB,
n'a pas pu étre atteint. Cet objectif était peve-&rop ambitieux. En effet, les ratios
énantiomerigues mesurés pour le butan-2-ol etiéape2-ol sont de 4 et 100, respectivement,
ce qui correspond a une variation d’énergie patdatir.sAG faible, d’environ 0,9 et 2,9

kcal.mol* (d’aprés I'équation 30 et si on néglige le termea@ique).
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Méme si les études plus anciennes ont permis derndiéier I'énantiomere privilegié
(Orrenius et coll., 1998 a, Heeffner et coll., 198&za et coll., 2001), relier les résultats a des

valeurs du ratio énantiomérique n’a pas été pasgikdzlauskas, 2000).

Différentes explications sont possibles pour céieécDans un premier temps, Nnous pouvons
evoquer le protocole choisi pour notre étude. Hatehous avons choisi de fixer certains
atomes (tous les atomes du squelette dans un preamips, puis uniguement certains atomes
de carbone alpha). Néanmoins, ceci ne devrait gragrhent induire trop d’erreurs, car une
étude récente témoigne de la rigidité de la CALRtE étude realisée avec différentes
solvants, dont lI'eau, a montré que la variation mhisd par rapport a la structure
cristallographique était faible (0,4 - 0,8 A). Diaigy la flexibilité des régions mobiles décroit
avec la constante diélectrique du solvant (TrodierPleiss, 2008). Dans notre cas les
variations durmsd par rapport a la structure cristallographique stmtméme ordre et le

constante de diélectrique est un.

D’autre part nous avons choisi d’effectuer nos walsans modele de solvatation, afin de
mieux tenir compte de notre milieu sans solvant.ribdéle de solvatation, par exemple le
modele "distance dependant dielectrics”, avec eobstdiélectrique de 1, aurait peut-étre
permis de mieux tenir compte des énergies éleatigaes. Pour des raisons similaires, le fait
d’effacer les molécules d’eau présentes dans letste cristallographique, peut également
conduire a des erreurs. Par ailleurs, les chargeageles de I'intermédiaire tétraédrique ont

ete definies par défaut. Une étude par mécaniqaatque des atomes a proximité de la
liaison formée aurait été, peut-étre, plus appéeprimais les liaisons formées par les deux
énantiomeres, impliquent les mémes atomes, paréqaest la différence devrait étre

négligeable lors de la comparaison des énergies.

On peut également mettre en cause la techniqueséetil En effet, la technique de la
mécanique moléculaire ne permet pas de changercdeformations, car ce dernier
nécessiterait le franchissement d'une barriere gétigue. Au vu des multitudes de
conformations qui peuvent exister pour le complexeyme-substrat, la probabilité d’accéder
par cette technique a un minimum global, correspond la conformation la plus stable, reste
donc faible. Ainsi, par cette technique uniquent&g® minimums locaux peuvent étre obtenus
et ces derniers sont dépendants de la géométraepkert. Dans le but d’explorer d’autres
conformations de I'enzyme des techniques de dynaenigoléculaire auraient pu étre

utilisées.
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Un autre inconvénient de la mécanique moléculatdeefait qu’elle ne tient pas compte de
'entropie. D’aprés les travaux de Burkert et cqll982), selon lesquelles la composante
vibrationnelle de I'énergie peut étre négligée rapport a I'énergie potentielle, nous avons
choisi d’exclure de notre étude I'entropie. Deslégiplus récentes, ont montré que I'entropie
ne pouvait pas étre négligée. On peut notammest leis travaux de I'Ottosson (Ottosson et
coll., 2001 et 2002). Par ailleurs une étude réaldans notre laboratoire, a montré, que pour
le butan-2-ol et le pentan-2-ol, le terme entropigeprésentait un tiers de la différence
énergétique mesurée (Léonard et coll., 2007). dgerf appropriée pour quantifier 'entropie
a l'aide de la modélisation, serait d’étudier ledumes occupés par les substrats ou les
amplitudes des déplacements des atomes du sudstcaturs d’une dynamique (Ottosson et
coll., 2002a).

Pour finir, notre étude est basée sur les diffeermbservées entre les deux formes de I'alcool
etudié, une fois que cette derniere est en plaegs alle ne tient pas compte de tout ce qui
s’est passé avant ou apres. Parmi les phénoméneatdigu avant I'étape de transformation
de l'alcool secondaire on peut citer la fixation piemier substrat, avec la cassure d’'une
liaison covalente, la libération d’'un alcool etrtisée du second substrat. La fixation du
premier substrat ne devrait avoir aucune influestlene comporte pas de centre de chiralité.
Dans le cas de substrats chiraux, il se pourrag tps deux formes induisent des
modifications différentes dans la structure enzyguat Si ces modifications peuvent
persister dans le temps elles pourraient avoieffess sur le second substrat ("imprinting” ou
"effet empreinte”). Une autre explication de I'éhasélectivité pourrait résider dans une
différence de chemin préférentiel pour les deurnfes des alcools secondaires. En effet, il se
peut que la form& emprunt un chemin d’accés au site actif difféamtelui emprunté p&

ce qui se traduirait par un profil énergétique aight. Plus probablement méme, on peut
supposer que ce chemin soit le méme (géométriquepamant) mais que la courbe
énergétique d’interaction enzyme/substrat soitedifite entreR et S, exprimant ainsi une
accessibilité difféerente. A notre connaissancesdale étude de trajectoire du substrat a été
réalisée par Guieysse et coll. pour la lipas@udéhoderia cepaciamais ce dernier comporte
un long tunnel d’acces au site actif. Avant deaseér dans des études de modélisation tres
fastidieuses, nous avons choisis de vérifier erpgEmtalement, si ces phénomeénes pouvaient

réellement avoir des effets sur I'énantiosélediviies résultats seront présentés dans la suite.
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Chapitre B. Explications non conventionnelles de

I'énantiosélectivité

Dans la partie précédente, nous avons cherchdieeli@nantiosélectivité de la CALB vis-a-
vis du butan-2-ol et du pentan-2-ol a la structdeel’enzyme et de l'alcool. Nous avons
trouvé un critére énergétique, la difféerence d'greerd’interaction entre I'enzyme et le
substrat, entre les seconds intermédiaires tétcpedr formés avec les deux énantiomeres, qui
pouvait qualitativement expliquer I'énantiopréférerde la CALB pour ces alcools : la(les)
meilleure(s) structures sélectionnées, aprés ajait de nos cribles énergétiques, étaient
obtenus pour la form®&. Malheureusement, nous n’avons pas trouvé derergaantitatif.
Nous avons émis plusieurs hypotheses pour explicgeteéchec. Entre autres nous pouvons
citer les hypothéses suivantes : les deux énantesrgrésenteraient des chemins d’accés au
site actif différents ; le premier substrat (I'eésieuant le réle de donneur d’acyle) déformerait
le site actif de fagon a privilégier ensuite laation de I'énantiomer® ; I'entropie aurait un
réle important dans la définition de I'énantiosélaté. Dans cette partie, nous allons vérifier
ces hypotheses pour la réaction de transestéitficdes alcools secondaires chiraux, et plus

particulierement le pentan-2-ol, catalysé par ld.B4Aschéma 25).

CALB

R _
/ﬁl/ox R, + RZE/ Rs - - WOY 2 4 R, —OH
(e} OH (o] Ry
ester 1 alcool 1 ester 2 alcool 2

Schéma 25 : Réaction d’'acylation (ou de transestérification) catalysée par la CALB. R;, R, et R

correspondent a des chaines alkyles comportant 1 a 6 atomes de carbone.

Afin de mieux contrdler les parametres de la réa¢thous avons utilisé le réacteur solide/gaz
pour ces expériences. En effet, comme nous l'avdégm souligné lors de I'étude
bibliographique, le réacteur solide/gaz présefdgahtage majeur de pouvoir fixer et
contrler les activités thermodynamiques des satsset d’'un composé non réactant ajoute,
indépendamment les unes des autres. Ceci permanhmant de travailler avec uniquement

les substrats, sans solvant ou composé ajouté,omt, dd’avoir acces aux parameétres
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intrinseques de I'enzyme. Des travaux antérieutsrmmtré que le réacteur solide/gaz pouvait
étre utilisé pour réaliser des réactions de traésésation, car le mécanisme de la CALB
pour l'alcoolyse semble inchangé lorsqu’elle eglisée avec des substrats gazeux (Bousquet-
Dubouch et coll., 2001). En effet, les résultatetiques obtenues pour l'alcoolyse du méthyl
propionate avec do-propanol en réacteur solide/gaz ont montré queitesses initiales de
réaction concordaient avec un mécanisme Bi-Bi Pagg avec inhibition compétitive par
I'alcool (Bousquet-Dubouch et coll., 2001).

Dans un premier temps, nous avons identifié lesluégpouvant modifier le chemin d’acceés
des substrats au site actif, puis I'influence desations a ce niveau de I'enzyme a été étudiée
pour la résolution des alcools chiraux. Dans urxgoe temps, afin de vérifier si la structure
du premier substrat pouvait influencer I'énantiesélité de la CALB vis-a-vis du pentan-2-
ol, différents esters ont été testés : des estexs des parties alkyle (Rlinaires de longueurs
différentes puis des esters avec des parties atkytales, mimant la structure du pentan-2-ol.
Pour les esters chiraux des mélanges racémiquessegsters énantiopurs ont été utilisés.
Pour finir, les parameétres thermodynamiques deékction d’acylation du pentan-2-ol
catalysée par des variants de la CALB ont été aéteéss, afin de mesurer I'importance du

terme entropique dans I'énergie libre d’activatitenla réaction.
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B.I. Implication des résidus situés sur le chemin d’acces du

substrat au site catalytique

D’apres nos travaux de modélisation, I'énantiogél#é de la CALB vis-a-vis du butan-2-ol
et du pentan-2-ol ne peut pas étre clairement gx@é quantitativement par des difféerences
énergétiques ou structurales observées pour lesfdeues énantiomerd® et S au niveau du
second intermédiaire tétraédrique. Des résultatilasres ont été trouvés avec la lipase de
Bulkhoderia cepaciaEn effet, I'énantiosélectivité observée pour edippase lors de I'étude
de la réaction de transestérification di»€thyl 2-bromo-2-phényl-acétate et de I'octan-1-ol
en présence dun-octane (schéma 26), n'a pas pu étre expliquée dear différences
énergétiques entre les intermédiaires tétraédrifoemés avec les deux énantiomeres
(Guieysse et coll., 2003). Ces auteurs ont momtsglite que I'énantiosélectivité pouvait étre
expliquée par une différence d’accessibilité aa aittif des deux énantiomeres. En effet, la
mutation d’un résidu bordant le canal d’acces tuasitif de la lipase dBulkhoderia cepacia
par un résidu plus encombrant (Val266Leu) conduiturde forte augmentation de
I'énantiosélectivité. Ces résultats, combinés axcasus d'une étude par modélisation
moléculaire, suggerent que la trajectoire au sitef de I'énantiomereR, serait favorisée
(Guieysse et coll., 2003).

D’autres études du rble des acides aminés sitientdéée de la cavité ont été réalisées, a
'aide de mutations, généralement dans le but dduheo la sélectivité des lipases vis-a-vis
des acides gras a chaine plus ou moins longuesz @ lipases des champignons
filamenteux, les acides gras doivent se fixer dames longue crevasse hydrophobe située a
proximité de la surface (Pleiss et coll., 1998a rhutation du résidu Phell2 de cette crevasse
chez la lipase dRhizopus delemaen un résidu tryptophane (plus encombrant), carsdune
augmentation de la spécificité de cette lipase pesiracides gras a chaine courte (C4 ou
moins) et en une diminution importante de I'acéwis-a-vis des acides gras a chaine longue
(Joerger et Haas, 1994). Le mutant double Phell2di@09Trp présente la méme
spécificité que le précédent variant (Klein et ¢oll997). Par ailleurs, une réduction de
'encombrement & I'entrée de la crevasse peut égale conduire a une diminution de
I'activité relative vis-a-vis des acides gras ainkdongue. C’est ce qui a été observé avec le
mutant Phe94Gly de la lipase &hizomucor mieheiCette mutation permet d’exposer des
parties hydrophiles de I'enzyme a la surface ettdemmodifier le mécanisme d’activation en
favorisant une conformation ouverte de la lipasas{ et coll., 2001).
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(¥)-ethyl 2-bromo-2-phenyl-acete octan-1-c

Lipase Bulkhoderia cepacia

O/\/\/\/\ + /\OH

Br

(x)-octyl 2-bromo-2-phenyl-acete ethanol

Schéma 26 : réaction de transestérification du (z)-ethyl 2-bromo-2-phenyl-acetate et de I'octan-1-ol

catalysée par la lipase de Bulkhoderia cepacia (d’aprés Guieysse et coll., 2003).

Des résultats tres intéressants ont été obternsisiésr mutations des résidus situés a l'intérieur
du canal de fixation du groupement acyle des satsstle la lipase déandida rugosaCette
derniere, contrairement aux autres lipases, possedée de fixation de la partie acyle enfoui
au ceeur de I'enzyme. Ainsi, des mutations ponasaeales résidus hydrophobes aliphatiques
de ce tunnel en des résidus phénylalanine, conttugeune diminution importante de
l'activité hydrolytique vis-a-vis des acides gradfisamment longs, pour que leur fixation
soit génée, mais sans affecter I'activité vis-ael@s acides gras a chaine plus courtes (Schmitt
et coll., 2002).

Depuis les travaux de Guieysse et coll. en 2008,s¢ule étude a été publiée concernant des
modifications des résidus du tunnel d’accés demsép susceptibles d’affecter la résolution
des alcools secondaires : dans la lipasePseudomonas fluorescetss résidus Phel26,
Phel44, Phel59 et 1225 forment un goulot d’étrangld, rendant I'acces au site actif trés
difficile. Le remplacement d’'un ou plusieurs de césidus par la leucine affecte fortement

I'activité et I'énantiosélectivité de cette lipags-a-vis de trois esters chiraux : le 1-phényl-1-
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propyl acétate, le 1-phényl-2-propyl acétate et-fghényl-1-éthyl acétate (on peut noter que
le centre de chiralité de ces molécules se situéaguartie alkyle de I'ester) (Schimann et
coll., 2009).

Par ailleurs, une étude récente a éte réaliséelav@ALB par permutation circulaire en vue
de modifier les terminaisons N-terminale et C-terae. La structure cristallographique d’'un
des variants obtenus, le variant cp83avec les terminaisons N-terminale et C-terminale
correspondant aux positions 283 et 282 de I'enzgateve) montre une cavité enzymatique
tres élargie. Ce mutant présente une activité hytiljae vis-a-vis dup-nitrophenol butyrate
tres fortement améliorée. Néanmoins, le fond del cdtalytique et la poche énantiosélective
étant trés peu affectés par cette permutation,deamisme enzymatique ne devrait pas étre
affecté. Par conséquent, 'augmentation d’actisiéait due a I'élargissement de I'entrée au
site actif, facilitant le passage des substratiestproduits (Qian et coll., 2009).

En, s’inspirant de ces travaux, nous avons envidageadier I'implication des résidus bordant
'entrée du site catalytique de la CALB dans I'énasglectivité de I'enzyme. Dans un
premier temps, les résidus bordant I'entrée duasité de la CALB ont été répertoriés, leurs
occupations volumiques ont été déterminées paresterche systématique des conformeres,
puis des mutations de ces résidus ont été envisaDéas un deuxieme temps, trois mutants
ont été produits : llel89Ala, Leu278Val et Ala288Léeurs activités et énantiosélectivités

ont été testées vis-a-vis d’'une large gamme d’#@caecondaires linéaires chiraux.

B.I.1. Etude in silico des résidus bordant I’entrée du site actif.

Nous avons vu précédemment, que la CALB possédagite actif en forme d’entonnoir.
L'entrée et la paroi de la cavité sont constitudesrésidus hydrophobes. Comme pour
d’autres lipases, le fond de la cavité comporterdsi&lus hydrophiles, notamment ceux de la
triade catalytique et du trou oxyanionique. La ta\ge divise en deux partie : une partie
accueillant la partie acyle et l'autre partie rasgable de la fixation de la partie alcool.
Comme notre étude porte sur les alcools secondatiiesux, seule I'étude de cette deuxieme
partie présente un intérét pour la suite. Nous s\dmmnc répertorié les acides aminés bordant
cette partie de la cavité, et plus particulieremesgux qui peuvent influencer I'entrée des
alcools secondaires jusqu'au site catalytigue. Nawsns calculé leurs volumes et avons

répertorié les acides aminés avec lesquels cedugdpeuvent interagir. Ensuite nous avons
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envisagyé des mutations pouvant influencer le chemin &aaes alcools au site actif, soit
diminuant, soit en augmentant 'encombrement deislué bordant ce chem

B.l.1.a Les résidus bordant le chemin d’acces au site actif

D’aprés la structure cristallographi¢, pour accéder au site actif, I'alcool secondaioé

traverser un court tunnel formé par des résidusdpftbbe : un cété du tunnel est délimi
par le résidu lle189 et l'autre c6té par les résida I'héliceal0 (Uppenberg et coll., 199
(figure 50).Cette hélice est constituée des résidus comprnie Enb268 et Ala287, mais sel
sa deuxieme partie est a proximité de la cavité.plds, certains de ces résidus ont le
chaines latérales orientées vers le c6té oppokeadwité. Aprés exclusion ces derniers, il
apparait que seuls les résidus Leu278, Ala281,8Ra&2 lle285 peuvent influencer le cher
d’acces de l'alcool au site actif. Afin de détemeriles volumes potentiellement occupés
ces résidus et I'lle189, nous avons procédé aétude des rotameéres de ces derr Le

résidu Ala281 est localisé plus profondément darealité et par conséquent, sa modifica
affectera essentiellement le volume de la pochetés#lective, de ce fait ce résidu a

exclu de cette étude.

-

N

‘-/\ Ala282 Leu278

Ala281

N Yese ' Ile189

- - &2 . -l
. . _J Gw f .
¢ ‘ lle189 y V. Serd?
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Figure 50 : Tunnel d’accés de I'alcool au site actif de la CALB. a) vue de dessus ; b) vue en coupe

a)

transversale. Sont représentés en vert les résidus délimitant le tunnel, en rouge foncé les résidus de
la triade catalytique, en bleu les résidus de la poche énantiosélective, en saumon les résidus du trou
oxyanionique et en gris d’autres résidus hydrophobes de I'hélice a10. Cette hélice est visualisée par
un ruban rouge. La surface de I'enzyme est représentée en blanc par transparence et la surface des
résidus délimitant le tunnel en vert par transparence. Pour plus de simplicité les atomes d’hydrogéne

ne sont pas visibles.
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Pour les acides aminés 11€189, Leu278, Ala282e28b, seuls ou combinés entre eux, une
recherche systématique des rotameéres a été mdnédasbdanque de rotaméres Richardson
(Lovell et coll., 2000). Pour chaque conformatioe dotamére, I'énergie potentielle
instantanée des conformations enzymatiques a ketéléa Les conformations présentant une
augmentation trés importante de cette énergiegmport a la structure de départ (due a une
géne stérique importante entre le rotamére moeifiées résidus environnants, et qui ne
pourra pas étre résolue par I'optimiseur mathérnajigpnt été écartées. Tous les rotaméres
induisant une modification assez faible de I'éneptentielle instantanée ont été superposeés,
et le volume de cet ensemble a été calculé. Lesmed obtenus pour chaque résidu de

I'enzyme native sont reportés au tableau 22 (valeargras).

Tableau 22 : Volumes occupés par les acides aminés (ensemble de rotameéres) en positions 189,
278, 282 et 285 (en A%).

Position de
I'acide aminé
Alanine
Valine

Leucine
Isoleucine
Phénylalanine
Tryptophane

En outre, cette étude nous a permis de démonteecem quatre résidus étaient libres de tout
mouvement, sans présenter d’interactions signifieatavec les résidus environnants. Pour le
montrer, nous avons également procédé a des natdifis simultanées des rotameres de ces
résidus et de leurs résidus voisins. Le cas dex282 reste particulier, car ce dernier est un
acide aminé peu volumineux, avec une chaine latémralprésentant pas de degré de liberté.
Pour la Leu278 et I'lle285, le balayage systématigies rotaméres a conduit a des
conformations toutes viables, n’engendrant que rdedifications légeres de I'énergie. Ce
résultat reste inchangé, lorsqu’on introduit laiatgwn simultanée des rotameres des acides
aminés voisins (lle 189 et Leu277 pour le Leu218y73 et Val286 pour 1le285). L'étude
simultanée des résidus 1le189 et Leu278, a permisndntrer que, malgré une proximité
spatiale évidente, les mouvements de ces deuxusesi@ient indépendants. En effet, sur la
figure 51, on peut constater que les volumes gbholimlayés par ces deux résidus sont en
contact direct (surfaces en rose et en violet)smaise superposent pas. Par conséquent, dans
le cas de notre enzyme il n’est pas possible d&amér un mouvement concerté des résidus
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constituant le tunnel, tel que cela a été obsehe& da lipase deéBulkhoderia cepacia
(Guieysse et coll., 2003). D’aprés notre étudée189 est le seul résidu de ce tunnel, dont le
mouvement peut considérablement étre altéré pavaiginage. Pour deux des rotameres de
ce résidu, des génes stériques importantes oné@détoriées avec son entourage, impliqguant
une augmentation importante de I'énergie instama@®es résidus sont ceux de la triade
catalytique (His224 et Asp187), les atomes du sqigetiu résidu Glu188 et la chaine latérale
de la Val190 (pour seulement un des rotameres)ei@imt, la probabilité que I'lle189 adopte
une de ces 2 conformations est négligeable, caliugrait des déformations du squelette
carboné de la lipase.

Figure 51 : Représentation des volumes pouvant étre balayés par les résidus 1le189 (en rose), Leu278

(en violet), Ala282 (en bleu) et 11285 (en orange). La cavité enzymatique est représentée en vert.
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B.L.1.b Mutations élargissant le chemin d’accés

Afin de modifier I'accessibilité des substrats ate sctif, et éventuellement de moduler
I'énantiosélectivité de la CALB vis-a-vis des altgecondaires, des mutations des résidus
bordant le chemin d’acces ont été envisagées. Corfanéunnel d’acces comporte
essentiellement des résidus encombrants (leuciseleticine), nous avons cherché a faciliter
le passage des substrats en diminuant le volunimlgt@cupé par ces résidus. Nous avons
donc procédé au remplacemensilico de trois résidus leucine et isoleucine en posstibBo,
278 et 285, par d’'autres résidus hydrophobes dlgpies : glycine, alanine, valine, leucine et
isoleucine. Selon le procédé décrit dans le paphgrgprécédent, nous avons calculé les
volumes occupés par ces résidus mutés. Les réstatt regroupés dans le tableau 1.
Comme le montrent ces valeurs et la figure 52,elmplacement de la leucine par une
isoleucine et vice-versa a peu d’intérét car eflesupent sensiblement le méme volume. La
mutation en valine conduit bien a une diminutionvdlume occupé, et celle en alanine a une
diminution encore plus marquée. En effet, dansase @n constate que le résidu muté occupe
trois fois moins de place que la leucine ou l'isciee. Comme attendu, la diminution de
'encombrement la plus spectaculaire est observée de la mutation de ces résidus en
glycine, mais cette mutation peut engendrer des iffoations de la structure
tridimensionnelle. En résumé, pour obtenir un cat@atces au site actif plus large, on peut
envisager de remplacer par mutagénéese dirigéerédatus leucine ou isoleucine en position

189, 278 et/ou 285 par des résidus alanine ouezalin

Figure 52 : Représentation des volumes pouvant étre balayés par des résidus glycine (en orange),

alanine (en bleu), valine (en vert), leucine (en violet) ou isoleucine (en rose).

175



Résultats et Discussion — Chapitre B

B.I.1.c Mutations encombrant le chemin d’acces

Parallélement, nous avons cherché a rétrécir Iaelud’entrée, mais ce dernier étant déja
composé de résidus encombrants, les possibiligsgdienter 'encombrement restent trés
limitées. Ainsi, les mutations de la Leu278 en desi hydrophobes aromatiques
(phénylalanine et tryptophane) ont été envisagées volumes calculés apres remplacement
(tableau 1) attestent bien une augmentation dedmbrement, mais lorsqu’on observe les
structures, on constate que la phénylalanine admgsentiellement trois orientations dont une
bloque entierement I'entrée de la cavité et lexdriures sont tournées vers I'extérieur, sans
géner les déplacements du substrat (figure 53).r&mdtats semblables ont été obtenus avec

un tryptophane en position 278, mais ce derniestopée que deux positions.

Figure 53 : Les trois orientations possibles d’'un résidu phénylalanine en position 278 (en batonnets
gris). Sont représentés en CPK les résidus 1le189 (en rose), Ala282 (en bleu) et 11285 (en orange). La

cavité enzymatique est représentée en vert par transparence.

Comme il a été précisé précédemment, la mutatioAld281 est a exclure car sa chaine
latérale est orientée vers la poche énantioséiectv non pas vers le canal d’acces des
substrats au site actif. Par conséquent, la seutation a envisager dans le but de rétrécir le
tunnel est celle de 'Ala282. Ainsi, le remplaceinde cette Ala282 par des résidus valine,
leucine, isoleucine, phénylalanine et tryptophané @é envisagés. Toutes ces mutations
induisent bien une augmentation de I'encombremetimnvique de I'Ala282 (tableau22).
Néanmoins, le remplacement de 'alanine par uneeaemble étre insuffisant pour affecter
le chemin de l'alcool (figure 54), et le remplacemear la phénylalanine ou par le
tryptophane risque de boucher complétement I'enttéesite actif ou d’introduire un effet

"clapet ". En effet, des études réalisées avapdaé deCandida rugosaatteste que le tunnel
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de fixation de la partie acyle peut étre complétantdoqué par une mutation ponctuelle d’'un
des résidus de ce tunnel par une phénylalaniner(ioft coll., 2002). Un effet "clapet” d’'un
résidu phénylalanine a été observé pour I'est@raesPseudomonas fluoresceri®our cette
estérase, la Phel59, présente dans la forme natété,identifiée comme résidu induisant par
son orientation I'ouverture ou la fermeture du sleefixation du substrat (Schimann et
coll.,, 2009). Cet effet "clapet " est a éviter, d@nzyme perdrait un de ses avantages :
'absence d’activation interfaciale. En conclusipour rétrécir le tunnel d’acces au site actif,

seules les mutations du résidu Ala282 en leucinisalaucine peuvent étre envisagées.

Figure 54 : Représentation des volumes pouvant étre balayés par les résidus hydrophobes en position
282 : alanine (maillage bleu), valine (maillage vert), leucine (maillage violet) ou isoleucine (maillage
rose). Sont représentés en CPK les résidus 11e189 (en rose), Leu278 (en violet) et 11285 (en orange).

La cavité enzymatique est représentée en blanc.
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B.I.2. Etude expérimentale des effets des mutations des résidus

constituant le tunnel d’acces de I'alcool au site actif

Nous avons montré que l'acces de l'alcool au gitd ast contrélé essentiellement par quatre
résidus hydrophobes (1le189, Leu278, Ala282 et8lig2constituant un court tunnel. Afin de
moduler I'ouverture de ce tunnel, des mutationsee résidus peuvent étre envisagées. Le
tunnel peut étre élargi en diminuant I'encombremealumique des résidus: une, ou
plusieurs, leucine ou isoleucine devraient étreptao€es par un résidu valine, ou mieux, par
une alanine. A l'inverse, on peut obtenir un réggement de ce tunnel, en mutant I'Ala282
en leucine ou isoleucine. Sur la base de ces pi@ucissues de la modélisation, trois
mutants de la CALB ont été produits au laboratdieeBiotechnologie de I'Institut Royal
Technologie de Stockholm (KTH) : lle189Ala, Leu278\ét Ala282Leu. Les deux premiéres
mutations devraient induire un élargissement dwnelr(plus prononcé pour le mutant

lle189Ala), et le dernier mutant devrait présentetunnel plus étroit (figure 55).

Les effets de ces mutations sur l'activité enzymqadi et sur I'énantiosélectivité vis-a-vis
d’'une série d’alcools secondaires chiraux, compbratre 4 et 8 atomes de carbone, ont été
mesurés. Ainsi, le butan-2-ol, le pentan-2-ol, &dn-2-ol, le heptan-2-ol, I'octan-2-ol, le
hexan-3-ol, le heptan-3-ol et I'octan-3-ol ont &t/lés par le méthylpropionate (schéma 2).
Les réactions ont été menées dans le réacteuresgdzl a 318K. Les activités
thermodynamiques des alcools et de l'ester et &stsd totaux de gaz ont été choisis de
maniére a étre en vitesse initiale de réactionsidarapport énantiomérique a pu étre calculé
a partir des rapports des aires des deux formd&ster produits au cours de la réaction
(équation 1) (Wescott et Klibanov, 1993). Les rigalobtenus seront présentés et discutés ci-

dessous.

__ Airede l'ester R formé

(Eq. 27)

" Airedel'ester S formé

o o} R
~ Ry R> CALB 2
ch/ﬁ( CHy 4+ E/ = HgC %7/ + H,C—OH
o} Ry

o) OH sauvage
ou mutants

methylpropionate S1 alcool secondaire S2 ester P2 methanol P1

Schéma 27 : Réaction d’acylation des alcools secondaires par le méthylpropionate
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Figure 55 : Le tunnel d'acces au site actif de la CALB. a) Occupation volumique des résidus
hydrophobes susceptibles d'influencer I'accés de l'alcool de I'enzyme sauvage: 11189, Leu278,
Ala282 and 1le285 (surface de I'ensemble de rotaméres); b) le mutant Ala282Leu; c) le mutant
Leu278Val; d) le mutant llel89Ala; I'occupation volumique des mutants est représentée par un

maillage noir.

179



Résultats et Discussion — Chapitre B

B.1.2.a Effets des mutations sur l'activité enzymatique

Les activités enzymatiques de la réaction d’aaymatentre l'alcool secondaire et le
méthylpropionate, catalysées par la CALB sauvadesetrois mutants du tunnel d’accés, ont
été mesurées a 318K, par analyse directe en lignehematographie gazeuse (CG) a la
sortie du réacteur solide/gaz. Dans ces conditipogr les plupart des réactions, seule la
forme R des esters produits peut étre détectée. Ceci Igjaeppar I'énantiopréférence
marquée de la CALB pour la fornkedes alcools secondaires. Ainsi les valeurs degitést
reportées dans le tableau 23, ne prennent en cajuptia formeR de I'ester formé, la forme

S se trouvant en dessous du seuil de détectiorGen C

Tableau 23 : Activités enzymatiques obtenues a 318K avec la CALB sauvage et ses mutants lors de la
réaction d'acylation des alcools secondaires par le méthyl propionate (en pmol de produits formés par

minute et par mg d’enzyme libre).

Alcool Structure Sauvage A282L L278V [189A

Butan-2-ol 20,7 20,5 12,3

Hexan-2-ol 13,5 26,1 18,2 10,8

Heptan-2-ol Y Y 11,7 20,9 11,1 4,8
octan2-0ol | ¥ 7 > 6.7 11,1 7.2 43

Hexan-3-ol \}\/\ 8,7 9,8 6,4 2,8
Heptan-3-ol \}\/\/ 2,4 2,2 1,8 1,7
Octan-3-ol W 3,1 4,1 3,3 2,0

OH
Pentan-2-ol \g\/ 17,7 22,6 29,1 12,6
w

D’apres ces valeurs, on peut noter que les aladmla série 3 (avec le groupement hydroxyle
en position 3) donnent lieu a des activités pluklda que leurs homologues de la série 2.
Ainsi, l'activité mesurée pour la CALB sauvage, @vkhexan-2-ol est 1,5 fois plus

importante que celle mesurée avec I'hexan-3-olteG#fférence est plus marquée dans le cas
de I'heptanol, avec un rapport proche de 5. Cedigation semble étre indépendante de la

mutation. En effet, lors de la comparaison de #oe2-ol avec l'octan-3-ol, des rapports
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d’activité tres proches ont été obtenus pour I'emzygauvage et ses variants (entre 2,2 et 2,7).
Cette différence d’activité observée entre les degéres d’'alcools, pourrait étre attribuée a
une différence de la taille du substituant moyen), (@i est un groupement méthyle pour la
série 2 des alcools et un groupement éthyle poséri@ 3. En effet, selon le modele proposé
par Heeffner et coll.,, I'énantiomereR, pour former [intermédiaire tétraédrique
catalytiquement actif, doit positionner son substitt M dans la poche énantiosélective, située
au fond de la cavité (Heeffner et coll., 1998). Guutpalors penser que la baisse d’activité
observée pour les alcools de la série 3, est liépositionnement plus difficile de I'éthyle
dans cette poche, par rapport a celui du méthydéeGlifférence d’activité de la lipase pour
des alcools secondaires de taille différente alét@ontrée auparavant par Magnusson et ses
collaborateurs qui ont mesuré la constante de fapéei(k.o/Kyv) d’alcools secondaires
symétriques, dans le cas de leur acylation pauianoate de vinyle. Pour le pentan-3-ol (les
substituants M et L sont des groupements éthyle, aonstante de spécificité 120 fois plus
faible a été obtenue que dans le cas du propan{@®lsubstituants M et L sont des
groupements méthyle) (Magnusson et coll., 2005).

En supposant que le nombre de sites actifs disfgsndprés immobilisation soit le méme
pour 'enzyme sauvage et pour ses variants, on petgr une activit¢ 1,5 a 2 fois plus
importante pour le mutant Ala282Leu, que ce quibbservé pour I'enzyme sauvage. Dans le
cas du mutant Leu278Val, I'activité enzymatiqueigreu, ou augmente légérement. Pour le

mutant lle189Ala, une diminution |égere de I'adtiva été observeée.

Une augmentation de l'activité peut éventuellem&Eng la conséquence d’'un acces au site
actif facilité. En effet, de tels effets ont ét@partés dans la littérature : pour le variant
cp28\7 de la CALB, obtenu par permutation circulairégldrgissement de I'entrée de la
cavité s’accompagne d’'une amélioration importante lctivité hydrolytigue du p-
nitrophenol butyrate (I'efficacité catalytiquekKy est 8 fois plus grande par rapport a celle
de l'enzyme sauvage) (Qian et coll., 2009). S@htienn et coll. ont observé une
amélioration du taux de conversion du 1-phényldpgl acétate et du 1-phényl-2-propyl
acétate par I'estérase | Bseudomonas fluorescengrsque des résidus du tunnel d’acces au
site actif de cette derniere sont remplacés paréedus moins encombrants (Scpirenn et
coll., 2009). Dans notre cas, l'effet inverse acastaté : I'activité augmente pour le mutant
possédant un tunnel hydrophobe plus encombré (2la28 et diminue pour le mutant pour
lequel ce tunnel a fortement était élargi (llel8)ASeul le mutant Leu278Val permettrait de
relier I'activité a un encombrement du tunnel descEn effet, pour ce variant, la mutation
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induit une légére diminution de I'encombrement;jlfi@nt ainsi Iégérement I'acces de I'alcool

au site actif, et qui correspond bien a une Iégagmentation de I'activité.

Pour conclure, I'activité enzymatique ne peut pis éliée directement a I'encombrement
des résidus hydrophobes formant le tunnel. Il s&, gpie ces mutations affectent également
d'autres étapes de la catalyse (par exemple I'étdpeformation de [lintermédiaire

tétraédrique), ou méme qu'ils induisent des modifims de la structure tridimensionnelle, en

dehors du tunnel d’acces.

B.L.2.b Effets des mutations sur I'énantiosélectivité

Nous avons noté précédemment, que l'analyse dimtt€G des produits réactionnels a la
sortie du réacteur solide/gaz ne permettait pasétiecter la forme S de I'ester produit. Pour
pallier ce probleme, les produits formés dans &eteur, ainsi que les substrats n'ayant pas
réagi, ont été condensés a la sortie du réactais,gnsuite analysés en CG. Ainsi, les ratios
énantiomériques (E) pour les réactions d’acylaties 8 alcools secondaires, catalysées par la
CALB sauvage et ses trois variants sensés pertlidoees au site actif, ont été déterminés.
Les mutants montrent, comme I'enzyme sauvage, oart@préférence pour la fornkede

ces alcools. Néanmoins, les valeurs des ratiosti@nagriques présentées dans le tableau 24,
montrent une différence significative pour les mitgapar rapport a la forme sauvage, avec
des augmentations de E pouvant atteindre 150%,esuddminutions atteignant 50%. Ces
tendances sont variables pour chaque mutant, eindépt de la longueur de la chaine
carbonée du substituant le plus gros (L) des adcasolus. L'analyse de ces résultats semble

complexe et nécessite la considération d’'une rudkitde causes structurales.
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EY

Tableau 24 : Ratios énatiomeériques E* obtenus a 318K avec la CALB sauvage et ses mutants lors de

la réaction d'acylation des alcools secondaires par le méthylpropionate.

Structure Sauvage A282L L278V 1189A

Butan-2-ol 46+0.1 49+0.1 58+0.2 6.9+04

Hexan-2-ol 297 +9 228 +8 216 £7 211+6

OH
Pentan-2-ol \g\/ 100 + 6 130 +1 98 + 8 87 +1
K\/\

Heptan-2-ol 476 + 30 337 +2 299 +18 437 £ 25

\g\/\/
\{\/\/\ 435+ 18 208 + 11 227 +3 400 + 10

Octan-2-ol OH

Hexan-3-ol \}\/\ 78+5 103+8 83+3 45+ 3

Heptan-3-ol \}\/\/ 318 +15 208 + 14 203 £15 192 +7

Octan-3-ol | i | 523%+31 | 245+15| 210+15  199+14

[ es erreurs standards ont été calculées a partir de 5 a 12 mesures de E obtenues a partir de deux

condensats différents, et correspondent a une intervalle de confiance de 95%.

Afin d’analyser ces résultats, le postulat suivamté émis : les mutations des acides aminés
du tunnel d’entrée au site actif, affecteront esskbement la trajectoire de I'énantiomése

car ce dernier, pour réagir, doit rentrer dansitkee &ctif avec son substituant L dirigé vers
'avant. En effet, selon le modéle proposé par IHezfet coll., 'énantiomérs, pour former

un intermédiaire tétraédrique donnant lieu a catglgloit positionner son substituant L dans
la poche énantiosélective, située au fond de lat&gideeffner et coll.,, 1998). Comme
expliqué dans la partie "Explications structuralds I'énantiosélectivité”, ce second
intermédiaire covalent peut étre considéré commbammodele de I'état de transition de la

réaction d’acylation par la CALB, des substratsl@oghiles chiraux.

Comme expliqué dans les paragraphes qui suivergpstilat nous a permis de fournir une
explication rationnelle d’'une majorité des variagade E observées. Mais dans certains cas,
ce postulat ne peut pas, a lui seul, expliquerrdssiltats, et doit étre combiné a d’autres
explications structurales. Ces différents autrést®possibles seront également évoqués.
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Le mutant Leu278Val est supposé faciliter 'accassde actif de I'énantiomére S, car le
résidu leucine tres encombrant a été remplacé paésidu valine, moins volumineux. Cette
facilité devrait se traduire par une diminution ldevaleur de E, par rapport a la réaction
catalysée par I'enzyme sauvage. Cette hypothesegiée pour I’hexan-2-ol, 'heptan-2-ol,
I'octan-2-ol, I'heptan-3-ol et I'octan-3-ol, c'eateire pour les alcools secondaires linéaires
avec un substituant L comportant au moins quawen@s de carbone. Si le substituant L
comporte trois atomes de carbone, ou moins, laatiars de E ne sont plus en accord avec
ce postulat. En effet, une valeur de E similaicelie de 'enzyme sauvage a été trouvée dans
le cas du pentan-2-ol, et pour les deux autresollcfhe butan-2-ol et I'hexan-3-ol), une
augmentation des valeurs de E a pu étre obseroge.d@s alcools, un acces facilité au site
actif de I'énantiomereR, pourrait expliquer les effets observés. Par @ifle nous avons
montré précédemment, que pour le butan-2-ol e¢tegm-2-ol des modes de fixation dits non
productifs peuvent exister. Dans ce cas les alcomitrent dans le site actif, forment un
complexe inactif avec I'enzyme et en ressortens sabir de modification, par conséquent ils
ne seront pas pris en compte pour le calcul do &tiantiomérique. En effet, ce ratio est
calculé a partir des quantités d'est®&st S formés au cours de la catalyse. Néanmoins,
'existence de complexes enzyme-alcool non prothugteut perturber I'énantiosélectivité.
Ainsi, si la mutation Leu278Val favorise I'entréee d'énantiomereS, mais dans une
orientation non productive, ne permettant pas ten&tion de 'estefS, une augmentation du

ratio énantiomerique peut étre observée.

La mutation lle1l89Ala est également supposée fecilientrée de I'énantiomérg. Notre
hypothése est vérifiée pour tous les alcools, saujutan-2-ol. En effet, pour les alcools
secondaires linéaires avec un substituant L corapbplus de trois atomes de carbone, une
diminution des valeurs de E a été observée. Nouggms constater, que la gamme de l'alcool
pour lesquels notre postulat est vérifié se troélaegie dans le cas de ce mutant par rapport
au mutant Leu278Val. Ceci est peut-étre lié a angédsement plus important de la crevasse,

causé par l'introduction d’un résidu encore moiakimineux.

A l'inverse des deux cas précédents, la mutatioredidu Ala282 en leucine, devrait, par son
encombrement stérique, rétrécir le tunnel, rendactes au site actif de I'énantiomé3elus
difficile. Notre postulat est vérifié (valeur dephis €levée que pour I'enzyme sauvage) pour
le butan-2-ol, le pentan-2-ol et I'hexan-3-ol. Ain®rsque le substituant L des alcools
secondaires linéaires comportent trois atomes d#a, ou moins, le postulat est vérifié.
Pour les alcools avec un substituant L comportarg ge trois atomes de carbone (hexan-2-
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ol, heptan-2-ol, octan-2-ol, heptan-3-ol et octanh3 des effets inverses a celui prédit par le
postulat ont été constatés. En effet, pour cesolcaes valeurs de E plus basses a celles
obtenues avec I'enzyme sauvage ont été reportéstse @iminution de E, pourrait étre
expliquée par une perturbation de la trajectoirel’@eantioméreR (qui serait également
défavorisée), ou par une orientation de I'énantiefi®de type non productif, ou bien par
I'interaction entre le substituant L de cet énantioe et la chaine latérale du résidu leucine en
position 282, qui affecterait la formation de léninédiaire tétraédrique. Une telle interaction

est montrée sur la figure 56, pour l'intermédiaéeaedrique formé avec IR)theptan-3-ol.

Figure 56 : Structure du second intermédiaire tétraédrique formé par la CALB sauvage et le mutant
Ala282Leu avec le (R)-1-éthylpentyl propionoate (en gris) par liaison covalente avec la Serl05
(second intermédiaire tétraédrique formé avec le (R)-heptan-3-ol). L'occupation volumique du résidu
muté est représentée par un maillage noir. Le (R)-heptan-3-ol occupe partiellement le volume balayé

par les rotameéres de la leucine en position 278.
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B.I.3. Conclusions et perspectives

Pour accéder au site actif, I'alcool secondair¢ tlaverser un court tunnel hydrophobe formé

des résidus 11e189, Leu278, Ala282 et 1le285. Ldétsystématique des conforméres de ces
résidus a montré que leurs chaines latérales semedent pas d’interaction stérique avec les
résidus voisins et par conséquent qu’ils étaidmed d’adopter de nouvelles conformations.

Pour la CALB, nous n’avons pas pu observer de nmmewt concerté des résidus du canal

d’acces au site actif, similaire a ce qui étaitrdguour la lipase dBulkhoderia cepaciaors

du pasasage du substrat a travers le goulot foamieg résidus Leul? et Val226 (Guieysse et
coll., 2003).

Afin de tester les influences des résidus constitla tunnel sur I'énantiosélectivité de la
CALB, les mutants lle189Ala, Leu278Val et Ala282Lent été produits par mutagénese
dirigée et testés pour la résolution d’alcools sdaires chiraux linéaires par réaction
d’acylation. Les résultats obtenus montrent un teféggnificatif des mutations sur
I'énantiosélectivité. Cependant I'interprétation aies effets est complexe, car ils dépendent a
la fois de la taille des substituants de I'alcoblda mutant testé. Notre hypothese selon
laquelle ces résidus hydrophobes de I'entrée dealdte affecteraient préférentiellement
I'énantiomeéreS ne permet pas d’expliquer tous nos résultatggéagt ainsi que le probléme
est bien plus complexe. En effet, ces mutationygtuégalement influencer la trajectoire de
'énantiomére R ou perturber la fixation du sulista site actif, voir méme favoriser des

modes de fixations non productifs des alcools sg@ioes.

Nous avons donc réussi a montrer que les résidusssia l'entrée du site affectaient
I'énantiosélectivité, mais il reste a déterminemécanisme par lequel ils interviennent et a
guelle étape de la réaction. Par ailleurs, I'wtiisn des variants de la CALB ne nous permet
pas d’identifier I'énantiomére qui serait le plugliencé par ces résidus. Pour identifier
I'énantiomére affecté par la mutation, les paraesetinétiques propres a chague énantiomere
devront étre déterminés, mais cela nécessiteisation des alcools énantiopures, ce qui est

trés codteux.

L’étude par modélisation moléculaire pourrait cdnst une alternative. Une telle étude a été
réalisée avec la lipase @eailkhoderia cepacigGuieysse et coll., 2003). Ainsi, les trajectoires
de deux énantiomeéres de I'éthyl 2-bromo-2-phéngtate (Schéma 2@nt été déterminées a

I'aide de simulations de dynamique pseudo-molémaai des minimisations successives sous
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forte contrainte de distance croissante, par inerésnde 0,1 A, ont été effectuées, puis a la
fin de chaque étape le systeme a été relaxé pandgoe moléculaire. Les auteurs ont choisi
de visualiser la sortie du substrat, plutdét que soimée, car lors de la sortie, la position de
départ du substrat est précisément connue (obtgauemodélisation moléculaire de
lintermédiaire tétraédrique). En suivant I'énergiénteraction entre I'enzyme et le substrat
au cours de la trajectoire, ils ont réussi de nevrque la trajectoire de I'énantiomésetait
plus fortement perturbée par les résidus Leul7ad266 que celle de I'énantiomére Une
étude similaire pourrait étre réalisée avec la CAdtBes variants, dans le but de déterminer la
trajectoire de sortie des alcools secondaireoulnait également étre envisagé une étude par
dynamique moléculaire avec une contrainte de distdmarmonique moins forte ou absente.
Par ailleurs, des parametres supplémentaires,qieds 'axe principal du substrat et les
rotations autour de cet axe, pourraient étre indarss les calculs. Dans un deuxiéme temps,
une fois la position de l'alcool a I'extérieur denzyme connue, la trajectoire d’entrée des

substrats pourra étre explorée.
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B.IIl. Influence sur I'énantiosélectivité de la partie alkoxy du

donneur d’acyle.

Dans cette partie nous allons nous intéressert@deéde I'influence de la partie alkoxy
donneur d’acyle. Cette partie alkoxy, est a I'arggdu premier piduit libére, I'alcool, lors d
'étape de formation de l'acy-enzyme de la réaction de transestérification. Eaple
mécanisme enzymatique, cet alcool produit estédilaéant la fixation de I'alcool seconda
substrat a résoudre, par conséquent, devrait pas affecter la formation du sec
intermédiaire tétraédrique, étape cruciale pourdrdiosélectivité de la CALB \-a-vis ces
alcools secondairediqure 6 partit étude bibliographigye Or dans la littérature plusietL
exemples ont étéeportés, attestant que la partie alkoxy du dond&ayle pouvait influence
I'énantiosélectivité des enzymeHoff et coll., 1996; Anthonsen édoff, 1998). Plusieurs
hypothéses ont été émises pour expliquer ce phére : I'alcool libéré agirait commun co-
solvant (Berglund et coll., 19 ; Lundhaug et coll., 1998Heinsman et coll., 200 ; I'alcool
libéré se fixerait dans une petite cavité, autre tpi site catalytique, mais provoque
déformations de ce dernier conduisant a une dimoinude I'énantiosélectivité (figure57)
(Lundhaug et coll.,, 1998Léonard, 2007; les déformations du site actif ("empreint
causées par la partie alkoxy seraient mémoriséed’ queyme, et l'alcool secondaire
fixerait dans une cavité déja préformée (figh8) (Lee et coll., 2000).

Site de fixation

alcool  Siteactif Molécule Site actif
\ native de solvant maodifié
.
Enzyme Enzyme
native modifiée

Figure 57 : Modification du site actif de I'enzyme suite a la fixation de I'alcool a un site de fixation

secondaire.
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Site actif Molécule 3 effet Site actif
native ‘empreinte’ modifié

£ Complexe Enzyme
nzyme Enzyme-molécule modéele ‘empreintée’

Figure 58 : Modification du site actif de I'enzyme induit par la fixation d’'une molécule (substrat ou

analogue de substrat) a effet "d’empreinte” au site actif (d’aprés Rich et coll., 2002).

L’effet "d’empreinte” est souvent utilisé lors dedynthese de polymeres capables de sé
des énantioméres d’'umaolécule ou de catalyser des réactions chim : la sélectivité de
ces polyméres ou leurs activités se trouvent foetemaméliorées, lorsque leur synth
s’effectue en présence de la molécule d’intéréti @ eoll., 2006). Ainsi, les énantiomeéres
I’éphédrine ont pu étre séparés en utilisant degnpaies d’hydroxyéthyle méthacryle
synthétisés en présence d-€phédrine (schéma P& iletsky et coll., 2001). Par ailleurs,
taux de conversion de la réaction de transestatific du p-nitrophény acétate par des
alcools, catalysée par des polymeres d’acide mitiigaee ou d’acide itaconique, est meille
lorsque ces polyméres ont été synthétisés en me&sdm I'ester que pour les polyme
synthétisés seuls. De plus, les polymeres synéséts présence d@-nitrophényl acétate
présentent une activité plus forte pour la tramafdion de ce dernier, par rapport a cellep-

nitrophényl salicylate (schémi9) (Meng et coll., 2004).

a) b)
™~ N o

H
OH o

éphédrine 2-hydroxyéthyl méthacrylate
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Schéma 28 : a) structure de I'éphédrine, molécule a résoudre; b) structure d’'une unité du polymére, le
2-hydroxyéthyle methacrylate ; c¢) structure probable du complexe formée entre I'(-)-éphédrine et
I'hydroxyéthyle méthacrylate (d’aprés Piletsky et coll., 2001).

@)
-O —O0 ‘O\ \\
\
7/ //
@) O HO
p-nitrophényl acétate p-nitrophényl salicylate

OH
OH

hal TN

OH

acide méthacrylique acide itaconique

Schéma 29 : structures des substrats (p-nitrophényl acétate et p-nitrophényl salicylate) et des unités

constituant les polymeres (acide méthacrylique et acide itaconique).

Ces polymeres étant assez rigides, il est facddrdettre qu’ils puissent garder en mémoire la
forme de la molécule présente lors de sa syntimé@me aprés son élimination. En revanche,
les enzymes sont des macromolécules tres flexibtgsar conséquent, elles sont capables de
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retrouver leurs formes initiales trés rapidemenéammoins, les études réalisées avec des
enzymes lyophilisées en présence du substrat omdiEzules analogues, suggérent qu’elles
pourraient garder en mémoire certaines déformagbn®ir leurs propriétés modifiées. Rich
et Dordick ont montré que l'activité et la séleitévde la subtilisine lors de I'acylation de
nucléosides pouvaient étre controlées par la pcésda ces nucléosides, entiers ou tronqués
(la base seule ou le ribose), lors de I'étape deHilisation. Ainsi, la subtilisine lyophilisée
en présence de thymidine, présente une activitéoisOplus élevée pour I'acylation de ce
dernier, que I'enzyme lyophilisée seule (schéma @ich et Dordick, 1997). Cette
amelioration de l'activité et de la sélectivité eshservée pendant plus de deux mois a -20°C.
L’étude par modélisation moléculaire montre desfédéinces structurales des résidus
catalytiques Asp32 et His64 de la subtilisine eéspnce ou absence de thymidine ou du
sucrose, difféerences qui peuvent étre reliés a augmentation du k (Rich et Dordick,
1997). Pour avoir un effet "d’empreinte” il est egsaire d’utiliser des molécules solubles

dans le milieu avant lyophilisation (Rich et callQ02).

. /
04 Subtilisine o~
Vinyl butyrate
HO o) solvant organique R50O O
_—
OH ORS

5-monoester R5=0C(CH),CHs; R3=H
3-monoester R5=H; R3=0C(CH,)2CH3
5',3-diester R5=R3=0C(CH;),CHjs

Schéma 30 : Schéma de la réaction d’'acylation de la thymidine avec le vinyl butyrate catalysée par la
subtilisine (d’apres Rich et Dordick, 1997).

Des études réalisées avec des lipase€aledida antarcticaet de Bulkhoderia cepacia
décrivent des variations des valeurs de E dépeeslaiet la partie alcool de donneurs d’acyle
(Hoff et coll, 1996 ; Lee et coll., 2000 ; Gonzafeabin et coll., 2003). Ainsi, des variations
importantes de E ont été observées lors de lauttsoldu (+)-1-phénoxypropan-2-ol par la
CALB en fonction de I'ester utilisé (Schéma 31) {Het coll, 1996). La résolution du ()-1-
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phényléthanol, du (x)-indan-1-ol et du (z)-tetralirol par ces deux lipases, a été fortement
améliorée lorsque des esters avec une partie atkiytent I'alcool a résoudre ont été utilisés,
par rapport a la résolution observée avec le \angtate (schéma 32) (Lee et coll., 2000). Par
ailleurs, la résolution du (d#yans et du (z)€is-2-phénylcyclopantanamine par la CALB a pu
étre améliorée en utilisant des esters avec unpgroant alkoxy chiral et E augmente
fortement lorsque ce groupement mime au mieuxrletstre de 'amine a résoudre (schéma
33) (Gonzalez-Sabin et coll., 2003). Ces travawygetent que les lipases sont capables de
meémoriser "l'empreinte” laissée par le premier #albs suffisamment longtemps pour
affecter la fixation du second substrat (Lee ek ,c@D00 ; Gonzalez-Sabin et coll., 2003). Ce
phénoméne pourrait étre expliqué par une diminutieria flexibilité des lipases en milieu
organique par rapport au milieu aqueux (Affleckat., 1992).

oH ﬁ) CALB (2S)-1-phenoxypropan-2-ol
O\/K + N oOR — > o
hexane Il

Ho/\/\

(+)-1-phenoxypropan-2-ol ©/ O\)\

[(1R)-1-methyl-2-phenoxy-éthyl] butanoate

|(|3 0
‘Cl
Cl
2-chloroéthyl butanoate 2,2,2-trichloroéthyl butanoate
E =139 E=26
i i
/\)\OM /\/ko/k
butanoy! butanoate vinyl butanoate
E=8 E=4

Schéma 31 : Réaction de transestérification du ()-1-phénoxypropan-2-ol catalysée par la CALB dans

I'hexane, esters utilisés et E mesurés (d'apres Hoff et coll., 1996).
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OAc OH Iipase (o) OAc
A+ — || + )\
Z R R’ g R

1 3

12 Gpc b 0 ' oac
g g
1-phénylvinyl acétate 3H-inden-1-yl acétate  3,4-dihydronaphthalen-1-yl acétate
3a OH 3b Ho 3¢  OH
(#)-1-phényléthanol (#)-indan-1-ol (+)-tetralin-1-ol
E, = 68 E; =43 E1 =48
E, = >1160 E, = >2390 E, = >2130

Shéma 32 : réaction de transestérification des alcools secondaires chiraux (3a-3c) et leurs esters
homologues (1a-1c) catalysée par la CALB et la lipase de Bulkhoderia cepacia. E; correspond au ratio
énantiomerique mesuré lors de la réaction de transestérification en présence de vinyl acétate par la
lipase de Bulkhoderia cepacia et E, au ratio énantiomérique mesuré lors de la réaction de

transestérification réalisée entre 'alcool et son ester homologue (d'aprés Lee et coll., 2000).
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NH,
L i
Ph 0 CALB <NH, NH
v Lo — (1
O‘\\NHZ R OR “Ph Ph
“Ph ester 1 amide formé
(+)-cis-2-phénylcyclopentanamine (1S,2S)-2-phénylcyclopentanamine

R=CH3; N-[(1R,2R)-2-phenylcyclopentyl]acetamide
R=CH,0OCHj; 2-methoxy-N-[(1R,2R)-2-phenylcyclopentyl]acetamide

0 0 0
/H\o/\ /”\O/\Ph /”\OiPh

éthyl acétate benzyl acétate (#)-1-phényléthy| acétate
E =17 E =32 E =101
O (0]
~ O\/”\o/ e O\/”\O/%\Ph
methyl 2-methoxyacétate (£)-1-phényléthyl 2-methoxyacétate
E = 400 E =214
(0] O

o\/”\ o\/”\
- o - o
C?/Ph Ph

(#)-trans-2-phénylcyclopentyl 2-methoxyacétate (z)-cis-2-phénylcyclopentyl 2-methoxyacétate

E =525 E =922

Shéma 33 : Résolution de (z)-cis-2-phenylcyclopentanamines, par aminolyse des esters catalysée par

la CALB, structure des esters étudiés et E mesurés (d'aprés Gonzalez-Sabin et coll., 2003).

194



Résultats et Discussion — Chapitre B

Par ailleurs, une meilleure résolution du (z)-1lipfiButan-1-ol par la CALB a été reportée
lorsque, au lieu d'une transestérification avecviryl acétate, I'aminolyse de I'ester
correspondant, le (x)-1-phénylbutyl acétate, arétdisée (schéma 34) (Garcia-Urdiales et
coll., 2001). En plus de l'effet protecteur des a@si contre la dégradation par les acides
libérés lors de la réaction (Parker et coll., 1998 également été montré que la structure de
'amine pouvait affecter la résolution de I'estéiral. Ainsi, le ratio énatiomerique E varie en
fonction des substituants de I'amine, le meilleésultat étant obtenue pour la (¥)-1-
phénylpropanamine. Les auteurs ont supposé, en tiohiheque la CALB préférait
'énantioméreR des amines, que la désacylation de l'intermédiargl-enzyme par les
amines modifiait le site actif de la CALB de mami@ue I'enzyme devienne plus sélective
envers I'énantiomer® lors de I'acylation de I'enzyme par le 1-phénylbuacétate (Garcia-
Urdiales et coll., 2001).

a)
OH |(|)
G)\A + 70Ty
(#)-1-phénylbutan-1-ol vinyl acétate
CALB
E=19,4
I
N
o) OH
@/\/\ +
(R)-1-phénylbutyl acétate (S)-1-phénylbutan-1-ol
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O
) ]
N
= NH,
+ R1 R2
(#)-1-phénylbutyl acétate amine
CALB
i
N
OH O
+
(R)-1-phénylbutan-1-ol (S)-1-phénylbutyl acétate
NH, NH, NH,
H
phénylméthanamine 1-phényléthanamine 1-phénylpropan-1-amine
E=34,7 E =49,7 E = 68,6
1-phénylbutan-1-amine octan-2-amine
E =448 E = 33,7

Schéma 34 : Résolution de (£)-1-phénylbutan-1-ol par la CALB : a) réaction de transestérification ; b)
réaction d’aminolyse du (z)-1-phénylbutyl acétate, amines utilisées et E mesurés ( d’aprés Garcia-
Urdiales et coll., 2001).
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En nous inspirant de ces travaux, nous avons étudi@ence de la partie alkyle de I'ester
sur I'énantiosélectivité de la CALB observée loesld résolution du pentan-2-ol en réacteur
solide/gaz (Schéma 35). Une étude récente par isatiéh moléculaire a montré que la
flexibilité de la CALB diminuait, dans les solvantsganiques, avec la diminution de la
constante diélectrique (Trodler et Pleiss, 2008st donc possible qu’en milieu gazeux et en
absence d’eau, la flexibilité de la CALB soit ssffimment faible, pour pouvoir mémoriser les
déformations induites par la partie alkyle du danr@acyle, et ainsi affecter la fixation du
(¥)-pentan-2-ol. Si la fixation d'un des deux énameres de l'alcool est affectée

differemment, le ratio énantiomerique E mesuré déférent.

o CALB o
o HO 70°C o
alkyl propionate pentan-2-ol 1-méthylbutyl propionate  alcool

a 0,1 a =0,05

ester pentan-2-ol

Schéma 35: Réaction de transestérification étudiée. La partie alkyle de l'ester est variable : les
radicaux méthyle, éthyle, propyle, butyle, pentyle, 1-méthylpropyle, 1-éthylbutyle et (+, R et S)-1-

méthylpentyle ont été testés.

o} ¢} o}
meéthyl propionate éthyl propionate n-propyl propionate
/WO /WO
o} o}
n-butyl propionate n-pentyl propionate

Wo% /Wo% /WO%

(@) O 0]

1-méthylpropyl propionate 1-méthylpentyl propionate 1-éthylbutyl propionate
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Schéma 36 : Structures des esters utilisés comme donneurs d’acyle.

Dans un premier temps nous avons utilisé des estexs une chaine alkyle de plus en plus
longue : groupement méthyle, éthyle, propyle, kutgt pentyle (schéma 36). Dans un
deuxieme temps, nous avons testé des esters aeeggauie alkyle chirale, rassemblant au
produit final (1-méthylbutyl propionate): le 1-rhgipropyl propionate, le 1-éthylbutyl
propionate et le 1-méthylpentyl propionate (sch&®jg Pour finir, nous voulions vérifier si
les deux énantiomeres des esters chiraux indutsaésnmodifications différentes de E. Pour
cela les deux énantiomeres du 1-méthylpentyl pragi® ont été synthétisés séparément a
l'aide de la CALB, puis testés avec la CALB sauvagde variant Ala282Leu, dans les
mémes conditions que le mélange racémique. Lessaslengue chaine alkyle étant tres peu
volatiles, pour éviter les phénoménes de condemsatians le réacteur solide/gaz, les
expériences ont été réalisées a 70°C, soit 343 K.
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B.IL.1. Influence de I’élongation de la chaine alkyle du donneur d’acyle

Le ratio énantiomerique E de la réaction de transestéidicaiu méthylpropionate par
pentan-2el catalysée par la CALB a 70°C est égal a 62 + EZBtte valeur augmen
lorsqu’on utilise des esters avec des chaineseaalldifiéaires plus longues. Une augration
constante liée aux nombres d’atomes de carbongasapu étre constatée. Pour tous
esters, comportant des chaines alkyles de plusde atomes de carbone, les valeurs ¢
sont comprises entre 103 et 117 (Fig59). Conformément, a ce qui it observeé lors des
études antérieures réalisées dans le laboratbis® peut que la valeur de E plus fai
observée avec le méyhylpropionate soit due au méthH#éré dans le milieu. En effet, il
été montré précédemment, que I'ajout de I'alcoimaire au milieu réactionnel conduisai
une diminution de E, et cette diminution s’estorhpaiec la longueur de la chaine carbao
(Léonard, 2007). Dans notre cas, les alcools prasaglus longs que le méthanol ne semt
pas influencer I'énantioséltivité, aprés leur libération. Cette absence diefles alcool
primaires libérés, peut étre expliquée par leurceatration faible dans le milieu. En effet,
mesures de E ont été effectuées en vitesse iniabx un taux de conversion comprisre
10 et 15%, ce qui correspond a une activité theymaahique de 0,005 a 0,0075.

/“\[/0
140.0 - -Anﬁ’ P
1200 - i o { g
100.0 A ] {
600 B /“\”/n E /“‘xl_l/o'u.
(1N ] 0 o
8001 * E m linéaire
40.0 -
N
20.0 ! 4 ramifie
0.0 : | |
0 2 4 6 8
Nombre d’atomes de carbone de la chaine alkyle du donneur d’acyle

Figure 59 : Variations de E avec la longueur de la chaine alkyle du donneur d’acyle.
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B.IL.2. Influence des esters avec des chaines alkyles chirales

Dans un deuxieme temps, nous avons étudié linfleed’esters chiraux racémiques
présentant une forte homologie avec I'alcool audss, le pentan-2-ol. Le ()-1-méthylbutyl
propionate ne pouvant pas étre utilisé car la wifféiation de I'ester de départ et de I'ester
formé est impossible, nous avons utilisé des estens la chaine alkyle est plus courte ou
plus longue d'un atome de carbone. Ainsi, le (¥pdthylpropyl propionate, avec le
substituant L plus court, le (x)-1-éthylbutyl propate, avec le substituant M plus long, et le
(x)-1-méthylpentyl propionate, avec le substituamtius long, ont été testés. Ces esters étant

non commercialisés, nous les avons synthétisésigqhément.

Les résultats présentés sur les figures 59 et 6@trent que la structure de la chaine alkyle
des esters a une influence sur I'énantiosélectdatéa CALB vis-a-vis du pentan-2-ol. Ainsi,
'énantiosélectivité augmente, lorsque des estéisawx avec des chaines alkyles plus
longues sont utilisées : E passe de 62 pour leyihpthpionate a 84 et 122 respectivement
avec le (x)-1-éthylbutyl propionate et le (+)-1-tm@pentyl propionate. Nos pouvons noter,
gue l'augmentation de E est plus importante pout)el-méthylpentyl propionate, lorsque le
substituant L a été rallongé d’un atome de carledie substituant M est restée inchangé. Ces
résultats sont en accord avec ceux de la littézaton effet, Lee et coll. ont montré que la
résolution des alcools secondaires était forteraeméliorée lorsque des donneurs d’acyles
structuralement proches ont été utilisés (schéma(l32 et coll., 2000). Par ailleurs, la
résolution des (z)-2-phénylcyclopentanamines painalyse catalysée par la CALB, a été
améliorée lors de l'utilisation des esters avecguoupement alkoxy chiral (schéma 33)
(Gonzalez-Sabin et coll.,, 2003). L'importance datilisation des substrats ressemblant
fortement a l'alcool a résoudre, a également ététrée lors de I'aminolyse du (%)-1-
phénylbutyl acétate (schéma 34b) (Garcia-Urdialesk, 2001).
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Figure 60 : Valeurs de E obtenus avec des donneurs d’'acyle a chaine alkyle chirale.

En revanche, E diminue légerement pour le (x)-1hylptopyl propionate par rapport a ce
qui été observé avec le méthyl propionate (valeler& de 51 et 62 respectivement). Cette
diminution inattendue, peut partiellement étre epme par I'énantiosélectivité faible de la
CALB vis-a-vis I'alcool correspondant a la chairkyke, le butan-2-ol (E=4). Par ailleurs,
nous avons montré dans le paragraphe ‘Explicastmgturales de I'énantiosélectivité’, que
le butan-2-ol pouvait adopter plusieurs orientagian sein du site actif. Plus particulierement,
nous avons vu que cet alcool se fixait dans leagité préférentiellement dans un mode non
productif ou un mode productif intermédiaire, sasgbstituant dirigé dans la poche
énantiosélective. Pour I'énantioméRelu pentan-2-ol, un mode de fixation productif, aie
groupement meéthyle dirigé vers le fond de la poéhantiosélective, a été trouvé. Par
conséquent, les déformations de la cavité indpgede butan-2-ol, sont différentes de celles

favorisant le R)-pentan-2-ol, et il semblerait que le butan-2dlifegierait I'énantiomeres.
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B.I1.3. Influence des esters enantiopures

Pour finir, nous voulions mesurer s’il y avait udigférence entre les E obtenus avec les
énantiomere®RR ou S de I'ester chiral pris séparément, comme donné&gcyte. Ainsi nous
avons décidé d'utiliser les esters enantiopures-théthylpentyl propionate, car c’est avec cet
ester qu’'on a observé le ratio énantiomérique us plevé, et donc c’est pour cet ester qu’on
peut s’attendre a des variations plus marquéesnabtomeéere R a été obtenu par
transestérification de I'hexan-2-ol avec le vinybpionate par la CALB dans I'heptane. Au
bout de 4 heures a 35°C, on a uniquement la féte est formé (E = 490), et cette derniere
peut étre isolée par chromatographie sur gel dmesivec un éluant éther de pétrole/acétate
d’éthyle (95 :5) (exces énantiomerique de I'e&@roduit, eg, est de 99,3%). L'énantiomere
Sde l'ester a été synthétisé chimiquement a paetirhexan-2-ol fortement enrichi en forme

S(ee = 93,2%), issus de la réaction précédente, areétdmut de 12 heures.

La résolution du pentan-2-ol par transestérificawec ces esters par la CALB conduit a une
augmentation de E avec I'énantiom&est a une diminution de E avec I'énantiom&te
(E=140 et 72 respectivement), par rapport a ce2tpit observé pour le mélange racémique
(E=122) (figure 60). L'erreur plus importante obsss pour E en présence de I'énantionfre
est due a des traces d’hexan-2-ol restant dandiuraprés purification et ayant un temps de
rétention trés proche de celle d®)-L-méthylbutyl propionate, formé au cours de kactién.
L’étude réalisée par Gonzalez-Sabin et coll.,, nmeon&galement que la meilleure
énantiosélectivité est observée lorsque la palltexg présente une isomérie identique a celle
de I'amine a résoudre. Ainsi, la valeur de E essmlevée pour la résolution du @i¥2-
phénylcyclopentanamine lorsque l'alcool libéré &st(+)-cis-2-phénylcyclopentanol, par
rapport a la valeur mesurée lors de la libération#)-trans-2-phénylcyclopentanol (922 et

525 respectivement) (schéma 33) (Gonzalez-Saluollet 2003).

Ces résultats, ainsi que les notres, suggerenkegugeux énantiomeres de l'ester laisseraient
des empreintes différentes dans la cavité de laB;Ahacun favorisant ensuite la fixation de
I'énantiomeére correspondant du pentan-2-ol. L'atndk de la diminution provoquée par la
forme Sest plus importante que 'augmentation observée & formeR du donneur d’acyle,

suggérant, que I'énantiomésaurait un effet plus prononcé.

Par ailleurs, la résolution du pentan-2-ol par semtérification avec le 1-méthylpentyl

propionate (mélange racémique, e®Rqur et ester enrichie ) a été réalisée par le variant
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Ala282Leu de la CALB. Une évolution similaire awsage a été trouvée pour ce variant
avec les ratios énantiomérique de 110, 126 et dfemtivement (figure 60). Ces résultats
témoignent a nouveau de la forte influence du geop@rtant du donneur d’acyle. On peut
noter, que contrairement a ce qui était observé te la transestérification du méthyl
propionate avec le pentan-2-ol (8 B.l.2.b).), umeidution de I'énantiosélectivité par rapport

a I'enzyme sauvage est observée.

Enfin, une diminution plus importante de E a ét&embée lorsque leS|-1-méthylpentyl
propionate a été utilisé comme donneur d’acyle éeezyme variant Ala282Leu par rapport
a ce qui était obtenue avec I'enzyme sauvage €ig@). Ces résultats vont dans le sens du
postulat formulé pour expliquer I'effet des mutasodu canal d’accés au site sur E, selon
lequel l'acces au site actif de la I'énantiom&eserait plus fortement influencée par les

résidus de ce canal.
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B.I1.4. Conclusions et perspectives

Dans ce paragraphe nous avons étudié l'influencdadpartie alkyle de l'ester sur la
résolution du pentan-2-ol par transetérificatiotalygée par la CALB. L'allongement de la
chaine alkyle de I'ester par ajout d'un groupenmathyle conduit a une augmentation de la
valeur de E par rapport a celle obtenue avec lehytgbpionate (E = 117 et 62
respectivement), mais E n‘augmente plus lors dioligement supplémentaire de cette
chaine. L'interprétation de ces résultats restecal@. En effet, on ne peut pas dire si cette
augmentation est due a I'allongement de la chaangoonée ou a une absence de I'effet induit
par I'alcool libéré, qui deviendrait trop grandnebins hydrophile. En revanche, les E mesurés
lors de la résolution du pentan-2-ol avec des darsn@’'acyle a chaine alkyle chirale ont une
valeur qui varie a chaque fois que la structurecelte chaine est modifiee. Les meilleurs
résultats ont été obtenus pour le (x)-1-méthylgemtypionate : cet ester possede une chaine
alkyle dont le substituant L a été rallongé d’'uona¢ de carbone, par rapport a celle du
pentan-2-ol, et le substituant M est resté incharigétude avec les 1-méthylpentyl
propionate énantiopures a montré que les deux ®infeiencent I'énantiosélectivité de la
CALB de facon opposée : pour la forlReE présente une augmentation plus importante que
pour le mélange racémique, alors que pour la faghame diminution de E par rapport au
mélange racémique est observée. L'influence derlad S est plus marquée que celle de la

formeR.

Ces variations ont été obtenues pour des valeuts chdculées a partir des quantités de 1-
méthylbutyl propionate de la forme R et S produitess de la réaction. Elles refletent
uniguement les transformations effectives du pef@tah) mais ne tiennent pas compte des
modes de fixation non productifs de ce dernier. @r,peut envisager que les modes de
fixation non productifs laissent également une eimpe, privilégiant un mode de fixation
ultérieur non productif. Ce phénoméne peut évelanant étre relié a la diminution du ratio
énantiomeérique avec le 1-méthylpropyl propionailéisé comme donneur d’acyle.

Pour étudier I'empreinte laissée par chaque émaetie on pourrait envisager de co-
lyophiliser la lipase avec les deux énantiomerepeitan-2-ol séparément. En effet, la co-
lyophilisation de la subtilisine avec la thymidiree permit d’améliorer I'activité et la
sélectivité de I'enzyme lors de l'acylation de ocgbstrat (Rich et Dordick, 1997). La
subtilisine lyophilisée dans de telles conditiorssdg en mémoire la structure du substrat
jusqu’a deux mois a -20°C (Rich et Dordick, 1997).
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Une autre possibilité pour améliorer la résolutionpentan-2-ol par la CALB, serait d'utiliser
'amide analogue a l'ester synthétisé, le (x)-Nafgthylbutyl)propanamide. Ce substrat
présente un groupement alkyle identique a celuil'aleool a résoudre, ce qui semble
avantageux d’apres nos résultats et de ceux dédealure (Lee et coll.,, 2000 ; Gonzalez-
Sabin et coll., 2004). De plus, lors de la réagtoiun (£)-pentan-2-amine serait libéré, qui par
son caractére basique protégerait 'enzyme. En, dff@a été montré, que I'utilisation de
triéthylamine comme additif lors de la transestéaiion du (x)-1-phénylbutan-1-ol, permet
d’améliorer I'énantiosélectivité de la CALB (Gardiadiales et coll., 2001). Cet effet serait
lié a I'inactivation par des bases présentes damsilieu, des acides issus de I'hydrolyse de
I'ester, et qui pourrait désactiver 'enzyme pamiation de bases de Schiff avec les amines
primaires présentes a la surface enzymatique (Betdeaber, 1991 ; Garcia-Urdiales et coll.,
2001).

Pour finir, I'étude cristallographique de la CALBistallisée avec des analogues phosphorés
des deux énantioméres du pentan-2-ol séparémentraioétre envisagée. Cette étude
permettrait, de confirmer nos hypothéses, seloundielles deux énantioméres déformeraient
le site actif de I'enzyme de facon distincte, dticHit la possibilité d’identifier les résidus
affectés. De plus, ces structures cristallograpsgprésenteraient de bonnes structures de

départ pour I'étude de I'énantiosélectivité.
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B.III.R6le de l'’entropie d’activation pour la définition de

I’énantiosélectivité de la CALB et ses variants

Dans la partie précédente (Explications structarale I'énantiosélectivité), nous avons
cherché a expliquer la capacité de la CALB a résoueés énantioméres d'alcools
secondaires, en étudiant les modes de fixationuank2-ol et du pentan-2-ol, ainsi que les
différences énergétiques entre les états de timm$drmées par les deux énantiomeres. Ainsi,
I'énantiosélectivité de la CALB a pu étre reliédes différences d’énergie d’interaction entre
le substrat et I'enzyme. Nous avons utilisé un rfedéatique, qui considere uniqguement les
différences d’enthalpie d’activation, sans teniimpbe de la contribution entropique a
I'énergie d’activation. En effet, les deux énantéps se trouvent contraints dans un volume
réduit du site actif de I'enzyme (DeTar, 1981),qee nous a conduit a considérer, dans un
premier temps, que cette derniere contributiort éativement faible. Cependant, un certain
nombre d’études thermodynamiques de I'énantioseigcbnt révélé que I'entropie était un
parameétre aussi important que I'enthalpie dans isgrichination de deux énantioméres
(Philips, 1992 ; Overbeeke et coll., 1999 ; Ottosbroll., 2001 ; Ottosson et coll., 2002a), et
gue la prise en compte de I'entropie permettaitfaenir une meilleure explication de

I’énantiosélectivité.

Dans cette partie nous nous sommes donc intéremg@svariations des parametres
thermodynamiques d’activation (enthalpie et engppdans le but de mieux comprendre
I'énantiosélectivité mesurée expérimentalement daeCALB sauvage ou mutée. Dans un
premier temps, des enzymes mutées au niveau dehe [stéréospécifique ont été étudiées:
mutants simples Thr42Val et Ser47Ala et mutant éodhr42ValSer47Ala. Ensuite, dans le
but de vérifier si les mutations du canal d’acagsite actif ont un effet sur I'état de transition
formé lors de la deuxieme étape de la transest&tiibin, nous avons déterminé les parametres
thermodynamiques d’activation avec les variant$88Ala, Leu278Val et Ala282Leu. Dans
la partie qui suit, toutes les expériences conceri@erésolution des énantioméres du pentan-
2-ol par acylation avec le méthyl propionate, adBadu réacteur solide/gaz, en utilisant un

flux gazeux ne contenant que les substrats.
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B.II1.1.Théorie

La théorie de I'état de transition permet de releeratio énantiomérique E a la différence
d’énergie libre d’activation entre les deux énamiéoes Ar_gAG*, selon I'équation 31 (avec
T la température en K, R la constante universelle gz parfaits et dans le cas ou c’est

'énantiomere R qui est préféré).
Ap_sAG* = AGE — AGE = —RTLnE (Eq. 31)

Par ailleurs, I'énergie d’activation comporte daekmes, un terme enthalpique et un terme

entropique (équation 32).
AR—SAG* = AR—SAH* - TAR_SAS* (Eq 32)

Les différences d’enthalpie d’activation et d’eipiio d’activation entre deux énantiomeres,
(figure 61), peuvent étre déterminées en étudianvdriation de E en fonction de la
température. La combinaison des équations 31 etoBAuit a I'équation 33 qui peut étre

réarrangée en I'équation 4.
—RTLnE = Agp_gAH* — Ap_sAS* (Eq. 33)

Ar_sAH¥ 1 Agp_gAS*
_ Ar-sBHT 1, Ar-sAST
R T R

InE = (Eq. 34)

Ainsi, le terme enthalpiquar.sAH* est calculé & partir de la pente de la droite@hubtion

34 et le terme entropiquis.sAS* & partir de I'ordonnée a l'origine de cette méinaite. La
différence d’enthalpie d’activation est reliée aiiérence de complémentarité entre les deux
énantiomeres et le site actif de 'enzyme lors'élat de transition. Cette complémentarité est
basée sur des interactions stériques et élecimstat entre le substrat, I'enzyme et les
molécules de solvant. Le terme entropique compaete termes d’entropie translationnelle,
rotationnelle et vibrationnelle. Par conséquent, diférence d’entropie est un terme
complexe, correspondant a la différence de libgptdiale du substrat dans le site actif, mais
également a la différence de degré de liberté cordtionnelle des acides aminés du site actif
de I'enzyme ou a la différence de solvatation dbstat et de I'enzyme en fonction de
I'énantiomére étudié. En effet, lors de la formatote I'état de transition, des molécules de

solvant peuvent étre expulsées hors du site gétiferant une variation positive d’entropie.
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Figure 61 : Diagrammes d’énergie d’activation, d’enthalpie d’activation, et d’entropie d’activation d’une
réaction catalysée par une enzyme énantiosélective. E est 'enzyme, S le substrat, P le produit et TS
I'état de transition. Le trait pointillé représente I'énantiomeére lentement transformé par I'enzyme (S ici)
et le trait plein I'énantiomere rapidement transformé par I'’enzyme (R ici) (Ottosson et coll., 2001). La
figure correspond au cas le plus fréquent ou I'énantiomére préféré est favorisé par I'enthalpie et

défavorisé par I'entropie.

Les variations des parametres d’activation peuv@mé soit négatives soit positives.

Généralement, les contributions enthalpiques etopigjues se compensent, c'est-a-dire
gu’elles sont soit toutes les deux positives, smiites les deux négatives. Le cas le plus
fréequent est celui ou I'énantiomere préféré esbifiae par I'enthalpie et défavorisé par

I'entropie. Ceci est en lien avec le fait que, pgludixation du substrat dans le site actif est
forte, plus I'état de transition formé sera rigidenc plus I'entropie sera faible.

Ces variations des paramétres d’activation de tiosélectivité,Ar.sAH* et Ag.sASF, sont
reliées aux changements des paramétres d’activatitigiduels, AH* et AS?, de chaque
énantiomere. Par conséquent, elles peuvent égalé@merdéterminées en utilisant les alcools
énantiopurs, et en mesurant les vitesses de réadignlue. Dans la pratique, c’est le mélange
racémique d’alcools qui est utilisé, pour des mgsde cherté des énantiopurs, et seules les

différencesAr.sAH* et Ar SASF sont mesurées.

A partir des équations précédentes on peut déterrtartempérature de racémisatiop, qui
correspond & une absence de discrimination ergrérantioméres : E = 1 Ak.sAG* = 0.
Cette température peut étre déterminée a partirragyort de différence d’enthalpie
d’activation et d’entropie d’activation, selon liéation 35.

_ AR_SAH¢
T Ap_gASH

(Eq. 35)
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Lorsque T < T : I'enzyme va préférentiellement catalyser I'émamiere favorisé par
I'enthalpie et I'énantiosélectivité diminue lorsglaetempérature et le terme entropigie,
AS', augmentent. Ceci correspond au cas le plus frécaex températures habituellement

utilisées pour la catalyse enzymatique.

Lorsque T > T: I'énantiosélectivité de I'enzyme s’inverse, &st I'énantiomere privilégié

par I'entropie qui sera privilégié ; E augmente@laetempérature.

Théoriquement, les différences d’enthalpie d’adioraet d’entropie d’activation peuvent étre
de signe difféerent, ce qui signifie que l'un desamtioméres est privilegié a la fois par
'enthalpie et par I'entropie. Ceci résulte en uhrenégative, qui n'a pas de signification

physique.

B.III.2.Exemples d’études des parametres d’activation de la CALB et

ses variants, issues de la littérature

Depuis les années 90, le nombre d’études qui sdigeat sur la détermination des parametres
thermodynamiques d’activation s’accroit. Ces travaancernent I'étude de linfluence du
substrat, de la protéine et du solvant. Nous aldi@tailler un exemple d’étude réalisée avec la
CALB pour chacun de ces paramétres.

B.IIL.2.a Influence du substrat

La détermination des parametres thermodynamiqaoas lp butan-2-ol et ses homologues
substitués, réalisée par Ottosson et coll., carstin bon exemple pour I'étude de l'influence
du substrat. Ces auteurs ont étudié la réactiaryldiaon du butan-2-ol, du 3-méthylbutan-2-
ol, du 3,3-diméthylbutan-2-ol et du 1-bromobutantpar la CALB (schéma 37) (Ottosson et
coll. 2002). Les variations d’enthalpie et d’enieopl’activation de cette réaction ont été
déterminées par I'étude de la variation du rati@anéiomérique (E) en fonction de la
température. Les valeurs de E et les paramétreandidgnamiques enthalpiques et
entropiques obtenus sont présentés dans le tabteau
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)O\H/ \/Oi/\
butan-2-ol hexan-3-ol
OH OH
Br\)\/
2-bromobutan-2-ol 3-méthylbutan-2-ol 3,3-diméthylbutan-2-ol

Schéma 37 : Structures des alcools utilisés par Ottosson et coll. (2002) pour I'étude de I'influence du
substrat sur les paramétres thermodynamiques d’activation lors de leur résolution par la CALB.

Tableau 25 : Ratio énantiomérique, E, et ses composantes thermodynamiques pour la réaction de
transestérification des alcools secondaires catalysée par la CALB. Le donneur d’acyle utilisé est le
vinyl octanoate, sauf pour le 1-bromobutan-2-ol, pour lequel le vinyl propionate a été utilisé. Les
erreurs ont été calculées a partir des erreurs standards de la régression linéaire de InE = f(1/T) etE a

été calculé a partir de la relation linéaire (Ottosson et coll., 2002a)

E 3 298K AR AGTa2B K  AgrsAH TARA ARr.sA T,
[kJ.mol™] [kJ.mol™]  [kd.mol™] [J.mol*K™] [K]
1-bromobutan-2-ol 100 -11,4 -235+1,0 -12,1+1,0 -40,7 3,2 580
butan-2-ol 8,3 -5,3 -10,7+0,7 -54+14 -18,2+4,690
3-méthyl-butan-2-ol 810 -16,6 -243+1,1 -7,7+1,0 -26,0+ 3,4 940
3,3-diméthylbutan-2-ol 460 -15,2 -204+13 -52+1,3 -17,6+4,2160
hexan-3-ol 340 -14,4 -9,0+0,7 +55+0,7 +18,3+2,4 -490

La substitution du butan-2-ol par un ou deux greupethyle ou par un atome de brome
provoque des changements & la fois pour le terrttelpigue (r.sAH') et pour le terme
entropique fr.sAS), ce qui se traduit par une modification imporeandu ratio
énantiomeérique. Pour tous ces alcools secondaiwg$iés, I'énantiomére R de I'alcool
secondaire est favorisé par I'enthalpie et défaéopar I'entropie. En plus de ces alcools
homologues du butan-2-ol, les parameétres thermanignges d’'activation de I'hexan-3-ol ont
été également déterminés. Pour cet alcool, coamaint aux autres alcools étudifg,sAS'

est positif, en d’autres termes, I'énantiomBree I'hexan-3-ol n’est pas seulement favorisé
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par I'enthalpie mais aussi par I'entropie. De plgsur cet alcool la température de
racémisation (j) est négative. Pour tous ces substrats, on petgr mune contribution
significative de I'entropie d’activation. En falg terme entropique,NR-sA§, représente 25 a
61% du terme enthalpique:.sAH* de la différence de I'énergie libre d’activation.sAG.

Ces auteurs ont cherché de relier le volume adidesgu substrat a la variation d’entropie
(Ottosson et coll., 2002a). lls ont déterminé celumes par deux méthodes distinctes : en
superposant les structures obtenues au cours dygr@mique moléculaire ou en procédant a
une exploration systématique des conformationsupamrméthode apparentée a la méthode de
Monte-Carlo, qui consiste a faire varier les anglesires du substrat par petit pas (5°). Cette
étude a révélé que IRfhexan-3-ol avait accés a un plus grand volumeedu du site actif
que I'énantioméreS. Ce résultat est en accord avec le fait que laatan d’entropie
d’activation est plus élevée pour IB){hexan-3-ol que pour l&S-hexan-3-ol Ar.sASF > 0,
tableau 25). De méme, pour le butan-2-ol, un volyrhes important a été trouvé pour
I'énantioméreS, favorisé par I'entropie. Cependant, cette étudgalement montré que des
explications stériques ne suffisent pas a expliquer role de [I'entropie dans
I'énantiosélectivité. En effet, aucune corrélatiota pu étre trouvée entre I'entropie et le
volume accessible au substrat dans le site aatif l@o3,3-diméthylbutan-2-ol alors que pour
cet alcool aussi, une large part de I'énantiosiiéetest allouée au terme entropiquagT
SASF (Ottosson et coll., 2002a).

B.II1.2.b Influence de la protéine

Le remplacement d'un acide aminé d'une enzyme donolrfois a des modifications
importantes de son activité et de sa sélectivisitevméme a l'apparition de nouvelles
activités. Néanmoins, les connaissances actudiesees sur la relation structure-fonction,
sont insuffisantes pour prédire en totalité legtsfies mutations. L'étude thermodynamique
des réactions catalysées par les variants d’'ungrenpermet parfois de mieux comprendre
les nouvelles fonctions apportées par la mutatians ce but, les parametres
thermodynamiques de la réaction d’acylation du 3ayibutan-2-ol avec le vinyl octanoate
catalysée par la CALB et cing variants avec desatinrts au niveau de la poche
stéréospécifique (Thrl03Gly, Trpl04His, Thr42Va4&7 Ala et Thr42ValSer47Ala), ont été
déterminés (Ottosson et coll., 2001). Les résultats représentés dans le tableau 26.
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Tableau 26 : Ratio énantiomérique, E, et ses composantes thermodynamiques pour la résolution
cinétique du 3-méthylbutan-2-ol catalysée par la CALB et ses variants. AAAHF et AAASY représentent
les variations de Ag.sAH* et Ag.sAS* par rapport a I'enzyme sauvage. Les erreurs ont été calculées a
partir des erreurs standards de la régression linéaire de InE = f(1/T) et E a 296 K a été calculé a partir

de la relation linéaire (Ottosson et coll., 2001).

970 -16,9 -20,8+0,9 -13,2+3,0 0 0 1570
2140 -18,9 -31,7+0,1 -43,4+0,4 -10,9 -8,9 730
150 -12,3 -44,7+1,0 -109,5+3,: -23,8 -28,5 410
520 -15,4 -16,7+09 -45+29 +4,1 +2,6 3740
340 -14,3 -18,3+0,7 -134+24 +2,6 -0,1 1360
390 -14,7 -18,1+0,4 -115+1,4 +2,8 +0,5 1570

Pour tous ces variants de la CALB, on constate Tjuest supérieure aux températures de
'expérience, et les termes enthalpiques et ergugs se compensent : plus la variatiodde
SAH* par rapport & 'enzyme native est importante, féusariation du terme entropique et
importante, et vice-versa. Néanmoins, la compemsatiest pas parfaite d’ou les variations
de E observées. On peut noter que I'énantiorRéast privilégié par I'enthalpierg.sAH* < 0)

et I'énantiomere par I'entropie Ar-sAS* < 0).

Des variations importantes des differences d’epthaét d’entropie d’activation ont été
observées pour les variants Thrl03Gly et TrplO4payr lesquels la variation de E est
également la plus importante. La mutation Thr103i@Gtyoduit autour de sérine la séquence
consensus G-X-S-X-G, retrouvée pour la plupartigeses (Patkar et coll., 1997). Les études
de modélisation moléculaire suggerent, que cett@ation conduit & une diminution de la
poche stéréospécifique, réduisant la place dispopitur le substituant L de la fornsadu 3-
méthylbutan-2-ol, et qui se traduit par une augatém duAH*s. Au contraire, la mutation
Trpl04His conduit & une augmentation de la poahgaspécifiqgue. Pour ce mutant le terme
entropique est trés important et en faveur de HiéomeéreS (Ar.sAS* < 0), ce qui se traduit

par une diminution de I'énantiosélectivite.

Les variants Thr42Val, Ser47Ala et Thr42ValSer47Alat été construits afin d’améliorer la

résolution des halohydrines. Ces mutations onseétgérées par une étude de modélisation
moléculaire, car le remplacemantsilico de ces résidus permettait d’obtenir des structures
plus stables : meilleure énergie d’interaction baseér I'enthalpie mais ne prenant pas en

compte I'entropie (Rotticci et coll., 2001b). L'lisiation de ces mutants pour la résolution des
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alcools vic-halogénés, le 1-chlorooctan-2-ol et le 1-bromao@al, a permis d’améliorer
I'énantiosélectivité de la CALB (schéma 20). L'abse de groupement hydroxyle, résultant
de ces mutations, semble favoriser le positionnemhesubstituant M (—CHCI et —-CH-Br)
dans la poche stéréospécifique, suite a 'abseintemction répulsive entre les groupements
électronégatifs (halogene et groupement hydroxfRejticci et coll., 1997 ; Rotticci et coll.,
2001b). Ces mémes variants ont été testés powgstaution du 3-méthylbutan-2-ol et les
parametres thermodynamiques d’activation ont étéraénés. Pour les trois variants une
légere diminution (en valeur absolue) du terme aptue a été observée. Le terme
entropique ne change pratiquement pas pour leantarBer47Ala et Thr42ValSer47Ala, par
rapport & 'enzyme sauvage. Parmi ces trois mutdedsvariations les plus importantes par
rapport a 'enzyme sauvage ont été observées gudVal, alors que I'énantiosélectivité de
ce dernier vis-a-vis du 3-méthylbutan-2-ol variarieins et I'énantiosélectivité vis-a-vis des
halohydrines est tres proche de celle de I'enzymevage (schéma 20). Ces résultats
soulignent le fait que les interprétations baséedes seules valeurs de E ou sur des modéles

théoriques basés sur I'enthalpie seule, sont int&tep

OH OH
CIM Br\)\/\/\/
1-chlorooctan-2-ol 1-bromooctan-2-ol
E sauvage = 14 E sauvage = 6,5
E Thr42Val = 15 E Thr42val = 6,7
E Ser47Ala = 28 E Ser47Ala= 12,4
E Thr42ValSer47Ala = 20 E Thr42ValSerd7Ala = 9,4

Schéma 20 : Structures des alcools halogénés et les valeurs de E obtenues avec la CALB sauvage et
ses variants Thr42Val, Ser47Ala et Thr42ValSer47Ala (d’aprés Rotticci et coll., 2001b)

B.II1.2.c Influence de I'eau

L’influence de l'eau sur la réaction d’acylation gentan-2-ol avec le méthyl propionate
catalysée par la CALB a été réalisée précédemneerd dotre laboratoire (Léonard et coll.,
2007). Les expériences ont été réalisées a l'aidéakcteur solide/gaz qui permet de contréler

avec précision I'activité thermodynamique de I'éay) dans le milieu. Les variations de E en

213



Résultats et Discussion — Chapitre B

fonction de I'g, sont représentées sur la figure 62. On peut mpiel’énantiosélectivité de la
CALB sauvage envers le pentan-2-ol (courbe en tlaue) : augmente de,groche de 0 a
ay = 0,1 ; stagne entrg,a0,1 et @ = 0,3 ; diminue de,@= 0,3 a @= 0,5. L’énantiosélectivité

atteint un maximum a,a= 0,2 avec E= 337+15.

L’augmentation de I'énantiosélectivité lorsquepmasse de 0 a 0,1 peut étre expliquée par une
molécule d’eau qui se positionnerait au fond dedehe stéréospécifique. En effet, poyr<a
0,1 le coefficient de Hill obtenu est de 0,78 cé suggere la fixation d’'une molécule d’eau
dans la poche stéréospécifique. L'étude par matiis moléculaire de l'intermédiaire
tétraédrique formé avec le pentan-2-ol et avec mo&cule d’eau positionnée dans cette
poche montre que I'’énantioméRe(en mode |) n'est pas perturbé par cette molédidau.

De plus, la molécule d’eau peut potentiellemenmiar cing liaisons hydrogene avec la
protéine. En revanche, I'énantiomere S en modaJéc son substituant L dans la poche
stéreospécifique est fortement perturbé par cetéecule d’eau. La molécule d’eau est
également moins bien stabilisée, car elle ne padicjper qu'a trois liaisons hydrogéne
(Léonard et coll., 2007).

700 -
= T42V34T7A
500 - S4TA
. o T42V
‘ 500 - {I { WT
T I I ¥ .
400 - « | {
w 1
L1
300 - 771l i i
=T [} T
[ 3 S N E
0 = = LS -
200 2=, 3
ar
100 =
c. 1 1 1 1 1 1
0 0,1 0,2 0,3 04 05 086

Figure 62 : Influence de I'activité thermodynamique de I'eau (a,) sur I'énantiosélectivité de la CALB et
ses variants pour l'acylation du pentan-2-ol (&penwn-20 = 0,05), le donneur d'acyle est le méthyl

propionate (ameyi propionate = 0,1), la température est fixée a 318K (d’apres Léonard, 2007).
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Afin de mieux comprendre ces résultats les parasétrermodynamiques ont été déterminés
pour chaque point important: @a 0;0,1; 0,3 et 0,5 (Léonard et coll., 2008s résultats
sont reportés tableau 27.

On peut noter que I'énantiomére préféré, Regentan-2-ol, est favorisé par I'enthalpie mais
défavorisé par I'entropie (toutes les valeurs/AgeAH* et deAr.sAS* sont négatives). De
plus, on constate une contribution significativel’datropie d’activation, le terme entropique
TAr-SAS' représente 33 a 66% du terme enthalpityieAH* dans I'énergie libre d’activation
Ar-sAG*. Par ailleurs, on peut remarquer que les variatiotenthalpie et d'entropie
d’activation augmentent (en valeur absolue) lorsgygsaccroit. Ceci est vrai, méme lorsque
I'énantiosélectivité diminue. Les auteurs ont expéi ces augmentations deg.sAH* et Ag.
AS', par une différence de déplacement de molécules diessite actif, induite par les deux
énantiomeres lors de la formation de I'état desttm. En effet, 'énantiomer& qui doit
positionner son substituant L au fond de la podiéeéespécifique, doit déplacer plus de
molécules d’eau que I'énantioméRequi positionne son substituant M dans cette poehle
nombre de molécules d’eau a déplacer s’accroit Bétt d’hydratation de I'enzyme. Pour
toutes les conditions d’activité thermodynamiqug) (eestées, I'énantiosélectivite diminue
lorsque la température augmente, ce qui signifeelgs températures expérimentales (variant
de 308 a 363 K) sont en-dessous de la températergacémisation (J, ce qui est

généralement le cas lors des catalyses enzymatiques
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Tableau 27 : Composantes thermodynamiques du ratio énantiomérique, E, pour I'acylation du pentan-
2-0l (@pentan-2-ol = 0,05), avec du méthyl propionate (&metnyi propionate = 0,1) par la CALB a différentes

activités thermodynamiques de I'eau (a,) (Léonard, 2007).

! 4 ARAGTA 318K AgAH? -TAR ASf ArAS T, el
ay  Ea3I18KY TN T e pamol e kImol ¥ [molkAE k] N
T 101t5 122t01  -18+1 61 19:t4 953 18
| 318+75  -152+0,7 30+1 15+1 48+3 627 18
0| 300+60 -152+06  33+1 18+1 56+4 595 17
05| 194435 139405 41+ 1 27+1 86+3 481 11

@ les écarts-types ont été calculés avec 3 valeurs de E et pour un intervalle de confiance de 95% (voir

partie Matériels et méthodes).

! les valeurs de ArsAG* ont été calculées a partir de 'équation Ar.sAG* = -RTLNE avec R = 8,315

J.mol*.K' et T = 318 K. Les écarts-types ont été obtenus a partir des écarts-types sur E.

[ les valeurs de ArsAH' et ArsAST et leurs écarts-types ont été calculés en utilisant la méthode des
moindres carrés (voir explications partie Matériels et méthodes), ces écarts-types ont été calculés

pour un intervalle de confiance de 99%.

[ |es valeurs de TArsAS* ont été calculées a 318 K, les écarts-types sur ces valeurs ont été obtenus

a partir des écarts-types sur DArsAS.

! hombre d’observations expérimentales de la grandeur E aux différentes températures étudiées (voir

partie Matériels et méthodes).

B.II1.3.Etude des parametres thermodynamiques d’activation pour les
réactions catalysées par différentes formes de la CALB obtenues

par mutation au niveau de la poche stéréospécifique

Précédemment, l'effet de l'activité thermodynamiqie I'eau (@) sur la CALB et ses
variants possédant des mutations des résidus wmmtila poche stéréospécifique, a été
étudié (Léonard, 2007). La figure 62 montre quaugmente dans un premier temps avec
'aw, puis diminue, ceci aussi bien pour 'enzyme sgavgue pour ses variants. Cependant,
on constate que la valeur maximale de E est at@irdes valeurs diadifférentes selon les
enzymes. De plus, 'amplitude de la variation desEdifférente pour chaque variant, la plus
forte variation étant obtenue avec Thr42Val.

Par ailleurs, la figure 62 montre des différendgsificatives de E en absence d’eau ajoutée

dans le flux gazeux g~ 0) (Léonard, 2007). Ainsi, une meilleure énantiestvité vis-a-vis
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du pentan-2-ol a pu étre observée pour les musamigles Thr42Val et Ser47Ala, E égal a
236 et 198 respectivement, par rapport a ce quti @denu précédemment pour I'enzyme
sauvage dans les mémes conditions (E = 100) (Léatamwll., 2007). En revanche, le mutant
double Thr42ValSer47Ala, présente une valeur dees proche de celle obtenue pour

I'enzyme sauvage.

Ces variations de E ne peuvent pas étre attribluéles modifications de la taille de la poche
stéréospécifique, car la thréonine et la valinand’part, et la sérine et I'alanine, d’autre part
ont des volumes similaires, et leur interconvergsionne lieu a des mutations isostériques de
la poche. En revanche, on trouve dans la littéeatdes exemples ou la variation de
I'énantiosélectivité observée est directement Bédes variations du volume de la poche,
provoquées par des mutations ponctuelles; c’estae de la transestérification du 3-
meéthylbutan-2-ol avec le vinyl octanoate catalypée le variant Trpl104His de la CALB
(Tableau?2) (Ottosson et coll., 2001). Un autre glerast I'inversion d’énantiosélectivité lors
de la résolution de 1-phényléthanol obtenue avewaeant TrplO4Ala, qui peut étre
directement reliée a une augmentation de la paéhéaspécifique, suite au remplacement du
Trpl04 constituant le fond de la poche stéréosi@efpar des résidus histidine ou alanine
moins volumineux (Magnusson et coll., 2005b). Diensas de la mutation Trp104Ala, cette
augmentation de la poche s'accompagne d’'une augtmntde I'efficacité catalytique pour
le heptan-4-ol et le nonan-5-ol.{kK\ respectivement 270 et 5500 fois plus grands que po

'enzyme sauvage) (Magnusson et coll., 2005).

Par ailleurs, il a été montré par Magnusson et cpie I'acylation des alcools secondaires
symétriqgues (propan-2-ol, pentan-3-ol et heptai)}4-€tait réalisée avec une sélectivité
identique a celle de l'enzyme sauvage, par les mmmtaThr42Val, Ser47Ala et

Thr42ValSer47Ala (Magnusson et coll., 2005), ce spggére que la spécificité de la CALB

vis-a-vis du pentan-2-ol n’est pas altérée pamegstions.

Dans le but de mieux comprendre l'origine de I'dies@lectivité obtenue avec les mutants
Thr42Val et Ser47Ala, nous avons déterminé lesmanas thermodynamiques d’activation
en faisant varier la température. Les droites LNELA") sont représentées sur la figure 63 et
les variations d’enthalpie d’activation et d’enti@p’activation, obtenues selon la méthode de
moindres carrées, ont été reportées le tablealleZd8expériences ont été réalisées sans eau
ajoutée dans le flux gazeux, par conséquent I'pigr@alculée concerne uniquement les

variations des degrés de liberté de I'enzyme etuthstrat.
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Figure 63 : Régressions linéaires de LnE en fonction de 1/T, utilisées pour déterminer les parametres
thermodynamiques d’activation des réactions catalysées par la CALB et ses variants Thr42Val,
Ser47Ala et Thr42ValSer47Ala.

Tableau 28 : Composantes thermodynamiques du ratio énantiomérique, E, pour I'acylation du pentan-

2-0l (&pentan-2-0 = 0,05), avec du meéthyl propionate (amestnyi propionate = 0,1) par la CALB et ses variants.

-TARSA
[kJ.mol ™

Enzyme E a318K% Pt EFELELES - Lnstly N

Ar-sA
[kJ.mol™®  [kJ.mol ™™ [J.mol K1

1015 -12,2+0,1 -18+1,2 +6+1,3 -19+4 18
236 + 6 -14,4+0,2 -11+0,7 -3+0,5 +11+£2 16
198 + 19 -14,0+ 0,6 -20+1,0 +6 +0,9 -19+3 11
T42VS4T7A 98 + 13 -12,1+0,4 -11+0,7 -1+0,6 +3+2 13
[a] - [e]

Pour la signification de voir tableau 3.

M résultats publiés par Léonard et coll., 2007.

D’apres ces résultats, il apparait que I'énanti@m®rdu pentan-2-ol est privilégié par
I'enthalpie d’'activation £r.sAH* < 0) et défavorisé par I'entropiag.sAS* < 0) dans le cas de
'enzyme sauvage et du variant Ser47Ala. Pour laganms Thr42Val et Thr42ValSer47Ala,

I'énantioméreR est favorisé a la fois par I'enthalpie et I'eniigp

Les effets des mutations semblent complexes, sadiféérences d’enthalpie d’activation et
d’entropie d’activation entre les deux énantiomémast simultanément affectées. Ainsi, pour
les mutants Thr42Val et Thr42ValSer47Ala, il sembjge I'énantioméereR soit moins

favorisé par I'enthalpie qu'avec I'enzyme sauvagg, des valeurs absolues slesAH* plus
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faibles ont été obtenues pour ces mutants, mate cémninution est contrebalancée par
'entropie, également en faveur de la foriRe Pour le mutant Ser47Ala, seul le terme
enthalpique varie, qui est un peu plus importa gaur I'enzyme sauvagex(isAHﬂ =20

kJ.mol* au lieu de 18).

Dans le but de chercher une explication aux diffées d’énantiosélectivité observées avec
les mutants simples Thr42Val et Ser47Ala, I'hypsthésuivante a été envisagée :
L’augmentation importante de I'’énantiosélectivitéupait provenir de la modification du
réseau de liaisons hydrogene formé par les résidua poche stéréospécifique, entre eux et
avec les résidus du voisinage. En effet, aprestiontdes positions 42 et 47 pour des résidus
hydrophobes, ces derniers ne peuvent plus panticéipges liaisons hydrogéne avec leurs
chaines latérales. Cette modification pourrait ireldes degrés de liberté supplémentaires
pour les chaines latérales et conduire ainsi amolalité accrue de ces résidus, voire méme
du substrat. Une mobilité plus importante dans 48 des mutants en comparaison de
'enzyme sauvage pourrait résulter en une dimimutio volume disponible de la poche
stéréospécifique, perturbant la fixation de I'ém@amereS et augmentant la valeur de E.

Afin de tester notre hypothese, selon laquellemesations des résidus situés dans la poche
stéreospécifique conduiraient a une diminution dlume de cette poche, par augmentation
de la mobilité des résidus, une étude par modilisatoléculaire a été envisagée. Inspiré de
travaux d’Ottosson et coll., nous avons réalisé adsuls de dynamique moléculaire. Ainsi,
apres un apport initial d’énergie cinétique sous®de chauffage a 300 ou 400 K, I'enzyme
sauvage et ses variants Thr42Val, Ser47Ala et Nal&er47Ala ont été libres d’évoluer
pendant 100 ps. Les conformations sauvegardépteraalles de temps réguliers, au cours du
calcul ont été ensuite superposés, et les voluotaaxt occupés par les chaines latérales des
résidus en position 42, 47 et 104 ont été calciiddheureusement, les premiers essais n’ont
pas permis de relier les volumes balayés par cgglu® avec les variations d’entropie

mesurées expérimentalement.
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B.Il1.4.Etude des parametres thermodynamiques d’activation pour les
réactions catalysées par différentes formes de la CALB obtenues

par mutation du canal d’acces au site actif

Nous avons vu précédemment, que I'acces au sifedacta CALB était contrélé par quatre
résidus hydrophobes, lle189, Leu278, Ala282 et8Bg2constituant un tunnel court. Les
mutants lle189Ala, Leu278Val et Ala282Leu ont étédoits par mutagénése dirigée et testés
pour la résolution d’'alcools secondaires chiraunédires par réaction d’acylation avec le
meéthyl propionate. Les résultats obtenus montrenéftet significatif de ces mutations sur
'énantiosélectivite. Nous avons vu que linterpt&in de ces effets était néanmoins
complexe, car ils dépendent a la fois de la tdifle substituants de I'alcool et du mutant testé.
Notre hypothése selon laquelle ces résidus hydimplade I'entrée de la cavité affecteraient
préférentiellement I'énantioméf® ne permet pas d’expliquer tous nos résultats sSNmons
évoqué la possibilité que ces mutations puissealeégent affecter la fixation du substrat au
site actif. En effet, ces résidus ne sont pasél@gnés du site actif. Afin de vérifier si les
mutations perturbaient I'état de transition, nowors décidé d'étudier les paramétres
thermodynamiques d’activation. Comme dans le caswigants de la poche stéréospécifique,
nous avons choisi de déterminer ces parametreslapaéaction d’acylation du pentan-2-ol
avec le méthyl propionate, catalysée par les varii@189Ala, Leu278Val et Ala282Leu de
la CALB. Les ratios énantiomériques ont été déimésa six températures (40, 45, 55, 65,
75 et 85°C), a l'aide du réacteur solide gaz, aaniwité thermodynamique de I'eau proche
de 0. Ensuite, les différences d’enthalpie d’atibra et d’entropie d’activation ont été
calculées selon la méthode utilisée précédemmaniréf 64). Les résultats obtenus ont été

regroupés dans le tableau 29.
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Figure 64 : Régression linéaire de LnE en fonction de 1/T, utilisée pour déterminer les composantes
thermodynamiques des variants lle189Ala, Leu278Val et Ala282Leu de la CALB.

Tableau 29 : Ratio énantiomérique, E, et ses composantes thermodynamiques pour l'acylation du
pentan-2-0l (apentan-2-ol = 0,05), avec du methyl propionate (amsinyi propionate = 0,1) catalysée par la CALB
et ses variants.

ArsAG'a 318 K  Agr.sAH

Enzyme E a318K¥ N

rR-sA R-sA
[kd.mol™®  [kJ.mol™ [kJ.mol™ ¥ [J.mol™K ™™ [K]
Sauvagé EGEES -122+0,1 -18+12 +6+13 -19+4 953 18
AVl 203,7+4,1  -141+0,3  -16,7+0,3 +28+02 808 1929 24
Lo 1514405 -133+01 -116+04 -15+04 +4,6+12 -2494 24
Jls | 1446+08  -132+0,1 -158+0,7 +28+06 -830 1806 20

@ les écarts-types ont été calculés avec 4 valeurs de E et pour un intervalle de confiance de 95%
(voir partie Matériels et méthodes).

[b] - [e]

Pour la signification de voir tableau 3.

M résultats publiés par Léonard et coll., 2007.

Ces résultats montrent que le remplacement d'utleaaminé situé a I'entrée du site actif
induit des modifications des paramétres thermodyema@s d’activation de la réaction
d’acylation du pentan-2-ol. Ainsi, pour le varidneéu278Val on observe une diminution
importante de la valeur absolue du terme enthadpjgar rapport a I'enzyme sauvage(
AH* de -11,6 kJ.mdl au lieu de -18 kJ.mdlpour le sauvage), mais ce terme reste toujours
en faveur de I'énantiomér@. De plus, on constate que.sAS™ devient positif, favorisant
également I'énantiomérR. La diminution de I'encombrement en position 27&dwarait

221



Résultats et Discussion — Chapitre B

donc a une moins bonne fixation de cet énantionmaés avec une liberté de mouvement du
substituant L plus grande. Nous pensons que ceitation favorise a la fois 'énantiomé®e

en facilitant son entrée au site actif (avec lesstimnt L dirigé en avant), et I'énantiom&ge

en lui laissant plus d’espace et de liberté de rament lors de la formation de I'état de
transition. Ceci expliquerait pourquoi nous n’‘avop®s observé de variation de
I'énantiosélectivité pour la résolution du pentant2lorsqu’on utilise le variant Leu278Val a
la place de I'enzyme sauvage (E = 100 pour I'enzgemerage et 98 pour Leu278Val).

Pour les variants lle189Ala et Ala282Leu, similaient aux résultats obtenus avec I'enzyme
sauvage, I'énantiomér@ est favorisé par I'enthalpie et I'eénantiomé&epar I'entropie. On
peut noter une variation légere du terme enthaépjopur le variant lle189Ala, mais pour le
variant Ala282Leu, en considérant les erreurs,iairdition est négligeable. Pour ces deux
variants on observe une diminution de I'écart enlee entropies d’activation des
enantioméreR etS, par rapport & ce qui était mesuré pour 'enzymerage Ar.AS est de
-8,7 et -8,8 J.mdK ™ pour les mutants et -19 J.ii&™ pour I'enzyme sauvage. Ces résultats
sont difficiles a interpréter car ils correspondentdes différences des variations des
parametres thermodynamiques d’activation entreléesx énantiomeéres, ne permettant pas de

savoir lequel des deux énantiomeéres est affecte.

En résumé, nous avons montré que les modificatiesgésidus du canal d’accés au site actif
pouvaient également influencer I'état de transifiammé lors de la résolution du pentan-2-ol,
la modification la plus importante étant obtenuairpte mutant Leu278Val, pour lequel
I'énantiomerer est favorisé a la fois par I'enthalpie et I'enimpgNos résultats sont en accord
avec ceux de la littérature. En effet, lors d'uh@lé de modélisation moléculaire, Haeffner et
coll. ont montré que le butan-2-ol, alcool encofasppetit que le pentan-2-ol, pouvait
interagir avec les résidus hydrophobes situésrarée de la cavité (Haeffner et coll., 1998).
lIs ont déterminé les résidus intervenant dansxktion des alcools secondaires en mesurant
la différence d’énergie d’interaction entre chagésidu et I'énantiomer® en mode |, d’'une
part, et I'’énantiomere&S en mode Il, d’autre part. Ainsi, ils ont trouvéeqia différence
d’énergie d’'interaction entre les deux énantiomeda butan-2-ol était supérieure a 0,1
kcal.mol* pour les résidus 11e189 et Ala282 et supérieu@3akcal.mof" pour le résidu
lle285. Bien qu’ils n'aient pas noté de difféerend’énergie d’interaction mesurée entre le
butan-2-ol et le résidu Leu278, ce dernier semiieragir avec le 3-méthylbutan-2-ol et le
3,3-diméthylbutan-2-ol (différence d’énergie d’irdetion entre les deux énantioméres > 0,3
kcal.mol et > 0,5 kcal.mét respectivement) (Haeffner et coll., 1998).

222



Résultats et Discussion — Chapitre B

Par extrapolation, les effets de ces mutations I'eiat de transition devront étre plus
importants pour les alcools présentant un substitlaplus long que le groupe propyle
(substituant L du pentan-2-ol).

B.II1.5.Conclusions et perspectives

Dans cette partie nous avons étudié l'influence meslifications des résidus de la poche
stéréospécifique, d’'une part, et du canal d'accesite actif, d’autre part, sur les parametres
thermodynamiques d’activation de la résolution datpn-2-ol, catalysée par la CALB. Nous
avons montré que le remplacement d’'un ou deuxugsidnduit a des variations importantes
des différences d’enthalpie et d'entropie d’acfiwat Pour tous les variants étudiés,
'énantioméreR du pentan-2-ol est favorisé par I'enthalpie. Ptag variants Thr42Val,
Thr42ValSer47Ala et Leu278Val, on observe une isiagr du signe du terme entropighg
ASF, ce qui signifie que pour ces variants I'énantiemB est également favorisé par
'entropie. Dans le cas des mutations des résidutadgooche stéréospécifique (Thr42Vval ;
Ser47Ala et Thr42ValSer47Ala), nous supposons, lgsemodifications des parameétres
thermodynamiques sont liées a des modificationsédeau de liaisons hydrogene formés
entre les résidus, induisant une liberté de mouweraecrue des chaines latérales de ces
résidus. Par ailleurs, nos résultats suggerentagoedification d’un résidu du canal d’'acces
au site actif (llel89Ala ; Leu278Val et Ala282Lepgrturbe également I'état de transition
formé avec le pentan-2-ol, et ces résidus deveggdlement interagir avec des substrats plus
longs. Néanmoins, ces résultats restent difficdemterpréter, car ils correspondent a des
différences de variations des parametres thermonignees d’activation entre les deux
énantiomeres, et ne permettant pas de savoir leguss deux énantiomeéres est affecté.

Conformément aux études antérieures réalisées lavé€tALB, nous avons montré que
I'entropie jouait un rdéle important dans I'énangétetivité. Par conséquent, on ne peut pas
lignorer lors des études par modélisation moléoela comme nous l'avons fait
précédemment. Par exemple, I'étude par modélisationariant Trp104His, présentant un
terme enthalpique important (tableau 2), suggéremé énantiosélectivité ameéliorée par
rapport a I'enzyme sauvage, si I'entropie n’étais prise en compte. Or, pour ce mutant le
terme enthalpique est plus que compenseé par leetentmopique en faveur de I'énantiomeére

S résultant en une diminution importante de I'ér@adlectivité (Ottosson et coll., 2001).
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Depuis une dizaine d’année, de plus en plus d'étpde modélisation moléculaire prennent
en compte (au moins partiellement) I'entropie dasscalculs. Ainsi, la régiosélectivité de la
subtilisine lors de la transestérification du sarobe a pu étre expliguée par modélisation
moléculaire. L’intermédiaire tétraédrique formé @e saccharose via 'OH en position
1'(figure 65), est de 4-5 kcal.mbiplus stable que les intermédiaires formés ave©ldsen
positions 6 ou 6, lorsque I'entropie est égalenm@ide en compte. La différence n’est que de
0,7 kcal.mot lorsqu’uniquement I'enthalpie d'interaction estlccéée (Fuentes et coll.,
2002).

Asp32

Figure 65: Représentation schématique du site actif de la subtilisine (triade catalytique et trou
oxyanionique) et des centres réactionnels du saccharose (sites 60H, 6’0OH et 1'OH) (Fuentes et coll.,
2002).

De plus, des études cherchant a relier I'entropides explications structurales se sont
développées. Ainsi, Bocola et coll. ont utilisé désictures cristallographiques de la CALB

obtenues avec les homologues phosphorylés de H-ghgnyléthylamine (schéma 38)

(Bocola et coll., 2003). Avec I'énantiomér& du composé phosphorylé, la partie

correspondant a I'amine est moins bien résoluegéagt que ce dernier peut adopter
plusieurs conformations. Les auteurs ont confirraéechypothése a I'aide d’'une étude par
dynamigue moléculaire. Pour I'énantiom&gla différence de densité électronique suggere
I'existence d’'une structure bien définie. De plpsur cet énantiomeére, la surface du substrat
coincide avec celle de I'enzyme, attestant uneltogme complémentarité de forme entre les
deux, et peu de variations de la position de I'&mamt été observé lors de I'étude par

dynamique moléculaire (Bocola et coll., 2003).
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Schéma 38 : Structure du ()-1-phényléthylamine et de son homologues phosphorylés R lié par liaison

covalente a la Ser105 (d’apres Bocola et coll., 2003).

Par ailleurs, Ottosson et coll. lors d’'une étuderpadélisation moléculaire, ont réussi a relier
le volume accessible au substrat a la variatiomttbpie (Ottosson et coll.,, 2002a). Cette
étude a révélé que I'énantiomere favorisé parigmné R pour 'hexan-3-olS pour le butan-
2-ol et ses homologues) avait généralement acaaspéus grand volume au sein du site actif
gue l'autre énantiomére. Cependant, cette coroglatia pas pu étre montrée dans le cas de
3,3-diméthylbutan-2-ol. Les auteurs pensent quecdkesils supplémentaires (dynamique plus
longue et d’autres structures de départ pour l&tagstématique) sont nécessaires pour

obtenir des résultats cohérents (Ottosson et 20i02a).

Nous nous sommes inspirés de ces études pour eséay@liquer nos résultats obtenus avec
les mutants de la poche stéréospécifique (Thr428@l47Ala et Thr42ValSer47Ala). Nous
avons utilisé la dynamique moléculaire pour mongrez ces mutations impliquaient la liberté
de mouvement accrue de ces résidus. Malheureusarmsniremiers essaies n'ont pas été
concluants. Nous pourrons envisager d’allongertéesps de calcul ou modifier d’autres
parametres. Par ailleurs, il se peut que la méldit substrat (pentan-2-ol ici) soit également
affectée. On pourra alors étudier le volume acbéssiu substrat selon les méthodes décrites
par Ottosson et coll. (2002). De la méme maniemisnpourrons tenter d’expliquer les
variations d’entropies observés avec les variapt$adCALB avec des mutations du canal
d’acces au site actif (llel89Ala ; Leu278Val et 282Leu). Ainsi, nous pourrons déterminer
les volumes accessibles pour les alcools secosdiaiaires testés (butan-2-ol, pentan-2-ol,
hexan-2-ol, heptan-2-ol, octan-2-ol, hexan-3-opthe-3-ol et octan-3-ol) et regarder si ces

volumes varient lorsque les variants de la CALBt sifisés.
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B.IV. Conclusion du chapitre B

Dans cette partie, nous avons étudié différentsarpatres pouvant influencer
I'énantiosélectivité de la CALB.

Dans un premier temps, nous avons montré que &gusehydrophobes formant le canal
d’acces du substrat au site actif (1le189, Leu278l@282), jouaient un role significatif dans
I'énantiosélectivité de la CALB vis-a-vis des al®@econdaires. Notre hypothése selon
laquelle ces résidus hydrophobes de I'entrée dealdté affecteraient préférentiellement
'énantioméreS, ne permet d’expliquer que partiellement nos téssilobtenues avec les
variants lle189Ala ; Leu278Val et Ala282Leu. Daeshs du pentan-2-ol, nous avons montré
gue ces mutations, en plus de perturber lI'accesealealcool au site actif, modifiaient
également les parametres thermodynamiques d'dctivde son acylation. Nous supposons
gue pour les alcools avec des substituants L phugslque le groupement propyle (substituant
L du pentan-2-ol) les parametres thermodynamiquessidation de leurs acylations devront

également étre modifiés.

Par ailleurs, nous avons montré que la structurdadeartie alkoxy du donneur d’acyle
pouvait modifier la valeur de E. L’augmentationplas importante de E a été observée pour
le (x)-1-méthylpentyl propionate : cet ester possede chaine alkyle dont le substituant L a
été rallongé d’'un atome de carbone, par rappoelid du pentan-2-ol, et le substituant M est
resté inchangé. L'étude avec les 1-méthylpentypijormate énantiopurs a montré que les deux
formes influencent I'énantiosélectivité de la CAld® facon opposée : pour la forme E
présente une augmentation plus importante quelpauglange racémique, alors que pour la
forme S une diminution de E par rapport au mélange raceéenest observée. L'influence de
la formeS est plus marquée que celle de la foRne

Enfin, il est apparu que le remplacement isostéridjun ou deux résidus polaires situés dans
la poche énantiosélective par des résidus hydragshgbouvait également influencer
I'énantiosélectivité de la CALB. Nous avons monjue les parameétres thermodynamiques
d'activation (rsAH* et Ar.sAS?) d'acylation du pentan-2-ol catalysée par ces avasi
(Thr42Val ; Ser47Ala et Thr42ValSer47Ala) sont éiints de ceux obtenus avec I'enzyme
sauvage. Pour ces variants avec des mutationedielsis de la poche énantiosélective, nous
supposons, que les modifications des parameétresnoldgnamiques sont liées a des

modifications du réseau de liaisons hydrogene foemtée les résidus de la poche, induisant
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une liberté de mouvement accrue des chaines kxdédal ces résidus, et éventuellement du

substrat.

Au vu de ces résultats, bien que l'interprétatian akrtains résultats soit difficile, nous
pouvons dire que I'énantiosélectivité de la CALB &3 phénoméene complexe. Elle ne peut
pas étre simplement expliquée par une différeneatdalpie d’activation mesurée entre les
états de transition formés avec les énantiomBres S de I'alcool a résoudre. Nous avons
montré que le terme entropique ne peut pas étrdigaéd.'énantiosélectivité dépend
egalement des composeés (substrat ou autre compiosi€ue présent dans le milieu lors de la
réaction) rencontrés par I'enzyme avant la fixatun substrat, de l'orientation de ces
composées au sein du site actif et du chemin parcpar le substrat jusqu’au site actif.
L’établissement des nouveaux modéles structurawéshaur des études de modélisation

devront tenir compte de tous ces parametres.

Bien que nos résultats aient été obtenus en abslersavant, il a été montré que les solvants
pouvaient également influencer I'énantiosélectivii@tamment I'effet de I'eau a été étudié
dans notre laboratoire (Léonard et coll., 2007Q@Q0AiInsi, I'énantiosélectivité de la CALB
augmente a faible activité thermodynamique de ['qaus diminue lorsque pour deg a

supérieures a 0,3. Dans la prochaine partie, remisrons d’expliquer ces phénomenes.
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Chapitre C. Etude de I'hydratation de la lipase B de
Candida antarctica en fonction de l'ay et relation
avec l'effet de I'eau sur l'activité et la sélectivité de

I'enzyme

Depuis une quinzaine d’années, le réacteur sobdedgete utilisé dans notre laboratoire pour
étudier les réactions catalysées par la CALB. Kléade ce réacteur, l'influence de I'eau sur
plusieurs types de réactions catalysées par la CAldBé prospectée. Ceci a pu étre réalisé
grace au controle précis de l'activité thermodympmai de l'eau (@ dans le milieu
réactionnel gazeux. Les résultats ainsi obtenusétntprésentés précédemment (cf. étude
bibliographique 8§ 11.3.b. et Ill.1.d. et résultags discussion 8B.lll.2.c) et a l'issue de ces
travaux il est apparu que l'eau avait un rble t@splexe, et pouvait agir simultanément
comme un lubrifiant, en modifiant la flexibilité denzyme et accroitre ainsi son activité,
comme un inhibiteur compétitif et énantiosélect@mme un substrat compétitif, et en
interagissant avec tous les réactifs, I'enzymeeliliétat de transition et les produits par des
mécanismes de solvatation (Graber et coll., 2003003 b ; Létisse et coll., 2003 ; Léonard
et coll., 2007).

Dans nos difféerentes études réalisées en réacibde/gaz, tous ces effets variés de I'eau ont
été évalués en fonction deJ'dans le milieu réactionnel, mais n’ont pas pu &dlies a I'état
d'hydratation réel de la CALB. Ceci est regrettably une telle connaissance est essentielle
pour acquérir une compréhension fondamentale fiietlte I'eau sur la catalyse enzymatique.
Ainsi, la connaissance de I'état d’hydratation ‘@@2yme permet de répondre aux questions
suivantes : A quelle,apouvons-nous considérer que les groupes chargks ptetéine sont
entourés par des amas de molécules d'eau? A gartiuelle @ peut-on considérer que la
surface de l'enzyme est recouverte d'une monocodiehe stable? A partir de quellg le
substrat doit-il déplacer les molécules d'eau dss sur I'enzyme afin d'interagir avec elle?
La réponse ne dépend pas seulement ¢ggkamettant la formation d’'une monocouche d'eau,
mais aussi de la capacité du substrat a rivalisec deau pour s'adsorber sur l'enzyme

immobilisée.
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Récemment, I'hydratation de la CALB pure, désglytés et dessalée, a été étudié par
isotherme de sorption de I'eau et modélisation md#dre. Il a été montré que I'hydratation
se produit en deux phases. Pour dggmdessous de 0,5, I'eau se lie d'abord a desdste
fixation bien définis de la surface de la protéieiepuis au-dessus de 0,5, peu a peu un réseau

de molécules d’eau couvrant la surface est forman@ et coll., 2009).

Néanmoins, ces résultats n'ont pas permis d’expfida cinétique de réaction enzymatique,
mesurée dans le réacteur solide/gaz, avec unerpt@made la CALB immobilisée sur

Chromosorb silanisé.

Dans cette partie, nous avons essayé de reponxrdiférentes questions posées ci-dessus,
en étudiant l'adsorption des vapeurs d'eau etefafe la présence d’eau sur I'adsorption des
composés polaires et apolaires, ainsi que surdiatisn des substrats sur I'enzyme. En effet,
il y a eu tres peu d'études expérimentales posgdat fois sur I'adsorption de I'eau et des

substrats sur des enzymes (Hidaka et Matsmuto, 2D@fioula et coll., 2009), bien que ces

phénomenes d'adsorption compétitifs puissent daestun moyen trés pertinent pour mieux

comprendre la cinétique et la spécificité enzymagiq

Pour réaliser ces études d’adsorption nous avaiiséutleux techniques : les isothermes
d'adsorption et la chromatographie en phase gazausese (IGC), qui est une technique
d'adsorption de vapeur dynamique et trés précisemegttant une caractérisation des
propriétés de surface. Afin de pouvoir relier n@suttats aux cinétiques enzymatiques
obtenues en réacteur solide/gaz sous flux contimays avons choisi d’étudier I'état
d’hydratation de la méme préparation enzymatigacCALB glycosylée et immobilisée sur
Chromosorb silanisé. Ce support poreux de diatopetenet d’avoir un débit uniforme du
gaz vecteur et des vapeurs de sonde a travetseleziymatique fixe, et un meilleur accés du
gaz a la surface de I'enzyme. En outre, il évitgulgression importante en téte de la colonne

contenant I'échantillon enzymatique.

Dans un premier temps, les isothermes de sorpgolta CALB immobilisée et du support
seul ont été obtenues par gravimétrie (DVS).,L'aécessaire a la formation d'une
monocouche d'eau sur la surface de I'enzyme a étérmdinée en utilisant le modéle
Brunauer-Emmett-Teller (BET) (Brunauer et coll. 389 et la quantité d’eau fixée par mole
d’enzyme a été calculée. Dans un deuxieme temgsdration des sondes gazeuses polaires

et apolaires sur I'enzyme immobilisée a été étudiedGC a différentes, @A partir de ces
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résultats, les humidités permettant le recouvrerdestsites polaires et hydrophobes ont pu
étre déterminées. Pour finir, 'adsorption de dalcools précédemment utilisés, le pentan-2-
ol et I'nexan-3-ol, sur la CALB immobilisée, a é#aminée en présence d’eau en quantité
variable. Ainsi, les zones de compétition entrad'et alcools ont pu étre déterminées. Par
ailleurs, tout au long de ce travail, nous avorercie de relier nos résultats a I'activité et la
sélectivité de la CALB mesurées a l'aide du réacsalide/gaz. Avant de vous présenter les

résultats, quelques principes permettant leurpnégation ont été développés.

C.I. Théorie

L'IGC consiste a mesurer le temps de rétentionstegles gazeuses, véhiculées par un gaz
vecteur (de I'hélium dans notre cas), dont les pébgs sont connues, aprés qu’elles ont
traversé une colonne remplie avec le solide dént€ui est la CALB immobilisée dans notre
cas. Le temps de rétention de ces sondes estdiirité de ces dernieres pour le support. La
mesure des variations du temps de rétention eniéonde la nature de la molécule sonde, de
la température de la colonne et de I'humidité redatambiante, permet accéder a des
nombreuses propriétés physiques des solides étli@digsincipe et le fonctionnement général
de lI'appareil étant présentés dans I'étude bibéipgique, nous nous focaliserons ici sur la

théorie utilisée pour le traitement de nos réssiltat

Dans la présente étude, I'lGC a été utilisée emégle dilution infinie, ce qui signifie qu'une
tres petite quantité de sonde gazeuse a été iejeetds le flux de gaz vecteur traversant la
colonne. Dans ces conditions, la surface couveatd’@dsorbable est tres faible. Le volume
de rétention de la sonde est donc indépendant dmrszentration et le résultat est une
isotherme d'adsorption linéaire, pouvant étre teg@r la loi de Henry.

Le volume de rétention spécifique JWes sondes gazeuses, normalisé a une tempédature
273,15 K et pour 1g d'enzyme immobilisée a étéubédcen utilisant I'équation 23, quést le
temps de rétention de la sonde en minutesst le temps mort en minutes obtenu avec le
méthane, F le débit du gaz vecteur en mimin la masse de la CALB immobilisée en g et T
la température de la colonne en K. Le facteur depressibilité James-Martip, a été calculé
en utilisant I'équation 24, oy Bt R sont les pressions a I'entrée et a la sortie dmlanne,

respectivement.
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. tp—ty Fx27315
Vy = j === (Eq. 23)
. _ 3 (Pi/P)°-1
J =3 R (Eq. 24)

Le volume de retention spécifique Mles sondes gazeuses peut étre relié a I'énebgee |

d’adsorptiomMGygsselon I'équation 36:
AGZ;s = —RTLnV, + C (Eqg. 36)

ou C est une constante dépendant du choix de tétaéféerence de I'adsorbable et également
de la surface totale de I'adsorbant accessible somale. Dans la littérature, deux états pris
arbitrairement comme référence peuvent étre reremntelui de Kemball et Rideal, et de de
Boer (Kemball et Rideal, 1946 ; de Boer et KruyiE352). En pratique, on s’affranchit tres

souvent de la constante C (Papirer et Brandl€, )1 #98effet, les résultats expérimentaux ont
permis de montrer qu’'au sein d’'une famille d’hongoles chimiques, le logarithme du

volume de rétention net est une fonction linéaimendmbre d’atomes de carbone du soluté

lorsque ce dernier est supérieur ou égal a 2 (Detni981).

AG,4s prend en compte deux types d'interactions: lesrantions dispersives (correspondant
aux forces de London) et les interactions spéaifsgugui consistent principalement en des

interactionsacide-base de Lewis, les interactienBebye et Keesom pouvant étre négligées :

AGags = AGZ4s + AGSF

ads

(Eq. 37)

Afin d’obtenir les composantes dispersive et spgodf de I'énergie libre d’adsorptidkG,gs
différentes molécules sondes apolaires et pola@resphase vapeur sont respectivement
injectées et leur volume de rétention spécifiguedéterminé. L'injection d’'une série de
sondes de type alcane linéaire permet d’'obteniirdite des alcanes, dont la pente donne la
composante dispersive de I'énergie de surface litlesg?), qui est un parameétre intrinséque
du solide, permettant de calculer la composantpedisve de I'énergie libre d’adsorption,

AGZ,., de n'importe quelle sonde.

A partir de la droite des alcanes, par simple wBffiée entre I'énergie totale obtenue par

injection de la sonde polaire et celle liée aweracttions dispersives échangées entre la
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surface du solide et la molécule sonde apolaireis npouvons estimer composante

RTLn(V,) (en ki.mol?)

spécifique de I'énergie libre d’adsorpti (figure 66).
15 -
14 -
13 1 Sonde polaire Ve
12 - l
11 A
A GSE
10 - AGads
9 .
& 1 i
7 AGads
6 T % T T T T 1
4,5 5 5,5 6 6,5 7 7,5 8 8,5
Abscisse variant suivant le modeéle [logp®, a(y,)%>, ay(hv)%5, y]

Figure 66 : Détermination par IGC de la composante dispersive de I'énergie de surface du solide

(CALB immobilisée)

sondes polaires sur le solide.

et de la composante spécifique de I'énergie libre d'adsorption des

En fonction du paramétre choisi pour décrire laéuoole sonde, il existe plusieurs mode

permettant I'acces a

(Comté, 2004)Quel que soit le modele utilisé, la moléculede

polaire est assimilée a une molécule hypothétigiaédcahe qui échangerait les mén

interactions dispersives :

Modeéle Saint Fluor et Papir

Cette méthode propose de caractériser les molésafetes en utilisant le logarithr
de leurs pressions dvapeur saturante (lodlp & la température de la color
contenant le solide étudié. Le gros avantage de oe¢thode vient de la facilité
accéder aux valeurs de pressions de vapeur saud@apgonible dans la littératu
(Saint Fluor et Papired98%). Mais cette méthode semble inappropriée pour eoen
des sondes polaires, car les interactions spéesigliminueraient les pressions
vapeur saturante des molécules polaires, ce gudieatait un décalage de ces sor

vers les faibles logfp sui I'axe des abscisses (Brendlé, 1997).
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Modele de Schultz

Cette méthode utilise la grandea(y{)’> comme échelle de comparaison @ty
représentent respectivement l'aire de la molécdémrdnée et la composante dispersive
de I'énergie de surface de la sonde injectée atlléuide (Schultz et coll., 1987 ;
Hamieh et Schultz, 1996). L'inconvénient de cettdhnde est d’accéder a l'aire de la
molécule adsorbéeq, généralement approximée a l'aide d’'un modele, topmt
compte de la masse molaire et de la forme de ldesdious avons vu précédemment
gue dans le cas d'un arrangement hexagonal compamiuvait étre calculé selon
'équation 21 (Emmet et Brunauer, 1937 ; Rouquetalll., 2003).

Modeéle de Donnet

La méthode proposée par Donnet est basée surdeagadiilité des molécules sondes,
c'est-a-dire la capacité de ces molécules de seigei pour créer un dipble permanent
(Donnet et coll., 1991). La difficulté de cette hede est d’accéder aux valeurs
caractéristiques des molécules sondes utilisétss Bt sont disponibles que pour les
plus courantes.

Modele de Brendlé

Brendlé et al ont proposé d'utiliser le paramétrequi correspond au nombre (entier
ou non) d'atomes de carbone que comporterait uanaldinéaire hypothétique qui

interagirait avec la surface de la méme facon (&8leeat Papirer, 1997).

Parmi toutes ces méthodes proposées, nous avadg dans cette étude d'utiliser le modéle
de Schultz pour estimer I'énergie libre d’adsonmptspécifique et la composante dispersive de
I'énergie de surface du solide. La théorie qui&s$brigine de cette méthode est basée sur

I'expression du travail d’adhésion stimé par Fowkes (équation 38).

W, = 2(ys.yH2 + w,;? (Eq. 38)

Avec y{ la composante dispersive de I'énergie de surfack donde etd la composante

dispersive de I'énergie de surface du solide.

L’énergie libre d’adsorption peut alors étre exgrérselon I'équation suivante (39), ou a est

I'aire de la molécule sonde el\e nombre d’Avogadro.

AGgas = — NyaW, = — 2N,a(vS.yHV2 + AGT (Eq. 39)

ads
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En cas de sondes apolaires, comme les alcanesheguieuvent interagir que par des

interactions dispersives \ést liée aAGY,, selon I'équation 40:

AGYys = —RTLnV, = —2N,(yDY2a(yH)¥? + ¢’ (Eq. 40)

Ou N, est la constante d'Avogadro, R la constante despgdait, a I'aire de la molécule
sonde,yd la composante dispersive de I'énergie de surfada donde a I'état liquided la
composante dispersive de I'énergie de surface lideset C' une constante. Si une série
d'alcanes est injectégd peut étre déduite a partir de la pente de la@éts alcanes de la

courbe RTIN\ en fonction de(y)'/? (figure 66).

Si des molécules sondes amphotéres polaires sa@enégnt injectées, les interactions
spécifigues peuvent étre mesurées. Les points iexgdiaux pour les molécules sondes
polaires sont situés au-dessus de la droite dasedc La distance verticale entre chaque point

et cette droite représente la contribution spae#figde linteraction, I'énergie libre

Sp
ads

d’adsorption spécifiquedG_,. (figure 66). Lors de cette étude, I'énergie lilspecifique

d'adsorption et la composante dispersive de I'é@melgsurface de I'enzyme supportée ont été
calculées en utilisant les constan@ei(yy) présentées dans le tableau 13 (partie Matériels e
Méthodes).

La partie enthalpique dAG>Y_  (AH' ) peut étre calculée en réalisant I'expérience a

ads ads

différentes températures, et en calculant la pdetéa droiteAG:: /T en fonction de 1/T,

ads

conformément a I'équation 41, tirée de I'équat®iibbs:

AG’P

ads

JT = AH3E /T — ASSF (Eq. 41)

ads ads

Ces valeurs dAH. peuvent ensuite étre utilisées pour déterminepdeametres acide-base
du solide, en se basant sur les concepts dévelgmuéplusieurs auteurs, dont Gutmann
(Gutmann, 1978). L'approche de Gutmann met en jee simple équation a quatre
parameétres, avec un terme acide et un terme bapaurechaque molécule sonde amphotére

polaire selon I'équation 42:

AH®?

ads

= K, X DN + Ky X AN (Eq. 42)
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Ka et Kg sont les constantes d’acidité et de basicité tddesalécrivant sa capacité d’accepter
ou de donner des électrons. Les paramétres AN (rrabcepteur d’électrons) et DN
(nombre donneur d’électrons) permettent de défminature acide et basique des sondes
(selon la définition de Lewis). DN (en kcal.iifpl mesure I'énergie d'une liaison de
coordination entre un atome donneur et l'acide deid de référence, Sb{ldans une
solution de 1,2-dichlorométhane (Gutman, 1978). (Abimbre sans dimension) est obtenu a
partir des déplacements chimiques relatifs du speRMN de I'atome®P de la base de
réference BPO, dissoute dans l'acide de travail. Nous avons clidiliser la valeur
corrigée de AN par Riddle et Fowkes, AN*. La cotiet a été effectuée en considérant la
valeur de I'’AN du EPQ, égale & 40 kcal.md] ainsi AN* a la méme dimension que DN
(kcal.mol') (Riddle et Fowkes, 1989). Les valeurs AN* et DNMsdmolécules sondes
amphoteres sont disponibles dans la littératurekfdpadhyay et Schreiber, 1995) et ont été

reportées dans le tableau 13 (partie Matérielsethbtles).

Les valeurs de Ket Kg peuvent étre obtenues en tragant la contb8 . /AN* en fonction de

DN/AN*, avec des valeurs d&H ") obtenues pour plusieurs sondes amphotéres.

Pour la détermination de I'enthalpie d’adsorptitii,qsdu pentan-2-ol et de I'hexan-3-ol, on
a supposé que ce terme était indépendant de l&tatape sur l'intervalle étudidH,qsa été
obtenu a partir de la courbe Ln(V) en fonction de 1/T (a partir de la pente deecdtoite),
selon l'équation 43, tirée de I'équation de Clai€llapeyron (équation 44). Cette derniére
appliguée a des données chromatographiques aodiluifinie, qui sont nécessairement
isostériques (couverture adsorbat constante de),zéeomet d’accéder a la différence de
chaleur d’adsorption isostériquéHs;, en tracant Ln p par rapport a 1/T, (Condor etngpu
1979 ; Kiselev et Yashin, 1969).

Ln (VT—g) =Tk 4 ¢ (Eq. 43)
dlnp AHg;

ane) = — (Eq. 44)
(5(F) ),9 R
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C.II. Etude de I'hydratation de la CALB par mesure

d’isothermes d’adsorption de I'’eau

Les expériences d'adsorption d'eau ont été réslisgéec la CALB immobilisée sur
Chromosorb silanisé et avec ce méme support seguré- 67). Bien que le taux
d'immobilisation de la CALB (rapport des massesndigne immobilisée et du support) soit
seulement de 1/200, la présence de l'enzyme swupport induit des changements
importants: dans la gamme compléte dgsume absorption faible de I'eau a été observée
avec le support, avec seulement 0,15% d’augmentatgo masse a,a= 0,9. L’isotherme
d'adsorption du support avec 'enzyme immobiliséaamtré une absorption de 'eau entre 2
et 3 plus élevée que le support seul, dans la premiartie de la courbe (0 & & 0,35) et une
adsorption d'eau beaucoup plus élevé, augmentatiponentielle, pour les valeurs g'a

supérieures a 0,35, atteignant une augmentatiomedse de 0,92% & & 0,9.
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Figure 67: Isotherme d'adsorption de I'eau a 298K avec le Chromosorb seul (o) et avec la CALB
immobilisée (5mg de Chirazyme L2 lyophilisée par gramme de Chromosorb) (¢). A. Isotherme

compléte. B. agrandissement de la zone a faible a,,.
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L'isotherme d'adsorption de I'eau de la CALB imnlisée sur Chromosorb ressemble a

isotherme de type Il (cBtude bibliographiqt § Ill.2.c). Nous avons donc décidé d'utiliser
modéle Brunauer-Emmeteller (BET (cf. étude bibliographique 8§ IIl.2. Ce modele
suppose un nombre fixe de sites de liaisons indigrgs, pouvant accueillir une monocou

de molécules adsorbable fortement liét permettre la fixation des couches successives

des liaisons plus faibles. Nous avons donc tracélabe———— en fonction de a, (figure

68). L'utilisation de la régression linéaire de I'étjoa de BET dans la gammea,, de 0,15 a
0,6, a permis de déterminer la masse d'eau correspoadea premieére monocouche d'e
fixée par le solide. On a trouvé qu’elle était €ga0,00092mg d'eau par mg de protéi
immobilisée sec. Cette quantité d'eau liée estoigt@our dea, aux alentour de 0,15.

1000 -
900 -
800 -
700 -
600 -
500 -
400 -+ V'S
300 1 o

200 -
100 -

-0,1 0,1 0,3 0,5 0,7

Figure 68 : Modele BET de lisotherme d’adsorption d'eau sur la CALB immobilisée : en

fonction de I'a, et droite de régression obtenue pour a, comprise entre 0,2 et 0,6 permettant de
calculer mg, la masse de I'eau fixée par mg d’enzyme immobilisée lorsqu’'une monocouche d'eau est

formée.

La quantité d'eau adsorbée mesurée correspondarme de |'eau adsorbée par le sug
solide, les sels contenus dans le tampon utilisér ponmobilisation de I'nzyme et de
I'enzyme ellenéme. Malgré la distribution inconnue de sels &t elizymes a la surface
support, une soustraction de l'isotherme d’adsmmptiu support seul peut étre effectuée
d'éliminer les effets de ce dernier et d’obtenie @pprximation du modele de sorption
'eau uniquement avec I'enzyme et les sels. L'isotie d’adsorption ainsi obtenue perme
suivre la masse d’eau adsorbée mg d'enzyme. A partir de ces valeurs, la quanti@u
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adsorbée par mole d’enzyme (seule), en fonctiohagepeut également étre calculée avec
Mcas = 33kDa (figure 69). Cette courbe permet d’accédiezctement aux nombres de
molécules d’eau fixées par une molécule d’enzymdifrentes @ Le premier point
d’inflexion de la courbe (point A g,& 0,15) correspond au niveau de l'activité auquea
forme une monocouche a la surface de I'enzyme. Rsug, inférieures, I'eau adsorbée est
fortement liée a I'enzyme. Le deuxieme point déxibn (point B a @ = 0,6) indique le
niveau d'activité de l'eau au-dessus duquel I'dare lBpparait. Entre ces deux points, la
courbe est linéaire est correspond a un épaissisgete la couche d’eau pour former des

multicouches.
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Figure 69: Isotherme d'adsorption de I'eau sur CALB a 298K, obtenue en soustrayant I'isotherme de

sorption du support seul a l'isotherme de I'enzyme immobilisée.

D’aprés la courbe présentée figure 69, lorsqug passe de 0 a 0,15, environ 70 molécules
d’eau sont absorbées par une molécule d’enzymegucegermet de couvrir environ un

cinquiéme de la surface enzymatique et qui suggee les molécules d'eau sont liées
uniquement a des points spécifiques de I'enzymehagiriement des groupements polaires.
Ainsi, il, semblerait que les molécules d’eau nenfent pas une couche uniforme a la surface
de I'enzyme, mais plutét des amas de moléculesudzeproximité des sites polaires. Ces

résultats sont similaires a ceux observés lorséade de I'adsorption d’eau sur I'enzyme
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déglycosylée et dessalée (Branco et coll., 200%3otherme d’adsorption obtenue lors de
cette étude est tres similaire, mais les quantitéau fixées par I'enzyme sont un peu plus
faibles (cette différence est probablement due absEnce des groupements glycosylés
présents a la surface de I'enzyme, et des selsis Rapublication des Branco et coll., I'étude
de modélisation moléculaire réalisée montre biem ligau constitue des amas a la surface de
'enzyme, dont la taille augmente lorsque,l'siaccroit. Pour les conditions de sursaturation
en eau (systtmes avec plus de 1600 molécules (d'€anyeloppe d'hydratation en
multicouche est devenue instable, et des goutslete I'eau libre sont apparues. Dans ces
conditions, la couche d’eau formée peut atteindrd ’épaisseur sur le coté hydrophile de
la protéine, tandis que la cavité hydrophobe atlaméiles substrats n’est pas du tout
hydratée. Dans cette zone hydrophobe seule lamm&gsBun amas d'eau isolé et attaché aux
résidus du site actif a été observé (Branco et,c20l09). L’absence de monocouche d'eau
recouvrant complétement la protéine a égalementoBservée lors d'études antérieures
réalisées en milieux liquide avec la cutinasd-dsarium solani{Micaélo et Soares, 2007) et
la subtilisine (Parker et coll., 1995).

L'isotherme d'adsorption de l'eau permet d’étabig relation entre l'activité catalytique de la
CALB en phase gazeuse a différentgs at I'état des molécules d'eau (fortement ou
faiblement liés). Précédemment, des expériencdsééa dans le réacteur solide/gaz ont
montré que l'activité hydrolytigue de le CALB s’aolt avec I'g, et atteint une valeur
maximale a partir di@= 0,2, suggérant que I'eau a une affinité spaafigour le site actif
(Léonard-Nevers et coll., 2009) (cf. étude biblaggnique § 11.3.b et Résultats et Discussion 8
B.lll.2.c.). Par alilleurs, il a été montré que,laptimale de la réaction d'alcoolyse
enzymatique est comprise entre 0,05 et 0,1 (Bowdguleouch et coll.,, 2001). Cela
correspond a un niveau d'activité de I'eau ou sdateinteractions d'adsorption les plus fortes
peuvent avoir lieu, et les groupes polaires dezyere immobilisée ne sont pas totalement
couverts par l'eau. Cette forte activité catalydigie la CALB a gtrés faible a également été
observée par d'autres auteurs en milieux liquitfediety et coll., 1992). Elle pourrait étre
attribuée a la capacité de I'enzyme déshydratéardeg les molécules d'eau essentielles
emprisonnées dans sa structure par des liaisan®ottés. Pour beaucoup d'autres enzymes, |l
a été démontré qu'elles commencent a reprendre detivité catalytigue a un niveau
d'hydratation compris entre 0,12 et 0,2 mg MDHng de protéine, correspondant a des

valeurs d'g beaucoup plus élevées que 0,1 (Roger, 1994).
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C.III. Etude de I'hydratation de la CALB par IGC

La saturation des sites de fixation de l'eau aitéase de I'enzyme immobilisée, en présence
d’'a, croissantes, peut également étre estimée en desarintes propriétés de surface, comme
la tendance de I'enzyme a adsorber des moléculelsiggs ou les propriétés acide-base
Lewis de la surface, en fonction de@es études peuvent étre réalisées a l'aide GE/'l

qui est devenue une technique largement utilisée paractériser les propriétés de surface
des solides organiques tels que des fibres nataréiieng et coll.,, 2007) et les produits

alimentaires (Zhou et Cadwallader, 2006).

Nous avons étudié I'adsorption de différentes mdisc de sondes apolairasheptanen-
octane,n-nonane,n-décane en-undécane) et polaires (acétonitrile, chloroforrathanol,
éthyl acétate et 1,4-dioxane) sur la CALB immoB#issur Chromosorb a I'aide de I'lGC en
dilution infinie. Ces résultats nous ont permiscdiéder a la composante spécifique de

I'énergie d’adsorption des sondes polaires suuppsrtAG:’ et & la composante dispersive

ads

de I'énergie de surface de I'enzyme immobilisde A partir de ces valeurs, les constantes
d’'acidité (Ka) et de basicité () de I'enzyme ont pu étre déterminées. Par ailleurs
I'évolution de ces parametres en fonction dg Baété recherchée. A partir de ces données
I'état d’hydratation de la CALB a pu étre estiméfagon indirecte.

C.IIL.1. Influence de I'aw sur I'adsorption des molécules apolaires sur la

CALB immobilisée

La figure 70 présente |'évolution des volumes dentéon spécifiques yde cing sondes
apolaires l'undécane (C11), le décane (C10), leanenC9), l'octane (C8) et I'neptane (C7)
en fonction de I'g du gaz vecteur, obtenus apres avoir traversé lanoel remplie de la
CALB immobilisée et thermostatée a 313K. Pour |leEmres les plus longs, undécane et
décane, il apparait que les volumes de rétentioindient, puis se stabilisent pour desaw
0,25. Comte et coll. ont réalisé des observationgasres lors de I'adsorption de ces alcanes
sur les perles de verre pour deg>a 0,15, et cette stabilisation a été expliquée par |
recouvrement de la surface du support par les mi@igad'eau (Comte et coll.,, 2005). En
effet, les molécules d'eau cachent progressivetasrgites d'interaction des sondes alcanes,

induisant une diminution de leurs temps de rétantiorsque le volume de rétention devient
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constant, on peut supposer que la surface de laBCikimobilisée est couverte par une
couche de molécules d'eau, pour des 8,25. Or, dans le paragraphe précédent nous avons
montré que la surface enzymatique n’est jamais t&tempent recouverte d’eau. On peut donc
supposer, que I'eau adsorbée cache progressivdesesites de fixation de ces sondes, puis
pour des @ > 0,25 la couche d’eau discontinue s’épaissit sacsiper des sites de fixation

supplémentaires, et ceci au moins jusqu'd ,4.
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Figure 70 : Evolution du volume de rétention spécifique V4 pour des molécules apolaires sous
l'influence de la CALB immobilisée avec I'a,, a 313K : undecane (#), decane (o), nonane (A), octane
(©) and heptane (x).

La valeur dey$ pour I'enzyme immobilisée suit la méme tendanee dhumidité croissante

(tableau 30), confirmant ainsi I'nypothése de laivesture progressive de la surface
enzymatique par les molécules d’eau jusqu’a ynéead,25. Au-dela de cette valeur, I'eau ne
se fixe plus directement a la surface de I'enzymepa conséquent n'influe plus sur

composante dispersive de I'énergie de surface.
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Tableau 30: Evolution de la composante dispersive de I'énergie de surface, yg a 313K et les

parameétres acide (Ka) et base (Kg) de la CALB immobilisée avec I'a,. (ND pour non déterminé)

0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4

yd 26,47 2549 2531 2530 25,02 2450 24,38 24,67 24,08
Ka 1,46 1,02 0,86 0,88 0,84 0,78 1,00 ND ND
Kgs 0,70 0,89 0,25 0,10 0 0,22 0,37 ND ND

C.II1.2. Détermination du caractere acide-base au sens de Lewis de la

surface de la CALB immobilisée

L'utilisation de sondes polaires permet I'évaluaties interactions acide-base de Lewis entre
ces sondes et un support solide. Tout d'abord, deactere acide-base du support
d'immobilisation seul, Chromosorkilanise, a été déterminé par IGC,2=a0 et a 313K. Des
sondes monopolaires ont été utilisées: le chlonoéoet le 1,4-dioxane, étant respectivement
des sondes acide et base au sens de Lewis, afiterdlorespectivement une mesure de la
basicité et de l'acidité Lewis du support. Il ca@mtide souligner que les valeurs mesurées ne
sont pas des propriétés intrinséques du suppois, dépendent des propriétés de l'adsorbable
également. Néanmoins, les résultats ont permis ateclere que le support présente
principalement un caractere acide ou accepteueatéhs, car il présente une affinité

beaucoup plus élevée pour le 1,4-dioxan&:} = 9,5 kJ.mofmg?) par rapport au

chloroforme AG® = 5 kJ.mofmg?). Ceci pourrait étre attribué a la présence de

ads

groupements silanol résiduels a la surface du stippees silanisation.

Par ailleurs, la basicité et l'acidité Lewis du pup avec la CALB immobilisée ont été
déterminées dans les mémes conditions avec cessbagles monopolaires. On a constaté
gue le support avec I'enzyme et les sels utilissésr préparer le tampon d’'immobilisation
présente un caractere acide encore plus marqudeq@romosorb seul : I'énergie libre

d’adsorption spécifique de 1,4-dioxane est enchre importante 4G*%_ = 12,4 kJ.motmg?)

ads

que pour le support seul et son affinité pour lemtiorme encore plus faiblAG. . = 2,1

kJ.mol'mg?) (figure 71). Ces variations ne pouvant pas étitbaées aux sels du tampon

d'immobilisation (pH = 7,5), elles sont siremenesdia la présence de I'enzyme. Ces résultats
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sont surprenants, car la surface de la CALB e$bphasique. En effet, on peut y trouver plus
d’acides aminés basiques (arginine, lysine etdirs) que d’acides (acide aspartique et acide
glutamique), comme le suggere les images ci-desffauge 72). Nous pensons que les
acides aminés basiques sont en contact avec lepegnents silanols résiduels du support, et
ainsi masqués ; seuls les acides aminés a chaémaléaacide sont disponibles pour interagir

avec les sondes polaires, se traduisant par unawution de la basicité.
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6000 - 4 Nonane
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2000 - Chlorofgrme,, Heptane

0 | ! |
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Figure 71 : Exemple de courbe obtenue en tragant RTLn(V,) en fonction de a(yﬁ)o's, permettant de

déterminer AG"

ads

du 1,4-dioxane et du chloroforme sur la CALB immobilisé a partir de la droite des

alcanes.

Figure 72 : Surface de la CALB vue par dessus (du c6té du site catalytique, a gauche) et du coté

opposé (a droite). Les acides aminés basiques sont représentés en bleu et les acides en rouges.
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C.II1.3.Influence de l'aw sur l'adsorption de molécules polaires

amphoteres sur la surface de la CALB

L'utilisation de différentes sondes polaires amphes permet d’accéder aux constantes
d’acidité et de basicité au sens de Lewis du soAdi@ de déterminer les effets de'aur les
constantes de Lewis de la CALB immobilisé’"  de trois sondes polaires amphotéres
(éthanol, acétonitrile et éthyl acétate) ont étiemdéinées pour des humidités variables. Les
résultats obtenus a 313K sont indiqués sur ladigid: Il semble que les valeursalg’’ des
différentes sondes diminuent fortement lorsqug $'accroit de 0 & 0,1, puis se stabilise. Une
telle baisse de I'énergie libre spécifique d’adsormpavec 'y croissante a faible taux
d'’humidité, suivie d'une stabilisation pour lgssapérieurs, a été observée par le Comte et
coll. pour l'adsorption des sondes gazeuses susaees minéraux (Comte et coll., 2005).
Cette évolution a été interprétée comme une couneeqprogressive de la surface par les

molécules d'eau jusqu'a ce que les sites polaiestsaturés.
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Figure 73: Variation de la composante spécifique de I'énergie libre d’adsorption AG,,, de I'éthanol, de

I'acétonitrile et de I'éthyl acétate sur la CALB immobilisée avec I'a,,a 313K.
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C.II1.4. Evolution des constantes d’acidité (Ka) et de basicité (Kg) de

I'enzyme avec I'aw

La partie enthalpique d&G., AH. ., a été calculée pour chacune des trois sondesqmla

ads?
amphoteres (éthanol, acétonitrile et éthyl acétateyéalisant les expériences a différentes
températures pour chaqug &a figure 64 montre un exemple de courbes obtpoer g =

0,2, et pour des températures comprises entretABK.

O éthanol 4 acétonitrile  méthyl acétate
0,012 -
0,01 -
-
N
~ 0,008 -
I
E
—~ 0,006 -
<
E /
& 0,004 -
3
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O]
< 0,002 -
0 T T T T T T 1
0,0029 0,00295 0,003 0,00305 0,0031 0,00315 0,0032 0,00325
1T (K1)

Figure 74: Détermination de I'enthalpie d’adsorption spécifique pour a, €gale a 0,2, a l'aide de la

courbe AGP®

ads

/T en fonction 1/T pour les températures comprises entre 313 et 338K.

Puis, a partir des nombres donneur et acceptelacultns (DN et AN*) caractérisant les
sondes amphoteéres injectées et des valeutﬂiéﬁg, les propriétés K accepteur d’électrons
(acidité) et kg donneur d’électrons (basicité) de la CALB immali#k, ont été évaluées. Les
constantes d’acidité (K et de basicité () de Lewis diminuent lorsque lLaaugmente
(tableau 30 et figure 75), suivant la méme tendaneeles valeurs diG’).. Ces résultats
indiquent que les molécules d'eau sont en mesuremdsquer progressivement les

groupements polaires sur la surface de I'enzymeoiniisée et que ces groupements sont
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entierement couverts par I'eau a,li&gale a 0,1. Cette valeur correspond bien,adf@imale

trouvé pour la réaction d'alcoolyse enzymatiqueu@@met-Dubouch et coll., 2001).

En accord avec les résultats trouvés avec les somdenopolaires (1,4-dioxane et
chloroforme), I'enzyme immobilisée présente unestamte d'acidité de Lewis plus élevée que

la constant de basicité de Lewis.

/]\ 1,4 _’ ¢ Ka
OKb

0,2 = (m
O
O T E T

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35
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Figure 75: Evolution des paramétres acide (K,) et base (Kg) de la CALB immobilisé en fonction de I'a,,

C.IV. Etude de l'adsorption compétitive des substrats et de

I'eau sur la surface de la CALB par IGC

Lors de notre étude de la CALB réalisée a l'aideéacteur solide/gaz, plusieurs substrats
polaires (des esters et des alcools) ont été adilis’'influence de I'eau sur l'acylation de

certains de ces alcools a également été exploféea de ce réacteur (Léonard-Nevers et
coll., 2009) Ces composés peuvent entrer en cotigmééivec I'eau pour les sites d'adsorption
a la surface de I'enzyme immobilisée. Une facowatl)®r cette compétition est de mesurer

I'enthalpie d’adsorptionAHaq9 de substrats polaires sur I'enzyme immobilisékffarentes
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humidités. Ce parametre est une mesure directa fiede de l'interaction entre le substrat et
I'enzyme immobilisée, et I'évolution de ce paramé&tvec I'y peut étre attribuée au blocage
des sites de fixation de I'alcool par I'eau parmapison compétitive.

Les esters pouvant étre hydrolysés par la CALB ilmtisge en présence de I'eau, leur
adsorption n'a pas pu étre étudiée par cette tqabnicar I'aire des pics mesurée aurait été
faussée. Une solution a ce probléme aurait étédactiver I'enzyme comme cela a été fait
dans d’autres études, pour I'adsorption de l'adé&apne et du propan-2-ol sur I'alcool

déshydrogénase diectobacillus brevigDimoula et coll., 2009).

Nous avons donc étudié I'adsorption de deux af;del pentan-2-ol et 'hexan-3-ol sur la
CALB immobilisée.AHag4s @ été obtenu a partir de la courbe LTy en fonction de 1/T

(figure 76). L'influence de liasurAHagsest indiguée sur la figure 77.
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®RHO
O T T T T 1
0,00305 0,0031 0,00315 0,00 0,00325 0,0033| @rH5
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Figure 76 : Variation de Ln(Vy/T) en fonction de 1/T, permettant de déterminer AH.qs, obtenue pour

'adsorption du pentan-2-ol sur la CALB immobilisée.
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Figure 77 : Evolution de I'enthalpie d’adsorption du pentan-2-ol (0) et du hexan-3-ol (¢) sur la CALB

immobilisée en fonction de I'activité de I'eau.

Premierement, on a noté que dans la gamme comgédeg etudiées, aussi bien lors
l'adsorption du pentan-2-ol que celle du hexan;3esd valeursAH,qd sont supérieures a
I'enthalpie de condensation, étant respectivemgaleg a -52,6 kJ.moblet -43,4 kJ.mat.
Cela implique que les enthalpies d'adsorption mg pas seulement dues a la chaleur de
condensation des composés sur le solide, mais audss interactions physico-chimiques

entre les composés et I'enzyme immobilisée.

Deuxiemement, il semble que les enthalpies d'atlsargle pentan-2-ol et de I'hexan-3-ol
varient en deux étapes avec,l'd.ors de la premiére étapdHaq{ décroit rapidement avec
I'ay croissante. Lors de la deuxiéme étape, elle comtendécroitre, mais avec une pente tres
faible. Cette stabilisation des valeurdH}qd correspond a une diminution des temps de
rétention de l'alcool, et de leur variation plutbli@ avec la température. Cela pourrait étre
attribué au recouvrement de la surface de la lipasrobilisée par des molécules d'eau
adsorbées, qui, dans une situation compétitivesdiguion, rendent ainsi les sites de fixations
indisponibles pour ces alcools. l,/aorrespondant au "point de cassure" entre ces deux
parties de la courbe d'adsorption diminue de 0(®1a lors du changement de I'alcool du
pentan-2-ol a I'hexan-3-ol.
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Lors de la résolution du pentan-2-ol et de I'he8aml; par transestérification avec le méthyl
propionate catalysée par la CALB (immobilisée) ddesréacteur solide/gaz, le ratio
énantiomeérique, E, a été fortement influencé paau’: pour des,afaibles, il augmente
rapidement de 101 et 67 (pouy @ 0), respectivement pour le pentan-2-ol et I'heRawl;
jusqu’a atteindre un maximum autour de 320(& 8,2) et 120 (a,@= 0,1) (Léonard et coll.,
2007 ; Léonard-Nevers et coll., 2009). Pour exmrgliaugmentation de E a des faibles
valeursd’ay, I'inhibition énantiosélective a été évoquée : mmaécule d’eau fixée au fond de
la poche énantiosélective génerait préférentielldmen des deux énantiomeres @een
'occurrence). Au-dela de ces valeurs d@ptimales pour I'énantiosélectivité de la CALB

vis-a-vis de ces alcools secondaires, une diminutes valeurs de E a été observée.

Dans le cas du pentan-2-ol, la valeur,d= 0,2 apparait comme un "point tournant” pour
I'évolution de I'énantiosélectivité de la CALB \ésvis de cet alcool. Nous avons montré que
cette @ = 0,2 correspond également a un "point de casqoef' la variation de I'enthalpie
d'adsorption de pentan-2-ol sur la CALB immobilisé®ur des @ supérieurs a 0,2, les
molécules d'eau qui ont été piégées par l'enzyrnvemkose désorber, afin de faire de la place
et permettre I'adsorption de l'alcool. Ainsi, leslécules d’eau accedent a une liberté de
mouvement accrue se traduisant par une augmentatitarme entropique (IS). Il peut étre
suggéré qu’au-dela de cette valeur, I'eau agitatitage comme un "solvant”, avec des effets
entropiques importants, que comme un inhibiteumtosélectif (Léonard et coll., 2007).
Cela peut également étre relié au terme entropigpertant, défavorisant I'énantiosélectivité
de I'enzyme, observé pour des activités élevéemaanEn résumé, pour, & 0,2, I'eau en se
liant a la poche stéréospécificité agit principad@mpar des effets stériquesonduisant a
une augmentation de E, puis pouys a 0,2 elle agit comme un "solvant” », induisant
laugmentation du terme entropique, ce qui résalte une diminution de E avec Ja

croissante.

Des observations similaires peuvent étre reporig@s I'’hexan-3-ol, avec une petite
différence : "le point de cassure" pour cet al@m®kitue a unyaplus faible (g = 0,1), aussi
bien pour I'évolution de I'énantiosélectivité queoup I'enthalpie d’adsorption. Cette
différence par rapport au pentan-2-ol, peut s'exeli par la taille plus grande et le caractére
moins polaire de I'hexan-3-ol, qui aurait plus diéicllté & accéder a la partie non humidifié

de la surface de I'enzyme immobilisée.
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C.V. Conclusions et perspectives du chapitre C

Dans cette partie, nous avons cherché a déternfiéat d’hydratation de la CALB
immobilisée par deux méthodes: a partir de lisatie d’adsorption de l'eau et par
chromatographie en phase gazeuse inverse en dilafiaie. Puis, I'effet de I'’hydratation sur

'adsorption du pentan-2-ol et de I'hexan-3-ol & étudié, selon cette deuxieme méthode.

A partir de l'isotherme d’adsorption d’eau, obtempae gravimétrie, nous avons de déterminé
la masse d'eau correspondant a la premiére moroeod®zau fixée par la CALB
immobilisée. D’apres le modele BET utilisé, nousra trouvé qu’'une monocouche d’eau
couvrait la surface de I'enzyme immobilisée vere @) égale a 0,15 (correspondant a
0,00092 mg d'eau par mg de protéine immobiliséeals pette pellicule d’eau s’épaissit en
formant des multicouche jusqu’a ung=a0,6, et au-dela de cette valeur I'eau libre agipa

La comparaison des isothermes de sorption de Seale support seul et sur le support avec
'enzyme, nous a suggéré que l'adsorption d’eauessentiellement due aux molécules
d’enzyme et les sels du tampon d’'immobilisatiora@&s nos calculs, g & 0,15 seulement
70 molécules d’eau ont été fixées par une molédidazyme, ce qui est insuffisant pour
couvrir toute la surface enzymatique et qui nou®rduit a penser que la monocouche est
discontinue et qu’'a cette humidité seuls les grongrgs polaires sont recouverts d’eau. Des
résultats similaires ont été trouvés avec I'enzyiéglycosylée (Branco et coll., 2009). Par
ailleurs, il est possible gu’une certaine quardiggau soit emprisonné dans la structure de la
CALB méme apres la lyophilisation, ce qui impliqaierune réduction de la quantité d’eau

nécéssaire pour la formation de monocouche.

Les expériences menées en IGC nous ont permisédlac@ des résultats supplémentaires.
Ainsi, I'adsorption des molécules sondes polaimaglaotéres sur la CALB immobilisée, nous
a suggére que l'eau se fixait progressivementesisites chargés et polaires a la surface de
'enzyme a faible humidité (0 <y&< 0,1) et a partir di@aégale a 0,1 tous les sites polaires de
surface étaient occupées par I'eau. L'étude d'adgor des molécules apolaires, alcanes
linéaires, nous a montré que I'eau se fixait susudace progressivement jusqu’a unRe a
égale a 0,25. Au-dela de cette valeur nous pousopposer que I'enzyme est complétement
recouverte par I'eau, ou que seulement des zomesrfent apolaires restent découvertes. Par
ailleurs, I'adsorption des sondes polaires (ampbsetéu monopolaires) nous a révélé que la

CALB immobilisée sur Chromosorb avait un caractcile. Cette acidité est partiellement
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due aux groupements silanols persistants apréssatiion, mais également a I'enzyme (la

CALB immobilisée présente un caractére plus acigelg Chromosorb seul).

La diminution rapide deAHaqd du pentan-2-ol et de I'hexan-3-ol sur la CALB iotnilisée
observée a faible humidité nous a suggeré qu'irgitacompétition entre les molécules d’eau
et d’alcool pour les sites polaires de surfaceildda,. Au- dela desade 0,2 et de 0,1 pour
le pentan-2-ol et I'hexan-3-ol, respectivementalieagirait comme un "solvant”, induisant
une augmentation de I'entropie du systeme. Cesursld’a, coincident avec les,apour
lesquelles des valeurs maximales de E, mesuréggdéorda résolution de ces alcools, par
transestérification avec le méthyl propionate gate¢ par la CALB (immobilisée) dans le
réacteur solide/gaz, ont été obtenues. L’énangotigité de la CALB pour la résolution de
ces alcools secondaires étant défavorisée pardignt au niveau des différences d’énergie

libre d’activation entres les énantiomeRestS, ces deux types de résultats sont en accord.

Ainsi, nous avons montré que l'adsorption de letades études en IGC peuvent étre utilisées
avec succes pour suivre I'état d'hydratation dEARB immobilisée, et aussi pour étudier
l'adsorption des substrats dans une situation depétfitivité avec de l'eau. Comme les
conditions utilisées pour ces études ressembleailés du bioréacteur solide/gaz sous flux
continu, dans lequel nous avons étudié I'activit@ sélectivité de la CALB, il a été possible
de relier les résultats d'adsorption avec des<efiatticuliers de I'eau sur les propriétés des

enzymes.

En conséquence, cette étude permet de mieux apgoiehkE complexité et le role de l'eau
dans la biocatalyse. Néanmoins, il reste beaucod@ira: premiérement nous pourrons
envisager d'étendre les études d’adsorption simgtlesn situation compétitive avec I'eau a
d’autres substrats ; ensuite, on pourra projeterédedes d’adsorption compétitive de deux
substrats ; pour finir, nous pourrons essayer deuxcomprendre le réle joué par chaque
acteur entrant dans la composition de I'enzyme ifmhseée (le support, les sels du tampon

d'immobilisation et 'enzyme) séparément lors delBorption de I'eau et/ou des substrats.
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Dans un contexte ou les molécules chirales optigménpures sont de plus en plus
recherchées (notamment pour lindustrie pharmagee}j la biocatalyse s’est fortement
développée pour la résolution des mélanges rac@snidies lipases, en particulier, sont des
enzymes tres utilisées pour I'obtention d’alcodlsmines, d’acides ou d’esters énantiopurs.
De nombreux travaux ont été menés pour mieux camlpeeles parametres réactionnels et
structuraux intervenant dans la sélectivité deaskls, de fagcon a pouvoir prédire leur
comportement vis-a-vis des substrats. Cependasquja présent aucune loi générale n'a
encore pu étre établie, pour définir de facon ret@dle les parameétres réactionnels optimaux

pour I'énantiosélectivité.

L'objectif de cette thése était donc de mieux cangre les parameétres structuraux et
environnementaux gouvernant I'énantiosélectivité laelipase B deCandida antarctica

(CALB) pour la résolution des alcools secondaimeddires chiraux.

Dans un premier temps, nous avons cherché une deétliimple pouvant étre utilisée comme
outil prédictif de I'énantiosélectivité de la CALR\nsi, nous nous sommes orientés vers la
modélisation moléculaire, qui est une techniqueplls en plus utilisée pour explorer les
facteurs structuraux responsables de I'énantiabéléca la fois propres a I'enzyme et au

substrat.

Nous avons suivi une approche classique qui a stnai modéliser le second intermédiaire
tétraédrique de la réaction (considéré comme un immdele de l'état de transition),

'existence d’un intermédiaire plus stable pourdes énantiomeres pouvant étre a l'origine
du dédoublement cinétique. Nous avons réalisé uneéeésystématique afin d’envisager

toutes les orientations possibles des deux al@odsoudre sélectionnés pour notre étude : le
butan-2-ol et le pentan-2-ol. A I'issue des miniatigns, les structures les plus probables ont
été sélectionnées selon des criteres énergétiduess. structures retenues suggerent la
possibilité pour le butan-2-ol et le pentan-2-olrdedes d’arrimage supplémentaires a ceux
mentionnés dans la littérature, montrant qu’il @ypas unicité et spécificité des modes

d’arrimage pour les formdgetS.

Ensuite, nous avons veérifié si ces structures mtgieductives, c’est-a-dire si elles pouvaient
donner lieu a la catalyse, ou pas. Les structune®i@ considérées productives si toutes les

liaisons hydrogéne nécessaires a la catalyse s@semes et si la structure finale est
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relativement proche de la structure cristallogrgpli Notre étude n’a pas permis d’associer

les structures non productives a un mode particulie

La comparaison des différents modes de fixationstegtures productives selon plusieurs
termes énergétiques nous a permis de déterminendees de fixation privilégiés pour les
alcools étudiés. Ces résultats sont en accord@ecde la littérature (Orrenius et coll., 1998
a), excepté pour leRj-butan-2-ol, pour lequel le mode II, avec le sitbant L dirigé vers la
poche stéréosélective, semble étre favorisé.

Plusieurs criteres de comparaison entre les stegiRet S obtenues avec les deux alcools ont
éte envisagés. La fréquence des structRgmr rapport aux structure® la fréquence de
modes non productifs et la longueur des distanedmidons hydrogéne formées par I'His224
avec les atomes d’oxygeneQle I'alcool et Q de la Serl05 ne peuvent pas étre utilisées
pour expliquer I'énantiosélectivite. En effet, cessultats ne semblent montrer aucune
différence significative entre les énantiomelRest S, ou méme parfois elles vont a l'inverse
des résultats obtenus expérimentalement, qui nrdntnee préférence de I'enzyme pour la
formeR.

Pour finir, afin de sélectionner les structuresplss stables, un dernier crible énergétique a
ete appliqué. La comparaison, selon I'énergie pms du substrat, des structures ainsi
retenues a été utilisée avec succes, pour détarfiénantiopréférence de la CALB vis-a-vis
des formeRR du pentan-2-ol et du butan-2-ol : les structureses formes ont été trouvées
plus stables. Ce crible énergétique plus sophistayermis une explicatiaqualitative de

I'’énantiosélectivité.

Notre but, qui était de trouver un critere prédicfuantitatif de I'énantiosélectivité de la
CALB, n’a pas pu étre atteint. Cet objectif étadupétre trop ambitieux. En effet, les ratios
énantiomériques mesures pour le butan-2-ol etriéape2-ol sont de 4 et 100, respectivement,
ce qui correspond a une variation d’énergie patdatir.sAG faible, d’environ 0,9 et 2,9

kcal.mol.

A lissue de cette étude par modélisation molécejal apparait que I'énantiosélectivité ne
puisse pas étre expliquée par de simples diffésesteicturales entre les intermédiaires
formés avec les deux énantiomeres. Nous avonsétad@ de nouveaux parametres pouvant
influencer I'énantiosélectivité de la CALB lors d résolution des alcools secondaires a

l'aide du réacteur solide/gaz. Ce réacteur présemieffet I'avantage majeur de pouvoir fixer
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et contréler de maniére indépendante toutes legitastthermodynamiques des substrats et
autres composés ajoutés dans le flux gazeux. ldest possible d’étudier le role d'un

composé particulier, toutes choses égales pauwll®e plus, on peut travailler uniquement
avec I'enzyme et les substrats sans autre composéeace qui permet d’accéder aux

parametres cinétiques et thermodynamiques intruesede I'enzyme.

Ainsi, en utilisant des variants de la CALB aves dwutations situées a I'entrée de la crevasse
menant au site actif, nous avons montré, que &dug hydrophobes formant le canal d’acces
du substrat au site actif (lle1l89, Leu278 et Alg28auaient un rdle significatif dans
I'énantiosélectivité de la CALB vis-a-vis des altoeecondaires. Dans le cas du pentan-2-ol,
nous avons montré que ces mutations, en plus derlper I'accés de cet alcool au site actif,
modifiaient également les parametres thermodynagsiglactivation de son acylation. Ainsi,

il semblerait qu'un élargissement du tunnel d’aquéisse favoriser I'entrée de la forrSau

site actif (notre hypothese de départ) mais égaleperturber la fixation de I'’énantiomére

Ces hypothéses devront étre vérifiées par modélisatoléculaire.

L'influence de la partie alkoxy du donneur d’acgle le ratio énantiomérique E a également
pu étre mise en évidence en utilisant differenten@ars d’acyle (avec chaine alkyle linaire de
longueur variable et avec chaine alkyle chiral®gugmentation la plus importante de E a été
observée pour un donneur d’acyle dont la strucéiait semblable a celle du pentan-2-ol
(alcool a résoudre) : le 1-méthylpentyl propionaf@e plus, I'étude avec les formes
énantiopures du 1-méthylpentyl propionate a momué les deux formes influencent
I'énantiosélectivité de la CALB de facon opposées @ésultats suggerent que cette lipase
peut mémoriser au niveau de son site actif lesrdeftions laissées par les structures des
composés avec lesquels elle interagit. La fixatbon deuxiéme substrat ayant une
conformation semblable a celle d’'un premier subgtrécédemment lié a 'enzyme, serait
favorisée. Ceci pourrait étre confirmé par des gegpées de co-lyophilisation de I'enzyme

avec les énantiomeres de I'alcool a résoudre ppgarement.

Par ailleurs, nous avons montré que les paramgteesiodynamiques d’activatiothg.sAH

et Ar.ASY) de la réaction d’acylation du pentan-2-ol catééyar les variants de la CALB
portant des mutations isostériques (Thr42Val; B&ld et Thr42ValSer47Ala) sont
différents de ceux obtenus avec I'enzyme sauvaga. &s variants, nous avons supposeé, que
ces variations pouvaient étre reliées a des madiibics du réseau de liaisons hydrogene
formé entre les résidus de la poche, induisantlibeeté de mouvement accrue des chaines
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latérales de ces résidus, et éventuellement dutratibdJne étude par modélisation

moléculaire pourrait confirmer ces suppositions.

Enfin, au vu de I'effet important de I'eau sur I&tiosélectivité de la CALB, démontrée au
cours d’études précédentes, nous avons cherchérandeer I'état d’hydratation de la CALB
immobilisée en fonction de kg de facon a mieux comprendre l'origine de cetteffour
cela nous avons utilisé deux méthodes : la détatioim de I'isotherme d’adsorption de I'eau
et la chromatographie en phase gazeuse inverséugaordinfinie.

Le traitement des résultats d’isothermes d’adsomppar le modele de BraurEmmett-
Teller (BET) nous a suggéré que peu de moléculesudfixées par molécule d’enzyme sont
nécessaires pour former une monocouche d'eau. @R@ a conduit & penser que cette
monocouche d’eau était discontinue, recouvrarquarnent les groupements polaires ou que
'enzyme n’était pas complétement déshydratée dares atmosphere a humidité relative
nulle. En effet, il est possible qu’une certainampité d’eau soit emprisonné dans la structure
de la CALB méme apres la lyophilisation et séchageliquant une réduction de la quantité

d’eau nécessaire pour la formation d’'une monocouche

Les résultats d’adsorption des sondes polairepaai@es sur la CALB immobilisée obtenus a
I'aide de la chromatographie gazeuse en phasese#&C) a des différents taux d’humidité
relatives, nous ont permis de montrer, indirectemgue I'eau se fixait progressivement sur
les sites chargés et polaires a la surface deyeaza faible humidité (0 <wa< 0,1), puis
continuait a se fixer sur la surface progressivamesgu’a une @ égale a 0,25. Au-dela de
cette valeur nous pouvons supposer que I'enzymeoaspletement recouverte par I'eau, ou
gue seulement des zones fortement apolaires rastentivertes. A l'aide de cette technique
nous avons également mis en évidence le caractide de la CALB immobilisée sur
Chromosorb. Cette acidité est partiellement due gnaxipements silanols persistant apres
silanisation au niveau du support, mais égalemé&rnayme (la CALB immobilisée présente

un caractéere plus acide que le Chromosorb seul).

L'étude de l'effet de I'hydratation sur 'adsorpti@u pentan-2-ol et de I'hexan-3-ol nous a
suggéré qu’il y avait un recouvrement de la surfdeela lipase immobilisée par des
molécules d'eau adsorbées, qui, dans une situabompétitive d’adsorption, rendaient
progressivement les sites de fixations polairespuahibles pour ces alcools. Pour chacun des

deux alcools, il existe une valeur g'a partir de laquelle I'eau doit étre déplacéeadsurface
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pour que l'alcool puisse s’y adsorber. Ces valelag caractéristiques ont pu étre reliées aux
variations de E observées lors teerésolution de ces alcools, par transestérificatatalysée
par la CALB (immobilisée) dans le réacteur solide/g

Au vu de ces résultats, dont l'interprétation n)eas toujours facile, nous pouvons dire que
'énantiosélectivité de la CALB est un phénoménenplexe. Elle ne peut pas étre
simplement expliquée par une différence d’enthatpaetivation mesurée entre les états de
transition formés avec les énantioméRest S de 'alcool a résoudre. Nous avons montré que
le terme entropique ne peut pas étre négligé. b#oselectivite dépend également des
composeés (substrat ou autre composé chimique prdses le milieu lors de la réaction)
rencontrés par I'enzyme avant la fixation du suistte I'orientation de ces composés au sein
du site actif et du chemin parcouru par le subspmsgu’'au site actif. Enfin, I'état
d’hydratation et I'énantiosélectivité de la CALBnédortement liés, et I'eau peut avoir des

réles multiples, qui tour a tour favorisent ou défidssent I'énantiosélectivite.

Bien que nous ayons progressé dans la compréhetsib@nantiosélectivité, il reste encore

beaucoup de questions en suspens : Quelle estitatipn réelle des résidus situés a I'entrée
du site actif dans I'énantiosélectivité¢ ? Commexpliguer les variations des parametres
thermodynamiques d’activation ? Quels sont les pim@mes/résidus impliqués dans la
mémorisation des structures ? Comment optimisearttage les réactions catalysées par la
CALB ?

Des études plus approfondies peuvent étre envisajéede vérifier nos hypotheses émises
au cours de ce travail et de mieux comprendre Mstsedes difféerents paramétres
environnementaux et structuraux sur I'’énantioséliéétde la CALB. Les techniques utilisées
pour les travaux présentées, ayant chacune leusstayes, peuvent continuer a étre
exploitées pour la compréhension des effets duamiiironnement sur lactivité et la

spécificité enzymatique (réacteur solide/gaz et )I&EC la compréhension des éléments
structuraux impliqués dans chaque étape de latioéadl'’entrée des substrats, la

reconnaissance et la fixation des substrats, Eysat, et enfin la sortie de produits formés)

(modélisation moléculaire).

Les simulations de modélisation moléculaire futudesront étre envisagées differemment
afin d’obtenir une explication quantitative de Edniosélectivite. En effet, il serait

souhaitable de laisser plus de liberté au systérdaitdiser la dynamique moléculaire, ce qui
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permettrait de prendre en compte I'entropie, qunie@ nous I'avons montré, joue un role
important dans I'énantiosélectivité. Par ailleunstre étude sur I'hydratation de la CALB
nous laisse penser que I'enzyme fixe fortement quesd molécules d’eau méme apres
séchage en conditions extrémes. Il serait alorgipuk de prendre en compte ces molécules
d’eau dans les simulations. De plus, I'acces dgtsabjusqu’au site catalytique ne devrait pas
étre négligé. Une fois établi ce nouveau protoctdeant compte de tous les parametres
pouvant influencer I'énantiosélectivité, il seraitvisageable de tester d’autres alcools et si les
résultats issus des simulations sont corréléesna de I'expérience, cette technique pourrait
étre utilisée pour prédire efficacement I'énantiestvité de la CALB vis-a-vis de nouveaux

substrats.
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Annexe 1 : Notations et symboles

a

AN

aw
AW-DMCS
ax

Cc

CALB

CG

CMC

DN

€&
ee
Eintga
Eintes
Epa
Eps

Epr

aire moléculaire

nombre accepteur d’électrons

activité thermodynamique de I'eau

Acid-washed, dimethyl dichlorosilane tredte
activité thermodynamique d’un composeé x

taux de conversion

Lipase B deCandida antarctica

Chromatographie Gazeuse

concentration micéllaire critique

nombre donneur d’électrons

ratio énantiomérique

exces énantiomérique du substrat

exces énantiomeérique du produit

énergie d’'interaction entre I'enzyme et la paaliool du substrat
énergie d’interaction entre I'enzyme et le sulistra
énergie potentielle de la partie alcool du substrat
énergie potentielle du substrat entier

énergie potentielle totale

débit du gaz vecteur

énergie libre d’activation

taux d’humidité relative

diamétre interne
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IGC

Ka

kcat

Kd

Km
Metm
MD

MM

MQ

Na
Paou R
P

PCR
Ppcou p
Ppsatou P
Qg)t

R

rmsd

SD

Chromatographie Gazeuse Inverse (Invers Gasn@Gitography)
facteur de compressibilité James-Martin
paramétre acide du solide

paramétre basique du solide

constante catalytique

constante de dissociation

constante d’équilibre

constante de Michaelis-Menten

moyen

dynamique moléculaire

mécanique moléculaire

mécanique quantique

nombre d’Avogadro

pression atmosphérique

pression en téte de colonne

réaction en chaine par polymérase
pression partielle d’'un composeé x
pression de saturation

débit molaire total

constante universelle des gaz parfaits (8,3-kdmol-1)
Root Mean Square Deviation
ecart-type

Steepest Descent

température

temps
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timm
tr

tN

Vir
Vis
Vi

Vi

ads

AG, g,
AHags
AHyap
Ar-AG
Ar.sAH?

AR AS

taux d’immobilisation

temps de rétention

temps de rétention net

temps mort d’élution

volume de rétention spécifique

vitesse initiale

vitesse initiale de I'énantiomére

vitesse initiale de I'énantiomég

vitesse maximale

volume de rétention net

volume de rétention

tension superficielle

composante dispersive de I'énergie de surfada sdende

composante de I'énergie de surface du solide

composante dispersive de I'énergie de surface litleso

composante spécifique de I'énergie de surface Lieso

différence d’énergie libre d’activation

énergie libre d’adsorption

composante dispersive de I'énergie libre d’apison

composante spécifique de I'énergie libre d’apison

enthalpie d’adsorption

enthalpie de vaporisation

différence d’énergie d’activation entre I'énant@mR et I'énantioméré
différence d’enthalpie d’activation entre I'énamtiéreRr et I'énantioméereé
différence d’entropie d’activation entre I'énamtiéreR et I'énantiomere
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Annexe 2 : Table de loi de Student

Valeur de t en fonction de la probabilité et duréedg liberté

055 ] 06 | 065] 07 [ 075] 08 [ 085 | 09 | 095 [0975] 0,99 | 0,995 | 0,9995

v O
1 0.158 | 0325 | 0,51 | 0,727 1 1376 | 1963 | 3078 | 6.314 |12.706 |31.821|63.657 | 636,619 1
2 0142 ) 0289 | 0445 | 0,617 | 0816 | 1.061 | 1386 | 1.886 | 292 | 4303 | 6,965 | 9,925 | 31,598 | 2
3 0137 ) 0277 | 0424 | 0584 | 0.765 | 0978 | 125 | 1638 [ 2353 | 3.82 | 4541 | 5841 | 12929 | 3
4 0134 )1 0271 | 0414 | 0,569 | 0.741 | 0941 | 1,19 | 1,533 [ 2,132 | 2.776 | 3.747 | 4604 | 8.6l 4
3 0.132 | 0.267 | 0408 | 0,559 | 0.727 | 092 | 1.156 | 1476 | 2.015 | 2.571 | 3.365 | 4032 | 6.869 | 5
6 0,131 | 0265 | 0404 | 0553 | 0718 | 0906 | 1,134 | 144 | 1943 | 2447 | 3,143 | 3707 | 5959 | 6
7 013 | 0263 | 0402 | 0,549 | 0.711 | 0.896 | 1.119 | 1415 | 1895 | 2365 | 2998 | 3499 | 5408 | 7
8 013 | 0262 | 0.399 | 0.546 | 0.706 | 0.889 | 1.108 | 1397 | 186 | 2306 | 2.896 | 3355 | 5.041 | 8
9 0129 0261 | 0398 | 0543 | 0703 | 0883 | 11 | 1383 | 1833|2262 | 2821 | 325 | 4781 | 9
10 | 0129 | 026 | 0397 | 0542 | 0.7 | 0879 | 1,093 | 1.372 | 1.812 | 2.228 | 2.764 | 3.169 | 4587 | 10

11 0129 | 026 | 039 | 054 | 0697 | 0876 | 1088 | 1.363 | 1.796 | 2.201 | 2.718 | 3,106 | 4437 |11
2 | 0128 | 0259 | 0395 | 0,539 | 0.695 | 0.873 | 1083 | 1356 [ 1.782 | 2.179 | 2.681 | 3.055 | 4318 | 12
13 | 0128 | 0259 | 0394 | 0,538 | 0.694 | 087 | 1079 | 135 | 1771 | 2,16 | 2,65 |3.012 | 4221 |13
14 | 0.128 | 0,258 | 0,393 | 0,537 | 0.692 | 0.868 | 1.076 | 1.345 | 1.761 | 2.145 | 2.624 | 2977 | 414 |14
15 | 0,128 | 0258 | 0393 | 0,536 | 0.691 | 0866 | 1,074 | 1.341 | 1,753 | 2.131 | 2,602 | 2947 | 4073 | 15
16 | 0.128 | 0258 | 0,392 | 0535 | 0.69 | 0.865 | 1.071 | 1337 | 1.746 | 2.12 | 2,583 | 2921 | 4015 |16
17 | 0,128 | 0,257 | 0392 | 0,534 | 0689 | 0863 | 1069 | 1333 | 1,74 | 2,11 | 2567 | 2,898 | 3965 |17
18 | 0,127 | 0257 | 0392 | 0,534 | 0.688 | 0862 | 1,067 | 133 | 1,734 | 2.101 | 2,552 | 2878 | 3922 | 18
19 | 0127 | 0257 | 0,391 | 0,533 | 0.688 | 0.861 | 1.066 | 1323 | 1.729 | 2.093 | 2.539 | 2861 | 3.883 |19
2 0.127 | 0257 | 0391 | 0533 | 0687 | 080 | 1064 | 1325|1725 | 2086 | 2528 | 2845 | 383 |2

21 0127 | 0257 | 0391 | 0,532 | 0,686 | 0.859 | 1063 | 1323 | 1,721 | 2,08 | 2518 | 2831 | 3819 |21
22 | 0127 ) 0256 | 039 | 0532 | 0.686 | 0.858 | 1061 | 1321 [ 1.717 | 2.074 | 2.508 | 2819 | 3,792 | 22
2 0127 ) 0256 | 039 | 0532 | 0685 0858 | 106 | 1319 (1714|2069 | 25 | 2807 | 3767 |2
2 0127 ] 0256 | 039 | 0,531 | 0.685 | 0.857 | 1.059 | 1.318 [ 1.711 | 2.064 | 2492 | 2,797 | 3.745 | 2
2 0.127 | 0256 | 039 | 0531 | 0.684 | 0856 | 1058 | 1316 | 1708 | 2.06 | 2485 | 2787 | 3725 |2
2 0127 1 0256 | 039 | 0531 | 0,884 | 0856 | 1058 | 13151706 | 2,056 | 2479 | 2779 | 3707 |2
27 | 0127 ) 0256 | 0389 | 0,531 | 0.684 | 0.855 | 1,057 | 1314 [ 1,703 | 2.052 | 2473 | 2771 | 369 |27
2 0127 ) 0256 | 0389 | 053 | 0.683 | 0855 | 1056 | 1313 [ 1.701 | 2.048 | 2467 | 2.763 | 3.674 |2
2! 0127 ) 0256 | 0389 | 053 | 0.683 | 0.854 | 1055 | 1311 [ 1.699 | 2.045 | 2462 | 2756 | 3.659 | 2
30 | 0127 ] 0256 | 0389 | 0,533 | 0,683 | 0854 | 1,055 | 131 | 1.697 | 2.042 | 2457 | 2,75 | 3.646 | 30
40 | 0126 | 0255 | 0388 | 0329 | 0.681 | 0851 | 1.05 | 1303 [ 1.684 | 2.011 | 2423 | 2704 | 3.551 |40
60 | 0126 | 0254 | 0387 | 0,527 | 0.679 | 0.848 | 1.046 | 1.296 [ 1671 2 239 | 2.66 346 |60
120 | 0,126 | 0254 | 0386 | 0,526 | 0.677 | 0845 | 1.041 | 1.289 [ 1658 | 1.98 | 2358 | 2,617 | 3.373 |120
- 0126 | 0253 | 0385 | 0,524 | 0,674 | 0842 | 1036 | 1282 [ 1,645 | 1.96 | 2326 | 2576 | 3291 | =

=]
N
n
=
[=}
=
=
Ir!
=
1
vc
3
tn

0.8 | 085 | 09 | 095 | 0975 ] 0,99 | 0,995 | 0,9995
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Utlisation de la table :

Cette table donne les fractiles de la loi de Studem degrés de liberté : valeur t ayant la

probabilité a d'étre dépassée en valeur absolue :
P(-t<T<t)=1-a.

Le degré de liberté correspond a la différenceedetnombre de résultats (n) et le nombre de

parametres indépendants ()= n — p.

o2 of2

'ta ta
Dans le pratique, si on désire un niveau de coodiale 99%, cela signifie que I'on cherche la
probabilité que T soit supérieure a 0,005 et iefde a 0,995. Ce qui laisse 0,5% des deux

cOtés de la courbe, 1% en tout. Comme la distobutle loi de Student est symétrique, le

coefficient est le méme pour ces deux valeuraiffitsde prendre le coefficient t a 0,995.

Exemple: 20 résultats, ne dépendant que d'un seaingtre { = 19), et pour un niveau de
confiance de 0,99 :gbof19) = 2,861.
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