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Les systèmes biologiques présentent généralement une combinaison intelligente de processus 

fonctionnels, dynamiquement reliés entre eux en une harmonie extraordinaire. Imiter ou reproduire ces 

systèmes biologiques est devenu l‘un des objectifs majeur en biotechnologie et plus précisément en 

biocatalyse. L‘un des moyens pour atteindre cet objectif est de concevoir des cascades réactionnelles 

multienzymatiques in vitro. Ce concept en pleine émergence permet notamment la préparation 

stéréosélective de composés multifonctionnels en système one-pot respectant notre environnement et  

répondant aux principes de la chimie verte. 

L‘élaboration de biohybrides et de matériaux biomimétiques attire de plus en plus l‘attention 

des chercheurs en raison de l‘extrême diversité de leurs applications potentielles et grâce au contrôle 

toujours plus affiné de leurs propriétés. L‘effet synergique généré lors de l‘assemblage de matériaux 

inorganiques avec des molécules biologiques peut conférer aux biohybrides obtenus des propriétés 

différentes de celles de chacun des composants pris séparément. Les exemples de ce type 

d‘assemblage sont nombreux, on peut citer par exemple l‘immobilisation des enzymes dans des 

matrices inorganiques pour des applications en biocatalyse ou en tant que biocapteur ou encore 

l‘encapsulation de principes actifs afin de contrôler leur relargage dans l‘organisme. L’immobilisation 

des enzymes a souvent l’avantage d’améliorer leur stabilité ou leur résistance à des conditions 

extrêmes, de permettre leur réutilisation et faciliter leur séparation du milieu réactionnel. Cependant, le 

choix de la méthode et de la matrice d’immobilisation est d’une importance capitale. Ainsi depuis 

quelques années, l’immobilisation des enzymes dans des nanostructures inorganiques a démontré son 

efficacité grâce aux caractéristiques contrôlables à façon de ces matériaux. Plus particulièrement, les 

hydroxydes doubles lamellaires (HDL) offrent des propriétés très intéressantes pour le confinement 

des enzymes. Leur structure bidimensionnelle ouverte, leur taux d’hydratation important, leurs 

propriétés de surface, leur biocompatibilité ainsi que les conditions douces de synthèse font de ces 

HDL des matrices de choix pour l’immobilisation des enzymes.  

C’est dans ce cadre que mes travaux de thèse se sont donc intéressés à la conception de 

nouveaux matériaux biohybrides pour la biocatalyse en choisissant d’une part d’élaborer un système 

hiérarchisé mixte HDL/polysaccharide capable d’immobiliser une enzyme et d’autre part d’explorer 

pour la première fois la capacité des HDL à co-immobiliser un système multienzymatique 

biomimétique. L’un des objectifs à terme est de proposer un procédé efficace de synthèse 

stéréosélective de composés multifonctionnels tels que des sucres phosphorylés. La fructose-6-

phosphate aldolase (FSA) catalysant la formation stéréosélective de liaisons C-C pour conduire à des 

polyols chiraux a été choisie comme enzyme clé. Elle a été immobilisée récemment avec succès dans 

des HDL et sa polyvalence en biocatalyse a été largement démontrée au travers de nombreuses 

applications. 

Ce travail collaboratif et pluridisciplinaire impliquant la biocatalyse et la chimie des matériaux 

s’appuie sur les compétences de trois groupes de recherche : le groupe Hydroxydes Doubles 

Lamellaires (HDL) de l’équipe Matériaux Inorganiques (MI) de l’Institut de Chimie de Clermont-Fd 
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(ICCF), le groupe Biocatalyse et Métabolisme (Biométa) de l’équipe Synthèse et Etude de Systèmes à 

Intérêt Biologique (SEESIB) de l’ICCF et enfin, l’équipe Génie des Procédés Énergétiques et 

Biosystèmes (GePEB) de l’Institut Pascal (IP). Ce travail est intégré dans un projet BIo3 " Matériaux 

hybrides innovants à propriétés de surface bioactives et biocatalytiques" financé par la région 

Auvergne et le FEDER (2012-2015).  

Dans un premier temps, nous avons envisagé de revisiter de manière plus exhaustive 

l’immobilisation de la FSA dans les HDL conduisant à un bionanoréacteur nommé FSA@HDL. Dans 

un deuxième temps, la structuration à l’échelle macroscopique de ce dernier a été étudiée dans une 

matrice polysaccharide (FSA@HDL/polysaccharide) et son rôle en biocatalyse a été évalué. Dans un 

troisième temps après cette étude de bionanoréacteurs monoenzymatiques, nous nous sommes 

intéressés au développement d’un bionanoréacteur multienzymatique enzymes@HDL pour réaliser 

des cascades réactionnelles one-pot en phase hétérogène, permettant la synthèse de sucres 

phosphorylés. Pour cela, nous nous sommes appuyés sur des résultats antérieurs obtenus par le groupe 

Biométa lors de la conception de cascades dédiées à la synthèse de sucres de série D en phase aqueuse 

homogène. Puis nous avons envisagés l’extension de ce travail à la synthèse de sucres de série L.    

Le manuscrit de cette thèse est structuré en quatre chapitres. Un premier chapitre 

bibliographique dresse un état de l’art concernant l’immobilisation des enzymes ainsi que la 

descripion des hydroxydes doubles lamellaires. Une description des aldolases, de leurs propriétés et de 

leur immobilisation est également présentée. Une dernière section est consacrée à l’étude des cascades 

enzymatiques en phase homogène et hétérogène. Les trois chapitres suivants sont consacrés à la 

présentation et à la discusssion des résultats. Le chapitre 2 traite de l’étude détaillée des différents 

aspects de l’immobilisation de la FSA dans les HDL. Dans le chapitre 3, nous présentons l’étude de 

l’immobilisation de la FSA dans une matrice hybride HDL/polysaccharide et son application en 

biocatalyse. Le chapitre 4 s’intéresse pour sa part aux réactions en cascade enzymatique. Une première 

étude a été menée sur la conception d’une cascade enzymatique en phase hétérogène en immobilisant 

les enzymes impliquées dans des HDL. Les bionanoréacteurs enzymes@HDL obtenus ont alors été 

exploités en biocatalyse pour la synthèse de sucres phosphorylés de série D. Une deuxième étude a été 

consacrée à la mise au point d’une cascade enzymatique en phase homogène pour la synthèse de 

sucres phosphorylés de série L. Les deux études avaient pour objectif commun de partir de substrats 

simples et achiraux pour répondre aux critères de la chimie durable. 

Enfin, une conclusion générale clôt ce manuscrit de thèse et ouvre de nouvelles perspectives 

d’étude.
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I.1. Catalyse enzymatique  

I.1.1. Actualités et enjeux 
 

L‘évolution marquée et incontestable de la chimie vers la chimie verte permet de répondre aux 

nouvelles exigences de gestion des ressources de la planète et à la préservation de la qualité de notre 

environnement. Cette réorientation oblige les chercheurs à résoudre les défis scientifiques en termes de 

nouveaux concepts de synthèse ou d‘optimisation des procédés existants, pour aller vers une chimie 

dite plus propre et plus durable. Cela nécessite une nouvelle approche qui vise à diminuer la 

consommation des matériaux et produits chimiques, l'intensité énergétique des procédés, à réduire ou 

éliminer la dispersion de produits chimiques nocifs dans l'environnement, à maximiser l'utilisation des 

ressources renouvelables et à prolonger la durabilité et la recyclabilité des produits d‘une manière qui 

augmente la compétitivité industrielle. Une synthèse chimique idéale à l‘échelle industrielle combine 

donc différents objectifs environnementaux et économique (Schéma I.1) permettant l‘obtention de 

produits d‘intérêt, avec de bons rendements, sans gaspillage et sans danger pour l‘environnement, en 

partant de composés disponibles et non toxiques1. 

 

Schéma I.1 : La synthèse chimique idéale1 
 

 

Parmi les domaines de la chimie concernés par la mise en œuvre des 12 principes de la chimie 

verte, la biocatalyse est apparue au cours des 15 dernières années, comme une alternative très 

complémentaire des voies de synthèse chimique classique en termes d‘écoconception, d‘efficacité 

chimique et énergétique et de sélectivité. L‘utilisation des biocatalyseurs permet la synthèse 

stéréosélective écocompatible de produits tout en limitant la formation de déchets toxiques. De plus,  

80% des réactions biocatalysées sont réalisées dans l‘eau, ce qui limite l‘utilisation des solvants 
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organiques toxiques. Enfin, les réactions biocatalysées permettent d‘économiser de l‘énergie en 

catalysant les réactions dans la plupart des cas à température ambiante. 

Tout ceci a conduit à l‘obtention de nombreux prix dont notamment ceux attribués par 

l‘Agence américaine de protection de l‘environnement EPA (US Environmental Protection Agency). 

Cette agence accorde cinq prix chaque année dans le cadre du Presidential Green Chemistry Award 

Challenge. Ces prix se focalisent sur le respect des 12 principes de la chimie verte et la sécurité des 

travailleurs. Ainsi, depuis 2000, 16 prix ont été attribués à des chercheurs en biocatalyse2. Pour cela, 

les chercheurs utilisent de plus en plus les biocatalyseurs pour préparer une large gamme de composés 

qui ont été traditionnellement préparés par des processus purement chimiques3. Cette émergence est 

due aux avancées majeures de la technologie de l‘ADN et de la bioinformatique qui ont permis la 

découverte de nouvelles enzymes et/ou l‘amélioration de biocatalyseurs existants.  Les chercheurs ont 

ainsi pu améliorer les rendements des réactions, élargir les capacités catalytiques de certaines 

enzymes, augmenter leur sélectivité afin de limiter l‘apparition des produits secondaires. Ces 

améliorations s‘illustrent entre autres dans la synthèse enzymatique des macromolécules d‘ADN et 

d‘ARN, qui ne peuvent pas être obtenues aujourd‘hui par des processus chimiques4. Dans le même 

registre, la synthèse chimique d‘analogues de sucres nécessite plusieurs étapes de 

protection/déprotection, ce qui peut être évité en utilisant des enzymes5. 

Historiquement, la biocatalyse a consisté en l‘utilisation de cellules bactériennes entières 

principalement selon des procédés nommés bioconversions. Les applications étaient limitées en raison 

de la complexité des voies métaboliques in vivo ou de la présence de multiples enzymes pouvant réagir 

avec un même substrat, l‘utilisation des enzymes purifiées s‘est alors révélée comme une alternative 

attractive. Les premières enzymes isolées à avoir été  utilisées en synthèse sont les hydrolases (lipases, 

estérases,  protéases,  acylases et  amidases). Puis, un certain nombre de biocatalyseurs ont été 

découvert et isolé, élargissant considérablement la boîte à outils pour les biotransformations6. Parmi 

ces enzymes, se trouve : les cétoréductases, les oxygénases, les alcools oxydases, les peroxydases, les 

halogénases, les aldolases… 

Actuellement, grâce aux récents progrès dans le domaine du criblage génomique, une grande 

diversité d‘enzymes est maintenant disponible sur le marché. La recherche d‘un biocatalyseur 

aujourd‘hui (Schéma I.2) commence par un criblage afin de sélectionner l‘enzyme dotée des 

meilleures propriétés catalytiques. Cette enzyme est ensuite caractérisée biochimiquement. 

L‘ingénierie7 (l‘évolution dirigée, la synthèse de gènes, l‘analyse de séquences, la bio-informatique et 

la modélisation) permet la modification raisonnée de ses propriétés catalytiques (sa gamme de 

substrat, sa tolérance aux solvants organiques ainsi que sa spécificité). Cette enzyme peut alors être 

utilisée sous forme libre ou immobilisée, dans des réactions mono- ou multi-enzymatiques. 
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Schéma I.2 : Le cycle des biocatalyseurs8 
 

D‘un point de vue industriel, de nos jours, plusieurs centaines de procédés enzymatiques sont 

déjà utilisés, les enzymes et les cellules les plus impliquées ont été modifiées génétiquement8. 

Un des procédés industriels d‘optimisation des réactions enzymatiques implique 

l‘immobilisation des enzymes. Cela permet leur séparation du milieu réactionnel et leur réutilisation. 

Souvent, des améliorations en termes de plus grande stabilité dans une gamme de température et/ou de 

pH plus large sont également obtenues.  

On retrouve les enzymes immobilisées dans de nombreuses applications biomédicales et 

industrielles : elles peuvent être utilisées comme des biocapteurs9 pour le diagnostic médical et la 

détection des toxines dans les aliments et l‘eau. Elles sont également employées dans l‘industrie agro-

alimentaire, pour la production d‘antibiotiques comme les β-lactames10, pour la production du 

biodiesel ainsi que pour la bio-remédiation. 

De nouvelles stratégies d‘immobilisation sont développées en continu pour élaborer des 

procédés enzymatiques toujours plus efficaces. Les développements récents dans la conception de 

nouveaux supports d‘immobilisation ayant une porosité contrôlée et des fonctionnalités de surface, ont 

permis un contrôle plus sophistiqué du processus d‘immobilisation. Il n‘existe pas une méthode 

d‘immobilisation universelle à toutes les enzymes. Des simulations des caractéristiques de surface des 

enzymes impliquées peuvent être utilisées pour aider à la conception du support approprié. Comme les 

structures et les mécanismes d‘action des enzymes sont connus actuellement, des procédés 

d‘immobilisation de plus en plus affinés permettant la préservation des activités catalytiques ont été 
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développés. Les recherches en matériaux biohybrides intégrant les fonctionnalités enzymatiques au 

sein même de matériaux organiques ou inorganiques visent à concevoir des biocatalyseurs plus 

innovants encore. Dans ce domaine, pour le développement de systèmes enzyme/matrice, on cherchera 

à mieux contrôler le microenvironnement entourant l‘enzyme et à combiner le pouvoir catalytique de 

l‘enzyme avec les caractéristiques physicochimiques de la matrice. On pourra ainsi accéder à un 

biohybride ayant des fonctionnalités améliorées par rapport à chacun des deux composants pris 

séparément. Ceci peut être illustré par deux exemples assez remarquables. Pour le premier, une 

augmentation de l‘activité d‘une aldolase de 157% a été évaluée après son immobilisation dans des 

mousses mésoporeuses de silice11 et pour le second, une peroxydase immobilisée dans des nanotubes 

de carbone est devenue beaucoup plus stable à températures élevées et en présence d‘un solvant 

organique12. 

Une autre stratégie d‘optimisation des réactions enzymatiques est la conception de cascades 

multienzymatiques. Cela permet de synthétiser des composés chiraux via des procédés plus économes 

et plus respectueux de l'environnement. Il s‘agit de réaliser plusieurs transformations enzymatiques 

selon un processus one-pot sans isoler les intermédiaires. Les avantages d‘une telle stratégie sont les 

suivants : le déplacement favorable des équilibres gouvernant les réactions réversibles, la réduction du 

temps global et du coût total de la synthèse, la limitation de réactions secondaires, la minimisation des 

concentrations en intermédiaires toxiques et/ou instables. C‘est un secteur de la biocatalyse en pleine 

émergence et de nombreuses cascades biocatalytiques ont été développées au cours de la dernière 

décennie pour produire des produits chiraux à haute valeur ajoutée comme des sucres phosphorylés et 

des acides aminés13,14. La mise en place de cascades comporte néanmoins des verrous techniques à 

lever comme trouver des conditions opérationnelles permettant le fonctionnement optimum de toutes 

les enzymes en même temps ou la levée des phénomènes d‘inhibition dus à la présence simultanée de 

multiples produits.  

 

En conclusion, la biocatalyse et toutes ses applications sont promises à un bel avenir dans ce 

domaine très large de la chimie durable et éco-compatible. Elle deviendra dans certains cas la méthode 

de choix et non plus prise par défaut, complémentaire des approches de la chimie traditionnelle.  

 

I.1.2. Les enzymes : catalyseurs biochimiques 

 Introduction générale sur les enzymes I.1.2.1.
 

Les enzymes sont des protéines qui catalysent les réactions biochimiques et interviennent dans 

des processus métaboliques parfois très complexes. Elles sont très spécifiques, et c‘est une propriété 

réellement remarquable. Par exemple, si une protéine moyenne contient 300 acides aminés, il existe 
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donc théoriquement 20300 (soit 10390) copies possibles de ce biopolymère. L‘univers dans tout son 

entier ne suffirait pas à contenir toutes les copies d‘une seule enzyme. En effet, en chiffres « ronds », 

1080 atomes sont estimés dans la partie accessible à nos yeux de notre univers. D‘où l‘idée de cette 

« redoutable » efficacité. Les enzymes permettent l‘accès à la chiralité et donc sont fréquemment 

utilisées en synthèse organique pour obtenir des produits chiraux polyfonctionnels. 

Les enzymes sont répertoriées en six classes6, en fonction du type de réaction qu‘elles 

catalysent : 

1. oxydo-réductases (E.C.1) : ce sont les enzymes qui catalysent des réactions d‘oxydoréduction. 

Exemples : déshydrogénase, oxydase, oxygénase, peroxydase. 

2. transférases (E.C.2) : elles catalysent le transfert d‘un groupe d‘une molécule à une autre. 

Exemples : transaminase, glycosyltransférase, transaldolase. 

3. hydrolases (E.C.3) : elles catalysent la coupure hydrolytique des liaisons carbone-azote, 

carbone-oxygène et carbone-carbone. Exemples : lipase, protéase, estérase, nitrilase, 

phosphatase. 

4. lyases (E.C.4) : elles catalysent la coupure d‘une liaison carbone-carbone, carbone-azote et 

carbone-oxygène. Exemples : décarboxylase, déshydratase, aldolase. 

5. isomérases (E.C.5) : elles catalysent l‘isomérisation d‘une molécule. Exemples : racémase, 

mutase, épimérase. 

6. ligases ou synthétases (E.C.6) : elles catalysent la formation d‘une liaison (C-C, C-N etc.) 

entre deux molécules. Exemples : ADN ligase, pyruvate carboxylase. 

 

 L’immobilisation d’enzymes I.1.2.2.

I.1.2.2.1. Intérêt de l’immobilisation 
 

Comme les enzymes sont des catalyseurs biologiques, ils peuvent être utilisés en théorie de 

façon répétée aussi longtemps qu'ils restent actifs. Cependant, dans la plupart des procédés en phase 

homogène, les enzymes sont mélangées en solution avec des substrats et ne peuvent pas être 

récupérées économiquement après la réaction ou même peuvent subir des réactions de dégradation. Ils 

sont donc en général à usage unique. Ainsi, il y a une incitation à utiliser des enzymes sous une forme 

immobilisée ou insolubilisée de sorte qu‘elles puissent être plus facilement récupérées par séparation 

de phases et utilisées plusieurs fois.  

L‘immobilisation présente plusieurs avantages, elle permet le contrôle de la durée d‘une 

réaction (l‘arrêt de la réaction à n‘importe quel moment est possible), la stabilisation de l‘enzyme, 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Oxydo-r%C3%A9ductase
http://fr.wikipedia.org/wiki/Transf%C3%A9rase
http://fr.wikipedia.org/wiki/Hydrolase
http://fr.wikipedia.org/wiki/Lyase
http://fr.wikipedia.org/wiki/Isom%C3%A9rase
http://fr.wikipedia.org/wiki/Ligase
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l‘amélioration de ses propriétés catalytiques, la facilité de séparation et purification des produits, la 

réutilisation de l‘enzyme. Tout ceci est important pour le secteur industriel. 

L‘amélioration des propriétés de l‘enzyme15, due à une rigidification partielle de la protéine, 

au changement de son environnement et au blocage de certains poches où une distorsion peut se 

produire16 est l‘un des avantages les plus remarquables de l‘immobilisation. Parmi les caractéristiques 

enzymatiques améliorées, on peut citer les suivantes : énantiosélectivité et régiosélectivité (lipases17,18, 

Pénicilline G acylase19) ; performance dans les synthèses cinétiquement contrôlées (Pénicilline G 

acylase20, β-galactosidase21) ; inhibition réduite (β-galactosidase22, protéases23, nitrile hydrolases24) ; 

minimisation de la modification chimique par les produits secondaires de la réaction (par ex le 

peroxyde d‘hydrogène25) ; réactivation de l‘enzyme26. Donc, l‘immobilisation peut être extrêmement 

utile et puissante dans l‘amélioration des performances de l‘enzyme27. 

Cependant, le choix du support, de la méthode et des conditions d‘immobilisation est 

extrêmement important pour stabiliser les enzymes. Il a été montré que l‘immobilisation de l‘enzyme 

dans un solide poreux peut éviter quelques causes d‘inactivation comme l‘agrégation ou les 

interactions avec les surfaces hydrophobes28,29. En outre, la structure de l‘enzyme peut être rigidifiée 

par attachement covalent multipoint ce qui la rend plus stable16. 

Par ailleurs le développement des nanomatériaux pour des applications en biodiagnostique, 

biosynthèse ou vectorisation a fait émerger une nouvelle famille de composés associant nanostructures 

inorganiques et fonctionnalités organiques ou bioorganiques30 ciblant des performances nouvelles 

(amélioration de l‘activité, de la sélectivité, des domaines d‘utilisation). La structure hôte inorganique 

n‘est plus simplement envisagée comme un support de la fonctionnalité biologique mais apporte ses 

propres propriétés chimiques (catalyseur acide, surface basique, médiateur redox) et physiques 

(conduction ionique, conduction électronique) dans une association synergique des 2 partenaires 

organiques et inorganiques. Ainsi, par exemple, dans le cas du greffage d‘enzymes sur des nanotubes 

de carbone pour la conception de biocapteurs : les nanotubes permettent le transfert d‘électrons entre 

l‘enzyme redox et l‘électrode grâce à leur bonne conductivité, de ce fait, plusieurs biocapteurs ont été 

construits selon ce concept31.  

 

I.1.2.2.2. Méthodes d’immobilisation  
 

Historiquement, les enzymes ont été immobilisées en suivant plusieurs stratégies : 

l‘encapsulation dans des capsules ou billes de polymères32, le piégeage dans des matrices 

inorganiques32, l‘adsorption à la surface d‘un support33. Ces trois méthodes d‘immobilisation 

impliquent des interactions faibles ce qui permet le maintien de la flexibilité structurale et de l‘activité 



Etude bibliographique générale 

13 
 

enzymatique. L‘immobilisation peut se faire aussi par la formation de complexes avec des métaux. 

 
Figure I.1 : Les différentes méthodes d’immobilisation des enzymes 

 

 

I.1.2.2.2.1. Immobilisation par adsorption33 : 

 

Cette méthode est basée sur l'adsorption physique d‘une enzyme sur la surface d‘un support 

insoluble dans l'eau. Elle consiste à mettre en contact l‘enzyme avec le support dans des conditions 

appropriées de pH, température, force ionique etc. Les liaisons qui s‘établissent entre le support et 

l‘enzyme sont purement physiques (liaisons de van der waals, liaisons hydrogène, interactions 

électrostatiques). L‘adsorption peut mettre en jeu des interactions faibles (physisorption) ou des 

interactions chimiques importantes (chimisorption). Les interactions entre l‘enzyme et la matrice 

dépendent surtout des propriétés physico-chimiques de la surface ainsi que de la nature des 

groupements fonctionnels présents sur la surface de la matrice. Les enzymes ayant une large surface 

hydrophilique vont interagir avec des surfaces hydrophiles. La charge de surface de chacun des deux 

partenaires est un paramètre important qui caractérise l‘intensité des interactions entre l‘enzyme et la 

matrice. Ces interactions dépendent alors du pH de la solution, du point isoélectrique (p.i.e.) de 

l‘enzyme et du point de charge nulle de la matrice (PCN). La chitinase (p.i.e.= 6.8) a été adsorbée34 

avec succès sur une kaolinite (argile cationique) à pH 4.6, pH auquel l‘enzyme est chargée 

positivement.  

Cette méthode est la plus directe pour immobiliser des enzymes parce qu‘elle est simple à 

appliquer, généralement elle ne cause pas de changement conformationnel de l‘enzyme et donc elle 

préserve son activité.  À l‘inverse pour certaines enzymes, l‘adsorption peut aboutir à une amélioration 

des propriétés catalytiques par rigidification partielle de la structure. Pour illustrer cela, on peut citer le 

cas de l‘adsorption d‘une lipase sur des supports hydrophobes, où l‘activité a été 20 fois plus 

importante que celle de l‘enzyme libre. Il faut préciser qu‘une lipase est une protéine qui fonctionne 

naturellement dans un environnement plutôt lipophile et présente un site actif hydraté protégé par une 

sorte de couvercle (partie de chaîne protéique qui s‘ouvre et se ferme). L‘augmentation de l‘activité a 

Méthodes
d’immobilisation

Encapsulation Piégeage Adsorption
Réticulation 

intermoléculaire
Greffage 
covalent

Complexation
par un métal

M M
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été expliqué par le changement de la conformation lors de l‘immobilisation de la lipase : elle est alors 

adsorbée avec un site actif ‗ouvert‘, rendu plus accessible35.  

Comme autre avantage après adsorption, les problèmes de diffusion de substrats ne sont pas 

observés. Les inconvénients sont le relargage possible de l‘enzyme ou une accessibilité trop grande 

pour les processus de dégradation (attaques chimique ou microbienne). 

La surface spécifique d‘une matrice, la taille des particules ainsi que la porosité sont des 

paramètres essentiels qui influencent le processus d‘adsorption. L‘immobilisation peut se faire sur la 

surface de la matrice, ou dans des pores accessibles. L‘accrochage de l‘enzyme dans des nanopores 

peut présenter un avantage par rapport à des macropores en limitant la mobilité de la protéine, la 

stabilisant de façon différente. Des particules plus petites fournissent une plus grande surface pour 

l‘adsorption, conduisant à de plus grands taux d‘encapsulation36. Les matériaux mésoporeux par la 

distribution homogène de la porosité ainsi que par leur géométrie de pores définie sont des matrices de 

choix pour l‘immobilisation des enzymes37. 

 

I.1.2.2.2.2. Immobilisation par encapsulation38: 

 

L‘encapsulation des enzymes à l'intérieur de structures poreuses, de réseaux de gels ou de 

polymères est une autre méthode d‘immobilisation physique. Les résultats de l‘encapsulation sont 

influencés par les conditions de la réaction (pH, température, réactifs chimiques, solvants) ainsi que 

par le microenvironnement entourant l‘enzyme, une fois immobilisée.  

 L‘encapsulation peut améliorer la stabilité mécanique et minimiser le relargage. Cependant, 

l‘inconvénient majeur de ce type d‘immobilisation est la limitation de la vitesse de diffusion des 

substrats. 

L‘encapsulation des enzymes inclut leur piégeage dans les espaces interstitiels d‘un polymère 

naturel ou synthétique et leur confinement dans des microcapsules ou billes de polymère. Elle se fait 

dans la plupart des cas par la formation de la matrice autour de l‘enzyme par polymérisation ou 

gélification in situ. Les exemples sont nombreux : les polysaccharides, les polymères et les matrices 

inorganiques. La formation des matrices inorganiques se fait dans des conditions douces compatibles 

avec la préservation de l‘activité enzymatique. L‘utilisation des matrices inorganiques offre plusieurs 

avantages par rapport aux polymères organiques ou bio-organiques, en raison de leur  rigidité 

structurale, leur biocompatibilité, leur stabilité chimique et thermique, leurs propriétés contrôlables de 

surface et de porosité, leur facilité de préparation ainsi que leur faible coût38. 

I.1.2.2.2.3. Greffage sur un support38 : 

 

Cette méthode est basée sur la formation d‘une liaison covalente irréversible entre l‘enzyme et 

le support. Les avantages de cette méthode sont la rigidification de la structure de l‘enzyme d‘une 
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façon irréversible grâce à la formation de plusieurs liaisons covalentes qui réduisent la flexibilité 

structurale et les vibrations thermiques. Cependant, la réaction de liaison doit être effectuée dans des 

conditions qui ne provoquent pas la perte de l'activité enzymatique, et le site actif de l'enzyme ne doit 

pas être affecté par les réactifs utilisés. Dans la plupart des cas, les groupements amino périphériques 

de l‘enzyme sont impliqués dans la liaison covalente comme par exemple les résidus lysine. 

Cependant, d‘autres groupements fonctionnels de l‘enzyme peuvent être également impliqués 

(hydroxyle, carboxyle)38. Les groupements nucléophiles peuvent réagir avec un époxyde ou un 

aldéhyde présent sur la surface de la matrice38.  

Etant donné que l'enzyme est liée de manière covalente au support, très peu de fuite de 

protéines est observé.  
 

I.1.2.2.2.4. Réticulation intermoléculaire38 :  

 

Les enzymes peuvent être immobilisées par réticulation intermoléculaire, ou par réticulation 

avec une autre protéine. Cette méthode cause partiellement la perte de l‘activité enzymatique. Elle est 

généralement utilisée pour stabiliser les enzymes et pour éviter leur relargage. L‘agent de réticulation 

le plus utilisé est le glutaraldéhyde39. Cet agent a plusieurs avantages: la réaction entre la protéine et le 

glutaraldéhyde est rapide, la modification de la protéine est irréversible et on attend que l‘enzyme soit 

stabilisée dans des conditions de pH et de température plus étendues. 

De nouvelles stratégies d‘immobilisation se sont révélées intéressantes pour améliorer les 

propriétés enzymatiques comme les CLEAs40 (cross-linked enzyme aggregates) ou les CLECs (cross-

linked enzyme crystals). La préparation des CLEAs (ou des CLECs) commence par la précipitation 

(ou la cristallisation) de l'enzyme suivi d'une réticulation par un agent de réticulation, généralement un 

dialdéhyde comme le glutaraldéhyde. Les CLEAs et les CLECs ont par rapport aux enzymes libres 

une durée de vie et une stabilité opérationnelle sensiblement améliorée, ils sont facilement 

récupérables et sont complètement stable contre le relargage en milieu aqueux40. 

Dans les années 90, les CLECs ont été introduits en milieu industriel41. La méthode était 

applicable à une large gamme d'enzymes du moment que l‘on puisse les faire cristalliser. Les CLECs 

ont montré une stabilité significative contre la dénaturation par la chaleur, les solvants organiques et la 

protéolyse comparée à l'enzyme libre. Ces biocatalyseurs ont été très intéressants à l'échelle 

industrielle grâce à leur stabilité opérationnelle, la taille contrôlée des particules ainsi que leur 

recyclabilité. Cependant, une limitation inhérente aux CLECs est la nécessité de cristalliser l'enzyme, 

une procédure laborieuse et coûteuse exigeant une enzyme de haute pureté40. De ce fait, la 

cristallisation a été remplacée par la précipitation, une méthode plus simple, moins coûteuse et ne 

nécessitant pas d‘enzymes de grande pureté. Une nouvelle sorte d‘enzymes immobilisées, les CLEAs, 

a été ainsi développée42. 
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L‘addition de sels, de solvants organiques miscibles à l‘eau ou de polymères non-ioniques, 

aux solutions aqueuses de protéines provoque leur précipitation sous forme d‘agrégats physiques qui 

sont maintenus ensemble par une liaison non-covalente sans perturbation de leur structure tertiaire. Le 

phénomène est réversible. L‘addition d‘eau à ces précipités entraîne leur dissolution. Par contre, la 

réticulation de ces agrégats par réaction des groupements fonctionnels de l‘enzyme (via des résidus 

lysines) avec un agent bifonctionnel comme le glutaraldéhyde (Schéma I.3) rend ces agrégats 

insolubles sachant que l‘on maintient leur macrostructure et leur activité catalytique40. La majorité des 

CLEAs qui ont été rapportés à ce jour concernent des hydrolases43,40, puisque ces enzymes sont très 

utilisées à l‘échelle industrielle. 

 

 

 

 

I.1.2.2.3. Matrices d’immobilisation  

I.1.2.2.3.1. Les polymères  

 

Les polymères sont des macromolécules formés par la répétition d‘un motif. Leur synthèse 

met en jeu une réaction de polymérisation qui consiste à associer des monomères par liaison covalente. 

La structure chimique et la conformation des chaînes confèrent aux polymères des fonctionnalités 

spécifiques (capacité à former des gels, capacité d‘absorption d‘eau). Ils sont couramment utilisés pour 

immobiliser des enzymes grâce à leurs propriétés mécaniques, thermiques et électriques. Les 

polymères peuvent être classés en deux catégories : les polymères naturels et les polymères 

synthétiques. 

 

Polymères naturels  

 

Les polymères naturels sont d‘origine végétale, microbienne ou animale de milieux marins et 

terrestres. Les polysaccharides sont les polymères naturels qui ont été les plus étudiés et utilisés pour 

l‘immobilisation d‘enzymes44. Le Tableau I.1 présente quelques exemples d‘immobilisation 

d‘enzymes dans les billes de polysaccharides. Elle se fait généralement par encapsulation dans des 

Schéma I.3 : Préparation des CLEAs40 
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billes du polysaccharide. Les résultats de l‘encapsulation dépendent fortement du type d‘enzymes, du 

polysaccharide choisi et de la méthode utilisée. Des résultats contrastés ont été obtenus lors de 

l‘encapsulation d‘une β-glucosidase dans deux polysaccharides : l‘alginate (240 U/mL) et le chitosane 

(1240 U/mL), sachant que le taux d‘encapsulation de l‘enzyme dans les deux gels était du même ordre 

(44-50%). Cette différence pourrait être due aux interactions ioniques entre l‘enzyme et l‘alginate qui 

désactivent l‘enzyme45. On constate pour une estérase un taux d‘immobilisation particulièrement bas 

(87 µg/g)46. Nous développerons l‘étude complète de l‘encapsulation dans les polysaccharides dans le 

chapitre 3. 

 

Tableau I.1. Quelques polysaccharides utilisés pour l’immobilisation d’enzymes 

Polysaccharide Enzymes 
Taux 

d‘immobilisation 
(mg/g de supports) 

Activité 
immobilisée 

Réf 

 

Alginate 

Chlorophyllase 10.45 2.96 U/g 
47 

Lipase 6.32 94.83 U/g 47 
β-glucosidase - 240 U/mL 

45 

 

k-Carraghénane 

Estérase 0.087 48% 
46 

Lipase 4.68 41% 
48 

Lipase 1.5 100% 
49 

Chitosane β-glucosidase - 1240 U/mL 
45 

 

 

Polymères synthétiques 

 

Les polymères synthétiques sont des polymères d‘addition ou des polymères de condensation. 

Ils ont été largement employés pour immobiliser des enzymes50. Ils présentent plusieurs avantages par 

rapport aux polysaccharides : ils ont une meilleure stabilité chimique, mécanique et thermique sans 

oublier qu‘ils sont moins exposés aux attaques microbiennes. Le Tableau I.2 montre des exemples 

d‘immobilisation d‘enzymes dans différentes  formes structurales de polymères : des nanofibres, des 

particules (résines) et des membranes. 

Les résultats de la littérature montrent que l‘activité enzymatique retrouvée dans le biohybride 

n‘est pas toujours directement proportionnelle au taux d‘immobilisation. Un taux d‘immobilisation de 

100 mg de lipase par g de support a été obtenu en utilisant les résines de polyméthylméthacrylate alors 

que l‘activité retenue n‘est que de 43%. Par contre, en utilisant les nano-fibres de polyacrylonitrile, 

21.2 mg de lipase ont été immobilisées par g de support avec une très bonne activité retenue de 81.3%.  

 

 

 



Etude bibliographique générale 
 

18 
 

Tableau I.2 : Quelques polymères synthétiques utilisés pour immobiliser des enzymes51 

Enzyme Support 

Taux 

d‘immobilisation (mg 

prot/g de support) 

Activité retenue 

(%) 
Réf. 

α-Chymotripsine Nano-fibres de polystyrène fonctionnalisé 14.0 65 52 

Lipase 
Nano-fibres de poly (acrylonitrile-co-

maleicacid) 
21.2 ± 0.71 37.6 ± 1.8 53 

Lipase Nano-fibres de polyacrylonitrile 21.2 ± 1.3 81.3 ± 1.1 54 

Lipase 

Composite de nanofibres de 

pristinepolystyrene/poly(styrene-co-

maleic anhydride) 

5.6 ± 2.2 16.5 55 

Lipase Résines de polyméthylméthacrylate 100 43.0 56 

Lipase Membranes de polypropylène 82.7 ± 2.6 57.5 ± 2.8 57 

Lipase 
Membranes de poly(acrylonitrile-co-

maleic acid) 
23.3 114 58 

 

La recherche d‘un effet amplificateur de la matrice sur l‘activité enzymatique est un objectif 

important. Une impressionnante activité retenue de 114% a été obtenue en immobilisant une lipase 

dans des membranes de poly(acrylonitrile-co-maleic acid) en milieu organique, avec un taux 

d‘immobilisation de 23.3 mg prot/g de support58. Ceci a été expliqué par les auteurs par des 

interactions hydrophobes qui sont à l‘origine de l‘augmentation de l‘activité de l‘enzyme immobilisée. 

La liaison covalente a pu également augmenter la stabilité de l‘enzyme en milieu organique. 

Malheureusement ce n‘est pas un cas général. 

 

I.1.2.2.3.2. Matériaux inorganiques : 

 

Les matériaux inorganiques sont couramment utilisés pour immobiliser des enzymes en raison 

de leurs caractéristiques de porosité et de surface spécifique variables. Parmi ces matériaux, on trouve 

les zéolithes, la silice, les argiles, etc.  

Le Tableau I.3 présente les principales caractéristiques de différentes familles de matériaux 

inorganiques. Ces matériaux peuvent avoir différentes surfaces spécifiques selon la méthode de 

synthèse. Une large variété d‘enzymes peut être immobilisée sur ces matériaux grâce à cette surface 

spécifique mais aussi grâce à leur porosité qui varie entre micro- méso- et macro-pores31. 
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Les zéolithes 

Les zéolithes sont des cristaux tridimensionnels microporeux formés d‘un squelette alumino-

silicate. Des cations et de l‘eau sont situés dans les pores. Ce sont des échangeurs de cations et de 

minéraux.  

Les zéolithes sont capables d‘adsorber des molécules organiques ou minérales en solution 

aqueuse. Ces matériaux possèdent des micropores, d‘une dimension qui rend impossible 

l‘encapsulation des enzymes dans leur structure. Les propriétés des zéolithes comme l‘acidité de 

surface et la composition en cations affectent le taux d‘immobilisation et l‘activité retenue des 

enzymes immobilisées59. Goncalves et coll. ont démontré que l‘utilisation des zéolithes acides a un 

effet négatif sur la rétention de l‘activité enzymatique59. 

La composition des zéolithes influence les résultats d‘immobilisation notamment le rapport 

Si/Al. En effet, la composition en aluminium de la structure cristalline détermine la charge globale et 

joue sur les caractéristiques structurales (hydrophilie/hydrophobie, acide/base) du matériau. Goncalves 

et coll. ont testé plusieurs zéolithes non acides avec des rapports Si/Al différents pour immobiliser une 

cutinase. Les résultats montrent que l‘activité retenue augmente quand le rapport Si/Al augmente, dû à 

une meilleure hydrophilie de la surface. Cependant, un relargage des protéines a été observé sans être 

quantifié59. 
 

La silice 

Deux types de silice (SiO2) sont utilisés pour immobiliser des enzymes : les nanoparticules de 

silice à surface spécifique élevée et les silices mésoporeuses à surface spécifique élevée. Le procédé 

sol-gel est particulièrement intéressant pour la production de gels de silice. Il permet de contrôler en 

utilisant des conditions douces c‘est à dire proches de l‘ambiante (température et pression), la taille 

des particules ainsi que leur morphologie grâce à la modulation des  paramètres de la réaction. Le 

procédé sol-gel, correspondant à l‘abréviation « solution-gélification », s‘apparente au procédé de 

polymérisation utilisé en chimie des polymères. Un réseau macromoléculaire d‘oxyde est créé lors de 

l‘hydrolyse et de la condensation de précurseurs moléculaires généralement des alcoxides en milieu 

dissouts dans des alcools. Avant que l‘état de gel ne soit atteint, une dispersion stable de particules 

colloidales (appélé sol) est obtenue. Une étape de vieillissement est ensuite indispensable pour obtenir 

un gel. A partir du sol ou du gel de nombreuses mises en forme sont envisageable selon le mode de 

séchage sélectionné. 

 

Les matériaux obtenus par cette méthode sont très purs et biocompatibles. La structure 

moléculaire des silices contenant une large quantité d‘eau durant l‘encapsulation est bénéfique pour la 

conservation de l‘activité et de la structure des enzymes. 
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Tableau I.3 : Caractéristiques des différents matériaux inorganiques 

 

 
  

Argiles Formule chimique Structure Echangeurs 
d‘ions 

Surface spécifique 
(m2/g) Porosité 

Propriétés 
acido-

basiques/ 
éléctroniques 

Réf 

Zéolithe 
Ex. Faujasite 

(Na2,Ca,Mg)3.5[Al7Si17O48]
.32(H2O) 3D Cations 400-700 Micropores 

Propriétés 
acido-

basiques 
60 

Silice SiO2 2D ou 3D Cations 300-1000 Mésopores 
Propriétés 

acido-
basiques 

61 

Argiles 
Ex. 

Montmorillonite 

[(Al2-xMgx)(Si4O10)(OH)2][ 
Nax.nH2O] 2D Cations 30-800 Micro-, méso ou 

macro- pores 

Propriétés 
acido-

basiques 
62 

Zirconium 
phosphate Zr(HPO4)2∙nH2O 2D ou 3D Cations 80-550 Mésopores 

Propriétés 
acido-

basiques 
63 

Nanotubes de 
carbone Carbone 1D - 

400-900 
(monofeuillets) 

150-450 
(multifeuillets) 

Méso ou macro-
pores 

Propriétés 
électroniques 
(conducteurs) 

64 

HDL [MII
1-xMIII

x(OH)2
x+][Xq-

x/q.nH₂O] 2D Anions 20-85 Micro-, méso ou 
macro-pores 

Propriétés 
acido-

basiques 
65 
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Soleimani et al. ont étudié l‘immobilisation d‘une α-amylase par adsorption sur des 

nanoparticules de silice pour l‘utiliser dans des formulations de détergents afin d‘améliorer sa 

résistance aux conditions drastiques66. Pour cette étude, les silices ont été choisies pour leurs 

propriétés de surface spécifique élevée, leur structure ordonnée, stabilité chimique et résistance vis-à-

vis des détergents. Les silices ont des propriétés de surface acide en lien avec la liaison Si-O polarisée. 

Cette polarisation a des conséquences sur la protonation de surface, son pH. Le taux d‘adsorption de 

l‘α-amylase dépend donc de la compatibilité entre les propriétés de charge de surface des deux 

composants. Le pH optimal pour l‘adsorption de l‘enzyme est inférieur à 6, celui où les nanoparticules 

de silice sont chargées positivement et l‘enzyme est chargée négativement. A un pH supérieur à 6, le 

taux d‘enzyme adsorbée diminue, à ce pH les nanoparticules de silice sont chargées négativement. 

L‘influence du rapport amylase/silice a été examiné, le pourcentage d‘encapsulation le plus élevé 

obtenu était de 79% avec un rapport amylase/silice de 1/0.75. Le taux d‘enzymes immobilisées est 

alors de 1056 mg/g de nanoparticules de silice. L‘enzyme immobilisée a été plus efficace que 

l‘enzyme libre dans les formulations avec des détergents66. 

 

Les argiles 

Les argiles sont des aluminosilicates naturels ou synthétiques lamellaires67 à feuillets neutres 

ou chargés (smectites), fréquemment utilisées pour immobiliser des biomolécules et en particulier des 

enzymes. Leur intérêt provient de leur structure bidimensionnelle permettant l‘échange de cations et 

l‘intercalation de molécules et biomolécules, leur surface spécifique élevée, leur facilité de préparation 

et leur biocompatibilité. Le Tableau I.4 présente les argiles utilisées pour l‘immobilisation d‘enzymes. 

Sinegani et coll. ont étudié l‘immobilisation d‘une cellulase dans plusieurs argiles : la 

kaolinite, la montmorillonite, la palygorskite et l‘illite68. Le meilleur taux d‘adsorption a été obtenu sur 

la palygorskite qui présente grâce à sa morphologie fibreuse, la plus grande surface spécifique. Il a été 

remarqué que l‘immobilisation de la catalase (tétramère de 60kDa) dans ces argiles ne causait pas 

l‘expansion de leurs structures cristallines. 

La laponite permet la préparation d‘électrodes enzymatiques ayant une haute sensibilité et 

contribue à la stabilisation longue durée du biocapteur. Shan et coll. ont préparé un biocapteur 

ampérométrique pour la détection du catéchol69 en immobilisant la polyphénol oxydase dans la 

laponite. L‘élaboration de l‘électrode modifiée consiste à immobiliser l‘enzyme dans un gel de 

laponite et à réticuler le mélange par le glutaraldéhyde puis à déposer l‘hybride argile/enzyme à la 

surface de l‘électrode. Cengiz et coll. ont montré que l‘immobilisation d‘une catalase dans la bentonite 

et la sépiolite70 permettait d‘améliorer notablement sa stabilité et ses propriétés catalytiques. La 

stabilité thermique à 45°C est meilleure une fois la protéine immobilisée. Cet effet protecteur induit 

néanmoins des modifications structurales de la protéine et en particulier au voisinage de son site actif.  

Ces changements sont attestés par les constantes de Michaelis (Km) de l‘enzyme immobilisée dans les 

deux argiles (55.6 mM pour la bentonite et 49.2 mM pour la sépiolite) qui sont plus basses que celle 
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de l‘enzyme libre (116.8 mM). L‘adsorption des enzymes à l‘interface solide-liquide peut avoir un 

effet sur le pH optimal d‘activité du fait des propriétés tampons des surfaces de matrices 

d‘immobilisation. Dans le cas de cette étude, le pH optimal d‘activité pour la catalase immobilisée 

dans la bentonite et la sépiolite est de 2 unités plus élevé que pour l‘enzyme libre. 

 

Tableau I.4 : Quelques argiles utilisées pour l’immobilisation d’enzymes  

Argiles Formule Structure enzymes 

Kaolinite  
Al2Si2O5(OH)4 

 

cellulase68 

Montmorillonite 
 

[(Al2-xMgx)(Si4O10)(OH)2][ 
Nax.nH2O] 

 

cellulase68 

glucoamylase71 

 

Bentonite (Al2-yMgy
2+)(Si4-xAlx) 

O10(OH)2E+
x+y.n H2O 

 

catalase72 

Illite [(Al,Mg,Fe)2(Si,Al)4O10[(OH)2][ 
(K,H3O).H2O)] 

 

cellulase68 

Laponite 
 

[(Mg3-xLix)(Si4O10)(OH)2][ 
Nax.nH2O] 

Colloidal synthetic 
hectorite 

 

polyphénol oxydase69 

uréase73 

Palygorksite  
(Mg,Al)2(Si4O10)(OH)4(H2O) 

 

cellulase68 

Sépiolite 
 
 

Mg4Si6O15(OH)2.6(H2O) 
 

catalase70 

 

Dans un certain nombre d‘études, l‘immobilisation d‘enzymes dans des argiles a conduit à des 

modifications structurales importantes dues à l‘intercalation du polymère entre les feuillets de l‘argile. 

Cela se traduit par une expansion du domaine interlamellaire, identifiée en diffraction des rayons X sur 

poudre par un déplacement des raies de diffraction (00l) vers les bas thêtas et une augmentation de la 

distance interlamellaire. Sanjay et Sugunan ont étudié l‘immobilisation d‘une glucoamylase (120 kDa, 

pHopt= 4.5-5.0) par adsorption et par greffage covalent sur une montmorillonite activée par du silane71 

et ont mis en évidence  une intercalation de la glucoamylase entre les feuillets de montmorillonite. La 
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glucoamylase étant une protéine de taille importante (10 nm), dans les conditions d‘immobilisation 

utilisée, son intercalation complète n‘a pas été observée. L‘intercalation des chaînes latérales de 

l‘enzyme explique l‘expansion structurale obtenue, le squelette du polypeptide restant à la périphérie 

de la matrice. Les spectres de RMN confirment la forte attraction de l‘enzyme par la matrice. Les 

mesures d‘adsorption de diazote montrent une forte baisse de la surface et du volume des pores du 

support dans le cas de l‘enzyme immobilisée par liaison covalente, ce qui indique le blocage des pores. 

L‘activité retenue était de 49% pour l‘enzyme adsorbée et de 66% pour l‘enzyme immobilisée par 

liaison covalente. L‘immobilisation a permis de gagner en stabilité thermique, mais a diminué 

l‘affinité de l‘enzyme envers son substrat (l‘amidon), révélé par l‘augmentation de la valeur de Km. 

 

I.1.2.2.3.3. Les nanotubes de carbone : 

 
Les nanomatériaux à base de carbone constituent une famille variée de composés comprenant 

les fullerènes, les nanotubes simple ou multi-murs, les nanofibres, les graphènes, et dont les 

principales caractéristiques proviennent de leurs propriétés de conduction électronique, leur capacité à 

la fonctionnalisation ou greffage covalent, leur réactivité oxydante ou réductrice. L‘association 

d‘enzymes à ces matériaux est envisagée principalement pour l‘élaboration de biocapteurs et la 

biocatalyse74. 

Les nanotubes de carbone (NTC) ressemblent à des feuillets de graphène enroulés sur eux-

mêmes et fermés à leurs extrémités par des demi-sphères semblables à des fullerènes. On distingue 

deux familles de nanotubes : les monofeuillets (SWNT) et les multifeuillets (MWNT). Ces matériaux 

possèdent des propriétés exceptionnelles. Ils possèdent une rigidité excellente tout en étant légers. Ce 

sont de bons conducteurs électriques et thermiques. Ils ont des propriétés de surface spécifique 

importante. Lors du processus d‘immobilisation, l‘enzyme forme une dispersion stable et garde un 

microenvironnement hydrophile, ce qui est compatible avec la préservation de son activité et de sa 

structure. En plus, les propriétés électroniques uniques des NTC permettent le transfert d‘électrons au 

sein de la matrice et donc améliore les propriétés catalytiques d‘une enzyme redox immobilisée. Par 

exemple, l‘HRP a été immobilisée par adsorption sur ces nanotubes. Les résultats montrent 

l‘augmentation de l‘activité de 7 à 9 fois dans l‘eau par rapport à l‘enzyme libre et de 1500 à 3500 fois 

dans des mélanges biphasiques eau-solvant organique75.  
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I.2. Les hydroxydes doubles lamellaires: structures hôtes 

pour les enzymes 

I.2.1. Structure des HDL 
 

 Description cristallochimique I.2.1.1.

 

Les hydroxydes doubles lamellaires (HDL) sont des minéraux qui s‘apparentent à 

l‘hydrotalcite naturelle Mg6Al2(OH)16CO3.4H2O dans laquelle des cations divalents (MII) ont été 

partiellement substitués (x) par des cations trivalents (MII). La formule générale d‘un HDL est donc 

[MII
1-xMIII

x(OH)2
x+][Xq-

x/q.nH₂O]. 

Ce sont des matériaux inorganiques constitués d‘empilements alternés de feuillets plans 

d‘octaèdres M(OH)6 incluant des cations métalliques divalents et trivalents (Figure I.2). Ces feuillets 

ont une charge positive, la densité de charge est alors proportionnelle à la quantité de métal trivalent x 

= MIII/(MII+MIII). Afin d‘assurer l‘électro-neutralité globale, les espaces interfeuillets contiennent des 

anions ainsi que des molécules d‘eau comme représenté dans la Figure I.2. Les feuillets d‘HDL ont 

une grande densité de charge liée à la valeur de x76. Leur structure lamellaire, leur composition 

chimique variable, leur capacité d‘échange anionique, leur densité de charge variable ainsi que leurs 

propriétés rhéologiques rapprochent les HDL des argiles. C‘est pourquoi, ils sont aussi appelés argiles 

anioniques. 

Les éléments qui contribuent à la cohésion de la structure des HDL sont les suivants : les 

liaisons hydrogènes qui s‘établissent entre les anions interlamellaires, les groupements hydroxyles des 

feuillets et les molécules d‘eau et les interactions électrostatiques entre les anions et les feuillets 

métalliques. 

Les métaux  divalents et trivalents qui forment les feuillets appartiennent essentiellement aux 

périodes 3 et 4 de la classification périodique des éléments: 

- métaux divalents : Mg2+, Zn2+, Ni2+, Cu2+, Co2+, Fe2+, Mn2+... 

- métaux trivalents : Al3+, Cr3+, Fe3+, Co3+, Mn3+, V3+, Ga3+... 

Les rayons atomiques sont de l‘ordre de 0.65-0.80 Å pour les cations divalents et de 0.62-0.69 

Å pour les cations trivalents ( avec un seul exception, Al : 0.50 Å)76. 

Le rapport M(II)/M(III) peut varier selon les conditions de synthèse et les concentrations 

initiales en sels. Dans la formule générale [MII
1-xMIII

x(OH)2
x+][Xq-

x/q.nH₂O], x est la fraction molaire de 

M(III) par la quantité totale en métaux. En général, x varie comme suit : 0.10 ≤ x ≤ 0.33. 
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Figure I.2 : Structure des HDL77 

 

Le domaine interlamellaire peut contenir des anions, des molécules d‘eau ainsi que d‘autres 

espèces chargées ou neutres. Dans la plupart des cas, uniquement des liaisons faibles se créent entre 

les ions ou molécules interlamellaires et la structure hôte. De ce fait, une grande variété d‘espèces peut 

être localisée entre les feuillets durant la formation de la structure lamellaire ou par échange anionique. 

(Tableau I.5) 

 

Tableau I.5 : Quelques compositions en anions de l’espace interlamellaire 

Anions inorganiques F-, Cl-, NO3
- , CO3

2-, ClO- 

Complexes [Fe(CN)6]3-, [Fe(CN)6]4-, [MCl4]2- 
(avec M=Pd, Pt, Ni), 

Anions organiques tartrate, malonate, téréphtalate, acétate, dodécylsulfate, 
acides aminés, cyclodextrine 

Polymères polyacrylate, polystyrène sulfonate, polyaniline, 
polyéthylène glycol,  

Biomolécules brins d‘ADN, ATP, acides aminés, protéines, nucléosides, 
polysaccharides 

 

Généralement, les HDL contiennent un taux variable d‘eau, une partie se trouve dans le 

domaine interlamellaire, une deuxième est adsorbée sur la surface et une troisième est libre entre les 

particules. Le contenu en eau intrinsèque dépend de la nature, de la taille et de la concentration des 

anions et des conditions de lavage et séchage mais aussi de la nature des cations métalliques des 

feuillets76. 

Selon la taille, la charge et la disposition des espèces interlamellaires, l‘espace entre les 

feuillets sera modifié. Du fait de la variété des cations qui forment les feuillets et des anions qui 

s‘intercalent entre les feuillets, la famille des HDL comprend un nombre très important de composés. 

 

Feuillet

Distance interlamellaire 
(d)

Espace 
interlamellaire

OH-

MII/MIII
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 Description cristallographique  I.2.1.2.
 

La plupart des HDL de synthèse cristallise dans le groupe d‘espace R-3m, structure 

hexagonale à symétrie rhomboédrique. Les études structurales65 ont permis de déterminer les 

paramètres cristallographiques a et c (Figure I.3) de la structure ainsi que les distances et angles 

interatomiques.  

La compréhension de l‘organisation ordonnée, à courte et longue distance, des atomes ou des 

unités polyatomiques demeurent un sujet d‘étude d‘actualité car les propriétés d‘ordre et de désordre 

affectent la réactivité et les propriétés physiques des matériaux en général. Les développements 

récents se sont focalisés sur les effets des contraintes microcristallines sur les distorsions locales ainsi 

que l‘organisation des anions dans les espaces interfolliaires78. Les développements récents sur 

l‘élaboration et la mise en forme de nanoplaquettes d‘HDL et de nanocomposites HDL/polymères et 

HDL/biomolécules montrent les limites des investigations structurales par la technique de diffraction 

des rayons X. Les diffractogrammes de poudre ne permettent souvent que d‘accéder à des valeurs 

approchées des paramètres de mailles à partir des quelques raies de diffraction visibles (00l et hk0) : a 

= 2 d(110) et c = 3d(003) où :  

- « a » correspond à la distance entre deux cations métalliques voisins.  

- « c » correspond à trois fois la distance entre deux feuillets hydroxylés. 

La plupart des HDL sont décrits par les paramètres de maille hexagonale avec a = b ≈ 3 Å, c = mc0, α 

= β = 90°, γ = 120°. 

 
Figure I.3 : Paramètres structuraux des HDL  
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I.2.2. Propriétés physico-chimiques des HDL 
 

Les HDL possèdent plusieurs propriétés intéressantes en lien avec la composition chimique 

variable des feuillets et des domaines interlamellaires. 

 

 Propriétés d’échange anionique I.2.2.1.
 

Une des caractéristiques remarquables des HDL est le fait que l‘anion interlamellaire est 

échangeable. Grâce à cette capacité d‘échange anionique, les HDL peuvent être utilisés comme 

adsorbants pour éliminer les polluants anioniques. La capacité d‘échange anionique (CEA) des HDL 

dépend du rapport des cations, de la capacité de l‘anion à stabiliser la structure lamellaire ainsi que des 

masses moléculaires des cations et des anions impliqués. Elle s‘exprime en moles de charge électrique 

par unité de masse et dépend de la quantité de charges électriques positives portée par la surface des 

HDL. Comme reporté par Leroux et Besse79 en 2004, les valeurs de CEA pour les HDL peuvent être 

entre 200 et 400 cmol/kg. Ces valeurs sont très importantes par comparaison avec celles des argiles. 

En calculant les constantes d‘équilibre des réactions d‘échange, l‘ordre de l‘affinité des HDL 

pour les anions80 a été listé pour les anions monovalents comme suit : OH- > F- > Cl- > Br- > NO3
- > I- 

et pour les anions divalents: CO3
2- > C10H4N2O8S2- > SO4

2-, sachant que l‘affinité est plus grande pour 

les anions divalents que pour les anions monovalents. Ces résultats montrent la très forte affinité de la 

matrice HDL pour les ions carbonates et soulignent la nécessité de synthétiser, si nécessaire, les HDL 

sous une atmosphère exempte de CO2 pour éviter la carbonatation. Les HDL contenant des nitrates ou 

des chlorures sont donc les meilleurs précurseurs pour l‘échange anionique. 

Cet ordre est la conséquence de la densité de charge des anions et de leur capacité à 

promouvoir des liaisons hydrogènes avec les feuillets. Donc les anions liés faiblement peuvent être 

remplacé par les anions qui se lient fortement par échange anionique. Ceci se fait simplement par 

l‘agitation d‘un mélange contenant l‘HDL que l‘on veut échanger avec le sel de l‘anion que l‘on veut 

intercaler.  

La densité de charge des HDL varie de 0.25 à 0.40 charge/nm2.79 La densité de charge positive 

des HDL permet l‘échange anionique ainsi que l‘adsorption de molécules chargées négativement. 

Cette densité augmente avec l‘augmentation du taux des ions trivalents dans les feuillets. La distance 

interlamellaire diminue avec l‘augmentation de la densité de charges des feuillets grâce à l‘attraction 

électrostatique entre les feuillets d‘hydroxyde et les anions interlamellaires. 

Le potentiel zêta mesure la charge de surface d‘un composé. Sa valeur dépend fortement du 

pH. Le potentiel zêta est aussi très influencé par l‘adsorption des anions ou l‘échange anionique. Les 

potentiels zêtas ainsi que les PCN de quelques HDL sont présentés dans le Tableau I.6. Par exemple, 
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ce paramètre a été mesuré pour des HDL de type Mg2Al-Cl et Mg2Al-CO3 à pH 8, les valeurs obtenues 

sont 41 et 34 mV respectivement81. 

 

Tableau I.6 : PCN et potentiel zêta de quelques HDL82 

HDL PCN Réf 
Mg2Al-NO3 11.39 83 
Mg2Al-CO3 11.19 83 

Zn0.69Al0.31-Cl 11.03 84 
Zn0.47Fe0.26Al0.27 10.00 84 
Zn0.27Mg0.37Al0.36 9.63 85 
Zn0.19Mg0.60Al0.21 10.60 85 

HDL Potentiel zêta Réf 
Mg2Al-Cl (pH 8) +41 81 

Mg2Al-CO3 (pH 8) +34 81 
Mg1.92Al-CO3 (pH 7) +30 86 
Mg1.92Al-CO3 (pH 9) +20 86 

 

 

 Stabilité chimique et thermique I.2.2.2.

 
La réactivité ou stabilité chimique des HDL en solution est une propriété très importante pour 

la conception de nouveaux matériaux qui doivent fonctionner dans des conditions d‘interface avec des 

milieux liquides et en particulier des solutions aqueuses. L‘évaluation de la stabilité chimique des 

HDL englobe principalement leurs propriétés de solubilité dans des conditions données de pH et leur 

réactivité d‘échange dans le milieu de travail. La solubilité est évaluée par la constante de solubilité 

dans l‘eau pKsp. En prenant en compte les valeurs de pKsp, la stabilité des HDL [M2+-M3+] a été classée 

comme suit87 : Mg2+ < Mn2+ < Co2+ ≈ Ni2+ < Zn2+ pour les cations divalents et Al3+ < Fe3+ pour les 

cations trivalents (pH = 6-10). Allda et al. ont montré que l‘anion interlamellaire peut influencer la 

stabilité des HDL, ainsi les carbonates, les silicates et les borates diminuent la solubilité par rapport 

aux nitrates et sulfates qui l‘augmentent88. 

Une autre propriété importante des HDL est leur stabilité thermique. La température de 

décomposition dépend de leur composition chimique (nature des cations et des anions, taux 

d‘hydratation interlamellaire) et de leur structure (structure ordonnée, nature du polytype). La 

cristallinité des HDL affecte la cinétique de décomposition. La décomposition des feuillets se produit 

par déshydroxylation à des températures comprises entre 250°C à 300°C. Cette étape déterminante fait 

suite à l‘élimination des molécules d‘eau interlamellaires (processus continu entre 150°C-250°C) et se 

poursuit par la décomposition des anions interlamellaires à des températures plus hautes65.  

Les HDL étant stables dans la gamme de température à laquelle les enzymes peuvent l‘être, 

cela laisse envisager une utilisation des enzymes dans des domaines de température et de pH plus 

large. 
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 Propriétés morphologiques  I.2.2.3.

 
Les propriétés physiques des HDL comme la surface spécifique, la porosité, la taille et la 

morphologie des particules, sont des propriétés extrêmement importantes qui conditionnent leur 

réactivité, leur mise en forme ainsi que leurs performances selon les applications recherchées. La 

variété des méthodes et conditions de synthèses permettant la préparation des HDL conduit à la 

conception de matériaux à morphologie contrôlée.   

La surface spécifique des HDL dépend fortement de leur méthode de synthèse, elle est aussi 

reliée à leur composition cationique et anionique.  

Pour les HDL préparés dans les conditions standards de coprécipitation, la surface spécifique65 

peut varier entre 20 et 85 m2/g. Pour les MgAl-HDL contenant des anions comme les carbonates, les 

chlorures ou les nitrates, la surface spécifique est inférieure à 100 m2/g89–92. Les traitements après la 

synthèse comme le vieillissement et les traitements hydrothermiques peuvent influencer la surface 

spécifique. Des valeurs dans la gamme de 111-289 m2/g ont été mesurés pour des phases d‘HDL 

(MgAl, NiAl, MgNiAl, MgCuAl, CoNiAl) synthétisées par la méthode sol-gel93. 

Les HDL sont avant tout des matériaux non ou faiblement poreux. La densité de charge élevée 

et la surface hydroxylée des feuillets favorables à l‘empilement des feuillets et à l‘agrégation des 

plaquettes en sont les raisons principales. La formation d‘HDL poreux nécessite des stratégies de 

synthèses adaptées. Ainsi, il est possible de faire varier la porosité entre micropores, mésopores77 et 

macropores94.   

La taille des particules d‘HDL peut varier énormément selon la composition de l‘HDL et sa 

cristallinité. Elle peut être contrôlée par un traitement hydrothermique après la synthèse. Les HDL 

contenant des anions inorganiques ont généralement une morphologie hexagonale95. Cependant, 

parfois des fibres sont obtenues96.  

 

 

I.2.3. Les biohybrides HDL/enzymes 

 Généralités sur les biohybrides HDL/biomolécules I.2.3.1.

 
L‘association de molécules biologiques avec des matériaux inorganiques permet de combiner 

les fonctionnalités spécifiques des biomolécules (chiralité, reconnaissance et activités 

chimiques/biologiques) avec les propriétés des matériaux (propriétés mécaniques, électroniques, 

chimiques et magnétiques). Le développement de ces matériaux biohybrides multifonctionnels  vise à 
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améliorer les propriétés et les performances de la fonction biologique immobilisée82. Un grand nombre 

de biomolécules (acides aminés, polypeptides, oligo- et polysaccharides, ADP, ATP, nucléosides, 

ADN,…) existent sous une forme anionique dans des conditions de pH proche de la neutralité ou 

basique et peuvent interagir favorablement avec les échangeurs anioniques tels que les HDL. En effet, 

les HDL ont la capacité d‘intercaler et de confiner des biomolécules grâce à leur structure 

bidimensionnelle ouverte. La littérature rapporte l‘immobilisation de  biomolécules de tailles très 

différentes : acides-aminés, fragments d‘ADN, protéines, virus et bactéries (Figure I.4). 

 
Figure I.4 : Immobilisation de biomolécules de diverses dimensions dans les HDL82 

 

Un très grand nombre de biomolécules a été immobilisé dans les HDL : des acides aminés (L-

phenylalaline97, L-tyrosine97, L-cystéine98, phenylalanine99,100, glycine101), des protéines (Albumine de 

sérum bovine (BSA)102, hémoglobine102, myoglobine103), l‘ATP104, le cytochrome C105 ainsi que des 

molécules d‘ADN106. Cette capacité remarquable est permise grâce aux conditions douces 

d‘immobilisation sur les HDL, qui respectent la structure et la conformation des biomolécules. Les 

HDL possèdent des propriétés de surface et d‘échange anionique qui permettent d‘interagir avec les 

biomolécules par des interactions électrostatiques ou par des liaisons hydrogènes, ce qui facilite la 

formation de l‘assemblage HDL/biomolécule. La variété des méthodes de synthèse disponibles fournit 

un grand choix de préparation de matrices HDL82. 

Récemment, les biohybrides HDL-enzymes ont trouvé plusieurs domaines d‘applications en 

biocatalyse ou en tant que biocapteurs. L‘immobilisation des enzymes dans les HDL permet la 

préservation des propriétés catalytiques des enzymes, l‘amélioration de leurs stabilités chimique et 

thermique107 et augmente la durée de stockage.  

La plupart des biohybrides HDL-enzymes a été utilisée comme biocapteurs électrochimiques, 

pour détecter des substrats comme le glucose, les dérivés du phénol, l‘urée, le cholestérol, le lactate, 

etc. avec des bonnes limites de détection108. Ainsi, l‘uréase a été immobilisée dans l‘HDL [ZnAl] par 

coprécipitation à pH constant afin d‘utiliser le biohybride obtenu pour élaborer des biocapteurs 
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d‘urée109. L‘immobilisation s‘est faite dans des conditions de chimie douce, ce qui a contribué à la 

préservation de la structure et de l‘activité de l‘enzyme. 

Une grande partie des polluants environnementaux réagissent comme inhibiteurs des enzymes. 

Des biocapteurs ont été développés pour détecter le cyanure110,111, l‘arsenate112 et le fluorure110 à 

l‘échelle nanomolaire. Tous ces polluants sont chargés négativement et peuvent donc s‘adsorber à la 

surface de l‘HDL. 

La biodégradation de substances chimiques nocives comme les pesticides peut être réalisée en 

utilisant des bactéries qui le font par le biais de réactions catalysées par leurs enzymes. Besse-Hoggan 

et al. ont étudiés la biodégradation de l‘atrazine par des bactéries (Pseudomonas sp.) adsorbées sur 

Mg2Al-HDL. Ils ont déterminé que la biodégradation a été 26 fois plus importante en utilisant le 

biohybride que celui réalisé par les cellules libres. Les auteurs ont proposé plusieurs hypothèses pour 

expliquer ce phénomène : pH local optimal pour l‘action des bactéries (propriétés tampons de l‘HDL), 

relargage du cofacteur Mg2+ des feuillets d‘HDL (nécessaire pour l‘action des bactéries), etc.113,114 

 

 Stratégie d’immobilisation des enzymes dans les HDL I.2.3.2.
 

L‘élaboration de matériaux biohybrides HDL/enzyme est réalisée suivant deux stratégies 

principales. La première est basée sur l‘assemblage de plaquettes d‘HDL déjà formées avec l‘enzyme 

à immobiliser, via un mécanisme d‘adsorption ou d‘échange anionique. L‘utilisation de suspensions 

colloïdales de plaquettes délaminées permet d‘améliorer la dispersion et le taux d‘immobilisation 

d‘enzymes.82 

La deuxième stratégie concerne la formation in situ d‘HDL en présence de l‘enzyme dans des 

conditions douces de synthèse permettant la coprécipitation simultanée de l‘HDL (coprécipitation) et 

de l‘enzyme.82 

Parallélement, la calcination/reconstruction est une autre méthode impliquant la 

déstructuration d‘un HDL déjà préparé, pour le régénérer ensuite en phase aqueuse en présence de 

l‘enzyme.82 

Enfin la fonctionnalisation de surface peut être obtenue par greffage covalent d‘enzyme sur 

des feuillets HDL via l‘utilisation d‘un agent de couplage préalablement intercalé.82 

Les HDL ont été utilisés pour immobiliser une grande variété d‘enzymes (Tableau I.7) qui 

sont largement différentes par leurs structures, leurs propriétés ainsi que leurs mécanismes d‘action. 

Comme le montre le Tableau I.7, la composition des HDL est très diversifiée. 
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Tableau I.7 : Enzymes immobilisées dans les HDL par différentes méthodes 

Méthode 

d‘immobilisation 
Enzyme immobilisée HDL Références 

 

 

 

 

 

 

 

Adsorption 

Trypsine Mg2Al-Cl, Zn2Al-Cl 115 

Lipase 
Mg4Al-NO3, Zn4Al-NO3, 

Ni4Al-NO3 
116 

Phosphatase alcaline Mg2Al-CO3, Zn2Al-Cl 117 

Uréase ZnRAl-Cl, R =2, 3, 4 118 

Lipase 

Mg4Al-dodecylsulfate 

Mg4Al-NO3, Zn4Al-NO3 Zn4Al-

dodecylsulfate 

119,120 

Transcétolase Mg2AlNO3, Zn2AlNO3 121 

aminopeptidase Mg2Al-CO3 122 

Phosphatase acide  Mg2Al-CO3 107 

laccase 
Mg2Al-Cl modifié par le 

glutamate 
123 

Alliinase Mg2Al-NO3 124 

Lipase Mg3Al-SDS-KH550 125 

Lipoxygénases Zn3Al-azelate 126 

 

Délamination/ 

réagrégation 

Uréase 
Zn3Al–dodecyl sulfate 

ZnRAl–Cl, R=2, 3, 4 
118,127 

HRP Ni-Al NO3 
128 

Lipase Mg2Al-NO3 102 

β-galactosidase MgAl-dodecylsulfate 129 

Greffage covalent Penicilline G acylase Mg2Al-CO3 130 

Calcination/ 

reconstruction 

Phosphatase acide MgAl-CO3 
107 

Penicilline G acylase 
MgRAl-CO3, R=1.6, 2, 3, 4 

Zn2Al-CO3 

131 

Lipase Mg4Al-NO3 
132 

Coprécipitation 

Trypsine Mg2Al-Cl, Zn2Al-Cl 115 

Transcétolase Mg2AlNO3, Zn2AlNO3 121 

Uréase ZnRAl-Cl, R = 2, 3, 4 109,118 

Phosphatase alcaline  Mg2Al-CO3 133 

FSA Mg2AlNO3 134 

GOx NiAl-NO3 
135 
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I.2.3.2.1. Immobilisation par adsorption 
 

L‘adsorption de macromolécules telles que les enzymes présentant des tailles, des répartitions 

de charge surfacique, des groupements fonctionnels variables à la surface d‘échangeurs ioniques 

comme les argiles est un processus physique complexe qui n‘a pas encore été décrit par un modèle 

thermodynamique intégrant les différentes contributions d‘interactions. En effet, les surfaces d‘argiles 

et en particulier les surfaces d‘HDL, présentent une distribution de sites d‘adsorption via des liaisons 

hydrogènes, des interactions électrostatiques, des interactions de Van der Waals ainsi que des sites 

d‘échange ionique. Pour chaque enzyme l‘ensemble de ces interactions est mis en jeu. Malgré cette 

multiplicité d‘interactions, la communauté scientifique s‘accorde à modéliser les phénomènes 

d‘adsorption des enzymes sur un support selon les modèles simples d‘interactions gaz-solide décrit par 

les isothermes de Langmuir ou de Freundlich,136 ces 2 modèles considérant des sites d‘adsorption 

uniques. Concernant l‘adsorption d‘enzymes à la surface des HDL, peu d‘études sont reportées dans la 

littérature.  

L‘adsorption de l‘enzyme sur un HDL préparé peut fournir des informations sur l‘affinité 

entre les deux composants. L‘isotherme d‘adsorption est un moyen utilisé pour identifier ces 

interactions, il est obtenu en traçant la quantité de produit adsorbé (Cs) en fonction de la concentration 

d‘adsorbat à l‘équilibre (Ce). Les isothermes d‘adsorption sont classées137 en quatre grands types 

(Figure I.5) : type C (partition Constante), type L (Langmuir), type H (Haute affinité) et type S 

(Sigmoïde). Les isothermes de la classe C se caractérisent par un partage constant entre la solution et 

le support. Les sites d‘adsorption sont créés au cours du processus. Les isothermes de classe L 

impliquent des interactions fortes entre la molécule et son support, l‘adsorption se produit en une seule 

couche, dans des sites d‘adsorption énergétiquement équivalents qui ne peuvent contenir qu‘une seule 

molécule par site. Les isothermes de la classe H présentent une partie initiale presque verticale, la 

quantité adsorbée apparaît importante à concentration quasiment nulle du soluté dans la solution. Les 

isothermes de classe S présentent, à faible concentration, une concavité tournée vers le haut. La 

première partie de la courbe correspond à une adsorption monomoléculaire, ensuite il se forme une 

couche multimoléculaire d‘épaisseur indéfinie. Les molécules adsorbées favorisent l'adsorption 

ultérieure d'autres molécules. 

 
Figure I.5 : Différentes types d’isothermes d’adsorption 
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L‘adsorption des enzymes sur les HDL a été évaluée par les isothermes d‘adsorption. Les 

résultats montrent clairement l‘effet des conditions de pH, de la surface spécifique, de la porosité de 

l‘HDL, de sa composition ainsi que des caractéristiques de l‘enzyme notamment son p.i.e. sur les 

résultats obtenus.  

En général, les HDL montrent des grandes capacités d‘adsorption à un pH plus haut que le 

p.i.e. de l‘enzyme (Tableau I.8). L‘adsorption de la lipase138 (p.i.e.=5.5) sur un hydrotalcite 

synthétique augmente de 0.5 à 13 mg/g en augmentant le pH de 6.0 à 8.5. 

 

Tableau I.8 : Isothermes d’adsorption et capacité d’adsorption maximale pour quelques 

biohybrides HDL-enzymes82 

HDL Enzyme Type d‘isotherme 
Capacité d‘adsorption 

maximale (mg prot/g) 
Réf 

Zn0.66Al0.33-Cl (pH 7) Uréase (p.i.e. 5.1) Freundlich 325 118 

Zn0.75Al0.25-Cl (pH 7) Uréase (p.i.e. 5.1) Freundlich 228 118 

Zn0.80Al0.20-Cl (pH 7) Uréase (p.i.e. 5.1) Freundlich 215 118 

Mg2Al-Lactate 
Lipase (p.i.e. 5.5) 

de pancréas de porc 
- 9000 139 

Mg2Al-Lactate exfolié Lipase (p.i.e. 4.8) - 22000 102,139 

Mg2Al-Lactate exfolié BSA (p.i.e. 4.7) Langmuir 350 102 

MgAl-CO3 
Phosphatase acide 

(p.i.e. 5) - 0.25 107 

MgAl-CO3 calciné 
Phosphatase acide 

(p.i.e. 5) - 0.25 107 

 

L‘adsorption des enzymes sur les HDL s‘explique par les interactions électrostatiques mais 

aussi par la génération d‘un réseau de liaisons hydrogènes comme les surfaces des HDL (12 OH/nm2) 

et des protéines sont hautement hydrophiles82. 

Les résultats mettent en évidence le rôle de la composition chimique des feuillets sur la 

capacité d‘adsorption. Les isothermes ont été modélisées par le modèle de Freundlich. On observe que 

les capacités d‘adsorption maximales augmentent avec la diminution de R de 215 mg/g à 325 mg/g 

pour l‘HDL ZnRAl-Cl (R = 2, 3, 4), mettant en évidence une relation directe entre la densité de charge 

et le taux d‘adsorption. Les études cinétiques ont montré que l‘adsorption se fait très rapidement 

(moins d‘une heure). 

Les enzymes portant des groupements de surface négatifs (aspartate, pKa = 3,90 ;  

glutamate, pKa = 4,07) peuvent s‘échanger avec les anions de compensation de charge des feuillets 

HDL positifs et être immobilisées irréversiblement à la surface. Les charges de surface apparaissent 
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déterminantes dans ce mécanisme et les conditions de pH ou de force ionique de la solution 

influencent nécessairement les réactions à l‘interface solide/liquide.  

L‘intensité des interactions intervenant dans l‘adsorption dépend donc de plusieurs facteurs 

physico-chimiques : 

-  la taille et la masse de l‘enzyme, son p.i.e. et son potentiel zêta. 

- la taille des particules d‘HDL, leur PCN. 

- les propriétés physico-chimique de la solution (pH, force ionique, nature du tampon) ainsi que 

de la température. 

 

Le pH de l‘adsorption est un paramètre clé qui peut fortement affecter l‘adsorption de 

l‘enzyme sur les HDL : la valeur du pH détermine la charge globale de l‘enzyme qui est caractérisée 

par une charge positive à un pH inférieur à son p.i.e. et une charge négative à un pH supérieur. 

L‘adsorption est alors efficace à un pH supérieur au p.i.e.82. De cette façon, l‘alliinase (p.i.e. = 6.3) a 

été immobilisée par adsorption sur un HDL Mg2Al-NO3 à un pH de 8.2 où l‘enzyme est chargée 

négativement124. 

La nature des cations divalents influence aussi l‘adsorption d‘enzymes puisqu‘elle détermine 

en partie les propriétés de surface des HDL. Par exemple, une trypsine (p.i.e. = 10.1) a été adsorbée 

sur Mg2Al-Cl et Zn2Al-Cl à pH 7. Mg2Al-Cl apparait comme meilleur support avec un taux 

d‘immobilisation de 44% par rapport au Zn2Al-Cl (15%)115. De la même manière, l‘HDL Mg2Al-CO3 

a montré une capacité d‘adsorption plus importante pour une phosphatase alcaline (AlP) (84%) par 

rapport à Zn2Al-Cl (52%). Le biohybride AlP@Mg2Al-CO3 était également plus stable dans une large 

gamme de pH que AlP@Zn2Al-Cl117. Le même résultat a été obtenu avec la lipase : en changeant la 

composition des feuillets des HDL, différents taux d‘immobilisation d‘une lipase : 71%, 67% et 58% 

sont obtenus en utilisant le Mg4Al-NO3, le Zn4Al-NO3 et le Ni4Al-NO3 respectivement119.  Dans toutes 

ces études, la capacité d‘adsorption n‘est pas ramenée par unité de surface spécifique ce qui limite 

l‘évaluation de son effet.  

La nature de l‘anion interlamellaire peut aussi influencer le processus d‘adsorption. Rahman 

et al.119 ont démontré que la présence des anions organiques dans la composition des HDL comme le 

dodécylsulfate (DDS) ou le dioctylsulfosuccinate améliore l‘adsorption de la lipase. Le pourcentage 

d‘immobilisation de la lipase était de 70.8% sur le Mg4Al-dodecylsulfate (531 mg/g) et de 36.9% sur 

le Mg4Al-NO3 (277 mg/g). Egalement, l‘adsorption de la lipase120 sur le Zn4Al-dodecylsulfate a été 

plus efficace que sur le Zn4Al-NO3. La présence du composant organique améliore le pourcentage de 

l‘immobilisation qui était de 79% (pour 63% sans le composant organique). 

Un des principaux inconvénients de l‘adsorption est la possibilité de relargage. 

L‘aminopeptidase d‘Aeromonas proteolytica (AAP) a été immobilisée par adsorption dans un HDL 

Mg2Al-CO3 pour optimiser la dégradation des hormones peptidiques. Le lavage du biohybride avec 

une solution saline (0.2 M NaCl) a causé le relargage de 15 à 20% de l‘AAP122. Cependant, le 
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biohybride obtenu est réutilisable plusieurs fois sans perte importante de son activité. Du fait des 

petites quantités d‘enzymes utilisées (rapports enzyme/HDL entre 1/1500 et 1/50), l‘adsorption de 

l‘AAP est totale après 15 min. L‘analyse du biohybride obtenue par DRX montre que l‘enzyme n‘est 

pas intercalée entre les feuillets, mais adsorbée à la surface du matériau.  

L‘immobilisation d‘extraits enzymatiques de cellules a été aussi réalisée par adsorption sur 

des HDL. Un Zn3Al-azelate (CO2
--(CH2)7-CO2

-) préparé par coprécipitation, a été utilisé pour 

immobiliser l‘extrait enzymatique de Penicillium camemberti, contenant une lipoxygénase (LOX)126. 

En immobilisant 40 mg de protéine dans 1 g d‘HDL, le pourcentage d‘encapsulation observé est de 

99.3% et l‘activité spécifique est de 76.2%. De la même façon, l‘extrait enzymatique de 

Saccharomyces cerevisiae contenant une transcétolase (TK) a été immobilisé dans les HDL121. 

 

I.2.3.2.2. Immobilisation par délamination/réagrégation : 
 

Afin d‘accroître le taux d‘adsorption d‘enzymes par les phases HDL, la délamination des 

feuillets a été envisagée. La délamination des HDL est réalisée dans des solvants organiques (butanol, 

formamide) ou dans l‘eau en utilisant des phases HDL échangées par l‘anion lactate (CH3CHOHCO2
-) 

ou le méthoxyde (CH3O-). L‘intercalation des solvants ou des anions diminue les interactions 

attractives feuillets/feuillets et conduit à la décohésion de la structure. Des nanoplaquettes de quelques 

feuillets empilés sont alors dispersées dans la solution. La réaction de ces solutions colloïdales d‘HDL 

avec des solutions d‘enzymes conduit à un assemblage HDL/Enzyme par transfert et précipitation 

dans la phase aqueuse.  Cette méthode a permis le confinement de l‘uréase118,127, l‘HRP128, la lipase102 

et la β-galactosidase129 dans les phases ZnRAl-Cl (R = 2, 3, 4), NiAl-NO3, Mg2Al-NO3 et MgAl-DDS 

respectivement. Dans le cas de l‘immobilisation de la lipase et de l‘HRP, un empilement de feuillets 

d‘HDL et de l‘enzyme, préférentiellement orientés  a été obtenu après séchage102,128.  

Récemment, la β-galactosidase a été immobilisée dans un HDL MgAl préparé par 

délamination de MgAl-dodecylsulfate suivi d‘une reconstruction de la structure lamellaire en présence 

de l‘enzyme. L‘immobilisation de l‘enzyme a changé sa conformation d‘une façon significative grâce 

aux interactions allostériques induites par le Mg2+. Le biohybride obtenu a montré une activité 

catalytique 30 fois plus importante que l‘enzyme libre, ce qui suggère que l‘effet allostérique de Mg2+ 

joue un rôle essentiel dans l‘amélioration de la performance de l‘enzyme129. 

I.2.3.2.3. Immobilisation par greffage covalente : 
 

Le greffage covalent est une autre méthode utilisée pour immobiliser et stabiliser les enzymes 

dans les HDL. La pénicilline G acylase a été immobilisée par liaison covalente dans les HDL en trois 

étapes130. Le glutamate a été intercalé dans les HDL puis réticulé avec du glutaraldéhyde. L‘enzyme 

est ensuite accrochée par réaction de condensation avec le glutaraldéhyde (Schéma I.4). L‘enzyme 
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immobilisée garde 40.6% de son activité initiale. Son stabilité thermique est améliorée : elle a gardé 

toute son activité à 50°C pendant 4h, des conditions qui causent la perte de 60% de l‘activité de 

l‘enzyme libre. 
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Schéma I.4 : Immobilisation de la PGA dans les HDL en trois étapes130 

 

La fonctionnalisation de la surface des HDL par des agents de couplage, pouvant donner une 

condensation peptidique avec les résidus amines des chaines latérales de surface de l‘enzyme, a permis 

d‘obtenir des résultats d‘immobilisation satisfaisants. Dans une approche comparable, une phase HDL 

MgAl-CO3 coprécipitée a été traitée par de l‘acide glutamique afin de réaliser un échange anionique. 

La diffraction des rayons X a montré que les anions glutamates n‘ont pas été intercalés dans l‘espace 

interlamellaire mais uniquement échangés en surface. La laccase de Myceliophthora thermophilia123 a 

été immobilisée par condensation covalente entre les fonctions amine des lysine de l‘enzyme et les 

fonctions glutamate des phases HDL sans agent activateur. L‘activité retenue de l‘enzyme est de 97%. 
 

I.2.3.2.4. Immobilisation par calcination/reconstruction 
 

Certains HDL (Mg-Al, Ni-Al) ont la propriété de pouvoir régénérer leurs structures 

lamellaires bidimensionnelles originales après calcination à des températures modérées (T < 500°C) et 

réhydratation. Cette propriété est mise à profit pour synthétiser des HDL ayant des compositions 

chimiques en anions difficile à obtenir par échange anionique direct. La méthode de synthèse consiste 

à calciner les HDL aux températures de déshydroxylation (300°C < T < 500°C) et de décomposition 

de l‘anion pour obtenir des oxydes mixtes amorphes (composés dits préspinelle), avant cristallisation 

irréversible des oxydes simples et de la phase spinelle. La reconstruction de la structure d‘HDL se fait 

alors en mettant ces oxydes mixtes dans une solution contenant l‘anion à intercaler sous une 

atmosphère exempte de CO2, si l‘anion n‘est pas CO3
2-. La pénicilline G acylase a été immobilisée131 
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par adsorption sur des HDL calcinés, MgRAl-NO3 (R = 1.6, 2, 3, 4) et Zn2Al-NO3. Les HDL calcinés 

possèdent une structure poreuse, une surface spécifique importante et un grand nombre de sites 

d‘adsorption. Les résultats montrent que le pourcentage d‘immobilisation diminue si R augmente, et 

que la matrice MgAl a une capacité d‘adsorption supérieure à celle de ZnAl. Ceci est expliqué par la 

surface spécifique de ZnAl plus petite que celle de MgAl131. D‘autres enzymes comme la phosphatase 

acide107 et la lipase132ont aussi été immobilisées sur des phases HDL calcinées et reconstruites. 

 

I.2.3.2.5. Immobilisation par encapsulation in situ 

(coprécipitation) : 
 

Cette méthode consiste à ajouter les solutions de sel (contenant les métaux divalents et 

trivalents dans des proportions adéquates) et de base simultanément à une vitesse constante dans un 

réacteur contenant l‘enzyme ou la protéine à immobiliser, à un pH constant et sous azote pour 

empêcher l‘intercalation des carbonates. Le maintien du pH constant au cours de l‘addition des sels 

permet d‘obtenir un composé très homogène du point de vue de sa composition chimique. Lorsque 

l‘addition est finie, le produit est centrifugé puis lavé plusieurs fois afin d‘éliminer les biomolécules en 

excès.  

La précipitation des HDL peut être conduite à des pH choisis sur une large gamme de valeur, 

compatibles avec la formation de la structure minérale et la stabilité de la biomolécule. Si le pH de 

coprécipitation est supérieur au p.i.e. de l‘enzyme, alors globalement chargée négativement, son 

association avec les feuillets positifs est plus favorable. Ainsi, l‘uréase118, l‘AlP133, la trypsine115, la 

FSA134 et la TK121 ont été immobilisées par coprécipitation directe avec des HDL. En utilisant cette 

procédure, la quantité de l‘enzyme immobilisée peut être contrôlée en modifiant la densité de charge 

de l‘HDL ou le rapport massique enzyme/HDL (Q). Selon les propriétés intrinsèques de l‘enzyme, 

différents taux d‘immobilisation sont observés d‘une enzyme à l‘autre. Pour Q ≤ 1, un taux 

d‘immobilisation de 100% a été trouvé par la coprécipitation directe de l‘uréase118 sur une matrice 

ZnRAl-Cl (R = 2, 3, 4) et de la FSA134 (Q = 1) sur une matrice Mg2Al-NO3, tandis que pour la TK121, 

100% d‘immobilisation (et 99% d‘activité retenue) ont été trouvé pour un Q de 0.38 en utilisant deux 

phases qui sont Mg2AlNO3 (pH=9) et Zn2AlNO3 (pH=8). (Figure I.6). 

La coprécipitation directe permet l‘immobilisation d‘une grande quantité d‘enzymes en une 

seule étape. Il est souvent plus efficace que le processus d‘adsorption. En plus, une fois les enzymes 

immobilisées par cette stratégie, aucun relargage n‘est observé dans les solutions aqueuses82. La 

coprécipitation de l‘enzyme dans les HDL donne des résultats différents (pourcentage 

d‘immobilisation, activité retenue, stabilité au cours du temps) selon la nature de l‘enzyme et/ou de la 

phase HDL utilisé. 
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Figure I.6 : Influence du rapport Q sur le pourcentage d’immobilisation de la TK dans une phase 

Zn2Al121 

 

La FSA134 et la TK121 ont été immobilisées sur des phases Mg2Al sans perte d‘activité mettant 

en évidence que le site actif reste intact durant la coprécipitation. Au contraire, la trypsine115 et l‘AlP133 

immobilisées aussi sur des phases Mg2Al, montrent une diminution de leurs activités avec rétention de 

10% et 44% respectivement. 

L‘immobilisation dans les HDL a pour avantage de stabiliser l‘enzyme au cours du temps. 

Ceci a été montré pour la TK121, la FSA134 où les biohybrides, stockés en tant que suspensions 

colloïdales, ont gardé toute leurs activités pendant plus de trois mois. De plus, les paramètres 

cinétiques et les propriétés catalytiques de ces biohybrides étaient comparables à ceux des enzymes 

libres. Les catalyseurs biohybrides étaient réutilisables : 80% d‘activité ont été gardées après 6 cycles 

pour le biohybride TK@HDL et 87% d‘activité ont été gardées après 4 cycles pour le biohybride 

FSA@HDL. 

En outre, les conditions de stockage peuvent influencer l‘activité enzymatique. Un séchage 

lent dans l‘air a causé la perte de toute l‘activité de l‘AlP obtenu par coprécipitation133. Ce 

comportement s‘explique par la perte de la structure originale de l‘enzyme dû à la contraction de la 

structure organique après séchage du fait de la contrainte mécanique des feuillets HDL. Pour 

surmonter ce problème, il est préférable de stocker le biohybride à l‘état de gel ou de suspension 

colloïdale dans un tampon. La lyophilisation peut apparaitre aussi comme une bonne alternative pour 

le stockage. Par exemple, la poudre lyophilisée du biohybride TK@HDL stockée pendant 3 mois à -

18°C, garde 83-92% de son activité121. Par contre, le biohybride FSA@HDL perd toute son activité 

après lyophilisation134. 
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 Structure et morphologie des biohybrides I.2.3.3.
 

La structure et la morphologie des biohybrides HDL/enzyme obtenus dépendent fortement de 

la méthode de synthèse. L‘adsorption des enzymes sur la surface de l‘HDL maintient la structure de ce 

dernier ce qui se traduit généralement par un diffractogramme de rayons X typique d‘un HDL comme 

cela a été montré dans le cas de l‘adsorption de l‘uréase sur la phase Zn3Al-HDL118. On note parfois, 

cependant, en immobilisant la même enzyme par adsorption, une légère modification de la taille et de 

la morphologie par rapport à l‘HDL référence118. 

D‘autres méthodes de synthèse aboutissent à une forte modification de la structure et de la 

morphologie de l‘HDL. La méthode  délamination/réagrégation aboutit parfois à la perte de la 

structure ordonnée des HDL : le biohybride uréase@HDL obtenu par la méthode délamination/ 

réagrégation montre une forte diminution de la cristallinité (diminution de l‘intensité des raies de 

diffraction et élargissement de certaines raies)118. Cependant, dans le cas de l‘immobilisation de la 

lipase et de l‘HRP par délamination/ réagrégation, un empilement bien organisé constitué des feuillets 

d‘HDL et de l‘enzyme a été obtenu après séchage102,128. Ceci dépend de l‘intensité des interactions 

entre l‘enzyme et l‘HDL. 

La coprécipitation aboutit en général à une forte déstructuration de cet empilement et réduit le 

nombre de feuillets empilés. La diminution de l‘intensité du pic (001) et l‘élargissement des raies 

confirment la réduction de la taille des particules. La préservation des pics (012) et (110) met en 

évidence la formation de la structure lamellaire. Cependant, la présence de l‘enzyme joue un rôle sur 

la structure et la morphologie des HDL : les enzymes ont une large surface chargée négativement où se 

déroule la nucléation des HDL. La croissance cristalline se fait alors à l‘interface liquide/enzyme et 

conduit à la formation d‘un biohybride HDL/enzyme avec une déstructuration importante de la 

structure lamellaire et une diminution de la taille des particules. La perte de cet empilement ordonné 

augmente avec l‘augmentation du rapport enzyme/HDL, induisant une transition progressive d‘une 

structure anisotropique à une structure isotropique118,133. L‘absence de raies (001) à des valeurs de 

thêta inférieures à 5°(θ < 5°) confirme que l‘enzyme n‘est pas intercalée entre les feuillets 

d‘HDL121,134. Ceci est dû au fait que les enzymes utilisées sont volumineuses : les poids moléculaires 

de la FSA, la TK et l‘AlP sont de 220, 150 et 156 KDa respectivement. En effet, l‘intercalation 

ordonnée des enzymes n‘a jamais été observé par cette méthode. L‘immobilisation par coprécipitation 

conduit à une dispersion homogène de l‘enzyme au sein de la matrice inorganique. Ceci génère une 

structure compacte 2D, ayant une architecture poreuse comme dans le cas de Zn2Al-uréase109 et le 

Mg2Al-FSA134. La coprécipitation de MgAl-AlP conduit à la formation d‘une structure ‗spongy gel-

like‘ qui maintient l‘intégrité structurale de l‘AlP133. 
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 Interactions HDL/enzymes I.2.3.4.
 

La nature physique et chimique des supports, leurs nanostructures, leurs propriétés 

hydrophiles ou hydrophobes, leurs charges, ainsi que la nature des interactions établies entre la 

matrice et l‘enzyme, influencent les caractéristiques biocatalytiques de l‘enzyme. Le défi des 

applications des nanomatériaux est de contrôler la taille des particules et leur morphologie, pour 

permettre une immobilisation efficace des enzymes. 

Un grand nombre d‘enzymes a été immobilisé durant la formation des HDL où l‘enzyme 

agit comme centre de nucléation. Les feuillets inorganiques se forment alors à la surface de 

l‘enzyme, ce qui permet l‘obtention d‘une structure poreuse assurant la protection de l‘enzyme mais 

aussi permettant la diffusion des substrats et des produits, ce qui est démontré par la préservation de 

la fonction catalytique des enzymes immobilisées118,121,134. 

Les interactions HDL/enzyme peuvent être caractérisées et identifiées par la spectroscopie 

infrarouge. Les spectres infrarouges des enzymes sont caractérisés par la présence de bandes 

correspondantes aux groupements amides : les bandes d‘amide I (υC=O stretching et υC-N stretching) 

se situent entre 1600 et 1700 cm-1 et les bandes d‘amide II (δN-H bending, υC-N stretching et υC-C 

stretching) sont présentes entre 1500 et 1600 cm-1. Un réseau de liaison hydrogène est présent autour 

des groupements amides. Une dénaturation ou un changement de l‘environnement de l‘enzyme 

modifie ces interactions : les bandes des amides se déplacent alors. Ces bandes sont utilisées pour 

déceler les changements de structure. Lorsqu‘une hélice α est dénaturée, la bande de l‘amide I se 

déplace de 1650 cm-1 à 1640 cm-1, par contre celle de l‘amide II se déplace vers les hautes 

fréquences82. 

Les conditions douces de préparation des biohybrides enzyme/HDL permettent la 

préservation de la structure protéique. La coprécipitation du biohybride AlP@MgAl a conduit au 

maintien de l‘intégrité structurale de l‘enzyme : les spectres IR montrent que les hélices α n‘ont pas 

été perturbées après l‘immobilisation. Par contre, les liaisons hydrogènes entre la matrice et la 

protéine sont responsables du déplacement des bandes des amides II de 15 cm-1 vers les hautes 

fréquences.  

Une forte amorphisation de la structure lamellaire a été remarquée dans le cas de 

l‘immobilisation de la FSA134 par coprécipitation avec un rapport HDL/enzyme de 1/1. Ceci est due 

à la perte de la cohésion structurale et de la rigidité des feuillets. Les auteurs ont noté un déplacement 

des bandes correspondantes aux amides I et II de la FSA de 43 et 17 cm-1 respectivement, dû au 

changement de l‘environnement de l‘enzyme. Cependant, aucun déplacement des bandes de l‘uréase 

n‘avait été observé après son immobilisation dans les HDL118. 
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I.3. Les aldolases 

I.3.1. Définition et classification 
 

La réaction d'aldolisation est reconnue depuis longtemps comme l‘une des plus utiles pour la 

synthèse organique. L‘aptitude à former des liaisons carbone-carbone et à générer jusqu'à deux 

nouveaux centres asymétriques permet la synthèse d‘une large gamme de composés polyfonctionnels. 

Le contrôle de la stéréochimie des produits de l‘aldolisation peut se faire par l‘utilisation des acides de 

Lewis chiraux140, des organocatalyseurs141 et des auxiliaires chiraux142. Par ailleurs, l‘utilisation des 

enzymes et notamment des aldolases pour la formation de liaisons C-C est une alternative attractive 

pour plusieurs raisons : le procédé enzymatique est plus économique, non toxique, hautement 

spécifique et stéréosélectif. Il existe de nombreuses aldolases impliquées dans différentes voies 

métaboliques. Leur diversité et leurs propriétés catalytiques (notamment la stéréosélectivité) font de 

ces biocatalyseurs des outils bien établis en synthèse organique depuis de nombreuses années.  

 

Les aldolases sont des enzymes qui appartiennent au groupe des lyases (EC 4.1.2). Elles 

catalysent l‘addition stéréosélective d‘un composé donneur (nucléophile) sur un composé accepteur 

(électrophile). Le schéma général de la réaction est présenté ci-dessous : 

 

R1 R2

O R4

R5

O

R3
R2 R3

OR1 OH

R4 R5

**
 

Schéma I.5 : La réaction d’aldolisation 
 

 

Cette réaction consiste en une attaque du carbone α (nucléophile) d‘un aldéhyde ou d‘une 

cétone sur le carbonyle (électrophile) d‘un autre aldéhyde ou cétone, générant ainsi un β-

hydroxyaldéhyde ou une β-hydroxycétone. 

Les aldolases sont généralement regroupées selon leur mécanisme catalytique en deux 

classes : on distingue ainsi les aldolases de classe I où l‘intermédiaire réactionnel est une base de 

Schiff formée entre le substrat nucléophile et le résidu lysine de l‘enzyme et celles de classe II où 

l‘intermédiaire est un énolate. Les aldolases de classe II ont besoin d‘un co-facteur, métal divalent 

(souvent Zn2+), pour fonctionner. Le Schéma I.6 illustre les deux mécanismes simplifiés pour une 

aldolase dihydroxyacétone phosphate (DHAP)-dépendante de chaque classe.143 
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Schéma I.6 : Mécanismes simplifiés des aldolases DHAP-dépendantes de classe I et II144 

 

 

 

Les aldolases sont en général très spécifiques de leur substrat donneur naturel et n‘acceptent 

quasiment pas de variation structurale pour ce dernier. Cette spécificité pour le substrat donneur a 

conduit à proposer une autre classification des aldolases145. Selon le substrat donneur, 5 familles 

d‘aldolases sont connues et sont représentées dans le Tableau I.9. 
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Tableau I.9: Classification des aldolases145 
 

Famille d‘aldolases Substrat donneur Produit Aldolase (exemple) 

Pyruvate/oxaloacétate/

2-oxobutyrate 

dépendantes 

COOH

O

 R4 COOH

OOH
*

 

N-acétylneuraminic 

acid aldolase 

COOH

O
HOOC

 R4 COOH

OOH
*

 

Macrophomate 

synthase (MPS)[a] 

COOH

O

 R4 COOH

OOH
* *

 
SanM aldolase 

DHAP-dépendantes 
O

HO OPO3
2-

 
R4

OOH
*

OH

*

OPO3
2-

 

L-Rhamnulose-1-

phosphate aldolase 

Dihydroxyacétone 

dépendantes (ainsi que 

d‘autres analogues non 

phosphorylés) 

O
HO

R1 = H, CH2OH, CH3, C2H5

R1

 
R4 R1

OOH

OH

**
 

D-Fructose-6-

phosphate aldolase 

Glycine/alanine 

dépendantes 
OH

O
H2N

R2

R2 = H, CH3

*

 

R4 OH

OOH

NH2R2
**

 

D,L-thréonine 

aldolases 

Acétaldéhyde 

dépendantes 
R3

O
R3

R3 = H, CH3 

R4 R3

OOH

R3

**

 

2-désoxy-D-ribose-

5-phosphate aldolase 

(DERA) 

[a] Ce n‘est pas la réaction naturelle de la MPS  

 

 
On distingue cinq principales familles d‘aldolases : (i) pyruvate/oxaloacétate/2-oxobutyrate-

dépendantes, (ii) dihydroxyacétone phosphate (DHAP)-dépendantes, (iii) dihydroxyacétone (DHA)-

dépendantes ainsi que les autres analogues non phosphorylés, (iv) glycine/alanine-dépendantes et (v) 

acétaldéhyde-dépendantes. 

a) Les aldolases DHAP-dépendantes : 

 

Les quatre principales enzymes de cette famille sont la fructose-1,6-bisphosphate aldolase 

(FruA, EC 4.1.2.17), la fuculose-1-phosphate aldolase (FucA, EC 4.1.2.17), la rhamnulose-1-

phosphate aldolase (RhuA, EC 4.1.2.19) et la tagatose-1,6-bisphosphate aldolase (TagA, EC 

4.1.2.40). La FruA additionne le DHAP sur le D-glycéraldéhyde-3-phosphate (D-G3P) pour former 

le D-fructose-1,6-bisphosphate (FBP) avec une stéréochimie 3S,4R. En utilisant les mêmes 
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substrats, la TagA conduit au D-tagatose-1,6-bisphosphate de stéréochimie 3S,4S (Schéma I.7). La 

FucA et la RhuA catalysent l‘addition du DHAP sur le L-lactaldéhyde pour donner le L-fuculose-

1-phosphate et le L-rhamnulose-1-phosphate, de stéréochimie 3R,4R et 3R,4S, respectivement 

(Schéma I.7)144. La FruA et en particulier celle issue du muscle du lapin (RAMA) est la plus 

étudiée de cette famille146. La constante d‘équilibre de la réaction de 104 M-1 favorise clairement le 

sens de la synthèse147, ainsi une centaine d‘aldéhydes ont été testés illustrant les nombreuses 

applications en synthèse organique148. 
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Schéma I.7: Réactions catalysées naturellement par les DHAP-aldolases144 
 

 

 

Employées en synthèse organique, ces enzymes catalysent l‘addition asymétrique du 

DHAP sur des aldéhydes permettant ainsi l‘obtention d‘aldols de différentes stéréochimies 

(Schéma I.8). Les aldolases DHAP-dépendantes contribuent à la création de deux nouveaux 

centres asymétriques avec souvent une excellente énantio et diastereosélectivité sauf pour la TagA 

qui est nettement moins stéréosélective. Leur large tolérance vis-à-vis du substrat accepteur est un 

atout majeur140,144. Cependant leur dépendance au DHAP nécessite l‘usage quasi incontournable 

de ce produit phosphorylé coûteux et assez instable. 
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Schéma I.8 : Stéréocomplémentarité des aldolases DHAP-dépendantes144 

 

 

b) Les aldolases pyruvate et phosphoénolpyruvate dépendantes : 

 

Ces aldolases catalysent la réaction d‘aldolisation entre le pyruvate ou le 

phosphoénolpyruvate (PEP) et un aldéhyde générant des produits avec un nouveau centre 

asymétrique (Tableau I.9). Elles ont été utilisées pour synthétiser des α-céto-acides. A titre 

d‘exemple, la N-acétylneuraminic acid aldolase (NeuA) accepte uniquement le pyruvate comme 

donneur mais une large gamme d‘aldéhydes comme accepteurs144. Cette enzyme a été utilisée pour 

synthétiser notamment des analogues des acides D- et L- sialiques149. 

 
Tableau I.10 : Quelques aldolases pyruvate-dépendantes d’intérêt synthétique144  

Accepteur naturel Enzyme Produit 

H
OH

O OH

OH

OH

AcHN

N-acétyl mannosamine 

NeuA (EC 4.1.3.3) 
OH

OH OH

OH

OH

AcHN

-OOC

O

Acide N-acétyl neuraminique (NeuAc) 

H OH

O

OH

OH

OH

D-arabinose  

KDO-aldolase (EC 4.1.2.23) OH

OH

OH

OH

OH

-OOC

O

 
KDO  

H

O

OH
OPO3

2-

D-G3P  

 KDPG-aldolase (EC 

4.1.2.14) 

OH

OH
OPO3

2--OOC

O

 
KDPG  

H

O

OH
OPO3

2-

D-G3P  

 KDPGal-aldolase (EC 

4.1.2.21) 

OH

OH
OPO3

2--OOC

O

 
KDPGal  
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La famille des aldolases pyruvate et PEP dépendantes inclut plusieurs enzymes. Les plus 

importantes sont la NeuA, la 3-désoxy-D-manno-octulosonate (KDO) aldolase, la 2-céto-3-

désoxy-6-phosphogluconate (KDPG) aldolase  et la 2-céto-3-désoxy-6-phosphogalactonate 

(KDPGal) aldolase. Leurs accepteurs naturels ainsi que les produits formés sont représentés dans 

le Tableau I.10. 
 

c) Les aldolases acétaldéhyde-dépendantes ou DERA : 

 

La DERA est le seul membre connu de la famille des aldolases acétaldéhyde-dépendantes. 

C‘est une aldolase de type I qui a été isolée à partir de tissus animaux150 et de microorganismes151. 

La DERA a la particularité de catalyser une réaction d‘aldolisation croisée entre deux aldéhydes : 

l‘acétaldéhyde et le D-G3P (Schéma I.9)144. La spécificité vis-à-vis du substrat donneur n‘est pas 

aussi stricte que pour la plupart des autres aldolases et par ailleurs, elle tolère plusieurs accepteurs 

non naturels144. Cela en fait un outil intéressant pour la synthèse organique. 
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Schéma I.9 : Réaction naturelle catalysée par la DERA144 

 

 

d) Les aldolases glycine-dépendantes : 

 

Ce sont des enzymes qui utilisent le PLP comme cofacteur et catalysent l‘aldolisation de 

la glycine comme donneur sur différents aldéhydes générant des β-hydroxy-α-aminoacides 

comportant deux nouveaux centres asymétriques. Il existe deux types d‘aldolases glycine-

dépendantes. Les sérine hydroxyméthyltransférases (SHMT) constituent le premier type, 

catalysant in vivo la réaction entre le formaldéhyde et la glycine pour générer la L-sérine (Tableau 

I.11). Les thréonines aldolases (TA) constituent le deuxième type avec quatre enzymes stéréo-

complémentaires : les D, D-allo, L et L-allo -TA152 catalysant la réaction in vivo entre la glycine et 

l‘acétaldéhyde pour donner les D, D-allo, L et L-allo- thréonines respectivement (Tableau I.11). 
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Tableau I.11 : Les aldolases glycine-dépendantes144 
 

Accepteur naturel Enzyme Produit 

Formaldéhyde SHMT 
HO OH

O

NH2

L-Sérine  
Acétaldéhyde L-TA  

HO

O

NH2

OH

R
S

L-Thréonine 
Acétaldéhyde D- TA 

HO

O

NH2

OH
R

S

D-Thréonine  
Acétaldéhyde L-allo-TA 

HO

O

NH2

OH
S

L-allo-Thréonine

S

 
Acétaldéhyde D-allo-TA 

R
HO

O

NH2

OH

R

D-allo-Thréonine 
 

 

Les TA acceptent une large gamme de substrats accepteurs153. Typiquement, les TA ont 

une très haute stéréospécificité en formant le nouveau centre α-amino, mais la sélectivité est faible 

pour la configuration thréo/érythro. Les conditions réactionnelles (température, temps,…) peuvent 

modifier ce rapport. Le Schéma I.10 montre quelques exemples de réactions catalysées par la D- 

ou la L-TA. 
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PLP

D-ThrA
PLP

(thréo) (érythro)  
 

R Enzyme Rapport 
(D/ L) 

Rapport 
(thréo/érythro) 

Rendement 
(%) Réf 

Me L-TA d‘E. 
coli >1 :99 1:99 34 154 

iPr D-TA de X. 
oryzae >99 :1 93:7 49 154 

CH2OBn 
L-TA de C. 
humicola >1 :99 8:92 78 153 

CH2N3 
L-TA de C. 
humicola >1 :99 30:70 45-75 153 

 
Schéma I.10 : Quelques exemples des réactions catalysées par les TA 

  

 

e) Les aldolases DHA dépendantes 

 

Dans un paragraphe précédent, il a été souligné l‘instabilité et le cout du DHAP. La 

dépendance stricte des DHAP-aldolases vis-à-vis de ce substrat est un frein au développement 

de procédés industriels. Suite à ces problèmes, de nouvelles approches ont été développées 

comme l‘ingénierie enzymatique pour modifier les propriétés des enzymes. La recherche de 

nouvelles enzymes est aussi une alternative très utile et a abouti, il y a moins de 20 ans, à la 

découverte d‘une aldolase qui utilise un substrat non phosphorylé, la DHA, au lieu du DHAP. 

Cette enzyme a été identifiée en 2001 dans le génome d‘E. coli et a été nommée fructose-6-

phosphate aldolase (FSA). En effet, lors de sa découverte, la catalyse réversible de la réaction 

d‘aldolisation entre la DHA et le D-G3P générant le D-fructose-6-phosphate (D-F6P) a été mise 

en évidence (Schéma I.11)155. Cependant, son rôle biologique n‘a pas encore été élucidé. Une 

étude détaillée de la FSA sera présentée dans la partie suivante comme elle constitue l‘un des 

principaux objets d‘étude de ce travail. 
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Schéma I.11 : Réaction catalysée par la FSA 

 
 

I.3.2. La fructose-6-phosphate aldolase 
 

 Présentation I.3.2.1.
 

Comme mentionné dans un paragraphe plus haut, la FSAwt d‘E. coli est une aldolase DHA 

dépendante récemment découverte par Shurmann et Sprenger156. On ne connait pas encore son rôle 

biologique mais comme lors de sa découverte, le groupe de Sprenger a mis en évidence sa capacité à 

rétroaldoliser le D-F6P, elle a été nommée « fructose six-phosphate aldolase » (FSA) (Schéma I.11). 

Comme illustré dans le schéma, l‘enzyme est hautement stéréosélective conduisant uniquement à 

l‘isomère 3S,4R dans le sens de l‘aldolisation. 

C‘est une enzyme atypique parmi les aldolases car elle montre une tolérance inhabituelle vis-à-

vis de plusieurs substrats donneurs. En effet, si la DHA est le substrat donneur historique, on sait 

maintenant qu‘elle accepte aussi l‘hydroxyacétone (HA)155, et l‘hydroxybutanone (HB)157 des 

analogues plus apolaires de la DHA. Très remarquablement, un aldéhyde, le glycolaldéhyde (GA) est 

aussi substrat donneur158. Ainsi c‘est la deuxième aldolase connue capable de catalyser une 

aldolisation entre deux aldéhydes après la DERA. On devine aisément toutes les potentialités 

d‘applications en synthèse organique, elles feront l‘objet du paragraphe I.3.2.2.) ci-après.  

Depuis d‘autres FSAs ont été découvertes dans la biodiversité grâce à un projet ANR Genozyme 

mené en collaboration entre le Génoscope d‘Evry et notre équipe Biométa de l‘ICCF159. Une dizaine 

de protéines ont été identifiées comme de nouvelles aldolases DHA-dépendantes aux propriétés 

réellement similaires à celle d‘E. coli. L‘objet d‘étude de ce travail de thèse étant l‘enzyme d‘E. coli, 

nous allons la décrire plus précisément. 

Sur le plan structural cette enzyme se présente sous la forme d‘un homodécamère de masse 

moléculaire 257 (±20) KDa (Figure I.7). Elle ressemble à un disque ayant un diamètre de 105 Å 

environ, et une épaisseur de 65 Å. Elle est constituée de deux anneaux (Figure I.7-B), chacun d‘eux 

comportant cinq monomères (Figure I.7-A). Ces deux anneaux sont empilés l‘un sur l‘autre de telle 

sorte que les sites actifs sont construits à partir de deux monomères en vis-à-vis (Figure I.7-C et D)160. 
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Figure I.7 : Structure de la FSA160 

 

La FSA appartient à la famille des aldolases de type I c.-à-d. que le mécanisme réactionnel 

implique la formation d‘une énamine par la réaction d‘addition entre le donneur et une lysine du site 

actif de l‘enzyme. Un modèle de mécanisme réactionnel dans le sens de la rétroaldolisation est illustré 

dans le Schéma I.12. Les rôles précis des différents résidus du site actif en dehors de ceux impliqués 

dans la fixation du substrat n‘ont pas encore été complètement élucidés. On sait par ailleurs qu‘ils sont 

très conservés chez ces aldolases, la Figure I.8-A159 les met en évidence pour la FSAwt d‘E. coli. En 

particulier le résidu tyrosine (Tyr131) est indispensable à l‘activité aldolase (Figure I.8-B)161. Ce 

dernier est défini comme résidu acido-basique et sert notamment à protoner le carbanion intermédiaire 

en C3 avant l‘hydrolyse de l‘imine.  
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Schéma I.12 : Mécanisme de rétroaldolisation catalysée par la FSA, adapté de Sautner et al.161 

A/ 

D/ C/ 

B/ 

Monomère de FSAwt Pentamère de FSAwt 

Décamère de FSAwt 
(vue de dessus) 
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Figure I.8 :  (A) : Structure 3D d’un monomère de la FSAwt montrant les résidus du site actif159 ; 

(B) Modèle du site actif illustrant le rôle de résidus161 
 

L‘efficacité catalytique de la FSAwt envers ses substrats peut être évaluée par les valeurs de 

kcat/Km. Si cette valeur augmente, l‘enzyme a une plus grande efficacité envers son substrat. Les 

kcat/Km pour les différents substrats ont été mesurés et sont représentés dans le Tableau I.12. Les  

meilleurs substrats donneurs de la FSAwt sont HA et GA. L‘efficacité catalytique de l‘enzyme vis-à-vis 

de la DHA est faible (kcat/Km = 4 s-1.mM-1). Le meilleur accepteur de la FSAwt est le G3P. 

Il est connu que la mutation de certains acides aminés des enzymes peut améliorer leurs 

propriétés catalytiques. Dans ce but, plusieurs variants de la FSA ont été construits pour modifier ses 

propriétés catalytiques, notamment vis-à-vis des substrats donneurs. Parmi les premiers variants 

préparés, on peut citer le travail sur une mutation qui remplace l‘alanine en position 129 par une 

sérine162. En effet, le site actif du côté donneur présente des résidus plutôt apolaires (Figure I.8-A), 

favorisant l‘activité vis-à-vis de HA ou HB. Les auteurs ont supposé qu‘en les remplaçants par des 

résidus plus polaires, l‘activité en lien avec la DHA pouvait être augmentée. Ainsi le variant obtenu 

FSAA129S
162 s‘est révélé 17 fois plus actif que la FSAwt vis-à-vis de la DHA (Tableau I.12). 

 

 

Tableau I.12 : paramètres cinétiques de la FSAwt et de son mutant FSA A129S156, 162, 158 

substrat kcat/Km FSAwt (s-1 

mM-1) 

kcat/Km FSAA129S (s-1 

mM-1) 

DHA 4 69 

HA 145 41 

GA (donneur) 83 25 

GA (accepteur) 0.3 0.4 

4-Nitrobutanal 0.5 1 

D-G3P 216 422 
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Deux variants de l‘enzyme : la FSAA129S et la FSAA129S/A165G, ont été employés pour améliorer 

l‘aldolisation entre la DHA et le N-Cbz-3-aminopropanal qui se fait dans un mélange 

aqueux/organique à cause de la faible solubilité de l‘aldéhyde dans l‘eau. Trois co-solvants ont été 

étudiés : l‘acétate d‘éthyle, l‘acétonitrile et le DMF. La stabilité de ces enzymes a été étudiée en 

fonction du solvant organique utilisé et de sa concentration. Ces trois solvants inactivent fortement 

l‘enzyme, cependant de petites concentrations (jusqu‘à 10%) peuvent être utilisées en synthèse pour 

minimiser l‘inactivation de l‘enzyme163. 

 

  Application de la FSA en synthèse I.3.2.2.

 
Une caractéristique importante de la FSA est qu‘elle accepte la DHA, donneur non phosphorylé, 

permettant d‘éviter la synthèse longue, couteuse et fastidieuse d‘un produit instable, le DHAP 

jusqu‘alors utilisé avec les DHAP aldolases. Elle a ainsi supplanté la RAMA, conduisant au même 

type de sucres et analogues lorsque le donneur est la DHA144,145. La tolérance d‘une enzyme à 

différents substrats est ce que l‘on appelle la promiscuité de substrat (enzyme « promiscuitaire »). Ce 

terme a été introduit par Jensen at al.164 Cette propriété est largement répandue dans beaucoup de 

familles d‘aldolases mais surtout vis-à-vis de l‘accepteur. La FSA est à ce titre vraiment particulière 

car elle est aussi bien promiscutaire du côté accepteur que du côté donneur. Cela fait d‘elle un outil 

biocatalytique efficace pour la synthèse organique. 

 Dans le Schéma I.13 sont présentés différents exemples permettant d‘illustrer les potentialités 

de cette aldolase. Comme le D-G3P est le meilleur substrat de cette enzyme, elle a été utilisée pour 

préparer facilement le D-F6P (Schéma I.13-F) à l‘échelle de la centaine de mg165,166. La FSAwt a 

montré un potentiel catalytique important et a permis la synthèse d‘une large variété de composés 

comme les sucres, les désoxy-sucres, les nitrocyclitols, les sucres phosphorylés et les iminocyclitols. 

Elle a été utilisée pour la production stéreosélective de composés polyhydroxylés comme le D-

désoxyfructose, le D-xylulose et le 1-désoxy-D-xylulose en utilisant la DHA, l‘HB ou l‘HA en tant que 

donneur et divers aldéhydes comme accepteur (Schéma I.13)155,157,167,168.  



Etude bibliographique générale 
 

54 
 

HO
O HO

OH

OH

O

OH

HO OH
O

GA DHA D-xylulose

HO
OH

O

D-glycéraldéhyde

HO OH
O

DHA

HO
OH OH

O

OH

OH

D-fructose

B/

C/ HO
O HO

O

GA HA

HO
OH

OH

O

1-désoxy-D-xylulose

E/ 2-O3PO
OH

O HO
O

HA

2-O3PO
OH

O

OH

OH

1-désoxy-D-fructose-6-phosphate
D-glycéraldehyde-3-phosphate

D/ HO
OH

O

D-glycéraldéhyde

HO
O

HA

HO
OH

O

OH

OH
1-désoxy-D-fructose

FSA

FSA

FSA

FSA

FSA

H/ N3 O HO
O

N3
OH

OH

O
FSA Pd(OH)2  /C, H2

H
N

HO
OH

Synthèse 
d'iminocyclitols

Synthèse de 
sucres

Synthèse 
de
désoxy-
sucres

Synthèse de 
sucres 
ou désoxy-
sucres 
phosphorylés

HO
O

FSAOH2-O3PO
OH

O

D-glycéraldehyde-3-phosphate DHA

2-O3PO
OH

O

OH

OH
D-fructose-6-phosphate

OH

OH
O2N

OH

OH
HO

O

FSA O2N
OH

OH

OH

OH

O réaction
de Henri

OH
HO

HO
OH

OH

NO2
Synthèse de 
nitrocyclitols

F/

G/

A/

nitroaldolisation

 
Schéma I.13 : Quelques applications synthétiques de la FSA155,157,167,168  

 

Comme mentionné précédemment, de façon exceptionnelle, la FSA est capable de catalyser 

l‘aldolisation entre deux molécules de GA, l‘une qui réagit comme donneur, l‘autre comme accepteur 

pour générer le D-(-)-thréose (Schéma I.14). Le Tableau I.12 montre que l‘enzyme native présente une 

effcacité très forte pour ce donneur, meilleure que celle pour la DHA. La réaction d‘autoaddition est 

difficile voire impossible à éviter si l‘accepteur n‘est pas un très bon substrat.158 Cependant cette 

activité est très attractive, offrant l‘opportunité de développer de nouvelles stratégies biocatalytiques 

pour la synthèse stéreosélective d‘aldoses polyfonctionnels. Ainsi pour une exploitation plus 

rationnelle en synthèse, le groupe de Clapés a développé des variants dédiés à l‘aldolisation croisée de 

façon plus maitrisée169,170. 
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Schéma I.14 : Réaction d’autoaddition du GA catalysée par la FSA158 

 

Comme la position A129 influence l‘activité et la sélectivité vis-à-vis du donneur, elle a été 

choisie comme point de départ pour modifier cette sélectivité. Parmi les variants préparés, la FSAA129G 

est le meilleur et catalyse la réaction de formation du D-thréose 20 fois plus rapidement que la FSAwt. 

Ce dernier a été préparé avec une conversion de 98% en 24 heures. Par la suite, une boite à outils 

constituée de différents variants de la FSA a été construite, étendant largement ses capacités 

biocatalytiques pour la préparation d‘aldéhydes159,169. Szekrenyi et al. ont préparés plusieurs variants 

afin de contrôler la taille et la configuration des produits obtenus. La réaction d‘aldolisation d‘un 

substrat peut se faire avec une ou deux molécules de GA comme donneur (double addition) selon le 

variant utilisé. Ainsi par exemple, la FSAA129T/A165G a été utilisée pour synthétiser le L-xylose par la 

réaction d‘aldolisation du formaldéhyde avec deux molécules de GA. Une conversion de 98% a été 

obtenue après 24h de réaction. Le D-idose a été synthétisé avec une conversion de 85% (96 h) à partir 

de trois molécules de GA, en utilisant le même mutant170.  

Si la FSAwt accepte beaucoup d‘aldéhydes comme substrats accepteurs, le groupe de Clapés a 

mis en évidence une limitation lorsqu‘un méthyl est en position alpha de l‘aldéhyde ou de façon plus 

générale lorsque le substrat est encombré. Pour lever cet inconvénient, Clapés et al. ont construit le 

variant FSAA129S/A165G.171 Ce variant a des propriétés catalytiques améliorées non seulement vis-à-vis 

de l‘accepteur mais aussi du donneur. A titre d‘exemple, cette aldolase a été employée pour catalyser 

la réaction entre la DHA et deux accepteurs, le (S)- et le (R)-N-Cbz-alaninal, les produits ont été 

obtenus avec des rendements de 78 et de 95% respectivement (Schéma I.15). Remarquablement, 

aucune trace de produit n‘a été détectée en utilisant la FSAwt, la FSAA129S ou la FSAR134A.  

 

Cbz-HN H
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HO OH
O

FSAA129S/A165G
Cbz-HN

OH O

OH

OH

(S) ou (R)-Cbz-alaninal DHA  
Schéma I.15 : Réaction d’aldolisation entre la DHA et le Cbz-alaninal171 

 

La FSA a été impliquée également pour préparer des sucres phosphorylés en position terminale 

en partant de divers aldéhydes phosphorylés et en les combinant avec les quatre donneurs connus166,172. 

Les procédés mis en œuvre sont des réactions en cascades en un seul pot et une ou plusieurs étapes 

selon les cas. De façon plus générale, la FSA et ses variants ont été utilisés très souvent dans des 

procédés en cascade, purement enzymatiques ou alliant parfois des étapes de chimie classique. Les 
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cascades enzymatiques seront détaillées dans la partie ‗cascade enzymatique‘ de ce chapitre. 

Simplement ici pour terminer l‘illustration des applications en synthèse, nous résumons un exemple à 

partir du glycolaldéhyde phosphate et du D-ribose-5-phosphate. Ces deux substrats ont permis la 

synthèse de sucres phosphorylés de longueur de chaine de C5 à C9. L‘aldolisation entre le 

glycolaldéhyde phosphate et trois donneurs génère des sucres phosphorylés en C5 et C6 avec des bons 

rendements (Schéma I.16-A). Le GA n‘a pas pu être utilisé comme donneur car le glycolaldéhyde 

phosphate est trop mauvais substrat et la réaction d‘autoaddition du GA est alors largement 

majoritaire. Par ailleurs, les sucres phosphorylés en C8 ou C9 ont été produits à partir du D-ribose-5-

phosphate (Schéma I.16-B). Il faudra noter que selon la structure du donneur la FSAA129S et la FSAwt 

sont choisies de manière appropriée.172 
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Schéma I.16 : Synthèse de sucres phosphorylés catalysée par la FSAwt ou la FSAA129S

172 

 

I.3.3. Immobilisation des aldolases 
 

Malgré de nombreuses applications en synthèse organique, peu de procédés d‘immobilisation 

d‘aldolases ont été décrits dans la littérature. Différentes stratégies ont été utilisées pour les 

immobiliser : (i) par complexation à l‘aide d‘une résine de type métal-acide nitriloacétique (NTA), (ii) 

par liaison covalente sur un support, (iii) par réticulation de l‘enzyme (cross-linking), (iv) par 

adsorption physique, (v) par encapsulation dans un réseau. Chacune des méthodes présente des 

avantages et des inconvénients. 

 Immobilisation par complexation  I.3.3.1.
 

Plusieurs travaux d‘immobilisation d‘aldolases ont été réalisés en se basant sur la 

complexation de la protéine sur une résine comportant un métal chélatant. Cela nécessite de construire 
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une protéine recombinante comportant ce que l‘on appelle une étiquette de six histidines (His-tag) en 

C ou en N-terminal. Ainsi, des interactions entre ces résidus histidines périphériques de l‘enzyme et le 

métal chélatant (nickel, cobalt) se mettent en place. Il s‘agit en réalité du « détournement » d‘une 

méthode de purification des protéines qui profite du phénomène de complexation pour piéger la 

protéine sur la résine de chromatographie. Les protéines sont alors directement immobilisées à partir 

de l‘extrait cellulaire après la surexpression dans E. coli.  

Le type de résine peut influer fortement sur le processus d‘immobilisation. Les résines NTA 

possèdent quatre sites chélatants pour le cation métallique, contre trois pour les résines iminodiacetic 

acid (IDA). La nature de l‘ion complexé sur la résine joue un grand rôle sur les résultats de 

l‘immobilisation puisque les interactions avec l‘enzyme dépendent surtout de la nature et de la taille de 

l‘ion. Dans une étude réalisée en 2006, le cobalt a donné les meilleurs résultats par rapport aux autres 

cations (Ni2+, Cu2+, Zn2+)173. En outre, les résines de densité élevé (20-35 µmol de métal divalent/mL 

de support) sont plus efficaces que celles de faible densité (5-20 µmol de métal divalent/mL de 

support)173.  

Trois aldolases (FucA, RhuA, KDGA) ont été immobilisées selon ce principe. Pour la 

FucAcoli, une résine Co-IDA de haute densité a été choisie comme support par Ardao et al. pour 

réaliser une étape combinée de purification/immobilisation à partir d‘un lysat. Ce choix résulte d‘une 

étude préalable sur enzyme purifiée qui a mis en évidence une meilleure activité et un meilleur 

rendement d‘immobilisation en présence du cobalt comme métal chélatant. En partant de 50 U de 

FucA et 1 mL de résine, le matériau final présente une activité de 15 U/mL. Aucune activité aldolase 

dans les eaux résiduelles n‘a été observée, signifiant que toute la protéine d‘intérêt a été retenue sur le 

support. Cette activité retenue de 30% seulement a été attribuée à des problèmes de diffusion des 

substrats. Ce résultat a été validé par le fait qu‘en décrochant l‘aldolase par de l‘imidazole toute 

l‘activité est récupérée. Il est à noter que l‘enzyme immobilisée est 21 fois plus stable que l‘enzyme 

libre dans un mélange DMF/tampon (1:4) à 25°C, le DMF servant de cosolvant pour dissoudre 

l‘aldéhyde choisi comme substrat173.  

Le même type d‘étude a été mené avec la RhuAcoli. Dans un premier travail, plusieurs essais 

d‘immobilisation ont été réalisés par Ruiz at al. en faisant varier les proportions enzyme/support (de 1 

à 50 U/mL de support Co-IDA). Cette étude a montré que les limitations dues à la diffusion 

deviennent néfastes pour des valeurs au-delà de 10 U/mL de résine. En effet, pour une valeur de 5 

U/mL, le pourcentage d‘immobilisation et l‘activité retenue sont encore de 95%174. Dans un deuxième 

travail, en partant d‘un rapport de 9.5 U/mL de support, 95% d‘immobilisation et 92% de rétention 

d‘activité (8.7 U/mL) ont été obtenus. Remarquablement, le temps de demi-vie de l‘enzyme 

immobilisée est de 37 jours contre 2,8 jours pour l‘enzyme libre. L‘enzyme immobilisée a été utilisée 

pour la catalyse de la réaction d‘aldolisation entre le DHAP et le (S)-Cbz-alaninal (Schéma I.17) avec 

une très bonne sélectivité et un bon rendement analytique (83%)175. 
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Schéma I.17 : La réaction d’aldolisation entre le (S)-Cbz-alaninal et le DHAP catalysée par la 

RhuA immobilisée sur Co-IDA 
 

 

Lamble et al. ont immobilisé la 2-céto-3-désoxygluconate aldolase (KDGA)176 de Sulfolobus 

solfataricus par chélation sur une résine Ni2+-NTA. L‘objectif des auteurs était de créer un réacteur où 

passe un flux continu de pyruvate et d‘aldéhydes (D- et L-glycéraldéhyde, D- et L-érythrose, D- et L-

thréose) pour synthétiser des acides 3-désoxy-2-ulosoniques syn ou anti. En utilisant le L-thréose, un 

excellent substrat de cette enzyme, le (4S,5S,6S)-3-désoxy-L-lyxo-hept-2-ulosonate a été synthétisé 

avec un rendement de 70% et une proportion diastéréoisomérique > 99 :1. Aucune perte d‘activité de 

l‘aldolase n‘a été observée pour une utilisation du réacteur pendant 60h. 

 

 Immobilisation par liaison covalente I.3.3.2.
 

D‘autres aldolases ont été immobilisées par liaison covalente avec un support. Cette méthode 

implique des interactions fortes qui évitent le relargage de l‘enzyme. Par contre, ces interactions 

aboutissent parfois à la perte de l‘activité enzymatique probablement à cause de l‘engagement dans la 

réticulation de résidus essentiels pour la fonction catalytique ou de la modification trop importante de 

la conformation de la protéine. Ceci est traduit par une perte d‘activité importante des enzymes comme 

la FucA immobilisée sur un gel glyoxal-agarose177,178 et de la FruA immobilisée sur un support de 

silice179. 

Dans le cas de la FucAcoli, en partant de 2160 U d‘enzyme et 1 mL de support, un matériau 

correspondant à 14.7 U/mL a été obtenu par Suau et al.. La perte d‘activité enzymatique est parvenue  

durant l‘immobilisation et est due également aux limitations de diffusion. L‘enzyme immobilisée a été 

utilisée pour réaliser l‘aldolisation entre le DHAP et le (S)-Cbz-alaninal (Schéma I.18) avec une 

conversion de 88%177,178. Aucune information sur la stabilité de l‘enzyme immobilisée n‘a été fournie. 
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Schéma I.18 : La réaction d’aldolisation entre le (S)-Cbz-alaninal et le DHAP catalysée par la 

FucA immobilisée  
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La FruA du muscle de porc a été accrochée par liaison covalente à un support de silice greffé 

par des groupements aldéhydes. Horvath et al. ont mis en réaction 37 U en présence de 1g de support. 

L‘activité spécifique de la protéine immobilisée est alors de 1.9 U/mg correspondant à 21% de 

l‘activité de l‘enzyme libre. Une grande quantité d‘enzyme a été inactivée durant le couplage, mais 

cette perte d‘activité a été compensée par l‘amélioration de la stabilité opérationnelle après 

immobilisation : l‘enzyme garde 90% de son activité pendant un mois179. Cette enzyme a été 

également immobilisée par liaison covalente sur un support de polyacrylamide ayant des groupements 

acides carboxyliques activés par des carbodiimides disubstitués solubles dans l‘eau180. Ces 

carbodiimides fonctionnent comme agents d‘activation d‘acides carboxyliques pour former des amides 

par couplage avec des amines primaires. Les auteurs ont étudié l‘effet des substituants du carbodiimide 

sur le taux d‘immobilisation et l‘activité immobilisée et ont pu immobiliser entre 49 et 267 mg 

d‘enzyme par g de support en retenant 20-50% de l‘activité initiale selon les substituants choisis. Le 

plus grand taux d‘activité immobilisée a atteint 108 U/g de support correspondant à la rétention de 

50% de l‘activité. La stabilité de l‘enzyme immobilisée dépend fortement de ces substituants, plus ils 

sont volumineux, moins l‘enzyme est stable180. 

Fu et al. ont immobilisé la TA de Thermotoga maritima sur de l‘Eupergit (billes 

macroporeuses polymériques) en utilisant deux méthodes : une méthode où l‘enzyme est directement 

liée à la surface du support et une méthode indirecte où l‘enzyme sera liée à un bras espaceur lié au 

support afin de permettre la mobilité de l‘enzyme (Schéma I.19). Pour la méthode directe, le taux 

d‘immobilisation a été de 8,64 mg/g (99% d‘immobilisation) et l‘activité retenue de 0,85 U/g, soit 

52% de l‘activité initiale. Pour la méthode indirecte, ces valeurs ont été de 5,79 mg/g (78% 

d‘encapsulation) et de 1,14 U/g (89% de l‘activité initiale) respectivement. Dans le cas de 

l‘immobilisation directe, l‘enzyme et le support sont en contact direct l‘un avec l‘autre ce qui donne un 

taux d‘immobilisation important par rapport à la méthode indirecte, mais l‘accrochage multipoint peut 

bloquer le site actif ce qui cause la diminution de l‘activité retenue. Les auteurs ont démontré 

l‘absence de problèmes de diffusion, par l‘intermédiaire de calculs théoriques. Cependant, uniquement 

l‘enzyme immobilisée sur Eupergit par greffage direct est stable à 80°C181,182. Cette enzyme a été aussi 

immobilisée sur des nanofils de silice (nanosprings) d‘épaisseurs différentes. Les auteurs ont trouvé 

que la rétention d‘activité augmente avec l‘épaisseur des nanofils. Ils ont pu immobiliser au maximum 

201 mg/g, correspondant à 25,9 U/g soit 13% de l‘activité initiale.  
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Schéma I.19 : Immobilisation de la TA sur Eupergit par greffage direct et indirect182 

 

L‘immobilisation par liaison covalente a été parfois bénéfique grâce au gain d‘activité obtenu 

comme en témoigne l‘exemple qui suit. La DERA d‘E. coli a été immobilisée par liaison covalente 

dans des mousses mésoporeuses de silice (mesocellular silica foams) en utilisant la p-benzoquinone 

comme agent réticulant sous irradiation microondes. Sous une puissance microonde de 30 W et après 

3 minutes, 88,4% de l‘enzyme ont été immobilisées. L‘activité spécifique de l‘enzyme obtenue est de 

2,24 U/mg, 149% plus grande que celle de l‘enzyme libre et 157% plus grande que l‘enzyme 

immobilisée sans microondes. La stabilité thermique de l‘enzyme a également été améliorée. De plus, 

l‘enzyme immobilisée garde 85% de son activité après 64 jours11.  

Dans une autre étude, la DERA d‘E. coli a été immobilisée sur un nanomatériau magnétique 

par une liaison covalente qui s‘établit entre les groupes amino de l‘enzyme et les groupes aldéhydes 

greffés sur la surface du support. 2,18 mg de protéine ont été immobilisées sur 10 mg de support, avec 

une activité de 2,71 U/mg de support. L‘enzyme immobilisée montre une stabilité thermique 

améliorée : elle garde 65% de son activité après un chauffage à 80°C pendant 10 minutes, des 

conditions qui inactivent complètement l‘enzyme libre. Elle montre également  une plus grande 

tolérance vis-à-vis des solvants organiques par rapport à l‘enzyme libre183. 
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 Immobilisation par réticulation I.3.3.3.
 

La réticulation de l‘enzyme sur elle-même par des agents réticulants a été utilisée pour 

immobiliser des aldolases. La présence de protéines inertes comme la BSA durant la réticulation peut 

éviter l‘inactivation des enzymes. D‘Souza et al. ont travaillé sur une méthodologie dérivant des 

CLEAs. La FruA d‘Haloferax mediterranei a été immobilisée184 à partir des extraits cellulaires traités, 

en présence de 10% BSA, par le glutaraldéhyde (0.5%) pendant 15 minutes. L‘enzyme réticulée a 

retenu 60% de son activité initiale. L‘augmentation de la concentration en glutaraldéhyde et/ou du 

temps engendre une diminution sévère de l‘activité retenue. La présence de la BSA protège l‘enzyme 

contre l‘inactivation et favorise l‘agrégation. Les essais de protection du site actif de l‘enzyme par le 

substrat naturel (FBP) n‘ont rien changé.  L‘immobilisation a permis le déplacement de la température 

optimale de l‘enzyme de 55°C pour l‘enzyme libre à 65°C pour l‘enzyme immobilisée. 

Des CLEAs de la NeuA de Staphylococcus carnosus avec de la BSA (enzyme/BSA : 1/5) ont 

été préparés pour améliorer la synthèse de l‘acide 2-céto-3-désoxy-D-glycérogalactononulosonique 

(KDN), un bloc de construction important pour accéder à des glycolipides à activité biologique. 70% 

de l‘activité initiale a été retenue. Une conversion en KDN de 95% a été obtenue après optimisation 

des conditions de la réaction. L‘enzyme agrégée a montré une thermostabilité améliorée par rapport à 

l‘enzyme libre : son temps de demi-vie a doublé à 60°C. Elle a pu être réutilisée pour dix cycles sans 

perte d‘activité185. 

 

 Immobilisation par adsorption I.3.3.4.
 

Peu d‘aldolases ont été immobilisées par des méthodes qui impliquent des interactions faibles 

entre l‘enzyme et le support (adsorption), malgré leur intérêt majeur. En effet, la préservation de la 

structure protéique et de l‘activité enzymatique est assurée. Par ailleurs, en raison de l‘adsorption en 

surface, il n‘y a pas de problèmes de diffusion. La limite de performance est liée au relargage 

important de protéines qui est observé parfois.  

La RhuA d‘E. coli a été immobilisée sur des nanoparticules d‘or par Ardao et al.. L‘enzyme 

immobilisée a catalysée quatre fois plus rapidement la réaction d‘aldolisation entre le DHAP et le (S)-

Cbz-alaninal186. Cependant, une désorption de 38% des protéines a été observée après 3h. Le temps de 

demi-vie de l‘enzyme immobilisée est de 50 jours contre 2,8 jours seulement pour l‘enzyme libre. 

La DERA d‘E. coli a été immobilisée sur des MWCNTs. Parmi la variété de procédures 

employées, l‘adsorption directe de l‘enzyme sur des nanotubes de carbone multifeuillets oxydés (ox-

MWCNTs) a donné les meilleurs résultats. Subrizi et al. ont fait varier le rapport quantité 

d‘enzyme/support, les résultats sont présentés dans le Tableau I.13. Pour un rapport support/DERA de 

35/1 (en masse), le pourcentage d‘immobilisation et l‘activité immobilisée ont été de 98% et 18% 
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respectivement, générant un matériau à 1 U/mg de support. En augmentant ce rapport, l‘activité 

retenue commence à diminuer (Tableau I.13)187. L‘enzyme adsorbée garde toute son activité après 15 

jours de stockage à 4°C, ce qui ne représente pas un gain de stabilité important par rapport à la DERA 

libre. Le matériau trouve son utilité dans la recyclabilité (85% d‘activité après 5 cycles) et dans 

stabilité accrue à fortes concentrations en acétaldéhyde.  

 

Tableau I.13 : Rendements d’immobilisation et d’activité pour la DERA187 
 

support : DERA (en 

masse) 

Rendement 

d‘immobilisation (%) 

Rendement d‘activité 

(%) 
Activité (U/mg) 

10 : 1 65 1.0 0.13 

20 : 1 89 2.5 0.56 

35 : 1 >98 18.0 1.00 

45 : 1 >98 4.2 0.60 

 

 Immobilisation par encapsulation I.3.3.5.
 

Par encapsulation des enzymes dans un réseau insoluble, on peut obtenir des avantages 

intéressantes comme stabiliser ces enzymes, empêcher le relargage fréquemment présent lors de 

l‘adsorption par liaison faible ainsi que réduire la dénaturation souvent observée lors de la réticulation. 

Une aldolase DHAP-dépendante, la RAMA a été immobilisée dans des matrices sol-gel et 

plus particulièrement dans un réseau de verres mono et polysilicates par Gill et al.188. Pour des 

quantités comprises entre 1 et 100 mg d‘enzyme par g de support, les taux d‘encapsulation obtenus ont 

été de 91-97%. Les activités retenues correspondantes ont varié de 73 à 93%. La stabilité de la RAMA 

dans les solutions aqueuses ainsi que dans des solvants organiques polaires a été améliorée et le 

catalyseur hybride s‘est révélé réutilisable en gardant toute son activité après six cycles. 

Dans l‘ICCF, les équipes SEESIB et MI de l‘ICCF ont mené une étude sur l‘immobilisation de 

la FSA dans des HDL de type Mg2Al(OH)6NO3.nH2O par coprécipitation134. La phase Mg2Al a été 

choisie parce qu‘elle permet de travailler au pH optimal de l‘enzyme (pH = 8,5), ainsi que pour ses 

propriétés avantageuses de surface spécifique importante. La coprécipitation des sels métalliques 

(nitrate de magnésium et d‘aluminium) se fait en utilisant de la soude (NaOH) comme base, dans un 

réacteur contenant la FSA mis dans une solution tampon de glycylglycine (50 mM) qui assure un 

environnement protecteur de l‘enzyme. L‘immobilisation se fait sous une atmosphère inerte (azote), 

afin d‘éviter l‘intercalation des carbonates dans les HDL. En partant d‘un rapport HDL/enzyme de 1:1, 

90% de la quantité initiale de protéines ont été immobilisées dans la phase HDL selon les analyses 

UV-visible du surnageant. 
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Les activités spécifiques de la FSA libre et immobilisée ont été déterminées en utilisant le D-F6P 

comme substrat en rétroaldolisation. En partant d‘un échantillon contenant 56 U, 50 U ont été 

mesurées dans le matériau. Tenant compte des 90 % de protéines immobilisées, ceci correspond à une 

conservation totale de l‘activité enzymatique de la FSA une fois immobilisée. On pense que ce résultat 

exceptionnel est dû aux interactions fortes entre les feuillets d‘HDL chargés positivement et l‘enzyme 

chargée négativement à ce pH (p.i.e. = 7.1). La nanostructuration des feuillets d‘HDL autour de la 

FSA maintient la conformation de la protéine et laisse son site actif accessible au substrat. 

L‘analyse des diffractogrammes des rayons X (Figure I.9-A) montre que la structure HDL 

obtenue après immobilisation est amorphe, les raies sont très élargies par rapport à une phase de 

référenceMg2AlNO3. Ainsi, la FSA n‘a pas été intercalée entre les feuillets au cours du procédé 

comme cela se produit généralement en présence de petits anions. Cependant, la structure lamellaire 

est présente ce qui est confirmée par la présence des raies des plans (012) et (110). Les spectres 

infrarouges correspondants (Figure I.9-B) révèlent l‘amorphisation de la structure lamellaire avec des 

bandes de vibration des liaisons MOH, MO et OMO élargies en lien avec la perte de la cohésion 

structurale et de la rigidité des feuillets. Le confinement de l‘enzyme dans le matériau a été confirmé 

par la présence des vibrations caractéristiques d‘une enzyme à 1600 et à 2900 cm-1 respectivement 

pour les liaisons N-H et C-H. 

 
Figure I.9 : DRX (A) et IR (B) de (a) FSA, (b) Mg2Al-NO3 (c) FSA@Mg2Al- NO3

134 
 

 

Les images de microscopie électronique à balayage (MEB) et microscopie électronique en 

transmission (MET) montrent la formation d‘une phase biohybride poreuse FSA@Mg2AlNO3 (Figure 

I.10). La taille des particules est inférieure à 50-70 nm. 
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Figure I.10 : Images MEB (gauche) et MET (droite) du biohybride FSA@Mg2Al-NO3
134 

 

Pour évaluer l‘efficacité catalytique du biohybride obtenu, des réactions d‘aldolisation entre 

deux donneurs de la FSA et divers aldéhydes accepteurs ont été effectuées. Les produits de réactions 

ont été facilement isolés après élimination du biohybride par centrifugation et évaporation de l‘eau 

sans autre étape de purification. Les produits ont été obtenus avec de bons rendements (Tableau I.14), 

leur pureté a été confirmée par RMN.  

 
Tableau I.14 : Rendements des différentes synthèses catalysées par le biohybride134 
 

R1 H

O

+ R2

O
HO R1 R2

OOH

OH

FSA@HDL

 
R1 R Rendement (%) 

H CH3 95 

CH2CH2CH3 CH3 90 

CH2CH(OCH3)2 CH3 98 

CH2OH H 60 

 

 

La recyclabilité du biohybride a été évaluée avec la réaction d‘aldolisation entre HA et le 

formaldéhyde comme modèle. Le biohybride s‘est révélé réutilisable pour 4 cycles au moins sans une 

perte significative d‘activité (Tableau I.15). Le biohybride obtenu peut être gardé en solution à 4°C 

pendant 3 mois conservant quasiment toute son activité. A noter cependant que la lyophilisation 

entraine la perte totale de l‘activité et  ne peut donc pas être utilisée. 

 

 

 

 

 

 

a) b)
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Tableau I.15 : Conversion de HA et activité du biohybride durant 4 cycles134 

H H

O

+ CH3

O
HO

OOH

OH

FSA@HDL

30 minutes  
Cycle 1 2 3 4 

Conversion de HA (%) 70 67 63 61 

Activité totale de la FSA 100 95 90 87 

 

 

Pour terminer cette partie sur l‘immobilisation des aldolases, nous présenterons les travaux de 

Kurjatschij et al. concernant la TA d‘E. coli. Les résultats obtenus en suivant les stratégies 

d‘immobilisation décrites précédement sont résumés dans le Tableau I.16. L‘enzyme a été tout d‘abord 

immobilisée par adsorption sur de l‘amberlite XAD-2, de l‘alumine (Al2O3), du calcaire (CaCO3), de 

la Cellulose et l‘Alginit (composé minérale naturel). L‘activité retenue en utilisant ces supports est 

trop faible (1 à 6%). Le décrochage de l‘enzyme de son support a permis de récupérer plus de 93% de 

son activité, ce qui montre que l‘enzyme n‘est pas dénaturée par ce processus et que ce sont les 

interactions entre l‘enzyme et le support qui aboutissent à cette perte d‘activité. Le même résultat a été 

obtenu en immobilisant l‘enzyme par liaison covalente sur l‘Eupergit® C ou le chitosane (réticulé ou 

non avec le glutaraldéhyde). L‘inclusion de l‘enzyme dans des billes d‘alginate a abouti à la rétention 

de 5 à 12% d‘activité. Le piégeage de l‘enzyme dans un réseau poreux d‘orthosilicates a donné le 

meilleur résultat conduisant à 30% de rendement en activité et 50 U/g de support. L‘enzyme 

immobilisée a gardé toute son activité pendant 10 semaines à 4°C, sachant que l‘enzyme libre garde 

16% de son activité après 6 semaines. 

 
Tableau I.16 : Criblage de différents méthodes pour l’immobilisation de la TA189 

Technique Support Activité résiduelle (%) 

 

Encapsulation 

Billes d‘alginate 5-12 

Orthosilicates ≤ 30 

 

 

Adsorption 

Amberlite XAD-2 < 6 

Al2O3 < 1 

CaCO3 < 1 

Cellulose < 1 

Alginit < 1 

Liaison covalente 
Eupergit® C < 1 

Chitosane 5 
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Le Tableau I.17 résume les différentes stratégies utilisées pour immobiliser des aldolases 

ainsi que les résultats obtenus. Les plus grandes activités spécifiques des biohybrides ont été 

obtenues pour la DERA immobilisée sur le nanomatériau magnétique (2.71 U/mg) et sur les mousses 

mésoporeuses de silice sous des irradiations microondes (2.24 U/mg). Malgré les pertes d‘activité 

importantes observées dans quelques cas, le gain en stabilité et/ou en recyclabilité peut compenser 

cette perte.
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Tableau I.17 : Résultats d’immobilisation des différentes aldolases 
 

Mode 
d‘immobilisation Aldolase Support Activité spécifique du 

biohybride ou donnée d‘activité Stabilité Autres (relargage, 
recyclabilité,…) Réf 

Complexation 

FucA d‘E. coli Résines Co-IDA 15 U/mL 
Stable 21 fois plus que 

l‘enzyme libre dans 
DMF/tampon 1 :4 à 25°C 

limitations dues à la 
diffusion 

173 

RhuA d‘E. coli Résines Co-IDA 8.7 U/mL 

-Stable 13 fois plus que 

l‘enzyme libre dans du Tris-

20% DMF 

-temps de demi-vie de 37 
jours (2.8 jours pour l‘enzyme 

libre) 

Pas de relargage 
d‘enzyme 

174,175 

KDGA de 
Sulfolobus 

solfataricus 
Résines Ni-NTA 

L‘efficacité catalytique a été 
démontrée en synthétisant un 
produit avec un rendement de 

70% et une proportion 
diastéréoisomérique >99 :1 

Aucune perte d‘activité pour 
une utilisation en continu de 

60h 
- 176 

Liaison covalente 

FucA d‘E. coli Gels glyoxal-
agarose 14.7 U/mL - - 178 

FruA du muscle de 
porc Silice 37 U/g Garde 90% de son activité 

après un mois - 179 

FruA du muscle de 
porc 

Polyacrylamide 
fonctionnalisé 108 U/g Stabilité améliorée à 50°C - 180 

TA de Thermotoga 
maritima 

Eupergit (méthode 
directe) 0.85 U/g Stabilité thermique améliorée 

à 80°C 
Pas de relargage 

d‘enzymes 
181 Eupergit (méthode 

indirecte) 1.14 U/g 

TA de Thermotoga 
maritima Nanofils de silice 25.9 U/g - Pas de relargage 

d‘enzymes 
181 
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DERA d‘E. coli 

Mousses 
mésoporeuses de 

silice sous 
irradiations 
microondes 

2.24 U/mg 
Stabilité thermique améliorée, 

garde 85% de son activité 
après 64 jours 

- 11 

DERA d‘E. coli Nanomatériau 
magnétique 2.71 U/mg 

-Garde 65% de son activité 

après chauffage à 80°C 

pendant 10 min 

-Stabilité améliorée vis-à-vis 
des solvants organiques 

- 183 

Réticulation 

FruA d‘Haloferax 

mediterranei 
Réticulation par le 

glutaraldéhyde 60% de rétention d‘activité - - 184 

NeuA de 
Staphylococcus 

carnosus 
CLEAs 70% de rétention d‘activité 

-sa demi-vie est doublée à 

60°C 

-Garde toute son activité 
pendant plusieurs semaines 

Réutilisable pour 10 
cycles sans perte 

d‘activité 
185 

Adsorption 

RhuA d‘E. coli Nanoparticules 
d‘or 

La vitesse de la réaction entre 
DHAP et (S)-Cbz-alaninal était 
4 fois plus grande que celle de 

l‘enzyme libre 

-demi-vie doublée 

-garde toute son activité 
pendant plusieurs semaines 

38% des protéines 
ont été désorbés 

186 

DERA d‘E. coli ox-MWCNTs 1 U/mg 
Gain de stabilité en présence 
de concentrations élevées en 

acétaldéhyde 

Garde 85% de son 
activité après 5 cycles 

187 

Encapsulation 

RAMA Verres mono et 
polysilicates 

Pour des taux de 1 à 100 mg/g 
de support, on avait 91-97% 

d‘encapsulation et 73 à 93% de 
rétention d‘activité 

Stabilité amélioré dans les 
solutions aqueuses et en 
présence des co-solvants 

Réutilisable 6 cycles 
sans perte d‘activité 

190 

TA d‘E. coli Orthosilicates 50 U/g Garde toute son activité 
pendant 10 semaines - 189 

FSA d‘E. coli HDL 0.9 mg/mg d‘HDL (100% de 
rétention d‘activité) 

Garde toute son activité 
pendant 1 mois 

Garde 87% de son 
activité après 4 cycles 

134 
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I.4. Réactions en cascade enzymatique 

I.4.1. Généralités 
 

Le développement de nouveaux processus chimiques efficaces est devenu un des buts majeurs 

de la recherche en chimie organique. Les chercheurs ont pris conscience que même si la synthèse 

organique progresse très rapidement, ce domaine nécessite encore des améliorations de type 

écologique191,192. Le remplacement des processus stœchiométriques en processus catalytiques, 

l‘utilisation d‘enzymes isolées ou de microorganismes entiers en synthèse organique et la combinaison 

de plusieurs réactions en une étape dite one-pot sans isolement des intermédiaires sont considérés 

comme des stratégies majeures pour développer des procédés plus respectueux de l‘environnement13. 

En effet, les processus de ce type réduisent les temps de réaction et les déchets permettant ainsi 

d‘éviter l‘accumulation d‘intermédiaires instables ou toxiques et les purifications. Ceci conduit à des 

procédés plus sécurisés où les réactions secondaires sont évitées et de meilleurs rendements sont 

obtenus. Plusieurs expressions sont utilisées pour qualifier l‘enchainement de réactions, réactions 

domino, réactions en cascade ou encore réactions tandem. En ce qui concerne ce manuscrit nous 

adopterons le terme cascade, plus communément rencontré dans le domaine de la biocatalyse pour 

qualifier un procédé one-pot.193  

Une grande variété de réactions enzymatiques s‘effectue dans les organismes vivants et plus 

particulièrement dans le cytosol. Reproduire ces enchainements naturels est un secteur de recherche en 

plein essor, grâce aux outils de la biologie moléculaire facilitant l‘accès aux enzymes.193 Par 

conséquent, de nombreuses recherches ont été menées pour copier ou mimer ces cascades 

enzymatiques in vitro, parfois même en associant la notion de compartiment grâce à l‘immobilisation 

des enzymes. Des systèmes multienzymatiques d‘une complexité remarquable ont été alors 

développés. Ces dernières années on voit aussi apparaître des travaux sur la construction de cascades 

dans une cellule hôte en sur-exprimant deux ou trois enzymes cibles, la cascade est alors produite « in 

cellulo »194. Nous ne présenterons pas ce type de résultats dans cette partie bibliographique. 

Certaines réactions comme les réactions d‘oxydo-réduction, de transfert d‘un groupement amino 

ou  phosphate nécessitent la présence d‘un cofacteur. Cependant, lorsque le cofacteur a un coût élevé 

ou et qu‘il provoque des phénomènes d‘inhibition, la mise en place d‘un système de régénération 

permettant de maintenir le cofacteur à une concentration catalytique est absolument indispensable. La 

conséquence directe est alors l‘association d‘une ou plusieurs enzymes dédiées à cette régénération. 

De tels systèmes de régénération ont été développés pour l‘adénosine triphosphate (ATP)195 et les 

nicotinamides (NAD(P) + / NAD(P)H)196. 

Les cascades enzymatiques peuvent être classées en quatre principales catégories13 :  
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(i) Les cascades linéaires dans lesquels un substrat unique est converti en un produit en 

passant par un ou plusieurs intermédiaires selon une réaction one-pot (Schéma I.20-A). De 

plus, elles facilitent le déplacement des réactions réversibles dans un sens unique, puisque 

le produit de la réaction sera consommé par la réaction suivante qui doit être irréversible. 

(ii) Les cascades orthogonales (Schéma I.20-B) dans lesquelles les transformations du substrat 

en produit sont couplées avec d‘autres réactions dans le but de régénérer les cofacteurs ou 

les cosubstrats ou bien encore d‘éliminer les produits secondaires.  

(iii) Les cascades parallèles dans lesquelles deux substrats sont convertis en deux produits par 

deux réactions biocatalytiques différentes mais couplées grâce à l‘utilisation de cofacteurs 

ou de cosubstrats communs (Schéma I.20-C). Dans ce type de cascade, les deux produits 

sont d‘intérêt et sont isolés, ce qui n‘est pas le cas pour les cascades orthogonales où les 

sous-produits sont éliminés. 

(iv) Les cascades cycliques dans lesquelles un substrat est sélectivement converti en un 

intermédiaire qui est ensuite transformé à nouveau en produit de départ (Schéma I.20-D). 

Ce concept a été fréquemment utilisé pour effectuer la déracémisation197 d‘acides aminés, 

d‘acides alpha-hydroxylés et d‘amines. 

 

A/ S I P

B/

C/

D/
S P

X Y

Z

S1 P1

P2 S2

S1 S2 I S2

 
Schéma I.20 : Différentes conceptions des cascades enzymatiques : A/ cascade linéaire, B/ cascade 

orthogonale, C/ cascade parallèle, D/ cascade cyclique13 
 

La classification présentée ci-dessus n‘est pas stricte puisque la conception de la cascade est 

souvent une combinaison de ces différents types. Par exemple, une étape d‘une cascade linéaire 

pourrait nécessiter une réaction orthogonale supplémentaire pour régénérer un cofacteur. De même, la 

dégradation d'un sous-produit de réaction dans une cascade orthogonale peut impliquer plus d'une 

étape et donc constituer une séquence en cascade linéaire qui lui est propre13.  

Les synthèses enzymatiques one-pot peuvent être effectuées en ajoutant toutes les enzymes en 

une seule fois, soit simultanément ou séquentiellement dans le récipient. Les avantages d‘une synthèse 

one-pot sont les suivants13 : (i) déplacement de l‘équilibre d‘une réaction réversible, (ii) simplification 

de la purification et meilleurs rendements, (iii) augmentation de la vitesse de la réaction, (iv) 

disparition des effets d‘inhibition, (v) élimination des problèmes de solubilité. Surtout dans le cas de 
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composés stéréo-isomères, une conversion et une sélectivité > 99% sont souhaitées dans l'industrie 

parce que la séparation des produits peut être très coûteuse198. Le déplacement de l‘équilibre dans une 

réaction one-pot, sans introduire d'autres opérations, est un moyen efficace pour atteindre cet 

objectif199,200. Lorsqu‘une ou plusieurs réactions réversibles sont en série avec une réaction 

irréversible, les rendements et la sélectivité sont améliorés201. Cela signifie également une réduction 

des coûts opérationnels et des coûts en matières premières en raison de la conversion complète des 

substrats en produits souhaités. Lorsque le substrat ou le produit est inhibiteur, les réactions sont 

caractérisées par des vitesses lentes et des conversions faibles202. Dans ce cas, les réacteurs one-pot 

présentent un réel gain203. En effet, le composé responsable de l‘inhibition est formé puis retiré en 

continu du milieu réactionnel, il ne peut donc pas s‘accumuler. De plus, ce procédé est aussi 

particulièrement intéressant dans le cas de réactions qui impliquent des intermédiaires instables, à 

durée de vie très courte. À peine formé, ils sont directement transformés par la réaction suivante, des 

conversions élevées sont alors attendues. 

Les réactions multienzymatiques one-pot présentent cependant quelques inconvénients13. 

Lorsque deux réactions sont exécutées séparément, les conditions optimales pour chacune peuvent être 

choisies. Par contre, lorsque plusieurs réactions sont exécutées dans le même réacteur, les conditions 

optimales pour chacune ne peuvent souvent pas être satisfaites. Un compromis doit être trouvé. De 

plus, il n‘est pas rare de rencontrer des problèmes d‘inhibition, le substrat d‘une enzyme pouvant se 

révéler inhibiteur de la deuxième.  

Ces biotransformations peuvent être faites avec des enzymes qui sont soit libres en solution 

(catalyse homogène) soit immobilisées (catalyse hétérogène). L‘utilisation des enzymes co-

immobilisées permet de conjuguer les bénéfices de l‘immobilisation et ceux des réactions en cascade 

simultanément. On se rapproche alors de systèmes naturels où plusieurs enzymes sont organisées dans 

des compartiments. Les termes « métabolisme artificiel » sont adjoints pour définir une cascade 

biomimétique, immobilisée ou non. 

 

I.4.2. Cascades en phase homogène 
 

De nombreuses réactions multienzymatiques effectuées en solution ont été rapportées. Il serait 

trop ambitieux de présenter ici cette littérature de façon exhaustive. Seuls quelques exemples ont été 

sélectionnés, en lien avec la production de DHAP et l‘utilisation d‘aldolases pour la synthèse de sucres 

et analogues. On en profitera pour mettre l‘accent sur des préparations de sucres phosphorylés, objets 

d‘étude de ce travail de thèse. 
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 Cascades pour la production du DHAP et son utilisation I.4.2.1.

en synthèse 
 

Le DHAP est un intermédiaire essentiel pour la synthèse d‘une variété de composés d‘intérêt. 

Du fait de l‘importance de ce substrat, de nouvelles méthodes de synthèse sont mises au point 

régulièrement. Nous présentons ci-dessous les cascades enzymatiques qui ont été utilisés pour le 

générer in situ. En effet, à cause de son instabilité à pH neutre et basique, plusieurs cascades ont été 

conçues pour le libérer in situ et le faire réagir afin de synthétiser le produit désiré. Dans la littérature, 

trois approches différentes pour la génération in situ du DHAP, sont distinguées13 : l‘oxydation du 

glycérol-3-phosphate par la glycérol phosphate oxydase (GPO), la phosphorylation du DHA et la 

formation du DHAP à partir du FBP. 

Le DHAP peut être préparé par voie enzymatique par retro-aldolisation du FBP en utilisant la 

FruA et la triosephosphate isomérase (TPI) (Schéma I.21)166,204,205. Cette cascade linéaire a été utilisée 

pour générer 2 équivalents de DHAP à partir d‘un équivalent de FBP. Le DHAP est utilisé 

immédiatement dans une réaction d‘aldolisation supplémentaire catalysée par la FruA ou la FSA, 

conduisant ainsi à une variété de sucres avec des rendements excellents 166,204,205.  

 

 

O

OHHO

OH

OPO3
2-2-O3PO O

2-O3PO OPO3
2-

OPO3
2-O

OH
FruA

TPI

FBP D-G3P DHAP  
 

Schéma I.21 : Synthèse enzymatique du DHAP par retro aldolisation du D-FBP en utilisant la 
FruA et la TPI166,204,205 

  

 

La phosphorylation enzymatique de la DHA est l‘une des méthodes les plus utilisées pour 

préparer le DHAP (Schéma I.22). Les enzymes employés dans cette cascade orthogonale sont la 

glycérol kinase (GK)206–209 ou la dihydroxyacétone kinase (DHAK)210,211. Ces deux enzymes utilisent 

de l‘ATP comme donneur de phosphate, d‘où la nécessité d‘un système de régénération de cette 

molécule. Les deux systèmes de régénération de l‘ATP sont le phosphoenolpyruvate/pyruvate kinase 

(PEP/PK) et l‘acétyl phosphate/acétate kinase (AcOPO3
2-/AK). Ces deux systèmes de régénération ont 

été utilisés avec la DHAK et la GK et ont permis l‘obtention du DHAP avec un très bon rendement 

(80-95%). 206–211. L‘intérêt de ce procédé est que le DHAP peut être isolé et donc il est obtenu pur. 
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Schéma I.22 : Génération enzymatique du DHAP in situ à partir de la DHA206–211 
 
 

Deux systèmes tri-enzymatiques ont été utilisés pour produire le DHAP à partir du glycérol. 

(Schéma I.23). Le premier système (Schéma I.23-A) utilise la phytase (nécessité du pyrophosphate 

(ppi) comme donneur de phosphate), la catalase et la GPO212. Le deuxième système implique la GK, 

l‘AK, la catalase et la GPO (Schéma I.23-B). Cette dernière cascade ne peut être réalisée en une seule 

étape à cause de la faible tolérance de la GK à l‘O2
213,214. En utilisant ces deux cascades, Le rendement 

en DHAP est inférieur à 50% puisqu‘uniquement le L-glycérol-3-phosphate s‘oxyde en DHAP, 

l‘isomère D reste intact. 
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Schéma I.23 : génération enzymatique in situ du DHAP à partir du glycérol212–214 

 

 

Les méthodes décrites ci-dessus sont fréquemment utilisées grâce à leur simplicité. Cependant, 

d‘autres systèmes plus complexes et notamment plus couteux ont été conçus pour la synthèse du 

DHAP. Fessner et al. ont synthétisé le DHAP à partir du saccharose, en utilisant un système 

multienzymatique constitué de 6 enzymes disponibles commercialement (Schéma I.24), créant ainsi 
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un métabolisme artificiel de complexité remarquable permettant de synthétiser des sucres 

phosphorylés avec d‘excellents rendements215. L‘invertase transforme le saccharose en glucose et 

fructose. Le fructose est ensuite phosphorylé par action de l‘hexokinase (HK) en F6P. Le glucose est 

transformé en glucose-6-phosphate par action de l‘HK puis en F6P par action de la glucose-6-

phosphate isomérase (GPI). La fructose-6-phosphate kinase 1 (PFK) catalyse ensuite la 

phosphorylation du F6P en FBA qui est transformé en DHAP par action de deux enzymes : la FruA et 

la TPI. L‘HK et la PFK utilisent l‘ATP comme donneur de phosphate d‘où la nécessité de son système 

de régénération PEP/PK.  
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O
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Schéma I.24 : Synthèse du DHAP à partir du saccharose par un métabolisme artificielle215 
 

 

Nous avons présenté les principales cascades enzymatiques conçues pour générer le DHAP. 

La méthode la plus simple et la plus efficace est celle qui implique une phosphorylation de la DHA du 

fait de son cout faible et de la simplicité de la procédure. Le DHAP est un intermédiaire important 

pour la génération de sucres phosphorylés. Dans la partie suivante, nous présentons les différentes 

cascades enzymatiques utilisés pour préparer des sucres phosphorylés. 

 

 Cascades pour la synthèse de sucres et analogues I.4.2.2.
 

Deux systèmes multienzymatiques one-pot ont été décrits par Sanchez-Moreno et coll.. Dans 

les deux cas, le DHAP a été synthétisé à partir de la DHA en utilisant la DHAK (ATP-dépendante) et 

le système AcOPO3
2-/AK pour régénérer l‘ATP. Ensuite, une réaction d‘aldolisation enzymatique 

entre le DHAP et un substrat accepteur permet l‘obtention de divers sucres polyhydroxylés. La FucA 

(Schéma I.25-A)210 et la FruA (Schéma I.25-B)211 ont été employées dans ce but. Les rendements 

obtenus sont excellents pour certains accepteurs et faibles pour d‘autres (Schéma I.25). 
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Schéma I.25 : Systèmes multienzymatiques assurant une réaction d’aldolisation entre le DHAP 

généré in-situ et différents aldéhydes pour la synthèse de sucres phosphorylés210,211 
 

 

Schoevaart et ses collaborateurs212 ont synthétisé des sucres et analogues à partir du glycérol en 

concevant une cascade enzymatique en quatre étapes (Schéma I.26). La première étape consiste en la 

phosphorylation du glycérol par réaction avec le ppi en présence de phytase pour conduire au glycérol-

3-phosphate racémique. L‘énantiomère L subit ensuite une oxydation sélective en présence de la 

glycérolphosphate oxydase et de la catalase pour donner le DHAP. Par la suite, la FruA catalyse la 

réaction d‘aldolisation du DHAP avec le butanal. Enfin, la déphosphorylation du produit obtenu est 

réalisée par la phytase (Schéma I.26). Le 5-désoxy-5-éthyl-D-xylulose a été synthétisé avec un 

rendement de 29% à partir du glycérol. Cette alliance de quatre enzymes différentes dans une cascade 
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one-pot constitue un procédé intéressant pour réaliser des réactions d'aldolisation avec les aldolases 

DHAP-dépendantes à partir du glycérol et de ppi, molécules commerciales et non couteuses. De cette 

manière, différents sucres d‘intérêt biologique peuvent être synthétisés à partir du glycérol. Cette 

cascade est faite en quatre étapes parce que chacune des enzymes a un pH spécifique (4 pour la 

phytase et 7.5 pour la GPO et la FruA).  
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Schéma I.26 : Biotransformation du glycérol en un céto-triol via le DHAP selon une cascade 
tétraenzymatique212 

 

 

Les deux exemples présentés conduisent à des sucres phosphorylés sur le carbone 1. D‘autres 

exemples existent conduisant à des sucres phosphorylés en position terminale. 

La synthèse enzymatique des sucres phosphorylés en position terminale à partir du glycérol, a 

été proposée par Fessner et al. en 1979213. Plus tard, Fessner et ses collaborateurs165 décrivent deux 

stratégies de réactions en cascade pour synthétiser le D-F6P et son analogue 1-désoxy (Schéma I.27). 

La première stratégie consiste à rétroaldoliser le FBA par la FruA qui génère le DHAP et le D-G3P. La 

TPI isomérise le DHAP en D-G3P qui réagit ensuite avec un donneur en présence de la FSA pour 

donner le D-F6P ou son analogue 1-désoxy, selon le donneur utilisé (Schéma I.27-A). La deuxième 

stratégie se base sur une aldolisation entre l‘hydroxypropanone et le glycéraldéhyde catalysée par la 

FSA, qui génère le 1-désoxyfructose qui sera phosphorylé par une HK qui est ATP dépendante 

(Schéma I.27-B). L‘ATP qui est un substrat cher, a été ajoutée en continu dans la réaction sans 

l‘utilisation d‘un système de régénération. D‘excellents rendements ont été obtenus pour le D-F6P : 

94% par la voie 1 (286 mg) et 88% par la voie 2 (67 mg) ainsi que pour le 1-déoxy-D-F6P : 96% par la 

voie 1 (2.55 g) et 73% par la voie 2 (34 mg).  
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Schéma I.27 : Synthèse du F6P et de son analogue désoxy selon deux cascades enzymatiques165 
 

 

Dans notre équipe Biocatalyse, Christine Hélaine, Israel Sanchez-Moreno et coll. ont exploré 

une stratégie de réactions multienzymatiques pour la synthèse de divers sucres monophosphorylés en 

position terminale d‘intérêt biologique166. Cette synthèse est une réaction one-pot comprenant deux 

étapes basée tout d‘abord sur la formation in situ du D-G3P pour ensuite mettre en place une réaction 

d‘aldolisation catalysée par la FSA (Schéma I.28). La DHAK catalyse la phosphorylation de la DHA 

en DHAP en consommant un équivalent d‘ATP qui est régénéré via le système PEP/PK. Le D-G3P est 

alors obtenu par isomérisation du DHAP en utilisant la TPI. Enfin, l‘action de la FSA sur le D-G3P et 

un substrat donneur produit divers sucres phosphorylés. Cette stratégie permet d‘obtenir de nouveaux 

composés avec de très bons rendements (80-95%).  
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Schéma I.28 : Synthèse de divers sucres phosphorylés par une cascade enzymatique166 
 

 

Nous venons de décrire quelques exemples permettant de générer le DHAP qui est ensuite 

utilisé avec des aldolases. Cependant comme nous l‘avons décrit précédemment le DHAP grâce à la 

TPI, est facilement convertit en D-G3P. Ce dernier peut également trouver des applications avec des 

transférases. Ainsi, le D-xylulose-5-phosphate a été synthétisé par une cascade enzymatique en partant 

de deux substrats disponibles commercialement, le FBP et l‘hydroxypyruvate (Schéma I.29). Le D-

G3P a été généré à partir de la FBP en utilisant la FruA et la TPI comme vue précédemment (Schéma 

I.21). Sa réaction avec l‘hydroxypyruvate, catalysé par une TK, produit le D-xylulose-5-phosphate 

avec un rendement de 82%216.  

 

O
2-O3PO

OPO3
2-

OPO3
2-

HO

HO

OH2-O3PO
O

DHAP

2-O3PO
OH

O
D-G3P

FruA TPI

FBP

-O2C
OH

O CO2

2-O3PO
OH

OH

O
OHTK

D-xylulose-5-phosphate

 

 
Schéma I.29 : Cascade enzymatique pour la synthèse du D-xylulose-5-phosphate216 

 



Etude bibliographique générale 

79 
 

I.4.3. Cascade en phase hétérogène  
 

 Introduction I.4.3.1.
 

La co-immobilisation de plusieurs enzymes dans un support présente à la fois des avantages et 

des inconvénients. Cinétiquement, la co-immobilisation est avantageuse : la deuxième enzyme agit sur 

un produit qui est présent en grande concentration dans les pores du support. Comme mentionné dans 

l‘introduction de cette partie sur les cascades, le milieu biologique exploite très bien cet avantage avec 

l‘organisation en réseaux des enzymes ou l‘existence d‘enzymes multifonctionnelles. C‘est la 

canalisation métabolique, avec un gain sur le plan cinétique. Par mime de ces systèmes biologiques en 

co-immobilisant on peut alors parfois observer ce phénomène de canalisation. Cependant, cette 

stratégie impose des conditions réactionnelles communes (pH, température…) qui ne sont pas 

forcément les conditions optimales pour chaque enzyme. De plus, l‘efficacité du système sera 

gouvernée par l‘enzyme la moins stable. 

Lors d‘un processus de co-immobilisation, selon la méthode utilisée, on peut obtenir différents 

degrés d‘organisation dans l‘assemblage multi-enzymatique. Ainsi la localisation des différents types 

d‘enzymes dans un support peut être aléatoire (random co-immobilization) ou contrôlée plus ou moins 

fortement (Figure I.11)217. Par encapsulation non-covalente dans des nanostructures ou accrochage 

covalent à un support, la distribution des protéines les unes par rapport aux autres se fera 

majoritairement de façon aléatoire (Figure I.11-A). Un certain degré d‘organisation peut cependant 

être obtenu par construction de systèmes multi compartiments en réalisant par exemple des dépôts 

couche par couche.218 

C‘est par immobilisation par liaison covalente ou hydrogène que le contrôle de l‘organisation 

sera le plus grand. À un premier degré, la co-immobilisation séquentielle s‘obtient en contrôlant 

l‘ordre des enzymes immobilisées en utilisant le même type de fixation pour toutes les protéines, par 

exemple avec le glutaraldéhyde (Figure I.11-B). Ce principe est bien adapté pour une cascade linéaire, 

cependant les biocatalyseurs sont compartimentés sans réelle proximité. À un deuxième degré, en 

introduisant des étiquettes de « reconnaissance », notamment un oligonucléotide (petit brin d‘ADN) 

différent pour chaque protéine, une co-immobilisation positionnelle peut être réalisée avec un support 

sur lequel les sites complémentaires auront été fixés (Figure I.11-C). Ces deux types de co-

immobilisation impliquent pour l‘accrochage au support des groupements fonctionnels répartis 

aléatoirement sur les protéines, c‘est ce qui est décrit comme « non spécifique » en Figure I.11-B et C. 

Enfin, plus sophistiquée, la co-immobilisation dite par « site spécifique » (Figure I.11-D) se fait par 

une liaison à un endroit ciblé de la chaîne protéique et un site activé du support, comme le montre la  

Figure I.12. Ce processus nécessite la fonctionnalisation de la protéine (introduction d‘un acide aminé 
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non protéinogène par biologie moléculaire) d‘une part et du support d‘autre part. La réaction entre les 

deux groupements fonctionnels doit être chimioséléctive219. 

 
Figure I.11 : Les différentes approches pour la co-localisation des systèmes multienzymatiques 

(adapté de Schoffelen et al.)217  
 
 

 

Figure I.12 : Immobilisation site-spécifique des enzymes219  
 

Pour illustrer cette partie bibliographique, nous avons ciblé les exemples impliquant des 

nanostructures. 

 

 Cascades enzymatiques conçues dans des I.4.3.2.

nanostructures 

 

Avec leurs propriétés adaptables, les nanostructures permettent un meilleur contrôle du 

microenvironnement entourant les enzymes. Elles conduisent souvent à des performances nettement 

• Recombinant expression
• Site-specific derivatization

Chemoselective
immobilization

Chemical surface 
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améliorées, et renforcent la stabilité des enzymes220. Cependant, jusqu‘à présent, les applications de 

systèmes multienzymatiques immobilisés dans des nanostructures sont peu développées.  

Nous proposons comme plan les différents types de structuration présentées dans la Figure I.11. 

 

I.4.3.2.1. Co-immobilisation aléatoire 
 

C‘est la stratégie la plus utilisée pour co-immobiliser des enzymes en raison de sa simplicité 

de mise en oeuvre. Il faut noter qu‘elle ne conduit pas forcément à une augmentation de l‘efficacité 

catalytique du système.  

Des nanoparticules de TiO2 ont été utilisées pour co-immobiliser trois enzymes qui sont la 

glycérol déshydrogénase (GDH), la 1,3-propanediol-oxidoreductase (PDOR) et la glycérol 

déshydratase (GDHt) par adsorption. Ces enzymes catalysent la biosynthèse du 1,3-propanediol 

(Schéma I.30). Ce travail a permis de mettre en évidence que les conditions d‘immobilisation ont une 

grande influence sur le taux d‘immobilisation. Après optimisation des conditions ce support permet 

l‘immobilisation de 104.1 mg d‘enzymes par g de support. Aucune amélioration dans la vitesse de la 

réaction n‘a été observée par rapport au système libre. Cependant, la stabilité thermique de la GDH a 

été améliorée à 70°C : l‘enzyme immobilisée garde 78% de son activité, celle libre en garde 12% 

uniquement.221 
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Schéma I.30 : Synthèse bienzymatique du 1,3-propanediol avec régénération du cofacteur221 
 

 

La GDH et la xylose réductase (XR) ont été immobilisées par liaison covalente sur des 

nanoparticules polymériques afin de les utiliser pour produire simultanément la DHA et le xylitol. la 

XR catalyse la réduction de la xylose en xylitol en utilisant le NADH, la GDH catalyse la production 

de la DHA à partir du glycérol en présence du NAD+ (Schéma I.31). De cette façon, le cofacteur de 

l‘une est régénéré par l‘autre. Pour la GDH, le taux d‘immobilisation et l‘activité retenue était de 20 

mg/g et 71%, ceux de la XR étaient de 53 mg/g et de 35%. Aucun changement dans la vitesse de la 

réaction n‘est à nouveau observé par rapport aux enzymes libres. À nouveau, les enzymes 
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immobilisées ont une stabilité améliorée. De plus, le système est réutilisable jusqu‘à dix cycles avec 

cependant perte de 50% des activités des enzymes222. 
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Schéma I.31 : cascade parallèle pour la synthèse du DHA et du xylitol222 
 

Cependant, certains travaux mentionnent la possibilité d‘observer une augmentation de la vitesse 

de la réaction due à la proximité des sites actifs des enzymes une fois co-immobilisées, par rapport à la 

vitesse observée sur les enzymes libres en solution. Betancor et ses collaborateurs223 ont décrits la co-

encapsulation de deux enzymes, la nitrobenzène nitroréductase (NBNR) et la glucose-6-phosphate 

déshydrogénase (G6PDH) dans des particules de silice afin de les utiliser dans la réaction de réduction 

des nitrobenzènes. La G6PDH assure la régénération du cofacteur NADPH. La co-immobilisation est 

réalisée d‘une façon aléatoire, les deux enzymes sont encapsulées simultanément et sont ainsi 

localisées dans le même compartiment. Les auteurs décrivent un pourcentage d‘immobilisation de 

100% des deux enzymes avec une activité immobilisée de 52% pour la NBNR et de 33% pour la 

G6PDH. Le système obtenu permet la conversion du nitrobenzène en hydroxylaminobenzène par la 

NBNR en recyclant le NADPH par la G6PDH (Schéma I.32). La vitesse de la réaction est augmentée 

de 125 fois par rapport aux enzymes libres.  
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Schéma I.32 : Cascade catalysée par deux enzymes immobilisées dans des nanoparticules de silice223 
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Deux autres exemples (mode d‘immobilisation aléatoire) d‘observation d‘augmentation de 

vitesse  sont décrits pour la synthèse des sucres phosphorylés. Le premier a été rapporté par Mosbach 

et ses collaborateurs224 qui ont co-immobilisé deux enzymes : l‘HK et la G6PDH sur deux supports 

différents, le sépharose et un copolymère acrylamide-acide acrylique. Ces deux enzymes ont été 

accrochées aux deux matrices par liaison covalente. Les auteurs démontrent une augmentation de la 

vitesse de la réaction due à un effet de canalisation des substrats. Cet effet se traduit par 

l‘augmentation d‘un facteur 2 de la vitesse de formation du NADPH (Schéma I.33), par rapport à 

l‘utilisation des enzymes libres220. 
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Schéma I.33 : Réaction catalysée par deux enzymes immobilisées par liaison covalente220 

 

Le deuxième exemple concerne des nanoparticules magnétiques contenant de la cellulose 

microcrystalline (A-MNPs). Elles ont été utilisées pour co-immobiliser la TPI, la FruA et la fructose-

1.6-bisphosphatase (FBPase) par adsorption. Ces trois enzymes comportent une étiquette CBM 

(carbohydrate-binding module) permettant leur liaison au support cellulosique. Le réacteur obtenu a 

été employé pour synthétiser le F6P à partir du G3P. La TPI catalyse l‘isomérisation du G3P en 

DHAP, ensuite la FruA catalyse l‘aldolisation de DHAP et du G3P pour générer le FBP, enfin la 

FBPase catalyse la conversion du FBP en F6P (Schéma I.34). Une augmentation de la vitesse de la 

réaction d‘un facteur 4.6 a été trouvée en utilisant les enzymes co-immobilisées sur les A-MNPs, par 

rapport aux enzymes libres225. 

 

G3P DHAP

G3P +  DHAP FBP

(1)

(2)FruA

FBP + H2O F6P + Pi
FBPase (3)

TPI

 
 

Schéma I.34 : Synthèse enzymatique du F6P à partir du G3P225 
 

La GOx et l‘HRP ont été immobilisées sur des nanoparticules de polystyrène (ayant des groupes 

carboxyles sur la surface), par liaison covalente avec également observation de cet effet chanel. Ce 

système a été utilisé pour quantifier le glucose. L‘HRP a d‘abord été immobilisée suivie de la GOx, 

l‘inversement de cet ordre aboutit à la perte de l‘activité de la GOx durant l‘élimination de l‘HRP non 
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immobilisée. L‘effet chanel observé ici est caractérisé par une augmentation de vitesse d‘un facteur 2 

que ce soit par comparaison avec les enzymes libres ou immobilisées séparément sur ces 

nanoparticules226.  

Quelques facteurs peuvent être contrôlés lors de la co-immobilisation aléatoire comme le rapport 

enzymes/support et les proportions de chacune des enzymes. Kang et al. ont ainsi co-immobilisé trois 

enzymes dans des nanostructures semi-conductrices (CdSe−ZnS core/shell quantum dots). Ces trois 

enzymes (MenF, MenD et MenH) interviennent dans la biosynthèse de la ménaquinone et ont des 

étiquettes 6 histidines en C ou N-terminal, ce qui permet leur immobilisation sur la surface de ces 

nanoparticules. Grâce à une modulation du rapport [enzymes]/[support], les auteurs sont parvenus à 

contrôler la distance entre les enzymes (plus le rapport est grand, plus la distance est faible). Ils ont pu 

également contrôler l‘accumulation de l‘intermédiaire de la réaction en changeant le rapport 

MenF/MenD/MenH : par exemple, la vitesse de la réaction est quatre fois plus grande pour un rapport 

de 20/5/5 comparé à celle pour un rapport de 5/20/5. Ce résultat a été observé pour un rapport 

enzymes/support de 15/1.227 

 

I.4.3.2.2. Co-immobilisation séquentielle 
 

Cette stratégie implique l‘immobilisation de chaque enzyme individuellement et la réalisation 

d‘un réacteur avec des chambres contenant chacune une des enzymes immobilisées. La cascade se 

déroule dans ce cas d‘une façon séquentielle. Ceci est intéressant dans le cas d‘une cascade linéaire, où 

le produit de l‘enzyme A est substrat de l‘enzyme B et le produit de l‘enzyme B est substrat de 

l‘enzyme C, etc217. Cette stratégie n‘aboutit pas à l‘augmentation de la vitesse de la réaction puisque 

les enzymes ne sont pas proches les unes des autres, cependant les autres bénéfices de 

l‘immobilisation peuvent être présents (stabilité, recyclabilité, pureté des produits). À notre 

connaissance, un seul exemple existe de ce type de co-immobilisation dans les nanostructures. 

Babich et ses collaborateurs228 ont réalisé deux systèmes bi-enzymatiques pour la synthèse 

d‘analogues chiraux de sucres à partir de réactifs achiraux, en immobilisant deux enzymes : la 

phosphatase acide (PhoN) et une aldolase, la FruA ou la RhuA. Elles ont été immobilisées séparément, 

par liaison covalente, sur des billes méthacryliques poreuses réticulées par des monomères ayant des 

fonctions époxy (Sepabeads). Un système de synthèse continue des analogues de sucres a été préparé 

et est représenté dans le Schéma I.35. Dans la première colonne du réacteur, seule la phosphatase acide 

immobilisée (PhoN-Sf) est présente, cette enzyme catalyse la phosphorylation de la DHA en DHAP. 

L‘aldolase immobilisée est quant à elle dans la deuxième colonne et catalyse l‘aldolisation du DHAP 

formé avec un aldéhyde. La troisième colonne contient à nouveau la phosphatase acide immobilisée 

qui va déphosphoryler le produit formé.  
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Schéma I.35 : réacteur conçu en immobilisant deux enzymes dans des billes méthacryliques228 
 

Différentes synthèses ont été lancées sur ce réacteur pendant 5 jours en flux continu. Les 

conversions obtenues, le premier et le 5ème jour, sont représentées dans le Tableau I.18. En utilisant la 

FruA avec le propanal comme accepteur, une conversion de 68% a été observé le premier jour. Après 

5 jours, ce pourcentage tombe à 51%, indiquant une légère diminution de l‘activité de l‘enzyme. En 

utilisant la FruA, 80% du pent-4-ènal ont été convertis le premier jour. Ce pourcentage diminue 

fortement (7%) le 5ème jour, ce qui montre l‘effet inhibiteur de l‘aldéhyde. En utilisant la RhuA, une 

légère perte d‘activité a été observée après 5 jours, qui était traduite par la diminution des conversions 

des aldéhydes. 

 
Tableau I.18 : efficacité catalytique du réacteur préparé228 

Aldolase Groupe R Conversion (%) 
Jour 1 Jour 5 

FruA  68 51 
FruA  80 7 

FruA O

O

NH
 

70 10 

RhuA  30 22 

RhuA 

O

O

NH

 
25 13 

 

 

D‘autres exemples de l'action synergique de deux enzymes ont été reportés dans la littérature. La 

glucoamylase (GAm) et la glucose isomérase (GI) sont deux enzymes nécessaires à la production du 

fructose à partir de l‘amidon et de la dextrine selon un processus en deux étapes. Ces deux enzymes 

ont été co-immobilisées d‘une façon semi-contrôlée, sur des billes macroporeuses de polystyrène. Une 

première couche d‘enzymes (GI) a été immobilisée par adsorption sur les billes, une molécule 

bipolaire a été ajouté dans une deuxième étape, cette molécule facilite l‘adsorption d‘une deuxième 

couche d‘enzymes (GAm). Des bonnes activités immobilisées ont été obtenues : 942 et 1242 U/g de 

gel sec pour la GAm et la GI, respectivement. Cette technique de dépôt moléculaire permet la 

génération de deux couches d‘enzymes sur le support poreux. La proximité des deux enzymes a 
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permis de réduire le temps de diffusion du substrat ce qui a augmenté la vitesse de la production du 

fructose d‘un facteur 1.9 par rapport aux enzymes libres229.  

 

I.4.3.2.3. Co-immobilisation en contrôlant la position de chaque 

enzyme 
 

La fonctionnalisation chimique des protéines a permis l‘introduction de domaines de liaison 

afin de co-localiser des enzymes sur des supports d‘ADN. On accroche au biocatalyseur un 

oligonucléotide d‘ADN. Dans le cas de systèmes multienzymatiques, les séquences des 

oligonucléotides liées de façon covalente diffèrent d‘une enzyme à l‘autre et sont complémentaires à 

une région particulière du support greffé par de l‘ADN. Ces approches élégantes permettent un haut 

niveau de contrôle de l‘arrangement spatial des différentes enzymes du système.  

Fu et al. ont co-immobilisés deux enzymes (GOx et HRP) sur des nanostructures d‘ADN afin 

de les utiliser pour quantifier le glucose. Les auteurs ont mesuré l‘efficacité catalytique du système en 

fonction de la distance entre les deux enzymes. Cette distance peut être modifiée (de 10 à 65 nm) en 

changeant la distance entre les deux sites de liaison de ces enzymes. Une augmentation de 15 fois de 

l‘activité totale des enzymes par rapport aux enzymes libres, a été trouvée pour une distance de 10 nm. 

Lorsque cette distance augmente, l‘activité totale diminue230,231. 

 

I.4.3.2.4. Co-immobilisation site-spécifique 
 

Ce type de co-immobilisation implique la formation d‘une liaison entre le support et un 

groupement spécifique de l‘enzyme par des réactions de cycloaddition azoture-alcyne ou de 

transamination en position N-terminale, par exemple.217 Ce groupe spécifique, un acide aminé non 

protéinogène est introduit par ingénierie moléculaire. À notre connaissance, cette méthode n‘a jamais 

été employée pour co-immobiliser des enzymes sur des nanostructures. 

 

Les exemples discutés ci-dessus illustrent les différentes stratégies employés pour co-

localiser des enzymes au sein d‘une matrice. La co-immobilisation aléatoire des enzymes peut 

donner de bons résultats dus à la proximité physique des enzymes. Cependant, le contrôle de la 

distance entre les enzymes ainsi que de leur position permet une meilleure régulation de la cascade 

enzymatique. 
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I.5. Problématique 
 

Le but de ce projet est le développement de nouveaux matériaux multi-fonctionnels 

biohybrides pour les utiliser dans des réactions mono ou multi-enzymatiques. Les résultats rapportés 

dans ce mémoire s‘articulent autour de trois chapitres. 

Dans le chapitre 2, nous avons étudié les différents aspects de l’immobilisation de la FSA dans 

les HDL. Un travail initial mené en 2011 par C. Guérard-Hélaine a permis de renforcer la 

collaboration entre les groupes HDL et Biométa et d’asseoir avec confiance ce projet de thèse. La FSA 

avait été immobilisée avec succès dans ces matériaux par coprécipitation. Cependant, l’influence de 

différents paramètres ainsi que les interactions impliquées n’avaient pas été explorées. A présent, il 

s’agit de réaliser l’immobilisation de la FSA selon deux méthodes, la coprécipitation et l’adsorption. 

Dans le cas de la coprécipitation, l’effet de la composition des feuillets d’HDL et du rapport 

HDL/enzyme est étudié. La stabilité thermique et celle en présence d’un solvant organique ainsi que le 

profil de catalyse en fonction du pH sont représentés. L’effet de la composition des matrices d’HDL 

sur l’adsorption est aussi étudié : les interactions entre l’enzyme et le support sont examinés grâce aux 

isothermes d’adsorption et à des études calorimétriques. Les taux d’encapsulation maximaux obtenus 

par les deux méthodes sont comparés.  

Le chapitre 3 est dédié à l’étude de l’immobilisation de la FSA dans une matrice hybride 

polysaccharide/HDL. Notre stratégie compte sur deux niveaux d’immobilisation : la nanostructuration 

de l’enzyme dans les HDL puis la macrostructuration du biohybride obtenu dans une matrice de 

polysaccharides. L’objectif étant de créer des microréacteurs opérationnels pour la biocatalyse. 

L’immobilisation des enzymes sur une matrice hybride constituée de deux supports différents confère 

aux bionanoréacteurs obtenus des propriétés catalytiques intéressantes telles que la stabilité et la 

simplicité de mise en œuvre. Cette organisation hiérarchisée de microréacteurs pourrait trouver 

notamment des applications en biotechnologie. Le développement de ces matériaux biohybrides 

multifonctionnels permettra la synthèse des molécules d‘intérêt biologique tel que des sucres et des 

analogues. Nous présentons dans le chapitre 3, le criblage réalisé pour choisir le polysaccharide le 

mieux adapté pour encapsuler l’enzyme sous forme de billes de polymère gélifié. Ensuite, une étude 

détaillée de l’encapsulation de la FSA et du matériau biohybride FSA@HDL dans les billes du 

polysaccharide choisi sera conduite. Le bionanoréacteur structuré à l’échelle macroscopique est 

caractérisé par des méthodes physiques. Son efficacité catalytique ainsi que sa recyclabilité sont 

présentés vis-à-vis d’une réaction modèle. 

Le chapitre 4 concerne une approche biomimétique de réactions en cascade multienzymatique. 

Ce chapitre est divisé en deux parties. Les deux études basées sur la construction de métabolismes 

artificiels ont pour objectif commun la synthèse de molécules d’intérêt biologique.  
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Dans la première partie nous avons élaboré des bionanoréacteurs multienzymatiques par co-

immobilisation dans les HDL des enzymes constitutives de ces cascades. Pour choisir la matrice HDL 

la mieux adaptée au système multienzymatique, un criblage de matrices HDL en faisant varier la 

composition du cation est présenté. En effet, la co-immobilisation contraint de trouver un compromis, 

les enzymes devant toutes fonctionner dans les mêmes conditions. Nous souhaitons concevoir deux 

bionanoréacteurs. Le premier bienzymatique est utilisé pour la synthèse du DHAP à partir de la DHA. 

Le deuxième bionanoréacteur est composé de quatre enzymes qui sont impliquées dans la synthèse du 

D-F6P à partir de la DHA. L’efficacité catalytique de ces bionanoréacteurs est étudiée. Ils sont 

caractérisés par des méthodes physiques classiques. 

Dans la deuxième partie de ce chapitre 4, nous décrivons la conception d’une cascade 

multienzymatique en solution pour la synthèse de sucres rares de série L à partir des réactifs simples et 

non coûteux. La problématique ici consiste à mettre au point les conditions réactionnelles optimum : 

proportion d’enzymes, de substrats, pH etc. pour que les équilibres évoluent dans le sens souhaité. 

Nous tentons ensuite de réaliser cette cascade en phase hétérogène, c.-à-d. en immobilisant les 

enzymes impliquées dans les HDL. 

En conclusion, ce travail de thèse s’intègre à une interface pluridisciplinaire impliquant la 

chimie des matériaux et la biocatalyse, et à une approche alliant des expériences en laboratoire pour 

étudier la conception des bionanoréacteurs mono- et multi-enzymatiques. Il permet une approche 

rationnelle de la conception des cascades immobilisées et apporte une meilleure compréhension des 

paramètres importants à régler pour atteindre un système efficace. 
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Chapitre II : Etude de l’immobilisation de la 

Fructose-6-phosphate aldolase dans les hydroxydes 

doubles lamellaires 
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II.1. Introduction 
 

La FSAwt a été immobilisée dans une phase HDL de composition Mg2Al-HDL par 

coprécipitation, comme détaillé dans l‘étude bibliographique présentée dans le premier chapitre. Les 

résultats obtenus précédemment au laboratoire étaient intéressants en termes du taux d‘encapsulation 

(0.9 mg de prot/mg d‘HDL), de la rétention d‘activité (100%) ainsi que de la stabilité et de la 

recyclabilité du matériau biocatalytique. Vues les bons résultats, il était intéressant d‘approfondir cette 

étude sur l‘immobilisation de cette enzyme la FSA dans les HDL afin de comprendre l‘effet de la 

méthode d‘immobilisation et de la composition de l‘HDL sur la structure et l‘activité des biohybrides.  

 

Les principaux objectifs de ce chapitre sont : 

 

- Examiner les interactions entre l‘enzyme et différentes compositions d‘HDL en traçant les 

isothermes d‘adsorption. 

- Etudier la structuration, la morphologie, le taux d‘encapsulation et la rétention d‘activité 

des biohybrides obtenus en fonction de la méthode d‘immobilisation (adsorption et 

coprecipitation) et de la composition de l‘HDL. 

 

II.2. Résultats  

II.2.1. Introduction 
 

Les résultats de cette partie sont présentés sous forme d‘une publication dont le titre est 

« Immobilization of FSA on Layered Double Hydroxides : Toward Efficient Biocatalyst 

Nanocomposites » en cours de préparation pour une soumission au ‗Journal of Colloid and Interface 

Science‘ (IP 3.368). 

 

Dans ces travaux, j‘ai participé : 

- à la réalisation des expériences en laboratoire ; 

- à la caractérisation des matériaux et des produits de synthèses 

- à l‘interprétation des résultats 

- à la rédaction de l‘article. 

Ces résultats ont été présentés également sous forme de : 
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Communication orale dans le congrès ‗Euroclay 2015‘ qui s‘est déroulé à Edimbourg (UK) 

en juillet 2015 sous le titre « Nanostructured multienzymatic@LDH biohybrid as one-pot biocatalyst 

for polyalcohol synthesis » (Orateur : C. Forano) 
 

II.2.2. ‘Immobilisation of FSA on Layered Double Hydroxides: 

toward efficient biocatalyst nanocomposites’ en cours de 

préparation pour soumission à ‘Journal of colloid and Interface 

Science’ 
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II.3. Conclusion 
 

L’immobilisation de la FSA dans les HDL a été réalisée selon deux méthodes : par adsorption 

sur des HDL préparés au préalable et par la formation de la structure d’HDL directement en présence 

de l’enzyme par coprécipitation.  

Pour la premère méthode, l’adsorption de l’enzyme a été réalisée à pH = 8 sur des HDL de 

différentes compositions (Mg2Al-CO3, Mg2Al-NO3, Mg2Al-DDS, Mg4Al-NO3). De fortes interactions 

entre l’enzyme et l’HDL ont été mise en évidence. L’enzyme s’adsorbe fortement jusqu’à la saturation 

des sites du support (isothermes d’adsorption de type Langmuir). Le taux d’adsorption maximal est 

obtenu avec la matrice Mg2Al-NO3 (0.7 mg d’enzymes/mg d’HDL). L’HDL Mg2Al-NO3 présente une 

capacité d’adsorption supérieure à celle d’une phase Mg4Al-NO3, ce qui s’explique à la fois par une 

densité de charge et une surface spécifique supérieures. L’augmentation de la valeur du pH lors de 

l’adsorption de 8.0 à 9.0 améliore lee taux d’immobilisation atteignant alors 0.9 mg d’enzymes/mg 

d’HDL. Cette tendance est à corrèler avec le point isoélectrique élevé (7.1) de cette enzyme. 

L’augmentation du pH augmente le nombre de sites négatifs à la surface de l’enzyme succeptibles 

d’interagir avec la matrice HDL. Les interactions entre l’enzyme et la surface de l’HDL lors du 

phénomène d’adsorption/échange anionique avec la FSA induit une modification de l’agrégation des 

plaquettes, traduite par une augmentation de la surface spécifique. 

Concernant la deuxième méthode, nous avons fait varier la composition des feuillets en testant 

différents métaux ainsi que le rapport enzyme/HDL pour déterminer leurs effets sur les taux 

d’encapsulation, les activités retenues, la structure et la morphologie des biohybrides. En partant d’un 

rapport enzyme/HDL de 1/1 (en masse), des taux d’encapsulation de 0.9 -1 mg de protéines par mg 

d’HDL ont été obtenus dans les matrices Mg2Al-HDL, Mg4Al-HDL et MgZnAl-HDL et de 0.5 mg/mg 

dans la matrice Zn2Al-HDL. Les pourcentages d’activité retenue sont compris entre 72 et 92% pour 

ces matrices. En faisant varier le rapport enzyme/HDL de 0,25/1 à 4/1 dans une matrice Mg2Al-HDL, 

le taux d’encapsulation optimal est de 1,6 mg prot/mg HDL  pour un rapport 4/1 correspondant à un 

biohybride d’activité spécifique de 7,7 U/mg de gel. Ces résultats illustrent la capacité exceptionnelle 

des différentes matrices d’HDL à confiner efficacement des enzymes tout en préservant leur 

conformation et leur activité. Par ailleurs, la stabilité de la FSA en présence du DMF, co-solvant le 

plus utilisé pour dissoudre certains aldéhydes accepteurs, est améliorée de 20% lorsque cette enzyme 

est immobilisée. Sur le plan structural, en faisant varier le rapport enzyme/HDL de 0,25/1 à 4/1 dans 

Mg2Al-HDL, une exfoliation progressive de la structure lamellaire a été observée, ce qui se traduit par 

la diminution de l’intensité et l’élargissement des raies  du diffractogramme de RX. La présence de 

l’enzyme durant la formation des feuillets d’HDL induit un changement de la morphologie et de la 

taille des particules.  
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En conclusion, la coprécipitation et l’adsorption sont deux stratégies bien adaptées à 

l’immobilisation de la FSA au sein des matrices HDL grâce aux conditions douces compatibles avec la 

préservation de l’activité enzymatique. En accord avec d’autres études sur l’immobilisation d’enzymes 

par le groupe HDL de l’ICCF, la coprécipitation s’avère être la méthode de choix conduisant à un taux 

d’encapsulation nettement meilleur que celui obtenu par adsorption.  
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phosphate aldolase dans une matrice hybride 
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III.1. Introduction 
 

III.1.1. Généralités 

 
Les polysaccharides sont des polymères linéaires ou ramifiés, formés par polycondensation 

d‘un nombre élevé (de 10 à plusieurs milliers) d‘unités monomériques osidiques ou de dérivés 

osidiques.  Généralement les liaisons glycosidiques se situent entre le carbone 1 anomérique d‘un 

motif et le carbone 4 ou le carbone 6 de l‘autre motif. Les polysaccharides peuvent être homogènes 

s‘ils résultent de la condensation d‘une même unité osidique, ou hétérogènes si les unités sont 

différentes232. 

En raison de leur grande diversité structurale, les polysaccharides ont des propriétés physico-

chimiques variées donnant accès à de multiples applications. Ils sont biodégradables, de source 

abondante et donc peu coûteux et biocompatibles. Par exemple, certains sont utilisés en 

agroalimentaire en raison de leurs propriétés épaississantes ou gélifiantes. En ce cas, il s‘agit de 

macromolécules pouvant être réticulées par des cations ou d‘autres molécules, générant des 

macrostructures. C‘est cette propriété en particulier qui nous intéresse dans le cadre de ces travaux de 

thèse. Les conditions de gélification des polysaccharides sont douces comme on évite l‘utilisation des 

solvants organiques et on économise de l‘énergie (température modérée) et de la matière (utilisation de 

la matière renouvelable). Pour ces raisons, les polysaccharides sont souvent employés pour 

immobiliser des enzymes ou des cellules entières.  

 

III.1.2. Encapsulation des enzymes dans les polysaccharides 
 

Dans cette partie, nous allons présenter une étude bibliographique concernant l‘encapsulation 

des enzymes dans quelques polysaccharides comme l‘alginate et le carraghénane. Ces deux 

polysaccharides ont été choisis parce qu‘ils constituent l‘objet de notre étude.  

 

a) L’alginate 

Le polymère naturel le plus utilisé pour encapsuler des enzymes est l‘alginate. Il est extrait à 

l'échelle industrielle à partir de diverses espèces d'algues brunes (Phaeophyceae). Les deux 

monomères retrouvés dans l‘alginate sont le mannuronate (M) et le guluronate (G) (Figure III.1). La 

structure polymérique est alors constituée par des régions homopolymériques de M ou de G, ainsi que 
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par des régions de blocs MG. L'alginate ne possède pas donc une unité répétitive régulière233. Les 

propriétés physiques et chimiques des alginates peuvent varier selon les proportions de ces deux 

monomères. Sa composition est déterminée par l‘espèce d‘algue qui le produit. 
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Figure III.1 : Structure de l’alginate 

 

Le processus de gélification de l'alginate est basé sur sa capacité à se lier aux cations 

divalents234, notamment Ca2+ et Mg2+. Les expériences ont montré que la liaison ionique de l'alginate 

avec ces métaux augmente de façon remarquable avec l'augmentation du taux de guluronate dans la 

chaine. Une chélation se produit entre le métal divalent et les blocs G. Ce processus a été expliqué par 

le modèle de la boîtes à œufs (egg-box)235 qui est représenté dans la Figure III.2. 

Grâce à ses propriétés gélifiantes, l'alginate a été fréquemment utilisé en agroalimentaire. Il est 

utilisé comme additif alimentaire pour améliorer, modifier et stabiliser la texture des aliments puisqu'il 

augmente leur viscosité et stabilise les solutions et dispersions aqueuses. 
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Figure III.2 : Modèle de boites d’œufs235  

 

L‘alginate a été utilisé couramment pour immobiliser différents types d‘enzymes. Cependant, 

des résultats contrastés ont été obtenus : les pourcentages d‘encapsulation étaient bons pour certaines 
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enzymes comme la β-xylosidase236 et la β-D-glucosidase237 et faibles pour d‘autres comme la 

lactase238. Une perte de l‘enzyme comprise entre 33% et 70% durant l‘étape de gélification a été 

rapportée dans la littérature.239–241 Les activités retenues étaient également variables, bonnes pour 

certaines enzymes comme l‘invertase242, la β-xylosidase236 et l‘endo-β-glucanase243 et modestes pour 

d‘autres comme la β-D-glucosidase237 et la lipase45. L‘hétérogénéité de ces  résultats peut être liée à 

plusieurs facteurs comme la composition de l‘alginate, une limitation dans la diffusion des substrats 

ainsi que les interactions ioniques entre l‘enzyme et l‘alginate puisque l‘alginate est chargée 

négativement. 

Arruda et al. ont démontré que les résultats de l‘encapsulation de l‘invertase dépendait du pH 

de la solution de CaCl2. Les pourcentages des protéines non encapsulés étaient de 50, 48 et 34% en 

utilisant des solutions salines tamponnées de pH 4, 7 et 8. Les auteurs ont trouvé que les valeurs de 

Vmax et de Km de l‘enzyme libre étaient 2.6 et 5.7 fois plus grandes respectivement que celles de 

l‘enzyme immobilisée. L‘activité de l‘enzyme immobilisée était plus grande (112%) que celle de 

l‘enzyme libre pour des concentrations en substrat (saccharose) inférieures à 25 mM. Au-delà de cette 

valeur, l‘activité de l‘enzyme libre devient plus grande que celle de l‘enzyme immobilisée, car la 

vitesse de diffusion commence à gouverner le processus catalytique.242 

La limitation de la vitesse de diffusion des substrats constitue l‘inconvénient majeur de 

l‘immobilisation dans les gels de polysaccharides. La β-D-glucosidase de Pseudomonas picketti et 

celle d‘Aspergillus niger ont été immobilisées dans des billes d‘alginate237. En partant de solutions 

initiales de 121.1 (P. picketti) et de 294.5 (A. niger) U par mL de polymère, des pourcentages 

d‘encapsulation de 60% et de 50% respectivement ont été mesurés. Les activités immobilisées ne 

représentent que 15% et 26% des valeurs initiales respectivement. Cette perte d‘activité lors de 

l‘encapsulation a été attribuée à des problèmes de diffusion des substrats dans les billes. Pour 

l‘enzyme du P. picketti, les valeurs de l‘enzyme libre et immobilisée sont similaires, celle de Vmax de 

l‘enzyme immobilisée est de 30 fois plus petites que celle de l‘enzyme libre, respectivement. Pour 

l‘enzyme de l‘ A. niger, Le valeurs de Km de l‘enzyme immobilisée était deux fois plus grand que celle 

de l‘enzyme libre, celle de Vmax de l‘enzyme immobilisée était 15 fois plus petite que celle de 

l‘enzyme libre. L‘augmentation de la valeur du Km est due surtout à la limitation de la vitesse de 

pénétration des substrats et des produits. Ces changements de propriétés sont dus à des modifications 

du microenvironnement et de la conformation de l‘enzyme.  

Betigeri et al.45 ont montré que les interactions ioniques entre l‘alginate et l‘enzyme peuvent 

diminuer fortement l‘activité immobilisée. Ils ont étudié l‘immobilisation de la lipase de Candida 

rugosa en utilisant trois biopolymères qui sont l‘alginate, le chitosane et l‘agarose. L‘agarose a été 

exclu rapidement de l‘étude en raison de l‘instabilité des billes et du relargage de l‘enzyme. Le 

pourcentage d‘encapsulation de l‘enzyme a atteint la fourchette de 44-50% dans le cas de l‘alginate et 

du chitosane (Tableau III.1). L‘activité enzymatique dans les billes d‘alginate à 2% est beaucoup plus 
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basse que celle mesurée dans les billes de chitosane (Tableau III.1). Ceci peut être dû aux interactions 

ioniques qui ont lieu entre l‘enzyme et l‘alginate et qui désactiveraient l‘enzyme, le chitosane étant 

une molécule neutre (Figure III.3). L‘encapsulation dans le chitosane 1.5% donne le meilleur résultat 

en activité (1240 ± 100 U/mL). Les études ont montré que le relargage de l‘enzyme est plus important 

dans le cas de l‘alginate (5-25%) que dans le cas du chitosane (10-12%). 
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Figure III.3 : Structure du chitosane 

 
 
Tableau III.1: Résultats d’immobilisation de la lipase dans les polysaccharides45 
 

Polysaccharide 
Concentration de 
polysaccharides 

(%(m/v)) 

Pourcentage 
d‘encapsulation 

(%) 

Activité retenue  
(U/mL) 

Alginate 

0.5 43.8 ± 5.9 nd 
1.0 48.4 ± 4.0 nd 
1.5 44.5 ± 5.5 nd 
2.0 44.6 ± 3.5 240 ± 32 

Chitosane 
1.5 45.7 ± 4.0 1240 ± 100 
2.0 51.6 ± 6.7 1110 ± 51 
2.5 47.9 ± 2.6 850 ± 100 

nd : non déterminé 

 

Un autre paramètre, comme l‘ajout d‘une deuxième protéine, peut influencer favorablement 

l‘immobilisation dans les alginates. En effet, il a été montré que la présence d‘une protéine inerte 

comme la BSA peut augmenter le pourcentage d‘encapsulation et l‘activité retenue pour certaines 

enzymes, puisqu‘elle forme avec l‘enzyme d‘intérêt des agrégats qui sont mieux retenus dans les 

billes. La β-xylosidase thermostable de Sulfolobus solfataricus, surexprimée dans E. coli, a été 

immobilisée par encapsulation dans l‘alginate. Différentes quantités de l‘enzyme ont été encapsulées 

dans un premier essai, les pourcentages d‘encapsulation et les activités retenues sont restées 

inférieures à 45%. En mélangeant différentes quantités d‘enzyme avec la BSA (100 µL, 10 mg/mL), 

les auteurs ont pu améliorer les résultats et immobiliser  jusqu‘à 196 mU/g de billes (Tableau III.2). 

Une fois immobilisée, l‘enzyme est plus stable, attesté par son activité maintenue au-delà de 85°C 

alors que celle de l‘enzyme libre chute rapidement. La stabilité au cours du temps a été améliorée 

également : l‘enzyme immobilisée a perdu 16% de son activité après 4 mois de stockage à 4°C, 

sachant que libre elle perd 50% après 2 mois. L‘enzyme immobilisée a gardé 84% de son activité 

après 4 cycles de réutilisation236. 
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Tableau III.2 : Résultats de l’immobilisation de la β-xylosidase en présence de la BSA dans les 
billes d’alginate236 

 
Activité de la β-xylosidase (mU/g de billes) Rendement 

d‘immobilisation (%) 
[(A-B)/A×100] 

Rendement 
d‘activité (%) 
(C/A ×100) 

Ajouté (A) Non encapsulé (B) Encapsulé (C) 

24.5 3.2 21.3 87 87 
49 0 49 100 100 
98 0 98 100 100 

196 0 196 100 100 
 
 

b) Le carraghénane 

D‘autres polymères naturels sont aussi utilisés pour immobiliser des enzymes comme les 

carraghénanes. Ce sont des polysaccharides extrait d‘algues rouges de la classe des Rhodophytina. Les 

carraghénanes sont des polymères de haut poids moléculaire (>100 kDa) constitués d'unités répétitives 

de D-galactose et de 3,6 anhydrogalactose (3,6-AG). Les unités sont reliées par des liaisons 

glycosidiques α-1,3 et β-1,4 alternées. Il existe trois types de carraghénane qui sont le kappa (κ), le 

lambda (λ) et l'iota (ι) qui diffèrent par le degré de sulfatation et par leur contenu en 3,6-AG (Figure 

III.4). Le κ-carraghénane contient 25-30% d'ester sulfate et 28-35% de 3,6-AG, l'iota-carraghénane 28-

30%  et 25-30% respectivement, alors que le lambda-carraghénane c‘est 32-39% et pas de 3,6-AG244. 

Des pourcentages plus élevés en sulfate signifient une température de dissolution plus basse et une 

gélification plus difficile. De ce fait, le κ-carraghénane n'est soluble qu'à chaud et il gélifie plus 

efficacement que les autres. L‘iota-carraghénane est soluble à température ambiante et forme des gels 

en présence de cations. Le lambda-carraghénane est soluble à température ambiante et ne forme pas de 

gels. En pratique, le type de carraghénane varie en fonction de l‘algue à partir de laquelle il est extrait 

et de la technique de préparation. 
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Figure III.4 : Les trois types de carraghénane 

 

 

Les carraghénanes sont utilisés comme gélifiants, épaississants, agents stabilisants et en 

particulier dans les aliments et les sauces. Ils sont utilisés aussi en médecine expérimentale, dans les 

formulations pharmaceutiques et les cosmétiques. 

La gélification des iota et kappa carraghénanes peut se faire par chauffage puis 

refroidissement, en présence de cations (K+) ou bien en présence d‘amines245. Les cations neutralisent  

la charge négative des groupements sulfates et minimisent donc les répulsions entre deux groupements 

sulfates. Donc les chaines s‘associent par liaisons hydrogènes. Le mécanisme de gélification du 

carraghénane (iota et kappa) fait encore l'objet de débats entre deux théories (Schéma III.1) : la 

première théorie supporte la formation d‘agrégats de  doubles hélices en présence de cations (K+)246–

248. La deuxième théorie supporte la formation d‘agrégats de simples hélices en présence de cations249–

253. Les deux théories sont basées sur des méthodes de caractérisation variées comme la diffraction des 

rayons X, la rotation optique, la RMN du 13C, la diffraction de la lumière et la calorimétrie. 

 

 
Schéma III.1: les deux mécanismes de gélification des carraghénanes254 
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Le gel de κ-carraghénane a été utilisé pour immobiliser plusieurs enzymes. Les essais réalisés 

conduisent à des pourcentages d‘encapsulation et de rétention d‘activité modestes à moyennes. 

Cependant, l‘encapsulation a amélioré la stabilité thermique et au cours du temps et a permis la 

réutilisation des enzymes. Nous présentons ci-dessous quelques exemples bibliographiques des 

enzymes encapsulées dans des billes de κ-carraghénane. 

L‘estérase du foie de porc a été encapsulée dans les billes de κ-carraghénane. L‘effet de la 

quantité d‘enzyme a été étudié en utilisant 50 à 300 µg d‘estérase avec 3 mL de κ-carraghénane 3%. 

Peu de protéines ont été immobilisées dans les billes (à l‘échelle de µg par g de support). Aucune 

information sur l‘activité spécifique du matériau (U/g) n‘a été fournie. En utilisant 200-300 µg de 

l‘enzyme, les résultats optimaux ont été obtenus : 32-44% des protéines ont été encapsulés et 47-48% 

des protéines encapsulés étaient actives (Tableau III.3). Le tableau présenté est reproduit à l‘identique 

de l‘article. On notera cependant une précision excessive ou non démontrée. La stabilité thermique a 

été améliorée par encapsulation. L‘enzyme immobilisée perd 50% de son activité après 7 jours tandis 

que l‘enzyme libre perd le même pourcentage en 2 jours. L‘estérase immobilisée était recyclable 

conservant 50% de son activité après 8 cycles. Le Km de l‘enzyme immobilisée était du même ordre de 

grandeur que celui de l‘enzyme libre, indiquant qu‘il n‘y a pas de changement conformationnel dû à 

l‘encapsulation255. 

 
Tableau III.3: Effet de la concentration d’enzyme sur l’immobilisation255 

Masse 
d‘enzyme 

(µg) 

µg de protéine/g 
de support 

Protéine 
encapsulé (%) 

µg de protéine 
active/g de 

support 

Protéine 
active 
(%) 

Rétention de l‘activité 
enzymatique dans les 

billes (%) 
50 13.6 27 6.3 13 46.3 

100 32.0 32 14.7 15 45.9 
200 87.9 44 42.4 21 48.2 
300 96.9 32 45.7 15 47.2 

 

Une autre étude a concerné la lipase de pancréas de porc. 48. La capacité d‘encapsulation du 

carraghénane a été évaluée en faisant varier les quantités de protéines (1-20 mg) et en utilisant 3 mL 

de κ-carraghénane (solution à 3%). Les résultats présentés dans le Tableau III.4 montrent qu‘en 

augmentant la quantité d‘enzyme, la quantité des protéines encapsulés et l‘activité immobilisée 

augmentent. Le tableau présenté est reproduit à l‘identique de l‘article. On notera cependant une 

précision excessive ou non démontrée. Les résultats optimaux sont observés pour une quantité 

d‘enzyme de 10 mg : 4.68 mg/g ont été immobilisés avec une rétention d‘activité de 41%. Le matériau 

séché (déshydraté) a gardé 50% de son activité après 4 jours à 35°C, cependant il y a perte totale de 

l‘activité en 4 jours et 2 jours pour le matériau stocké dans l‘eau et pour l‘enzyme libre 

respectivement. L‘enzyme immobilisée est recyclable et garde 59% de son activité après 5 cycles. 
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Tableau III.4 : Effet de la quantité d’enzyme sur l’immobilisation48 
 

Masse 
d‘enzyme 

(mg) 

mg de 
protéine/g de 

support 

Protéine 
encapsulée 

(%) 

mg de protéine 
active/g de 

support 

Protéine active 
(%) 

Rétention de 
l‘activité 

enzymatique 
dans les billes 

(%) 
1 0.56 56 0.184 18 33 
5 2.79 56 0.960 19 32 
10 4.68 47 1.930 19 41 
20 7.60 38 2.962 15 39 

 

La lipase de Burkholderia cepacia a été immobilisée pour la production de biodiesel à partir 

d‘huile de palme. En partant d‘une solution de 3.5 mg/g de κ-carraghénane, le rendement en protéine 

immobilisée était de 42% (1.5 mg/g de κ-carraghénane). Les valeurs de Km et de Vmax étaient 

similaires pour l‘enzyme libre et immobilisée. L‘enzyme immobilisée a gardé 72% de son activité 

après 6 cycles. La stabilité de la lipase immobilisée dans divers solvants organiques (méthanol, 

éthanol, n-hexane, n-heptane) a été améliorée49. Dans les conditions optimisées, une conversion de 

100% a été observée dans la réaction de transesterification de l‘huile de palme (10 g) avec du 

méthanol en utilisant les billes obtenues256.  

Très peu d‘essais d‘immobilisation ont été réalisés avec l‘ι-carraghénane. L‘HRP a été 

immobilisée dans des billes de ι-carraghénane réticulées par des amines. Des taux d‘immobilisation 

variables ont été obtenus selon la nature de l‘amine utilisée. En partant d‘une solution de 0.1 mg 

d‘enzymes par mL d‘ι-carraghénane (de concentration 0.6 mM), le meilleur résultat a été obtenu avec 

la tetraéthylène pentamine : le taux d‘encapsulation a atteint 72% et l‘activité retenue 100%. 

Cependant, 98% des protéines ont été relarguées dans un tampon phosphate en 100 min257. 

Le Tableau III.5 résume les exemples des enzymes immobilisées dans les polysaccharides que 

nous avons décrits dans cette partie. 
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Tableau III.5 : Exemples d’enzymes immobilisées dans les polysaccharides 
Polysaccharide Données d‘activité, taux d‘encapsulation Stabilité Autres (Recyclabilité, cinétique) Réf 

Alginate 0.036 U/mL 
Stabilité thermique amélioré (à une 

température > 50°C) 

-Les valeurs de Km et Vmax étaient 
5.7 et 2.6 fois plus grande que celles 

de l‘enzyme immobilisée 
-Limitation de diffusion à une 

[saccharose] > 25 mM 

242 

Alginate 50-60% d‘encapsulation 
15-26% d‘activité immobilisée - 

-Augmentation de Vmax après 
immobilisation 

-Déplacement du pH optimal vers le pH 

basique 

237 

Chitosane 1240 U/mL 
- 

Relargage d‘enzymes plus important en 

cas de l‘alginate qu‘en cas du chitosane 
45 

Alginate 240 U/mL 

Alginate 196 mU/g 
Amélioration de la stabilité 

thermique et au cours du temps 
L‘enzyme immobilisée garde 84% 

après 4 cycles 
236 

κ-carraghénane 
Immobilisation de 87.9 µg prot/g de 

billes avec rétention de 48% d‘activité 
Amélioration de la stabilité 

thermique et au cours du temps 
L‘enzyme immobilisée garde 50% de 

son activité après 8 cycles 
46 

κ-carraghénane 
Immobilisation de 4.7 mg/g de billes 

avec rétention de 41% d‘activité 

-stabilité pH et thermique 
amélioré 

-L‘enzyme immobilisée séché est 

plus stable que celui aqueux ou 

libre 

L‘enzyme immobilisée garde 59% de 

son activité après 5 cycles 
48 

κ-carraghénane 
Immobilisation de 1.5 mg/g de κ-

carraghénane avec rétention de 100% 

d‘activité 

Stabilité amélioré dans les solvants 

organiques 
L‘enzyme immobilisée garde 72% de 

son activité après 6 cycles 
49 

ι-carraghénane 
En partant de 0.1 mg prot/mL de 

carraghénane, 72% encapsulés avec 

rétention de 100% d‘activité 
- 

98% d‘enzymes ont été relargués dans 

un tampon phosphate en 100 minutes 
257 
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III.1.3. Nanocomposite HDL/polysaccharide 
 

L‘association des hydroxydes doubles lamellaires aux polysaccharides permet de créer des 

nanocomposites hybrides de fonctionnalités améliorées. Plusieurs nanocomposites 

HDL/polysaccharides ont été préparés et étudiés en raison de leurs nouvelles propriétés hybrides.  

Par exemple, la présence d‘un polysaccharide peut améliorer la capacité des HDL à échanger 

ou adsorber des ions polluants et toxiques. En utilisant des nanocomposites cellulose-Zn/Al, la 

capacité de défluoruration de l‘eau par les HDL a été augmentée de 4 à 5 fois par rapport à l‘HDL 

seul258. Cette augmentation a été expliquée par une plus grande dispersion des particules d‘HDL dans 

le réseau polymérique, ce qui a augmenté la surface exposée et facilité l‘accessibilité aux sites 

d‘adsorption. Egalement, afin d‘enlever les ions fluorures ainsi que le 2-naphtol orange, des phases 

d‘HDL (Zn/Al et Mg/Al)  intercalés par l‘alginate ont été préparé par Mandal et al. Les composites 

obtenus étaient plus efficaces que les deux composants séparés259 : L‘intercalation de l‘alginate permet 

l‘expansion de la structure interlamellaire, le rendant plus accessible pour intercaler ces ions. 

Les nanocomposites peuvent être utilisés aussi comme des biocapteurs. Une nouvelle famille 

de nanocomposites a été préparée en intercalant divers polysaccharides anioniques (alginate, pectine, 

κ-carraghénane, ι-carraghénane, xanthane) dans un hydroxyde double lamellaire 

[Zn2Al(OH)6]Cl.nH2O en utilisant la méthode de coprécipitation260. Par conséquence, la capacité 

d‘échange d‘anions des HDL a été transformée en capacité d‘échange des cations à cause de la 

présence des chaines de polysaccharides chargés négativement qui n‘ont pas interagit avec l‘HDL. 

Comme les polysaccharides intercalés gélifient en présence de l‘ion calcium, les nanocomposites 

obtenus ont été utilisés pour l‘identification des ions calcium en solution par potentiométrie. Les 

meilleurs capteurs sont l‘alginate-HDL et l‘ι-carraghénane-HDL. 

L‘acide alginique a été intercalé entre les feuillets d‘un hydroxyde double lamellaire (Zn2Al) 

par coprécipitation261. Le polysaccharide incorporé a eu un effet stabilisant vis-à-vis de la température 

durant la calcination du matériau. L‘oxyde de zinc généralement observé à 200°C pour la phase 

Zn2Al-Cl(ZnO) lors d‘une calcination est apparu à 350°C pour le nanocomposite. 

Des nanocomposites HDL/alginate ont été aussi utilisés pour la vectorisation d‘un principe 

actif, l‘ibuprofène afin de pouvoir libérer d‘une façon contrôlé dans l‘intestin262. L‘HDL Mg2Al a été 

encapsulé dans des billes d‘alginate afin de les utiliser pour piéger les ions phosphates dans les 

solutions aqueuses263. Le pourcentage de piégeage était de 14% avec des billes d‘alginate sans HDL et 

de 96% en présence des HDL (4% dans la solution d‘alginate). 
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III.2. Encapsulation d’une enzyme dans les billes hybrides 

polysaccharides/HDL 

III.2.1. Introduction 
 

Le but de notre étude est de développer de nouveaux matériaux biohybrides multifonctionnels 

en combinant à la fois un matériau organique (polysaccharide) et un autre inorganique (HDL) et dont 

la propriété catalytique sera apportée par un troisième composant, une enzyme. 

Dans ce chapitre, nous présenterons la conception et la caractérisation d‘un bionanoréacteur 

Polysaccharide/HDL/FSAwt et son application en biocatalyse. La FSAwt a déjà été encapsulée dans les 

HDL (Mg2Al-HDL) par les groupes du prof. C. Forano et du prof. M. Lemaire, et son intérêt 

catalytique a été démontré134. En revanche, l‘immobilisation de la FSAwt dans des billes de 

polysaccharides n‘a jamais été décrite dans la littérature. Nous pourrons alors à cette occasion, 

comparer les trois systèmes, FSAwt@HDL, FSAwt@polysaccharide et FSAwt@HDL/polysaccharide. 

Les HDL et enzyme@HDL se présentent sous la forme de poudres très fines et la structuration sous 

forme de billes grâce à un polysaccharide serait un avantage certain pour la manipulation ou le 

développement de réacteurs industriels. 

Ainsi nous comptons sur deux niveaux d‘immobilisation pour la FSAwt: la nanostructuration de 

l‘enzyme dans les HDL puis la macrostructuration du biohybride obtenu dans une matrice de 

polysaccharides (Figure III.5). Un tel assemblage pour faciliter l‘élaboration et la mise en œuvre de 

microréacteurs pour des applications en biotechnologie. Le développement de ces matériaux 

biohybrides multifonctionnels permettra la synthèse des molécules d‘intérêt biologique tel que des 

sucres et des analogues. 

 

 
Figure III.5 : Assemblage hiérarchique du bionanoréacteur FSAwt@Mg2Al-LDH/ι-carr 

 

 

 

Billes FSAwt@Mg2Al-HDL/-Carr  Biohybrides  
FSAwt@Mg2Al-HDL 
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III.2.2. Matériels et méthodes 
 

Les polysaccharides choisis pour ce travail (compléments d‘informations à l‘article qui va 

suivre) 

L‘expertise de l‘équipe GePEB de l‘Institut Pascal dans le domaine des  polysaccharides, nous 

a permis d‘accéder à différents types de polysaccharides commerciaux ou préparés par cette équipe. 

En plus de l‘alginate et du κ et ι-carraghénane qui ont été présentés dans l‘introduction de ce chapitre, 

les structures des polysaccharides commerciaux (acide polygalacturonique, curdlane) qui ont été 

utilisés dans cette étude sont présentées dans la Figure III.6.  
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Figure III.6 : Structures du curdlane et de l’acide polygalacturonique 

 

La cellulose oxydée (β-(1-3)-acide polyglucuronique) a été préparée par Delattre et al.264 en 

oxydant le cellulose par le TEMPO (2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl) en présence de NaOCl et 

NaBr. La structure de la cellulose oxydée est présentée dans la Figure III.7. 
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Figure III.7 : Structure de la cellulose oxydée264 
 

 

III.2.3. Résultats et discussions 

 Introduction III.2.3.1.
 

Dans cette section, les résultats sont présentés sous la forme d‘une publication dont le titre est 

« Polysaccharide-Layered Double Hydroxide-aldolase biohybrid beads for biocatalysed C-C bond 

formation » parue dans la revue ‗Journal of Molecular catalysis B: Enzymatic‘ (122 (2015) 204–211). 

Dans ces travaux, j‘ai participé : 
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- à la réalisation des expériences en laboratoire ; 

- à la caractérisation des matériaux et des produits de synthèses 

- à l‘interprétation des résultats 

- à la rédaction de l‘article. 

Ces résultats ont été également présentés sous forme de : 

 Poster dans le ‗Sysbiocat summer school‘ (COST Action CM1303) à Sienne (Italie) en 

mai 2014 sous le titre « New multifunctional biohybrid materials for biocatalysis ». 

(Oratrice : R. MAHDI). 

 Poster dans le congrès ‗Euroclay 2015‘ qui s‘est déroulé à Edimbourg (UK) en juillet 

2015 sous le titre « Design of novel biocatalysis microreactor based on hierarchical 

structuration of Enzyme/Layered Double Hydroxide/Polysaccharide beads ». (Orateur : C. 

Forano). 

 Communication orale au congrès ‗2nd international conference on bioinspired and 

biobased chemistry & materials‘ qui s‘est tenu en 2014 à Nice (France) sous le titre 

«Enzyme@Layered Double Hydroxide embedded in  polysaccharide beads - Novel 

nanobioreactors for  biocatalysis » (Orateur : C. Forano)  

 Communication orale au 25ème colloque du Club Bioconversions en Synthèse organique 

qui s‘est tenue en juin 2014 à Carry le Rouet (France) sous le titre « Nouveaux matériaux 

hybrides multifonctionnels pour la biocatalyse » (Oratrice : R. Mahdi) 

 

 

 Criblage de polysaccharides III.2.3.2.
 

Neuf polysaccharides ont été testés afin de choisir ceux qui ont des conditions de gélification 

compatibles avec l‘enzyme. Ces polysaccharides sont : le curdlane, le curdlane oxydé, l‘acide 

polygalacturonique, la cellulose oxydée, l‘ι-carraghénane, le carboxyméthylcellulose, le xanthane, 

l‘alginate et un mélange xanthane/guar. Le but étant de gélifier ces polysaccharides par des cations, 

sous forme des billes. 

Le curdlane est solubilisé à pH 11-12. On forme les billes en ajoutant la solution du curdlane 

(1.5%) goutte à goutte dans une solution d‘acide chlorydrique (1M). Ces conditions de solubilisation 

et de gélification ne sont pas compatibles avec l‘activité enzymatique qui a un pH optimum entre 7.5 

et 9. 

L‘acide polygalacturonique (0.8%) est solubilisé en chauffant à 80°C dans 2h. Ce 

polysaccharide forme ensuite des billes dans une solution de dichlorure de calcium. Ce polysaccharide 

n‘a pas été utilisé pour encapsuler l‘enzyme puisque le chauffage à 80°C pendant 2h désactive 
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l‘enzyme. Nous avons essayé également de le refroidir jusqu‘à 40°C puis d‘ajouter l‘enzyme mais ceci 

n‘était pas possible puisque le refroidissement était rapide et a entrainé la gélification immédiate du 

polysaccharide. Ceci nécessite un appareil sophistiqué qui n‘était pas disponible. 

Trois polysaccharides étaient soluble à température ambiante et donnaient des billes dans les 

solutions salines : l‘ι-carraghénane (1-1.5%) dans du chlorure de potassium, l‘alginate (1-2%) et la 

cellulose oxydée (1-2%) dans du dichlorure de calcium. 

Le curdlane oxydé (0.3%), le carboxyméthylcellulose (0.5%) et le xanthane (0.5%) étaient 

solubles à température ambiante mais n‘ont pas formé des billes dans les solutions salines. le mélange 

xanthane/guar préparé avec des rapports 1/1, 1/2, 1/3, 1/6 et avec une concentration totale de 0.2%, n‘a 

pas formé des billes dans les solutions salines.  

 

 

 ‘Polysaccharide-Layered Double Hydroxide-aldolase III.2.3.3.

biohybrid beads for biocatalysed C-C bond formation’ parue 

dans Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic  
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Fig. 1. Infrared spectra of different entities: A)FSAwt, FSAwt/ι-carr beads, FSAwt@Mg2Al-LDH/ι-carr 

beads and FSAwt/Mg2Al-LDH. B) Mg2Al-LDH, FSAwt@Mg2Al-LDH, Mg2Al-LDH/ι-carr beads and 
FSAwt@Mg2Al-LDH/ι-carr beads. C) FSAwt/ι-carr beads, FSAwt@Mg2Al-LDH/ι-carr beads, ι-carr polymer, ι-
carr beads, Mg2Al-LDH/ι-carr beads. 
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Fig. 2. a) Evolution of FSAwt immobilised amount and b) activity of immobilised FSAwt vs FSAwt initial 

activity 
in the different polysaccharides. 
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The slopes (a of the curves follows the increasing series: a(oxidised cellulose) = 0.1 < aalg= 0.12 < 

a(-carr) = 0.19. We must notice that the sizes of different polysaccharide beads are similar (millimetric range). 

-Carr beads display a structure more favourable to a higher FSAwt encapsulation rate compared with those 

obtained using alginate and oxidised cellulose rate (1.9, 1.2 and 1 respectively). 
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Fig. 3. Thermal stability of FSAwt, FSAwt@Mg2Al-LDH, and FSAwt@Mg2Al-LDH/ι-carr beads. 0.1 U 

of FSAwt (0.035 mg), FSAwt@Mg2Al-LDH (0.07 mg) and FSAwt@Mg2Al-LDH/ι-carr beads (100 mg) were 
incubated one hour at each temperature. 
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III.3. Elaboration de matrices poreuses HDL-polysaccharide 
 

III.3.1. Introduction 
 

Les polysaccharides forment dans l‘eau des réseaux qui s‘appellent  hydrogels, c.-à-d. que les 

chaines se connectent entre elles via des nœuds, formant un réseau contenant de l‘eau. Lorsque ces 

hydrogels sont lyophilisés, ils forment des mousses265. Nous avons alors essayé de préparer des 

matrices, sous forme de mousses poreuses de polysaccharides réticulés par les HDL, afin de les utiliser 

comme support pour immobiliser des enzymes. Quand on mélange l‘HDL avec un hydrogel, il va y 

avoir une sorte de réticulation ionique entre les HDL de charge positive et le polysaccharide de charge 

négative (Figure III.8). En lyophilisant les mousses polysaccharide/HDL, nous espérons former une 

matrice insoluble qui pourrait servir à confiner des enzymes. Grâce à leurs caractéristiques 

contrôlables, leur faible coût ainsi que leur biocompatibilité, ce type de matrice parait attractif pour 

l‘immobilisation des enzymes. 

 

 
Figure III.8 : Modèle d’hydrogel (à gauche) ; Réticulation des chaines de polysaccharide par les 

HDL (à droite) 
 

Les polysaccharides choisis pour cette étude sont le carboxyméthylcellulose (CMC) et le 

xanthane. Ces deux polysaccharides ont été sélectionnés en raison de leur capacité à former des 

mousses réticulées après lyophilisation de leurs solutions. 
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Figure III.9 : Structure du CMC (A) et du xanthane (B) 

 

Le CMC est un polysaccharide synthétique constitué d‘une chaine de β-D-glucose contenant 

des groupements carboxyméthyles liés à certains groupements hydroxyle (Figure III.9-A). Il est 

souvent sous forme de sel de sodium. Il est utilisé comme additif alimentaire puisqu‘il permet de 

modifier la viscosité des solutions et de stabiliser les émulsions. 

Le xanthane est un polyoside naturel ramifié de masse moléculaire élevée. Il est formé d‘une 

combinaison de quatre monomères : le glucose, le mannose, l‘acide glucuronique et l‘acide pyruvique. 

La chaine principale est constituée de monomères D-glucose, liés entre eux par liaison glycosidique 

(β1-4). Cette chaine porte une ramificationtous les 2 glucoses (Figure III.9-B). Elle  est constituée de 

trois sucres : l‘α-D-mannose qui contient un groupe acétyle lié à la chaine principale par liaison 

osidique (1-3), l‘acide β-D-glucuronique lié au premier mannose par liaison osidique (1-2) et le β-D-

mannose lié à l‘acide glucuronique par liaison osidique (1-4) qui peut être associé via une fonction 

acétal à un pyruvate en position 4 et 6. Il est soluble dans l‘eau à froid et donne des solutions de forte 

viscosité. Il est utilisé comme additif alimentaire grâce à ses propriétés épaississantes et gélifiantes. 

 

 

 



Immobilisation de la FSA dans une matrice hybride polysaccharide/HDL 

148 
 

III.3.2. Matériels et méthodes 

 
  Préparation de l‘HDL : Une solution colloïdale d‘HDL a été préparée par ajout d‘une solution 

d‘ammoniaque (6%) à une solution de sel (0.1 mol KNO3, 0.12 mol Mg(NO3)2.H2O, 0.06 mol 

Al(NO3)2.9H2O) à une vitesse de 6 mL/min sous azote jusqu‘à atteindre un pH de 9.5. Le 

précipité obtenu est laissé à vieillir pendant 1.5h. Après trois cycles de lavage/centrifugation,  

l‘HDL sera chauffé à reflux dans l‘eau à 80°C pendant 24h266.  

 Préparation des mousses de polysaccharides/HDL : Pour chaque polysaccharide, six 

échantillons ont été préparés en fixant le % du polysaccharide (CMC et xanthane) à 0.5% 

(masse/volume)  qui est le pourcentage maximale de solubilisation dans l‘eau et en faisant varier 

celui de l‘HDL entre 0-0.25-0.5-1-2-5 % (masse/volume). Les solutions préparées sont agitées 

pendant 2h puis lyophilisées. 

 

III.3.3. Résultats et discussions 

 Caractérisation de l’HDL III.3.3.1.
 

Les particules obtenues avaient une taille moyenne de 330 nm, mesuré par DLS (Dynamic 

Light Scattering). Le DRX de l‘HDL Mg2AlNO3 obtenu (Figure III.10) montre une phase d‘HDL bien 

cristalline. Les paramètres de la maille calculés sont a = 0.306 nm et c = 2.66 nm. La position des raies 

(003) et (006) permet de calculer une distance interlamellaire de 0.88 nm, caractéristique des ions 

NO3
-. 
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Figure III.10 : DRX de l’HDL préparé 
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Les images MEB de l‘HDL préparé montrent des particules hexagonales de taille hétérogène, 

pouvant atteindre 200 nm (Figure III.11). Cette hétérogénéité est due aux conditions de synthèse.  

 
Figure III.11 : Clichés MEB de l’HDL préparé 

 

 Préparation des mousses HDL/Polysaccharide III.3.3.2.
 

Nous avons donc préparé six échantillons selon la description proposée précédement. Les 

photos des mousses obtenues sont présentées dans la Figure III.12. 

Nous avons obtenu des mousses de textures différentes selon le % d‘HDL utilisé. Au-delà de 5 

% en HDL, nous avions des solutions hétérogènes. Les mousses lyophilisées correspondantes se sont 

effritées facilement. 

 
Figure III.12: Photos des mousses obtenues 

 

Les DRX des mousses de xanthane et du CMC ont été enregistrés et sont représentés dans les 

Figure III.13 et Figure III.14. La présence des pics caractéristiques de l‘HDL confirme l‘absence d‘une 

modification de sa structure par le polysaccharide : le polysaccharide n‘est pas intercalé durant le 

processus. Ces pics sont d‘autant mieux définis avec l‘augmentation du pourcentage de l‘HDL dans le 

réseau polymérique. 
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Figure III.13 : DRX des mousses à base de xanthane 
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Figure III.14 : DRX des mousses à base de CMC 

 

Les images MEB des mousses obtenues montrent des structures fortement poreuses, aussi bien 

pour le CMC (Figure III.15-A) que pour le xanthane (Figure III.15-C). Cependant, la présence de 

l‘HDL (0.25% en solution) ne modifie pas cette structure dans le cas du CMC (Figure III.15Figure 

III.15-B). Dans le cas du xanthane, l‘HDL modifie clairement la structure du polysaccharide et on 

observe la formation de feuillets de polysaccharide dans ce cas (Figure III.15-D).  
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Figure III.15 : Clichés MEB des mousses A) CMC (0% HDL) B) CMC (0.25% HDL) C) xanthane 

(0% HDL) D) xanthane (0.25% HDL) 
 

Nous avons ensuite testé la stabilité de ces mousses dans l‘eau sous agitation. Nous avons 

trouvé qu‘en immergeant les mousses lyophilisées, celles à base de CMC sont dissoutes en quelques 

minutes, celles à base de xanthane sont un peu plus résistantes, et sont dissoutes complètement en 3h. 

La réticulation était un peu plus forte et la mousse plus résistante en diminuant le % en 

polysaccharide à 0.2% et en augmentant celui en HDL à 1.5%. Cependant, le résultat était toujours 

insatisfaisant pour des applications en biocatalyse. 

Vu la faible stabilité de ce type de réticulation dans l‘eau, les mousses obtenues ne peuvent pas 

être utilisées comme support d‘une enzyme. Ce type de polysaccharide peut être réticulé par liaison 

covalente. Cependant, ces réticulations se font souvent dans des conditions qui sont incompatibles 

avec une préservation de l‘activité enzymatique, par exemple la réticulation du CMC par 

l‘épichlorydrine à pH basique (11-12)267.  
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III.4.  Conclusion 
 

Pour la première fois, l‘encapsulation de la FSAwt et du biohybride FSAwt@Mg2Al-HDL dans 

une matrice de polysaccharides a été étudiée. La littérature présentée dans le chapitre 1 et en 

introduction de ce chapitre ci, montre que la quantité d‘enzyme immobilisée est souvent basse, ce qui 

peut représenter un inconvénient quand on dispose d‘une enzyme de faible activité spécifique, telle 

que la FSAwt. En effet, on est alors confronté à une forme de dilution du catalyseur qui contraindrait à 

utiliser beaucoup de matériau pour arriver à catalyser efficacement une réaction. Nous avons cherché à 

immobiliser des quantités de FSAwt du même ordre de grandeur que celles dans l‘HDL. 

Malheureusement, le résultat est plus décevant dans les polysaccharides que dans le matériau 

inorganique. Les polyoses sont moins efficaces pour contenir l‘enzyme. Par ailleurs, l‘expérience sur 

le broyage des billes montre que l‘enzyme est assez inaccessible dans l‘ ι -carraghénane. Les 

propriétés mécaniques ne sont pas très bonnes non plus et si l‘idée de réaliser les synthèses dans du 

KCl a porté ses fruits, cela reste un inconvénient pour des applications en synthèse car cela complique 

la purification des produits. Ainsi le matériau inorganique reste le meilleur pour encapsuler l‘aldolase 

seule.  

L‘association des deux méthodes d‘immobilisation est intéressante puisqu‘elle permet dans le 

principe de nanostructurer l‘enzyme dans l‘HDL, aux propriétés de surface et d‘échange anionique très 

favorables à l‘encapsulation des enzymes, puis de macrostructurer le biohybride FSAwt@Mg2Al-HDL 

dans une matrice de polysaccharides facilitant la séparation du biocatalyseur et préservant les 

propriétés structurales et biologiques de l‘enzyme. Si on compare avec le système 

FSA@polysaccharide, l‘utilisation de l‘enzyme immobilisée au préalable dans l‘HDL, a permis 

d‘augmenter l‘activité encapsulée. Nous pensons que cela peut être dû aux interactions électrostatiques 

favorables entre les chaines de polysaccharide et les feuillets d‘HDL. C‘est le résultat le plus 

remarquable de ce travail.  

La caractérisation du bionanocomposite FSAwt@Mg2Al-HDL/ι-Carr, confirme l‘encapsulation 

du biohybride FSAwt@Mg2Al-HDL dans les billes d‘ι-carraghénane. La FSAwt est associée 

préférentiellement aux feuillets d‘HDL après l‘encapsulation du biohybride FSAwt@Mg2Al-HDL dans 

les billes. L‘HDL joue donc deux rôles importants : c‘est une structure hôte de l‘enzyme ainsi qu‘un 

réticulant pour les chaines d‘ι-carraghénane. 

L‘efficacité catalytique des billes FSAwt@Mg2Al-HDL/ι-Carr, a été démontrée en lançant une 

réaction d‘aldolisation entre l‘hydroxyacétone et le formaldéhyde. Le produit a été obtenu avec un 

rendement de 80%. De plus, un gain de recyclabilité a été trouvé en faisant la réaction dans du KCl 

1M, qui contribue au maintien de la cohésion structurale des billes sans inhiber l‘enzyme. L‘enzyme 

immobilisée était réutilisable pour 4 cycles sans une perte significative d‘activité. 
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L‘autre approche qui consistait à structurer d‘abord l‘HDL et le polysaccharide sous forme de 

mousse n‘a pas été concluante. Cette matrice est trop soluble dans l‘eau. 
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Chapitre IV : Conception de cascades 

enzymatiques pour la synthèse des 

sucres phosphorylés
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IV.1. Introduction générale 
 

Les sucres phosphorylés chiraux sont des métabolites importants qui interviennent 

principalement dans la voie des pentoses phosphates et le cycle de Calvin. Ils sont utilisés pour étudier 

diverses maladies métaboliques et plus généralement les voies métaboliques d‘une cellule.268 

Si les sucres naturels de série D sont les plus abondants, ceux de série L sont plus rares. Le 

concept de réactions en cascade enzymatique est bien adapté à la synthèse de sucres phosphorylés de 

série D ou L. Il permet d‘isoler dans des conditions douces des composés de haute valeur ajoutée 

souvent fragiles et sensibles aux variations de pH. Pour ces raisons, plusieurs voies enzymatiques ont 

été élaborées in vitro pour synthétiser les sucres phosphorylés de série D166,211,269 ou L270,271.  

 

Les deux principaux objectifs de ce chapitre sont : 

 

- Préparer des bionanoréacteurs en immobilisant plusieurs enzymes dans les HDL afin de les 

utiliser pour synthétiser des composés phosphorylés d‘intérêt (DHAP, D-F6P) par des 

réactions en cascade enzymatique. 

- Concevoir une cascade enzymatique en solution afin de synthétiser des sucres phosphorylés de 

série L en partant de substrats achiraux. Une fois mise au point, nous chercherons à co-

immobiliser les enzymes pour confiner cette cascade dans des HDL. 

 

 

 

IV.2.  Elaboration des bionanoréacteurs HDL/enzymes pour 

la synthèse des composés phosphorylés 

IV.2.1.  Introduction 
 

Nous profitons de ce paragraphe pour apporter des compléments bibliographiques, notamment 

en ce qui concerne les trois autres enzymes qui ont été associées à la FSAA129S dans une cascade. Il 

s‘agit de la DHAK, de la PK et de la TPI. 

Pour la synthèse de composés phosphorylés,  une cascade enzymatique permet la minimisation 

de la concentration en intermédiaires instables, coûteux ou ayant des effets inhibiteurs. On peut ranger 

dans ces catégories-là, l‘ADP et ATP, le G3P et le DHAP. Ce dernier est un substrat donneur très 

important pour la synthèse de sucres phosphorylés en position 1 catalysée par des aldolases DHAP-
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dépendantes.146,272 Comme elles sont très spécifiques du DHAP273, leur usage nécessite au préalable le 

développement d‘une synthèse efficace et économique de ce composé. Cependant, le DHAP a une 

cinétique de décomposition accélérée au-delà de pH 7 et génère des phosphates inorganiques et le 2-

oxopropanal (méthylglyoxal), inhibiteurs d‘aldolases. Le DHAP peut être préparé selon des voies 

chimiques, enzymatiques ou en combinant les deux274. Bien que les voies chimiques aient plusieurs 

inconvénients, rendement global bas, toxicité des réactifs ou catalyseurs, les voies enzymatiques 

nécessitent le contrôle des activités de plusieurs enzymes en même temps et peuvent souffrir de la 

formation de produits secondaires. Les deux voies nécessitent clairement des améliorations pour des 

applications potentielles à l‘échelle industrielle.  

Un autre avantage corrélé à la préparation du DHAP est l‘accès relativement facile au D-G3P 

in situ. En effet, la TPI catalyse l‘isomérisation du DHAP en D-G3P et même si l‘équilibre de cette 

réaction est en faveur de la cétone, en associant une autre réaction consommant l‘aldéhyde formé, cette 

dernière permet de déplacer l‘ensemble du système. C‘est basé sur ce concept que C. Guérard-Hélaine 

et al. ont développé une méthode de synthèse efficace de sucres phosphorylés en position terminale. 

Le D-G3P formé in situ à partir du DHAP est pris en charge par la FSA et en présence des différents 

donneurs connus de cette enzyme, on peut préparer 4 sucres différents.166 Une étude bibliographique 

détaillée de ce travail est présentée dans le paragraphe suivant puisqu‘il constitue le point de départ de 

la première partie de cette étude. 

Ces 4 sucres phosphorylés préparés en solution aqueuse homogène à partir de la DHA en une 

cascade enzymatique one-pot/une ou deux étapes sont présentés dans le Schéma IV.1166. Dans une 

première étape, la DHA a été phosphorylée en DHAP par la DHAK en présence d‘ATP, régénéré par 

le système PEP/PK. Cette méthode de synthèse du DHAP211,275,276 a été choisie pour sa simplicité ainsi 

que pour les excellents rendements et pureté du produit obtenu. Par ailleurs dans un système 

multienzymatique, la grande spécificité des kinases est un avantage certain, cela permet d‘éviter la 

phosphorylation d‘autres substrats.  Le système de régénération de l‘ATP originellement décrit avec 

l‘acétyl phosphate et l‘AK,275 a été remplacé par celui PEP/PK pour les raisons suivantes : le PEP 

accessible facilement par synthèse au laboratoire est plus stable que l‘acétyl phosphate et la PK est 

moins coûteuse que l‘AK. Le DHAP est isomérisé en D-G3P par la TPI. Par la suite, l‘aldolisation 

entre le D-G3P et l‘un des 4 substrats donneurs (DHA, HA, HB ou GA), catalysée par la FSAwt ou 

FSAA129S génère l‘un des quatre sucres phosphorylés attendus. 
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Schéma IV.1 : Cascade enzymatique pour la synthèse de sucres phosphorylés en position 
terminale166 

 

En appliquant le meilleur rapport de 1.0/0.8/0.66 en DHA/PEP/ATP, le DHAP peut être 

synthétisé avec un rendement de 95%. Puis en ajoutant les substrats donneurs de la FSA, les auteurs 

ont pu synthétiser les quatre sucres phosphorylés : le 1-désoxy- D-fructose-6-phosphate, le 1,2-

didésoxy-D-arabino-hept-3-ulose-7-phosphate, le D-F6P et le D-arabinose-5-phosphate. Les quantités 

d‘enzymes utilisées étaient de 11, 13, 400 et 13 U pour la DHAK, la PK, la TPI et la FSAwt, 

respectivement. Dans le cas de la DHA, le mutant FSAA129S (50 U) a été utilisé grâce à son grande 

affinité pour ce substrat donneur.  

En ajoutant trois équivalents du substrat donneur, un mélange de produit final et DHAP a été 

obtenu avec des proportions allant de 90/10 à 95/5 selon le substrat donneur utilisé. Ainsi, afin de 

déplacer l‘équilibre complètement, 6 à 12 équivalents des différents substrats donneurs ont été 

nécessaires. Cela a permis d‘isoler les phosphates souhaités par simple précipitation sans plus de 

purification.  

On peut noter que la réaction était plus lente dans le cas de l‘HB par rapport aux autres 

substrats donneurs, en effet c‘est un moins bon donneur de la FSAwt. Les sucres phosphorylés ont été 

obtenus avec de bons rendements compris entre 80 et 95%. Ils ont été isolés par précipitation sous 

forme de leur sel de barium. 

Dans ce qui suit, une petite étude bibliographique des trois enzymes impliquées dans cette 

cascade (DHAK, PK et TPI) est proposée. 
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La DHAK 

 

Les DHAK (E.C. 2.7.1.29)  sont des enzymes qui jouent un rôle dans le catabolisme du 

glycérol ou dans l‘assimilation du méthanol par les microorganismes méthylotrophes277. Elles sont la 

plupart du temps ATP-dépendantes mais certaines sont incluses dans un complexe hétéro-

oligomérique appelé phosphoenolpyruvate:sugar phosphotransferase system (PTS). Les ATP-

dépendantes échangent rapidement  l‘ATP/ADP dans leur site actif tandis que les PTS-dépendantes 

associent irréversiblement l‘ADP dans une des unités du complexe enzymatique. Ainsi, pour ces 

dernières c‘est le PEP qui permet l‘apport du groupe phosphate. Cela fonctionne comme une sorte de 

système intégré de régénération de l‘ATP.278. Plusieurs DHAK ATP-dépendantes sont connues comme 

celle de Klebsellia pneumoniae279 et celle de Citrobacter freundii280 mais seule cette dernière a été 

cristallisée.281 

La DHAK issue de Citrobacter freundii, surexprimée dans E. coli, a été utilisée en synthèse 

par Sanchez-Moreno275 et al. en 2004. Elle est formée d‘un homodimère de 120 kDa280. Chaque 

monomère est formé de deux sous-unités de 39 et de 21 KDa (Figure IV.1). En plus de l‘ATP, elle 

utilise des métaux divalents tels que Ca2+ et Mg2+ comme co-facteurs. Quatre sites de liaison de Mg2+ 

ont été identifiés par molécule d‘enzyme. Ses propriétés cinétiques ont été déterminées (voir Tableau 

IV.1) et son mécanisme élucidé275,282.  

Cette enzyme est assez spécifique de la DHA, à ce jour n‘est connu que le D-glycéraldéhyde 

comme autre substrat.275,283,284 On sait par exemple qu‘elle ne phosphoryle pas l‘hydroxyacétone, la 

chlorohydroxyacétone et l‘hydroxypyruvate.282 

 

 
Figure IV.1 : Structure de la DHAK (Source : PDB 1UN9) 

 

Les paramètres cinétiques de la DHAK de citrobacter freundii sont représentés ci-dessous 

(Tableau IV.1).275 D‘après les constantes de Michaelis-Menten et la valeur de Kcat/Km, on peut 

conclure que cette enzyme a une plus grande affinité pour la DHA et une plus grande efficacité 

catalytique que d‘autres DHAK décrites dans la littérature285.   
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Tableau IV.1 : Paramètres cinétiques de la DHAK275 
 

Substrat Km(mM) Vmax/µmol.min-1 
(mg de protéine)-1 

KcatKm
-1 

(mM-1s-1) 
DHA 0.86 × 10-3 22 5.4 × 104 

ATP 1.9 35 39.4 
Mg2+ 1.7 38 47.4 

 
 

Le pH optimum de cette enzyme est 7.5. Son point isoélectrique est estimé à 5.57286. La 

charge globale de l‘enzyme sera donc négative à pH 8 et 9, valeurs de travail pour la formation des 

HDL (respectivement avec Zn2+ et Mg2+). Nous pensons que ceci va favoriser son encapsulation dans 

les feuillets d‘HDL chargés positivement. Il faut noter qu‘à notre connaissance, l‘immobilisation de la 

DHAK n‘a encore jamais été décrite dans la littérature. 

 

La PK 

 

La PK (EC 2.7.1.40) est une enzyme qui intervient dans la glycolyse. Elle catalyse le transfert 

d‘un groupe phosphate du PEP à l‘ADP générant de l‘ATP287,288. De ce fait, elle est utilisée en 

biocatalyse dans les réactions qui consomment de l‘ATP afin de pouvoir le régénérer. Cette réaction 

est la dernière étape dans les voies de glycolyse, elle est irréversible dans les conditions 

physiologiques. La PK joue un rôle essentiel dans le métabolisme cellulaire, le pyruvate produit de la 

réaction est impliqué dans diverses voies métaboliques289. 

La PK est une enzyme dont l‘activité est dépendante de la présence d‘un métal divalent 

(Mg2+), elle se présente souvent sous forme d‘un homotétramère avec quatre sites de liaison pour le 

métal290. L‘enzyme est aussi activée par d‘autres métaux de transition divalents291,292,293 comme Mn2+, 

Ni2+ et Co2+.  La plupart des PK ont besoin aussi d‘un métal monovalent le K+ pour maintenir leur 

activité catalytique.294 

Les deux PK que nous avons utilisés dans ce travail sont celle du muscle du lapin et de  

Geobacillus stearothermophilus (anciennement Bacillus stea.). Celle du muscle de lapin (source 

commerciale) est un homotétramère de poids de 237 KDa295, chaque monomère faisant 57 KDa. Son 

pH optimum est de 7.5296. Son point isoélectrique donné par le fournisseur (Sigma-Aldrich) vaut 7.6. 

Cette enzyme catalyse aussi la phosphorylation du glycolate en utilisant l‘ATP297.  

La PK de Geobacillus stearothermophilus a été purifiée en 1986298 et cristallisée en 2005299. 

Son poids moléculaire vaut environ 250 KDa. Elle est formée de quatre sous-unités de 62-64 KDa 

chacune (Figure IV.2). Elle possède une séquence C-terminale supplémentaire composé de 110 acides 

aminés avec un motif de liaison pour le PEP300. Elle est stable à haute température et se conserve 

longtemps à basse température contrairement aux autres PK298. Son activité spécifique (333 U/mg à 

30°C) est également supérieure comparée aux activités spécifiques des autres PK : par exemple celles 
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d‘E. coli et du muscle du lapin ont une activité spécifique de 110 et de 240-280 U/mg à 25°C298. Son 

point isoélectrique estimé vaut 6,04286. 

 
Figure IV.2 : Structure de la PKGstea (Source PDB 2E28)   

 

L‘ADP à forte concentration contribue à l‘inhibition de l‘enzyme, mais cette inhibition varie 

avec la concentration de Mg2+. Ceci peut être expliqué par le fait que le substrat réel de l‘enzyme est 

un complexe ADP-Mg2+ et que l‘ADP libre est un inhibiteur potentiel301. L‘ATP et les phosphates 

inorganiques ont été également rapportés comme inhibiteurs de l‘activité de l‘enzyme. Les phosphates 

inorganiques inhibent en diminuant l‘affinité du PEP envers l‘enzyme. L‘ATP inhibe de la même 

façon, avec en plus une capacité à chélater les ions magnésium298. Les paramètres cinétiques des deux 

PK (Tableau IV.2) montrent la forte affinité des deux PK envers le PEP.  

 

Tableau IV.2 : Paramètres cinétiques des pyruvate kinase utilisées dans cette étude298,302,303 
 

Enzyme Substrat Km (mM) kcat (s-1) KcatKm
-1 (mM-1s-1) 

PK muscle du 
lapin302 

Complexe ADP-Mg 0.379 ± 28 1287 ± 44 3395 
PEP 0.047 ± 6.8 963 ± 39 20489 

PKGstea
304 Complexe ADP-Mg nd nd nd 

PEP 0.186 ± 0.03 3204 ± 74 17225 
nd : non déterminé 

 

Dans la littérature, on peut trouver quelques études d‘immobilisation de la PK du muscle du 

lapin par liaison covalente. Ainsi par exemple, cette enzyme a été immobilisée sur un support de 

polyacrylamide (Akrilex C) contenant des groupements carboxyliques par des liaisons amides. Les 

auteurs ont pu immobiliser 26.9 mg prot/g de gel sec, ce qui a donné 190 U/g de gel sec (13.6% de 

rétention de l‘activité initiale)305.  

L‘immobilisation de la PKGstea n‘a encore jamais été décrite dans la littérature.  
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La TPI 

 
La TPI de S. cerevisiae (source commerciale, utilisée dans cette étude) est une enzyme de 

poids moléculaire de 53 KDa. Elle existe sous forme d‘un dimère (Figure IV.3). Les acides aminés 

(Asn11, Lys13, His95 et Glu167) qui s‘associent au substrat et catalysent la réaction sont localisés sur 

la même sous-unité, mais seul le dimère est actif306. Son pH optimum est à 7.0 sachant qu‘elle est 

stable entre 7.0 et 8.5307. Son point isoélectrique est particulièrement élevé, il vaut 9.85.308  

 
Figure IV.3 : Structure de la TPI (Source PDB 1NEY)  

 
La TPI catalyse la réaction d‘interconversion du D-G3P en DHAP. La réaction est réversible 

mais l‘équilibre est déplacé en faveur du DHAP (rapport 20 : 1)309. Le Km pour le D-G3P vaut 1.27 

mM 307. La valeur de Kcat/Km vaut 109 M-1.s-1, révélant l‘efficacité de cette enzyme. Cette enzyme 

ubiquitaire joue un rôle essentiel dans la glycolyse et la gluconéogenèse.310  

En ce qui concerne l‘immobilisation, on peut citer deux exemples. Dans le premier datant de 

1975, la TPI du muscle de poule a été immobilisée, par couplage au sépharose (billes d‘agarose) en 

utilisant le bromure de cyanogène (Br-CN) comme agent de couplage. Les auteurs ont montré que 

l‘activité immobilisée augmente avec l‘augmentation de la quantité de BrCN ajouté. Le matériau 

obtenu contenait 8 U/mL de gel.311   

Dans le deuxième exemple datant de 1992, la TPI du muscle du porc a été immobilisé par 

liaison covalente sur des supports à base de silice activés par de la p-benzoquinone ou possédant des 

groupements aldéhydes ainsi que sur des billes de polyacrylamide possédant des groupements acide 

carboxylique ou activés par la p-benzoquinone. Le meilleur résultat est donné pour le support à base 

de silice activée par de la p-benzoquinone et où 67.4 U/mL de gel ont été immobilisées ce qui ne 

représente que 3.3% d‘activité immobilisée. La résistance de l‘enzyme vis-à-vis de l‘urée (un agent 

dénaturant de l‘enzyme) et du traitement thermique a été améliorée312. 

 

 

Les objectifs de notre travail sont : 

 

- De réaliser un travail préliminaire d‘immobilisation des enzymes prises séparément en faisant 

varier la composition de la matrice HDL. 
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- Préparer un bionanoréacteur bienzymatique, en co-immobilisant deux enzymes (PK et DHAK) 

dans les HDL, afin de l‘utiliser pour la synthèse du DHAP.  

- Tester l‘efficacité catalytique du bionanoréacteur ainsi préparé, sa recyclabilité ainsi que son 

emploi avec une aldolase DHAP-dépendante libre, pour la synthèse des sucres phosphorylés. 

- Préparer un bionanoréacteur, en co-immobilisant les quatre enzymes impliquées dans la 

synthèse du D-F6P et étudier son efficacité catalytique. 

 

IV.2.2.  Résultats 

  Introduction IV.2.2.1.
 

Les résultats de cette partie sont présentés sous forme d‘une publication dont le titre est « 

Design of Artificial Metabolisms in Layered Nanomaterials for the Enzymatic Synthesis of 

Phosphorylated Sugars » paru dans la revue ChemCatChem en 2015, vol 7, pp 3110-315. Il s‘agit d‘un 

numéro spécial biocatalyse dédié à l‘anniversaire des 60 ans de W.-D. Fessner, professeur de 

l‘Université de Darmstadt en Allemagne, d‘envergure internationale et pionnier dans l‘utilisation des 

aldolases et des cascades multienzymatiques. L‘originalité de cet article a aussi été reconnue par la 

proposition du comité éditorial de faire une page de couverture. 

 

Dans ces travaux, j‘ai participé : 

- à la réalisation des expériences en laboratoire ; 

- à la caractérisation des matériaux et des produits de synthèses 

- à l‘interprétation des résultats 

- à la rédaction de l‘article. 

 

Ces résultats ont été présentés également sous forme de : 

 Poster dans le congrès ‗Biotrans 2015‘ qui s‘est déroulé à Vienne (Autriche) en juillet 

2015 sous le titre « Artificial metabolisms in layered nanomaterials for the synthesis 

of phosphorylated sugars »   (Présenté par M. Lemaire). 

 Communication orale dans le congrès ‗International conference on Materials 

Chemistry‘ qui s‘est déroulé à York (UK) en juillet 2015 sous le titre « LDH based 

nanoreactors for enzymatic catalyzed cascade reactions» (Orateur : C. Forano) 

 Communication orale dans le congrès ‗Euroclay 2015‘ qui s‘est déroulé à Edimbourg 

(UK) en juillet 2015 sous le titre « Nanostructured multienzymatic@LDH biohybrid 

as one-pot biocatalyst for polyalcohol synthesis » (Orateur : C. Forano) 
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 Communication orale dans le 13ème colloque du groupe français des argiles qui s‘est 

tenue à Clermont-Ferrand (France) en mai 2015 sous le titre « Conception de 

métabolismes artificiels dans les hydroxydes doubles lamellaires » (Oratrice : R. 

Mahdi). Le prix de la meilleure présentation orale a été attribué à cette 

communication. 

 

 

 ‘Design of Artificial Metabolisms in Layered IV.2.2.2.

Nanomaterials for the Enzymatic Synthesis of Phosphorylated 

Sugars’ parue dans ChemCatChem 
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Supporting information 

Design of artificial metabolisms in layered nanomaterials for the 
enzymatic synthesis of phosphorylated sugars 

 

Rima Mahdi,[a],[b] Christine Guérard-Hélaine,[a],[b] Vanessa Prévot,[a],[b] Véronique de 
Berardinis,[c],[d],[e] Claude Forano*[a],[b] and Marielle Lemaire*[a],[b] 
 

a Université Clermont Auvergne, Université Blaise Pascal, ICCF, BP 10448 F-63000 Clermont-Ferrand, 
France. Fax: (+33)-4-7340-7717; email: marielle.lemaire@univ-bpclermont.fr; claude.forano@univ-
bpclermont.fr 

b CNRS, UMR 6296, ICCF, BP 80026, F-63171 Aubière, France. 
c CEA, DSV, IG, Genoscope, BP 91057 Evry, France. 
d CNRS, UMR8030, 91057 Evry, France. 
e Université d‘Evry Val d‘Essonne, BP 91057 Evry, France. 

 

 

1- Materials 
 

Dihydroxyacetone (DHA), glycolaldehyde (GoA) were purchased from sigma-aldrich. D-

glyceraldehyde, D-fructose-6-phosphate dipotassium salt (D-F6P), D,L-glyceraldehyde 3-phosphate 

diethyl acetal barium salt (D,L-G3P), β-nicotinamide adenine dinucleotide reduced dipotassium salt 

(NADH) and β-Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate sodium salt hydrate (NADP) were 

purchased from Sigma-Aldrich. Phosphoglucose isomerase (PGI), glucose-6-phosphate 

dehydrogenase (G6PDH), lactic acid dehydrogenase (LDH), α-glycerophosphate dehydrogenase 

(GPDH), triosephosphate isomerase (TPI) from Saccharomyces cerevisiae, rabbit muscle aldolase 

(RAMA) and pyruvate kinase (PK) from rabbit muscle were purchased from Sigma-Aldrich. Enzymes 

were produced as previously reported: glycerol dehydrogenase (GDH),313 fructose-6-phosphate 

aldolase (FSAA129S),314 dihydroxyacetone kinase (DHAK),166 rhamnulose-1-phosphate aldolase 

(RhuA).315 

Mg(NO3)2.6H2O, Zn(NO3)2.6H2O, Al(NO3)3.9H2O, MgCl2, KCl, NaOH were purchased from 

Aldrich chemicals. All aqueous salt solutions were prepared using deionised water. 

 

2- Methods 
 

1- Nuclear magnetic resonance (NMR) spectra were measured in deuterated water (D2O) on a 

Bruker AC-400 spectrometer, operating at 400 MHz for 1H and 100 MHz for 13C. Residual 

solvent signals were used as internal reference. Chemical shifts (δ) are reported in ppm, 

coupling constant values (J) are given in hertz (Hz).  

http://www.google.fr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CDUQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.futura-sciences.com%2Fmagazines%2Fsante%2Finfos%2Fdico%2Fd%2Fbiologie-saccharomyces-cerevisiae-8340%2F&ei=Sm4rVYCGCan7ygP7-oDoAQ&usg=AFQjCNE2cy50XSfaomkBYNTkwckkp_Br1A&sig2=mXsgGAdKGNbuNFA_m172QQ&bvm=bv.90491159,d.bGQ
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2- Powder X-ray diffraction (PXRD) patterns were obtained on dried samples (40°C, 12h 

in an oven) with a Siemens D501 X-ray diffractometer using Cu Kα radiation (λ= 

1.5415 A°) and fitted with a graphite back-end monochromator. The samples were 

scanned from 2° to 70° (2θ) using steps of 0.08° and a counting time of 48 s per step.  

3- Infrared transmission spectra (FTIR) were recorded using the KBr pellet technique 

with a Nicolet 5700 spectrometer from Thermo Scientific. A total of 2 % (w/w) of 

sample, with respect to the potassium bromide was mixed with dry KBr. Each KBr 

disc was scanned over a wavenumber region of 400–4000 cm−1. SEM characteristics 

of the samples were imaged by a JSM-7500F FESEM operating at 3 kV. Specimens 

were mounted on conductive carbon adhesive tabs. 

 

3- Schemes and figures 
 

 
Scheme S1. Structure of Layered Double Hydroxides 

 

 

Scheme S2. One-pot enzymatic synthesis of terminally phosphorylated sugars 
 

Table S1. Surface charge properties related to pH value 
 

LDH Zn2Al MgZnAL Mg2Al  

pHpzc 9,1 9.6 10,1  

Enzyme DHAK PKGstea FSAA129S TPI 

iep 5.57 6.04 8.1 9.85 

 

Interlayer Aq- anions
Water molecules

Hydroxide layer [MII
1-xMIII

x(OH)2]x+

Interlayer domains [Aq-
x/q.nH2O]x-
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Figure S1. Storage stability of free enzymes and biohybrids. The conditions of storage of each enzyme 

were: a) Tris buffer (15 mM), MgCl2 (5mM). b) Tris buffer (15 mM), MgCl2 (5mM), KCl (5 mM). c) Eau, 
pH=7.5. d) Tris buffer (15 mM). 
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Figure S2.  XRD of Enzyme@LDH biohybrids: a) with FSAA129S, b) with TPI, c) with PKGstea, d) with 

DHAK 

 
Figure S3. Infrared spectra of enzyme containing LDH . 
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Figure S4. Comparison of the rates of the DHAP formation using free enzymes (A), 
immobilised enzymes (B) and the use of the immobilised enzymes for a second (C) and a third cycle (D). 
The conditions were: DHA (0.4 mmol), PEP (0.64 mmol), ATP (52 µmol), MgCl2 (10 mM); pH adjusted 
to 7.5; DHAK (20 U) and PKGstea (20 U). 

 
 
 
 

Table S2. Measured activities after each cycle 
 DHAK activity (%) PKGstea activity (%) 

cycle 1 70 90 
cycle 2  50 82 
cycle 3 30 75 
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Figure S5. Comparison of the rates of the reaction using free enzymes (A), immobilised enzymes (B) 

and the use of the immobilised enzymes for the second (C) and the third cycle (D). The conditions were: DHA 
(0.8 mmol, 2 eq), PEP (0.32 mmol), ATP (36 µmol), MgCl2 (10 mM); pH adjusted to 7.5; DHAK (20 U), PKGstea 

(11 U), FSAA129S (3 U) and TPI (288 U). 
 

 

 
Scheme S3. Synthesis of 1-phosphorylated sugars, DHAP as donor for DHAP-dependent aldolases. 
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4- Protocols 

 
Cloning, production and purification of pyruvate kinase 

Gene corresponding to pyruvate kinase (Q02499) from Geobacillus Stearothermophilus (DSM 

2027/ATCC29609)316 was used as sequence template for PCR primer design: PK_5HIS 

AAAGAAGGAGATAGGATCATGCATCATCACCATCACCATAAGCGGAAAACGAAAATCGT

CTGCACG and PK_3PRIM GTGTAATGGATAGTGATCTTACAACACGCTGG-CATGGCCG. 

Specific extensions were added to the primers for cloning into our plasmid pET22b(+) (Novagen) 

modified for ligation independent cloning. 317 The forward primers introduced a hexahistidine 

sequence in the proteins after the initial methionine for purification purposes. The gene amplification 

by PCR was done on genomic DNA from Geobacillus Stearothermophilus (DSM 132040/CIP 

106956), usually used in the laboratory. Sequencing of the gene was done to obtain the nucleotide 

sequence of PKGS132040.  PKGS132040 gene has 89% of identity with PKGS2027  gene. The 

corresponding proteins shares 96% of identity.  

> PKGS132040 (gene) 
 

ATGCATCATCACCATCACCATAAGCGGAAAACGAAAATCGTCTGTACGATCGGGCCGGC
AAGCGAGAGCGTAGACAAGCTCGTGCAATTGATCGAAGCGGGGATGAACGTGGCGCGCC
TCAACTTTTCGCACGGAGATCATGAGGAACACGGGCGGCGCATCGCCAACATTCGCGAG
GCGGCGAGGCGGACGGGCCAAACGGTCGCCATTTTGCTCGATACGAAAGGTCCGGAAAT
CCGCACGCACAATATGGAGAACGGCGCCATCGAACTGAAGGAAGGGGCAAAGCTCATCA
TTTCGATGAGCGAAGTGCTCGGCACGCCGGAAAAAATTTCTGTCACCTATCCGGGGCTGA
TCGATGATGTGTCCGTTGGTTCGAAAATTTTGCTGGACGACGGGTTGATCGGCCTTGAAG
TCAACGCGGTCGACAAGCAAGCTGGAGAAATTGTCACGACCGTCTTAAACAGCGGTGTG
CTCAAAAACAAAAAAGGGGTCAATGTCCCCGGCGTGCGTGTCAATTTGCCGGGCATCACC
GAGAAGGACCGAGCCGATATTTTATTTGGCATCCGCCAAGGCATCGACTTCATCGCCGCC
TCGTTTGTGCGCCGGGCGTCTGATGTGCTCGAAATCCGCGAGCTGCTCGAGGCGAATGAC
GCCTTACATATCCAAATTATCGCGAAAATTGAAAATGAAGAAGGCGTCGCCAACATCGAT
GAAATTTTGGAAGCCGCCGATGGCCTCATGGTGGCGCGCGGCGACCTTGGCGTTGAGATT
CCGGCTGAGGAAGTGCCTCTCATTCAAAAAATGCTCATTAAAAAGTGCAACATGCTTGGC
AAGCCGGTCATCACGGCGACGCAAATGCTCGACTCGATGCAGCGCAATCCGCGGCCGAC
GCGGGCTGAGGCGAGCGATGTCGCCAACGCCATTTTTGACGGCACCGACGCCGTCATGCT
TTCCGGAGAAACCGCAGCCGGCCAGTATCCGGTCGAAGCGGTAAGGACGATGCACCAAA
TCGCGCTCCGCACCGAGCAGGCGTTGGAGCATCGCGACATTTTGTCCCAGCGCACGAAAG
AGAGCCGAACGACGATCACCGATGCCATCGGCCAATCGGTCGCCCACACGGCGCTCAATT
TGGATGTCGCGGCGATCGTGACGCCGACGGTGAGCGGAAAAACGCCGCAGATGGTGGCG
AAATACCGCCCGAAAGCCCCGATCATCGCGGTGACATCAAACGAAGCGGTCTCGCGGCG
GCTGGCGCTCATTTGGGGCGTGTATACGAAAGAAGCACCGCATGTCAATACAACCGATGA
AATGCTCGATGTGGCGGTCGACGCGGCAGTGCGCTCCGGCTTGGTGAAGCACGGCGACTT
GGTCGTCATCACGGCCGGCGTGCCGGTCGGCGAAACGGGATCGACGAACTTAATGAAAG
TGCACGTCATCAGCGACTTGCTTGCCAAAGGGCAAGGCATCGGCCGCAAGTCGGCATTCG
GCAAGGCGGTCGTCGCCAAAACGGCGGAAGAGGCGTGCCGAAAAATGGTAGAGGGCGG
CATTTTAGTCACCATCAGCACCGATGCCGATATGATGCCGGCTCTCGAAAAAGCAGCGGC
GATCATTACTGAGGAAGGCGGGTTGACGAGCCATGCGGCGGTCGTCGGCTTAAGCCTTGG
CATTCCGGTCGTCGTCGGGGTGGAAAATGCCACAAGCTTGTTTAAAGATGGGCAAGAGAT
CACGGTCGATGGCGGCTTTGGCGCCGTCTACCGCGGCCATGCCAGCGTGTTGTAA 
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>PKGS132040(protein) 

MHHHHHHKRKTKIVCTIGPASESVDKLVQLIEAGMNVARLNFSHGDHEEHGRRIANIREAAR
RTGQTVAILLDTKGPEIRTHNMENGAIELKEGAKLIISMSEVLGTPEKISVTYPGLIDDVSVGSK
ILLDDGLIGLEVNAVDKQAGEIVTTVLNSGVLKNKKGVNVPGVRVNLPGITEKDRADILFGIR
QGIDFIAASFVRRASDVLEIRELLEANDALHIQIIAKIENEEGVANIDEILEAADGLMVARGDLG
VEIPAEEVPLIQKMLIKKCNMLGKPVITATQMLDSMQRNPRPTRAEASDVANAIFDGTDAVM
LSGETAAGQYPVEAVRTMHQIALRTEQALEHRDILSQRTKESRTTITDAIGQSVAHTALNLDV
AAIVTPTVSGKTPQMVAKYRPKAPIIAVTSNEAVSRRLALIWGVYTKEAPHVNTTDEMLDVA
VDAAVRSGLVKHGDLVVITAGVPVGETGSTNLMKVHVISDLLAKGQGIGRKSAFGKAVVAK
TAEEACRKMVEGGILVTISTDADMMPALEKAAAIITEEGGLTSHAAVVGLSLGIPVVVGVENA
TSLFKDGQEITVDGGFGAVYRGHASVL 

 
The gene cloning was done according the ligation independent cloning procedure as 

previously reported. The plasmid was then introduced into E. coli BL21-CodonPlus(DE3) strains 

(Navagen) for overexpression. Cell cultures, isopropyl -D-thiogalactopyranoside (IPTG) induction 

and cell extracts were then conducted as previously reported.[6] Lysates were analyzed by sodium 

dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) to check for recombinant protein 

production.318    

Larger quantities of PKGstea were produced as follow: E. coli colonies containing the plasmids        

were cultured in the presence of selection antibiotic (ampicillin) at 37°C with shaking. When the 

culture reached 0.5 OD600 nm, protein expression was induced with IPTG (0.5 mM) and the temperature 

was dropped to 30°C. The culture was incubated for a further period of 12h. Cells (4 g) were harvested 

by centrifugation, washed twice and resuspended in 35 mL Tris buffer (50 mM, pH 7.5). Cell 

suspension was disrupted by sonication 40 min (10 s on, 15 s off) in an ice bath. The cell lysate was 

then centrifuged at 12 500 rpm for 20 min. The supernatant was loaded onto a Ni2+-NTA agarose 

column (Qiagen, h= 2.5 cm; Ø = 2.5 cm) prealably washed with water (pH 7.5). The column was 

washed with the wash buffer (Tris-HCl 50 mM, imidazole 20 mM, pH 7.5). The elution buffer (Tris-

HCl 50 mM, imidazole 250 mM, pH 7.5) was introduced to elute the proteins. The presence of 

proteins in different fraction was confirmed by Bradford (yield of purification = 98%). The fractions 

containing the protein were dialysed in 3 L Tris-HCl (50 mM, pH 7.5), then lyophilised and conserved 

at 4°C without any loss of activity for at least one month. Starting from 1 L of culture of PKGstea 

expressing cells (28800 U), 135 mg of pure protein were obtained with a specific activity of 210 U/mg 

at 30°C. 

 

Activity measurement 

 

 - FSAA129S: One unit (U) of FSAA129S is defined as the amount of enzyme that catalyses the 

cleavage of 1 μmol of D-F6P to afford D-glyceraldehyde-3-phosphate (D-G3P) and DHA per minute at 

pH 8.5 (glycylglycine 50 mM buffer) and 25 °C.  The assay was run at 25°C following NADH 

absorbance at 340 nm in a reaction mixture of 1 mL containing glycylglycine (50 mM, pH 8), 50 µmol 
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D-F6P, 0.2 µmol NADH, 2 U glycerol dehydrogenase and 10 µL of an appropriately diluted enzyme 

solution. 

- DHAK: The DHAK activity was measured spectrophotometrically by enzymatic 

quantification of the DHAP formed in the phosphorylation reaction276. This assay was run at 25°C 

following NADH absorbance at 340 nm for 15 minutes in a reaction mixture of 1 mL containing Tris-

HCl (50 mM, pH 7.5), NADH (0.2 µmol), ATP (5 µmol), MgSO4 (3.75 µmol), glycerophosphate 

dehydrogenase (2 U), DHAK (2.5-5.0 µg), and DHA (2.5 µmol). 

- PKGstea: The PKGstea activity was spectrophotometrically measured by enzymatic 

quantification of the pyruvate formed298. This assay was run at 25°C following NADH absorbance at 

340 nm in a reaction mixture of 1 mL containing imidazole-HCl (50 mM, pH 7.2), 50 µmol KCl, 7 

µmol MgCl2, 2 µmol PEP, 4 µmol ADP, 0.2 µmol NADH and 5 U of lactic acid dehydrogenase. The 

reaction was initiated by the addition of 10 µL of an appropriately diluted enzyme solution.  

However, the specific activity of this enzyme is measured at 30°C in the literature so it was 

assayed using this method at 30°C (210 U/mg). 

-TPI: The TPI activity was spectrophotometrically measured308 by enzymatic quantification of 

the DHAP formed by isomerisation of D-glyceraldehyde-3-phosphate (G3P). The assay was run at 

25°C following NADH absorbance at 340 nm in a reaction mixture of 1 mL containing Tris-HCl (50 

mM, pH 7.5), NADH (0.2 µmol), glycerophosphate dehydrogenase (2 U) and TPI (2 ng). 

 

Immobilisation of enzymes 

 

- Immobilisation of DHAK in MgZnAl-LDH was realised as follow; Typically, 1.89 mL of a 

magnesium, zinc and aluminium nitrate salts solution (Ʃ [Mg2++Zn2++Al3+] = 0.1M, Mg/Zn/Al: 

1/1/1) was added into a reactor containing 20 mg of DHAK (20 U) dissolved in 3 mL of tris 

buffer (50 mM, pH 9.0), under stirring and nitrogen atmosphere, the pH was maintained at 9.0 

during the immobilisation which was completed in 200 min. The precipitate was washed by 

three dispersion/centrifugation cycles in deionised water. 35 mg of the biohybrid were obtained 

with 0.3 U/mg of biohybrid. The yield of the coprecipitation was 88% (35 mg of biohybrid/ 40 

mg of biohybrid). The encapsulation efficiency was 100% and the retained activity was 50%. 

- Immobilisation of PKGstea in MgZnAl-LDH was realised as follow; Typically, 1.89 mL of a 

magnesium, zinc and aluminium nitrate salts solution (Ʃ [Mg2++Zn2++Al3+] = 0.1M, Mg/Zn/Al: 

1/1/1) was added into a reactor containing 2.8 mg of PKGstea (360 U) dissolved in 3 mL of tris 

buffer (50 mM, pH 9.0), under stirring and nitrogen atmosphere, the pH was maintained at 9.0 

during the immobilisation which was left for 200 min. The precipitate was washed by three 

dispersion/centrifugation cycles in deionised water. 14 mg of the biohybrid were obtained with 

13.8 U/mg of biohybrid. The yield of the coprecipitation was 61%. The encapsulation 

efficiency was 100% and the retained activity was 54%. 
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- Immobilisation of FSAA129S in MgZnAl-LDH was realised as follow; Typically, 1.89 mL of a 

magnesium, zinc and aluminium nitrate salts solution (Ʃ [Mg2++Zn2++Al3+] = 0.1M, Mg/Zn/Al: 

1/1/1) was added into a reactor containing 20 mg of FSAA129S (123 U) dissolved in 3 mL of tris 

buffer (50 mM, pH 9.0), under stirring and nitrogen atmosphere, the pH was maintained at 9.0 

during the immobilisation which was completed in 200 min. The precipitate was washed by 

three dispersion/centrifugation cycles in deionised water. 34 mg of the biohybrid were obtained 

with 3.2 U/mg of biohybrid. The yield of the coprecipitation was 83%. The encapsulation 

efficiency was 100% and the retained activity was 88%. 

- Immobilisation of TPI in MgZnAl-LDH was realised as follow; Typically, 1.89 mL of a 

magnesium, zinc and aluminium nitrate salts solution (Ʃ [Mg2++Zn2++Al3+] = 0.1M, Mg/Zn/Al: 

1/1/1) was added into a reactor containing 0.1 mg of TPI (1480U) dissolved in 3 mL of tris 

buffer (50 mM, pH 9.0), under stirring and nitrogen atmosphere, the pH was maintained at 9.0 

during the immobilisation which was left for 200 min. The precipitate was washed by three 

dispersion/centrifugation cycles in deionised water. 12 mg of the biohybrid were obtained with 

107 U/mg of biohybrid. The yield of the coprecipitation was 60%. The encapsulation efficiency 

was 100% and the retained activity was 87%. 

- For the immobilisation of the enzymes in Mg2Al-LDH and Zn2Al-LDH, the same procedure 

was used except of in the case of Zn2Al-LDH, 1.68 mL of a zinc and aluminium nitrate salts 

solution (Ʃ [Zn2++Al3+] = 0.1M, Zn/Al: 2/1) was added and in the case of Mg2Al-LDH, 2.18 

mL of a magnesium and aluminium nitrate salts solution (Ʃ [Mg2++Al3+] = 0.1M, Mg/Al: 2/1) 

was added. 

 

Synthesis of DHAP 

 

- Co-immobilisation of DHAK and PKGstea was realised as follow; Typically, 10.7 mL of a 

magnesium and aluminium nitrate salts solution (Ʃ [Mg2++Al3+] = 0.1M, Mg/Al: 2/1) was 

added into a reactor containing 90 mg of DHAK (325 U) and 2.8 mg of PKGstea (295 U) 

dissolved in 15 mL of tris buffer (50 mM, pH 9.0), under stirring and nitrogen atmosphere, the 

pH was maintained at 9.0 during the immobilisation which was completed in 200 min. The 

precipitate was washed by three dispersion/centrifugation cycles in deionised water. 160 mg of 

the biohybrid were obtained with 0.97 U of DHAK per mg of biohybrid and 0.93 U of PKGstea 

/mg of biohybrid. The yield of the coprecipitation was 80%. The encapsulation efficiency was 

100% and the retained activities were of 50% for the DHAK and 48% for the PKGstea. 

- The synthesis of DHAP was realised as described previously.166 DHA (0.4 mmol), PEP (0.32 

mmol), ATP (52 µmol), MgCl2 (10 mM) were mixed. The free or immobilised enzymes were 

added (20 U DHAK, 20 U PKGstea; 20.8 mg of biohybrid). The final volume was 12 mL. The 
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reactions were followed by spectrophotometric assay of pyruvate, PEP and DHAP and were 

completed within 45 minutes. The analytical yield of DHAP was 100%. 

- The recyclability of the biohybrid was investigated. The biohybrid was separated from the 

medium by centrifugation, washed twice then resuspended. The enzymes were assayed and 

added to an identical reaction mixture.  
 
 

 

Synthesis of D-F6P 

 

- Co-immobilisation of FSAA129S, DHAK, PKGstea and TPI was done as follow: 4.7 mL of a 

magnesium, zinc and aluminium nitrate salts solution (Ʃ [Mg2++Zn2++ Al3+]= 0.1M, Mg/Zn/Al: 

1/1/1) was added into a reactor containing 45 mg of DHAK (182 U), 1 mg of PKGstea (92 U), 

0.1 mg of TPI (1638 U) and 2.5 mg of FSAA129S (13 U) dissolved in 15 mL of tris buffer (50 

mM, pH 9.0), under stirring and nitrogen atmosphere, the pH was 9.0 during the 

immobilisation which was completed in 200 min. The precipitate was washed by three 

dispersion/centrifugation cycles in deionised water. 85 mg of the biohybrid were obtained with 

the following activities per mg of biohybrid: 0.14 U of FSAA129S, 1.1 U of DHAK, 0.66 U of 

PKGstea and 18 U of TPI. The yield of the coprecipitation was 85%. The encapsulation 

efficiency was 100% and the retained activities were 50%, 50%, 90% and 92% for DHAK, 

PKGstea, TPI and FSAA129S respectively. 

 

- The D-F6P was prepared by a one-pot cascade reaction166 using free or immobilised enzymes. 

Mixtures of the reagents were prepared: DHA (0.8 mmol, 2eq), PEP (0.32 mmol), ATP (36 

µmol), MgCl2 (10 mM). The free or immobilised enzymes were added (20 U DHAK, 11 U 

PKGstea, 288 U TPI and 3 U FSAA129S; 16 mg of biohybrid). The final volume was 12 mL. The 

reactions were followed by spectrophotometric assay of pyruvate, PEP and D-F6P. The yield of 

the reaction with immobilised enzymes was 90%. 

- The recyclability of the biohybrid was investigated. The biohybrid was separated from the 

medium by centrifugation, washed twice then resuspended. The enzymes were assayed and 

added in an identical reaction mixture.  
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Synthesis of D-xylulose-1-phosphate, L-xylulose-1-phosphate, D-sorbose-1-phosphate, D-

fructose-1-phosphate 

 

The one-pot cascade reactions were carried in Tris-HCl buffer (20 mL, 50 mM, pH 7.5) 

containing DHA (0.8 mmol), phosphoenolpyruvate (0.64 mmol), MgSO4 (10 mM), ATP (52 µmol) 

and DHAK-PKGstea@Mg2Al-LDH (20 mg of biohybrid; 20 U PKGstea and 20 U DHAK).  

- 2.4 mmol of GoA (3 eq) and 6 U of RhuA or 15 U of RAMA were added to the mixture to 

prepare L-xylulose-1-phosphate and D-xylulose-1-phosphate respectively. 

- 2.4 mmol of D-glyceraldehyde and 6 U of RhuA or 15 U of RAMA were added to the mixture 
to prepare D-sorbose-1-phosphate, D-fructose-1-phosphate respectively. 

 

 In each case, the concentrations of PEP, pyruvate and DHAP were measured by 

spectrophotometric assay to follow the reaction. The obtained yields were 75%, 80%, 79% and 78% 

for L-xylulose-1-phosphate, D-fructose-1-phosphate, D-sorbose-1-phosphate and D-xylulose-1-

phosphate respectively. 

 

Assay of pyruvate, PEP, DHAP and D-F6P 

 

- Pyruvate & PEP: Samples (5 µL) were taken over time from the vessel of the one-pot 

reactions and added to the assay medium (1 mL) containing NADH (20 µL, 12 mg.mL-1), LDH 

(5 U) and glycylglycine buffer (970 µL, 50 mM, pH 8.0). Consumption of NADH was 

monitored spectrophotometrically at 340 nm and 25 °C. One mol of oxidized NADH was 

equivalent to 1 mol of pyruvate formed. In the same cuvette, when no more NADH was 

consumed, were added ADP (50 microL, 50 mM), MgCl2 (10 microL, 0.5 M) and PKGstea (5 

U). The consumption of NADH was monitored spectrophotometrically at 340 nm and 25 °C. 

One mol of oxidized NADH was equivalent to one mol of pyruvate formed from remaining 

PEP i.e. equivalent to 1 mol of PEP disappeared during the cascade reactions. 

- DHAP: Samples (50 µL) taken from a reaction vessel were acidified to disable the enzymatic 

activity (free enzymes) or centrifuged to remove the biohybrid (immobilised enzymes). Then 5 

µL were assayed in 1 mL composed of GPDH (10 U mL-1) and NADH (20 µL, 10 mg.mL-1) in 

Tris-HCl buffer (960 µL, 40 mM, pH 7.5). The consumption of NADH was monitored 

spectrophotometrically at 340 nm and 25 °C. One mol of oxidized NADH was equivalent to 1 

mol of DHAP formed. 

- D-F6P: Samples (50 µL) taken from a reaction vessel were acidified to disable the enzymatic 

activity (free enzymes) or centrifuged to remove the biohybrid (immobilised enzymes). Then 5 
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µL were assayed in 1 mL composed of PGI (2U), G6PDH (1U) and NADP (0.5 mmol) in Tris-

HCl buffer (980 microL). 

 

General protocol for the purification of the products as their barium salts 

 

The reaction was stopped by centrifugation to remove the biohybrid. When RAMA or RhuA were 

used, the pH was dropped to 3.0 to precipitate the enzymes. The solution was then centrifuged (10 min 

at 10 000 rpm at 4°C) and the pH adjusted to 6.5. 2 eq of BaCl2, 2H2O were then added. The solution 

was centrifuged again and the precipitate was discarded. 5 volumes of ethanol were added and the 

solution allowed to cool overnight at 4°C. The suspension was then centrifuged. The organic barium 

salts were obtained as a white powder after two washings with a 1/3 H2O/ethanol solution followed by 

a last washing with acetone. For NMR spectrum, the barium salt was dissolved in water containing 5-8 

µL of concentrated HCl. 

 

5- Product characterisation 
 

D-F6P (1): analytical data are identical as those already published166 

D-xylulose-1-phosphate: 1H NMR (400 MHz, D2O) δ 4.26 (m, 1H, HA), 4.08 (m, 1H, HB), 

3.98 (d, J = 5.5 Hz, 1H), 3.82 – 3.70 (m, 2H), 3.63 – 3.46 (m, 1H); 13C NMR (101 MHz, D2O) δ 

101.90 (C2, d, J = 9.9 Hz), 76.50 (C3), 74.67 (C4), 69.82 (C5), 66.10 (C1, d, J = 4.7 Hz). 

 

L-xylulose-1-phosphate: 1H NMR (400 MHz D2O) δ 4.36 – 3.45 (m, 5H), 3.39 (d, J = 5.2 
Hz, 1H); 13C NMR (101 MHz, D2O) δ 101.92 (C2, d, J = 10.0 Hz), 76.53 (C3), 74.68 (C4), 69.82 
(C5), 66.11 (C1, d, J = 5.1 Hz). 

 

D-sorbose-1-phosphate: 1H NMR (400 MHz, D2O) δ 3.93 (m, 1H), 3.87 – 3.80 (m, 1H), 3.72 

– 3.56 (m, 4H), 3.50 (d, J = 9.3 Hz, 1H); 13C NMR (101 MHz, D2O) δ 97.13 (C2, d, J = 9.4 Hz), 73.50 

(C3), 70.22 (C4), 69.25 (C5), 66.26 (C1, d, J = 4.9 Hz), 61.76 (C6). 

 

D-fructose-1-phosphate: 1H NMR (400 MHz, D2O) δ 4.1-3.5 (m, 7H); 13C NMR (101 MHz, 

D2O) δ 97.49 (C2, d, J = 9.3 Hz), 69.39 (C3), 69.03 (C4), 67.40 (C5), 66.56 (C1, d, J = 4.6 Hz), 63.42 

(C6). 
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6- 13C NMR spectra 
 

 

 

D-xylulose-1-phosphate
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IV.3.  Synthèse des sucres phosphorylés de série L via une 

réaction en cascade enzymatique 

IV.3.1. Introduction 
 

Dans la dernière partie de ce travail de thèse, nous décrivons la conception d‘une cascade 

multienzymatique pour la synthèse de sucres de série L phosphorylés en position terminale à partir de 

substrats simples et achiraux. Les sucres L sont des composés rares dans la nature. Certains d‘entre eux 

ont été identifiés comme par exemple le L-sorbose-1-phosphate ou le L-sorbose-6-phosphate, mais 

leurs rôles dans le métabolisme ne sont pas encore élucidés319. Le plus simple d‘entre eux est le L-

glycéraldéhyde-3-phosphate (L-G3P) qui possède une activité bactéricide.320 Cependant, peu de 

méthodes de synthèse de ce composé sont décrites dans la littérature. De plus, le L-G3P est instable à 

pH neutre ou alcalin où il forme le méthylglyoxal ou l‘acide lactique, respectivement. Il n‘existe pas à 

ce jour de synthèse par voie chimique du L-G3P. Cependant dans un travail récent mené par R. 

Wohlgemuth, il a pu être synthétisé par phosphorylation du L-glycéraldéhyde par la glycérokinase 

(GK) de Cellulomonas sp. (Schéma IV.2).321 Cette kinase utilise l‘ATP et donc comme dans les autres 

cas, son usage en synthèse nécessite un système de régénération (PK/PEP). Pour la conception de 

cascades, elle présente l‘avantage d‘être très spécifique du L-glycéraldéhyde. Une conversion de 90% 

a été obtenue en optimisant les conditions de cette réaction321. Cependant, le L-glycéraldéhyde est un 

composé cher, ce qui représente l‘inconvénient majeure de cette méthode de synthèse, d‘où l‘intérêt de 

trouver une méthode plus économique pour accéder à ce composé rare.  

L‘idée ici est d‘utiliser de nouveau la FSAwt (ou FSAA129S avec la DHA comme donneur) pour 

générer in situ le L-glycéraldéhyde. En effet, l‘enzyme est connue pour être strictement stéréosélective 

et ne conduit qu‘à l‘isomère S à partir du glycol aldéhyde comme donneur et du formaldéhyde comme 

accepteur.158 La réaction est équilibrée et par ailleurs il est difficile de limiter l‘autoaddition du glycol 

aldéhyde sur lui-même, le D-thréose est formé comme produit secondaire. On compte alors sur la 

spécificité de substrat de la GK pour tirer l‘équilibre vers la formation de L-G3P. De façon similaire 

aux travaux décrits dans l‘article précédent, il peut être envisagé une seconde réaction d‘aldolisation 

catalysée par la FSA, en présence de l‘un des 4 donneurs. Ceci est particulièrement attractif car 

jusqu‘à présent, aucune méthode efficace pour préparer des sucres L phosphorylés en position 

terminale n‘a été décrite. 
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Schéma IV.2: Synthèse du L-G3P par phosphorylation enzymatique du L-glycéraldéhyde321 
 

Par ailleurs, le L-G3P n‘a jamais été démontré comme un substrat accepteur de la FSA. Seul le 

mélange racémique D,L-G3P a été utilisé pour doser l‘activité de cette enzyme en suivant la formation 

du D-F6P par des enzymes auxiliaires. Comme cité et décrit précédemment, le D-G3P est le meilleur 

substrat accepteur de la FSA.165,166 Nous ne savons pas ce qu‘il en est pour le L-G3P. Ainsi, pour 

évaluer la capacité de l‘aldolase à accepter ce substrat, ce travail est aussi l‘occasion de mettre en 

place un dosage du L-G3P. Pour cela nous avons choisi une alcool déshydrogénase spécifique de ce 

substrat et récemment décrite dans la littérature, la L-G3P réductase.322 Cette enzyme interviendrait 

dans un mécanisme de détoxification chez E. coli, car le L-G3P est un inhibiteur puissant de certaines 

voies métaboliques.323 Elle n‘est pas commerciale et dans le cadre d‘une collaboration avec V. de 

Berardinis du Génoscope d‘Evry, un plasmide a été construit pour la surexprimer  histaggée dans E. 

coli.  

La GK 

 

La GK (E.C. 2.7.1.30) est une enzyme Mg2+ dépendante qui catalyse la réaction de 

phosphorylation du glycérol, en utilisant de l‘ATP comme donneur de phosphate (Schéma IV.3). Elle 

est formée d‘un dimère de 128 kDa (Figure IV.4). Cette enzyme a été également utilisée pour 

phosphoryler la DHA et le glycéraldéhyde324. 

 
OH

OHHO GK, Mg2+

ATP

OH
OPO3

2-HO

Glycérol Glycérol-3-phosphate 
 

Schéma IV.3: Phosphorylation du glycérol catalysée par la GK 
 

 

Dans notre étude, nous allons utiliser la GK de Cellulomonas sp. qui a servi à phosphoryler le 

L-glycéraldéhyde321. Son point isoélectrique est de 4.2. Son pH optimal est de 7.5. Cette enzyme n‘est 

pas encore bien décrite dans la littérature, notamment en termes de données cinétiques. 
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Figure IV.4 : Structure de la GK de Cellulomonas sp. (Source PDB 24DW) 

 

 

Les objectifs de ce travail sont : 

- Générer le L-G3P par une méthode efficace et économique.  

- Étudier le comportement de la FSA vis-à-vis du L-G3P. 

- Concevoir une cascade enzymatique pour la synthèse de sucres L phosphorylés en position 

terminale. 

- Mettre en place la cascade en phase hétérogène par co-immobilisation de l‘ensemble des 

enzymes impliquées dans un HDL. 

 

IV.3.2.  Résultats 

 

  Introduction IV.3.2.1.
 

Les résultats de cette partie sont présentés sous la forme d‘une publication dont le titre est 

«Straightforward Synthesis of L-Terminally Phosphorylated Sugars via Multienzymatic Cascade 

Reactions » paru en 2015 dans la revue ‗Advanced synthesis & catalysis‘ volume 357, issue 8, pp 

1703-1708. Il s‘agit d‘un numéro spécial édité dans le cadre du congrès international Biotrans qui a 

lieu tous les 2 ans. 

 

Dans cette partie, j‘ai participé à la synthèse et la purification des sucres phosphorylés pour les 

caractériser de façon approfondie. 
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Les résultats ont aussi été présentés sous la forme d‘une communication orale à la conférence 

Biotrans 2015 qui s‘est tenue à Vienne (Autriche) en juillet, sous le titre « Synthesis of terminally 

phosphorylated L-sugars via multienzymatic cascade reactions » (Orateur : Virgil Hélaine).  

 

 

 ‘Straightforward Synthesis of L-Terminally IV.3.2.2.

Phosphorylated Sugars via Multienzymatic Cascade Reactions’ 

parue dans Advanced Synthesis & Catalysis 
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Supporting information 
 

1- Materials 

Dihydroxyacetone (DHA), glycolaldehyde (GoA), formaldehyde (37% solution in water) and 

hydroxybutan-2-one (HB) were purchased from Sigma-Aldrich. Hydroxyacetone (HA) was purchased 

from Fluka (purity 90%) and purified by silica gel chromatography. D-fructose-6-phosphate 

dipotassium salt, L-glyceraldehyde, D,L-glyceraldehyde-3-phosphate diethyl acetal barium salt, β-

nicotinamide adenine dinucleotide reduced dipotassium salt (NADH), β-Nicotinamide adenine 

dinucleotide phosphate reduced tetra(cyclohexylammonium) salt (NADPH) were purchased from 

Sigma-Aldrich; α-glycerophosphate dehydrogenase (GPDH) from rabbit muscle, triosephosphate 

isomerase (TPI) from rabbit muscle, pyruvate kinase (PK) from rabbit muscle, lactic acid 

dehydrogenase (LDH) from rabbit muscle and glycerokinase (GK) from Cellulomonas sp. were also 

purchased from Sigma-Aldrich. 

Fructose-6-phosphate aldolase (FSA)[1] and glycerol dehydrogenase (GDH) (obtained as 

described by A.K. Samland[2]) were produced as previously reported. Concerning FSA a desalting step 

(dialysis) was necessary to remove glycylglycine (glygly) buffer. Oligonucleotides were purchased 

from Sigma-Genosys. E. coli BL21 (DE3) plysE strains were purchased from Invitrogen. 

 

2- Methods 
 

Nuclear magnetic resonance (NMR) spectra were measured in deuterated solvents (D2O) on a 

Bruker AC-400 spectrometer, operating at 400 MHz for 1H and 100 MHz for 13C J-modulation. 

Residual solvent signals were used as internal reference. Chemical shifts (δ) are reported in ppm, 

coupling constant values (J) are given in hertz. Optical rotations were measured on a Jasco DIP-370 

polarimeter, using a 10 cm quartz cell. Values for [α]T
D were obtained with the D-ray of sodium at the 

indicated temperature T, using solutions of concentration (c) in units of g/100 mL. Electrospray 

ionization mass spectra (ESI-MS) were recorded on a micro q-tof Micromass (3000 V) and high 

resolution mass spectra (HR-MS) were recorded on the same instrument with an internal lock mass 

(H3PO4) and an external lock mass (Leu-enkephalin). 

 

Kinetic measurements: In kinetic assays, one unit (U) of FSA is defined as the amount of 

enzyme able to cleave 1 μmol of D-fructose-6-phosphate (D-F6P) to afford D-glyceraldehyde-3-

phosphate (D-G3P) and dihydroxyacetone (DHA) per minute at pH 8.5 (glycylglycine (glygly) buffer 

50 mM) and 25°C. 

One unit (U) of L-G3P reductase is defined as the amount of enzyme able to reduce 1 μmol of 

L-G3P per minute at pH 8.5 (glygly buffer 50 mM) and 25°C. The conditions for this assay were: L-

G3P reductase (0.05 U), NADPH (20L, 12 mg.mL-1) and D,L-G3P (10L, 100mM) in a 1 mL cuvet. 
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3- Protocols 
 

Cloning and protein purifications 

 

Gene corresponding to L-glyceraldehyde 3-phosphate reductase from E. coli K12 (Q46851) 

was amplified by PCR using the following primers: Q46851_5HIS 

AAAGAAGGAGATAGGATCATGCATCATCACCATCACCATGTCTGGTTAGCGAATCCC and 

Q46851_3PRIM GTGTAATGGATAGTGATCTTATTTATCGGAAGACGCC. Specific extensions 

were added to the primers for cloning into our plasmid pET22b(+) (Novagen) modified for ligation 

independent cloning.[3] The above primers introduced a hexahistidine sequence in the proteins after the 

initial methionine for purification purposes. Plasmid was then introduced into E. coli BL21 (DE3) 

plysE strains for overexpression. Cell cultures, Isopropyl -D-thiogalactopyranoside (IPTG) induction 

for protein production and cell extracts were then conducted as previously reported.[4] Lysates were 

analyzed by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) to check for 

recombinant protein production. Since imidazole was reported to be a protein stabilizing agent, the 

enzyme was used directly after IMAC chromatography without any additional treatment. From 0.4 L 

of culture (2.5 g of wet cells) of L-G3P reductase expressing cells a total activity of 550 U was 

obtained. 320 U were recovered after purification leading to a 58 % purification yield. 

 

E value assessment 

 

4 mM of D- and 4 mM of L-G3P (80 L of a 85 mM D,L-G3P stock solution) were added to 8 

mg of DHA (110 mM) and FSA (0,0015 U, purified by heat treatment) in 800 µL final volume glygly 

buffer 50 mM pH 8.5. Concentration of D- and L-G3P were determined using their respective assay 

(see below) at t = 0 and t = 50 min. This enabled to determine the following values: ee = 86% (in favor 

of the D-enantiomer) and c = 55% corresponding to E = 15. To note it is known that triose phosphate 

isomerase (TPI) can be present as contaminant enzyme in various purified enzymes such as FSA 

converting D-G3P into dihydroxyacetone phosphate (DHAP) and thus lowering D-G3P concentration 

in the reaction medium. DHAP was thus assayed in the samples using GPDH. Finally we determined 

that when FSA was purified by heat treatment no DHAP appearance was observed over 50 min of 

reaction time. 

 

D and L-G3P disappearance assays for the E value study 

 

D-G3P: samples (30 μL) were taken from the above reaction vessel and were dissolved in a 

solution (1 mL) containing GPDH (1 U), TPI (1 U), and NADH (20 L, 10 mg.mL-1) in glygly buffer 
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(958 L, 50 mM, pH 8.5). Consumption of NADH was monitored spectrophotometrically at 340 nm 

and 25°C. One mmol of oxidized NADH was equivalent to one mmol of D-G3P. 

L-G3P: Samples (30 μL) taken from the above reaction vessel were dissolved in a solution (1 

mL) containing L-G3P reductase (1.5 U) and NADPH (20 L, 12 mg.mL-1) in glygly buffer (958 L, 

50 mM, pH 8.5). The consumption of NADPH was monitored spectrophotometrically at 340 nm and 

25 °C. One mmol of oxidized NADPH was equivalent to one mmol of L-G3P.  

 

General protocol for FSA biocatalysed reaction between L-G3P and various donors 

 

L-G3P was obtained as previously reported.[5] When PEP was totally consumed, pH was 

adjusted to 2.5 and the reaction mixture was centrifuged. The L-G3P solution was then kept at -20°C. 

Its concentration was assayed with L-G3P reductase and was found to be 100 mM at this stage. In a 

solution containing water (55 mL, pH=7.5), L-G3P (100 mM stock solution, 3.5 mL, 0.35 mmol) and 3 

eq of one of the four donors studied (GoA, HA, DHA, HB) was added FSA (50 U wild type (wt) or 50 

U FSA A129S when DHA substrate was used). The reaction proceeded at room temperature under 

gentle stirring (100-200 rpm) for at least around one hour. Every 25 min, 3 eq of additional donor were 

added (HA: a total of 9 eq, 55 min reaction time; HB: a total of 12 eq, one hour and a half reaction 

time; DHA a total of 6 eq, 30 min and GA: a total of 9 eq, 70 min reaction time). 

The synthesized L-phosphorylated sugars were purified by ion exchange chromatography 

(DOWEX 1x8, 200-400 mesh, HCO3- form) using NH4HCO3 as the eluent. Elution was carried out 

with a nonlinear gradient using various NH4HCO3 concentrations: 0.012 M, 0.03 M, 0.048 M, 0.06 M 

and then 0.6 M (2 volumes of column each) and the fractions concentrated under vacuum. A minimum 

quantity of water was added and again concentrated. This was repeated twice and the concentrate was 

then treated with an acidic resin (Dowex 50WX8) , filtrated and lyophilized to give the final L-

phosphorylated sugar. 

 

General protocol for the cascade reactions 

 

The one-pot two-steps procedure was achieved in water (20 mL, pH 7.5) containing GoA 

(0.33 mmol, 20 mg), formaldehyde (0.74 mmol, 60 L of a 37% commercial solution), PEP (0.26 

mmol, 0.8 eq), MgCl2 (10 mM) and ATP (0.01 mmol). The reaction was initiated upon GK addition 

(90 U), PK (200 U) and FSA (150 U wt or 150 U FSA A129S when DHA used as donor). At this step, 

PEP was totally consumed after around 3 hours. Then 3 eq of the donor studied were then added and 

the reaction was allowed to gentle stir (100-200 rpm) at room temperature for one hour. Every 25 min 

3 eq of the donor substrate were added (HA: a total of 9 eq, 55 min reaction time; HB: a total of 12 eq, 

one hour and a half reaction time; DHA a total of 6 eq, 30 minutes). 
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Concerning L-xylose-5-phosphate synthesis the process was slightly scaled up by mixing GoA 

(1.7 mmol, 100 mg), formaldehyde (1.72 mmol, 140 L of a 37% commercial formaldehyde solution) 

phosphoenol pyruvate (0.53 mmol), MgCl2 (10 mM) and ATP (0.02 mmol) in water (40 mL, pH 7.5) 

and by adding GK (180 U), PK (400 U) and FSA (150 U wt). When PEP was totally consumed (after 

around 3 hours), 3 eq of additional GoA were added and 3 eq more after 30 min. 

L-G3P was prepared as follows. In water (20 mL, pH 7.5) was added GoA (0.33 mmol, 20 

mg), formaldehyde (0.74 mmol, 60 L of a 37% commercial solution), phosphoenol pyruvate (0.33 

mmol), MgCl2 (10 mM) and ATP (0.01 mmol). The reaction was initiated upon addition of GK (90 

U), PK (200 U) and FSA (150 U wt). PEP has totally disappeared after around 3 hours. 

 

General protocol for the purification of the products as their barium salts 

 

The reaction was stopped by dropping the pH to 3.0 resulting in partial precipitation of the 

enzymes. The solution was then centrifuged (10 min at 10,000 rpm at 4°C) and the pH adjusted to 6.5. 

2 eq of BaCl2, 2H2O were then added. The solution was centrifuged again and the precipitate was 

discarded. After partial concentration in vacuo, 5 volumes of ethanol were added and the solution 

allowed to cool overnight at 4°C. The suspension was then centrifuged. The organic barium salts were 

obtained as a white powder after two washings with a H2O/ethanol: 1/3 solution followed by a last 

washing with acetone. For NMR spectrum and optical rotation measurements, the barium salt was first 

dissolved in water (or deuterated water) containing an acidic resin (Dowex 50WX8) and then filtrated 

to remove the resin. 

 

Assay for pyruvate appearance and PEP consumption in the cascade reactions 

 

Samples (10 L) were taken over time from the vessel of the one-pot two-steps reactions and 

dissolved in a solution (1 mL) containing NADH (20 L, 12 mg.mL-1), LDH (5 U) and glygly buffer 

(970 L, 50 mM, pH 8.5). Consumption of NADH was monitored spectrophotometrically at 340 nm 

and 25 °C. One mmol of oxidized NADH was equivalent to 1 mmol of pyruvate formed. In the same 

cuvet, when no more NADH was consumed, were added ADP (0.05 mL, 50 mM), MgCl2 (0.025 

mL, 100 mM) and PK (5 U). The consumption of NADH was monitored spectrophotometrically at 

340 nm and 25 °C. One mmol of oxidized NADH was equivalent to one mmol of pyruvate formed 

from remaining PEP ie equivalent to 1 mmol of PEP disappeared during the cascade reactions. 
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Assay for monosaccharide formation by following L-G3P disappearance 

 

Samples (20 μL) were taken over time from the vessel of the one-pot two-steps reactions and 2 

μL of perchloric acid were then added. The suspension obtained was centrifuged and the precipitate 

discarded. 10 μL were then added to a solution (1 mL) containing NADPH (20 L, 12 mg.mL-1) and 

L-G3P reductase (2 U) in glygly buffer (940 L, 50 mM, pH 8.5). NADPH consumption was 

monitored spectrophotometrically at 340 nm and 25°C. One mmol of oxidized NADPH was 

equivalent to one mmol of L-G3P disappearance in the reaction mixture. In the same cuvet, when 

no more NADPH was consumed, was added FSA (5 U) and NADPH disappearance was monitored 

spectrophotometrically at 340 nm and 25 °C. One mmol of oxidized NADPH was equivalent to one 

mmol of L-G3P produced from retroaldolisation of the phosphorylated-L-sugar synthesized. 

 

4- Products characterisations 
 

a and cyclic forms as well as linear form were respectively noted as a,  and l. 

 

L-glyceraldehyde-3-phosphate (1): analytical data are identical as those already published[5]. 

 

L-xylose-5-phosphate (2): one step (acidic form: 62 mg, 77 %); cascade reactions (barium 

salt: 152 mg, 79 %). 
1H NMR (400 MHz, DCl) δ 5.41 (d, J = 4.3 Hz, 1H), 5.19 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 4.42-3.81 (m, 

10H, H2a, H2, H3a, H3, H4a, H4, 2H5a, 2H5);  13C NMR (100 MHz, DCl) d 101.7 (1a), 95.7 

(1), 80.4 (d, J = 8.0 Hz, 4a), 80.1 (2a), 77.2 (d, J = 8.0 Hz, 4), 75,6 (2), 74.7 (3), 74.6 (3a), 64.6 

(d, J = 4.4 Hz, 5a), 64.0 (d, J = 4.5 Hz, 5). [a]D
20 = -14 (c = 2, HCl 1N). HRMS ESI-, m/z calcd. for 

[C5H11O8P-H] = 229.0113; found 229.0098. 

 

L-sorbose-6-phosphate (3): one step (acidic form: 72 mg, 79 %); cascade reactions (barium 

salt: 82 mg, 80 %). 
1H NMR (400 MHz, DCl) d 4.40-4.30 (m, 2H, H4, H5), 4.08 (d, 1H, J = 6.0 Hz, H3), 3.9-

4.1 (m, 2H, H6), 3.56 (broad s, 1H, H1), 3.54 (broad s, 1H, H1a);  13C NMR (100 MHz, DCl) d 

105.6 (2a), 101.8 (2), 76.3 (d, J = 7.4 Hz, 5), 75,4 (3), 74.9 (4), 64.8 (d, J = 5.0 Hz, 6), 63.0 

(1). [a]D
20 = -41 (c = 0.9, HCl 1N). HRMS ESI-, m/z calcd. for [C6H13O9P-H] = 259.0219; found 

259.0224. 

 

1-deoxy-L-sorbose-6-phosphate (4): one step (acidic form: 74 mg, 87 %); cascade reactions 

(barium salt: 85 mg, 86 %). 
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1H NMR (400 MHz, DCl) d 4.43 (d, 1H, J = 1 Hz, H3l), 4.35-3.87 (m, 14H, H3a, H3 H4l, 

H4a, H4 H5l, H5a, H5, 2H6l, 2H6a, 2H6), 2.25 (s, 3H, H1l), 1.45 (s, 3H, H1), 1.39 (s, 3H, 

H1a);  13C NMR (100 MHz, DCl) 212.5 (2l), 106.1 (2a), 101.3 (2), 79.7 (3), 77.3 (3l),75.8 (d, J = 

7.6 Hz, 5), 74.8 (4), 71.0 (4l), 70.8 (d, J = 7.6 Hz, 5l), 66.4 (d, J = 4.9 Hz, 6l), 64.7 (d, J = 4.2 Hz, 

6), 25.7 (1l), 23.7 (1). [a]D
20 = +9 (c = 0.8, HCl 1N). HRMS ESI-, :m/z calcd. for [C6H13O8P-H] = 

243.0270; found 243.0268. 

 

1,2-dideoxy-L-xylo-hept-3-ulose-7-phosphate (5): one step (acidic form: 80 mg, 89 %); 

cascade reactions (barium salt: 87 mg, 85 %). 
1H NMR (400 MHz, DCl) d 4.43 (d, 1H, J = 1 Hz, H4l), 4,37-4.31 (m, 2H, H5,H6), 4.10 

(dd, 1H, J = 1, 6.4 Hz, H5l), 4.05-3.91 (m, 6H, 46l, 2H7l, 2H7), 2.61 (m, 2H, H2l), 1.73 (m, 2H, 

H2), 0.99 (t, 3H, J = 7.2 Hz, H3l), 0.91 (m, 3H, H3);  13C NMR (100 MHz, DCl) d 215.2 (3l), 103.2 

(3),77.5 (4),76.8 (4l), 75.6 (d, J = 8.0 Hz ,6), 75.0 (571.3 (5l), 70.8 (d, J = 7.9 Hz, 6l), 66.4 (d, 

J = 4.4 Hz, 7l), 64.7 (d, J = 4.2 Hz, 7), 31.9 (l), 30.0 (27.0 (16.7 (1l). [a]D
20 = +7 (c = 0.9, 

HCl 1N). HRMS ESI-, m/z calcd. for [C7H15O8P-H] = 257.0426; found 257.0421. 
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5- NMR spectra
13C-NMR spectrum of compound 2: 

 
13C-NMR spectrum of compound 3: 
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13C-NMR spectrum of compound 4: 

 

13C-NMR spectrum of compound 5 
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 Réalisation de la cascade en phase hétérogène IV.3.2.3.
 

Les cascades conçues pour la synthèse des sucres L implique trois enzymes qui sont la PK, la 

GK et la FSA. Comme dans la première partie de ce chapitre, nous avions immobilisé avec succès la 

FSA et la PK dans les HDL, il ne restait qu‘à étudier l‘encapsulation de la GK de Cellulomonas sp.. 

Les trois matrices utilisées dans l‘étude précédente (Mg2Al-HDL, Zn2Al-HDL et MgZnAl-HDL) ont 

été testées en co-précipitation. En partant d‘un rapport HDL/enzyme de 20/1 permettant la 

correspondance avec la phase homogène, nous avons pu immobiliser 100% de la protéine dans 

chacune des trois matrices. Malheureusement, l‘activité retenue ne représente que 5 à 10% de l‘activité 

initiale dans les trois matrices, ce résultat est illustratif d‘une désactivation ou instabilité très 

importante de la GK. L‘activité de la GK dans le matériau n‘était pas suffisante pour réaliser cette 

cascade en phase hétérogène. Par manque du temps, l‘étude nécessaire pour résoudre ce problème n‘a 

pas pu être mise en place. Les alternatives seraient par exemple d‘essayer une GK thermostable d‘un 

organisme thermophile (par exemple Geobacillus stearothermophilus), d‘essayer d‘adsorber l‘enzyme 

sur les HDL ou de changer la matrice.  

 

IV.4.  Conclusion 
 

Nous avons réussi à réaliser une cascade enzymatique pour la synthèse de métabolites naturels 

en immobilisant plusieurs enzymes dans les HDL. Un premier bionanoréacteur  bi-enzymatique 

PKGstea-DHAK@Mg2Al a été préparé afin de produire le DHAP à partir de la DHA. Le pourcentage 

d‘encapsulation et l‘activité retenue ont atteint 100% et 50% respectivement pour les deux enzymes. 

Ce bionanoréacteur a catalysé à la même vitesse la formation du DHAP par comparaison avec le 

système en phase aqueuse homogène. Il a pu être recyclé trois fois. Son utilité en biocatalyse a été 

démontrée en synthétisant quatre sucres phosphorylés en position 1 avec des bons rendements. Les 

synthèses de ces sucre phosphorylés ont été faites en une seule étape à partir de la DHA, en ajoutant 

une aldolase DHAP-dépendante et un aldéhyde accepteur au milieu réactionnel. Il faudra noter que les 

deux kinases ont été immobilisées pour la première fois dans une matrice inorganique. Encouragés par 

ces bons résultats, nous avons poursuivi avec la préparation d‘un second bionanoréacteur tétra-

enzymatique PKGstea-DHAK-TPI-FSAA129S@MgZnAl. Ce système complexe a permis de produire 

directement le D-F6P à partir de la DHA avec un rendement de 90%. Le pourcentage d‘encapsulation 

des protéines était de 100% dans tous les cas, les activités retenues étaient de 50% pour la DHAK, 

50% pour la PKGstea et 90% pour la TPI et la FSAA129S. Le bionanoréacteur a été recyclable, gardant 

22% de l‘activité de la DHAK et 85% des activités des autres enzymes après le troisième cycle. La 
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stabilité au cours du temps a été améliorée pour la PKGstea, la FSAA129S et la TPI, par contre elle est 

moins bonne pour la DHAK en comparaison avec l‘enzyme libre en solution. La performance de ce 

système étant handicapée par la stabilité de la DHAK, nous étudions actuellement la possibilité de la 

remplacer par une autre qui n‘aurait pas ou moins ce défaut. Pour cela, nous avons commencé par une 

autre construction du histag, en C-terminal ou en N-terminal de la même protéine. Si les résultats sont 

toujours négatifs, nous pourrons alors chercher une DHAK issue d‘un organisme thermophile. Ces 

travaux sont en cours et ne peuvent pas être présentés dans ce manuscrit. 

 

Nous avons réussi également à concevoir de nouvelles cascades enzymatiques pour la 

synthèse de sucres phosphorylés de série L à partir de substrats achiraux selon une démarche 

respectant pleinement les principes de la chimie verte. L‘enzyme clé de ces cascades, la FSA, a 

démontré une fois de plus son efficacité pour la synthèse de composés polyfonctionnels optiquement 

purs. La gestion des équilibres en jeu dans ces systèmes a été menée en ajustant finement les 

proportions d‘enzymes, leurs quantités en unité et les quantités de substrats. D‘une part, le L-G3P a été 

préparé en un seul pot avec un rendement de 72% par combinaison de réactions en cascades linéaire et 

orthogonale à partir du glycolaldéhyde, du formaldéhyde et du PEP comme source de phosphate. Un 

excès de formaldéhyde a permis de minimiser la formation du D-thréose comme produit secondaire. 

D‘autre part, grâce à un procédé un seul pot et deux étapes, 3 sucres phosphorylés rares ont été 

préparés à partir du L-G3P généré in situ et les 3 cétones donneurs de la FSA. De plus, dans le cas du 

donneur glycolaldéhyde, toute la cascade a pu fonctionner en un seul pot et une seule étape. Ces sucres 

ont été isolés avec des rendements compris entre 79 et 85 %. La prolongation de ce travail était 

d‘encapsuler dans des HDL, les enzymes catalysant ces cascades. Malheureusement l‘immobilisation 

de la GK a abouti à la perte de la quasi-totalité de l‘activité ce qui n‘a pas permis de finaliser cette 

étude. 
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1. Conclusion 

 
 

Le premier objectif de ce projet était d’étudier de façon plus exhaustive l’immobilisation 

de la FSA dans les HDL. Le variant FSAA129S a été sélectionné pour compléter un travail mené en 

2011. L’immobilisation de cette enzyme dans les HDL a été réalisée selon deux méthodes : par la 

formation de la structure d’HDL en présence de l’enzyme par coprécipitation et par adsorption sur des 

HDL préparés au préalable.  

Pour la première méthode, nous avons fait varier la composition des feuillets en testant 

différents métaux ainsi que le rapport  enzyme/HDL pour en déterminer les effets sur les taux 

d’encapsulation, les activités retenues, la structure et la morphologie des biohybrides. En partant d’un 

rapport enzyme/HDL de 1/1 (en masse), des taux d’encapsulation de 0.9 -1 mg de protéines par mg 

d’HDL ont été obtenus dans les matrices Mg2Al-HDL, Mg4Al-HDL et MgZnAl-HDL et de 0.5 mg/mg 

dans la matrice Zn2Al-HDL. Les pourcentages d’activité retenue sont compris entre 72 et 92% pour 

ces matrices. En faisant varier le rapport enzyme/HDL de 0,25/1 à 4/1 dans Mg2Al-HDL, le meilleur 

taux d’encapsulation a atteint 1,6 mg prot/mg HDL  (pour le rapport 4/1) correspondant à un 

biohybride d’activité spécifique de 7,7 U/mg de gel. Ces résultats illustrent la capacité exceptionnelle 

des différentes matrices d’HDL à confiner efficacement des enzymes tout en préservant leur 

conformation et leur activité. Par ailleurs, la stabilité de la FSA en présence du co-solvant (DMF), le 

plus utilisé pour dissoudre certains aldéhydes accepteurs, est améliorée de 20% lorsque cette enzyme 

est immobilisée. Sur le plan structural, en faisant varier le rapport enzyme/HDL de 0,25/1 à 4/1 dans 

Mg2Al-HDL, une exfoliation progressive de la structure lamellaire a été observée, ce qui se traduit par 

la diminution de l’intensité et l’élargissement des raies  du diffractogramme de RX. La présence de 

l’enzyme durant la formation des feuillets d’HDL induit un changement de la morphologie et de la 

taille des particules.  

Pour la deuxième méthode, l’adsorption de l’enzyme a été réalisée (pH = 8) sur des HDL de 

différentes compositions (Mg2Al-CO3, Mg2Al-NO3, Mg2Al-DDS, Mg4Al-NO3). Des fortes interactions 

entre l’enzyme et l’HDL ont été mise en évidence : L’enzyme s’adsorbe fortement jusqu’à la 

saturation des sites du support. Le taux d’adsorption maximal a été obtenu avec la matrice Mg2Al-NO3 

(0.7 mg d’enzymes/mg d’HDL) à pH = 8. L’HDL Mg2Al possède une surface spécifique plus grande 

que celui Mg4Al, son précurseur nitrate est révélé comme meilleur choix pour l’adsorption. 

L’augmentation de la valeur du pH améliore ce taux : 0.9 mg d’enzymes/mg d’HDL sont adsorbés à 

pH = 9, ceci corrèle avec le p.i.e. élevé (7.1) de cette enzyme.  La structure de l’HDL est conservée 

après adsorption/échange anionique de l’enzyme : une légère exfoliation de la structure est mise en 

évidence puisque les deux phénomènes impliquent des interactions avec la surface de l’HDL.   

En conclusion, la coprécipitation et l’adsorption sont deux stratégies bien adaptées à 

l’immobilisation des enzymes dans et sur les HDL grâce aux conditions douces compatibles avec la 
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préservation de l’activité enzymatique. En phase avec d’autres études d’immobilisation par le groupe 

HDL de l’ICCF, la coprécipitation s’avère la méthode de choix car le taux d’encapsulation est 

nettement meilleur que celui obtenu par adsorption.  

 

Le deuxième objectif de ce travail de thèse était d’étudier l’immobilisation de la FSA 

dans une matrice hybride HDL/polysaccharide. Il s‘agissait ici d‘obtenir une macrostructuration 

des biohybrides enzyme@HDL sous forme de billes pour faciliter leur manipulation. Pour cela, nous 

avons d‘abord criblé différents polysaccharides pour sélectionner le plus adapté. Parmi tous les 

polysaccharides testés, trois ont été retenus (alginate, cellulose oxydée et ι-carraghénane) en prenant 

en compte la faisabilité de préparation des billes dans des conditions compatibles avec l’enzyme, 

notamment le pH. Une étude de stabilité de la FSA dans les solutions de ces polysaccharides avant 

gélification a montré que l’enzyme conserve la totalité de son activité. Le meilleur taux 

d’encapsulation étant obtenu avec un carraghénane de type iota, ce polysaccharide a été sélectionné 

pour une étude plus approfondie de l’encapsulation. En faisant varier la quantité d’enzyme à 

encapsuler dans les billes, la saturation est atteinte : nous avons pu immobiliser 2.5 mg d’enzymes/g 

de gel, ce qui correspond à 2.4 U/g de gel. Une perte d’enzymes durant l’étape de la gélification est 

décelée. Egalement, des problèmes d’accessibilité des sites actifs et de diffusion moléculaire des 

substrats ont causé la perte d’activité encapsulée. 

En faisant varier les masses du biohybride FSA@Mg2Al-HDL à encapsuler dans les billes d’-

carraghénane, la saturation est atteinte pour une valeur d’activité encapsulée qui est 3 fois plus grand 

que celle pour l’enzyme libre. La meilleure activité encapsulée était de 6.8 U/g de gel. Ceci est attribué 

aux interactions ioniques favorables entre l’HDL qui est chargé positivement et le polymère chargé 

négativement. 

Afin d’apporter une preuve de concept du potentiel catalytique de ces billes (FSA@Mg2Al-

HDL/ι-carr), une réaction d’aldolisation à petite échelle a été mise en œuvre. Le produit attendu a été 

obtenu avec un rendement de 80%. Les billes obtenues sont réutilisables pour 4 cycles dans du KCl 

(1M) sans une perte significative d’activité. Le travail en solution saline a été nécessaire pour 

préserver l’intégrité physique du gel polysaccharide. 

Dans cette partie, nous avons exploré une nouvelle matrice hybride pour l’immobilisation de 

la FSA. Nous avons trouvé que l’utilisation des HDL permet d’augmenter le taux d’encapsulation de 

l’enzyme. Celui-ci reste cependant modeste et cette approche n’a pas été poursuivie dans ce travail de 

thèse.  

 

Le troisième objectif de ce travail concerne les cascades enzymatiques pour la synthèse 

des sucres phosphorylés de série D et L.  

Dans la première partie, notre but était de concevoir des nanoréacteurs encapsulant un système 

cascade multienzymatique pour la synthèse de sucres phosphorylés de série D en phase hétérogène. 
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L’idée ici est d’associer directement plusieurs enzymes dans la même matrice HDL, ce qui n’avait 

encore jamais été exploré. Les cascades multienzymatiques avaient déjà été mises au point en phase 

aqueuse homogène lors d’un travail antérieur à cette thèse. Un premier bionanoréacteur a été préparé 

par coprécipitation de l’HDL en présence de deux enzymes,  la PKGstea et la DHAK. Associées, ces 

deux enzymes permettent la formation du DHAP à partir de la DHA à l’échelle semi-préparative. La 

matrice Mg2Al-HDL choisie a permis d’encapsuler 100% des enzymes avec une rétention de 50% de 

l’activité pour chacune des enzymes. Il est à noter que l’immobilisation des ces deux enzymes n’avait 

encore jamais été exploré. Le biohybride a été utilisé pour synthétiser le DHAP avec un rendement 

analytique de 100%. Il a catalysé la réaction de phosphorylation avec la même vitesse que celle 

obtenue avec les enzymes libres et a été réutilisable pour 3 cycles. Par ailleurs, nous l’avons mis en 

œuvre pour réaliser la synthèse de quatre sucres phosphorylés en position 1 en ajoutant au milieu une 

aldolase DHAP-dépendante et un aldéhyde accepteur. Ces sucres ont été isolés avec d’excellents 

rendements et une bonne pureté, démontrant l’efficacité du système en biocatalyse. Encouragés par ces 

bons résultats, un deuxième bionanoréacteur a été préparé par coprécipitation de quatre enzymes : la 

PKGstea, la DHAK, la TPI et la FSAA129S. C’est la matrice MgZnAl-HDL qui est la plus appropriée, 

sélectionnée suite à un criblage de trois matrices d’HDL, les enzymes étudiées séparément. Le 

pourcentage d’encapsulation a atteint 100% dans quasiment tous les cas. Les activités retenues étaient 

de 50%, 50%, 90% et 92% pour la PKGstea, la DHAK, la TPI et la FSAA129S respectivement. Ce 

bionanoréacteur tetraenzymatique a été utilisé pour réaliser la synthèse du D-F6P en partant 

uniquement de la DHA et du PEP pour l’apport du phosphate. La réaction a avancé avec la même 

vitesse que celle en utilisant les enzymes libres. Le D-F6P a été isolé pur avec un rendement de 90%. 

Ce système s’est révélé recyclable trois fois. Cependant après ce troisième cycle, si les activités 

retenues étaient de 86%, 85% et 84% pour la PKGstea, la TPI et la FSAA129S respectivement, celle de la 

DHAK a chuté de façon beaucoup plus forte (22%). Ainsi ce dernier résultat révèle que la 

performance du bionanoréacteur est limitée par la stabilité de la DHAK.  

La deuxième partie a été consacrée à l’élaboration de cascades multienzymatiques dédiées à la 

synthèse de sucres phosphorylés rares de série L en utilisant le L-G3P comme substrat accepteur de la 

FSA. La première étape de ce travail était de d’abord mettre au point le système en phase aqueuse 

homogène pour ensuite l’encapsuler comme décrit ci-dessus dans la deuxième étape. Après avoir 

démontré que la FSA accepte bien le L-G3P comme substrat accepteur, une stratégie économique de 

production de L-G3P in situ en partant des substrats simples et achiraux (formaldéhyde et GA) a été 

entreprise. En utilisant la GK, PK et la FSA et ses quatre donneurs, quatre nouveaux sucres 

phosphorylés de série L (L-xylose-5-phosphate,  L-sorbose-6-phosphate, L-désoxy-L-sorbose-6-

phosphate et 1,2-didésoxy-L-xylo-hept-3-ulose-7-phosphate) ont été synthétisés avec des bons 

rendements (79-86%). Les verrous à lever dans cette étude ont été le déplacement d’équilibre en 

faveur du produit souhaité et la limitation de la formation de produits secondaires. Ainsi ces cascades 
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ont été réalisées en une seule étape avec le GA comme donneur et en deux étapes pour les autres 

donneurs (HA, HB, DHA), en laissant le L-G3P s’accumuler initialement.  

Des essais préliminaires d’encapsulation de la GK n’ont pas conduit à des résultats positifs, 

seulement  5-10% de l’activité initiale a été retenue. Dans ces conditions et par manque de temps, il 

n’a pas été possible d’immobiliser le trio enzymatique.  

 

2. Perspectives 

 

Un des objectifs de cette thèse a été consacré à l’élaboration de bionanoréacteurs mono-

enzymatiques basé sur l’immobilisation de la FSAwt dans une matrice hybride HDL/polysaccharide. 

Les résultats obtenus sont modestes et ne nous ont pas encouragés à poursuivre dans cette voie. 

Cependant, il est possible d’envisager de remplacer la matrice polysaccharide par une matrice 

polymérique connue pour être plus efficace comme l’alcool polyvinylique développé dans la 

technologie LentiKats®. La conception de bionanoréacteurs FSA/HDL/ LentiKats® pourrait avoir des 

résultats intéressants en termes de pourcentage d’encapsulation, de rétention d’activité, de stabilité et 

d’amélioration des propriétés catalytiques de l’enzyme. Les systèmes enzyme/LentiKats® souffrent 

généralement d’un problème de relargage d’enzyme, relargage qui pourrait être limité grâce à la 

présence de l’HDL apporté par le biohybride enzyme@HDL. 

Nous nous sommes ensuite penchés sur la conception de cascades enzymatiques en phase 

homogène et hétérogène. Pour améliorer les biohybrides conçus pour la synthèse des composés 

d’intérêt (DHAP, D-F6P) en phase hétérogène, il faut travailler sur l’enzyme DHAK qui s’est révélée 

la plus fragile. La solution serait de chercher une autre DHAK plus stable dans la biodiversité ou de 

concevoir une autre construction du tag (C-terminal et N-terminal) afin d’augmenter le temps de vie 

du bionanoréacteur ainsi que sa recyclabilité. À terme, sur un plan plus général, il serait également 

intéressant de contrôler l’agencement des enzymes dans le matériau pour s’approcher des systèmes 

biologiques en réseau dans lesquels on observe une cinétique améliorée.  

La cascade multienzymatique pour la synthèse des sucres phosphorylés de série L a été 

réalisée avec un franc succès. Cependant, nous n’avons pas pu construire cette cascade en phase 

hétérogène puisque la GK a perdu quasiment la totalité de son activité après immobilisation. Il faudra 

donc rechercher une GK provenant d’une autre source microbienne, plus résistante à l’immobilisation, 

comme par exemple celle du thermophile Geobacillus stearothermophilus. 

 

Ce travail de thèse nous a permis d’explorer différentes stratégies pour la conception de 

bionanoréacteurs mono- et multi-enzymatiques. Le développement de tels bionanoréacteurs pourrait 

permettre de répondre à des applications potentielles dans le domaine industriel. 
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I. Purification des enzymes 

 

1- Purification de la FSAwt et de la FSAA129S 

 

Le culot congelé (5 g, 1 litre de culture) est resuspendu dans 40 mL de tampon de lyse (50 

mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazole, pH = 8). Les cellules mises dans un bain de glace, 

sont lysées par sonication pendant 40 minutes, avec des intervalles de 10 secondes de pulsations 

suivies de 15 secondes de repos, avec 50 % d‘amplitude. La suspension est ensuite centrifugée 

pendant 20 minutes à 12000 rpm, à 4°C. Le surnageant ainsi récupéré constitue l‘extrait cellulaire brut 

noté aussi lysat.  

Cet extrait contenant la FSA (wt ou A129S) recombinante d‘intérêt, exprimée avec une 

étiquette 6-His, est introduit dans une colonne contenant la résine NTA chargée en Nickel (14 mL) 

préalablement bien lavée avec de l‘eau déionisée. La résine alors chargée en protéines est lavée avec 

du tampon de lavage (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM imidazole, pH = 8) jusqu‘à l‘absence 

de protéines en sortie de colonne (vérification par le test de Bradford : 200 µL de réactif de bradford + 

10 µL de la solution). La FSA est ensuite éluée avec un tampon d‘élution (50 mM NaH2PO4, 300 mM 

NaCl, 250 mM imidazole, pH = 8), jusqu‘à l‘absence de protéines en sortie de colonne.  

Les fractions contenant la FSA sont rassemblées puis dialysées afin d‘éliminer l‘imidazole et 

de le remplacer par le tampon glycylglycine. La solution obtenue est donc introduite dans un « boudin 

de dialyse » qui est mis sous agitation durant une nuit à 4°C dans environ 3 L du tampon glycylglycine 

(50 mM, pH 7,5). Le mélange enzyme/glycylglycine est ensuite lyophilisé et l‘enzyme sera stockée 

sous forme de poudre (40-50% de glycylglycine). 

A partir de 5 g de culot, on obtient environ 130 mg de FSA d‘activité spécifique 1.6 U/mg 

pour la FSAwt et 5.5 U/mg pour la FSAA129S (dosage à 25°C). 

 

2- Purification de la DHAK 

 

Le culot congelé (3.9 g, 1 litre de culture) est resuspendu dans 35 mL de tampon de lyse (50 

mM NaH2PO4, pH = 7.5). Les cellules mises dans un bain de glace, sont lysées par sonication pendant 

40 minutes, avec des intervalles de 8 secondes de pulsations suivies de 15 secondes de repos, avec 50 

% d‘amplitude. La suspension est ensuite centrifugée pendant 20 minutes à 12000 rpm, à 4°C. Le 

surnageant est alors introduit dans une colonne contenant la résine NTA chargée en Nickel (15 mL) 

préalablement équilibré avec un tampon Na2HPO4 (50 mM, pH = 7.5). La résine est ensuite lavée avec 

du Na2HPO4 (50 mM, pH = 7.5) jusqu‘à l‘absence de protéines en sortie de colonne (vérification par le 

test de Bradford : 200 µL de réactif de bradford + 10 µL de la solution). La DHAK est ensuite 
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décrochée de la résine avec un tampon d‘élution (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 250 mM 

imidazole, pH = 7.5), jusqu‘à l‘absence de protéines en sortie de colonne.  

Les fractions contenant la DHAK sont introduites dans un « boudin de dialyse » qui est mis 

sous agitation durant une nuit à 4°C dans environ 3 L de l‘eau déionisé (pH 7,5). L‘enzyme est ensuite 

lyophilisée et stockée sous forme de poudre.  

A partir de 3.9 g de culot, on obtient 105 mg de DHAK d‘activité spécifique 1.1 U/mg (dosage 

à 25°C). 

 

3- Purification de la PKGstea 

 

Le culot congelé (4 g, 1 litre de culture) est resuspendu dans 35 mL de tampon Tris (50 mM, 

pH = 7.5). Les cellules mises dans un bain de glace, sont lysées par sonication pendant 40 minutes, 

avec des intervalles de 10 secondes de pulsations suivies de 15 secondes de repos, avec 50 % 

d‘amplitude. La suspension est ensuite centrifugée pendant 20 minutes à 12000 rpm, à 4°C. Le 

surnageant est introduit dans une colonne contenant la résine NTA chargée en Nickel (15 mL) 

préalablement équilibré avec un le tampon Tris (50 mM, pH = 7.5). La résine est ensuite lavée avec un 

tampon (50 mM Tris, 20 mM imidazole, pH = 7.5) jusqu‘à l‘absence de protéines en sortie de colonne 

(vérification par le test de Bradford : 200 µL de réactif de bradford + 10 µL de la solution). La PK est 

ensuite décrochée de la résine avec un tampon d‘élution (50 mM Tris, 250 mM imidazole, pH = 7.5), 

jusqu‘à l‘absence de protéines en sortie de colonne.  

Les fractions contenant la PK sont introduites dans un « boudin de dialyse » qui est mis sous 

agitation durant une nuit à 4°C dans environ 3 L du tampon Tris (50 mM, pH 7,5). L‘enzyme est 

ensuite lyophilisée et stockée sous forme de poudre.  

A partir de 4 g de culot, on obtient 135 mg de PK d‘activité spécifique 210 U/mg pour le 

dosage à 30°C, et 130 U/mg si le dosage est fait à 25°C. 

 

 

II. Dosage de l’activité des enzymes 
 

 

L‘activité enzymatique est un paramètre utilisé pour mesurer quantitativement les effets que 

l‘enzyme provoque et qui s‘exprime en unité enzymatique. Cette unité enzymatique correspond à la 

transformation d‘une micromole de substrat par minute dans les conditions utilisées. Sur le plan 

général, l‘activité enzymatique dépend de plusieurs facteurs : la nature du substrat puisque la vitesse 

de la réaction enzymatique diffère selon la nature du substrat, les cofacteurs et coenzymes dont la 

présence est indispensable pour l‘activité de certaines enzymes, la nature du solvant, le pH du milieu 

et la température. 
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L‘activité spécifique d‘une enzyme correspond à la quantité d‘enzyme qui catalyse la 

transformation d‘une micromole de substrat par unité de temps et par mg d‘enzyme (micromol.min-

1.mg-1 = U.mg-1)325. L‘activité spécifique d‘une enzyme peut facilement être déterminée par 

spectrophotométrie UV. Souvent les dosages envisagés utilisent le NADH qui absorbe à 340nm. Grâce 

à la loi de Beer-Lambert, ce type de dosage donne accès à l‘activité spécifique: 

 

   (      )         et    
  
 
    

  
  donc,   

  
  

   

    
 

 

Avec l = 1 cm et ɛ(NADH) = 6220 M-1.cm-1 

C = concentration de la solution (mol-1.L-1) 

 

L‘activité est alors obtenue en divisant la pente (   
  
) par ɛ.l 

          
     

   
 

L‘activité est alors obtenue en mol.L-1.min-1, cependant on cherche à l‘obtenir en µmol.vcuve-

1.min-1 : 

          
     

   
               

     

   
       si vcuve= 1 mL 

 

On obtient alors l‘activité présente dans la cuve de dosage (en U), il faudra ensuite la rapporter 

en U/mg en divisant la valeur obtenue par le nombre de mg d‘enzymes présent dans la cuve. 

 

 

1- Dosage de l‘activité de la FSA 

 

Il existe deux méthodes pour mesurer l‘activité spécifique de la FSA. Elles ont été introduites par 

Sprenger et al.156 La première implique le dosage du D-F6P formé au cours du temps par deux 

enzymes auxiliaires : la phosphoglucose isomerase et la glucose-6-phosphate dehydrogenase. La 

consommation de NADPH est suivie par spectrophotométrie à 340 nm. La deuxième méthode suit la 

réaction de rétro-aldolisation du D-F6P (Schéma 1). On peut alors doser soit la conversion du DHA par 

la glycérol déshydrogenase (GDH) ou bien, doser la conversion du G3P en glycérol phosphate en 

utilisant la triose phosphate isomérase (TPI) et la glycérophosphate déshydrogénase (GPDH).  Nous 

n‘avons mis en œuvre que la deuxième méthode (voie 1 et 2) utilisant la réaction de rétroaldolisation. 

Dans ce cas, une unité d‘enzyme correspond à la quantité d‘enzyme qui coupe 1 µmol de D-F6P ; ce 

qui est équivalent à la consommation de 1 µmol de NADH.  
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Schéma 1 : Principe de dosage de l’activité spécifique de la FSA 

 
 
Dans une cuve spectrophotométrique (Vcuve = 1 mL), sont introduits : 

- 930 µl de glycylglycine (50 mM, pH = 8) 

- 20 µL de NADH (sel disodique, 10 mg/mL) 

- 30 µL de D-F6P (sel disodique, 430 mg/mL) 

- 3 U de GPDH, 30 U de TPI (ou bien 2 U de GDH) 

- 10 µl d‘une solution diluée de FSA (2.0-4.0 µg)  

Le dosage est fait à 25°C. La réaction est initiée par l‘ajout de la FSA. La diminution de 

l‘absorbance est mesurée à 340 nm pendant 8 minutes. 

 

2- Dosage de l‘activité de la DHAK 

La DHAK catalyse la réaction de formation du DHAP à partir du DHA. La formation du DHAP 

peut être dosée par la GPDH qui est NADH dépendante276. La réaction de dosage de l‘activité de 

DHAK est représentée dans le Schéma 2. Dans ce cas, une unité d‘enzyme correspond à la quantité 

d‘enzyme qui transforme 1 µmol de DHA ; ce qui est équivalent à la consommation de 1 µmol de 

NADH.  
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Schéma 2 : Réaction de dosage de l’activité de la DHAK 

 

Dans une cuve spectrophotométrique (Vcuve = 1 mL), sont introduits : 

- 880 µL du Tris (50 mM, pH = 7.5) 

- 20 µL de NADH (sel disodique, 10 mg/mL) 



Annexes 

223 
 

- 75 µL d‘ATP (sel disodique, 28 mg/mL) 

- 10 µL de MgCl2.6H2O (100 mg/mL) 

- 2 U de GPDH 

- 10 µL d‘une solution diluée de DHAK (2.5-5.0 µg) 

- 2.5 µL de DHA (90 mg/mL) 

Le dosage est fait à 25°C. La réaction est initiée par l‘ajout du DHA. La diminution de 

l‘absorbance est mesurée à 340 nm pendant 8 minutes. 

 

3- Dosage de l‘activité de la PKGstea 

L‘activité de la PKGstea est mesurée en quantifiant le pyruvate produit par la déphosphorylation 

du PEP298 (Schéma 3). Dans ce cas, une unité d‘enzyme correspond à la quantité d‘enzyme qui 

transforme 1 µmol de PEP ; ce qui est équivalent à la consommation de 1 µmol de NADH. 
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Schéma 3 : Dosage de l’activité de la PKGstea 
 

 

Dans une cuve spectrophotométrique (Vcuve = 1 mL), sont introduits : 

- 860 µL d‘imidazole-HCl (50 mM, pH = 7.2) 

- 13 µL de KCl (300 mg/mL) 

- 14 µL de MgCl2.6H2O (100 mg/mL) 

- 5 µL de PEP (68 mg/mL, 0.4 M, solution préalablement dosée) 

- 80 µL d‘ADP (sel sodique, 22 mg/mL) 

- 20 µL de NADH (sel disodique, 10 mg/mL) 

- 5 U LDH 

- 10 µL d‘une solution diluée de PKGstea (0.02-0.04 µg) 
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Le dosage est fait à 25°C. La réaction est initiée par l‘ajout de la PKGstea. La diminution de 

l‘absorbance est mesurée à 340 nm pendant 8 minutes. 

 

4- Dosage de l‘activité de la TPI 

L‘activité de la TPI est mesurée en quantifiant le DHAP formé par l‘isomérisation du G3P308 

(Schéma 4). Dans ce cas, une unité d‘enzyme correspond à la quantité d‘enzyme qui transforme 1 

µmol de G3P ; ce qui est équivalent à la consommation de 1 µmol de NADH. 
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Schéma 4 : Dosage de l’activité de la TPI 
 

Dans une cuve spectrophotométrique (Vcuve = 1 mL), sont introduits : 

- 900 µL de Tris (50 mM, pH = 8) 

- 20 µL de NADH (sel disodique, 10 mg/mL) 

- 40 µL de D, L-G3P (120 mM, pH = 7, solution préalablement dosée) 

- 2 U de GPDH  

- 10 µL d‘une solution diluée de TPI (2 ng) 

Le dosage est fait à 25°C. La réaction est initiée par l‘ajout de la TPI. La diminution de 

l‘absorbance est mesurée à 340 nm pendant 8 minutes. 

 

III. Synthèse du PEP326 

Nous avons préparé le PEP à partir de l‘acide bromopyruvique en deux étapes, comme le 

montre le Schéma 5. 

 

CO2H

O
Br

1- P(OMe)3
2- Hydrolyse

2-O3PO CO2H

Acide bromopyruvique PEP  
 

Schéma 5 : Synthèse du PEP 
 

Dans un ballon de 250 mL préalablement séché à l‘étuve, on place 8 mL de 

triméthylphosphite dans 60 mL de THF anhydre. En utilisant une ampoule de coulée, on ajoute ensuite 

une solution d‘acide bromopyruvique (10 g dans 15 mL de THF anhydre), goutte à goutte. Le milieu 
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réactionnel est agité et chauffé à reflux pendant 12h. Ensuite, le solvant est évaporé à l‘évaporateur 

rotatif. La masse du produit intermédiaire est de 11.94 g (60.9 mmol). Le rendement de cette étape est 

de 102%. 

40 mL d‘eau sont ensuite ajoutés afin d‘hydrolyser le produit obtenu sous agitation. Des 

contrôles CCM ont été réalisés pour pouvoir suivre la réaction à t = 30 min, 1h 30, 4h, 6h et 12h, dans 

un mélange isopropanol/eau (7 :3). Le produit non hydrolysé apparait encore en CCM à t = 6h, la 

réaction est finie à t=12h. 

Une solution de potasse (3 M, 100 mL) est ensuite ajoutée jusqu‘à pH 2.8 (sachant que le pH 

initial était de 1). Le mélange est concentré à l‘évaporateur rotatif. 40 mL d‘éthanol sont ensuite 

ajoutés afin de faire cristalliser le produit dans un bain de glace. Le solide est ensuite filtré et séché. La 

masse du PEP obtenu est de 6.9 g ce qui représente un rendement de 56% pour cette étape. Le dosage 

enzymatique du PEP montre une pureté de 100%. 

 

IV. Dosage des substrats 

Plusieurs substrats ont été dosés en suivant leur consommation en ajoutant des enzymes  qui 

les transforment. Une des enzymes utilisés doit être NADH-dépendante pour pouvoir quantifier la 

consommation du substrat à 340 nm. La concentration du substrat est calculée à partir de la différence 

entre l‘absorbance initiale et l‘absorbance finale. En général, pour doser un substrat il faut introduire 

1.10-7- 2.10-7 mol de ce substrat dans la cuve. 

D‘après la loi de Beer-Lambert : 

   (      )         donc,     
   

   
 

Avec l = 1 cm et ɛ(NADH) = 6220 M-1.cm-1 

C0 = concentration de la solution (mol-1.L-1) 

La concentration (C0) est alors obtenue en mol.L-1 du milieu du dosage. Il faudra prendre en 

compte le volume de la cuve (1 mL). C1 est obtenu alors en mol par mL, c‘est la quantité du substrat 

dans la cuve. 

     
  
    

  

Il faudra ensuite ramener la valeur obtenue à la solution initiale à doser en divisant C1 par le 

volume prélevée de cette solution (en mL).  

    
  

 (  )
 

C2 est alors la concentration de la solution initiale en mol.mL-1.  

Dosage du PEP/Pyruvate : 

Afin de déterminer la pureté du PEP synthétisé, il est nécessaire de le doser. Ce dosage utilise 

le même principe que celui présenté pour le dosage de l‘activité de la PKGstea (Schéma 6). 
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Schéma 6 : Dosage du PEP/pyruvate 
 

 

Dans une cuve spectrophotométrique (Vcuve = 1 mL), sont introduits : 

- 970 µL de glycylglycine (50 mM, pH = 8) 

- 20 µL de NADH (sel disodique, 10 mg/mL) 

- 5 U de LDH 

- 50 µL d‘ADP (sel sodique, 22 mg/mL) 

- 10 µL de MgCl2.6H2O (100 mg/mL) 

- 5 U de PKGstea 

- 5 µL de l‘échantillon à doser (il faudra l‘ajouter après noter l‘absorbance initiale) 

 

La consommation du NADH est suivie à 340°C et à 25°C. 1 µmol de NADH consommé 

correspond à 1 µmol de pyruvate consommé et donc à 1 µmol de PEP. La différence entre 

l‘absorbance initiale et finale nous donne la concentration en PEP.  

Remarque : ce dosage est également utilisé pour doser le pyruvate lorsque l‘on veut suivre son 

apparition à partir du PEP par exemple. Pour ce faire, la PK, l‘ADP et le Mg ne sont pas additionnés 

dans la cuve. Ils peuvent l‘être en fin de dosage pour contrôler la quantité restante de PEP. 

 

Dosage du D, L-G3P 

 

Le D, L-G3P peut être quantifié en utilisant la même réaction de dosage de l‘activité de la TPI. 

Les solutions préparées ou conservées doivent être dosées avant leur utilisation. C‘est le D-G3P qui est 

suivi au cours du dosage.  
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Schéma 7 : Dosage du D-G3P 
 

  

Dans une cuve spectrophotométrique (Vcuve = 1 mL), sont introduits : 

- 970 µL de glycylglycine (50 mM, pH = 8) 
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- 20 µL de NADH (sel disodique, 10 mg/mL) 

-  4 U GPDH 

- 8 U TPI 

- 10 µL d‘une solution diluée de D, L-G3P 

L‘absorbance initiale est noté avant l‘initiation de la réaction qui se fait par l‘ajout du D, L-

G3P. 1 µmol de NADH consommée correspond à 1 µmol de D-G3P présente, puisque seulement le D 

est dosé par cette méthode. La concentration calculé est ensuite multipliée par deux afin d‘obtenir la 

concentration en D, L-G3P. 

 

Dosage du DHAP 

 

Le DHAP est dosé en suivant sa consommation par la GPDH comme le montre le Schéma 8. 
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Schéma 8 : Dosage du DHAP 
 

Dans une cuve spectrophotométrique (Vcuve = 1 mL), sont introduits : 

- 970 µL de Tris (50 mM, pH = 8) 

- 20 µL de NADH (sel disodique, 10 mg/mL) 

- 4 U de GPDH 

- 10 µL d‘une solution diluée de DHAP 

L‘absorbance initiale est notée avant l‘initiation de la réaction qui se fait par l‘ajout du DHAP. 

1 µmol de NADH consommée correspond à 1 µmol de DHAP. La différence entre l‘absorbance 

initiale et finale nous donne la concentration en DHAP.  

 

Dosage du HA 

 

Le HA est dosé en suivant sa consommation par la GDH comme le montre le Schéma 9. 
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Schéma 9 : Dosage du HA 
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Dans une cuve spectrophotométrique (Vcuve = 1 mL), sont introduits : 

- 970 µL de glycylglycine (50 mM, pH = 8) 

- 20 µL de NADH (sel disodique, 10 mg/mL) 

- 4 U de GDH 

- 10 µL d‘une solution diluée de HA 

L‘absorbance initiale est notée avant l‘initiation de la réaction qui se fait par l‘ajout du HA. 1 

µmol de NADH consommée correspond à 1 µmol de HA. La différence entre l‘absorbance initiale et 

finale nous donne la concentration en HA. 

  

Dosage du D-F6P 

 

Le D-F6P a été dosé en utilisant deux enzymes auxiliaires : la phosphoglucose isomérase 

(PGI) et la glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PDH) comme le montre le Schéma 10. 
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Schéma 10 : Dosage du D-F6P 
 

Dans une cuve spectrophotométrique (Vcuve = 1 mL), sont introduits : 

- 970 µL de Tris (50 mM, pH = 8) 

- 10 µL de NADP+ (sel disodique, 50 mM) 

- 1 U de G6PDH 

- 2 U de PGI 

- 5 µL de la solution à doser  

L‘absorbance initiale est notée avant l‘initiation de la réaction qui se fait par l‘ajout du D-F6P. 

1 µmol de NADPH formé correspond à 1 µmol de D-F6P consommée. La différence entre 

l‘absorbance initiale et finale nous donne la concentration en D-F6P.  

 

V. Dosage des protéines 

Les protéines ont été quantifiées par le test de Bradford327. Le bleu de Coomasie G250 

(coloration brune) qui est présent dans la solution de Bradford, se colore en bleu en formant des 
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complexes avec les protéines. La BSA (bovine serum albumine) est considérée comme protéine de 

référence. Une droite de calibration est tracée pour différentes concentrations de BSA (0.1, 0.2, 0.3, 

0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9, 1 mg/mL) en mélangeant 1 mL de bradford et 20 µL de chacune des 

solutions. Une cuve est aussi réalisée avec 20 µL d‘eau comme cuve de référence. Parallèlement, dans 

une dernière cuve, 1 mL de bradford est ajouté à 20 µL de la solution de concentration inconnue. Les 

cuves sont ensuite incubées pendant 10 minutes à l‘abri de la lumière. Ensuite, leurs absorbances sont 

mesurés à 595 nm.  

 

VI. Immobilisation des enzymes sur les HDL 
 

1- Préparation de l’HDL 

Les HDL utilisés dans cette thèse sont préparés par coprécipitation. Cette méthode consiste à 

ajouter les solutions de sels (solution de sels contenant les métaux divalents et trivalents dans des 

proportions adéquates) et de base simultanément à une vitesse constante dans un réacteur contenant de 

l‘eau (ou le composé à intercaler dans l‘eau, par exemple l‘enzyme) à un pH constant et sous azote si 

on ne veut pas intercaler des ions carbonates. En effet, l‘ion carbonate possède une plus grande affinité 

avec les hydroxydes doubles lamellaires. Le pH doit rester constant au cours de l‘ajout si on veut 

obtenir un composé homogène. Lorsque l‘addition est terminée, le produit obtenu est centrifugé puis 

lavé plusieurs fois et stocké sous forme d‘une suspension dans l‘eau. La Figure 1 représente le 

protocole expérimental de la coprécipitation. 

 

 
Figure 1 :  coprécipitation à pH constant76 
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2- Immobilisation des enzymes dans les HDL 

Le même protocole expérimental expliqué dans la partie précédente est utilisé pour 

immobiliser des enzymes. L‘enzyme est mise dans le réacteur avant de commencer l‘ajout des 

solutions de sels et de la base. Les protocoles détaillés pour l‘immobilisation des enzymes sont décrits 

dans les parties expérimentales de chacun des articles. Les biohybrides obtenus sont dosés en ajoutant 

à la cuve de dosage 10 µL d‘une solution diluée du biohybride enzyme@HDL. Le dosage peut se faire 

sans agitation, puisque la décantation des particules enzymes@HDL est lente. Un blanc est fait avec 

un HDL sans enzyme, nous avons observé que durant 8 minutes (durée du dosage), il n‘y avait aucun 

changement d‘absorbance. 
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Résumé 
Ces travaux de thèse pluridisciplinaires à l‘interface entre biocatalyse et nanomatériaux visent la conception de 

matériaux biohybrides innovants par assemblage dans des conditions douces de matériaux inorganiques de type hydroxydes 
doubles lamellaires (HDL) avec des enzymes. La première partie de ce mémoire est consacrée à la caractérisation des 
interactions physico-chimiques entre les HDL et la fructose-6-phosphate aldolase (FSA) catalysant la formation 
stéréosélective de liaisons C-C pour conduire à des polyols chiraux. Les structures lamellaires HDL permettent un 
confinement efficace de systèmes enzymatiques grâce à leur structure bidimensionnelle poreuse, leurs propriétés physico-
chimiques favorables à l‘échange ionique et leur biocompatibilité. Différentes stratégies d‘immobilisation de la FSA dans des 
matrices d‘HDL ont été explorées, le taux d‘immobilisation et l‘activité biocatalytique étant fortement dépendant de la 
méthode d‘assemblage et de la nature des phases HDL. Le taux d‘immobilisation de l‘enzyme obtenu par coprécipitaton est 
supérieur à celui obtenu par adsorption.  

Dans une deuxième partie, un bioréacteur a été élaboré par un assemblage hiérarchisé constitué de la FSA, de 
nanoplaquettes d‘HDL et de billes de polysaccharide, ce dernier jouant le rôle de matrice macrostructurante.  De façon 
notable, le taux d‘encapsulation de l‘enzyme dans la matrice macroscopique est amélioré lorsque le biocatalyseur est pré-
encapsulé dans les nanoplaquettes d‘HDL. Ceci est attribué aux interactions électrostatiques favorables entre les chaînes de 
polysaccharide et les HDL, facilitant une charge de matière plus importante. L‘efficacité catalytique du bioréacteur obtenu et 
sa recyclabilité ont été démontrés.  

Dans la troisième partie de cette thèse, nous décrivons pour la première fois la conception de bionanoréacteurs 
enzymes@HDL par co-immobilisation de systèmes bi- ou tétra-enzymatiques dans les HDL permettant de réaliser des 
cascades multienzymatiques biomimétiques. L‘immobilisation des différentes enzymes prises séparément a d‘abord été 
optimisée afin de déterminer les conditions de co-immobilisation et de réaliser les cascades biocatalytiques en phase 
hétérogène. Ces bionanoréacteurs, dont nous avons démontré la recyclabilité, ont été appliqués pour la synthèse de sucres 
phosphorylés de série D. Enfin, une cascade multienzymatique a été conçue de novo en solution aqueuse et optimisée pour 
synthétiser différents sucres phosphorylés rares de série L.  

Mots clés : biocatalyse, Hydroxydes Doubles Lamellaires (HDL), fructose-6-phosphate aldolase, matériaux 
biohybrides, cascade enzymatique, bionanoréacteur, immobilisation d‘enzymes. 

 

 Abstract 
This multidisciplinary thesis at the biocatalysis/nanomaterial interface perfectly aims at designing innovative 

biohybrid materials by the assembly of inorganic materials the Layered Double Hydroxides (LDH) with enzymes under mild 
conditions. The first part of this thesis is devoted to the characterization of physico-chemical interactions between the LDH 
and the fructose-6-phosphate aldolase (FSA) catalyzing the stereoselective C-C bond formation to provide chiral polyols. 
LDH structures allow the effective confinement of enzymatic systems thanks to their opened two-dimensional structure as 
well as their chemical surface properties at the nanoscale and their biocompatibility. The FSA immobilization in different 
LDH  matrices by different methods was studied. Biocatalytic activity is highly dependent on the method of assembling, 
modulating the final amount of FSA. The retaining activity rate of co-precipitated material was higher than that obtained for 
the adsorbed enzyme.  

In a second part, a bionanoreactor was developed based on a hierarchized assembly of FSA, LDH nanoplatelets and 
polysaccharide beads acting as a macrostructuring matrices. Significantly, the encapsulated enzyme rate in the beads was 
improved when the biocatalyst was pre-encapsulated in LDH nanoplatelets. This is attributed to favorable electrostatic 
interactions between the polysaccharide chains and LDH, facilitating a higher catalyst loading. The catalytic efficiency of the 
prepared bioreactor and its recyclability were demonstrated. 

In the third part of this thesis, we describe for the first time the design of bionanoreactors ―enzymes@LDH‖ by co-
immobilisation of two and four enzymes in LDH allowing biomimetic multienzymatic cascades. We first studied the 
immobilization of the different enzymes taken separately. Then we worked on the optimization of the biocatalytic cascades in 
heterogeneous phase. These bionanoreactors, for which we have shown the recyclability, have been applied to the synthesis 
of D-series phosphorylated sugars. Finally, a multienzymatic cascade was de novo designed in aqueous homogeneous 
solution. It was optimized for the synthesis of rare L-phosphorylated sugars.  

Keywords: biocatalysis, Layered Double Hydroxides (LDH), fructose-6-phosphate aldolase, biohybrid materials, 
enzymatic cascade, bionanoreactor, enzyme immobilization. 

 




