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Dédicace

Je dédicace ce travail a Jérdme Polesel, sans qui je ne me serais jamais lancée dans

cette aventure.

Il a su croire en moi, chose qui me manque souvent, m’a initiée au travail de recherche
et m’a poussée a me lancer. Un conseil de sa part : « Lorsque tu choisis une thése Noémie, tu
choisis avant tout un sujet. Peu importe si ta formation n’est pas totalement en adéquation.
Les choses s’apprennent et tu as trois ans pour cela. Alors il faut que ton sujet t’attire vraiment,
te questionne et non pas uniquement dans I’optique finale d’un dipl6me, puisque trois ans c’est
long et le moment de la rédaction difficile. Alors autant faire quelque chose de stimulant
non ? ». Et c’est ce que j’ai fait Jérome: j'ai postulé a l'unique sujet qui me « stimulait » et c’est

celui qui sera présenté dans ce manuscrit.
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ABTS : 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acide)
A.C : Agent de couplage

APTES : 3-aminopropyltriéthoxysilane

ATG : Analyse thermogravimétrique

BdB: Broekhoff-de-Boer

BET : Brunauer-Emmet-Teller

BJH : Barrett, Joyner et Halenda

CPG : Chromatographie en phase gaz

CTMS : Chlorotriméthylsilane

DRX : Diffraction des rayons X

EDC : N-éthyl-N'-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide

FAD : Flavine adenine dinucleotide

GA : Glutaraldéhyde

GOx : Glucose oxydase

HMDS : Hexaméthydisilazane

HPLC : Chromatographie en phase liquide

HRP : horseradish peroxydase ou péroxydase de Raifort

Kwm : Constante de Michaelis-Menten

MCF : Mesocellular foam

MCM : Mobil Composition of Matter

MET : Microscopie électronique a transmission

Mn-TCPP : Mn-5, 10, 15, 20-(tetrakis-4-carboxyphényl) porphyrine
NHS : N-hydroxysuccinimide

P123 : Pluronic 123 (poly(éthyléne glycol)-poly(propyléne glycol)-poly(éthyléne glycol))
PZC : Point of Zero Charge

SBA-15 : Santa Barbara Amorphous No.15

SDS : Dodécylsulfate de sodium

TBHP : tert-butylhydroperoxyde

TS-1: Titanosilicalite-1

XANES : X-ray Absorption Near Edge Structure
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XPS : X-ray photoelectron spectrometry

UV-RD : spectroscopie UV-vis en réflexion diffuse
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Introduction générale

Depuis une vingtaine d’années, l'industrie chimique vise a développer une chimie plus
respectueuse de I'environnement dans le but de réduire fortement la pollution générée par ce secteur
d’activité. A cela s’ajoute la nécessaire transition des ressources, pour le moment essentiellement
d’origine fossile mais en cours d’épuisement, vers d’autres renouvelables, telle que la biomasse a
condition que celle-ci soit utilisée de maniére responsable. Au début des années 90, I'Agence de
Protection Environnementale des Etats-Unis (EPA) a introduit pour la premiere fois le terme « chimie
verte » [1]. Ce concept s’appuie sur 12 principes [2] dont la mise en ceuvre repose sur la révision des
procédés déja mis au point et, surtout, le développement de procédés catalytiques nouveaux. Les
catalyseurs peuvent intervenir pour remédier a la production de polluants en les dégradant, pour
réduire les consommations énergétiques, en particulier, lors des étapes de séparation impliquées dans
des procédés de synthése multi-étapes, ou pour favoriser |'utilisation de nouveaux réactifs et/ou
solvants largement disponibles mais intrinséquement peu actifs. Ainsi, les chercheurs académiques et
industriels, convergent-ils de plus en plus vers la mise au point de procédés a forte économie d’atomes
[3] et minimisant le co(t de recyclage ou d’élimination des déchets [1] [4].

Dans ce contexte, les procédés d'oxydation et, notamment les réactions d’époxydation, font
partie des procédés qui sont amenés a étre revus, en particulier du point de vue de I'économie des
atomes [5]. Ces réactions (Figure 1) impliquent le plus souvent des peracides seuls [6-8], (acides
métachloroperbenzoique (mCPBA) et peracétique) ou bien des hydroperoxydes (tert-
butylhydroperoxyde (TBHP) par exemple) activés par des catalyseurs avec, dans ce dernier cas, des
possibilités de synthése asymétrique (procédé Sharpless)® [9].

4 Ra_Ry

| R, R
0 | ——R-0H + THAXT?
0" R{ R Ry Ry

Figure 1. Principe de I'époxydation d'alcénes

La faible économie d’atomes est liée au fait que les réactifs cités permettent le transfert d’'un
atome d’oxygene a I'alcéne et conduisent a autant de moles de co-produit de haute masse molaire
(acide carboxylique ou alcool) que de moles d’époxyde [6], générant ainsi beaucoup de déchets a
éliminer a moins d’étre recyclés. Cet enjeu est d’importance en raison du réle clé joué par les époxydes
dans la production de nombreux composés chimiques [6, 10] pour les industries des polymeres,
papetiére, pharmaceutique, cosmétique [11]. A titre d’exemple, I'oxyde de propyléne figure parmi les
composés organiques les plus produits dans le monde avec 8 millions de tonnes/an en 2009 [10, 12].

Aujourd'hui, la moitié de l'oxyde de propyléne est obtenue en solution via la chlorhydrine
correspondante (procédé CHPO) (Figure 2A). Le propyléne réagit avec Cl, en large excés d’eau et en
présence de NaOH conduisant a 2 t de NaCl, polluant d’importants volumes d’eau (de I'ordre de 40 t
par tonne de PO produit). Le co-produit majoritairement généré lors de ce procédé est le 1,2-
dichloropropane (jusqu’a 10% en rendement, qui est soit vendu comme solvant ou incinéré avec les
autres sous-produits chlorés organiques pour produire du HCI a partir des effluents gazeux), par tonne

! Cette réaction stéréo-sélective utilise I’nydroperoxyde de tert-butyle (TBHP) associé au tétra-isopropylate de
titane (Ti(OiPr)a) comme catalyseur et au tartrate de diéthyle (DET) comme ligand chiral.
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d'oxyde de propyléne obtenue [6]. Une autre partie de I'oxyde de propyléne provient du procédé
PO/SM (Figure 2B) [6] employé par Lyondell, Repsol ou Ellba (Shell/BASF), utilisant I’'hydroperoxyde
d’éthylbenzéne comme oxydant. Dans ce cas, la parade a la production de déchets consiste a
déshydrater le 1-phényléthanol obtenu pour former du styréne (2,25 t pour une tonne de PO produite),
un composé alors valorisable par polymérisation. L'inconvénient de ce type d’approche est plutét
d’ordre économique, la viabilité du procédé d’époxydation étant conditionnée au prix compétitif ou
non du styréne ainsi produit. Dans la méme idée, différents procédés catalytiques homogenes
impliquant des hydroperoxydes d’alkyle, dont TBHP, et des formes solubles du molybdéne ont été
industrialisés avec l'idée de recycler le tert-butanol via la formation d’éther de tert-butyle et de
méthyle (TBME). Malheureusement, ce composé qui était utilisé comme additif dans les carburants ne
I’est plus aux Etats-Unis en raison de la mise en évidence de ses effets toxiques.

A X Cl,, H,O \(\OH + NaOH ~
R D —
Cl - NaCl o
B (0] H
©/\ o ©)\OO
OOH + Xy, ——>» OH + §O7

“H
OH420>©/\

Figure 2. Production de PO par les procédés CHPO (A) et PO/SM (B) [6]

Les premiers catalyseurs hétérogenes, en fait des titanosilicates (Ti(IV)/SiO2[13]), utilisés pour
I’époxydation en continu du propene par I’hydroperoxyde d’éthylbenzéne en phase liquide, ont été
mis au point par Shell dans les années 70 (Figure 3) et constituait la base du procédé commercial pour
I’époxydation du propéne avec de I'hydroperoxyde d'éthylbenzene. La catalyse hétérogene a pour
objectif de faciliter la récupération puis la ré-utilisation des espéces catalytiquement actives. De plus,
dans le cas présent, la dispersion des ions Ti(lV) au sein de la matrice silicique limite la propension du
titane a former des espéces polynucléaires ainsi que le lessivage des especes actives.

Ti(IV)/Si0
~X + RO,H Ll—;z/ic? + ROH

Figure 3. Procédé de production de PO développé par Shell

Au milieu des années 80, la découverte de la zéolithe TS-1 par les chercheurs d’Enichem [6] a ouvert
la voie a une variété de réactions d’oxydation en phase liquide, notamment I'époxydation. La réactivité
de cette zéolithe avec I'oxydant H.0; (30% mass.), considéré comme vert par sa co-production d’eau,
fait de ce matériau un catalyseur trés attractif.

Avec 50% d’oxygéne actif et I'eau comme sous-produit, I'oxydant idéal est le dioxygéne.
Seulement, pour transférer un de ses atomes d’oxygéne au substrat, O, doit étre convenablement
activé sous peine de conduire a des réactions particulierement lentes. Une élévation de la température
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ou I'emploi de catalyseurs peuvent aider, mais il faut alors veiller a éviter des réactions incontrolées
de sur-oxydation [14] (voire la combustion du substrat) ou la désactivation de I'espece active [15]. A
ce jour, seul I'oxyde d’éthylene est obtenu industriellement par réaction de I'éthylene avec O, a haute
température et en présence de catalyseurs hétérogenes a base d’argent [16]. Dans les mémes
conditions, le propyléne et les alcénes supérieurs ont plutét tendance a entrer en combustion. Le
monde du vivant est riche d’exemples de biocatalyseurs de type monooxygenase aptes a activer O,,
mais les systémes bio-inspirés fonctionnant dans des conditions douces proposés par les chimistes a
I’heure actuelle restent loin d’étre compétitifs avec les procédés cités plus haut.

Aussi, une alternative intéressante, consiste a utiliser une forme pré-réduite de O,, a savoir le
peroxyde d'hydrogéne H,0,, dont le produit de réduction est également I'eau et le taux d’oxygéne actif
est de 47%. De nombreux travaux décrivent son utilisation pour I'oxydation de substrats variés, tels
que les alcools en composés carbonylés, les aldéhydes en acides carboxyliques, les oléfines en
époxydes ou les composés sulfurés en sulfoxydes ou sulfones [17]. Le peroxyde d’hydrogéne est une
espéce métastable qui, si elle n’est pas activée correctement, tend a donner de I'eau et du dioxygéne
par dismutation. Tout I'enjeu de I'utilisation de H,0; repose donc sur une activation adaptée, d’une
part au transfert de I'oxygéne actif vers le substrat plutot que vers une autre molécule de H,0; et,
d’autre part, a la génese d’espéces actives sélectives excluant en particulier la formation de radicaux
hydroxyle, HO.. L’activation de H,0, peut se faire par interaction i) avec un acide carboxylique et
formation d’acide percarboxylique [10] via une catalyse homogéne basique mais avec les mémes
inconvénients liés a la co-génération d’acide ; ou le plus souvent ii) avec un catalyseur métallique et
formation d’une espece hydroperoxo ou oxo, ces deux entités (métalliques ou percarboxyliques) étant
plus aptes que H,0, a transférer sélectivement un atome d’oxygéne au substrat. La seconde approche
mise en ceuvre initialement par Sheldon [18] avec des métaux de transition d° a été étendue depuis a
bien d’autres métaux utilisés dans des conditions de catalyse soit homogene, soit hétérogene voire les
deux [13, 19-21]. La littérature référencie une variété d’alcénes ainsi époxydés tels que les molécules
linéaires (propylene [22, 23], 1-octéne [24, 25], 1-hexéne [26]), les molécules a double liaison
endocyclique (cyclooctene [25, 27, 28], cyclohexéne [25-34], terpénes [24, 35-37]), exocyclique
(styréne[27, 28, 38-41]) ou activée (géraniol [27, 42, 43], alcool allylique [32, 44-46]). Permettant a la
fois une séparation plus simple des produits et la ré-utilisation des phases actives, 'immobilisation de
ces derniéres sur support solide est privilégiée, mais de tels matériaux doivent faire I'objet d’une
attention particuliere eut égard aux possibilités de lessivage liées a I'importante nucléophilie de H,0,;
et a 'emploi de solvants polaires. Dans ce contexte, les catalyseurs a base de titane, notamment la
zéolithe TS-1 et des matériaux apparentés, semblent avoir démontré une certaine supériorité qui se
traduit actuellement par leur utilisation a grande échelle pour I'oxydation de petites molécules, en
particulier par la société ENI VERSALIS [47]. L'époxydation généralisée des alcénes, quelle que soit leur
dimension, par des systémes H,0,/ catalyseur a base de Ti semble étre une excellente alternative aux
peracides ou hydroperoxydes d’alkyle employés actuellement. Cependant le choix du support idéal
pour les espéces actives reste un défi important, méme s’il a fait I'objet de trés nombreuses études en
marge de I'élaboration de nouveaux matériaux mésoporeux [48, 49].

Le peroxyde d’hydrogéne, commercialisé sous forme de solution aqueuse relativement diluée
en raison de sa dangerosité lorsqu’il est trop concentré, est un composé jugé sensible lors de son
transport et son stockage [11]. Aussi, une tendance actuelle chez les producteurs et utilisateurs de
H,0, consiste a mettre en place sur le méme site des unités mixtes de production et utilisation, parmi
lesquels le procédé HP-PO permettant la production d’oxyde de propyléne [50]. De |3, a produire le
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peroxyde d’hydrogene in-situ, il ne reste qu’un pas a franchir. Certains, parmi lesquels Haruta et al.
[51], ont déja proposé de générer H,0; a partir de H, et O, et d’utiliser I'oxydant ainsi formé pour
époxyder du propyléne en présence d’un catalyseur bi-fonctionnel doté a la fois de nanoparticules d’or
et d’espéces isolées du titane(lV). Cependant I'efficacité d’'un tel systéme reste faible. Le procédé
« alkylanthraquinone » mis en ceuvre pour produire la majorité du H,0, dans le monde (3 millions de
tonnes en 2012 [11]) ne satisfait pas pleinement aux critéres d’éco-compatibilité. C'est en effet un
procédé sur la « sellette » du fait de I'importante quantité de déchets organiques co-produits, lesquels
sont souvent passés sous silence quand H,0, est mis en avant comme oxydant « vert ». Plusieurs
alternatives pour la production de H,0, sont en cours d’étude, impliquant le dioxygene, de nouveaux
catalyseurs et le dihydrogene, ou bien des réducteurs moins dangereux a manipuler [52].

La stratégie développée dans ces travaux de thése propose de produire H,O, de maniére bio-
catalysée grace a l'intervention d’'une enzyme, la glucose oxydase (GOx) et de coupler cette derniere
a un catalyseur d’époxydation a base de titane (IV). La production progressive du peroxyde
d’hydrogéne dans le milieu devrait permettre de réduire sa concentration et donc d’atténuer la part
de H,0; perdue sinon par dismutation. L'objectif ultime consiste a immobiliser sur un méme support
silicique le catalyseur inorganique et le bio-catalyseur afin de stabiliser ce dernier et faciliter la
réutilisation de I'ensemble, la plus ou moins grande proximité des deux espéces actives pouvant étre
mise a profit pour des questions d’efficacité. Cependant, contrairement aux réactions d’oxydation avec
Ti(IV), qui s’effectuent généralement a des températures supérieures a 50°C et en milieu organique, la
GOx travaille dans des conditions douces (milieux aqueux, faibles températures, valeurs de pH proches
de la neutralité). Ainsi, un enjeu important de ce travail sera de déterminer dans quelles conditions de
compromis il pourra étre raisonnable de faire travailler le systéme catalytique hétérogene chimio-
enzymatique résultant, pour réaliser I'époxydation des alcenes par O, avec la médiation de H;0..

Le premier chapitre de ce manuscrit présente une étude bibliographique, permettant
d’orienter notre étude. Celle-ci expose les possibilités de bio-production de H;0; par la glucose
oxydase et renseigne sur les particularités de cette enzyme. Puis, les différentes voies de son
immobilisation sur des supports variés seront également discutées. Dans un second temps, la catalyse
inorganique avec H,0, sera abordée et plus particulierement en utilisant Ti comme espéce active,
notamment en catalyse hétérogene. Les inconvénients liés a I'utilisation de H,0, seront évoqués,
justifiant I'utilisation de la GOx. La stratégie de recherche mise en place a partir de ces informations
sera ainsi exposée, notamment en ce qui concerne le milieu réactionnel, le choix du support, la
méthode d’'immobilisation de I'enzyme et d’incorporation de I'espéce active Ti.

Le chapitre Il aborde dans un premier temps la synthése de différents supports siliciques
mésoporeux, candidats pour l'introduction couplée de Ti et de la GOx. La caractérisation de I'espece
Ti sera ensuite présentée, de méme que les modifications de surface permettant a la fois d’améliorer
les performances catalytiques (silylation) et le greffage de I'enzyme (fonctionnalisation a I'aide de
groupements —NH;). L'immobilisation de I'enzyme sera largement étudiée afin d’établir les conditions
adéquates de greffage covalent et d’utilisation de la GOx, dans un environnement compatible avec la
réaction d’oxydation avec Ti. Des premiers tests d’oxydation seront effectués afin d’évaluer le
catalyseur synthétisé, ainsi que la faisabilité de la réaction en milieux hydro-organiques.

L'utilisation d’un catalyseur plus hydrophobe (la zéolithe TS-1) sera envisagée Chapitre Ill, pour
contrer les effets néfastes de I'eau sur I'activité catalytique. Plusieurs modifications du catalyseur
seront considérées afin de créer de la mésoporosité, permettant la localisation de I’'enzyme dans le
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matériau. L’évaluation des performances catalytiques de ces matériaux dans différents milieux
renseignera sur leur activité. Puis, un systéme chimioenzymatique constitué d’un mélange mécanique
de TS-1 et GOx immobilisée sera étudié, en faisant varier les conditions d’oxydation (milieu
réactionnel, température, concentration de glucose) selon la nature du substrat (hydro-
soluble/organo-soluble). Différents catalyseurs titanés synthétisés seront donc évalués pour différents
substrats et le catalyseur tandem sur un support commun sera testé.

Le Chapitre IV présentera quelques résultats préliminaires sur I'utilisation d’un catalyseur au
manganese, associé a H,0; : la porphyrine Mn-TCPP. L’activité catalytique en homogéne d’un mélange
porphyrine/GOx sera d’abord évaluée. Il s’agira ensuite de rendre le systéme hétérogéne en procédant
par étape, a savoir en immobilisant I'une ou I'autre des espéces catalytiques pendant que la seconde
sera en solution. L'effet du support sur la réaction couplée sera alors observé.

Enfin le Chapitre V présentera une méthode d’'immobilisation de la GOx originale qui consiste
dans un premier temps a séparer la partie protéique de la GOx de son cofacteur, la flavine adénine
dinucléotide (FAD), de greffer ce dernier sur le support silicique via une liaison amide et de reconstituer
la protéine autour du FAD. L’enjeu sera de réussir a greffer efficacement le FAD et de reconstituer
I’enzyme sous sa forme active.
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Chapitre I. Etude bibliographique — Définition d’une stratégie

Dans le contexte de la chimie verte, I'industrie chimique est a la recherche de systémes
durables, en particulier dans le cas des réactions d'oxydation. Une stratégie a I'égard de processus
écologiques innovants impliquerait la généralisation des transformations catalytiques en utilisant
|'oxygéne moléculaire de l'air comme oxydant [1]. Cependant O, présente une faible réactivité
cinétique et les processus correspondants sont, a des taux élevés de conversion, souvent non-sélectifs
[2]. Une solution pratique réside dans la formation in-situ de H,0, a partir de O,, conduisant a H,O
comme sous-produit. Cet oxydant est connu pour étre plus facilement activé que O, par des
catalyseurs métalliques et bien que sa génération est possible via des systemes catalytiques
inorganiques, une facon efficace de produire H,0; a partir de O, repose sur les enzymes oxydases et
en particulier la glucose oxydase (GOx).

Dans un premier temps, le chapitre bibliographique vise a présenter la méthode actuelle de
production industrielle de H,0, et a examiner les alternatives telles que la production directe par O,
et H, ou in-situ, grace a la catalyse inorganique ou enzymatique. L’hétérogénéisation de ce dernier
systéme constituera la seconde partie de ce chapitre, avec une analyse portant sur I'immobilisation
d’enzymes. Puis, un accent sera mis sur la catalyse inorganique d’oxydation avec H,0;, en donnant un
rapide apercu de systémes homogenes, puis en se focalisant sur la catalyse hétérogene et plus
particulierement a base de titane. Enfin, la présentation des inconvénients liés a I'utilisation de H,0,
meneront a la stratégie de recherche établie lors de cette étude.

Historiquement, le peroxyde d’hydrogene était préparé par hydrolyse du peroxodisulfate
$,08%" (2):

(NH4)2$203 +2 H,0 %HzOz +2 (NH4)HSO4 (1)

Actuellement, le procédé de Riedl-Pfleiderer [3], élaboré en 1936, connu sous le nom de
procédé (AO) d’auto-oxydation d’anthraquinones, est le procédé le plus utilisé pour la production
industrielle de H;0,. Il est basé sur l'oxydation du 2-éthyl-9,10-dihydroxyanthracene en
anthraquinone, couplée a la réduction du dioxygene en peroxyde d’hydrogéne (Figure 4). Ces réactions
s’effectuent en phase organique, dans un solvant ou un mélange de solvants non miscibles dans I'eau.
La concentration en H,0; peut atteindre 47% en masse. Le peroxyde d’hydrogéne ainsi formé est
ensuite extrait en phase aqueuse, puis la solution est concentrée par distillation pour atteindre en
général 70% en masse. La régénération de la 2-éthylanthraquinone se fait par hydrogénation via un
catalyseur pour former I’hydroquinone correspondante. Le Nickel de Raney était initialement utilisé,
mais actuellement ce sont des catalyseurs a base de palladium que I'on retrouve dans ces procédés.
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La catalyse pour la régénération de la quinone constitue I'étape critique du procédé. Les
fournisseurs de H,0, (Azko Nobel et Eka Chemicals) développent de nouvelles technologies et ont mis
au point des catalyseurs a base de monolithes, permettant d’accéder a de hautes sélectivités et
productivités [4].

Ha

OH O
Et Et
OOy — 1
0

OH

0O, Phase organique

H20,

H20, Phase aqueuse

Figure 4. Réaction d'auto-oxydation d'anthraquinone pour la production de H,0,

Cette méthode de production de H,0, (AO) est utilisée industriellement dans le procédé d’oxydation
du propylene avec H,0; aqueux (appelé HPPO), pour former I'oxyde de propyléne (PO) mis au point
par BASF/Dow et Degussa-Evonik/Headwaters [5]. Les unités de production sont composées de deux
unités connectées : I'une pour la production de H,0, et I'autre pour I'étape d’époxydation qui a lieu
dans un réacteur a lit fixe contenant un catalyseur titané (la titanosilicalite : TS-1). Le rendement d’un
tel procédé est estimé a 95%. La production de H,0, est ainsi complétement intégrée a I'usine. Des
variantes a ce procédé, qui remplacent la dihydroxyanthraquinone par l'isopropanol, ont également
été mises au point, générant in-situ H,O, par combinaison directe de H; et O,.

L'usine de BASF/Dow, ouverte en 2008 et située a Antwerp (Belgique), présente une capacité de
production de 300 000 t de PO par an [1]. Lintégration des deux unités (H,0, et PO), diminue les frais
de production et supprime ceux de transport de H,0,, tout en limitant I'impact environnemental du
procédé (diminution de I'empreinte carbone, des infrastructures, énergies). Grace a cette technologie,
BASF/Dow a regu en 2010 le Presidential Green Chemistry Challenge Award décerné par I’Agence de
Protection Environnementale des Etats-Unis [6].

Il est cependant a noter que le procédé Riedl-Pfleiderer présente certains inconvénients : outre la
complexité de mise en ceuvre de I'étape d’hydrogénation, il génere des goudrons non valorisables issus
de la dégradation de I'anthraquinone en hydroanthrahydroquinones, oxanthrones et anthrones [7].
Ainsi, l'organo-catalyseur a base d’anthraquinone doit étre renouvelé régulierement et les
« goudrons » détruits. Enfin, ce procédé est économiquement viable uniquement a grande échelle, ce
qui nécessite un investissement important pour sa mise en place.

L'une des alternatives au procédé AO permettant d’évoluer vers une production de H,0; plus
verte, afin que son utilisation en tant qu’oxydant éco-compatible ait un réel sens, serait la synthese
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directe de H,0, a partir de H; et O,. La photocatalyse [8] (qui ne sera pas développée ici) ou la catalyse
métallique conventionnelle ont ainsi été étudiées dans ce but.

Dans un premier temps, les études se sont tournées vers les catalyseurs a base de palladium
(ou méme de platine), comme en témoigne un certain nombre de brevets déposés dés 1914 [9-21].
Dés lors, des travaux ont été menés aussi bien sur du Pd dispersé sous forme colloidale par Dhammike
et al. [22, 23] (PdCl, ou Pd/gel de silice comme source de Pd), que supporté par différentes matrices
(Al;03, ZrO,, Ce0,, ThO,, Y05, Gay0;, TiOz, Si0;, MgO, C) [24-29] au sein desquelles le Pd est
généralement introduit par des méthodes d’'imprégnation. La synthese directe de H,0, a partir de
H,/0, est donc un systéme tri-phasique impliquant un catalyseur solide, un mélange gazeux et un
solvant, constitué d’acide sulfurique et de NaBr par exemple. Plus loin, il sera montré que la présence
d’acide et d’ion Br évite la décomposition de H,0,. L'introduction de CO, dans le solvant permet
d’améliorer la solubilité de H, et O, mais également de modifier le pH, influencant les propriétés acido-
basiques du support et donc la réactivité de la surface.

Cependant, les inconvénients liés a ces méthodes de production sont la génération directe de H,O ainsi
gue I’hydrogénation et la décomposition de H,0,, catalysées par le Pd lui-méme [24, 30] (Voir Figure
5. ci-dessous).

H20:
+0,
H2 -0.5 Oz +H2
+0.5 O3
H,O

Figure 5. Réactions secondaires lors de la synthése directe de H,0, en présence de Pd

Ces réactions parasites sont les principales causes de pertes de sélectivité et de rendement en H,0,.
Afin de les réduire, Choudhary et al. [31] ont proposé d’incorporer des anions bromure dans le
catalyseur Pd supporté sur Al,Os (ici le palladium est sous forme métallique Pd°), afin de modifier la
structure électronique du Pd et donc son activité catalytique. D’autres ont suggéré que les anions
halogénés venaient bloquer les sites catalytiques, empéchant ainsi le clivage homolytique de la liaison
0-0 de O; et H,0; [29, 32]. Différentes especes halogénées ont été testées [24, 33] (supports fluorés,
chlorés) mais il semblerait que les ions bromure soient les plus prometteurs. Quelques années plus
tard, Ntainjua et al. [25] ont étudié le role du support (ici Al,Os, TiO,, MgO, C), afin de réduire ce genre
de phénomeénes. lls ont ainsi observé que les supports dont les potentiels de charge nulle (PZC) sont
les plus faibles (carbone et silice notamment) présentaient des taux de production de H,0, les plus
élevés, pour une activité de décomposition et d’hydrogénation les plus faibles. D’autre part, il a été
montré que I'activité du catalyseur et sa sélectivité vis-a-vis de I'oxydation de H; en H,0, [22-24, 33,
34] est meilleure en milieu acide, source supplémentaire de protons H*. De plus, les ions H* améliorent
également I'adsorption des anions Br en diminuant le pH du milieu a une valeur inférieure au point
isoélectrique du support et privilégiant I'adsorption des anions plutot que leurs cations associés. Abate
et al. [35] ont proposé les mécanismes possibles pour la formation de H,0, présentés Figure 6.
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_H 51 kcal/mol
H H® ¢
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Figure 6. Chemins réactionnels possibles lors de la formation de H,0; catalysée par Pd [35]

H,0, est formé selon la voie 1 : O, est adsorbé sous forme moléculaire sur la surface de palladium. Il
réagit ensuite avec H* (milieu acide) pour donner HOO* en surface. L'intermédiaire actif réagit avec H,
pour former H,0, régénérant ainsi H* pour un nouveau cycle. La voie 2 se produit sur les sites de Pd
les plus énergétiques, tels que des défauts ou bords, se traduisant par la dissociation de O, chimisorbé,
ainsi que de H,0, ré-adsorbé apres formation. Dans ce cas, I'ajout de Br- permet de bloquer ces sites
particuliers. Les travaux de Dissanayake et Lunsford [22] ont confirmé ce chemin en étudiant un
mélange de deux isotopes d’oxygéne (0, et 0,) afin de déterminer la possible dissociation et
recombinaison d’O; lors de la réaction. Si dissociation il y a, I'espéce H**0®0OH devrait &tre majoritaire,
or des analyses Raman ont montré que H,0, est uniquement sous la forme H®¥00OH. Toutefois ce
mécanisme semble valide uniquement pour les catalyseurs Pd sous forme dispersée, puisque Yates et
al. [36] ont observé un comportement différent a environ -75°C pour une surface plane Pd (111). Dans
ce cas, c’'est la voie 2 qui est privilégiée et une adsorption dissociative de O; a lieu. Degushi et al. [28]
ont ensuite présenté un mécanisme de réaction ol I'espéce hydrido-hydroperoxyde (H-Pd-OOH) est
I'intermédiaire clé pour la formation de H,0,, la formation directe de H,O et la décomposition de H,0,.

Récemment, Abate et al. [27] ont proposé un modeéle plus détaillé pour des catalyseurs Pd/N-
CNT (nanotubes de carbone dopé N). Le modeéle est basé sur deux hypotheéses : (i) les sites actifs de Pd
sont vus comme de petites « terrasses » couvertes de O, chimisorbé et possédant un nombre limité
de sites de chimisorption de H,, et (ii) au cours de la réaction, le polyacétate de vinyle (PVA) utilisé
pour la préparation du catalyseur (dispersion et stabilisation des nanoparticules) est dégradé, libérant
ainsi des sites de Pd pour la chimisorption de H,. La quantité de H, chimisorbé disponible augmente,
entrainant la formation parallele de H,0 et I’hydrogénolyse de H,0,. Pour des temps de contact plus
longs, des agrégats de particules de Pd se forment, entrainant la diminution du nombre de sites
disponibles et donc de la productivité.

Afin d’éviter le phénoméne d’agglomération, Lee et al. [37] ont proposé d’encapsuler les
nanoparticules de Pd dans des coquilles de SiO,. Ce type de catalyseurs a présenté des activités deux
fois supérieures a celles des catalyseurs usuels Pd/SiO,, obtenus par imprégnation. Cependant ceux-ci
ont montré certaines limitations en termes d’accessibilité des gaz, amenant a la mise au point de
structures creuses de Pd@vide@ZrO, de type « yolk-shell » [38]. Ici le nano-cristal de Pd est encapsulé
dans une coquille creuse d’oxyde, augmentant I'accessibilité du Pd aux réactants dans I'espace vide.
De plus, des nano-cristaux de Pd encapsulés dans des coquilles d’oxydes plus acides tels que SiO,-Al,03
[34] ont également été développés et permettent de réduire I'ajout de protons, généralement utilisé
pour améliorer la sélectivité.
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La morphologie des cristaux de Pd (ou I'un de ces alliages) est un facteur clé de I'activité
catalytique. Des calculs par DFT réalisés pour les faces Pd(111), Pd(100) et Pd(110) monocristallin ont
démontré, qu’avec sa densité d’atomes la plus élevée, ainsi que I'énergie de liaison la plus faible, la
face Pd(111) conduit a la sélectivité en H,0, la plus élevée [39]. Ainsi, les interactions entre les especes
de surface contenant des liaisons O-O et la surface Pd(111) sont plus faibles et la barriere énergétique
de dissociation de la liaison O-O, promouvant la formation d’eau, plus élevée.

L'un des désavantages de la synthése directe de H,0, est I'utilisation d’'un mélange H,/0,
potentiellement explosif. Une solution possible est I'utilisation de membranes permettant de séparer
H, et O, tout en servant de support au Pd. Des membranes tubulaires constituées d’alumine-a
mésoporeuse, supportées sur de I'alumine-a microporeuse, avec ou sans revétement de carbone, ont
ainsi été étudiées [35]. Le palladium a été déposé par deux techniques d’imprégnation différentes
conduisant soit a des particules soit a des cristallites, influencant alors I'activité catalytique. Le dépot
d’un film de Pd sur une membrane en alumine-a est une autre méthode possible conduisant a une
importante augmentation de la sélectivité [30].

Plus récemment, les travaux portant sur la synthése directe de H,0; a partir de H; et O, utilisent
largement les catalyseurs bimétalliques a base de Au-Pd [25, 40-44]. Le fait d’incorporer une petite
guantité d’or semble modifier la structure électronique globale du catalyseur et donc améliorer son
activité et sa sélectivité vis-a-vis de H,0,. L'avantage d’associer ces deux especes est qu’il n’est plus
nécessaire d’ajouter d’ions halogénures ou de travailler en milieu acide. Le co(t de production en serait
donc diminué, dans la mesure ou il n'y a pas besoin de séparer ces espéces du produit final et les
problémes de corrosion associés a leur utilisation n’ont plus raison d’étre, de méme que ceux liés a
I’environnement.

Comme dans le cas du palladium, plusieurs supports catalytiques ont ainsi été étudiés: TiO, [25, 40,
43], C [25, 40-42, 45], Al,Os [25, 46], MgO [25] ou méme CeO; [44]. De méme que pour le Pd, il
semblerait que le carbone (ou SiO,) a faible point isoélectrique soit le support optimal [25]. La nature
du support affecte a la fois la morphologie et la dispersion des nanoparticules de Au-Pd. Celles
supportées sur TiOz ou Al,O3 par exemple, présentent une morphologie cceur-coquille (« core-shell »)
avec un ceeur riche en Au et un pourtour enrichi en Pd [40, 46], tandis que les catalyseurs supportés
sur carbone présentent des nanoparticules formées d’un alliage homogene. Lorsque le catalyseur est
préparé par imprégnation, il est possible de procéder a un prétraitement acide (HNOs) du carbone, qui
va activer le support et améliorer la nucléation des particules, favorisant la formation de particules de
petites tailles (2-50 nm) [47]. Ceci améliore la dispersion de I'or dans les nanoparticules et la petite
taille de ces dernieres inhibe les sites favorables a la décomposition de H,0,. Des supports plus
exotiques ont également été testés tels que des hétéropolyacides (CszsHo2PW12040) [41], qui
présentent méme des propriétés catalytiques supérieures aux catalyseurs similaires a base de
carbone, dont la productivité de H,0, est de 198 mol.kges? h?' avec (2,5% Au/ 2,5%
Pd/Csz,8Ho2PW1,040) contre 160 mol.kge.t h™* avec (2,5% Au/ 2,5% Pd/C (2% HNOs)) en conditions
standards?. L’avantage de ces catalyseurs est leur utilisation a température ambiante, dans I'eau et
avec un mélange 2% H,/air.

En plus de I'effet du support, pour aller plus loin, il faut se pencher sur les méthodes de
synthése de ces catalyseurs bimétalliques, discutées rapidement un peu plus tét. Les nanoparticules

2 Conditions standars : 5% H2/C02 (2,9 MPa) et 25% 02/C0:z (1,1 MPa), 8,5 g de solvant (5,6 g MeOH +2,9 g
H20) 4 2°C
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sont généralement intégrées sur leur support par des méthodes d’'imprégnation qui vont avoir une
influence sur la structure et donc I'activité du catalyseur. Cette fagcon de faire permet d’obtenir aussi
bien des alliages, que des structures « cceur-coquille ». Pritchard et al. [40] ont mené une étude sur
I'influence de la méthode de préparation de catalyseurs Au-Pd supportés sur TiO; et C. lIs ont mis en
avant le fait que la taille et la distribution des particules varient significativement suivant la présence
ou non d’eau dans le mélange d’imprégnation avant I'étape de séchage. Dans la méthode classique
utilisée par les auteurs, 75% de |'eau présente dans le mélange d’'imprégnation est d’abord retirée a
80°C pour obtenir une pate épaisse qui est séchée et calcinée. Dans le cas de TiO,, I'imprégnation du
catalyseur en absence d’eau avant I'étape de séchage, conduit a une distribution bimodale des
nanoparticules de Au et Pd (1-8 nm et 20-200 nm). Les plus grosses particules présentent une
morphologie « coeur-coquille » avec un coeur enrichi en or et une coquille riche en Pd. Les plus petites
particules quant a elles sont constituées d’un alliage Au-Pd avec une fraction importante de Pd. La
présence de petites particules d’alliage rappelle les catalyseurs sur carbone et tend a diminuer les
réactions d’hydrogénation et de décomposition de H,0,, et la productivité de H,0, obtenue est de 64
mol.ge 2. ht. Les catalyseurs préparés en présence d’eau avant le séchage du solide présentent quant
a eux une distribution bimodale pour laquelle les particules plus grandes (20-80 nm) contiennent
uniquement de l'or et les plus petites (1-10 nm) uniquement du palladium, tandis qu’aucune trace
d’alliage n’est détectée. Cependant cette méthode permet d’obtenir une productivité de H,O, de 89
mol.get.ht, malgré I'absence d’alliage ou de structure combinée. Cela est uniqguement d{i a une
meilleure dispersion de Pd, comparé a un catalyseur Pd/TiO; obtenu par une méthode d’'imprégnation
classique sans ajout d’eau, qui présente une productivité de 30 mol H;0,.gc. 2.ht. Concernant les
supports carbonés, la présence d’eau ou non n’a aucun effet sur I'activité du catalyseur du fait de
I’adsorption trés rapide de Au et Pd sur la surface active du carbone et sa facilité a former un alliage.
Pour ces supports, il a été montré que les particules de petite taille augmentaient la réactivité du
catalyseur vis-a-vis de la production de H,0, (120 mol H,0.g..t1.h?). Cependant, la méthode de co-
imprégnation utilisée pour obtenir ces tres petites particules, méne a une faible densité de celles-ci.
L'utilisation de nanoparticules colloidales permettrait de s’affranchir de ce probléme. Celles-ci sont
alors immobilisées sur la matrice par une méthode de « sol-immobilisation » qui consiste a mettre en
contact pendant 2 h une suspension colloidale de Au-Pd (+PVA et NaBH4) avec le solide, puis de filtrer
et sécher celui-ci a 120°C pendant 16 h. Une autre méthode de synthése évoquée est I'’échange d’ions
au niveau des supports hétéropolyacides de type (Pdo,10AU0,0333CS2,5Ho2PW12040) en substituant une
partie des Pd par Au [41].

Enfin, la mise en ceuvre du catalyseur au sein de réacteurs a également son importance.
Paunovi et al. [48] ont utilisé récemment un dispositif micro-fluidique permettant de travailler avec un
mélange H,/0O, de maniére plus sécurisée a des pressions importantes [49], favorisant la conversion
de H,0,. Pour se faire, apres dépot d’une couche de silice sur la surface des micro-canaux, des
nanoparticules bimétalliques Au-Pd ont été introduites via la méthode d’imprégnation.

Pour conclure, méme si I'approche consistant a produire H,0, in-situ pour I'époxydation est la
plus intéressante d’un point de vue investissements ou sécurité, celle-ci s’avere compliquée avec les
systemes cités a I'instant. En effet, la production de H,0; s’effectue classiguement a basse température
(2°C), en présence d’une forte acidité de Brgnsted (co-catalyseur si uniquement Pd est utilisé), de
méme que d’ions halogénure (empoisonnement sélectif). La réaction d'époxydation requiert des
températures sub-ambiantes et la présence d’acides forts peut conduire a la formation de produits
secondaires de I'époxyde, tout comme les ions bromure peuvent étre oxydés en sous-produits bromés.
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Dans le cas de I’époxydation du propyléne une approche quasi in-situ, étudiée par Evonik/Headwaters,
consiste a générer I'oxydant H,0; dans le solvant utilisé lors de I'époxydation (MeOH), mais dans une
unité de production séparée de cette derniere étape. Dans ce cas la sélectivité en H,0; atteinte s’éleve
a 75%, ce qui est non négligeable mais toujours plus faible que le procédé conventionnel
d’anthraquinone [1]. Néanmoins, plusieurs problemes persistent, tels que la réaction de H; avec O; en
présence d'un solvant inflammable (MeOH), I’élimination de l'acide et des ions bromure (si
uniquement Pd est utilisé) avant que la solution produite soit utilisée pour I'époxydation et le recyclage
du solvant. En effet, aprés que la solution de H,0, produite ait été utilisée pour I'époxydation, le
méthanol doit étre séparé et recyclé. La dismutation du peroxyde d’hydrogéne est également un
probléme majeur nécessitant l'utilisation de quantités importantes d’oxydant dans le milieu
réactionnel afin de pallier cette perte, ce qui favorise le lessivage de I'espéce catalytique. La production
in-situ de cet oxydant, associée a un catalyseur d’époxydation efficace limitant la concentration
instantanée en H,0,, semble étre le meilleur compromis.

Plusieurs travaux ont montré que lintroduction progressive de H,O, lors d’une réaction
améliorait son rendement, en diminuant les phénomeénes de dismutation de H,0; et le lessivage de
I'espece catalytique (voir 4.2. et 4.3. de ce méme chapitre). La production in-situ de H,0, couplée avec
une réaction d’oxydation permettrait donc d’éviter ces inconvénients, mais également le probleme de
stockage de H,0; et son acheminement a I'unité d’oxydation. L'oxydant serait donc utilisé directement,
sans aucune étape de purification et/ou séparation. Cette stratégie de synthése en « one-pot » a déja
été explorée depuis les années 90 [50], mettant en ceuvre soit des catalyseurs inorganiques, soit un
procédé enzymatique utilisant le glucose.

1.3.1. Par catalyse inorganique

Une des réactions d’oxydation pour laquelle la production de H,0, en tandem est la plus
étudiée est I'’époxydation du propyléne. Cet alcene est intéressant puisqu’il permet d’obtenir I'oxyde
de propyléne utilisé lors de la production du propyléne glycol et de polyéthers de polyols lesquels
interviennent dans la synthése de polyuréthanes [51].

La plupart des études effectuées concernant la production tandem de H,0, utilisent des
catalyseurs composés de nanoparticules de Pd, Pt mais surtout de Au, dispersées sur un support titané
[52-58]. En présence de O, et H; (réaction en phase liquide ou gazeux), les nanoparticules permettent
la production de H,0,, ensuite utilisé lors de I'étape d’époxydation de I'alcéne qui se produit sur les
sites de titane aprés la formation d’espéces hydroperoxo [59]. L'étape de formation du peroxyde
d’hydrogéne est I'étape limitante du point de vue cinétique dans cette succession de réactions. Il a
d’autre part été mis en évidence que I'or interfere dans I'étape d’époxydation sur titane car, selon le
modele proposé par Nijhuis [60], I'or catalyse la rupture de la liaison O-O des Ti-OOH formés puis la
formation, a partir de I'alcéne, d’especes propoxy bidentes [61]. Cette étape, cinétiquement tres
rapide, conduit soit a la formation d’époxyde, soit a la désactivation du catalyseur par formation de
carboxylates dont la désorption du support est trés lente (Figure 7).
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Figure 7: Mécanisme de réaction proposé par Nijhuis [60] pour I'oxydation du propyléne avec un catalyseur a base de Ti
associant Au pour la production in-situ de H,0,

De plus, Mul et al.[62] ont montré que les hydroxyles (Ti-OH et Si-OH) présents en surface des
catalyseurs silicanotitanés étaient responsables de la ré-adsorption de lI'oxyde de propyléne,
entrainant la formation d’espéces carbonates et carboxylates citées précédemment, constituant un
facteur supplémentaire de désactivation du catalyseur. A noter que ce phénomeéne de ré-adsorption
de l'oxyde de l'alcéne correspondant peut étre observable sur tout support catalytique riche en
hydroxyle de surface.

Comme présenté au point 1.2., la distribution des nanoparticules d’or au sein du matériau,
tout comme leur taille, sont des paramétres également tres importants. En effet, la taille des
nanoparticules a une influence sur la sélectivité de I'oxyde, puisque au-dessous de 2 nm il est possible
d’observer la production de propane [53] par réduction directe du propene avec H,. Cependant Lee et
al. observent une toute autre tendance puisqu’ils reportent une taille optimale de ~ 1 nm et observent
une augmentation de la stabilité du catalyseur avec la diminution de la charge en Au [57]. Les particules
de tailles supérieures a 2 nm, quant a elles, promeuvent la décomposition du H,0; produit. La méthode
d’introduction des nanoparticules d’or est tres importante. Avec I'une des plus utilisées, la technique
de dépot-précipitation, Sinha et al. ont observé que les catalyseurs avec une faible charge en or (0,21%
massique) contiennent des particules d’Au métalliques (~ 3 nm), tandis que ceux avec des charges plus
importantes (0,42% massique) contiennent des particules plus grosses et des especes d’or oxydés (Au-
0) dont la présence a été vérifiée par EXAFS. Ces derniéres particules conduient a une plus faible
sélectivité en oxyde de propylene [63]. Pour le palladium, la taille des particules peut étre plus
importante puisque Prieto et al. [64] ont supporté des nanoparticules de palladium d’environ 10-20
nm sur des nanocristaux de TS-1 (Pd@TS-1). En optimisant les conditions de CO, supercritique utilisés
dans leurs travaux, ils arrivent a obtenir un rendement en oxyde de propyléne de 10% pour une
sélectivité de 70%. Ce type de systeme a d’ailleurs intéressé Lyondell, Dow, and BASF, mais dans ce cas
la sélectivité en H,0, est moins bonne que celle obtenue avec le systeme quasi in-situ de
Evonik/Headwaters cité au point précédent [1].
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Il a été observé que la présence de sites Ti isolés et/ou trés dispersés permettait d’améliorer
I"adsorption du propylene sur le support [59, 65], mais aussi de faciliter I'incorporation et la bonne
dispersion des nanoparticules d’or de petites tailles [55]. Des travaux effectués sur des supports SBA-
15 (Au/Ti-SBA-15 [66], Au/TiO,@SBA-15 [67]) ont montré une augmentation de la dispersion et de la
qguantité d’especes Ti insérées, en greffant le Ti plutét qu’en I'insérant directement lors de la synthése
du support. Le rapport Ti/Si est un paramétre important a considérer afin de trouver le bon compromis
entre une dispersion du titane sous forme isolée et la désactivation du catalyseur par les —Si-OH ré-
adsorbant le PO. Les études de ce ratio sur deux types de matériaux (MCM-41 [68] et MCM-48 [54])
ont conduit a une valeur optimale de 0,02 pour une charge en or de 8% en masse et des conditions
d’oxydation a 150°C et 100°C respectivement.

Il a été observé d’autre part que la structure de ce type de matériaux poreux permet une
distribution homogéne et uniforme de I'espece Ti, ainsi qu’une diffusion plus importante des composés
grace a la taille adaptée de la porosité [56, 58]. Les catalyseurs Au/Ti-MCM-41 de structure hexagonale
(la description des méthodes de synthése et de caractérisation de ces matériaux sera discutée au
paragraphe 3.1.2 de ce chapitre) ont montré de meilleures performances d’époxydation du propyléene
en phase gaz, comparés a Au/TiO>-SiO, (obtenu par imprégnation de SiO, de Fuji Davison, ID gel,
surface spécifique 310 m?/g) [69]. Les mémes observations ont été faites par Uphade et al. [68] qui
expliquent cela par une proportion importante des Ti hors du réseau silicique et une faible dispersion
des particules d’or dans ces derniers matériaux. Ceci se traduit également par la nature plus
hydrophobe des silices MCM-41 qui adsorbent préférentiellement les molécules d'oléfines moins
polaires, permettant de réduire I'adsorption d’eau et probablement d’éviter I'accumulation des
produits intermédiaires oxygénés. La structure cubique tridimensionnelle du systeme de pores des
catalyseurs Au/Ti-MCM-48 améliore légérement la conversion du propyléne (+ 0,5%) et la sélectivité
en oxyde de propyléne (+ 4%) par rapport a Au/Ti-MCM-41 [54]. La balance hydrophile/hydrophobe
du support est donc a considérer. En effet, la fonctionnalisation du catalyseur Au/TiO,@SBA-152 par
des groupements hydrophobes [67] a permis d’améliorer la conversion du propyléne de 0,2 a 2,3%
aprées 1 h de réaction a 150°C.

Malgré les travaux visant a les optimiser, les taux de conversion du propyléne obtenus grace
au couplage des phases actives Au(0) et Ti(IV) restent modestes. Ainsi, la conversion du propylene
obtenue a 150°C par Uphade et al. [68] n’excéde pas 5,1% avec Au/Ti-MCM-41 et 5,6% avec Au/Ti-
MCM-48, pour une sélectivité en époxyde de 88% et 92%, respectivement [54]. Avec une sélectivité
de 95%, Kalvachev et al. ont obtenu un rendement en époxyde de seulement 1,8% avec Au/Ti-MCM-
41 a 100°C. Prieto et al. ont atteint quant a eux un rendement de 10% en époxyde et une sélectivité
de 70% pour la méme réaction, mais rappelons que cette derniere a été effectuée dans du CO,
supercritique. En fait, I'inconvénient des catalyseurs bimétalliques étudiés réside dans le fait que I'or,
en plus de son réle dans la production de H,0,, intervient dans la désactivation des sites actifs pour
I’époxydation (Ti) en catalysant la production d’espéces carbonate/carboxylate qui empoisonnent le
Ti. Lutilisation d’un catalyseur enzymatique permettrait, grace a sa spécificité et sa sélectivité unique,
de s’affranchir de ce type de réaction secondaire.

3Ti/Si = 0,05 ; diamétre moyen des nanoparticules de Au de 0,15 nm
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1.3.2. Par biocatalyse : utilisation de la glucose oxydase
(GOx)

a. Les enzymes : biocatalyseurs

Les enzymes sont des protéines dotées de propriétés catalytiques les faisant intervenir dans
certaines réactions biochimiques, notamment dans les cellules. Ces biocatalyseurs agissent en
abaissant I'énergie d'activation d'une réaction chimique, ce qui accroit la vitesse de réaction. Elles ont
la particularité d’étre spécifiques a une réaction donnée, qui s’explique par la présence d’une région
tridimensionnelle appelée « site actif ». Celui-ci reconnait et fixe un substrat donné (S), procurant ainsi
aux enzymes la capacité de cibler les réactions. La premiére étape consiste a former un complexe
enzyme-substrat (ES), puis le substrat est transformé en produits (P1) et (P2).

‘ Site de reconnaissance l :

E+S ———> E+P1+P2

Figure 8: Mécanisme biocatalytique d’'une enzyme (E) avec son substrat (S) pour former le complexe (ES) puis transformer
(S) en produits (P1) et (P2)

Les enzymes sont classées en six catégories, associées a la réaction qu’elles catalysent :
Tableau 1: Les différentes catégories d’enzymes en fonction de la réaction biocatalysée

Classification internationale des enzymes

Classes Type de réactions catalysées
1. Hydrolases | Hydrolyse

2. Oxydoréductases | Oxydoréduction

3. Transférases | Transfert d’un groupe fonctionnel

4. Isomérases | Réarrangement des groupements fonctionnels d’une molécule en I'un
de ses isomeres

5. Ligases | Formation de liaisons C-C, C-S, C-O ou C-N par condensation

6. Lyases | Rupture de liaisons chimiques par des moyens autres que I'hydrolyse
ou I'oxydation pour former une liaison double ou un cycle

Elles sont ensuite sous-divisées selon la nature de leur substrat. La triple sélectivité (chimio, régio et
stéréo) propre aux enzymes, constitue I'un des avantages de leur utilisation comme alternative aux
procédés chimiques dans des procédés de biotransformation. Cette sélectivité est notamment
d’importance dans le cas ol il est nécessaire de contréler la stéréosélectivité de la réaction, permettant
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de limiter voire d’éviter les étapes de purification ultérieures souvent colteuses et fastidieuses. Un
autre avantage est lié au fait que ces protéines operent dans des conditions douces de pH, de
température et de pression contrairement aux catalyseurs chimiques, présentant ainsi un meilleur
bilan énergétique et environnemental. Voila pourquoi, plusieurs sociétés chimiques telles que DSM,
BASF, Lonza, Novartis et Roche ont opté pour |'utilisation d’enzymes dans leurs procédés, mettant en
ceuvre diverses réactions de type hydrolyse ou oxydoréduction dans le cadre d’applications
industrielles [70] (lessive, biocarburant, brassage, agroalimentaire, industrie papetiére, hygiéne...).

Le mécanisme de catalyse enzymatique peut étre décrit par I'équation (1) ci-dessous, ou E, S,
ES et P représentent lI'enzyme, son substrat, le complexe enzyme-substrat et le produit
respectivement.
ki

k2
E+S=ES SE+P ()
k-1

D’ou la vitesse,

da[s d[P
v=-Bl= =, [E5]

Et la vitesse de production du complexe enzyme-substrat,

d[ES]
dt

= k1. [E].[S] = k_1.[ES] = ka.[ES]

La vitesse de réaction catalysée par une enzyme dépend des concentrations d'enzyme et de substrat.
Elle est généralement décrite de facon satisfaisante par le modéle de Michaelis Menten (2) en faisant

I'approximation de I'état quasi-stationnaire pour lequel [ES] est relativement constant si [S] >> [E]. Cela

. . . oA . . . d ) s
implique que la vitesse de formation de ES doit étre égale a sa disparition et que, 4iEs] _ 0, d'ol:
dat

kyi.[E].[S] = ky.[ES] + k_y.[ES]

[E1[S]  _ [ELIS)
(a+k)fkn Ky

[ES] =

Ou Km est la constante de Michaelis-Menten et correspond a la valeur de la concentration de substrat
pour laquelle la vitesse de réaction enzymatique est égale a la moitié de la vitesse maximale Vmax. Elle
refléte ainsi I'affinité du substrat avec I'enzyme. Plus Ky est faible, plus I'affinité entre I'enzyme et le
substrat est grande. Sachant que [E] = [E]r - [ES] on peut écrire :

Elr.[S
(as] = LEIIS]
Ky + [5]
ou [E] est la concentration totale d’enzymes.
Soit
Ky + [S]
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Plus la concentration en enzyme augmente, plus la vitesse de réaction augmente. Pour une
concentration en enzyme donnée, la vitesse de réaction augmente avec la concentration en substrat
jusqu'a un point au-dela duquel, tout apport supplémentaire de substrat ne produira aucun
changement significatif dans la vitesse de réaction. On dit que I'enzyme est saturée (Figure 9).

Vitesse
A

Vmax """"""""""""""
Enzyme saturée

P [Substrat]

Figure 9: Evolution de la vitesse de production de I’enzyme (activité) avec la concentration en substrat

L’activité catalytique d’'une enzyme, exprimée en unité (U), correspond au nombre de pumole de
substrat convertie ou de produit apparaissant par minute. L'activité spécifique d’'une enzyme
correspond au nombre d’unités pour un mg d’enzyme.

L’enzyme peut étre inhibée par certaines molécules appelées inhibiteurs, pouvant se lier au
site actif de I'’enzyme. On parlera d’inhibition compétitive. D’autres types de mécanismes d’inhibition
sont également rencontrés, notamment incompétitif lorsque I'inhibiteur se fixe au complexe ES et non
a I'enzyme seule, puis non-compétitif quand I'inhibiteur se fixe sur I'enzyme hors du site actif. Les
inhibiteurs qui se fixent a d'autres parties de la protéine peuvent entrainer des effets de distorsion au
niveau de sa forme [71].

Les parametres physicochimiques influengant la vitesse de réaction enzymatique sont le pH, la
température et la présence de solvants organiques. On observe généralement un optimum de I’activité
en fonction de la température. Dans un premier temps, 'activité augmente avec la température,
conséquence de la loi d’Arrhénius. Puis cet effet favorable de la température est suivi par celui
défavorable lié a la dénaturation de I'enzyme par perte de sa structure tridimensionnelle, la rendant
inactive. La modification de ce type de profil de I'activité est également observée avec la variation de
pH. Ceci résulte de la combinaison plus ou moins favorable de I'état de protonation des acides aminés
ayant des propriétés acido-basiques dans le site actif et de la déstabilisation de la structure de
I’enzyme. Les milieux organiques peuvent également avoir cette conséquence. En effet, I'eau est tres
importante pour le fonctionnement des enzymes, puisqu’elle forme une sorte de coquille a la surface
de la protéine liée par des liaisons H, appelée eau liée. Cette coquille d'hydratation ou du moins une
partie de celle-ci est essentielle au fonctionnement enzymatique. Par conséquent, le remplacement
des molécules d’eau par un solvant organique entraine un changement drastique de la structure de la
protéine, conduisant a sa dénaturation [72-75].

Toutes ces inhibitions ou déformations peuvent étre réversibles ou non, entrainant la
désactivation partielle ou définitive de I’'enzyme. Ces biocatalyseurs sont donc a utiliser dans des
conditions compatibles avec la préservation de leur activité enzymatique.
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La glucose oxydase (GOx), biocatalyse la réduction de O, en H,0,, parallelement a I'oxydation
du D-glucose en D-gluconolactone, faisant d’elle un bon candidat pour la production in-situ de H,0,
(Figure 10). La D-gluconolactone s’hydrolyse spontanément pour former de I'acide gluconique qui peut
étre valorisé dans I'industrie agroalimentaire, car utilisé comme conservateur [76, 77].

O .OH
0, GOxX- FADH2 Hop
; R _‘ &3 HO OH

OH
B = g D-Glucose
'; e paold S 3
s e o0.__0O H
H,0, GOX-FAD /\q /\L/COOH
D-Gluconolactone D-Acide Gluconique

Figure 10: Mécanisme de production de H,0; biocatalysée par la glucose oxydase d’Aspergillus Niger

Cette protéine découverte par Muller [78] est produite par plusieurs insectes et champignons, dont
Aspergillus Niger. Sa fonction biologique principale est d'agir comme antibactérien et antifongique
grace a la production de peroxyde d'hydrogéne. Cette glycoprotéine est constituée d’'un dimére de
deux polypeptides identiques d’environ 80 kDa, liés de maniéere covalente par un pont disulfure [79].
La GOx d’Aspergillus Niger contient 2 X 583 acides aminés dont 2,6% de lysine, 3,3% d’histidine et 3,8%
d’arginine, acides aminés contenant des groupements amine (Figure 11).

o}
NHz O " - NH o}
HZN\/\)\)LOH Lysine Q \ NH, Histidine HQNJLN/\/\])J\OH Arginine
N H
H NH2

Figure 11: Lysine (a gauche), histidine (au milieu) et arginine (a droite)

A pH =7, la GOx possede ainsi 74 acides aminés, dont les groupements amine peuvent se protoner et
donc chargés positivement, que sont l'arginine et la lysine et 132 acides aminés chargés négativement,
les acides aspartique et glutamique (Figure 12) dont les groupements carboxyliques peuvent se

déprotoner.
o o o
: o] .
Aspartique Y\l)‘\OH HOJ\/YU\OH Glutamique
OH NH, NH,

Figure 12: Acide aspartique (a gauche) et glutamique (a droite)

La Figure 13 ci-dessous montre la structure tertiaire, c’est-a-dire tridimensionnelle, d’'un monomeére
constituant la GOx d’Aspergillus Niger. L’association des deux monomeres constituera alors la
structure quaternaire. Il est possible d’observer la présence de molécules telles que la flavine adénine
dinucléotide (FAD) et des molécules glycosylées a hauteur de 16% [76], soit 190 unités de mannose et
16 résidus de N-acétylglucosamine [80].
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FAD
Molécules

glycosylées

Figure 13: Polypeptide avec FAD d'une unité constituant la GOx (réf : PDB :1CF3 [81])

Chaque monomeére contient une sous-unité de FAD (Figure 14) liée a la protéine de maniére non
covalente. L'échange d’électrons lors de la catalyse enzymatique se fait au niveau de ce cofacteur FAD
[82].
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Figure 14: Flavine adénine dinucléotide (FAD)

Le mécanisme de production de H,0, au niveau de 'isoalloxazine est présenté Figure 15 ci-dessous. Le
D-glucose est oxydé par I'enzyme, concomitamment a la réduction simultanée du FAD en FADH,.

Ho O .OH
HO" “'OH HO"
OH

NS
N" SN So N0
Ad Ad M

N
I

FAD FADH,

H20, 0,
Figure 15: Réduction du FAD en FADH; puis production de H,0; a partir de O,
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La réaction enzymatique peut donc étre décomposée en deux étapes : (i) I'oxydation du glucose
catalysée par la GOx avec réduction du FAD en FADH, [83] et (ii) la réduction de O; catalysée par la
GOx avec ré-oxydation du FADH, en FAD, conduisant a la production de H,0,.

La GOx est trés bien décrite dans la littérature [76, 84], donnant accés a nombre de ses
caractéristiques telles que :

- Ses plages de stabilité en pH et en température : 4 - 7 et 20 - 50°C, respectivement.

- Saconstante de Michaelis-Menten K : 33 mM a pH =5,6 et 25°C selon Swoboda et Massey
[85], 198-248 mM a pH =5 -7 et 20 - 30°C selon Bao et al. [86] ou méme 110- 120 mM a
pH=75,6 et 0 -38°C selon Gibson et al. [87].

- Ses principales valeurs de coefficients d’extinction molaire en spectroscopie UV-visible :
270000 Mt cm™ 3 280 nm et 25180 - 28200 M cm™ & 450 nm.

- Son point isoélectrique pl = 4,2.

- Sataille:6,0x5,2x7,7nm?[88].

Bien que la GOx d’Aspergillus Niger soit stable sur une zone de pH comprise entre 4 et 8, son
activité est optimale pour un pH compris entre 5 et 6 [80]. De plus, celle-ci est sensible a la présence
de solvants organiques. En effet, Jan et al. [89] rapportent une perte d’activité de 20, 60 et 95% dans
des mélanges 50/50 eau/dioxane, eau/acétone et eau/THF respectivement, aprés 6 h a 37°C. Cette
caractéristique complique évidemment les applications possibles de la GOx en chimie fine. De plus,
une quantité trop importante d’acide gluconique ou de H,0; peut désactiver I'enzyme [86, 90-92]. Une
étude cinétique menée par Bao et al. [91] I'explique par le fait que la forme réduite de la GOx ayant
presque la méme affinité pour le peroxyde d'hydrogene que pour l'oxygene, sont tous deux en
compétition. L’ajout de catalase, qui a la propriété de catalyser la décomposition de H,0; permet d’en
diminuer I'exces. L’acide gluconique et le glucose ayant des structures similaires, substrat et produit
sont également en compétition au niveau du site actif [93].

La glucose oxydase est utilisée dans plusieurs domaines. Dans I'industrie agroalimentaire, elle
permet de produire I'acide gluconique, lui-méme utilisé comme additif. Elle est également employée
pour éliminer I'oxygéne dans les aliments et boissons, afin de prolonger leur durée de vie, le H,0,
produit par I'enzyme agissanr comme un bon bactéricide. Ainsi, elle est aussi utilisée dans I'hygiene
buccodentaire [94] grace a ses propriétés bactéricides. Dans I'industrie textile, la GOx est utilisée apres
son immobilisation covalente sur des supports en alumine ou verre, permettant de produire
respectivement 0,35 g/L et 0,24 g/L de peroxyde d’hydrogéne en 7,5 h, pour le blanchiment de tissus
en coton [95].

La GOx est surtout utilisée pour ses propriétés redox et donc dans les dispositifs électroniques
tels que les biopiles, ol I'énergie biochimique est convertie en énergie électrique au moyen d'un
biocatalyseur. Une approche vers la conception d'une biopile implantable, sans membrane et
biocompatible consiste a catalyser I'oxydation du glucose au niveau de I'anode en utilisant soit la GOx
ou une glucose déshydrogénase, couplée a la réduction du dioxygene a la cathode par une enzyme
réduisant le dioxygene telle que la laccase [96].

La GOx intervient également dans les biocapteurs de glucose [97, 98], principalement utilisés
par les personnes diabétiques. L'enzyme est généralement immobilisée sur une électrode au niveau
de laquelle les électrons issus de I'oxydation du glucose sont récupérés. Plusieurs exemples sont
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présentés dans les parties qui suivent. Wilson et al. [99], quant a eux, proposent de se baser sur la
mesure du changement de fluorescence du FAD, qui sous sa forme oxydée fluoresce a 520 nm.

Dans notre étude, I'intérét de la GOx est basé sur sa capacité a produire H,0,. L’utilisation
d’oxydases dans des procédés homogenes ou hétérogénes mettant en ceuvre des catalyseurs en
tandem a déja suscité un certain intérét, comme le montrent Vennestram et al. [100] dans leur revue.
lls ont ainsi proposé d’utiliser le systeme nommé Cetus, composé d’une pyranose oxydase,
convertissant le glucose en glucosone, lui-méme hydrogéné en fructose par un catalyseur Pd/C (Figure
16).

CHO CHO CH,OH
H——OH 0, o H, o
HO H — 3 HO H — = HO H
H OH Pyranose oxidase H OH H OH
H OH H OH H OH
CH,0OH CH,OH CH,OH
D-Glucose . D-Glucosone D-Fructose
} H0p

Figure 16: Systéme Cetus utilisant une pyranose oxydase pour la production de D-fructose a partir du D-glucose. H,0;
produit est éliminé a I'aide d’une catalase [100]

L'utilisation de deux enzymes immobilisées, la GOx et la chloroperoxydase (CPO) sur un support SBA-
15% 3 été étudiée pour I'oxydation de 'indole [101] (Figure 17).
0,

X 0._0
Ho N\ OO GOx HO
HO™ "OH HO™ "OH
OH
H20,

OH
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©j\§ chloroperoxidas mo
N
H N
H
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Figure 17: Réactions en tandem biocatalysées par la GOx et la CPO pour I'oxydation d'indole par O, [101]

Ici l'intérét est la production progressive de H,0, qui, pour des ajouts externes, désactive
généralement la CPO. Cette méme combinaison a également été utilisée par Van de Velde et al. [102]
pour la formation de sulfoxyde. De méme, Phuoc et al. [103] ont proposé un systéme bi-enzymatique
constitué de la GOx et de la peroxydase de Raifort ou Horseradish peroxidase (HRP) encapsulées dans
des nanopores de silice, permettant le couplage oxydant de la 4-aminoantipyridine avec le phénol
(Figure 18).

4 SBA-15 (Santa Barbara Material No.15) est une silice de structure hexagonale présentée au point 3.1.2.

Noémie Balistreri — Thése de doctorat — 2016 24



Chapitre I. Etude bibliographique — Définition d’une stratégie

(O))

OH
° GOx

“'OH

OH

0 w O

b 2H0, + 4H,0

\N’N (0] \N'N (@]
Lo Ao
NH, \ ;®¢
4-aminoantipyridine N-antipyridine-p-benzoquinoeimine

Figure 18: Association de la GOx et de la HRP pour le couplage oxydant de la 4-aminoantipyridine avec le phénol en
présence de O; et de glucose
Laveille et al. [104] ont aussi encapsulé la GOx avec une hémoglobine Hb (ferroprotéine) en vue

d’éliminer les hydrocarbures aromatiques polycycliques carcinogénes dans le cadre de la dépollution
des eaux [104].

Au moins deux systémes catalytiques chimioenzymatiques homogénes ou hétérogenes,
combinant la production biocatalytique de H,0, par la GOx avec l'oxydation d’alcenes en présence
d’un catalyseur inorganique, ont déja été décrits. Ainsi, Tong et al. [105] ont associé cette enzyme en
solution, ou bien supportée sur un gel de silice, avec du bicarbonate de sodium et du sulfate de
manganese. De nombreux alcenes aussi bien hydrosolubles que liposolubles ont été testés avec le
systeme catalytique soluble conduisant a de bons taux de conversion pour les premiers (> 99%) et de
moins bons pour les seconds (20% pour le cycloocténe, 45% pour le styréne). Cependant, dans ce cas,
I’hétérogénéisation d’une seule des composantes du tandem n’a pas permis de réaliser des études de
recyclage. Vennestram et al. [106], quant a eux, se sont penchés sur I'oxydation de I’alcool allylique en
présence d’une zéolithe, la TS-1, qu’ils ont associée a la GOx utilisée libre ou bien immobilisée sur ce
support microporeux. La conversion de I’alcool allylique avec la GOx en solution est de 15% avec une
sélectivité en glycidol de 24% et en glycérol de 76%. En revanche, aucun résultat chiffré n’est
mentionné pour les essais réalisés avec la GOx immobilisée. Plus généralement, aucun test concernant
des alcénes plutot organosolubles n’a été effectué. Par ailleurs, I'activité de I'enzyme apres
immobilisation n’a pas été renseignée. Il est a noter qu’au vu de la structure de la zéolithe TS-1 la GOx
ne pourra avoir été immobilisée que sur le pourtour des cristaux de zéolithe.

Au final, la GOx a déja été exploitée dans quelques systémes catalytiques tandem chimio-
enzymatiques ou purement enzymatiques, majoritairement homogenes, dans le but de produire H,0;
ou bien d’oxyder le glucose. La conception de tels procédés intégrant la production in-situ de H,0; a
partir de la GOx est une alternative intéressante aux systemes catalytiques équivalents purement
inorganiques. Cependant le principal écueil a 'utilisation des enzymes en général réside dans les
conditions optimales de fonctionnement de ces derniéres, pas toujours trés compatibles avec les
conditions de travail des catalyseurs inorganiques habituels (Figure 19). A part quelques cas
particuliers, des compromis doivent étre trouvés.
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Figure 19 : Comparaison des températures de fonctionnement des réactions chimiques catalysées de fagon classique dans
I'industrie (en haut), par les enzymes (en-bas). Au milieu, figurent de nouvelles réactions, en cours de développement,
catalysées par des espéces inorganiques ceuvrant en phase liquide pour lesquelles davantage de convergences peuvent
étre trouvées au niveau des températures de fonctionnement [100]

La Figure 19 répertorie différents procédés chimiocatalytiques et biocatalytiques selon une échelle
correspondant a leur température d’utilisation. L’utilisation des biocatalyseurs peut difficilement étre
couplée aux réactions catalytiques hétérogenes utilisées industriellement, sauf peut étre
éventuellement pour les lipases pouvant fonctionner jusqu’a 90°C. Cependant, plusieurs réactions en
phase liquide, telles que les oxydations avec Ti et Au, la formation du polyéthylene ou le réarrangement
de Beckmann (conversion d’une oxime en lactame) peuvent étre associées a I'utilisation d’enzymes,
comme la glucose oxydase ou une isomérase, une déhydrogénase ou une lipase. L'enjeu de I'utilisation
de biocatalyseurs est alors de trouver une maniere de réduire le colt lié aux enzymes, d’augmenter
leur stabilité dans les solvants organiques et dans des conditions de réaction séveres. L'immobilisation
d’enzymes sur des supports solides appropriés fournit une solution possible a ces défis.

2. Immobilisation d’enzymes

Cette partie est centrée sur I'immobilisation d’enzymes et plus particulierement de la glucose
oxydase, en abordant les points essentiels, a savoir, la méthode d’'immobilisation et le choix du
support. Puis, seront également mentionnés I'effet de I'immobilisation sur les paramétres influencant
le comportement de I'enzyme.

L'immobilisation d’enzyme peut se faire selon trois approches : par encapsulation, adsorption
et de maniére covalente. Nous détaillerons rapidement chague méthode, en nous focalisant
principalement sur le cas de la GOx lorsque c’est possible, qui a été immobilisée pour la premiére fois
en 1974 par Matthews [107].
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2.1.1. Encapsulation de I’enzyme dans le support

Cette méthode d’immobilisation consiste a réaliser concomitamment la synthése d’un support
et le confinement de I'enzyme, en préservant I'acces a son substrat pour la réaction catalytique [108].
L’enzyme est donc introduite le plus souvent en début ou pendant la synthéese du support.

Les matrices polymériques peuvent étre utilisées pour I'encapsulation d’enzymes. Parmi
celles-ci, figure I'alginate, qui est un biopolymeére dont les propriétés biocompatibles en font un bon
candidat pour I’encapsulation de protéines alimentaires ou pour délivrer des protéines ou peptides a
effets thérapeutiques. Ces dernieres applications peuvent utiliser des microcapsules hybrides
composées d’une coquille ensilice et d’un coeur en alginate dans lequel les protéines sont encapsulées.
Wu et al. [109] ont ainsi rapporté la formation de microcapsules d’alginate/protamine/silice (APSi)
pour I'encapsulation de la laccase. Malgré le fait que la laccase encapsulée présente une activité
spécifigue moins importante que la laccase libre (5,72 mM.mint.g? contre 11,68 mM.mint.g?,
respectivement) pouvant étre liée a une limitation diffusionnelle, 'enzyme conserve 80% de son
activité apres 7 cycles d’utilisation. De plus, la stabilité au stockage de la laccase encapsulée est plus
élevée que I'enzyme libre puisqu’elle conserve 60% de son activité contre 10% aprés 10 jours a 4°C
dans un tampon acétate a pH = 7. L'utilisation de ce polymére s’étend également a d’autres
applications puisque, récemment, Marpani et al. [110] ont déposé une couche d’alginate et d’alcool
déhydrogénase (ADH) sur une membrane de filtration. Par réticulation de dopamine et de catéchol, il
est formé une structure polydopamine, utilisée comme liant entre la couche d’alginate et la
membrane. Cela leur a permis d’encapsuler sept fois plus d’enzyme sur de l'alginate (de type
ALG3000G39) que sans la présence de cette couche de polydopamine.

Par ailleurs, d’autres matrices sont également utilisées. Dans sa revue, Sheldon [111] décrit
largement I'encapsulation d’enzymes dans des matrices siliciques sol-gel. Celles-ci sont préparées par
polymérisation par hydrolyse de tetraéthoxysilane, la morphologie obtenue dépendant notamment de
la méthode de séchage. Les xérogels sont obtenus par évaporation durant laquelle la tension capillaire
provoque un rétrécissement des cages et nanopores. Ce phénomene peut étre atténué par 'utilisation
couplée d’alkylsiloxanes, RSi(OR);, tel que RSi(OMe)s, avec Si(OR)s, augmentant le caractere
hydrophobe de la surface du sol-gel. Reetz et al. [112] ont amélioré cette méthode, pour immobiliser
des lipases introduites en début de synthése, en utilisant des alkylsiloxanes avec des groupements
alkyle plus longs en association a des additifs tels qu’'un éther couronne (18-crown-6), un surfactant
(Tween 80), un sel (KCl) ou un dérivé de cyclodextrine (méthyl-B-cyclodextrine) afin de stabiliser
I’enzyme. La quantité d’enzymes encapsulées et leur stabilité est alors plus importante, de méme que
leur recyclabilité. Par exemple la lipase CalB® présente une activité de 1088 U/gge en utilisant le 18-
crown-6 (0,5 mmol) contre 767 U/gg sans additif. De plus, I'activité de cette enzyme encapsulée est
conservée apres 5 cycles d’utilisation. D’autres méthodologies peuvent étre utilisées. Récemment,
Mansor et al. [113] ont immobilisé la laccase en procédant en une ou deux étapes, a savoir combinant
une catalyse acide (solution de HCI) suivie d’'une catalyse basique (solution de triéthylamine, TEA)
(Figure 20). lls observent qu’au niveau du gel silicique pour la premiere méthode, une partie du milieu
de synthése n’a pas réagi, tandis qu’en utilisant la seconde méthode le gel obtenu est issu de I'entiere

> CalB pour Candida antarctica Lipase B, enzyme permettant des réactions d’estérification
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polymérisation du milieu. L'hydrolyse et la condensation catalysées par un acide conduisent
généralement a une structure faiblement ramifiée et microporeuse. Pour cette raison, |’association a
une catalyse basique dans un second temps permet de diminuer la microporosité et favoriser la
formation de pores de plus grande taille dans le gel de silice [18]. La TEA agit comme agent de
gélification et accélere la condensation. Lors de I'immobilisation, la laccase est ajoutée tout juste avant
le TEA et la condensation rapide qui suit minimise le contact entre I'enzyme et le milieu environnant.
La laccase est retenue dans la matrice silicique, qui protégera sa structure de toute altération.
Contrairement a la synthése en une étape, lors de la seconde, la laccase conserve une activité (valeur
maximale de 434,71 U/gge).

‘ Mixing of TEOS and IPA |
I

‘ One-step method ‘ ‘ Two-step method ‘
‘ Addition of HC1 ‘
, .
Simultaneous condensation Simultaneous condensation
and immobilization by and immobilization by
addition of NH OH/TEA addition of TEA and laccase
and laccase solution solution
Network formation of Network formation of
particulate gel polymeric gel

!

‘ Solvent exchange/Surface modification ‘

v

| Washing with IPA ‘

!

Drying at ambient temperature and pressure
for 24h

¢

Laccase entrapped silica microparticles
(LSM)

Figure 20: Encapsulation de la laccase en une seule étape (catalyse acide) ou deux (catalyse acide puis basique) [113]. IPA
(isopropanol), TEA (triéthylamine)

Contrairement aux syntheses des matrices sol-gel ou hydrogel, celles des matériaux
mésoporeux siliciques sont connues pour utiliser des tensio-actifs agissant comme agent structurant,
qui doivent étre retirés en fin de synthese afin d’ouvrir la porosité [114].

Santalla et al. [115] ont encapsulé plusieurs enzymes (lipase, HRP et laccase) a I'intérieur d’un
matériau silicique mésoporeux. Le pluronic F127 a été utilisé comme surfactant et le TMOS® comme
source de silice auxquels ont été ajoutées les enzymes a un pH de 3,5. Apres 30 jours a 27°C, le
surfactant a été retiré du solide par traitement de ce dernier a I'aide d’une solution aqueuse de HCI
(pH = 3,5) pendant 24 h a 38°C a reflux. Les auteurs de ce travail ont ainsi observé que le caractere

6 TMOS pour tetramethyl orthosilicate
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hydrophobe de la surface de la protéine était un élément clé influencant la synthése et donc la
structure du matériau. Ainsi la lipase a été incorporée efficacement dans un matériau mésoporeux
ordonné de structure cubique, tandis que, pour la HRP, le matériau désordonné obtenu est de type
mousse mésocellulaire et la laccase n’a pas été incorporée au réseau. A priori, les propriétés
hydrophobes de la lipase lui permettent d’interagir avec I'agent tensio-actif pour former des micelles.
L’'enzyme joue donc le role de co-surfactant tandis que les deux autres enzymes qui sont fortement
glycosylées (jusqu'a 20% de glycoside) présentent une surface polaire qui pourrait altérer la
structuration des molécules de tensioactif. D'autre part, les syntheses ont été effectuées a un pH de
3,5, soit une valeur proche du pl de la laccase (4,2), et loin des pl de la lipase (6) et de la HRP (7,2).
Pendant la synthese, la lipase est donc chargée négativement mais la partie hydrophobe importante
de I'enzyme I'emporte sur les forces électrostatiques, ce qui n’est pas le cas pour la HRP, menant a la
structure finale désordonnée.

La glucose oxydase a été piégée par Blin et al. [116] dans un support silicique en utilisant un surfactant
non-ionique fluoré (le Zonyl-FSN-100 commercialisé par Dupont®) comme agent structurant. La GOx
est introduite dans une solution micellaire, puis aprés I'ajout de la source de silice (TMOS), la solution
est placée dans un autoclave a 60°C pendant deux jours. L’agent structurant a ensuite été éliminé par
extraction Soxhlet dans I’éthanol pendant 30 h. Apreés ces traitements I’encapsulation de la GOx a été
mise en évidence. Il a été établi que I'arrangement de la structure du matériau final dépendait de la
concentration de GOx introduite lors de la synthése : pour une concentration inférieure a 3,2 mg/mL
le matériau final présente une structure hexagonale ordonnée dans laquelle I'enzyme est insérée. Au-
dela de cette concentration, I'addition de GOx perturbe I'interaction entre les micelles, entrainant
I’apparition d’une structure de type « wormhole » ou « en trous de ver ». L’'enzyme supplémentaire
est alors exclue du matériau. Au vu des conditions de synthése (60°C et 30 h de soxhlet dans I’éthanol)
la question de la dénaturation de I'enzyme se pose. Aucune valeur d’activité n’a été donnée. En fait les
auteurs s’appuient sur un changement colorimétrique lors de la mesure d’activité mais il apparait que
I"absorption relevée est faible.

Pour que I'enzyme encapsulée soit encore active apres la synthése du matériau, il est donc
primordial de I'effectuer dans des conditions qui ne vont pas entrainer sa dénaturation. Voila pourquoi
les méthodes sol-gel sans surfactant présentées au point précédent sont préférables.

2.1.2. Adsorption

La méthode la plus simple d’immobilisation est I'adsorption physique de I'enzyme sur le
support. L'interaction entre I'’enzyme et la surface du support sera alors contrélée par des interactions
faibles de type forces de Van der Waals, liaisons hydrogénes, forces électrostatiques ou méme par
interactions hydrophobes, comme présentées Figure 21, ci-apres.

L’adsorption de la GOx a par exemple été effectuée sur des supports tels que de I'agarose
modifié¢ avec des groupements monoaminéthyl-N-éthyl (MANAE-agarose) ou des billes de
polyméthacrylate fonctionnalisées par de I'éthyléne diamine (Sepabeads-EA®) [117]. Les supports
siliciques sur lesquels nous nous sommes focalisés dans notre étude ont la particularité d’étre
hydrophiles. Les interactions les plus fortes sont celles mettant en jeu des forces électrostatiques entre
le support et I'enzyme. Elles seront prépondérantes surtout lorsque le pH du milieu est supérieur au
point isoélectrique de la silice (~ 2 - 4 [118]).
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Figure 21: Différentes possibilités d’adsorption physique d’'une enzyme sur un support : (a) Interactions par des forces de
Van der Waals, des liaisons hydrogénes ou interactions hydrophobes, (b) Interactions électrostatiques avec une surface
modifiée, (c) Interactions électrostatiques en ajustant le pH du milieu et (d) Interactions hydrophobes avec une surface
modifiée [98]

De I'ordre de 9 U de GOx (pour 100 mg de solide) ont été adsorbés sur un support mésoporeux silicique
(FDU-17) dans du tampon acétate pH = 4,5 [119]. Cette faible quantité est liée au fait que le pH du
milieu (4,5) est du méme ordre de grandeur que le point isoélectrique (pl) de la GOx (4,2). Pour des
valeurs de pH supérieures a 4,2, la GOx est chargée négativement. Le PZC de la silice étant compris
entre 2 et 4, a un pH de 4,5 la surface sera également chargée négativement et les interactions
électrostatiques entre la GOx et la surface ne seront pas favorisées. En ajustant le pH en fonction des
points isoélectriques de chacun, il est possible d’optimiser ces interactions. Cependant, dans le cas de
I'utilisation d’un xérogel silicique hybride a base de gélatine (Guar Gum), 20,73 U/mgsy, de GOx ont été
immobilisés a pH = 5,6, démontré comme étant le pH optimum d’immobilisation dans cette étude
[120]. Le PZC du matériau étant dans ce cas de 2,3, a pH = 5,6, la GOx et le support sont tous deux
chargés négativement. L'immobilisation ici pourrait donc s’expliquer par des interactions de Van der
Waals et liaisons hydrogenes.

Une modification de la surface du support peut permettre d’obtenir une charge opposée a
celle de I'enzyme en ajustant le pH. Pour se faire, les surfaces sont fonctionnalisées en général par des
groupements amine (notamment en utilisant I’APTES ou 3-aminopropyltriéthoxysilane [121]), des
acides sulfoniques, carboxyliques ou phosphoniques [122]. Li et al. [123] ont en effet observé que
I"adsorption a pH = 5 de la GOx sur une mousse mésocellulaire silicique fonctionnalisée avec des
amines en surface (MCF-NH,, pl = 6,2) était au moins deux fois plus importante que sur le matériau
siliciqgue non fonctionnalisé (MCF, pl = 4,3) : 487 mg/gsu, contre 216 mg/gsup. Le support fonctionnalisé
influe également sur la stabilité thermique de I'enzyme. Il a été observé qu’aprés une incubation a
60°C pendant 1 h a pH =5, la GOx adsorbée sur MCF-NH; conserve 80% de son activité initiale, contre
60% pour la GOx sur MCF et 40% pour la GOx libre. Cette résistance accrue de la GOx adsorbée sur
MCF et MCF-NH, a été expliquée par un effet de protection que le solide confererait a I'enzyme. La
moindre stabilité de la GOx supportée sur MCF pourrait s’expliquer par un lessivage continu plus
important de la GOx dans ce cas.

Le contréle du pH permet d’optimiser la quantité d’enzyme adsorbée mais il faut ensuite
utiliser le biocatalyseur ainsi immobilisé dans les mémes conditions de pH afin d’éviter sa désorption.
Une méthode permettant d’éviter cet inconvénient consiste a piéger I'enzyme adsorbée dans les pores
du matériau. He et al. [124] ont ainsi procédé a la silylation de I'entrée des pores d’une silice SBA-15 a
partir de 3-(triméthoxysilyl)propyl méthacrylate, suivie de la polymérisation des groupements vinyle

7 Pour Fudan University, I'université dans laquelle ce matériau, présentant des cages cubiques ordonnées, a été
élaboré
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pendants, afin d’éviter le lessivage d’une lipase pancréatique porcine. Au mieux, les auteurs sont
parvenus a retenir 20% d’enzymes en plus dans le matériau présentant des entrées de pores rétrécies.
Apres cing cycles d’utilisation dans du tampon phosphate pH = 7,7, ce matériau retient 98% de son
activité, contre 60% pour I'autre non modifié.

2.1.3. Immobilisation par voie covalente

L'immobilisation covalente génere un lien plus fort entre I'enzyme et le support que
I"adsorption, limitant ainsi le phénomeéne de lessivage de I'enzyme et permettant de travailler dans
une gamme de pH plus étendue. L'immobilisation covalente a lieu entre les groupements fonctionnels
a la surface du matériau et ceux de I'’enzyme. Ici, I'attention sera focalisée sur la fonctionnalisation de
la silice, dans la mesure ou ce type de support sera utilisé dans I'étude qui va suivre. La
fonctionnalisation de la silice se fait généralement en utilisant des organosilanes [125], présentant des
fonctions variées, dont la Figure 22 montre quelques exemples. Les fonctions intéressantes pour
I'immobilisation d’enzymes sont notamment les amines (3-aminopropyltriéthoxysilane, APTES), les
acides carboxyliques ou les oxiranes. Le 3-(mercaptopropyl)-triéthoxysilane peut également étre
utilisé pour greffer des thiols a la surface du support, qui formeront par la suite des ponts disulfures
avec les cystéines de I'enzyme [126].
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Figure 22: Différentes possibilités de fonctionnalisation post-synthése de la surface de matériaux siliciques [127]

Les supports aux surfaces modifiées peuvent étre obtenus par co-condensation des précurseurs de la
fonction organique et de la silice. Si les vitesses d’hydrolyse des deux précurseurs sont
convenablement ajustées, cette technique a le mérite de bien disperser les fonctions au niveau de la
surface. En revanche, la présence du précurseur de la fonction en assez grande quantité dans le gel de
synthése peut aboutir a des matériaux aux pores moins ordonnés [128]. Par la suite, nous
privilégierons donc la modification post-synthése qui permet de greffer les groupements fonctionnels
directement en surface du matériau, préalablement synthétisé.

La figure 23 ci-dessous présente plusieurs modalités de greffage, non exhaustives, illustrant la
mise en place d’une interaction covalente entre les groupements fonctionnels greffés en surface du
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support et la protéine. Les groupements de la protéine exploités ici sont uniguement des amines
(contenues dans la lysine) ou les fonctions sulfhydryle de la cystéine alors qu’il est également possible
de former des liaisons covalentes a partir des différents groupements carboxyliques des acides
glutamique et aspartique présents a la surface des enzymes.

Des stratégies de deux types peuvent étre mises en ceuvre en fonction de l'intervention ou non
d’agents de couplage. Ces derniers ont pour role d’activer les fonctions protagonistes de la future
interaction covalente entre la surface du support et de I'enzyme et/ou de jouer le role d’agent de
liaison (« linker »). Dans ce dernier cas, selon I'agent utilisé I'espace avec le support sera plus ou moins
important, ce qui peut étre intéressant pour certaines applications.
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Figure 23: Différentes voies pour 'immobilisation covalente d’enzymes, via leurs groupements -NH; ou -SH de surface, sur
un support fonctionnalisé [98]

Comme montré Figure 23e. les groupements époxyde du 3-Glycidoxypropyl-triméthoxylsilane
(GTS) réagissent facilement avec les fonctions —NH; des enzymes en conditions douces [129, 130]. Jung
et al. [130] se sont rendus compte que, selon I'enzyme utilisée, I'agent de fonctionnalisation de surface
pouvait altérer I'activité enzymatique. En effet, en immobilisant deux enzymes différentes, la GOx et
la chloroperoxydase (CPO), sur un matériau SBA-15 fonctionnalisé par le groupement époxy GTS, la
CPO perdait son activité contrairement a la GOx. llIs expliquent cela par la réactivité trop importante
des groupements époxy qui se lieraient sur plusieurs sites de la CPO, dont la structure quaternaire
serait plus sensible. Le greffage d’enzymes via des groupements époxyde [107, 131-133] utilisant un
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copolymeére macroporeux (Figure 24) commercialement disponible, par exemple I'Eupergit C® [134], a
été reporté.
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Figure 24: Immobilisation d'enzymes sur I'Eupergit C

Une autre méthode directe de greffage consiste a oxyder les carbohydrates sur la surface
périphérique de la GOx en aldéhydes a I'aide d’oxydants doux tels que les ions periodate [135],
permettant ainsi de conserver l'activité de la GOx [136]. Ces groupements aldéhyde de la GOx oxydée
sont alors susceptibles de réagir avec les amines en surface du support pour former une liaison imine.

a) Réle de « linker »

Dans le cas ou I'agent de couplage sert de linker, un certain nombre d’atomes de carbone sont
ajoutés a la liaison support/protéine. Un des réactifs trés utilisé pour le greffage d’enzymes avec les
supports siliciques est le glutaraldéhyde (GA) qui, en tant que dialdéhyde, fait interagir les amines de
surface de la protéine et celles ajoutées sur le support [117, 125, 130, 137, 138] (Figure 23 a). Comme
montré respectivement Figure 23 b, ¢, d. I'anhydride glutarique (GAC), le succinimide-3-
maléimidopropanoate (SMP) ou le chlorure cyanurique peuvent également étre utilisés comme
linkers.

Kao et al. ont montré que la nature du linker (GAC, SMP ou GA) utilisé pour immobiliser le cytochrome
¢ (cyt ¢) sur un matériau silicique mésoporeux fonctionnalisé par des amines (IBN4-N) pouvait jouer
sur I'orientation de I'enzyme et donc sur son activité [139]. Pour cela ils ont imaginé la structure de
I'enzyme comme si celle-ci était contenue dans une boite cubique présentant donc différentes
« facettes » avec différentes charges nettes de surfaces (liées aux acides aminés présents en surface
sur chaque facette fictive). La Figure 25 résume les différentes orientations de I'enzyme selon
le linker utilisé. Par exemple, lorsque le cyt ¢ est immobilisé sur IBN4-N-SMP, un seul groupe mercapto
(issu d’une cystéine) est disponible en surface de la protéine pour former une liaison C-S avec le groupe
SMP fonctionnalisés sur le support. Etant donné que cette cystéine se situe uniquement sur I'extrémité
terminale d’une hélice, une seule possibilité d’accroche est envisagée et la protéine sera immobilisée
de telle sorte que le site actif sera loin de la paroi de silice. Moins de géne stérique permettra au
substrat une totale accessibilité au site actif (Figure 25B). Dans le cas d’IBN4-N-GAC, l'interaction
électrostatique sera le facteur dominant dans la détermination de I'orientation du cyt c. La facette du
cyt ¢ la plus chargée positivement sera celle attirée par les carboxylates chargés négativement dans
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I'échantillon IBN4-N-GAC, ayant pour effet d’orienter le site actif a proximité de la surface de la silice
et de bloquer partiellement son accessibilité (Figure 25A). Concernant I'immobilisation sur IBN4-N-GA,
I'aldéhyde du glutaraldéhyde n'a pas d’interactions électrostatiques fortes avec les groupements
amine, de sorte que le site de liaison sera aléatoire (Figure 25C).

(A)

Figure 25: Orientation et liaison spécifique du cytochrome c sur (A) IBN4-N-GAC: le site actif (héme) se trouve a proximité
de la paroi de silice (B) IBN4-N-SMP: le site actif est dirigé loin de la paroi de la silice et (C) IBN4-N-GA: I’orientation du site
actif est aléatoire [139]

Des mesures par spectroscopie d’électron a résonance paramagnétique (EPR), permettant d’établir
I’état de spin de I’'heme, ont méme permis de vérifier la covalence de la liaison entre I'enzyme et
I'intérieur des pores du matériau mésoporeux.

Concernant la GOx, dans certains travaux, cette derniere a été immobilisée sur une mousse
mésoporeuse a larges cellules (LMCFs), fonctionnalisée grace a I’APTES et en utilisant le glutaraldéhyde
(Figure 26) afin de transformer les —NH, en surface du support en aldéhydes. En considérant les travaux
de Kao et al. présentés ci-dessus, ceux-ci réagiront ensuite avec les amines de 'enzyme, de maniéere
aléatoire.
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Figure 26: Mécanisme de greffage de la GOx sur LMCFs fonctionnalisée -NH; utilisant le GA [140]

Il existe donc une grande variété de linkers, qui different par leur nature et les liaisons mises en jeu.
Selon I'enzyme utilisée, ceux-ci peuvent influer sur son orientation en surface du matériau et donc sur
son activité. De plus, en prenant I'exemple du glutaraldéhyde, en tant que composé bi-fonctionnel son
utilisation peut poser un certain nombre de difficultés liées a des réactions secondaires. Il peut en effet
interagir une seconde fois avec la surface ou contribuer a réticuler I'enzyme.

b) Réle d’agent de couplage « activateur »

Une autre forme courante de bioconjugaison fait intervenir I'EDC (N-Ethyl-N'-(3-
diméthylaminopropyl)carbodiimide sous forme de chlorhydrate) et le N-Hydroxysuccinimide (NHS)
comme agents de couplage [134, 141-145] afin d’activer une fonction acide carboxylique et permettre
le greffage covalent de I'enzyme par formation d’une laision amide (Figure 27). Plus précisément, 'EDC
active les fonctions carboxyliques de la GOx en formant un intermédiaire hautement réactif, puis le
NHS permet de former un dérivé d’acide plus stable, mais suffisamment activé pour réagir avec les
fonctions amines du support. Le greffage de fonctions carboxylique sur la surface du support,
réagissant avec les fonctions amine de la GOx est également possible. Cette technique peut conduire,
parallélement a I'O-acylurée recherchée, a la formation d’une N-acylurée inactive vis-a-vis des
fonctions —NH, de surface (cf. Figure 27).
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Figure 27: Différents groupements en surface de la GOx possiblement formés lors de I'activation de cette derniére par
EDC/NHS [143]
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Elle peut toutefois étre optimisée [143], comme montré Figure 28, grace au diagramme établi par Sam
et al. Les limites des zones sont obtenues a partir de I'analyse infra-rouge de surface de silicium
fonctionnalisé avec des groupements carboxyliques et activés avec EDC/NHS. Chacune des trois
premieres zones correspond a la présence de la signature d'un produit donné, comme indiqué sur la
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Figure 28: Diagramme présentant la composition de la surface d’'une plaque de silicium recouverte d’une couche de silice
poreuse, aprés une activation de 90 min dans des solutions EDC/NHS de diverses compositions [143]

Les conditions optimales correspondent a la zone 4 au centre du graphique, pour laquelle I'ester
succinimidyl est formé.

La littérature rapporte de nombreux exemples d’amélioration des performances catalytiques
d’une enzyme immobilisée par la voie covalente, notamment en termes de stabilité au stockage, a la
température, aux solvants, a une gamme de pH importante et au lessivage de I|’enzyme.
L'immobilisation covalente par le GA de la tryspine sur un support silicique mésoporeux de type MCF
amino-fonctionnalisé montre une activité relative, aprés 10 h de stockage a 60°C (pH = 7,8), de 0,5
contre moins de 0,2 lorsqu’elle est libre. [125]. Puisque I'activité d’'une enzyme est liée a la stabilité de
sa structure, I'immobilisation peut ainsi permettre de la rigidifier, notamment si elle se fait de maniere
covalente en plusieurs points d’un support [146], suffisamment rigide et avec un linker court. Cela
pourrait expliquer la stabilité thermique accrue observée pour la GOx immobilisée sur des supports
siliciques amino-fonctionnalisés ou polymériques comparée a la GOx libre [123, 145, 147, 148]. Une
telle propriété a également été observée pour d’autres enzymes telles que la trypsine, la CPO,
I'invertase, et la penicilline G acylase [130, 137] [125, 149]. Pour les enzymes dimériques telle que la
GOx, I'immobilisation permettrait aussi d’éviter la dissociation du dimeére, et donc la perte de I'activité
de I'enzyme (Figure 29) [150].
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Figure 29: Prévention par l'immobilisation de la dissociation des unités d'une enzyme [151]. Les propriétés enzymatiques
de départ (A1) sont beaucoup plus élevées que celles aprés dissociation (A2).

Dans certains cas on observe, aprés immobilisation, un élargissement de la gamme de pH dans laquelle
I’enzyme est active ou une amélioration de I'activité en fonction du pH. Par exemple, sur une gamme
de pH comprise entre 2 et 8, l'activité de la CPO immobilisée sur un matériau SBA-15 amino-
fonctionnalisé grace au GA, est plus élevée que celle de I'enzyme libre. Les conversions en indole
catalysées par I'enzyme immobilisée sont de 80% (pH =2) et 39% (pH = 8) contre 40% (pH = 2) et 20%
(pH = 8) avec I'enzyme libre [130].

Les enzymes sont également particulierement sensibles aux solvants organiques [73-75].
Aussi, leur insertion dans les pores d’un support peut étre avantageuse, puisque le confinement
résultant peut conférer a ces derniéres un milieu protecteur face a leur environnement. Une étude de
la GOx immobilisée de maniere covalente sur différentes particules polymériques, a montré une
stabilité élevée en présence de EtOH/tampon phosphate (pH = 7, 25 mM) (v/v) 50 : 50 et H,0, [117].
Par exemple, aprés 20 h de stockage en présence de 20 mM de H,0,, la GOx immobilisée de maniére
covalente montre une activité résiduelle de 100%, contre 80% pour celle immobilisée par interaction
électrostatique et 50% pour I'enzyme libre. L'immobilisation peut également éviter que I’exposition de
I’enzyme a des contraintes de cisaillement trop importantes, n’entraine la dénaturation de la protéine.

Tout comme lI'immobilisation influe sur I'accessibilité du site actif de I'enzyme, elle peut
également influencer I'accessibilité des sites d’inhibition et donc diminuer ces effets (Figure 30 ci-
apres). Il a par exemple été montré que l'inhibition de B-galactosidase par le galactose pouvait étre
réduite en bloquant partiellement les sites d’inhibition ou en entrainant une légere distorsion de
I’enzyme par immobilisation [152].
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Figure 30: Parade contre l'inhibition d'enzymes grace a l'immobilisation (* : aprés immobilisation) [151]

Enfin, I'immobilisation d’enzymes présente I'avantage de permettre une réutilisation simple
de celles-ci et donc la mise au point de bioréacteurs efficaces [153]. Récemment, une étude sur le
captage du CO; grace a la bovine carbonic anhydrase (BCA) a montré qu’aprés son immobilisation
covalente avec le GA sur une silice SBA-15 amino-fonctionnalisée, I'enzyme conservait 85% de son
activité initiale aprés 10 cycles d’utilisation [154].

2.1.4. Immobilisation d’enzyme par réticulation : CLEAs
(cross-linked enzyme aggregates)

Les CLEAs ont été développés progressivement grace aux travaux de Sheldon [111]. Cette
technique consiste a agréger les enzymes a I'aide d’un agent précipitant (sels, solvant, polymere), puis
a stabiliser ces agrégats en ajoutant un agent réticulant bifonctionnel tel que le GA, comme montré
Figure 31 (a gauche) [127]. Les premiers exemples de CLEAs contenaient de la pénicilline G amidase,
utilisée industriellement dans la synthése de la pénicilline et des antibiotiques céphalosporines.
L'inconvénient de cette enzyme est sa faible stabilité thermique et dans les solvants organiques [155].
La formation de CLEAs a partir de la pénicilline G amidase a permis d’augmenter la productivité relative
de la synthése de I'ampicilline de 100 a 151 comparé a I'utilisation de son analogue libre. La réticulation
d’enzymes permet de proposer des systéemes dépourvus de supports [156]. Le GA est généralement
utilisé comme agent de réticulation puisqu’il est commercial et peu cher, mais d’autres agents de
réticulation sont possibles. Mateo et al. [157] ont précipité plusieurs enzymes dont la pénicilline G
acylase, ainsi qu’une hydroxynitrilelyase, une alcohol dehydrogenase et deux nitrilases dans du
diméthoxyéthane et ont comparé l'utilisation de GA et de polyaldéhyde dextrane comme agent de
réticulation. Pour chacune des enzymes, I'activité récupérée aprées formation des CLEAs est meilleure
lorsque le polyaldéhyde dextrane est utilisé. Les auteurs ont expliqué cela par le fait que cette
macromolécule permet de conserver une quantité plus importante de sites actifs disponibles, puisque
les dimensions importantes du polyaldéhyde I'empéchent de pénétrer dans les sites actifs des
protéines et d’interagir avec des acides aminés a I'intérieur. De plus, dans le cas de deux nitrilase® et
de I'alcool dehydrogénase?, I'utilisation de cet agent permet d’obtenir des CLEAs actifs avec 50%, 60%
et 10% d’activité respectivement, tandis que les agrégats réticulés avec le GA sont inactifs.

8 nitrilase Ps. Fluorescens et BioCatalytics 1004
% alcool dehydrogénase L. brevis
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Figure 31: Formation de CLEAs en solution (a gauche) et dans les pores d'un support approprié (a droite) [127]

La formation des CLEAs fait intervenir principalement les amines des résidus de lysine sur la surface
externe de l'enzyme et donc, pour chaque enzyme, la formation des agrégats sera différente. Les
enzymes de point isoélectrique faible contiennent peu de résidus lysine par rapport aux résidus
carboxylique sur leur surface et, par conséquent, la reticulation peut étre moins efficace. La
coprécipitation de ce type d’enzymes avec un polymere contenant de nombreuses fonctions amine
(exemple : poly-L-lysine ou polyéthyléne imine) ou méme une seconde protéine avec plusieurs résidus
lysine telle que I'aloumine de sérum bovin (BSA), permet de compenser ce manque [155].

Les CLEAs permettent d’associer différentes enzymes de maniére simple, on parle de combi-
CLEAs, et de récents développements associent les CLEAs aux méthodes d’encapsulation dans un
support poreux silicique ou polymérique. La GOx a d’ailleurs été réticulée a I'aide de I'hydrochlorure
de 1-éthyl-3-(-3-diméthylaminopropyl)carbodiimide (EDAC) en présence de chitosane avec deux
autres enzymes simultanément, une laccase et une peroxydase, afin de former des CLEAs pour
I’élimination de produits pharmaceutiques [158]. Sur les supports siliciques, la premiere étape de la
formation des CLEAs est I'adsorption de I'enzyme sur le matériau. De cette maniere Kim et al. [159]
ont immobilisé I'a-chymotrypsine et la lipase sur une silice de type mésocellulaire a I'aide de GA. lls
ont remarqué que les enzymes formant des CLEAs présentaient une immobilisation en plus grande
quantité, ainsi qu’une meilleure stabilité a 'agitation et a la digestion par la trypsine!®, comparée a
celles uniquement adsorbées sur le support ou libres. Jung et al. ont aussi beaucoup étudié les CLEAs
de chloroperoxydase et GOx immobilisées dans des supports de types MCF [160-162] et SBA-15 [101,
130]. L'optimisation des parametres influencant I'immobilisation des enzymes leur a permis d’établir
gu’avec un début de réticulation 2 h aprés I'adsorption des enzymes sur le support et un rapport
molaire GA/GOx > 400, la conversion de I'indole lors de son oxydation est de 92% et la sélectivité en
2-oxindole > 99%. Ces études ont rapporté I'amélioration de la stabilité des CLEAs insérés dans un
matériau et I'efficacité supérieure des combi-CLEA comparée aux enzymes séparées dans un mélange.
Une explication possible est que la proximité des enzymes a l'intérieur du combi-CLEA est plus
favorable pour le transfert des substrats des unes aux autres [155]. Comme le résume Sheldon dans sa

10 La trypsine est une protéase impliquée dans I’hydrolyse de liaisons peptidiques
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revue : « en considérant leur facilité de préparation et le bon maintien de I'activité enzymatique apres
réticulation, les CLEAs ont un réel potentiel au niveau industriel [111] ».

2.1.5. Immobilisation de la GOx via son cofacteur

Une méthode de greffage plus originale, parce que spécifique, consiste a immobiliser la GOx
via son cofacteur FAD. Cette approche a été mise en ceuvre avec plusieurs oxydases [163-165],
notamment la glucose oxydase [163, 166-171] et appliquée au domaine des biocapteurs et biopiles
puisqu’elle permet de maitriser I'orientation du centre redox de I'enzyme par rapport a I'électrode,
afin que le transfert d’électrons soit le plus direct et rapide possible [165, 166, 171].

Dans un premier temps, cette technique consiste a séparer la protéine de son cofacteur, le
FAD lié de maniere non covalente, pour donner I'apo-GOx. Le FAD est ensuite greffé a la surface du
solide, puis mis en contact avec I'apo-GOx afin que la protéine se reconstitue autour du FAD. La
séparation de la GOx se fait a basse température (< 0°C) et a pH trés acide (autour de 1,5) afin d’ «
ouvrir » la protéine. Puis, la présence de sulfate d’ammonium saturé permet de la faire précipiter
[172]. Cette étape doit cependant s’effectuer assez rapidement, afin de ne pas dénaturer la protéine.
La GOx est ensuite reconstituée en présence du support fonctionnalisé par greffage covalent du FAD.
Plusieurs méthodes de greffage du FAD ont été proposées. L'une d’elles consiste a modifier le
cofacteur en fonctionnalisant un des atomes d’azote de I'adénine du FAD par un groupement
aminoéthyle, afin de produire le N°-(2-aminoéthyl)-FAD [173]. Ce FAD ainsi modifié peut ensuite étre
lié a une surface fonctionnalisée a I'aide d’agents de couplage ou en I'associant a une molécule relais
pour faciliter la communication électrique, dans le cas d’'un usage pour les biopiles ou biocapteurs.
Willner et al. [174] ont ainsi testé deux voies de reconstitution principales présentées ci-dessous. La
premiere, Figure 32, consiste a fonctionnaliser le FAD-NH; par un groupement ferrocene pour former
le FAD-Fc. La GOx est reconstituée en présence de FAD-Fc et d’apo-GOx. Ensuite, une monocouche de
cystamine est déposée sur une électrode d’or afin de générer une charge positive en surface qui
interagira de maniere électrostatique avec la GOx reconstituée. Ici 'enzyme est dans un premier temps
reconstituée, puis intéragit avec la surface fonctionnalisée.
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Figure 32: Contact électrique entre la GOx reconstituée avec un cofacteur FAD-Fc et I'électrode d’or présentant une
monocouche de cystamine [166]

La comparaison des constantes cinétiques observées ko, correspondant au transfert intramoléculaire
des électrons entre le FADH, réduit et le cation ferrocényle le plus proche, a montré que kops = 40 s
pour la GOx reconstituée sur le FAD-Fc. Par opposition, une étude portant sur la GOx modifiée de
maniere aléatoire en surface avec le méme groupement ferrocényle a abouti a une constante
maximale kops = 0,90 s [175]. A partir de ces valeurs, les auteurs remontent, grace a la théorie de
transfert d’électron de Marcus [176], a une distance entre le FADH; et le plus proche accepteur
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d’électron de 19 A pour I'enzyme reconstituée, contre 21,5 A pour celle dont le Fc a été greffé
aléatoirement. Le chemin électronique est donc plus court.

La Figure 33 montre une autre reconstitution de GOx sur électrode d’or menant a une
immobilisation covalente de la protéine.

IS/\/\NHZ "
= NH N PQQ
S\/\/NHZ S/\/ 2 PQQ S/\/ \n/ H2N
— i —» | lo} —_—
EDC EDC
Apo-GOx Gluconic acid
H
N PQQ N
s AP0 A

Glucose

PQQ =

Figure 33: Reconstitution de la glucose oxydase sur une monocouche PQQ-FAD (quinone pyrroloquinoline —FAD) déposée
sur une électrode d’or et oxydation directe du glucose par I'électrode modifiée [166].

La monocouche de cystamine sur |'électrode d’or est couplée de maniére covalente a la quinone
pyrroloquinoline (PQQ), qui a I'aide d’EDC est greffée au FAD modifié (FAD-NH,). La GOx, comme
précédemment, vient se reconstituer autour du FAD greffé.

Une autre maniere d’'immobiliser le FAD consiste a utiliser un acide boronique déposé sur la
surface et a le lier aux hydroxyles du FAD, donc sans modification du cofacteur. Senel et al. [167, 177]
ont ainsi procédé a un électrodépot de polyacide boronique aniline (PABA) ou polyacide boronique
triophéne (PTBA) (Figure 34), pour un biocapteur de glucose.

La GOx reconstituée sur ce type d’électrode présente une constante apparente Ky de 2,98 mM contre
33 mM pour la GOx libre, ce qui reflete une meilleure affinité du glucose avec I'enzyme. Cela pourrait
étre expliqué par une orientation privilégiée du site actif de I'enzyme. Couplé a la présence de la
couche de PTBA, le transfert électronique s’effectue plus facilement et rapidement entre I'enzyme et
I’électrode. Les auteurs supposent donc que cet effet pourrait accélérer la régénération de la GOx et
augmenter l'activité relative de I'enzyme.
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Figure 34: Préparation de la monocouche de FAD et reconstitution de la GOx sur I'électrode de carbone vitreux recouverte
de la couche PTBA-FAD [167]

Pour conclure, il a été montré que I'immobilisation d’enzymes permet de faciliter leur
récupération et leur réutilisation, d’améliorer leur stabilité (thermique, pH, solvant...) et donc de
travailler dans des environnements plus rudes. Plusieurs techniques d’immobilisation, que sont
I’encapsulation, I'adsorption, le lien covalent, la réticulation (CLEAs) ou méme la reconstitution sont
envisageables. La viabilité des biotransformations au niveau industriel est régie par les codts liés a la
contribution de I'enzyme. L'immobilisation permet alors de développer des technologies qui, en plus
de fournir des biocatalyseurs stables et actifs, peuvent étre facilement mis en ceuvre puisqu’elle ne
nécessite pas I'utilisation d’enzymes trés pures. Les enzymes étant toutes différentes avec leurs
particularités bien précises, il est impossible de trouver une solution d’immobilisation unique. Celle-ci
dépendra donc de I'enzyme utilisée et de I'application visée.

Si de nombreux types de supports ont été utilisés pour immobiliser les enzymes, ils doivent
tous étre thermiquement, mécaniquement et chimiquement stables et insolubles dans le milieu utilisé
pour I'immobilisation et I'application désirée. lls doivent également étre adaptés a I'enzyme pour une
immobilisation optimale, n’entrainant pas sa dénaturation ou désactivation.

Dans différentes revues, Sheldon [111, 155] présente différents supports possibles pour
I'immobilisation d’enzymes, classés en trois principales catégories : les polyméres (synthétiques,
naturels), les matériaux inorganiques et les nanoparticules inorganiques hybrides. D’autres supports
récemment utilisés et dont nous ne ferons pas état ici sont constitués de microcristaux inorganiques
possédant un revétement protéique (PCMCs [178]).
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2.2.1 Les polymeres (synthétiques, naturels)

Parmi les polymeres organiques synthétiques, ce sont principalement les polymeéres de type
résine acrylique, tels que les Amberlites® qui se sont imposés car plusieurs sont commercialement
disponibles. Certaines enzymes comme la lipase B de C. antarctica sont vendues directement
adsorbées sur une résine acrylique macroporeuse (Novozyme 435). L’Eupergit®C, qui est une résine
N,N’-methylen-bis(acrylamide) comportant des groupes époxydes, est également utilisée pour
I'immobilisation d’enzymes [179-181] dont la glucose oxydase [134]. Cette résine a I'avantage d’étre
chimiguement et mécaniquement stable sur une gamme de pH comprise entre 0 et 14, sans gonfler
ou se rétracter. Elle se présente sous forme de particules de 170 um avec des pores de 25 nm. Le
principe d'immobilisation entre une enzyme et la résine non modifiée est présentée Figure 35.
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Figure 35: Immobilisation covalente directe d’une enzyme sur une résine Eupergit©C [182]

Un traitement avec de I’éthanolamine permet de passiver les fonctions époxyde n’ayant pas réagi. Il
est également possible de fonctionnaliser ce genre de résine (qui aura préalablement réagi avec de
petits composés diaminés, comme le 1,2-diaminoéthane) avec un bras espaceur tel que le
glutaraldéhyde, qui réagira avec les amines de surface des enzymes. La méme résine prétraitée au 1,2-
diaminoéthane pourra réagir également avec une enzyme oxydée par le periodate comme montré
Figure 36.
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Figure 36: Immobilisation covalente d’une enzyme oxydée par le périodate sur une résine Eupergit©C aminée [182]
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La penicilline amidase immobilisée sur Eupergit®C est industriellement viable, puisqu’aprés plus de
800 cycles de réaction, celle-ci présente encore 60% de son activité initiale [183]. Des résines
polyméthacrylate de type Sepabeads® revétues par différentes fonctions (époxyde, amine) [184] [152,
185, 186] sont également disponibles sur le marché. Betancor et al. [117] ont utilisé des Sepabeads de
type ECEP2 et EA (Resindion®) fonctionnalisées en surface par des groupements époxyde et amine
respectivement, pour I'immobilisation de la GOx.

Des polysaccharides naturels tels que la cellulose, I'amidon, le collagene, la gélatine, le
chitosane ou l'agarose [117, 147, 158, 187] sont également utilisés comme matrice d’'immobilisation
d’enzyme, dont la glucose oxydase. Ces matériaux issus de la biomasse sont trés attractifs. L’alginate,
polysaccharide issu d’algues brunes, est un polysel de calcium, sodium ou magnesium de |'acide
alginique dont la formule est présentée Figure 37. Ce support trés répandu a été par exemple utilisé
par Palmieri et al. [188] pour immobiliser une phénol oxydase.

Figure 37: Alginate de sodium

Il est aussi possible d’associer deux biopolyméres, comme I'ont fait Ehab et Mansoor [189] en mettant
au point une microcapsule de type cceur-coquille dans laquelle I'enzyme B-galactosidase est
immobilisée au niveau d’un coeur d’alginate lui-méme recouvert d’une couche de chitosane réticulée
avec du tripolyphosphate de sodium (Figure 38). Cette coquille permet le contréle de la perméabilité
des solutés. L'activité catalytique de I’enzyme ainsi encapsulée, mesurée 3 4°C et 25°C dans du PBS™
(pH = 7,4), est inférieure a 'enzyme libre. Les auteurs expliquent cela par la présence de la coquille
solide intervenant au niveau de I'afflux du substrat et de I'’écoulement du produit. Cependant, a 37°C,
la tendance s’inverse. L’activité restante apres 24 h est de 44% pour I'enzyme encapsulée contre 28%
pour I'enzyme libre. Clairement, la présence de la coquille solide réduit la mobilité de I'enzyme, la
protégeant ainsi des effets de I’environnement.

Figure 38: Microcapsule de B-galactosidase immobilisée dans une matrice d’alginate recouverte d’une coquille de
chitosane [189]

Des supports biocomposites sont également utilisés, dont un exemple est présenté Figure 39. Celui-ci
est formé de nanocristaux de cellulose (CNC) et de nanoparticules métalliques (AuNPs par exemple),

11 pBS : phosphate buffered saline
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elles-mémes facilement fonctionnalisables, grace a des molécules soufrées [190]. Ce type de
biocomposite permet d’augmenter la surface spécifique disponible pour I'immobilisation.

Protein

CNC/AuNPs
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Figure 39: Biocomposite formé d’une matrice CNC/AuNPs pour I'immobilisation de cyclodextrine glycosyl transférase [190]

Finalement les polymeéres organiques synthétiques et bio-sourcés sont nombreux et tres
intéressants pour I'immobilisation d’enzymes, puisque simples d’utilisation. Cependant, rappelons que
leur faible stabilité en milieu organique ou en température peut présenter un frein quant a leur
utilisation industrielle pour des réactions s’effectuant dans des conditions rudes (voir Figure 19) [191].

2.2.2 Supports inorganiques

Les silices poreuses sont sans doute 'un des matériaux les plus fréquemment utilisés pour
I'immobilisation d’enzymes, grace a un co(t faible et une grande facilité de fonctionnalisation. De plus,
les différents matériaux développés dans ce domaine, notamment pour la catalyse, proposent un large
panel de morphologies et de tailles de pores et ont I'avantage d’étre inertes et stables a haute
température et dans des milieux organiques variés. Cette partie ne traite que des supports qui peuvent
étre associés a des applications en catalyse hétérogéne.

Des enzymes ont été immobilisées sur des zéolithes [192, 193], telle que la TS-1 sur laquelle
Vennestrgm a notamment immobilisé la GOx [106]. Ce matériau cristallin titané présente une structure
MPFI*2 (Figure 40) qui lui confére un caractére hydrophobe marqué. La TS-1 est microporeuse avec une
taille de pores de I'ordre de 0,5 nm de diamétre [194].

12 MFI : Mordenite Framework Inverted
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Figure 40: Structure MFI

Les zéolithes étant microcristallines, leurs pores ne dépassent pas 2 nm et ne sont pas accessibles a
toutes les molécules et enzymes. La demande grandissante de supports accessibles a des molécules
volumineuses a donné lieu a la mise au point de nouveaux matériaux hotes tels que les FSM-n (Folded
Sheet Materials). Ici, n correspond au nombre d’atomes de carbone contenus dans le surfactant utilisé
en tant qu’agent porogéne pendant la synthése (12 < n < 18). Cette famille de matériaux mésoporeux
mis au point par Kuroda et al. [195] en 1990 est synthétisé a partir d’une argile, la Kanémite (couche
de silice lamellaire) et fait partie des premiéres présentant une distribution de taille de pores uniforme.
L'échange ionique entre les cations hexadecyltriméthylammonium de l'argile et les molécules de
tensioctif a longues chaines lors de la synthése a permis de réorganiser les couches silicique et ainsi de
structurer les matériaux avec des pores de taille de plus en plus importante. Cette synthese a ainsi
ouvert la voie a la conception de nouveaux matériaux mésoporeux par I'équipe de Kresge [196] avec
I'introduction de la famille des M41S, ou I'on retrouve des matériaux plus connus comme MCM-41
(Mobil Composition of Matter No.41) ou MCM-48. Ces matériaux présentent des structures de pores
hexagonale ou cubique, respectivement, grace a I'utilisation lors de leur synthése d’un surfactant
cationique (le plus souvent du bromure de cétyltriméthylammonium ou CTAB) dans des gammes de
concentrations différentes. Le principe de la synthése de la silice MCM-41 est décrit Figure 41 ci-
dessous. Les chaines de surfactant s’organisent en micelles ou autres structures de type cristal liquide,
puis le précurseur de silice est ajouté au systeme en milieu basique, s’hydrolyse et va donner lieu a des
réactions de polymérisation autour des édifices organiques organisés, suivi d’un traitement
hydrothermal. Finalement, une étape de calcination permettra la décomposition des molécules
organiques de surfactant, libérant la porosité du matériau. Une silice aux mésopores structurés de
facon hexagonale avec des pores de 2 a 6,5 nm de diamétre peut étre obtenue par variation
notamment de la longueur de chaine des agents surfactants.
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Figure 41 : Principe de la synthése de de MCM-41 [197]

Les pores de ce type de matériaux sont alors accessibles a des protéines peu volumineuses, que I'on
chercherait a y insérer.
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En 1994, Huo et al. [198] mettent au point leur premier matériau mésoporeusx, la silice SBA-1
(Santa Barbara Material No.1), présentant une structure tridimensionnelle cubique.

Figure 42 : Structure de la SBA-1 [199]

Le membre de la famille des silices SBA le plus utilisé a ce jour est la silice SBA-15 synthétisée en 1998
[200, 201]. Ce solide présente une structure hexagonale avec des mésopores plus grands que ceux de
silice MCM-41 (compris entre 5 et 20 nm), interconnectés par des micropores. L'utilisation d’un
copolymere triblock amphiphile, le Pluronic (ou P123) permet d’obtenir plusieurs formes de particules
(sphére, batonnet, plaquettes...)(Figure 43), selon les conditions de synthése.

'S-5200 80.0kV x180k

Figure 43 : Images MEB de plaquettes de SBA-15 (a)(b) [202] et image MET (c) et MEB (d) de particules de SBA-15 sphériques
[203]

Jung et al. ont effectué plusieurs études ayant pour objectif de mélanger mécaniquement des silices
SBA-15 sur lesquelles étaient immobilisées, par adsorption, soit de la GOx, soit de la CPO dans le but
de réaliser I'oxydation d’indole [101, 130, 204]. Dans une de ces études [101], ils se sont intéressés
plus particulierement a I'immobilisation de la GOx et ont comparé plusieurs matériaux de type SBA-15
dont la température au moment de la synthese hydrothermale est 100, 130 ou 150°C. Ces matériaux
nommeés respectivement SBA-15-100, SBA-15-130 et SBA-15-150 présentent des tailles de pores qui
augmentent avec la température, soit 6,7 nm (Vpore=1,12 cm?/g), 8,2 nm (Vpore= 1,14 cm3/g) et 11,8 nm
(Vpore= 0,99 cm?/g). Les activités retenues (par rapport a I'activité supposée introduite) pour ces trois
matériaux sont respectivement 10, 13, et 26%. La quantité d’enzymes sur les matériaux semble donc
augmenter selon l'ordre suivant : SBA-15-100 < SBA-15-150 < SBA-15-130. Cette tendance a été
expliquée par une incorporation de la GOx facilitée dans des matériaux aux pores plus grands.
Cependant, au vu de la taille de ’enzyme en question (6,0 x 5,2 x 7,7 nm?3), les pores d’une silice SBA-
15 sont tout juste assez grands.

Les mousses mesocellulaires ou MCFs qui sont des matériaux amorphes présentant de larges
cellules sphériques (20-42 nm) interconnectées entre elles par des fenétres communicantes (9-22nm),
comme montré Figure 44, devraient permettre de résoudre ce probleme. Celles-ci ont été synthétisées
pour la premiére fois, en 1999, par I'équipe de Stucky [205].

Noémie Balistreri — Thése de doctorat — 2016 48



Chapitre I. Etude bibliographique — Définition d’une stratégie
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Figure 44 : Représentation schématique d’une silice MCF [205] (a gauche) et image MET d’une silice MCF (a droite) (échelle :
20 nm)

La synthese de ce type de matériau utilise, comme dans le cas des silices SBA-15, du Pluronic 123
comme surfactant, mais I'ajout d’'un agent déstructurant particulierement hydrophobe (le
triméthylbenzéne) va venir déstabiliser la structure des micelles, conduisant a la formation de cellules,
couplée a une importante surface spécifique. Trés rapidement, ces matériaux ont suscité un fort
intérét pour I'immobilisation d’enzymes et notamment la glucose oxydase [123, 145, 148, 161, 162,
206]. Contrairement aux silices MCM-41 ou SBA-15, la morphologie des MCFs, avec sa porosité
importante composée de larges cellules et fenétres, pourrait permettre d’améliorer la diffusion des
substrats ou produits et d’introduire I’'enzyme au sein du matériau.

Les études des mécanismes de structuration des matériaux mésoporeux conjuguées a I'utilisation
d’autres surfactants ou d’autres conditions réactionnelles ont permis de développer de nombreuses
autres familles de matériaux mésoporeux telles que les CMI (Chimie des Matériaux Inorganiques), FDU
(Fudan University), KIT (Korean Institute of Technology), ou TUD (Technische Universiteit Delft)
largement décrites dans une revue de Zhao et Wan [207].

2.2.3 Supports métalliques

L'utilisation de matériaux métalliques pour I'immobilisation d’enzymes est généralement liée
aux applications concernant les dispositifs électroniques. Les applications premiéres de la GOx étant
les biocapteurs et les biopiles, cette enzyme a donc beaucoup été immobilisée sur des matériaux
conducteurs a base de carbone tels que des nanotubes de carbone [208-212] ou graphéne [213, 214]
et dernierement sur des MCFs carbonées [206, 215-219]. Les nanomatériaux ont récemment suscité
beaucoup d’intérét en ce qui concerne I'immobilisation d’enzymes, puisqu’ils pourraient permettre
d’augmenter leur charge en maximisant la surface fonctionnelle. Les nanoparticules, métalliques ou
non, pourraient permettre de réduire les limites de diffusion et leur mobilité peut influer sur I'activité
inhérente des enzymes immobilisées en surface. La stabilité thermique et la résistance aux irradiations
des nanoparticules, sont des caractéristiques favorisant leurs potentielles applications dans les photo-
détecteurs, les cellules solaires, les biocapteurs, les nano-générateurs [220]. Dans leur revue de 2012,
Ansari et Husain [221] référencient bon nombre de travaux d’immobilisation d’enzymes sur des
nanoparticules de différents types comme les nanotiges, les nanotubes, les nanofils, les nanobagues,
dotés de surfaces spécifiques importantes [222].

Par exemple, tout comme les particules de silice, les nanoparticules d’or (AuNPs), grace a leur
biocompatibilité sont tres intéressantes pour la vectorisation olu l'intégration de biocapteurs.
Généralement, les AuNPs sont fonctionnalisées par des groupements thiols ou carboxyliques qui
pourront ainsi interagir avec les amines des protéines. Elles sont la plupart du temps déposées sur des
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électrodes ou piégées dans des matrices polymériques. Par exemple, les travaux de Zhang et al. [223]
présentent une méthode d’élaboration d’un biocapteur de glucose a partir de GOx immobilisée de
maniére covalente sur une monocouche d’AuNPs déposées sur une électrode d’or. Il a alors été
observé que les nanoparticules d'or a l'interface du biocapteur amélioraient efficacement le transfert
d'électrons entre I'analyte et la surface de I'électrode. La concentration en surface de I’'enzyme active
dans le transfert électronique s’éléve a 4,1 x 102 mol.cm™?, soit quatre fois celle de I'électrode obtenue
par immobilisation directe de I'enzyme sans couche intermédiaire de nanoparticules d'or et 2,4 fois
plus que sur la surface de I'électrode présentant une hypothétique monocouche saturée de GOx. Le
biocapteur de glucose développé par Shan et al. [224] utilise un biocomposite. Il est basé sur
I'immobilisation de la GOx sur un film mince de chitosane formant un nanocomposite avec du
graphene et des nanoparticules (AuNPs), déposés sur une électrode d’or. La GOx est directement
ajoutée au mélange graphéne/AuPNs/chitosane sans agent de réticulation supplémentaire, le
chitosane va jouer le réle de liant d’encapsulation pour la GOx. La stabilité de ce biocapteur est
meilleure que celle de son analogue GOx/chitosane, qui perd 4% de ses performances aprés une
semaine [225] contre 4,6% aprés un mois pour graphéne/AuPNs/chitosane/GOx. La combinaison
AuPNs/chitosane/GOx, pour le développement des capteurs de glucose, a été largement étudiée [226-
228] et méme associée a des nanotubes de carbone [229, 230] dont les propriétés, tout comme le
graphéne, permettent d’accélérer le taux de transfert d'électrons.

Parmi les particules métalliques, il faut évoquer également celles aux propriétés magnétiques (MNPs)
qui sont de plus en plus utilisés depuis une dizaine d’années, en particulier pour immobiliser des
enzymes. En effet, en plus de conférer aux enzymes fixées une certaine résistance, ce type
d’'immobilisation facilite les processus de séparation par simple application d’un champ magnétique
ou également par filtration ou centrifugation et donc facilite leur ré-utilisation [155, 231]. Ces MNPs
sont, le plus souvent, constituées d’un coeur d’oxyde de fer (FesO4) recouvert d’'une couche de silice
essentiellement fonctionnalisée avec des groupements amine ou acide carboxylique, comme montré
Figure 45 ci-dessous. La glucose oxydase a ainsi déja été immobilisée sur ce type de particules [231-
234].
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Figure 45: Voies de fonctionnalisation des MNPs : (a) utilisation de dextrane et d’un réactif de réticulation (épichlorhydrine)
pour former des agrégats de FesO;NP/dextrane avec ultérieurement un greffage de groupements acide carboxylique par
traitement a I'acide chloroacétique; (b) utilisation de la dopamine pour former une monocouche de ligands chélateurs
présentant des fonctions amine en surface; (c) utilisation de I'APTES pour greffer des groupements amine en surface [231].
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Pour conclure, une grande variété de supports est disponible pour I'immobilisation d’enzymes,
dont la GOx. Dans notre cas, les silices mésoporeuses pourraient présenter toutes les caractéristiques
nécessaires au greffage de la GOx pour la production biocatalysée de H,0,, a savoir I'inertie du support,
sa stabilité, les possibilités variés de fonctionnalisation de surface, des morphologies et taille de pores
variés adaptables a la taille de I'enzyme et une récupération simple par centrifugation ou filtration.
Elles pourraient permettre une immobilisation importante d’enzymes et diminuer les éventuels
problémes de diffusion lors de I'immobilisation de I'enzyme ou des réactifs et produits lors de la
réaction visée.

L’utilisation de H,0; en tant qu’oxydant éco-compatible a déja été introduite rapidement au
point 1. de ce chapitre. Ici, nous présenterons les différents types de catalyseurs inorganiques
d’oxydation utilisés avec H,0,.

Cette partie est restreinte a la catalyse hétérogéne d’oxydation des alcénes. Parmi les
catalyseurs utilisés, il faut distinguer ceux complétement inorganiques, des autres dits catalyseurs
« homogenes supportés ». Ces derniers - on pense en particulier aux polyoxométallates et aux
porphyrines métallées supportés - résultent le plus souvent du greffage de « complexes » ayant déja
fait leurs preuves en catalyse homogéne. De tels catalyseurs font I'objet d’'une présentation a part.

3.1.1. Catalyseurs homogenes d’oxydation avec H,0:

Une premiére famille de complexes capables de catalyser des processus d’oxydation ménagée
en solution comprend les peroxométallates, comportant un métal de transition sous forme ionique de
configuration d° tels que Mo(VI), W(VI) et Re(VIl) [235]. Différentes revues ont été publiées sur le sujet
dont celle de Sheldon [235] et Brégeault [236] qui rendent compte des propriétés de ces catalyseurs
homogenes formés « in-situ » en partant le plus souvent de combinaisons d’ions tungstate ou
molybdate avec un anion assembleur (par exemple, I'ion phosphate). D’apres Noyori et al. [237],
I’association H,0,/peroxométallate a base de tungsténe catalyse I'oxydation de différents types de
substrats tels que les alcools, les aldéhydes et les sulfures pour donner respectivement des cétones,
des acides carboxyliques ou des sulfoxydes, de méme que des alcénes qui sont convertis en époxydes
(Figure 46) avec de bons rendements.
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Figure 46: Rendements obtenus pour I'époxydation d'oléfines avec H,0; et un peroxométallate a base de tungsténe [237]
pour la réaction généralisée présentée Figure 47

Le peroxyde d’hydrogene et ces catalyseurs étant plutot hydrophiles, ils sont mis en ceuvre en général
dans des conditions biphasiques avec intervention d’agents de transfert de phase de type sels
d’ammonium quaternaires. Le systeme illustré Figure 47 fonctionne aussi bien avec des alcénes
simples que fonctionnalisés. L’époxydation de substrats tel que le styréne est plus délicate dans ces
conditions car son époxyde est sensible aux milieux acides.

NAWO, . 2H,0
NH,CH,PO3H,

R
R~ + H,0 -
7 272 CHy(n-CgH17)sNHSO, \4\0 + HO0

H,O/toluene, 90°C

Figure 47: Epoxydation d'alcéne par H,0; en présence d’un catalyseur de type phosphotungstate en milieu biphasique avec
un sel dammonium quaternaire comme agent de transfert de phase [237]

L'utilisation de ce genre de peroxométallates en catalyse hétérogene est possible. L'intérét de la
catalyse hétérogene réside principalement dans la facilité de récupération et de recyclage du
catalyseur. Les alcénes sur lesquels notre revue se focalisera sont le cycloocténe, le cyclohexene et
I'alcool allylique. Une approche consiste a exploiter le caractéere ionique de ces catalyseurs en les
ancrant sur des résines échangeuses d’ions adaptées. En associant le tungstate de sodium
(Na;W04.2H,0) a une résine Amberlite IRA-900° [238], Hoegaerts et al. indiquent qu’il est possible de
convertir trés sélectivement le cis-cyclooctene en son époxyde (> 90%) mais le taux de transformation
de I'alcene reste tres faible (2%).

Plut6t que de partir de simples sels comme les ions tungstate, molybdates, etc. et de les laisser
évoluer en présence ou non d’ions inorganiques assembleurs, il est possible de démarrer a partir de
polyoxométalates ou d’hétéropolyoxométalates pré-formés (POM). La littérature dans le domaine est
relativement abondante. Les polyoxométalates sont parfois considérés comme étant finalement des
ligands inorganiques capables de « complexer » une grande variété d’ions de métaux de transition. On
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peut citer en particulier la série de complexes Na,M>Zn3W190ssavec M= Ru, Mn, Zn, Pd, Pt, Co, Fe et
Rh [239]. Parmi ceux-ci, il semblerait que les POMs a base de manganése soient parmi les plus efficaces
pour catalyser I'’époxydation des alcénes aussi bien acycliques, cycliques que fonctionnalisés par des
fonctions alcool. Cela a été démontré en milieu biphasique en présence de chlorure de
méthyltricapryle ammonium. En revanche, il apparaitrait, dans ce cas-la, que les POMs impliquant les
autres métaux de transition ont tendance a se dégrader en présence de H,0; aqueux, époxydant
uniquement des alcools allyliques primaires. Dans leur revue, Zhou et al. [240] répertorient les
principales stratégies de préparation de catalyseurs hétérogénes basées sur des POMs (Figure 48).

[ Immobilization POM-based [ Solidification
heterogeneous catalytic
i +
materials [NH,*, Cs*, Na*, K*, Cu*, . ®
Ag*, Sn2*, Zn?*, La%*]-POMs

+

9%
> Pl o8
% lonic liquids .

POM anion-based ionic liquids
—
(low melting point, POM-ILs)
IL-based POM ionic solids
(high melting point, IL-POMs)

;%%é%%%
£ ?&\333%‘& i

Organic amines modified POMs
Organic surfactant-POMs

POM based porous frameworks

Figure 48: Principales stratégies pour la préparation de catalyseurs hétérogénes basés sur des POMs [240]

Comme montré sur la figure ci-dessus, il est possible d'immobiliser des POMs sur des polymeres,
comme par exemple des résines de type Amberlite IRA-900° afin d’obtenir un catalyseur hétérogéne
[241], comme pour I'oxydation de terpénes Figure 49.

H,0. Amb-PW

+ e
CH,CN, 38°C

+ H0

Figure 49: Epoxydation du limonéne par H,0; en présence d’'un POM a base de tungsténe immobilisé sur une résine
Amberlite®

Ce catalyseur hétérogéne a été obtenu par échange entre la résine et un anion {PO4JWO(0,).].} et
conduit, dans le cas du limonéne, a une conversion de 84% et une sélectivité en oxyde de limonene de
85% [242]. Une technique permettant de greffer des POMs sur un support consiste a utiliser de la silice,
par exemple de type MCM-41 [238], et a fonctionnaliser la surface de cette derniere avec des
groupements fonctionnels adaptés pour une interaction covalente ou échange d’'ions comme montré
Figure 50.
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Figure 50: Fonctionnalisation, en deux étapes, d’un support silicique MCM-41 visant a I'introduction d’'un groupement
phosporamide (en haut) ou ammonium quaternaire (en bas)

Testés dans I'acétonitrile, les deux catalyseurs ainsi obtenus ont montré des performances différentes
vis-a-vis de I'époxydation du cis-cycloocténe : une conversion de 70% (aprées 12 h de réaction) contre
20% (aprés 16 h de réaction) et une méme sélectivité (> 95%) pour (1) et (2) respectivement. Le
systeme (2) a également permis I'oxydation d’un alcool allylique, le géraniol, avec une conversion >
99% et une sélectivité en 2,3-époxyde de géraniol de 95%. Cette sélectivité importante pour les alcools
allyliques est typique de la chimie du tungsténe, ol la fonction -OH est connue pour coordonner le
métal de transition central permettant I'oxydation de la double liaison a proximité. Pour I'époxydation
du cyclohexene dont I'époxyde est plus sensible aux conditions acides, il est possible d’observer la
formation de diol (conversion de 30% et sélectivité en époxyde de 60%). L’addition d'une base de Lewis
telle que la pyridine conduit a une réduction significative de la formation du diol avec 85% de sélectivité
en époxyde. Parmi les exemples récents, on peut citer les travaux de Poli et al., lesquels ont consisté a
« emprisonner » un POM a base de tungstene dans une silice SBA-15 (Figure 51) [243] pour I'oxydation
de styréne et d’oléate de méthyle. Dans un premier temps, les POMs ont été dissouts dans du
dichlorométhane en présence du solide SBA-15. Ensuite, le dichlorométhane est évaporé permettant
I'adsorption de POMs sur SBA-15. Ceux-ci sont alors déposés soit dans les pores, soit sur la surface
externe de SBA-15. Le matériau obtenu a été dispersé dans du n-octyltriéthoxysilane contenu dans un
mélange de toluéne/pyridine (10: 1) afin de fermer les pores et emprisonner les POM a l'intérieur du
matériau. Apres 2 h de réaction a 50°C, la conversion du styrene est de 100% avec une sélectivité en
époxyde de 99%. Du fait de la faible solubilité de I'oléate de méthyle, la conversion atteint 85% apres
15 h de réaction avec une sélectivité de seulement 5% pour le premier test catalytique.
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Figure 51: lllustration de la procédure d'encapsulation du POM dans le support SBA-15 décrite par Poli et al. [243]

Une autre stratégie consiste a former la matrice silicique directement autour des POMs. Sa synthese
consiste, grace aux interactions électrostatiques, a remplacer les contre-ions d’'un POM [PW1,040]* par
des cations ammonium quaternaire, tels que le di(11-hydroxyundécyl)diméthylammonium, pour
obtenir des complexes supramoléculaires (SEP). La structure du SEP est similaire a celle d'une micelle
inverse et une matrice de silice sera formée autour des SEP par condensation sol-gel a 'aide d’un
précurseur TEOS. L’époxydation du cyclohexéne avec ce type de structure, a conduit a une conversion
de 85% aprés 2 h a 25°C, avec une sélectivité en époxycyclohexane de 100% [244]. Un autre exemple
intéressant est I'époxydation du cyclohexéne par H,0, en présence de [TT-CsHsNCigH33]3[PO4(WOs3)4]
qui est en fait un sel résultant de I'association d’un ion hétéropolyoxotungstate et d’'un ion ammonium
guaternaire cétylpyridinium [245]. L'intérét de ce catalyseur est sa facilité de récupération par
précipitation. Le catalyseur est insoluble dans le milieu réactionnel, mais sous l'action de I'un des
réactifs, ici H,0,, il peut former des espéces actives solubles qui réagissent ensuite avec le substrat
pour générer le produit souhaité. Lorsque H,0, est entierement consommé, le catalyseur reprend sa
structure d'origine et précipite a partir du milieu réactionnel. En fait, les atomes d’oxygene
intramoléculaires ne suffisent pas a compléter la coordination de I'atome de W, de sorte que ce dernier
interagira avec les atomes d'oxygéne d'une autre molécule (par formation d'une liaison W-O-W),
aboutissant ainsi a des structures polymeéres complexes, a I'origine de son insolubilité dans les solvants
organiques.

Il est a noter que les propriétés électroniques des POMs peuvent étre impactées par de nombreux
parametres, tels que les solvants, les interactions POM-cations et les liaisons covalentes a un support
[246] [247] [237].

Une autre famille de complexes beaucoup utilisés comme catalyseurs pour I'époxydation des
oléfines par H,0; est celle des métalloporphyrines [241, 248]. Celles utilisées en catalyse d’oxydation
sont le plus souvent synthétiques mais leur exploitation s’inspire des bonnes performances des
métalloporphyrines biologiques, en particulier de celles présentes dans le site actif des enzymes
monooxygénases du type cytochrome P450 [249, 250]. Les porphyrines sont des ligands
macrocycliques tétradentes pouvant étre substitués de différentes maniéeres pour faire évoluer leurs

Noémie Balistreri — Thése de doctorat — 2016 55



Chapitre I. Etude bibliographique — Définition d’une stratégie

propriétés électroniques ou leur encombrement stérique ; elles peuvent complexer différents métaux.
Ceux les plus couramment utilisés avec H,0; sont le fer et le manganese au degré d’oxydation lIl. Dans
ce qui suit, nous nous intéresserons plus particuliérement a la porphyrine de manganése Mn"-TCPP
(Manganese tetrakis (4-carboxyphényl)porphyrine) montrée Figure 52, puisqu’elle sera utilisée dans la
suite de I'étude.

CO,H

COzH

Figure 52 : Porphyrine synthétique Mn-TCPP

La porphyrine substituée par quatre groupements 4-carboxyphényle présente I'avantage
d’étre commercialement disponible mais a un cot élevé. Elle est assez facilement métallée par Mn en
la mettant en contact MnCl,.4H,0. Méme si le métal n’est pas le méme, le complexe Mn"-TCPP ainsi
formé est utilisé pour mimer I'activité catalytique des hémoprotéines (monooxygénase, peroxydase...)
en sachant bien que ces derniéres ne fonctionnent normalement qu’en présence de O,, de sources de
H* et d’électrons. Srour et al. [251] ont ainsi rapporté I'époxydation d’alcénes (styréne et ses formes
substituées) par H,0; avec ce type de molécule (Figure 53) dans un mélange tampon/méthanol ((v/v)
1:3) et atempérature ambiante. Une quantité de H,0,, préalablement solubilisée dans 1 mL de MeOH
et équimolaire a celle du styréne, a été ajoutée lentement. La conversion du styrene est alors de 88%
et la sélectivité en époxyde de 99% a 25°C. Dans la perspective de la mise en ceuvre d’une association
chimioenzymatique de catalyseurs, ces conditions d’époxydation nous paraissent largement plus
compatibles que les autres exposées auparavant.

X Catalyst X X
X4~ h 4 > X + X
= H202, HQO/MeOH = = H

X =H, CHz, OCHg, CI, CF5

Figure 53: Epoxydation du styréne et de ses formes substituées dans un mélange tampon/MeOH avec Mn-TCPP et H,0,
comme oxydant [251]

La porphyrine TCPP est intéressante puisqu’elle affiche quatre fonctions acide carboxylique pouvant
se comporter comme des sites de réticulation avec des amines, qu’elles soient localisées a la surface
de supports ou gu’elles soient résiduelles a la surface d’enzymes oxydases, tandis que le centre
métallique contenu dans I’'anneau de la porphyrine agit comme site catalytique d’oxydation. Liée a une
enzyme ou a un support, ce type de porphyrine métallée devrait étre capable de catalyser I'oxydation
de substrats dans des conditions de réaction compatibles avec celles de fonctionnement de la GOx
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(dans l'eau, a pH modéré et dans des conditions de température propices). Par contraste avec les
enzymes peroxydase ou monooxygénase, I'absence de I'environnement volumineux de la protéine
autour de la porphyrine, induisant généralement la spécificité drastique chez I'enzyme, devrait
permettre ici la transformation de substrats variés. Plusieurs travaux ont déja porté sur
I'immobilisation de porphyrines de manganese pour I'époxydation d’alcenes avec H,0, [252-254] ou
méme |'oxygene moléculaire [255]. Tout comme pour les enzymes, différentes approches ont été
élaborées pour immobiliser ces molécules sur des supports : par interactions électrostatiques, par
piégeage dans une matrice solide ou par greffage covalent. Rebelo et al. [253] ont utilisé cette derniere
méthode pour lier de maniére covalente la chloro-2-nitro-5,10,15,20-tetrakis(2,6-dichlorophényl)-
porphyrinatomanganése(lll) [Mn(BNO,TDCPP)CI] a un gel commercial silicique fonctionnalisé par des
groupements aminopropyle. Dans ce cas, la porphyrine est ancrée via la position B du macrocycle

(Figure 54).
Silica
Ar Ar ////
NO, NH
NH2(CH2)3 - silica
Ar Ar » Ar Ar
Cl
Ar =
Ar n-
Cl
Mn(BNO,TDCPP)CI

Figure 54: Immobilisation covalente de la porphyrine Mn(BNO,TDCPP)CI sur un support silicique amino-fonctionnalisé
[253]

L'utilisation de ce catalyseur pour I'’époxydation du cyclooctene a montré les meilleures performances
pour un faible volume de solvant (0,5 mL d’acétonitrile) et une vitesse d'addition de H,0,faible (0,04
mmol / h), avec 89% de conversion du substrat et 99% de sélectivité en époxyde de cycloocténe apres
21 h a 20°C. Ces auteurs indiquent qu’un ajout trop rapide de I'oxydant désactive la porphyrine et
gu’un volume de solvant trop important aurait tendance a rendre I'acces des réactifs au catalyseur
difficile. Bien d’autres supports ont été utilisés. De Paula et al. [254] ont comparé une résine
polymérique (Merrifield) a un gel silicique fonctionnalisé par des groupements bromopropyle. La
liaison covalente de la porphyrine sur ces matériaux est schématisée Figure 55 ci-dessous.
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Figure 55: Immobilisation d’une porphyrine manganése sur un gel silicique fonctionnalisé par des groupes bromopropyl et
sur une résine Merrifield [254]

Mn(Porph)

Dans les mémes conditions (dans I’acétonitrile, pour un rapport molaire substrat/H,0, de 2 avec des
ajouts d’oxydant toutes les 30 min et a 25°C), 'oxydation du cyclooctene est plus efficace avec le
catalyseur sur résine Merrifield ((Porph)-MR) plutot que sur gel de silice (Mn (Porph)-SG). Lors du
premier test catalytique, la conversion est de 96,7% avec la résine® contre 79,4% avec la silice!*. Seul
I’époxyde de cyclooctene est détecté. Lors d’un second test, les conversions passent respectivement
a 57% et 2,2%. La stabilisation du catalyseur (Porph)-MR, actif pendant 4 tests successifs, pourrait
s’expliquer par une interaction favorable des orbitales moléculaires impliquées dans la liaison entre le
métallocomplexe et le support. L'efficacité catalytique plus faible observée pour Mn (Porph)-SG
comparé a Mn (Porph)-MR peut étre attribuée aux différences structurales, dues a I'agent de liaison
entre le support et la porphyrine. Ainsi, De Paula et al. font partie des auteurs qui ont montré que
I'efficacité catalytique est influencée par les conditions de synthese utilisées lors des réactions
d'immobilisation.

L'immobilisation de catalyseurs d’oxydation fonctionnant avec H,0; en solution (catalyse
homogene) ouvre la voie a une nouvelle catalyse hétérogene, proposant des espéces catalytiques
permettant de travailler dans des conditions variées (en solvant ou température). Pour les POMs, les
milieux bi-phasiques chlorés généralement utilisés dans les conditions de Venturello!® peuvent étre
remplacés par des milieux acides comme I'ont montré Noyori. Pour les porphyrines, des milieux
organiques, notamment I'acétonitrile sont trés utilisés, de méme que des milieux aqueux/organiques
(tampon/méthanol) et a température ambiante.

13 Charge en porphyrine sur la résine obtenue par analyse élémentaire basée sur la teneur en azote : 0,75% en
masse

14 Charge en porphyrine sur la silice obtenue par analyse élémentaire : 1,08% en masse

15 Les conditions de Venturello utilisent un milieu biphasique a base de solvants chlorés
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3.1.2. Catalyseurs hétérogenes d’oxydation avec H,0:

Ici, nous nous intéressons a des catalyseurs hétérogenes constitués par la dispersion de phases
actives inorganiques au sein de matrices inorganiques. Il n’est plus question de ligands ou de bras
organiques. Pour les métaux en question, la matrice inorganique joue en quelque sorte le réle de ligand
« inorganique » empéchant du coup la formation d’agrégats ou de clusters d’oxydes de la phase active.
L'isolement des sites actifs qui en résulte est a la base, en général, d’une réactivité accrue. Concernant
les réactions d’époxydation avec H,0, les catalyseurs les plus efficaces font intervenir des métaux de
transition de configuration d° comme le W (VI1), V (V), Nb (V), Ta (V), et Ti (IV). Dans ce cas, le métal ne
peut étre oxydé davantage ; il agit au premier abord comme un acide de Lewis, comme présenté Figure
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Figure 56: Mécanisme d’action de I'espece métallique impliquée dans I’époxydation d’alcénes par H,0,

Plusieurs stratégies peuvent étre envisagées pour insérer I'espece métallique sur le support.
Dans une revue publiée en 2001 [256], Sheldon en cite quatre, qui sont présentées Figure 57. L’ion
métallique peut ainsi étre incorporé au sein du réseau oxyde constituant le support soit lors de sa
synthése hydrothermale, soit par post-modification. Le greffage de I'espece métallique s’effectue le
plus souvent par imprégnation. Il est également possible de lier I'espéce active au support via un ligand
espaceur, lui-méme greffé en surface de la matrice (cf. exemples en 4.1.1.). Enfin une derniere
méthode consiste a encapsuler le complexe métallique dans les cages d’'une matrice solide telle qu’une
zéolithe [257, 258], une argile telle que la montmorillonite [259] ou a l'intérieur de membranes
polymériques, par exemple du type polydiméthylsiloxane [260].
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Figure 57 : Stratégies pour I’hétérogénéisation d’un centre métallique dans une matrice inorganique [256]

Différents métaux de transition pouvant étre utilisés seront présentés dans ce qui suit, a
savoir le tungsténe, le vanadium et niobium, puis le titane qui sera largement développé.

Comme énoncé précédemment en 4.1.1, le tungstene peut étre utilisé pour I'époxydation
d’alcénes par H,0;, notamment en supportant les peroxométallates correspondants. Le matériau
silicique SBA-15 a été utilisé par Tang et al. [261] pour le greffage d’un complexe
oxodiperoxotungsténe [WO(02).L] (L = pyrazolylpyridine, éthylénediamine, imidazole, 4,4’-bipyridine
modifié en vue de son greffage) comme présenté Figure 58 ci-dessous, pour I'époxydation du
cyclooctene avec H,0,. Plusieurs échantillons ont été synthétisés, se différenciant par le ligand L utilisé
lors du greffage entre le solide et I'espece active. Le catalyseur utilisant la pyrazolylpyridine est celui
montrant les meilleures activités catalytiques : apreés six tests catalytiques a 55°C dans CHsCN, la teneur
en W est constante (0,13 a 0,12 mmol/g), le catalyseur est relativement stable puisque la conversion
en cycloocténe passe de 76 a 73% (sélectivité en époxyde de 100%), pour un rapport substrat/H,0,
équimolaire et apres 10 h de réaction. La température d’époxydation est un parametre important
puisqu’apres 4 h de réaction, la conversion du cycloocténe avec ce méme catalyseur atteint 11, 40 et
80% a 35, 55 et 70°C, respectivement.
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Figure 58: Greffage d'un complexe oxodiperoxotungsténe sur un support SBA-15 [261]

Une étape de post-synthese a également permis le greffage de tungsténe et peroxotungsténe sur ce
méme support SBA-15, doté de fonctions amines grace a I'utilisation de I’APTES [262]. Les matériaux
résultants (pourcentage massique de W, obtenu par analyse ICP, variant de 17,7 a 18,5%) se sont
avérés remarquablement efficaces pour I'oxydation du cycloocténe (conversion et sélectivité > 98%).
Apreés six cycles d’utilisation, I'activité catalytique ne diminue que faiblement ; la conversion passe de
98,9% a 93,3% et la sélectivité en oxyde de cycloocténe de 98,4% a 97,4%, aprés 5 h de réaction a 60°C
dans CHsCN, pour un rapport substrat/H,0, équimolaire.

Des catalyseurs résultant de la combinaison d’oxydes de tungsténe (3,8% en masse) et de zinc (0,8%
en masse) supportés sur SnO; (Seer = 51 m2.g™!) par imprégnation, développés par Kamata et al.
conduisent également a de bons rendements en époxydes (> 80%) pour différentes catégories
d’alceénes (allyliques, cycliques, ramifiés) [263]. Les époxydations du propyléne et du cycloocténe ont
abouti a de bonnes performances catalytiques dans le diméthyl carbonate (DMC) a 60°C, puisqu’apres
5 tests catalytiques successifs, les rendements obtenus en époxyde évoluent comme suit : 84%, 85%
94% 91% et 81% puis > 99%, 99%, 98%, 95% et 99% respectivement.

Le tungstene peut également étre incorporé par synthése directe au sein de matériaux
siliciques mésostructurés a deux (comme SBA-15) ou a trois dimensions (SBA-16, KIT-5 et KIT-6) [264].
Sur SBA-16, R. Maheswari et al. ont réussi a faire varier les pourcentages massiques de tungsténe de
2,7 a30,4%. Ici, il a été montré que les espéces isolées « WO 4» et les oligomeres sont responsables de
I’époxydation du cyclohexéne. Cette derniére est apparemment plus performante avec des matériaux
a trois dimensions, avec 36 contre 22% en conversion et 56 contre 59% en sélectivité de I'époxyde, en
utilisant SBA-16 (Si/W = 22) et SBA-15 (Si/W = 25) respectivement aprés 6 h a 50°C dans I’acétonitrile
et pour un rapport substrat/H,0, équimolaire. Le sous-produit majoritaire obtenu est le cyclohexéne-
1-ol. Malheureusement, un lessivage important de W est observé. Aprés 4 tests successifs, les auteurs
observent un lessivage de 30 a 40% des especes W sur SBA-16.
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Un autre métal de transition pouvant étre utilisé avec H,0; est le vanadium. Cependant, dans
la revue de Sheldon déja citée [256], il est rapporté que les catalyseurs mis au point avec ce métal
(immobilisé sur un xérogel, une silice mésoporeuse ou méme encapsulé) sont instables. L'espece
métallique est lessivée en présence de liquide, ce qui conduit finalement a une catalyse plut6t
homogene.

L'incorporation du vanadium dans le squelette d’une silice telle que MCM-41 ne semble pas aisée et
semble dépendre de la source du métal utilisée [265]. Les sels dissous (comme le chlorure de
vanadium) sont plus simples a intégrer dans la structure de la silice que les métaux déja coordonnés a
I’'oxygéne, comme les ions vanadyle (VO?*) utilisés par Ziolek et al. Les catalyseurs ainsi préparés
conduisent a d’assez faibles sélectivités en époxyde.

Récemment, Thornburg et al. [266] ont étudié le greffage de complexes a base de ligand
calixaréne avec des métaux de transition des colonnes 4 et 5 dont le vanadium, sur des particules de
SiO; en vue de catalyser I'époxydation du cyclohexene et du styrene avec H,0,. Un calixaréne est un
macrocycle obtenu par la condensation d’'un phénol donné avec un aldéhyde. Il a la particularité de
présenter une cavité hydrophobe dans laquelle peut étre introduite de petites molécules. De plus, les
atomes d’oxygene des groupements -OH induisent une polarisation négative qui leur permet
d’interagir avec des cations et de les retenir au centre du macrocycle, comme présenté Figure 59.

(1) n-BuLi, THF 5
O
PN TN
(2) VCI3(THF)a, NCY s
/O OHOH O B V’

Figure 59: Greffage du vanadium sur SiO; par le biais d'un complexe avec un calixaréne [266]

Ici, le calixaréne joue le réle de transporteur pour le greffage du vanadium. Il peut étre conservé
pendant la réaction catalytique ou éliminé par calcination avant. Ce ligand volumineux, fortement
chélaté au métal, est a I'origine de sites actifs hautement isolés et accessibles comme I'ont montré
Notestein et al. avec le méme type de matériau mais avec Ti [267, 268]. Ces auteurs utilisent le seuil
de la transition LMCT du calixaréne-Ti" comme sonde de la structure du catalyseur, de la méme facon
que les seuils d’énergies sont utilisés pour caractériser les oxydes métalliques dispersés. L’étude des
performances catalytiques est caractéristique de matériaux présentant des sites isolés comme la
zéolithe TS-1. Il a été montré que I'encombrement stérique et les liaisons multidentées des calixarénes
conduisent a une stabilité structurelle et un comportement, au cours de I'époxydation du cyclohexéne,
caractéristique d’especes Ti isolées. Cependant, le greffage du vanadium par cette méthode n’a pas
abouti a un catalyseur d’époxydation trés efficace vis-a-vis du cyclohexéne et du styrene. La sélectivité
en faveur de I'’époxyde est la plus faible comparée a d’autres métaux étudiés (Nb, Ti et Ta ou méme Hf
et Zr), conduisant a un rendement moins bon. Il semblerait qu’avec le vanadium, une voie de réaction
radicalaire soit favorisée plutot qu’une activation hétérolytique de H,0,, comme présenté Figure 60.
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Figure 60: Chemins de réactions proposés pour I'oxydation du cyclohexéne [266]

D’autres catalyseurs de degré d’oxydation V tels que le niobium [269, 270] et le tantale [271,
272], également capables d’assister I'époxydation des alcénes par H,0,, ont été introduits de la méme
facon sur des supports siliciques. Les matériaux résultants catalysent efficacement I'époxydation du
cyclohexene. C’est le cas notamment de Nb-SiO; qui permet d’obtenir une sélectivité en époxyde de
I'ordre de 85%, a 90°C dans CHsCN. |l est indiqué que la version calcinée de Nb-SiO, semble étre stable
vis-a-vis du lessivage et du recyclage, tandis que le solide Ta-SiO; est plus actif et sélectif avant d’étre
calciné.

Trejda et al. [273] ont quant a eux incorporé Nb par synthése directe dans un matériau SBA-15 (Si/Nb
= 15), en utilisant NbCls et le TEOS comme précurseur de nobium et de silice, respectivement. lls ont
ensuite procédé a I'oxydation du cyclohexene avec H,0,, a 45°C dans CH3CN. Dans ces conditions, la
meilleure conversion de I'alcene est de de 72% apres 40 h, mais la sélectivité en faveur de I'époxyde
n'est que de 8% alors que celle en diol est de 59%. Il a été mis en évidence que la formation de
I'époxyde ne dépend pas seulement de l'isolement du niobium, mais aussi de I'acidité de surface. En
présence de centres acides, |'époxyde peut encore réagir avec une autre molécule de peroxyde
d'hydrogene ou d’eau pour former un diol. Ainsi, les échantillons présentant des teneurs en niobium
plus importantes (Si/Nb = 5 vs. 15) ont montré un caractére acide plus important (le nombre de sites
acides passe de 436,7.10Y molécules a 797,9.10% molécules) et les sélectivités en diol pour ceux-ci
augmentent de 59 a 73% respectivement.

Plusieurs métaux de transition de degré d’oxydation IV, tels que Ti(IV), Zr(IV), Hf(IV) et Sn(IV),
ont été greffés sur des supports pour des applications en catalyse d’époxydation. Parmi eux, Hf(IV) et
Sn(IV) montrent en général les plus faibles activités et sélectivités en époxyde pour les réactions
menées avec H,0,[266, 274]. La formation d’une espéce surfacique hydroperoxo est un préalable en
vue de l'activation de H,0O, par ces catalyseurs. L’'interaction de H,0, avec ces métaux dépourvus
d’électrons de valence s’apparentant a une réaction acide dur/base dure, on s’attend a ce qu’elle soit
favorisée avec I'augmentation de la dureté de I'acide, laquelle est directement reliée au niveau
d’énergie de la LUMO du métal. Ainsi, plus basse est cette énergie, meilleur est le transfert de la
densité d'électrons du fragment peroxyde au métal et donc I’activation de la liaison O-O requise par la
formation de I'époxyde. Une étude théorique de ce type, présentée ci-dessous, effectuée par Borona
et al. [274], illustre la meilleure activité catalytique de Ti dans le cas d’une série homologue de zéolithes
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(Ti-Beta, Zr-Beta et Sn-Beta). Dans cette étude, les auteurs s‘intéressent aux sites métalliques isolés
connus pour agir comme un acide de Lewis et a I'adsorption d'une molécule sur le centre métallique
entrainant une modification des niveaux électroniques a la fois du métal et de la molécule. Ainsi,
I'activité d'un catalyseur pour une réaction donnée dépend non seulement des propriétés du site actif
isolé, mais aussi des changements causés par son interaction avec les molécules de réactif.
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Figure 61: Niveaux d’énergie LUMO des espeéces Il (peroxyde d'hydrogéne adsorbé) et lll (espéce hydroperoxométallique)
calculés pour les zéolithes Ti-, Zr- et Sn-Beta.

Voila pourquoi, ici nous nous intéressons aux catalyseurs hétérogénes a base de titane lesquels
sont largement reconnus pour leur activité en utilisant le peroxyde d’hydrogene pour I'époxydation.

L'utilisation de catalyseurs hétérogenes titanés pour I’époxydation en phase liquide a d’ailleurs
commencé avec le développement, par Shell, d’'un catalyseur constitué de 2% en masse de TiO; sur
silice (présenté au point 1. de ce chapitre). L’activité catalytique de Ti(IV)/SiO- a alors été attribuée a
la présence de ligands silanoxy dans la sphere de coordination de Ti. Ceux-ci, en lien avec leur caractere
accepteur, vont d’une part exacerber Il'acidité de Lewis du Ti(lV) et d’autre part empécher son
oligomérisation pour donner des espéces non réactives, comme cela est le cas en solution si les ligands
utilisés ne sont pas adaptés. Cependant le plus gros inconvénient de ce genre de catalyseur réside dans
leur sensibilité marquée pour la désactivation suite a la coordination, en particulier, de I'eau [275].
Rappelons d’ailleurs que dans le cas de la compagnie Shell, I'oxydant utilisé était de I’"hydroperoxyde
d’éthylbenzéne. L'utilisation de H,0; a été introduite plus tard avec la conception, par Enichem, de la
zéolithe TS-1 [276, 277] laquelle présente d’intéressantes propriétés hydrophobes de par sa structure,
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qui lui conferent une activité importante pour I'époxydation d’alcénes. La TS-1 est une zéolithe a base
de silicium, de titane et d’ions oxyde présentant une structure MFI tridimensionnelle identique a celle
de la ZSM-5. L’espéce active Ti(IV) y est connue pour se substituer, de maniére isomorphe, au silicium,
et sous forme d’espéces isolées de coordination tétraédrique tres actives, qui font la particularité de
ce matériau. En effet, le titane en coordination octaédrique comme dans TiO; anatase est connu pour
décomposer le peroxyde d’hydrogéne et ne pas permettre un transfert efficace de I'oxygéne
nécessaire a I'époxydation [278]. La réactivité des centres catalytiques vis-a-vis de I'oxydation est
généralement attribuée a la coordination tétraédrique de Ti(IV) au sein de la matrice : -Si-O-Ti-O-Si. En
présence d’eau, I’hydrolyse de I'espéce précédente Si-O-Ti-O-Si entraine la formation des espéces Ti-
OH et Si-OH, tandis qu’avec H,0; elle se solvolyse pour former |'espece peroxyde active Ti-OOH et Si-
OH, ainsi montré ci-dessous.
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Figure 62: Activation du centre catalytique Ti(IV) par H,0, pour former I’espéce peroxyde Ti-OOH [279]

Cependant, les choses sont un peu plus compliquées que cela. En effet, récemment des études XPS
poussées ont montré la présence de deux types de sites Ti(IV) distincts dans la TS-1: les espéces
tétraédriques Ti(lV) du réseau substituées a Si(IV) et les espéces tétraédriques Ti(IV) greffées a la
surface des groupes hydroxyles [280]. Une étude portant sur I'époxydation du propylene en phase gaz
utilisant des mesures de chromatographie couplées a de la spectroscopie Raman (GC-Raman) a montré
que les espéces Ti hors réseau (non tetraédriques) étaient d’ailleurs responsables de la formation de
I’oxyde de propyléne du fait de leur importante acidité, supérieure a celle de TiO, anatase [281].

Comme énoncé précédemment, la particularité de la TS-1 est son fort caractére hydrophobe,
permettant I'adsorption sélective de substrats organiques a l'intérieur des canaux du matériau. Des
mesures d’adsorption de gaz (CO, CH4 et (CHs),0) utilisant le model MEA (Multiple Equilibrium
Analysis), couplées a des mesures de titration calorimétrique et d’isotherme d’adsorption ont mis en
avant, comme attendu, I'absence de sites acides tres forts de type Bronsted sur TS-1 comparé a HZSM-
5, ainsi qu’'une moindre densité de fonctions permettant des liaisons hydrogene sur les surfaces
interne et externe du matériau [279]. Cette absence d'acidité de surface (acide fort et liaison
hydrogene) semble expliquer les propriétés hydrophobes de la TS-1. Une étude récente menée par
Clerici [194] a montré que les propriétés catalytiques de la zéolithe TS-1 sont strictement dépendantes
de sa structure MFI. Ainsi, il semblerait que la structure cristalline stabilise I'ancrage tripode de Ti vis-
a-vis de I'hydrolyse d'une seconde liaison Ti-OSi qui transformerait les especes actives Ti-OOH en
espéces inactives Ti(n?02) [282].
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Figure 63 : Equilibre entre les espéces Ti-OOH et Ti(n20;) [194].

Finalement, le caractere hydrophobe de la surface et la taille « moléculaire » des pores dus a la
topologie MFI favorisent une physisorption importante des substrats apolaires tout en affaiblissant
celle de I'eau, bien connue pour étre un inhibiteur d’activité de Ti. En effet, ces deux paramétres
couplés maximisent la probabilité de collision entre le substrat et I'espéce H,0, activée [194]. Toutes
ces propriétés font de la zéolithe TS-1 un excellent catalyseur pour I'époxydation d’oléfines de petites
tailles [283], a savoir celles qui peuvent s’accommoder d’un diamétre de pores moyen < 5,5 A parmi
lesquelles, le 1-hexéne [284, 285], le cyclohexéne [286], les alcools allyliques [287] ou méme
récemment le furfural [288].

Pour s’affranchir de ces limitations stériques, Corma et al. [289, 290] ont incorporé du titane dans la
zéolithe Beta (Ti-Al-Beta), présentant des pores de structure tridimensionnelle légerement plus gros
(7,6 x 6,4 A). Cependant, la présence d’aluminium contenu initialement dans la zéolithe Beta introduit
une acidité de Bronsted qui décroit la sélectivité en époxyde en entrainant I'ouverture du cycle oxirane
par catalyse acide [289, 291]. Un catalyseur Ti-Beta dépourvu d’aluminium a alors été mis au point
[292] pour I'époxydation du 1-octéne, du norbornéne (a 60°C dans MeOH avec substrat/H,0, = 2) ou
méme de substrats un peu plus gros comme le cycloocténe, les terpenes cycliques ou des alcools
allyliques dont le nombre de carbone varie de 6 a 10 par exemple (a 70°C dans CHsCN avec
substrat/H,0, = 2). Ce solide Ti-Beta desaluminé présente encore une faible acidité de Bronsted et
pour les substrats linéaires, I'activité de ce genre de catalyseur est Iégerement inférieure a celle de TS-
1. Cependant, il y a apparemment un potentiel catalytique pour les substrats plus encombrants avec
une conversion pour le norbornéne de 13,3% contre 10,1% (0% avec la TS-1) et des sélectivités
respectives de 56 et 27%.

Il est intéressant de noter que la nature du solvant peut jouer sur I'activité catalytique. Par
exemple, Corma et al. [290] ont montré que I’oxydation du 1-hexene par H,0; en présence de Ti-Beta
est plus sélective vis-a-vis de I'époxyde lorsqu’elle est effectuée en solution dans un solvant polaire et
aprotique, comme |’acétonitrile. Ce dernier va, en effet, empoisonner les sites acides de Bronsted du
fait de son caractére basique. Dans le cas de la TS-1, il semblerait qu’un solvant protique comme le
méthanol, soit plus approprié pour cette méme réaction comme I'ont démontré par le calcul les
travaux de Ramachandran et al. [284]. Wréblewska et al. ont ainsi proposé que le méthanol pouvait
intervenir et aider a la formation de I'espéce active formée par Ti et H,0, [290, 293], comme montré
Figure 64.
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Figure 64: Implication du méthanol dans I'activation de Ti par H,0; pour I’époxydation du but-3-éne-2-ol [293]

La différence de réactivité en fonction du solvant semble liée au comportement hydrophile et
hydrophobe de la Ti-Beta et de la TS-1 respectivement. || semble alors possible de prévoir quel genre
de solvant (aprotique ou protique) est le plus judicieux d’utiliser selon I'affinité du solide avec I'eau.

De méme, des matériaux mésoporeux siliciques pouvant accueillir de plus grosses molécules
tels que ceux décrits au point 3.1.1 de ce chapitre, ont été utilisés comme supports pour insérer
I'espece catalytique a base de titane. Citons par exemple Ti-MCM-41 [294, 295] et Ti-MCM-48 [296,
297]. l'incorporation du titane dans ce genre de matériaux a été réalisée soit par synthése directe, soit
dans une étape de greffage (post-synthése). Des précurseurs moléculaires tels que I'orthotitanate de
tétrabutyle (TBOT) ou de tétrapropyle (TPOT) sont communément utilisés. En 2011, Wang et al. [298]
ont préparé des matériaux Ti-MCM-41 et Ti-MCM-48 par synthése directe et post-synthese afin
d’étudier I'influence des procédures de synthése sur la dispersion du titane et sur I'activité catalytique.
Les auteurs ont alors montré que Ti-MCM-41 congu par post-synthese affiche la plus forte activité pour
I'époxydation du cis-cycloocténe, de I'a-méthylstyréne et du 3-méthyl-2-buten-1-ol avec H,0, aqueux
dans 'acétonitrile. La caractérisation des différents catalyseurs a permis de démontrer par UV-DR que
ce dernier est celui qui posséde le plus de sites isolés du Ti en coordination tétraédrique ainsi que la
structuration des pores la plus ordonnée. En effet, il apparait plus difficile, lors de la synthése directe,
d'empécher la formation de clusters Ti-O-Ti du fait des réactivités assez différentes des alcoxydes de
Ti et Si d’'une part, et d’autre part, du fait de I'utilisation de températures de calcination élevées pour
éliminer complétement les molécules d’agent structurant.

Comme dans d’autres applications, les matériaux mésoporeux de type SBA-15 ont
progressivement été testés comme supports en lieu et place de leurs analogues MCM-41. lls sont non
seulement capables d’accueillir des substrats volumineux mais sont réputés de bénéficier d’une
stabilité hydrothermale plus importante en raison d’une épaisseur de parois accrue (3-6 nm) [299]. De
la méme fagon que pour les matériaux précédents, il est possible d’introduire le titane de maniére
directe [300-305] ou par voie de post-synthése a |'aide de précurseur solubilisés [297, 305-307] ou
gazeux [308-311]. Cependant, la synthése directe des silices de type SBA-15 a lieu en milieu fortement
acide ([HCI] = 1,6 M) rendant difficile I'incorporation du titane. Plusieurs méthodes ont donc été
proposées afin d’améliorer l'incorporation du titane, comme par exemple, I'addition d’ions fluorure

Noémie Balistreri — Thése de doctorat — 2016 67



Chapitre I. Etude bibliographique — Définition d’une stratégie

dans le gel de synthese [300], I'ajustement du pH en cours de synthése vers des valeurs plus neutres
[312] ou l'utilisation d’'un traitement hydrothermal sous micro-ondes [302]. Notons que certains
travaux, ceux notamment de Morey et al. [297] basés sur des analyses PAS (photoacoustique) - FTIR,
mettent en garde contre le fait que la plupart des espéces du titane peuvent étre encapsulées dans les
murs des parois du matériau et étre inaccessibles pour la catalyse lors d’'une synthéese « one-pot » du
catalyseur.

Rappelons également qu’au point 3.1.1 de ce chapitre, le développement continuel de
matériaux siliciques supports a conduit a I'apparition de mousses mésocellulaires : les MCFs. Nous
avions ainsi pu voir que ces mousses présentent une structure tridimensionnelle amorphe a larges
cellules sphériques (20-42 nm) interconnectées entre elles par des fenétres communicantes (9-22nm).
Cette texturation devrait non seulement permettre I'oxydation de substrats volumineux mais
également pallier aux problémes de diffusion des différents composés (substrat, produits ou oxydant).
Jusqu’a présent, tres peu de travaux ont porté sur I'époxydation d’alcenes avec H,0; catalysée par des
catalyseurs de type Ti-MCF. En 2005, Maksimchuk et al. ont préparé ce type de matériau en
incorporant le titane par une voie de post-synthese et I'ont utilisé pour catalyser I'oxydation de I'a-
pineéne par H;O, [220]. Il est comparé, dans ces travaux, au solide a base de tungsténe
HsPW11TiOg40/silice. Dans I'acétonitrile a 50°C et, pour un rapport équimolaire substrat/H,0,, Ti-MCF
est aussi efficace que HsPW11TiO4o/silice en termes de taux de conversion (de I'ordre de 60%). Plus
récemment, O’Callaghan et Sullivan [305] ont comparé les catalyseurs Ti-SBA-15 et Ti-MCF dans le
cadre de I'époxydation du cyclohexéne avec H,0, produit in-situ a partir de O, et H, grace a une
dispersion de nanoparticules de Au ou Au-Pd présentes au sein de ces matériaux. Les auteurs ont
d’abord analysé la capacité de chacun des deux supports a accueillir Ti puis ont testé I'activité des
catalyseurs résultants en présence de H,0, 30% en masse a 60°C dans MeOH. A priori, il est apparu
que l'incorporation de Ti est plus efficace dans MCF que SBA-15; I'activité de Ti-MCF est également la
plus importante. La conversion en cyclohexene est de 94% avec un rendement en époxyde de 5%,
tandis que la conversion et le rendement avec Ti-SBA-15 sont respectivement de 83 et 1%. Cependant,
lors de la mise en ceuvre du dispositif de production de H,0; in-situ avec Au, les tendances s’inversent
et les performances avec Ti-SBA-15 sont légérement meilleures (7% de conversion pour 4% de
rendement, contre 2% et 1% respectivement avec Ti-MCF). Les performances avec ces derniers
catalyseurs sont cependant faibles et donc a perfectionner, mais les auteurs observent un lessivage
minime de Ti, Au et Pd, que ce soit avec H,0; ajouté ou produit in-situ, preuve de la bonne introduction
de ces especes au sein des matériaux.

En fait, dés 2003 Kaliaguine et son équipe ont soulevé deux inconvénients majeurs pour les
matériaux MCFs ; a savoir le caractére hydrophile de leur surface (tout comme SBA-15) et la nature
amorphe de la paroi de leurs pores, deux parametres qui tendent a limiter leur utilisation dans les
réactions d’oxydation impliquant H,0,. Ainsi, deux approches proposées par Kaliaguine pour pallier
aux inconvénients de l'utilisation de matériaux amorphes a larges pores tel que MCF ou UL
reviennent a introduire de la zéolithe TS-1. Aussi, ces auteurs ont-ils proposé de mettre au point une
version de Ti-MCF silicique recouverte d’une sorte de revétement de TS-1 (TS-1 coated Ti-MCF ou
TS1@MCF) [313, 314]. Pratiquement, il s’agit d’abord de synthétiser le matériau Ti-MCF puis
d’imprégner ce dernier par un gel de synthése de TS-1 (Si/Ti atomique = 65, en utilisant le TPOT et le
TEOS comme source de titane et silice respectivement) et de laisser cette derniere se former dans des

16 Matériau 3 ultra-larges pores
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conditions qui lui sont favorables et sans trop dégrader le support amorphe mésoporeux. La parade
consiste a utiliser notamment un solvant visqueux comme le glycérol. Cette opération a été répétée
(TS1-MCF1 et TS1-MCF2 respectivement dans le tableau qui suit). Globalement, ces traitements
s’accompagnent d’une diminution des valeurs des différents parameétres texturaux (volume de pores,
surface spécifique (-40% environ) et dimensions des cellules et des fenétres). Le matériau deux fois
enrobé a également subi un traitement de silylation. Les effets en termes d’activité catalytique n’ont
pas été analysés par les auteurs dans le cadre d’une réaction d’époxydation mais lors de I’hydroxylation
du 1-naphtol par H,0, une réaction tres peu efficace en partant de Ti-MCF. L'effet de I'ajout du
revétement de TS-1 puis du traitement de silylation est clairement visible dans le Tableau 2. Les
revétements de type TS-1 ont permis de doubler, voire de tripler la conversion du 1-naphtol et méme
de l'augmenter d’un facteur huit apres I'étape de silylation. En paralléle, I'utilisation du peroxyde
d’hydrogéne devient de plus en plus efficace sans pour autant que son taux de décomposition par
dismutation ne varie fortement (toujours 9,7% pour le matériau le plus efficace). Pour la bonne
compréhension de ces faits expérimentaux, il aurait été bien que les auteurs réalisent la silylation de
Ti-MCF de départ pour permettre une meilleure analyse des apports respectifs de la TS-1 et des
fonctions triméthylsilyles. Malgré tout, il apparait que ce genre de matériau, présentant une structure
de pores bimodale combinant a la fois les avantages des zéolithes et des tamis moléculaires
mésoporeux, pourrait étre également tres intéressant dans le cadre de I'époxydation d’alcénes par
H.0..

Tableau 2: Hydroxylation du 1-naphtol avec H,0; en utilisant Ti-MCF et Ti-MCF recouverte de TS-1 (TSI@MCF) [313]

Echantillon Matériau Conversion Sélectivité H,0, TON (mol.mol-1 Décomposition
1-Naphtol (mmol) (mol%)? Ti/24 h)® H,0, (mol%)
1 Ti-MCF 0,12 12,8 9,9 7,9
2 TS1-MCF1 0,205 24,8 16,7 5,9
3 TS1-MCF2 0,295 27,2 24 7,5
4 TS1-MCF2-sil® 0,947 48,8 76,2 9,7

Conditions de réaction : 0,1 g de catalyseur, 0,007 mol de 1-naphtol, 2,1 g de H,0,aqueux (30% mass.), 10 g

d’acétonitrile, 60°C pendant 24 h.

aSélectivité de H,0; : H,0, consommé lors de I’oxyfonctionnalisation par rapport au H,0; total utilisé.

bTON : moles de H,0; converties par mole de Ti aprés 24 h de réaction

¢Echantillon TS1-MCF2 silylé
Cette approche a été mise en ceuvre avec d’autres supports mésoporeux a base de titane dotés de
larges pores. L’équipe de Kaliaguine a ainsi développé des matériaux micro/méso de type UL-TS-1 [313]
en mettant en contact un matériau mésoporeux a ultra-larges pores avec de I'hydroxyde de
tétrapropylammonium (TPAOH) de facon a promouvoir la cristallisation de clusters de zéolithe. L'étape
de cristallisation s’effectue dans un autoclave a 120°C en présence d’une trés faible quantité d’eau. Ici
aucune source de Ti supplémentaire n’est ajoutée, celui-ci provient du matériau de base qui subit par
la suite une cristallisation. Il est attendu que les nanocristaux ainsi formés se retrouvent « noyés » dans
la matrice amorphe et que le matériau final (UL-zéolithe) présente des mésopores dont les parois ont
des caractéristiques cristallines. Les parameétres texturaux du matériau résultant sont relativement
proches de ceux TSI@MCF.

Les mesures de DRX et les essais catalytiques, ici encore pour I’hydroxylation du 1-naphtol avec H,0,,
tendent a indiquer qu’environ 70% de la surface des mésopores du matériau UL-TS-1 est cristalline.
D’ailleurs en termes d’activité catalytique, les valeurs de conversions et de TON sont assez proches de
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celles du Tableau 2 dans les mémes conditions. Cependant H,0, ne semble pas consommé de fagon
plus efficace ; son taux de décomposition par dismutation est méme largement supérieur.

Parmi les différents titanosilicates présentés, la zéolithe TS-1 est incontestablement le
matériau qui présente la meilleure activité catalytique dés lors que les substrats sont adaptés a sa
porosité. Cette activité est liée a la nature des sites catalytiques et au caractére hydrophobe de sa
surface qui permet de lutter contre la désactivation par coordination d’'un nombre trop important de
molécules d’eau. Cet aspect revét toute son importance quand I'oxydant est le peroxyde d’hydrogéne
en solution aqueuse. Un autre moyen d’élargir finalement le champ d’application de cette zéolithe
revient a la modifier par un post-traitement visant a créer une mésoporosité supplémentaire. Cette
approche dite de hiérarchisation de la porosité, valable pour différents types de zéolithes [315-317],
consiste a procéder a une désilication sélective par attaque (NaOH ou NHs) a des concentrations (0,1-
0,8 M de NaOH), températures (65°C) et durées (30 min-1 h 10) qui dépendent de la mésoporosité
désirée. Elle a été appliquée en particulier a la zéolithe TS-1 [318-321]. La concentration de la base et
le temps de traitement sont deux parametres importants pour contréler I'ouverture de la porosité. Un
post-traitement par HCl peut d’ailleurs étre utilisé pour neutraliser plus efficacement I'action de NaOH
stoppant ainsi la désilication. La Figure 65 ci-dessous montre le changement évident de morphologie
du matériau obtenu par Silvestre-Albero et al.

Figure 65: Images MET de la TS-1 originale (a gauche, barre d'échelle = 100 nm) et de la TS-1 désilicatée par NaOH (0,4 M)
pendant 30 mins suivi par un post-traitement avec HCI [319]

Dans ce cas précis, un tel traitement se répercute logiquement par une augmentation de la proportion
de Ti dans le matériau (au-dessus de 2,6 a 21,9 % de Ti), et une ouverture de la mésoporosité (qui
passe de 0,39 a 0,73 cm3.g?), tout en réduisant la surface spécifique du matériau (sur les images ci-
dessus Sger varie de 440 m2.g! au départ a 185). Dans ces travaux, deux molécules modeéles de tailles
différentes ont été époxydées avec H,0,: le cyclohexene et une forme substituée de ce dernier, le 1-
tert-butyl-1-cyclohexene. Comme attendu, la zéolithe TS-1 favorise I’oxydation du cyclohexéne et non
celle du 1-tert-butyl-1-cyclohexéne (taux de conversion égaux respectivement a 62 et 16%). En
revanche, le catalyseur modifié Figure 65 conduit a une plus grande conversion de cette derniere
molécule, jusqu’a 35%, tout en défavorisant celle du cyclohexéne de 30%, sans doute suite a la
dégradation concomitante des sites actifs de départ. La similarité des conversions s’explique par
I’élargissement des pores, dans lesquels les deux substrats peuvent tous deux pénétrer.
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La distribution en taille des mésopores ainsi créés n’est pas particulierement controlée. Wilde et al.
[318] ont proposé récemment de faire intervenir un agent structurant a longue chaine du type de ceux
utilisés pour les syntheses de matériaux aux mésopores structurés, comme I'ion CTMA* (OH" ou Br’).
Pour se faire, ces auteurs ont proposé une approche en deux étapes faisant intervenir d’abord une
désilication partielle de la TS-1 par voie alcaline a 65°C pendant 70 min (NaOH a 0,1 M ou NH3z a 13 M
en présence ou non de 'agent structurant de la zéolithe, TPAOH), suivie d’un traitement hydrothermal
de recristallisation a 110°C pendant 24 h, en présence de CTMAOH ou CTMABTr (Figure 66).

Figure 66: Processus de formation des mésopores de taille contr6lée dans la TS-1: (A) TS-1 microporeuse, (B) ouverture des
liaisons Si-O-Si / Si-O-Ti et reconstruction en milieu alcalin, (C) réarrangement cristallin afin d’accommoder les micelles de
tensioactifs et (D) retrait du surfactant [318]

Dans ce cas précis, le matériau résultant a été utilisé pour catalyser I'époxydation de biodiesels (Fatty
Acid Methyl Ester, FAME) par H,0,. Il a ainsi été montré que la TS-1 recristallisée en présence de CTMA*
présente une activité catalytique par site actif de Ti jusqu'a deux fois plus élevée comparée a la TS-1
non traitée. La sélectivité en époxyde atteint alors 82%. C’est un résultat particulierement intéressant
puisque les mémes auteurs précisent que I'activité catalytique et la sélectivité en époxyde sont
fortement réduites lorsque la TS-1 n’a subi qu’un traitement de désilication.

Wang et al. [320] ont également exploité ce type de traitement de dissolution-recristallisation. Les
clichés obtenus par MET Figure 67 semblent indiquer que le contréle de la taille des mésopores et dans
une moindre mesure de leur organisation est plus abouti que dans le cas des travaux rapportés par
Silvestre-Albero et al. Figure 65.
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Figure 67: Images MET de TS-1 directement calciné (a) et aprés recristallisation a 180°C pendant 24 h (b) [320]

D’autres approches existent avec des degrés plus ou moins élevés de sophistication, comme par
exemple celles faisant intervenir une fonctionnalisation de la surface des grains de TS-1 en cours de
croissance, par des groupements amphiphiles issus de réactifs de silylation comme le N-
phénylaminopropyltriméthoxysilane (PHAPTMS, [322]) ou le chlorure de diméthyloctadecyl[3-
(triméthoxysilyl)propyllammonium (TPOAC, [323])). L'idée est ici de produire des nanocristaux avec
des mésopores inter-granulaires.

Les voies dites de « hard-templating » ont également été regardées, par exemple, en remplissant les
pores de carbones mésostructurés de type CMK-3 par le gel de synthése de la zéolithe TS-1 puis en
laissant ce dernier cristalliser avant d’éliminer le carbone par un traitement de calcination. Dans ce
type d’approche, les mésopores correspondent au volume occupé au départ par le carbone (ici en bleu
clair), comme montrée Figure 68:

Individual zeolite nanocrystal

Figure 68 : Description de la structure de la zéolithe TS-1 mésoporeuse obtenue en utilisant du carbone CMK-3 comme
« template » [324]

Dans des travaux qui se rapprochent, Yue et al. [325] ont également eu recours a un moment donné a
un composite carbone-titanosilicate. Celui-ci a été obtenu cette fois-ci par immersion d’une mousse
de polyuréthane dans un gel comprenant les sources de silicium, de titane ainsi que du copolymere
P123. Le carbone a été formé ensuite par carbonisation du matériau hybride puis le composite
carbone-titanosilicate ainsi formé a été transformé en zéolithe TS-1 par la méthode DGC (dry-gel
conversion) moyennant I'utilisation d’un gel contenant des germes de zéolithes. Les auteurs ont fait
varier le temps de cristallisation de 12 a 120 h et les meilleurs résultats pour I’époxydation du 1-hexéne
et du cyclohexéene ont été obtenus avec celui dont le temps est le plus long. Ainsi, les performances
catalytiques lors de I'oxydation du 1-hexéne avec ce matériau (Si/Ti = 42,5), aprés 2 h a 60°C dans
MeOH, aboutit a une conversion en 1-hexéne proche de celle avec TS-1 (Si/Ti = 42,4) (21,3% contre
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20,6% respectivement), de méme que pour la sélectivité en époxyde (94% contre 93%
respectivement). L’amélioration des performances catalytiques (notamment au niveau de la
sélectivité) est plus visible pour I'époxydation du cyclohexéne avec une conversion de 4,3% et une
sélectivité de 37%, contre 2,1% et 18% respectivement avec TS-1.

Bien que ces catalyseurs permettent d’accéder a une plus large variété de substrats, ceux-ci
sont généralement hydrophiles et, utilisés avec H,0, aqueux, cela tend a abaisser la sélectivité en
époxyde. Corma et al. [326] ont proposé deux stratégies pour contrer cette hydrophilie de surface,
consistant pour I'une a rendre la surface plus hydrophobe par silylation, et pour 'autre, a retirer I'eau
du milieu réactionnel. La premiere stratégie a largement été utilisée avec différents précurseurs tels
que I"'hexaméthyldisilazane (HMDS) [326-328] (Figure 69) ou le chlorotriméthylsilane (CTMS) [328-
330], tous les deux conduisant au remplacement des atomes d’hydrogene des silanols par des
groupements triméthylsilyle en surface du matériau. D’autres agents de silylation plus exotiques tels
gue MSTFA (N-méthyl-N-(triméthylsilyl)trifluoroacétamide) [331, 332] ont été testés. Certains font
intervenir également le titane comme le tétrakis(diméthylamido)titane(lV) (Ti(NMe3)4) et le silylamide
de titane (IV) (Ti(NMe3)s[N(SiHMe3),]); ils jouent a la fois le role de source de Ti et d’agent de silylation.
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Figure 69: Traitement de silylation post-synthése de Ti-MCM-41 par HMDS [333].

Silvestre-Alberd et al., dans une étude récente utilisant un mélange TBHP/eau (3/2) pour I'oxydation
de terpénes [333], sont parvenus a caractériser I'amélioration du caractere hydrophobe de Ti-MCM-
41 en réunissant un panel de techniques telles que la calorimétrie, la RMN %Si et la spectroscopie
XANES. Par exemple, apres 8 h a 70°C, la conversion de |'a-pinéne avec ce type de catalyseur est de
85%, avec une sélectivité en époxyde de 78% contre 10% et 8%, respectivement avec Ti-MCM-41. Trés
clairement, I'absence d'eau dans I'environnement des sites Ti favorise la formation de I'époxyde et
permet surtout d’éviter la réaction secondaire d'ouverture des cycles oxiranes qui produit les
« glycols » correspondants. Ce type de produit, trés polaire, qui a tendance a s’adsorber de maniere
irréversible sur les sites Ti peut étre également responsable de la désactivation du catalyseur.

En général, 'eau dont il faut contrecarrer I'action est celle apportée par I'oxydant et celle produite
conjointement avec I’époxyde. Dans une application visant I’époxydation du cyclohexene en I’absence
de solvant et en présence de H,0,, Igarashi et al. ont préparé, par voie de synthese directe, des
matériaux de type Ti-MCM-41 incorporant des fonctions organiques de type méthyle (Me), phényle
(Ph), vinyle (Vi) ou pentyle (Pe) apportées respectivement par le biais des organotriéthoxysilanes
correspondants (rapport molaire d’espéces organiques/Ti compris entre 0 et 20) [334]. Il a alors pu
étre constaté que :

- la sélectivité en époxyde évolue ainsi : Ti-MCM-41-Me (70%) > Ti-MCM-41-Ph (26%) > Ti-

MCM-41-Pe (15%) > Ti-MCM-41 (8%) > Ti-MCM-41-Vi (2%),
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- le taux de silylation ne doit pas étre trop important au risque d’atténuer la réactivité du
catalyseur.

Des essais visant a rendre les surfaces des catalyseurs Ti-SBA-15 davantage hydrophobes ont
été également reportés dans la littérature pour augmenter la sélectivité de la réaction d’époxydation.
Citons, par exemple, les travaux de Brutchey et al. [335] dans lesquels des composés du type (N,N-
diméthylamino)trialkylsilanes (Me;N-SiMe,(R) ou R = Me, "Bu, or "Oc), avec une grande variété de
possibilités pour les groupements alkyle, ont été greffés sur Ti-SBA-15. Dans CH3CN a 65°C avec H,0;
comme oxydant, aprés 2 h de réaction, une augmentation significative de la sélectivité en oxyde de
cyclohexene a été mise en avant avec I'ordre suivant: Ti-SBA15 (19%) < Ti-SBA-15-Bu (20%) < Ti-SBA-
15-Me (30%) < Ti-SBA-15-Oc (58%), pour des rendements respectifs (basés sur H,0;) de 5,8, 15,3, 9,4
et 6,3%. Le triéthoxyfluorosilane (TEFS) a également été utilisé comme agent de silylation de Ti-SBA-
15 (Figure 70), permettant d’atteindre une sélectivité de 97% lors de I'’époxydation du cycloocténe
avec H,0; [336]. Entre les deux dernieres exposées, il est cependant difficile de conclure quant a la
procédure la plus efficace sachant que I'époxydation du cycloocténe conduit plus généralement a
davantage d’époxyde que celle du cyclohexéne.
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Figure 70: Schéma réactionnel de la modification de la surface de Ti SBA-15 par le triéthoxyfluorosilane [336].

L'insertion d’éléments hydrophobes dans le matériau par synthése directe a été testée par
Huang et al. [337] qui ont mis au point un matériau PMO (pour Periodic Mesoporous Organosilica)
hybride silylé, en utilisant a la place du TEOS du 1,4-bis (triéthoxysilyl)benzéne (BTEB) comme source
de Si et du TBOT comme source de titane (Figure 71). Cette synthése peut étre suivie d’'une étape de
silylation avec CTMS. Les auteurs de ce travail espérent que les groupements phényle insérés dans le
réseau contribueront comme un facteur hydrophobe supplémentaire sur le matériau. Les matériaux
ainsi obtenus sont nommés Ti-SBA-15-ben et Ti-SBA-15-ben-T apres silylation.
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Figure 71: Préparation du matériau hybride Ti-SBA-15-ben (benzénique) silylé [337]

Ces matériaux ont été testés pour I'époxydation de cyclohexene et ont montré les performances
récapitulées dans le tableau ci-dessous.

Noémie Balistreri — Thése de doctorat — 2016 74



Chapitre I. Etude bibliographique — Définition d’une stratégie

Tableau 3: Performances catalytiques des matériaux mis au point par Huang et al. [337] pour I’époxydation du cyclohexéne
par TBHP aqueux

Ti C .
Matériau ' °"W: " TOF (h-1) Sélectivité (%)

(% mass.) (% mol.)
o Qoﬁ . ;}P\ O:: autres
> 0~ OO

SBA-15 0 4,5 0 0 43,3 19,1 27,7 0 9,9
Ti-SBA-15 2,3 12,9 3,6 8,3 50,7 1,6 219 5,8 0,03 114
Ti-SBA-15-T 1,3 26,3 12,9 33,2 32,9 0,7 14,8 4,2 0 14,2
Ti-SBA-15-ben 3 34,7 7,4 59,9 21,1 0,5 5,9 1,2 2,2 9,2
Ti-SBA-15-ben-T 0,9 38,7 27,5 71,5 15,5 0,4 3,9 0,8 1,1 6,8

Conditions de réaction : 0,24 g de catalyseur, 0,016 mol de cyclohexéne, 0,016 mol de TBHP (70% ag.), 70°C pendant 5 h.
TOF : mole de substrat convertie pour une mole de centre actif par heure

Avec le matériau Ti-SBA-15-ben, la sélectivité en époxyde et la conversion du cyclohexéne ont été
améliorées jusqu’a 59,9% et 34,7% respectivement. La sélectivité est encore meilleure (71,5%) aprés
silylation. Cela s’explique par la génération de centres actifs hydrophobes grace aux groupements
phényle, qui aident a incorporer plus de Ti en coordinence tétraédrique sur les surfaces intérieures de
la silice mésoporeuse. Les meilleures performances de Ti-SBA-15-ben silylé indiquent que le caractere
hydrophobe de la surface extérieure est également un facteur clé influencant la performance
catalytique. Finalement, méme si I’'exemple ici utilise TBHP dans 70 % d’eau comme oxydant, il montre
I'intérét d’un couplage entre des fragments organiques incorporés a l'intérieur du réseau silicique et
d’autres a I’extérieur (silylation post-synthése) pour rendre ces matériaux mésoporeux suffisamment
hydrophobes.

Pour conclure, les titanosilicates catalysent I'époxydation des alcénes par H,0, aqueux avec
plus ou moins de succes. La présence d’eau apportée par H,0; (solvant) ou résultant de son utilisation
(époxydation ou dismutation) a plut6ét tendance a nuire a leur activité. Aussi, d’une facon générale, les
solutions qui visent a rendre leurs surfaces plus hydrophobes ont un impact positif a condition
toutefois de ne pas trop occulter le titane. Parmi ces différents matériaux, la zéolithe TS-1 ressort du
lot car, par nature, sa surface est hydrophobe mais malheureusement ses pores sont peu adaptés a
des substrats volumineux. Le dernier point traité ici indique que beaucoup d’efforts ont été déployés
pour conjuguer TS-1 et mésoporosité dans le but d’étendre le champ d’action de cette zéolithe
efficace. Enfin, il est évident que les conditions de réactions, telles que la température ou le solvant,
sont également des parametres importants a considérer. Cette étude a montré que les catalyseurs
présentés (W, Nb et Ti, le vanadium étant inactif supporté) fonctionnaient tous dans des conditions
proches, a savoir pour des températures comprises entre 50-70°C (on retrouve méme 90°C avec Nb)
et principalement dans I'acétonitrile (le DMC a été évoqué avec le tungsténe, de méme que le
méthanol avec Ti).
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Malgré les avantages énoncés précédemment, 'utilisation de H,0, souffre de deux principaux
inconvénients, a savoir sa dismutation et, en catalyse hétérogene, son réle déclencheur du lessivage
des espéces catalytiques supportées.

3.2.1. Le lessivage de |'espece catalytique par H,0:

Le lessivage ou lixiviation de I'espéce active lors de |'utilisation de catalyseurs hétérogenes est
notamment observable en phase liquide et pour les réactions d’oxydation. En effet, dans ce dernier
cas, les oxydants utilisés (H,0,, ROOH ou RC(O)OH, etc), les produits obtenus (H.0, ROH, RCO;H, etc.)
ou les solvants retenus sont des entités nucléophiles qui ont tendance a provoquer la solvolyse de la
liaison métal-oxygéne et donc le relargage de I'espéece active. Cela est particulierement vrai pour les
supports siliciques. Arends et Sheldon [256] proposent trois scénarios possibles sur le devenir de
I’espéce active d’un catalyseur hétérogene en phase liquide :

- Le métal n’est pas lessivé et la catalyse observée est purement hétérogene,

- Le métal lessivé n’est pas une espéce active (mauvais ancrage et coordination) et la catalyse
observée est principalement hétérogene,

- Le métal est lessivé et forme en solution un catalyseur homogéne hautement actif. La catalyse
est alors purement homogéne.

Les catalyseurs d’époxydation a base de titane cités précédemment sont plus concernés par le premier
et second scénario dans la mesure ou le titane est connu pour ne pas étre un catalyseur homogene
trés performant, sauf cas particulier (Sharpless). Ainsi la TS-1 ou le Ti(IV)/SiO, seraient plus concernés
par le premier scénario, tandis que les catalyseurs tels que Ti-MCM-41 ou-48, Ti-SBA-15 ou Ti-MCF
(titanés majoritairement par post-synthése) tendraient vers le second. Le vanadium, également tres
actif pour I'époxydation d’alcénes, a tendance quant a lui a suivre le troisieme scénario. En effet, a de
nombreuses reprises, le lessivage du vanadium a été rapporté, que ce soit sur HMS (hexagonale
mesoporous silica) [338], ZSM5 [339], aérogels ou xérogels [340], par exemple. Ces études ont permis
de révéler que ce phénomene n’est pas lié a la taille des pores du support, dans la mesure ou il a été
observé a la fois sur des matériaux micro- et mésoporeux. |l semblerait que le lessivage se produise
uniquement en condition d’époxydation, autrement dit en présence de substrats et dépend de leur
nature.

Méme si dans le cas des catalyseurs a base de titane le lessivage n’est pas immédiat, il peut étre
observé aprées plusieurs cycles d’utilisation. Le lessivage est bien moindre dans les solvants apolaires
et en présence d’hydroperoxydes organiques. Le relargage de I'espéce active est surtout a redouter en
milieu aqueux. Ainsi Chen et al. [341], dans leurs travaux portant sur I'époxydation du cyclohexéne en
présence de Ti-MCM-41 dans MeOH, ont observé un lessivage important dans le cas de H,0, aqueux
et indépendamment du mode d’introduction du titane (synthése directe ou post-synthése). Celui-ci
s’est avéré en revanche négligeable avec TBHP. Les molécules polaires, en particulier H,0,, H,0 et
CH3OH, peuvent se coordiner au titane. La structure tétraédrique de Ti peut évoluer alors vers une
structure octaédrique puis, dans le cas ou I'interaction avec ces molécules est suffisamment forte, la
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liaison Ti-O-Si peut méme étre rompue. Le lessivage de Ti semble dépendre également du support
silicique utilisé. En effet, Wu et al. [306] ont mis en évidence la plus forte résistance de Ti-SBA-15
(obtenu par post-synthése) face a ce phénomene comparé au catalyseur Ti-MCM-41 (obtenu par
synthése directe), comme le montre la Figure 72 ci-dessous, laquelle représente la quantité de Ti re-
larguée en solution en fonction du nombre de tests catalytiques réalisés avec le méme catalyseur.
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Figure 72: Quantité de Ti lessivé apres I’époxydation répétée du cyclohexéne avec H,0; pour Ti-SBA-15 (A), Ti-MCM-41 (B).
Le rapport Si/Ti représenté est celui du catalyseur de départ. Conditions d'époxydation: catalyseur = 0,05 g, cyclohexéne =
30 mmol, H,0, = 30 mmol; température = 60°C et temps = 2 h dans I'acétonitrile [306].

Deux raisons sont données pour expliquer le lessivage du titane avec ce type de catalyseurs. D’abord,
ces matériaux mésoporeux présentent d’abondants groupements silanol en comparaison avec
d’autres titanosilicates ce qui impligue un environnement des espéces du titane tres hydrophile
conduisant a une forte propension de ces derniers a étre attaqués par des molécules d’eau. S’ajoutent
a cela des problemes de stabilité des parois constituées majoritairement de silice amorphe qui, aprés
hydrolyse des liaisons siloxanes, donnent lieu a I'effondrement de la structure des pores. Dans ce
dernier cas, I'espece Ti tend alors a se désolidariser du support et est extraite encore plus facilement
de la matrice silicique par I'eau ou le peroxyde d'hydrogene. Selon les auteurs, le lessivage pour Ti-
SBA-15 serait lié essentiellement a sa grande hydrophilie (premiére explication). Pour Ti-MCM-41, la
seconde explication entre également en compte. En effet, il est apparu que la surface spécifique de Ti-
MCM-41 diminue de quasiment un facteur 2 apres 5 tests catalytiques.

Enfin, méme s’il a été dit précédemment que la zéolithe TS-1 ne subit que trés peu, voire pas de
lessivage, ce phénomeéne a tout de méme été observé [288, 342]. La facon dont la zéolithe est préparée
peut jouer sur ce phénomene, en particulier la durée de son étape de cristallisation. Cela a été montré
par Davies et al. [343] dans le cadre de I’oxydation de I'alcool crotyle ((2E)-But-2-en-1-ol) par H;0. La
durée de cristallisation de la TS-1 s’est révélée étre un parametre critique puisque la lixiviation du Ti a
été observée pour la TS-1 cristallisée uniquement sur une durée de 2 jours, alors que celle cristallisée
10 jours n’a rien subi. Il est probable que le titane lessivé provienne de défauts dans la structure,
comme par exemple des ions Ti** en coordinence imparfaitement tétraédrique, surtout pour une TS-1
préparée en utilisant un courte période de cristallisation. Ici, en particulier, il semblerait que le
lessivage soit di a la présence de triols, obtenus par hydrolyse de I'époxyde, qui en se liant au site
catalytique vont permettre la rupture d’une liaison Ti-O-Si, comme proposé Figure 73 :
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Figure 73: Mécanisme proposé par Davies et al. [343] pour la chélation du triol au Ti dans TS-1 conduisant a la solubilisation
du métal.

Ainsi, il est possible de conclure que le lessivage dépend de plusieurs parametres propres au
systéme catalytique, tels que la morphologie, la nature du support et de ses défauts, tout comme les
conditions de réaction (solvant, substrat, température etc.) qu’il s’agit de considérer. Dans le cas des
supports mésoporeux le lessivage est surtout lié a la morphologie du matériau et pas vraiment a la
méthode d’introduction du Ti. Pour la zéolithe TS-1, le critére important est le temps de cristallisation.

4.2.2. La dismutation de I'oxydant H,0;

Le peroxyde d’hydrogene est une espéce chimique métastable. Du point de vue
thermodynamique, H,0, tend a se décomposer en H,0 et O, selon un processus de dismutation. Cette
réaction est généralement lente mais peut étre catalysée par les métaux de transition, utilisés
justement pour activer cet oxydant en vue de I'époxydation. Une telle décomposition entraine une
diminution néfaste du rendement attendu en époxyde. La compréhension des conditions dans laquelle
elle est favorisée est donc essentielle pour optimiser les réactions d’oxydation faisant intervenir cet
oxydant.

Cependant, malgré les nombreuses études publiées sur les mécanismes d’oxydation faisant intervenir
des catalyseurs a base de titane couplés avec H,0,, peu d’auteurs se sont vraiment attardés sur I'étude
de la décomposition de I'oxydant [344-346]. Les quelques travaux rapportés ont permis de mettre en
évidence les effets de I’acidité de la surface, du pH du milieu et du solvant. Yoon et al. [347], dans une
étude assez récente, ont proposé un mécanisme de décomposition de H,0,, appuyé par des analyses
du catalyseur par spectroscopie UV-visible en mode réflexion diffuse couplées a de la modélisation par
DFT (Density Functional Theory). Comme vu précédemment Figure 63, il est mentionné que
I'interaction du site Ti avec H,0, et donc en présence d’eau, méne a un mélange de différentes espéces
en équilibre : les espéces Ti-OOH (Il et Il sur la Figure 71) et une espéce Ti(n>-0,) (IV sur la Figure 74)
inactive pour I'oxydation. Il semblerait que des conditions acides favorisent la formation de I'espece
IV et donc la stabilité de H,0,.
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Figure 74: Espéces en équilibre lors de I'interaction du cite catalytique actif Ti avec H,0, (ll) : Ti(nh2-O0)(OH), (Ill) : Ti(n?-
0OO0)(OH) et (IV) : Ti(n?-0,) [347].
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Les especes Ti-OOH sont celles impliquées dans la décomposition de H,0, [344, 345] et le mécanisme
peut étre le suivant :

g H

H H H
(Ti {O+ HO- + H,0, — (Ti {0 + HO- + HOO-

H J H l

H—d\ 0 H—d\ H
(Ti{ +HOO- + HO—  (Ti] +0.+ H,0

V) v

Figure 75: Mécanismes possibles de décomposition de H,0, par l'intermédiaire de (ll) : Ti(n!-O0)(OH) ou (Ill) : Ti(n%-
00)(OH) [347].

Comme représenté ci-dessus, Il ou lll peuvent subir une homolyse de la liaison O-O de fagon
intramoléculaire en générant le radical hydroxyle (HO®, voie du haut) ou de maniére intermoléculaire
en oxydant H,0; en radical hydroperoxyle (HOO®, voie en bas). Ainsi, il semblerait que 'espéce de
titane-hydroperoxy, formée initialement a partir d’'une molécule de H,0,, soit capable d’oxyder une
autre molécule de H,0, via la formation de radicaux *OOH et Ti(O*)(OH,).

Le choix du solvant et du catalyseur associé impacte également la décomposition de H,0,. Dans
leur étude, Fan et al. [344] ont étudié I'influence du solvant sur les performances des matériaux TS-1,
Ti-Beta et Ti-MWW (pour Mann—Whitney—Wilcoxon) pour I'époxydation du 1-hexéne et du
cyclohexene en phase liquide avec H,0, a 60°C. Ils montrent que quels que soient les solvants utilisés
(MeOH ou CHsCN), le catalyseur Ti-Beta a décomposé beaucoup plus rapidement H,O, que les
matériaux TS-1 ou Ti-MWW. D'une maniere générale, comparé au méthanol, CHsCN semblerait
promouvoir la décomposition de H,0,, bien que la différence ne soit pas flagrante avec la zéolithe TS-
1.

Pour conclure sur cette partie, I'utilisation de H,0; avec des catalyseurs a base de titane
comporte également quelques inconvénients liés a la réactivité de cet oxydant, a la production d’eau
qui I'accompagne et a sa décomposition par les métaux de transition. Adapter les conditions de
réaction, notamment en choisissant le bon solvant pour le bon catalyseur, en modulant I'acidité du
milieu et en évitant une concentration trop importante de H,0; en I'introduisant lentement [348] peut
permettre de réduire ces problémes.

La dismutation de H,0; et le lessivage de Ti cités ci-dessus, peuvent étre contrés en produisant
progressivement le peroxyde d’hydrogene au sein du systéeme. L'idée est alors d’utiliser la glucose
oxydase, discutée précédemment, comme moyen de production de H;0, in-situ. Mais avant d’entamer
I'immobilisation de cette enzyme au sein du systéme catalytique, il s’agit d’asseoir dans nos conditions
I'intérét de l'ajout progressif de I'oxydant sur I'efficacité de la réaction d’époxydation (taux de
conversion, rendement, sélectivité). Pour ce faire, nous avons effectué des tests d’époxydation du
cycloocténe, en procédant a des ajouts manuels progressifs de H,O, commercial a 30% en masse.
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L'effet de la vitesse d’introduction de H,0, a été étudiée en faisant varier la quantité par ajout, ainsi
que leur fréquence, pour une quantité finale identique d’oxydant dans le milieu.

3.3.1. Protocole expérimental

Le choix du substrat s’est tourné vers le cyclooctene (cis-cycloocténe 95%, Aldrich) comme
molécule modeéle, puisque connue pour donner un époxyde de facon tres sélective avec de faibles
guantités de sous-produits. Ceci est d{ a sa structure octogonale d’ou une faible tension du cycle et a
des liaisons C-H orthogonales pour lesquelles une fonctionnalisation en position allylique est plus
difficile. Ici, un matériau mésoporeux titané a été utilisé (MCF2-Ti, Si/Ti= 21,2 et décrit dans le Chapitre
Il qui suit) comme catalyseur test. Rapidement, le protocole consiste a introduire dans un bicol, 150 uL
de cycloocténe (1 mmol) ainsi que du décane (>99%, Sigma Aldrich) comme étalon interne, 20 mL
d’acétonitrile (Sigma-Aldrich), puis de disperser 100 mg de MCF2-Ti. Le mélange réactionnel est
maintenu sous ultra-sons pendant 2 min afin de s’assurer d’une bonne dispersion du catalyseur. 4,85
mmol de H,0, (30% en masse, Aldrich) (0,5 mL) sont ajoutés avec différentes vitesses d’introduction:
0,5 mL/min (en une fois), 50 puL/15 min et 25 pL/ 15 min. La réaction s’effectue a 50°C a reflux, afin
d’étre dans des conditions compatibles a I'utilisation de ce type de catalyseur titané (cf. 4.1.2.). Le suivi
de la réaction se fait par analyse chromatographique en phase gazeuse (CPG). L’appareil Perichrom
utilise un détecteur FID et une colonne capillaire de 30 m (diameétre interne de 0,25 mm) rempli d’une
une phase stationnaire OPTIMA 1 (100% diméthylsiloxane), d’une épaisseur de 0,25 um. Le
programme utilisé présente une rampe en température de 70°C a 200°C a raison de 5°C/min. La
température de l'injecteur est de 200°C et celle du détecteur de 250°C. Avant de prélever la solution,
|'agitation est stoppée de maniére a ne prélever que la phase liquide.

3.3.2. Tests préliminaires d’époxydation: preuve de
concept

Les résultats obtenus apres 3 h de réaction sont présentés Figure 76 ci-dessous. Il est
clairement possible de s’apercevoir que la vitesse d’introduction de H,0; influe sur les performances
du catalyseur. En effet, 'essai comprenant les ajouts de 25 pL/15 min de H,0, dans le milieu
réactionnel est celui présentant les valeurs les plus élevées de taux de conversion (61%), rendement
(52%) et sélectivité (85%). Plus I'introduction de H,0, est progressive, plus la réaction d’époxydation
est favorisée de par la diminution du phénomeéne de dismutation et du lessivage potentiel de I'espéce
catalytiquement active, comme déja observé. Guidotti et al. obtiennent un rendement de 44% et une
sélectivité > 98% en oxyde de cyclohexéne en utilisant un catalyseur Ti-MCM-41 pour I'oxydation du
cyclohexéne dans CHsCN a 85°C en ajoutant 2,5 mmol de H,0; en 3 h a raison de 10 puL.min™ [348]. En
revanche, le méme essai réalisé en introduisant I'oxydant en une seule fois a conduit a un rendement
en époxyde proche de zéro et de nombreux produits secondaires ont été détectés (cyclohexéne-1-ol
et cyclohexéne-1-one). Dans notre cas, aprés 3 h (Figure 73), I'introduction plus lente de H,0, permet
de doubler le taux de conversion et le rendement, ainsi que d’améliorer la sélectivité d’environ 20%.
A noter ici, que la stabilité de I'oxyde de cyclooctene dans ces conditions a été vérifiée en I'absence de
catalyseur. L'ouverture de cycle, si elle a lieu, serait donc catalysée par Ti lui-méme. Aprés 24 h, dans
les meilleures conditions présentées (25uL/15min), la conversion atteint 75%, le rendement en
époxyde 69% et la sélectivité 93%.
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Figure 76. Preuve de concept: Efficacité de MCF-Ti pour différentes vitesses d'introduction de 4,85 mmol de H,0,(30% en
masse) pour I’époxydation de 500 mM de cycloocténe a 50°C, H,0,/Cycloocténe (5 : 1 mol.), Ti/substrat (1 : 130 mol.)

L'utilisation de la glucose oxydase pour la production in-situ de H,0, prend alors tout son sens
et ces tests justifient I'étude effectuée et présentée dans ce travail. Cependant, 'utilisation de deux
systemes catalytiques distincts, évoluant dans des conditions opposées, présente plusieurs
problématiques qu’il s’agit d’identifier et résoudre. Celles-ci sont présentées dans la partie qui suit.

4. Associer un catalyseur titané avec la glucose
oxydase en tandem : Stratégie de recherche

Comme il a été possible de le voir a I'instant, I'introduction progressive de H,0, permet
d’améliorer la réaction d’époxydation et de diminuer la décomposition du peroxyde d’hydrogene.
L'idée est ainsi d'immobiliser la glucose oxydase sur le catalyseu