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Résumé

Résumé

La séparation de deux énantioméres est un procédé d’intérét pour l'industrie
pharmaceutique. En effet, souvent un seul des énantiomeres exerce l'activité biologique
requise. Cette problématique est abordée ici par 'utilisation d'enzymes énantiosélectives qui
est une alternative intéressante aux méthodes conventionnelles (chromatographie chirale,
synthese asymétrique ou cristallisation). Cette approche a été mise en ceuvre pour les
molécules de la famille des profénes (I'lbuproféne, le Kétoproféne ou le Naproxene par
exemple) qui sont des acides 2-arylpropioniques et constituent une classe importante de

médicaments anti-inflammatoires non stéroidiens.

Tout d’abord, un travail de recherche dans le domaine de la catalyse enzymatique et
de l'ingénierie d’enzymes a été effectué. Des enzymes aux potentialités prometteuses,
issues de la levure Yarrowia lipolytica, pour la résolution de ces trois anti-inflammatoires ont
été identifiées. S"appuyant sur la modélisation moléculaire, I'ingénierie moléculaire a été
utilisée pour accéder a des enzymes performantes tant du point de vue de la sélectivité que
de l'activité. Les réactions ont été réalisées conventionnellement dans un systéme
diphasique phase aqueuse/décane car les profénes et les esters associés sont des substrats
hydrophobes et tres faiblement solubles dans I'eau, la réaction doit donc étre effectuée dans
un solvant apolaire en contact avec une phase aqueuse ou I'enzyme libre est dissoute. Ce
mode opératoire permet d'éviter une immobilisation de I'enzyme. Une enzyme pour chaque
substrat avec une énantiosélectivité suffisante a pu étre développée, a savoir Lip2p V232A
pour I'ibuprofene, V235S pour le naproxéne et V232F pour le kétoprofene. Les lipases de
Candida rugosa se sont également avérées intéressantes pour la résolution des proféenes

mais moins que les lipases précédemment évoquées.

Le deuxieme aspect de cette these s’est intéressé a la mise ceuvre de cette technique
de résolution enzymatique dans un procédé innovant de Chimie Verte ol le dioxyde de
carbone supercritique (CO,SC) remplace le décane. En effet, les solvants organiques tels que
le décane peuvent étre toxiques mais aussi difficiles a éliminer, a la fin du processus, ce qui

conduit a des étapes fastidieuses et colteuses de purification.

Dans un premier temps I'étude a porté sur la résolution de I'acide 2-bromo phényl acétique

par I'hydrolyse de son ester octylique (ester + eau <=> acide (proféne) + alcool).



Résumé

L'acidification de la phase aqueuse en contact avec CO,SC (formation d'acide carbonique)
s’est montrée préjudiciable pour obtenir des conversions élevées. Cet inconvénient a été
atténué en utilisant des concentrations assez élevées de sels (Na,HPO,4 et KH,PQO4) pour
tamponner la phase aqueuse. Une étude spécifique en cellule haute pression utilisant des
sondes solvatochromiques a permis d’établir que I'utilisation de concentrations élevées de
sels (de I'ordre de 1000 mmol/L) permettait de maintenir un pH de |‘ordre de 6. Dans ces
conditions, des conversions élevées ont pu étre obtenues pour des temps de réactions de

I'ordre de 100 h.

Cependant la cinétique s’est avérée plus lente par rapport a celle observée avec le décane.
L’explication de cette différence n’est pas encore totalement élucidée mais deux pistes ont
été privilégiées : la formation de carbamates dues aux interactions entre le CO,SC et les
acides aminés composant I'’enzyme ou une mauvaise ouverture du volet moléculaire qui

recouvre le site actif de I’enzyme liée a la moindre hydrophobicité du CO,SC hydraté.

Cette résolution énantiomérique a également été mise en ceuvre dans un systeme sans
phase aqueuse en utilisant I‘enzyme sous sa forme immobilisée sur support solide en

utilisant la réaction réverse, |'estérification.

Utilisant les mémes approches, la résolution énantiomérique de I'ibuproféene a également
été réalisée. Les meilleurs résultats obtenus en systéme diphasique phase aqueuse/CO,SC

permettent en 75 heures une résolution quasi-totale.
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Summary

The separation of the two enantiomers (or enantiomeric resolution) is a process of
interest to the pharmaceutical industry. Indeed, very often, only one of the enantiomers has
the required biological activity. This issue is addressed here by the use of enantioselective
enzymes which is an interesting alternative to conventional methods (chiral
chromatography, asymmetric synthesis, crystallization). This approach has been
implemented for separation of molecules of the profens family (lbuprofen, Naproxen or
Ketoprofen for example) that are 2-arylpropionic acids and are an important class of anti-

inflammatory drugs (NSAIDs).

One first aspect of this work was to use molecular modeling and molecular
engineering to identify enzymes, from the yeast Yarrovia lipolytica, with promising potential
from the point of view of selectivity and activity. Reactions were carried out conventionally
in a biphasic aqueous phase/decane system since the profens and related esters are
hydrophobic substrates and very sparingly soluble in water so that the reaction must be
carried out in an apolar solvent in contact with an aqueous phase where the enzyme is
dissolved. This procedure avoids immobilization of the enzyme. An enzyme with good
enantioselectivity for each substrate was developed, namely Lip2p V232A for ibuprofen,
V235S for naproxen and V232F for ketoprofen. Lipases of Candida rugosa also proved useful
for the resolution of ibuprofen, naproxen and ketoprofen but were less efficient than the

lipases mentioned above.

The second aspect of this thesis focused to the implementation of this enzymatic
resolution technology in an innovative process for Green Chemistry where decane was
replaced by supercritical carbon dioxide (scCO,).Indeed, organic solvents such as decane
may be toxic but also difficult to remove at the end of the process, which leads to

cumbersome and costly purification steps.

Initially the study focused on enzymatic resolution of 2-bromo phenyl acetic acid by
hydrolysis of its octyl ester (ester + water <=> acid (profen) + alcohol). Acidification of the
aqueous phase in contact with scCO, (formation of carbonic acid) proved to be detrimental
to obtain high conversions. This disadvantage was mitigated by using relatively high

concentrations of salts (1000 mmol/L) to buffer the aqueous phase. A specific study in a high
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Summary

pressure cell using solvatochromic probes showed that the use of high concentrations of
salts allowed maintaining a pH of about 6. In these conditions, high conversions could be

obtained for reaction times of 100 hours.

However kinetics proved to be slower compared to those observed using decane as the
organic phase. The explanation for this difference is not yet fully understood but two
hypotheses can be evoked: formation of carbamates due to interactions between the scCO,
and amino acids or a bad opening of the "lid" that covers the active site related to a lower

hydrophobicity of hydrated scCO,.

This enantiomeric resolution was also implemented in a non-aqueous phase system using
the enzyme in its immobilized form on a solid support, using the reverse reaction:

esterification of profen.

Using the same approach, the enantiomeric resolution of ibuprofen was also carried out.

Best results using aqueous phase/scCO, system allowed total resolution within 75 hours.
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Introduction

La résolution d’'un mélange racémique est un véritable défi dans lindustrie
pharmaceutique notamment. En effet lorsqu’une molécule posséde un atome (le plus
souvent un carbone) asymétrique, c’est-a-dire un atome portant quatre atomes ou groupe
d’atomes différents, cela conduit a deux conformations de molécule différentes appelés
énantiomeres. Ces énantiomeres sont images |I'un de I'autre dans un miroir plan et ont des
propriétés physico chimiques identiques et ne se distinguent que par leur pouvoir rotatoire
vis a vis de la lumiére (conformations (R) ou (S)). lls peuvent avoir cependant des propriétés
biologiques trés différentes du fait de leur structure tri-dimensionnelle distincte. Par
exemple pour le composé thalidomide la conformation (R) est un anti-nauséeux et la
conformation (S) est tératogene. C'est pourquoi la séparation des énantioméres est
indispensable pour avoir uniquement la molécule avec I'activité recherchée dans le produit
fini et ne pas risquer des effets indésirables dus a I’énantiomére non désiré. Différentes
méthodes peuvent étre utilisées pour effectuer la séparation des énantioméres mais les
méthodes chimiques classiques sont trés complexes et couteuses. Elles seront décrites plus
avant dans ce mémoire. Les catalyseurs d’origine biologique, les enzymes, possedent
généralement une capacité a différencier les énantiomeres, une énantiosélectivité, qui est
tres intéressante dans ce cadre. L'enzyme, si elle est suffisamment sélective, va effectuer la
séparation des énantiomeres via une réaction sur un seul des deux énantiomeres. A la fin de
la réaction, appelée catalyse enzymatique, les deux énantiomeéres seront donc sous deux
formes chimiques bien distinctes et faciles a séparer. Cependant I’énantiosélectivité native
des enzymes peut ne pas étre suffisante pour faire une bonne séparation des énantiomeres.
Deux stratégies peuvent alors étre employées : i) chercher dans la nature une enzyme avec
une énantiosélectivité suffisante ou alors ii) améliorer par génie génétique une enzyme
possédant une énantiosélectivité insuffisante. Dans cette étude ce seront principalement

des lipases, issues des levures Yarrowia lipolytica et Candida rugosa qui seront considérées.

Dans le cas de substrats hydrophobes, la catalyse enzymatique peut étre réalisée dans un
solvant organique qui permet de dissoudre ces substrats. Par contre, les enzymes étant trés
majoritairement insolubles dans de tels solvants, une premiére stratégie consiste a les
immobiliser sur un support solide, généralement poreux, et de mettre alors en ceuvre un
réacteur de type contacteur solide-liquide, tel qu’un réacteur a lit fixe par exemple. Ce

solvant organique en plus d’une certaine toxicité devra étre retiré en fin de procédé de
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fabrication et cette purification peut étre fastidieuse et trés couteuse. C'est pourquoi lors de
cette étude nous proposons de considérer sa substitution par un solvant « vert », le dioxyde
de carbone a I'état supercritique (CO,SC). Le CO,SC, du dioxyde de carbone au-dela des
conditions critiques (a savoir, pour ce composé pur, température de 31 °C et une pression de
74 bar) sera tres facile a retirer a la fin du procédé de synthése car il suffira d’abaisser la
pression, le CO, reviendra a I'état gazeux et laissera le produit « propre », dépourvu
d’impuretés et de résidus. Cette configuration (enzyme immobilisée et un unique solvant),
gue nous appellerons ici abusivement « systeme monophasique » (CO,SC seul) a été
majoritairement étudiée et proposée dans la littérature. Nous I’étudierons dans ce travail
mais nous proposerons de maniére plus originale de mettre en ceuvre également le systeme
phase aqueuse/CO,SC (que nous appellerons « systéme diphasique »), ol I'enzyme sera
dissoute dans la phase aqueuse. Ainsi, il n’est pas nécessaire d’'immobiliser I'enzyme. Dans le
but d’étudier correctement ces deux systémes le systeme en solvant organique (« mono- »

ou « diphasique ») sera effectué en paralléle.

Le Chapitre | aura pour objectif de faire un état de I'art concernant les différentes
thématiques de ce travail de thése (I’énantiosélectivité, les lipases, les substrats étudiés et

bien entendu le CO,SC).

Le Chapitre Il traitera de la recherche d’enzymes efficaces pour la séparation des
énantiomeres de molécules de la famille des profénes, anti inflammatoires non stéoridien
(comme l'ibuproféne, le naproxene ou le kétoprofene). L’étude portera particulierement sur
les lipases et variants produits par des levures, C. rugosa et Y. lipolytica, qui permettent
d’effectuer une hydrolyse énantiosélective dans I'obectif de séparer les énantioméres des

substrats d’intérét.

Une fois les enzymes performantes identifiées, la mise en ceuvre d’un réacteur permettant
Iutilisation du CO, supercritique est une étape importante du développement de ce procédé
de séparation. Cela constituera la matiere des chapitres Il et IV : étudier le remplacement
des solvants organiques par le CO,SC. Ce remplacement entrainera des questionnements sur
les différences entre les deux types de solvants et des adaptations pour obtenir des

réactions efficaces.
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Le Chapitre lll propose plus particulierement I'étude de la résolution de I'acide 2-bromo

phényl acétique (ou son ester octylique associé).
Le Chapitre IV s’intéressera a la résolution de I'ibuproféne.

Comme présenté plus haut, deux configurations seront envisagées, le systéme
« monophasique » (décane ou CO,SC), et le systeme « diphasique » (phase aqueuse/décane
ou phase aqueuse/C0O,SC). Deux réactions seront étudiées : I'estérification et I’hydrolyse.
Rappelons que dans le cas du systeme monophasique I'enzyme n’est pas solubilisée dans
une phase aqueuse et de ce fait sera immobilisée sur un support. La recherche du support le

plus adapté fera partie intégrante du travail.
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Chapitre I : Etude bibliographique

1.1. Réaction étudiée : résolution de mélanges racémiques
1.1.1. La chiralité

Le terme chiralité trouve son origine étymologique dans le mot grec chyros, qui signifie main.
La chiralité est la propriété de tout objet qui n’est pas superposable a son image dans un
miroir plan. Nos deux mains par exemple sont images l'une de l'autre et ne sont pas

superposables.

De méme lorsqu’un carbone (ou un autre élément, mais le plus courant est I'atome de
carbone) porte quatre atomes (ou groupe d’atomes) différents, leur disposition dans
I’espace donne deux molécules différentes, non superposables a leur image dans un miroir
plan. Dans ce cas, le carbone est dit chiral et les deux molécules sont des énantiomere (R) et

(S), du latin enantios qui signifie « opposé » (Figure 1).

Enantiomeres

Figure 1 : Principe de la chiralité

Les propriétés physiques des deux énantiomeéres (masse molaire, polarité, charge électrique,
hydrophobicité, point de fusion...) sont identiques a I'exception de leur pouvoir rotatoire.
L’énantiomere qui provoque une rotation de la lumiére vers la droite est dit dextrogyre (du
latin dexter qui signifie droit), celui qui la dérive vers la gauche est dit lévogyre (du latin
laevus qui signifie gauche), (R, S) pour « Rectus, droit » ou « Sinister, gauche » (nomenclature
officielle de Cahn-Ingold-Prelog). En raison de cette activité optique, les énantiomeéres sont

souvent appelés isomeres optiques. Un mélange équimolaire de molécules |évogyres et
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dextrogyres est optiquement inactif et est appelé mélange racémique. La chiralité est une
notion tres importante, en effet la différence de structure entre les énantiomeéres peut étre
cruciale pour leur activité biologique. Les formes (R) et (S) d’'une molécule peuvent avoir des

effets physiologiques tres différents, dont quelques exemples sont cités dans le Tableau 1.

Tableau 1 : Effet biologique des deux énantiomeéres de différents composés

Composés Configuration absolue Effets biologiques
Thalidomide R Antinauséeux
S Tératogeéne
Ethambutol R, R Cécité
S, S Tuberculostatique
Fluoxetine (Prozac) R Antidépresseur
S Anti-migraine prophylactique
Albutérol R (levalbuterol) Bronchodilatateur (Asthme)
S Spasmogene
Chloramphenicol R R Antibactérien
S, S Inactif
Asparagine R Sucré
S Amere
Acide-2-méthylbutyrique R Odeur de sueur et de fromage
S Exhale une fine note fruitée

Le Thalidomide a été prescrit comme anti-nauséeux entre 1958 et 1963 sous forme
racémique (sous le nom de Distaval ou Contergan). Ce médicament est a |'origine de I'une
des pires tragédies de la médecine. En effet environ dix mille nouveau-nés ont présenté de
tres graves malformations (phocomélie) suite a I'absorption par leur mére de ce
médicament. L’énantiomere (R) était le principe actif anti-nauséeux alors que I'énantiomere
(S) s’est révélé étre tératogene. Désormais I'utilisation d’'un médicament contenant un
mélange racémique (les deux énantiomeéres en mélange 50/50 %) est fortement controlée
du point de vue des effets toxicologiques de chacun des énantiomeres avant que la
composition du médicament ne soit acceptée. La mise en ceuvre de procédé pour produire

un seul des énantiomeres est souvent privilégiée.
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L’obtention de molécules chirales pour I'industrie pharmaceutique représentait un marché
de 225 milliards d’euros en 2005 (Erb, 2006). De plus comme le montre la Figure 2 le nombre
de nouvelles entités moléculaires approuvées sous forme d’un seul énantiomére est
toujours supérieur (ou égale en 2009 pour les nouvelles entités moléculaires approuvées par
la FDA, Food and Drug Administration) a celui au nombre d’entités approuvées sous forme

de racémique (Agranat et al., 2012, 2002; Erb, 2006; Lin et al., 2011).
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Figure 2 : Pourcentage de nouvelles entités moléculaires approuvées par la FDA et dans le monde sous forme d’un seul
énantiomere, sous forme de racémique ou de molécules achirales (Agranat et al., 2012)

a ) Pourcentage de nouvelles entités moléculaires (new molecular entities, NME) et le nombre (chiffre au-dessus des
barres) approuvées par US Food and Drug Administration (FDA) entre 2002 et 2011.

b ) Pourcentage de nouvelles entités moléculaires (new molecular entities, NME) et le nombre (chiffre au-dessus des
barres) approuvées dans le monde entre 2001 et 2010.

Notons que c’est Louis Pasteur qui le premier en 1848 a accompli la résolution d’un mélange
racémique d’acide tartrique, par triage manuel (cf 1.1.2.3). Il existe différentes méthodes
pour obtenir un énantiomeéere a I'état pur. Leur description fera l'objet du prochain

paragraphe.
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1.1.2. Les méthodes classiques d’obtention d'un énantiomeére pur

La Figure 3 présente les différentes voies d’obtention d’un racémique pur (Sheldon, 1993).

Substances Prochirales Pool Chiral Melanges Racémiques

|

Synthése Asymétriques Synthése l l

Cinétique Séparation Chromatographie Cristallisation

J/ l Membranaire
Biocatalyse Catalyse
Chimique l l

Préférentielle

Biocatalyse Catalyse Diastéréoisomeres
Chimique

Figure 3 : Voies d’obtention d’'un énantiomeére pur (Sheldon, 1993)

Il y a trois grandes méthodes pour obtenir un énantiomere pur, la premiere se fait a partir
d’un substrat énantiomériguement pur. La seconde est la synthése asymétrique qui est
réalisée a partir de substances prochirales ou par introduction de la chiralité en cours de
synthese. Et enfin la derniére se fait a partir du mélange racémique et les deux énantiomeres
sont séparés, on parle de dédoublement ou par anglicisme de « résolution » du racémique

(ce sera le terme employé par la suite tout au long de ce document).

1.1.2.1.  Utilisation de précurseurs chiraux (pool chiral)

Les substances constituant le pool chiral sont des énantiopures naturels qui servent de
précurseurs afin d’obtenir le principe actif énantiopur désiré. Le pool chiral est
principalement constitué de produits naturels optiqguement actifs, peu couteux, d’origine
végétale, animale ou microbienne. C’'est par exemple le cas des acides aminés, des terpénes,

des alcaloides, les sucres et leurs dérivés ou encore des acides carboxyliques.

1.1.2.2.  Utilisation de substances prochirales, synthéses asymétriques

Cette fois la synthése de composés énantiomériquement purs se fait a partir d'un édifice
moléculaire prochiral (cf Figure 4), qui est achiral (il ne posséde pas de carbone

asymetrique). Elle nécessite I'utilisation d’un réactif chiral adapté, lui-méme énantiopur, il
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s’agit de I"auxiliaire chiral (a. c.). L'auxiliaire chiral est soit utilisé en quantité catalytique, soit
associé au composé qui doit réagir avec le carbone prochiral du substrat. A la fin de la
synthese, I'auxiliaire chiral doit pouvoir étre détaché de son support, et récupéré pour étre
réutilisé. Concretement, a I’échelle industrielle, on peut citer par exemple, I'utilisation de
I’acide tartrique comme auxiliaire chiral pour la synthése du (S) naproxéne dans le procédé

Zambon (cf Figure 5).

R R
a.c.
fr, - 'y,
A A
Ry A Ri B
Substrats prochiraux Enantiomeres purs
R R
a.c.
—— - '
A
Ry Ry 'X-B

Figure 4 : Synthése d’un énantiomeére pur a partir de réactifs prochiraux et auxiliaires chiraux (Crosby, 1992)

MeO,C, COpMe
\J ;
/ HiC
i MeO,C . © -
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| ! L | T
Acide taririque
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(S)-naproxen ee> 99 %, R™ 80 %

Figure 5 : Synthése du (S) naproxéne, procédé Zambon (R. Schaad, 1999) a partir du 1-(bromo 6-methoxy 2-naphtyl)-1

propanone et de I’acide tartrique

Certaines enzymes, par exemple les décarboxylases sont également capables a partir d’'un
édifice moléculaire prochiral d’effectuer une synthése asymétrique pour obtenir un

énantiomere pur (GaBmeyer et al., 2016).
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1.1.2.3. Larésolution de mélanges racémiques

La résolution de mélanges racémiques est, de loin, la méthode la plus utilisée dans
I'industrie pour la préparation de composés énantiomériquement pur. Cette méthode
consiste a séparer les deux énantiomeéres et se fait donc a partir du mélange racémique
cette fois. La résolution énantiomérique peut étre intéressante si I’énantiomere non désiré
présente également une valeur, ou si il peut étre racémisé en vue d’une résolution ultérieure

ou encore mieux si cette racémisation peut étre réalisée in situ.

Les techniques employées pour la séparation de racémiques sont: i) la cristallisation
(préférentielle ou également de sels de diastéréoisomeres), ii) la séparation par
chromatographie, iii) la séparation membranaire et enfin iiii) le dédoublement cinétique. Il y
a une cinquieme méthode qui peut étre utilisée que dans des cas tres rares (utilisée en 1948
par Pasteur !). Il s’agit de séparer les énantiomeres de facon mécanique ou triage manuel.
Cela consiste a dissoudre le mélange racémique dans un solvant adéquat et a le recristalliser.
Lorsque les deux énantiomeres cristallisent sous deux formes différentes, il est alors possible
de les trier sous microscope. Il s’agit de cas trés rares car seuls quelques composés

cristallisent sous des formes ainsi isolables.

1.1.2.3.1. La cristallisation

- Lacristallisation préférentielle ou sélective

Cette technique consiste a cristalliser sélectivement un des deux énantiomeres. Une solution
saturée en racémique est ensemencée par un noyau cristallin optiguement actif et de méme
nature. L'autre énantiomeére reste alors en solution. Il s’agit d'une méthode qui n’est
applicable qu’avec certains racémiques appelés conglomérats. lls ont la particularité de
former des cristaux non identiques ne renfermant qu’un seul des énantiomeres. Seulement
20 % des racémiques possedent cette propriété. Cette technique nécessite généralement un
contrble minutieux de la température et I'utilisation de noyaux cristallins extrémement purs

(Wood, 1997).
- La cristallisation de sels de diastéréoisomeres

C’est une méthode tres utilisée. Elle a été proposée par L. Pasteur en 1852 et est toujours
d’actualité. La méthode comprend une réaction chimique en présence d’un acide (ou d’une
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base) optiguement actif appelé agent résolvant qui conduit a la formation d’'un mélange de

sels de diastéréoisomeres qui sont ensuite séparés par simple cristallisation.

1.1.2.3.2. La chromatographie

La séparation par chromatographie chirale est basée sur la différence d’interaction des deux
énantiomeres avec un adsorbant homochiral. La liaison non covalente entre I'adsorbant et
les énantiomeres forme des complexes de diastéréoisomeres qui ont des énergies de liaisons
différentes. L'équilibre entre I'état lié et I'état libre est de ce fait distinct pour chacun des
énantiomeres. Il en résulte une vitesse de migration propre a chacun des énantiomeres qui
permet une séparation chromatographique. Bien que le principe soit connu et compris
depuis un certain temps, ce n’est qu'en 1983-1986 que les progrés techniques de
chromatographie et de préparation d’adsorbants optiquement purs ont permis la réalisation
pratique de telles séparations. Le prix élevé de la phase stationnaire reste cependant la
principale limitation de cette méthode. La Chromatographie Liquide Haute Performance
(HPLC) sur colonne chirale est utilisée industriellement pour la séparation de mélanges

racémiques et sera la méthode analytique utilisée dans notre étude.

1.1.2.3.3. La séparation membranaire

Il existe deux types de procédés membranaires pour la séparation d’énantiomeres: la
séparation directe utilisant une membrane énantiosélective, ou la séparation indirecte dans
laquelle une membrane non sélective assiste un procédé énantiosélectif (Keurentjes and
Voermans, 1997). Le procédé énantiosélectif peut étre enzymatique et également étre
couplé a une racémisation, ces deux notions seront discutées dans les paragraphes suivants

(Yon et al., 2013).

1.1.2.3.4. La résolution cinétique

- Lavoie chimique

Cette technique repose sur la différence de vitesse de réaction de chaque énantiomeére avec
un réactif chimique optiquement pur. Les énergies des états de transition de chaque
énantiomere sont différentes, impliqguant une différence de vitesse. Ainsi la modification des

propriétés physiques de I'un des deux énantiomeres permettra par la suite d’assurer la
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résolution du racémique par des méthodes classiques de séparation utilisées en chimie

organique.
- Lavoie biologique

Parfois appelée synthése par bioconversion, ou biocatalyse, la synthése de composés
énantiomériqguement purs par voie biologique fait appel a des enzymes isolées
(biocatalyseur) ou a des microorganismes entiers selon les cas. C’est la voie enzymatique qui

sera envisagée dans ce travail pour effectuer la résolution d’un mélange racémique.

Les enzymes sont des protéines, constituées d’'un enchainement d’acides aminés qui
adoptent par repliement une structure tres bien définie dans I'espace. Dans cette structure
tridimensionnelle, il existe des « cavités réactionnelles » ou la réaction se produit : les sites
actifs. Ces derniers donnent a I'enzyme des propriétés catalytique et sélectives
remarquables qui font que I'enzyme peut réagir préférentiellement avec l'un des
énantiomeres. L’'image clef/serrure représente bien ce systéeme, I'enzyme peut étre
assimilée a une serrure et les énantiomeres a des clefs trés proches I'une de I'autre. Dans le
meilleur des cas, seule l'une des clefs est capable d’ouvrir la « porte », c’est-a-dire étre
transformée en un produit de réaction. Cependant la résolution enzymatique est souvent
dite «cinétique », c’est-a-dire les deux énantiomeres peuvent réagir mais l'un des

énantiomeres sera transformé nettement plus rapidement que I'autre.

Il est intéressant d’utiliser les propriétés naturelles des enzymes du point de vue de la
sélectivité (régio, stéréo et substrat spécificité) et de les améliorer si besoin (par biologie
moléculaire, en jouant sur les conditions de réaction...). Dans ce travail, ce sera la résolution
cinétique par voie enzymatique qui sera mise en ceuvre pour séparer les énantiomeres de

substrats d’intérét (ces substrats seront présentés dans le paragraphe 1.4).

L’énantiosélectivité et le rendement peuvent varier en fonction des parameétres physico-
chimiques du procédé, une étude de I'effet de ces parametres sur I'énantiosélectivité et
I'activité est nécessaire pour optimiser un procédé (Celebi et al., 2007, Ceynowa and
Rauchfleisz, 2003; Matsuda et al., 2004; Palocci et al., 2008; Rantakyla and Aaltonen, 1994;
Rezaei et al.,, 2007; Salgin et al., 2007). De plus lors du procédé d’immobilisation (cf

paragraphe 1.2.4) I’énantiosélectivité peut étre modifiée (Casas-Godoy et al., 2013; Torres et
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al., 2006b). Enfin I’énantiosélectivité d’'une enzyme peut étre améliorée par biologie
moléculaire, ce sera la méthode envisagée dans ce travail dans le Chapitre Il pour les
substrats d’intérét.

La racémisation est une méthode utilisée pour améliorer le rendement de réaction lorsque
la méthode utilisée est une résolution cinétique. La résolution cinétique utilise un substrat
de départ racémique (50 % de chaque énantiomere), seul 50 % de ce substrat est catalysé
par I'enzyme pour former le produit souhaité dans le cas ou I'enzyme est fortement
énantiosélective. De ce fait le rendement ne peut excéder 50 %. On peut réutiliser le
substrat énantioméeriquement pur non converti en le retransformant en mélange racémique
qui servira a nouveau de substrat de départ. Si la racémisation s’effectue in situ et
relativement rapidement le rendement peut alors étre largement augmenté. Dans le cas ou
la racémisation s’effectue in situ on parle de DKR (Dynamic Kinetic Resolution). Il faut alors
une compatibilité entre le catalyseur de la réaction souhaitée et le catalyseur effectuant la

racémisation.

Pour que la DKR soit efficace il faut que :

- la réaction de départ, KR, Kinetic Resolution, soit sélective (forte sélectivité de
I’'enzyme)

- la racémisation rapide (au moins 10 fois plus rapide que la catalyse enzymatique de
I’énantiomere réagissant le plus vite)

- le catalyseur de I’étape de racémisation ne doit pas réagir avec le produit de la KR

- la KR et la racémisation doivent pouvoir s’effectuer dans les mémes conditions

opératoires sans interférer.

Comme il a été évoqué précédemment les enzymes sont parfois naturellement
énantiosélectives mais leur énantiosélectivité peut étre améliorée, le calcul de

I’énantiosélectivité est détaillé dans le paragraphe suivant.

1.1.3. Calcul de I’énantiosélectivité

L’énantiosélectivité peut &tre évaluée de différentes maniéres (Equations 1). Pour une
application pharmaceutique, I'énantiosélectivité doit étre supérieure a 200 pour une

séparation efficace des deux énantiomeres ce qui signifie que I'un des énantiomeres réagit
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200 fois plus vite que I'autre (E>200). Ce sera |'objectif du Chapitre Il de trouver des enzymes

avec une énantiosélectivité supérieure a 200 pour les substrats d’intérét.

Equations 1 : Calcul de I’excés énantiomérique, le taux de conversion et ’énantiosélectivité

A et B : énantiomeres du substrat (B : énantiomeére en plus grande quantité)

M et L : énantiomeéres du produit (M : énantiomeére en plus grande quantité)

ee, et ee, : excés énantiomérique du substrat et du produit respectivement

viS et ViR correspondent aux vitesses initiales de consommation des énantiomeéres S et R respectivement

Excés énantiomérique : ee ves — [B] — [A] cep = [M] — [L]
[A] + [B] M] + [L]
Taux de conversion : ¢ __ ¢ces
ees + eep
Coefficient d’énantiosélectivité : E In[(1—c)(1—ees)] In[l—c(1+eep)]

- In[(1-¢c)(1+ees)] In[l—c(1—eep)]

Pour une énantiosélectivité S: E = — =

Pour une énantiosélectivité R: E = — =

Dans le cadre de cette étude le calcul de I'énantiosélectivité sera effectué a partir du
guotient des vitesses initiales de conversion des deux énantiomeres. Les exces
énantiomériques, ee; et ee,,, permettent de quantifier dans un milieu réactionnel la quantité
de I'énantiomére dominant qui dépasse la quantité du second énantiomeére. Plus I'exces
énantiomérique est proche de 1 et plus le composé est sous forme d’un seul et unique

énantiomere.

1.1.4. Hydrolyse / estérification

Deux réactions sont envisagées : I'estérification d’un acide et sa réaction inverse, I'"hydrolyse
de I'ester. Ces réactions ayant pour objectif de faire la séparation des énantiomeres des
substrats d’intérét, il est possible de réaliser indifféremment une hydrolyse ou une
estérification énantiosélective (ou une autre réaction) pour effectuer la résolution du
racémique. Notons que, dans un contexte plus large de synthése organique par voie
enzymatique, ce degré de liberté n’existe pas. Ces deux réactions envisagées sont
présentées dans la Figure 6. De plus, il est intéressant de noter que I’eau est un substrat de

la réaction d’hydrolyse et de ce fait nécessaire pour effectuer la réaction dans ce sens.
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Figure 6 : Réaction d’hydrolyse d’un ester et réaction inverse I'estérification d’un acide

Pour effectuer ces réactions de maniéres énantiosélective le biocatalyseur envisagé est une
enzyme et plus précisément une lipase, cette enzyme est décrite dans le prochain

paragraphe.
1.2. Enzymes: les lipases

Les enzymes sont classées: « Enzyme Commission number » (EC) par rapport a leurs
activités enzymatiques :

Oxydoréductases, transférases, hydrolases, lyases, isomérases, ligases.
1.2.1. Généralités sur les lipases

Les lipases (Triacylglycérol-acylhydrolases (EC3.1.1.3)) font partie des hydrolases (EC. 3) et
leur fonction biologique est d’hydrolyser les triglycérides. Les lipases ont été mises en
évidence, des 1901, chez des bactéries telles que Bacillus prodigiosus, Bacillus pyocyaneus et
Bacillus fluorescens (maintenant dénommeées respectivement Serratia marcescens,
Pseudomonas aeruginasa et Pseudomonas fluorescens) (Eijkmann, 1901). De nombreuses
lipases immobilisées ou non, sont disponibles dans le commerce, elles peuvent provenir
d’animaux (dans les tissus pancréatiques et prégastriques des ruminants), de
microorganismes (Penicillium spp., Geotrichum spp., Aspergillus spp., Rhizomucor spp.,

Candida spp., Pseudomonas spp.) ou de plantes (par exemple Caricaceae ou Euphorbiaceae).

La production, purification, caractérisation et applications des lipases sont décrites par
Sharma et al. en 2001. Parmi les différentes applications citées, c’est I'aspect sélectivité des
lipases qui va particulierement étre étudié pour ce travail. En effet les lipases présentent des
sélectivités intéressantes vis-a-vis des différents substrats telles qu’une régiosélectivité

(Palocci et al., 2008) ou une énantiosélectivité (Chang and Tsai, 1997; Liu et al., 2013;
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Matsuda, 2013; Overbeeke and Jongejan, 2003; Paiva et al., 2011; Palocci et al., 2008; Salgin
et al., 2007).

1.2.1.1. Les substrats et réactions catalysés

Les lipases peuvent catalyser différentes réactions : acétylations, amidations, syntheses de
polymeres (Matsuda, 2013), transestérifications, hydrolyses ou encore estérifications, ce
sont ces deux dernieres réactions qui nous intéresseront particulierement lors de cette
étude. Les substrats naturels des lipases sont les triacylglycerols avec de longues chaines

d’acide gras.

Les lipases catalysent préférentiellement I'hydrolyse d’esters a longue chaine carbonée
(C>10, I'acide oléique C18 : 1 étant la référence) insolubles dans I’eau. Cette préférence les
différencie des estérases qui agissent sur les esters a courte chaine carbonée (C<10, la
tributyrine C4 étant la référence) solubles dans I'eau. Cependant, les lipases sont aussi
capables d’hydrolyser les substrats solubles des estérases (la réciproque est fausse), mais
souvent de maniere moins efficace. Les substrats a longue chaine carbonée des lipases sont
donc le plus souvent insolubles, ce qui fait des lipases des enzymes particulieres, capables
d’agir en milieu diphasique, a I'interface entre les substrats hydrophobes et le milieu aqueux

(Reis et al., 2010).

1.2.1.2. Repliement a/B

Le repliement a/B est un motif qui est commun a de nombreuses enzymes hydrolytiques
(protéases a sérines et a cystéines, subtilisine, et les hydrolases a repliement a/B). Il est
composé d’un feuillet B a 8 brins, entouré de 6 hélices a, cf Figure 7. Les enzymes possédant
ce type de repliement ont toutes une triade catalytique de type : nucléophile — histidine —
acide, ces résidus catalytiques étant les éléments structuraux les mieux conservés (Ollis et
al.,, 1992). Le repliement a/f commun a toutes les lipases est composé au minimum de 5
brins B paralléles dans le feuillet B central et deux hélices a (B et C) (Schrag and Cygler, 1997)

mais au sein des différentes familles de lipases il y a des variations structurales, cf Figure 8.
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Figure 7 : Image simplifiée du repliement 3D des hydrolases d’aprés le schéma de Jaeger et al., 1999

Les hélices a sont représentées par des cylindres, les brins B sont indiqués par des fleches grisées. La position des résidus
du site actif est représentée par un point noir, la serine catalytique est positionnée aprés le brin 5, le résidu Asp/Glu
apreés le brin 7, et I’histidine est dans la boucle entre le brin 8 et I’hélice aF
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Figure 8 : Schéma du repliement a/B de quatre lipases représentatives de quatre familles de lipases

D’aprés Schrag et Cygler (1997), la numérotation des hélices et brins B est conforme a celle de Ollis et al. (1992). Sur la
gauche, représentation schématique du repliement. A droite, une représentation de la structure tridimensionnelle. Seuls
les brins B appartenant au repliement o/ classique sont représentés sur le schéma. Une lettre jouxte les hélices a
appartenant au repliement a/B classique. On notera que le brin B 10 présent chez la lipase de Thermomyces lanuginosa,
n’est pas présent dans toutes les lipases de cette famille (lipases de R. miehei par exemple)

La structure des lipases de type R. miehei (R. delemar et H. lanuginosa, P. camembertii)
présente des différences par rapport au repliement a/B des autres lipases (Schrag and

Cygler, 1997) :

- Le feuillet B est composé de 9 brins et le brin B4 n’est pas présent chez ce type de lipases

(si on se référe a la nomenclature du repliement a/B proposé par Ollis).
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- Les hélices B, C et D sont conservées mais les hélices A, E et F sont absentes. Normalement,
les hélices A et F sont situées sur la méme face du feuillet. Ces hélices sont, semble-t-il,
remplacées par une longue hélice placée de ce méme c6té du feuillet avec I'axe de I'hélice

presque perpendiculaire au feuillet.

- L’histidine catalytique n’est pas placée directement apres le brin B8 mais aprés un brin B9

antiparallele.

1.2.1.3. Llatriade catalytique

Les lipases possedent une triade catalytique mise en évidence lorsque la premiére structure
de lipase a été résolue en 1990 (Brady et al., 1990). La triade catalytique est un élément trés
conservé dans la structure des lipases. Elle est classiquement formée d’une sérine, d’un
acide aspartique (ou plus rarement, par exemple chez Géotrichum candidum et Candida
rugosa d’un acide glutamique) et d’une histidine (Buchholz and Kasche, 2006). La sérine
catalytique est située dans un élément structural appelé coude nucléophile (un vy like turn) et
se trouve dans une séquence du type Gly-X-Ser-X-Gly (Ollis et al., 1992). Cette structure
permet a la sérine d’étre d’'une part proche de l'histidine catalytique, et d’autre part
positionnée de fagcon optimale pour |'attaque nucléophile du substrat. Il faut noter
cependant qu’une autre famille de lipases a été mise en évidence : la famille « GDSL », dans
cette famille la sérine catalytique est placée dans une séquence consensus GDSL (Akoh et al.,
2004) (c'est par exemple le cas des lipases d’Aeromonas hydrophilia, Xenorhabdus

luminescens et Streptmyces rimosus).

Les éléments structuraux communs a toutes les lipases sont :

- une triade catalytique Ser-Asp/Glu-His (linéaire dans la séquence).

- la sérine catalytique est positionnée dans un coude nucléophile apres le brin B5.

- au moins 5 brins B paralleles dans le feuillet B central.

1.2.1.4. Le phénomene d’activation interfaciale

Le phénomene d’activation interfaciale est une des caractéristiques tres souvent observée

pour les lipases. Il a été identifié pour la premiere fois en 1936 (Holwerda et al., 1936) puis
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en 1945 (Schonheyder and Volqvartz, 1945) : [l'activité des lipases augmente
significativement quand celles-ci agissent a une interface, c'est-a-dire sur un substrat
insoluble (émulsion) plutot que sur le méme substrat en dessous de sa limite de solubilité.
En 1958, Sarda et Desnuelles (Sarda and Desnuelle, 1958) ont défini la lipase sur la base de
ce phénomene d’activation interfaciale. En effet, les estérases ne présentent pas cette
particularité. La Figure 9 illustre la présence d’activation interfaciale chez la lipase et son

absence chez les estérases, lorsque le substrat devient insoluble la lipase devient subitement

plus active.
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Figure 9 : Comparaison entre une estérase et une lipase (Sarda and Desnuelle, 1958)
1.2.1.5. Le volet moléculaire

Le phénomene d’activation interfaciale peut étre mis en relation avec la présence d’un volet,
volet moléculaire amphiphile (« lid » en anglais), que certains appellent parfois de maniére
imagée paupiere, qui donne les bases structurales pour I'explication de ce phénoméne
d’activation interfaciale. En 1990, lorsque les premieres structures de lipases ont été
élucidées (Brady et al., 1990; Winkler et al., 1990), il a été observé qu’un volet moléculaire
couvre le site actif. Il est alors supposé que le contact avec le substrat hydrophobe permet
un changement de conformation qui va permettre a ce volet de découvrir le site actif et le
rendre accessible au substrat. Le mouvement du volet moléculaire est clairement mis en
évidence lorsque les lipases sont cristallisées en présence d’inhibiteurs mimant les substrats
a l'intérieur du site actif (Brzozowski et al., 1991; Derewenda et al., 1992). On distingue donc

deux isomeres conformationnels des lipases : une forme ouverte, active et une forme

52



Chapitre | : Etude Bibliographique

fermée, inactive. Le mouvement du volet ne fait pas qu’ouvrir le site actif, il contréle
également I'accessibilité du site actif par le substrat et s’accompagne aussi d’une
augmentation de la surface hydrophobe et d’une diminution de la surface hydrophile autour
du site actif de I'enzyme, ce qui permet d’attirer le substrat hydrophobe. La Figure 10

montre schématiquement les deux conformations possibles.

Lipase Active Site

LRI R I Y Inu{:tivt: in Orgﬂnic S{J]Vﬂﬂt

" Closed Lid

Oil-Water Interfacial Activation

A e Acti\fe in Orgﬂn_ic SDlVﬂnt

X

Opened Lid

Figure 10 : Formes des lipases, active et inactive, dues a la présence du volet moléculaire (Maruyama et al., 2000)

Lorsque les substrats sont sous forme solubilisée dans I'eau, le volet moléculaire est
refermé, le site actif peu accessible et donc I'enzyme est peu active. Lorsqu’une interface est
présente, le volet moléculaire est ouvert, laissant le site actif accessible provoquant une
augmentation brutale de I'activité de I'enzyme. La position du volet évolue suivant
I’environnement de la protéine (pH, concentration du tampon, solvant) permettant un
contréle de l'accés du site actif (Maruyama et al., 2000). La lipase Lip2p de Y. lipolytica
possede un volet moléculaire, les mécanismes moléculaires impliqués dans les mouvements
de ce volet ont été étudiés (Bordes et al., 2010) (la lipase Lip2p de Y. lipolytica fera I'objet de
paragraphe 1.2.3 car ce sera une des lipases d’intérét pour ce travail). Toutes les lipases ne
présentent pas de volet moléculaire ou d’activation interfaciale, parfois les deux, parfois
seulement un des deux ou aucun, tous les cas sont possibles. Par exemple la lipase B de
Candida antarctica ne posséde pas de volet et ne présente pas d’activation interfaciale

(Martinelle et al., 1995). La présence d’un volet n’est pas nécessairement corrélée avec le
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phénoméne d’activation interfaciale. En effet, malgré la présence d’un volet moléculaire
recouvrant leur site actif, certaines lipases : les lipases de Pseudomonas glumae,
Pseudomonas aeruginosa (K. E. Jaeger et al., 1999), et une lipase pancréatique de ragondin
et de cobaye (présence d’un petit volet) (Thirstrup et al., 1994) ne montrent pas d’activation
interfaciale. D’autre part, la phospholipase pancréatique A2 ne posséde pas de volet (Van
den Berg et al.,, 1995) mais présente un haut degré d’activation interfaciale avec la di-
heptanoylphophatidyl-choline comme substrat (Pieterson et al., 1974). L’activation
interfaciale n’est donc pas présente chez toutes les lipases (Martinelle et al., 1995; Thirstrup
et al., 1994) et ce phénoméne est substrat-dépendant. Cela remet en cause la définition des
lipases en terme cinétique introduite par Sarda et Desnuelles (1958). Une lipase ne peut
donc se définir que par les substrats qu’elle est capable d’hydrolyser : les triglycérides et

esters a longues chaines (Ferrato et al., 1997).

1.2.1.6. Le trou oxyanion

Au cours de la réaction catalytique un intermédiaire tétraédrique est formé (cf paragraphe
1.2.1.7 sur le mécanisme d’action), celui-ci est stabilisé par au moins deux liaisons hydrogene
formées avec les groupes amides de la chaine carbonée. Les deux acides aminés participant

a la stabilisation de I'intermédiaire tétraédrique forment le trou oxyanion.

Le premier résidu du trou oxyanion est situé dans la région N terminale des lipases, c’est un
élément bien conservé au sein des différentes familles de lipases. Il est situé dans une boucle
entre le brin B3 et I'hélice aA. Pleiss et al., 2000 ont identifié deux types de trou oxyanion GX
et GGGX (représentés en Figure 11). Il existe une troisieme classe, la classe Y, cette tyrosine
est trés préservée dans ce groupe (Fischer et al., 2006). Le type de trou oxyanion semble
étre corrélé avec la spécificité de substrats des lipases. En effet les lipases de type GX auront
une spécificité marquée pour les substrats a longues chaines carbonées, alors que les lipases
possédant un trou oxyanion de type GGGX seront spécifiques des courtes chaines
carbonées. Les lipases de types fongiques ont un trou oxyanion de type GX (X étant une
sérine ou une thréonine), I'intermédiaire tétraédrique est peut étre stabilisé par la chaine

latérale participant a une troisieme liaison hydrogene.

Le deuxieme résidu du trou oxyanion est le résidu X2 de la séquence consensus G-X1-S-X2-G,

ou se trouve la sérine catalytique. Pour les lipases de type R. miehei, la séquence consensus
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est GHSLG, le deuxiéme résidu du trou oxyanion est donc une leucine. Elle est positionnée

dans le coude nucléophile et sa position est trés conservée chez les lipases.

(a) (b)

anchor
(Da1)

(DEP)

Figure 11 : lllustration des deux types de trous oxyanions retrouvés chez les lipases

(a) Type GX dans la lipase de R. miehei : stabilisation d’'un analogue de substrat (diéthylphosphonate) par une liaison
hydrogéne avec le X du premier résidu du trou oxyanion (S82), et stabilisation de ce résidu par le résidu « ancre » D91.
(b) Type GGGX dans la lipase de C. rugosa. Stabilisation d’un analogue de substrat (1R-menthyl-hexyl phosphonate) par
le G du premier résidu du trou oxyanion (G124), stabilisation par blocage de la chaine latérale de I'autre résidu du trou
oxyanion (A210) entre G et la chaine latérale de X (F125)

1.2.1.7. Le mécanisme d’action

Le mécanisme catalytique des lipases (Cygler et al., 1994) est semblable a celui observé chez

les protéases a sérine. La Figure 12 décrit les différentes étapes du mécanisme d’action.

La premiére étape est une étape d’acylation. Le transfert de proton entre |'acide aspartique

(ou acide glutamique), I'histidine et la sérine catalytique, entraine I'attaque nucléophile de
I’hydroxyle de la sérine sur le carbonyle du substrat. Un premier intermédiaire tétraédrique
est alors créé, il porte une charge négative sur I'oxygene de I’ex-fonction carbonyle.
L'intermédiaire tétraédrique est stabilisé par 5 liaisons hydrogéne dont au moins deux entre
I’oxygene chargé négativement (I'oxyanion) et les groupes amides NH du trou oxyanion de la
chaine principale. Par retour du doublet de I'oxygéne et le transfert de proton de I'histidine,

le premier produit de la réaction est libéré. Il s’agit d’'une molécule d’eau dans le cas d’'une
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estérification, R’ est dans ce cas un hydrogene, ou d’un alcool dans le cas d’une hydrolyse. Le

complexe enzyme-substrat formé est appelé acyl-enzyme.

La deuxieme étape est une étape de déacylation et fait intervenir une attague nucléophile

qui peut étre exercée par une molécule d’eau (hydrolyse) ou par un alcool (estérification) sur
le carbonyle de I'acyl-enzyme. Un deuxiéme intermédiaire tétraédrique est formé selon un
processus analogue a celui de I'étape d’acylation et entraine la formation du second produit

de la réaction (acide carboxylique ou ester) avec bien entendu une régénération de I'enzyme

native.
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Figure 12 : Mécanisme d’action des lipases (Cygler et al., 1994)

Les paragraphes suivants s’intéressent aux levures qui produiront les lipases d’intérét de

toute cette étude, C. rugosa puis Y. lipolytica.

1.2.2. Candida rugosa

Candida rugosa (anciennement, Candida cylindracea) est une levure non pathogéne, non
sporulante, pseudo-filamenteuse unicellulaire. C'est I'un des organismes les plus étudiés par

rapport a la sécrétion de ses lipases. En effet C. rugosa sécréte un mélange d’enzymes dont
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au moins sept isoenzymes (Brocca et al., 1995). En 2010, Xu et al., ont séquencé le gene
LipJO8 provenant de C. rugosa ATCC14830. Pour éviter les confusions les lipases de C. rugosa
seront notées ici CRL et la notation Lip sera réservée aux lipases de Y. lipolytica bien que
dans la littérature les lipases de C. rugosa sont bien souvent notées Lip1-7. Des mélanges de
lipases de C. rugosa sont disponibles dans le commerce, la proportion d’isoenzyme peut
varier en fonction de la source de carbone. Le Tableau 2 présente les proportions
d’isoenzymes de C. rugosa en fonction du fournisseur commercial ou de la source de
carbone utilisée comme inducteur. Les différentes isoformes de C. rugosa n’ont bien
entendu pas les mémes propriétés, c’est pourquoi malgré I'aspect pratique d’utiliser un
mélange commercial il est intéressant d’étudier les lipases de C. rugosa sous forme
d’isoenzyme pure. Les lipases CRL1, 3 et 4 ont été étudiées sous forme pure, aprées
expression recombinante chez Y. lipolytica, pour la résolution d’un substrat d’intérét, cette
étude sera développée dans le paragraphe traitant des substrats d’intérét dans le
paragraphe 1.4.6 (Piamtongkam et al., 2011). De méme I’utilisation de Y. lipolytica comme

systeme d’expression sera développée dans le paragraphe 1.3.3.

Tableau 2: Proportion en isoenzymes dans les mélanges commerciaux et I'effet de la source de carbone comme
inducteur (Dominguez De Maria et al., 2006)

Inducer/origin sample lsoenzymatic profile (%) Referencels
Lipl Lip2 Lip3

Sigma (commercial) 73 8 19 Dominguez de Maria et al., 20052
Sigma (commercial) 89 0 I Lopez et al., 2004
Roche (commercial) 66 13 21 Dominguez de Maria et al,, 2005a
Amano (commercial) 74 0 26 Lopez et al., 2004
Oleic acid (batch) 0 50 50 Sanchez et al., 1999b

Ferrer et al., 2001
Oleic acid (baich) 0 i 40 Dominguez de Maria et al., 2005a
Olive oil (batch) 0 73 27 Dominguez de Maria et al., 2005a
Sunflower il (bateh) 0 73 27 Dominguez de Maria et al., 2005a
1 -Dodecanol (batch) 22 34 44 Dominguez de Maria et al., 2005a
Glyeerol (batch) <3 <5 <5 Dominguez de Maria et al,, 2005a
Oleic acid (fed-batch low feed rate) 0 30 50 Sénchez et al,, 1999h

Lépez et al., 2004
Oleic acid (fed-batch high feed rate) 15 38 47 Lopez et al., 2004

1.2.3. Yarrowia lipolytica

1.2.3.1. Généralités

La levure Y. lipolytica (anciennement Candida, Mycotorula, Endomycopsis ou Saccharomyces
lipolytica) est une levure non conventionnelle, non pathogéne (Holzschu et al., 1979) qui a
été approuvée dans plusieurs procédés industriels GRAS (Generally Recognized As Safe). Elle

est retrouvée naturellement dans les produits riches en lipides tel que les fromages, les
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produits laitiers, les huiles végétales ainsi que dans les eaux d’égouts (Zinjarde, 2014). Y.
lipolytica est un ascomycete de la famille des Saccharomycetaceae (sous famille des
Saccharomycetoideae). Elle a d’abord été classée comme Candida lipolytica, jusqu’a ce que
la forme parfaite soit identifiée a la fin des années soixante par Wickerham. Elle a été
reclassée comme Endomycopsis lipolytica (Wickerham et al.,, 1970) puis comme
Saccharomycopsis lipolytica, (Yarrow, 1972) et finalement Y. lipolytica (van der Walt and von
Arx, 1980). Depuis longtemps, la levure Y. lipolytica est étudiée pour son activité lipase
extracellulaire (Peters and Nelson, 1948a, 1948b). La lipase de Candida sp 99-125 et lipase
Lip2p de Y. lipolytica ne font qu’une et méme lipase car cette espece appartient en fait au

genre Y. lipolytica.

1.2.3.2. Les lipases de Yarrowia lipolytica

Y. lipolytica possede 16 geénes codant pour des lipases, des lipases intracellulaires,
membranaires et extracellulaires. La lipase que nous étudierons dans le prochain paragraphe
fait partie des lipases extracellulaires, Lip2p. La sécrétion de lipases par Y. lipolytica a été

reportée la premiére fois en 1948 par Peters et Nelson.

Parmi les 16 lipases de Y. lipoltityca, Lip2p (334 acides aminés) a été fortement étudiée,
Lip7p (366 acides aminés) et Lip8p (371 acides aminés) ont également été caractérisées
comme des lipases extracellulaires de Y. lipolytica. De plus il semble que ce soit les trois
seules lipases extracellulaires de cette levure, en effet un mutant dépourvu de ces trois
enzymes ne sécréte plus de lipase. Au cours de cette étude, toutes les enzymes seront

exprimées dans une souche de Y. lipolytica dépourvue de ces 3 genes, voir paragraphe 1.3.3.

1.2.3.3. Lip2p de Yarrowia lipolytica

Lip2p (PDB code: 300D, GenBank accession AJ012632) est une lipase extracellulaire
sécrétée par la levure Y. lipolytica, c’est la lipase extracellulaire la plus sécrétée par cette
levure, elle représente 95 % de l'activité extracellulaire. Son poids moléculaire est
approximativement de 38 kDa (Yu et al., 2007), et elle est composée de 334 acides aminés
(Pignede et al., 2000). Elle présente une forte homologie avec des lipases fongiques (par

exemple les lipases de Thermomyces lanuginosa, Rhizopus niveus, Rhizomucor miehei...)
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(Cambon et al., 2010b; Yu et al., 2007). Lip2p a été utilisée en industrie pour le traitement

des eaux par la compagnie Artechno.

La purification de cette protéine peut étre effectuée par chromatographie a échange d’ions
ou par de nombreuses autres méthodes (Brigida et al., 2014). La structure 3D de I'enzyme
Lip2p est connue (Bordes et al., 2009), cette connaissance est tres intéressante pour pouvoir
utiliser certaines méthodes d’évolution génétique (cf paragraphe 1.3), de nombreux mutants
existent et seront décrits dans les paragraphes 1.3.2 qui traite des mutations de Lip2p et 1.4

qui traite des substrats d’intérét.

1.2.4. Immobilisation

Il est parfois intéressant d’utiliser I’'enzyme sous forme immobilisée, I'immobilisation permet
de récupérer et réutiliser facilement le biocatalyseur (par simple filtration par exemple).
C'est également tres utile si I'on envisage I'utilisation en solvant apolaire ou ['utilisation
d’une enzyme libre non dissoute en suspension entraine généralement une agrégation de la
poudre néfaste a l'efficacité catalytique. Les enzymes utilisées en CO, supercritique se

présentent de maniére générale sous forme immobilisée.

En outre I'immobilisation des enzymes permet généralement d’augmenter la stabilité (pH,
température, pression, solvants..) et notamment la thermostabilité, rendant plus
intéressante sa réutilisation. En effet, le colt de I'enzyme est en général élevé.
Techniguement, I'immobilisation permet d’envisager un procédé en continu (type lit fixe) en

général plus intéressant économiqguement.

Pour améliorer les propriétés, notamment la thermostabilité de I'enzyme, il est possible de
travailler sur le support (résine, polyuréthane, magnétique) d’immobilisation lui-méme, la
comparaison de plusieurs supports plus ou moins complexes pourra donner de bons
résultats (Cui et al., 2013; Liu and Huang, 2010; Lozano et al., 2007; Marszatt and Siédmiak,
2012; Yan et al., 2013).

Différentes méthodes pour immobiliser des protéines peuvent étre utilisées : inclusion,
I’encapsulation (Blattner et al., 2006; Yilmaz et al., 2011b, 2010), adsorption (Liu et al., 2004;
Torres et al., 2006a) ou création de liaisons covalentes (Yilmaz et al.,, 2011a) ou encore

I’agrégation (Clea : cross-linked enzyme aggregates) (Weiser et al., 2014).
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Des mélanges de lipases de C. rugosa sont disponibles dans le commerce sous forme

lyophilisée, agrégée ou encore immobilisée sur différents types de supports.

Les méthodes utilisées spécifiquement pour la lipase Lip2p de Y. lipolytica ont été reportées
(Caixia et al., 2016; Casas-Godoy et al., 2014; Cui et al., 2013; de Oliveira et al., 2006; Fickers
et al.,, 2011; Yan et al., 2013) et décrites dans un article de revue (Brigida et al., 2014). Le
choix du support pour I'immobilisation est souvent discuté (Liu and Huang, 2010; Lozano et
al., 2007) et un choix de support bien adapté a une utilisation en CO,SC sera essentiel pour

notre étude.

Les conditions opératoires (pH et température) lors de I'immobilisation peuvent jouer un

réle sur la conformation de I’enzyme une fois immobilisée (Torres et al., 2006b).

Les principales limites du procédé d’immobilisation sont la quantité d’enzyme effectivement
immobilisée, I'orientation de la protéine et la modification de conformation de la protéine
qui peuvent entrainer des pertes d’activité et/ou d’énantiosélectivité. C'est pourquoi il faut

prendre en compte ces parameétres pour valider un procédé d’immobilisation.

L’orientation de la protéine lors de I'immobilisation peut étre en partie maitrisée par
différentes méthodes. Notamment l'activation de l'interface et le bioimprinting peuvent
permettre d’accroitre les propriétés des enzymes dans le cadre d’une stratégie
d’'immobilisation. Ces stratégies ont pour but de favoriser la « conformation ouverte » ou
« conformation active » de la protéine, pour rendre accessible le site actif de I'’enzyme (Liu et
al., 2013; Yan et al., 2013). Une autre méthode intéressante allie génie génétique et procédé
d’immobilisation. Dans ce cas l'insertion d’une cystéine a un endroit précis de la protéine
peut permettre par création de ponts disulfure avec le support d’orienter I'immobilisation
de la protéine. Par génie génétique la cystéine sera donc ajoutée (ou remplacera un autre
acide aminé) le plus loin possible du site actif (en prenant en compte le repliement de la
protéine) et ne devra pas ou peu modifier la structure ternaire de la protéine. Pour cela une
connaissance du repliement de la protéine est primordiale et la création de plusieurs
mutants ainsi qu’un screening seront nécessaires. Dans la littérature cette méthode
novatrice a déja montré des résultats tres intéressants (Hernandez and Fernandez-Lafuente,
2011; Kim et al., 2008; Simons et al., 2013). De plus Godoy et al., 2013 ont utilisé cette

méthode sur une lipase.
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Le paragraphe suivant décrit les différentes méthodes d’évolution génétique ainsi que les
mutations déja effectuées sur Lip2p de Y. lipolytica. En effet pour améliorer
I’énantiosélectivité de Lip2p vis-a-vis des substrats d’intérét |’évolution génétique sera

employée sur Lip2p.
1.3. Evolution génétique
1.3.1. Les méthodes d’évolution génétique

Les enzymes sont intéressantes pour leur énantiosélectivité naturelle, mais aussi pour leurs
activité et stabilité. Ces propriétés doivent parfois étre améliorées et pour cela la biologie
moléculaire peut étre un outil remarquable. Trois méthodes peuvent étre envisagées:

ingénierie aléatoire (ou évolution dirigée), ingénierie rationnelle ou semi-rationnelle.

1.3.1.1. L’évolution dirigée

L’évolution dirigée permet de mimer en laboratoire I'’évolution naturelle, darwinienne, des
protéines par création aléatoire de diversité génétique. Cette étape est suivie d’un processus
de sélection ou de criblage des mutants présentant "lamélioration recherchée. Il faut donc
générer dans un premier temps une librairie de mutants. Cette librairie de mutants doit étre
de taille importante et la diversité génétique introduite doit étre la plus grande et la moins
biaisée possible. La deuxieme étape consiste a sélectionner les mutants possédant la
propriété désirée. L'évolution dirigée présente I'avantage de ne pas nécessiter d’information
structurale pour sa mise en application. Cette approche est cependant peu utilisée pour
I'amélioration de I’énantiosélectivité car les acides aminés éloignés du site actif ont en
général peu d’influence sur I'énantiosélectivité et vont pourtant étre potentiellement mutés
avec cette méthode. De plus, il est difficile de générer toute la diversité possible (a cause des
biais d’un grand nombre de techniques d’évolution dirigée) et également de développer des
cribles rapides et efficaces pour espérer isoler dans de tres larges banques les mutants ayant

I’énantiosélectivité améliorée.

1.3.1.2. Lavoie rationnelle

L'ingénierie rationnelle consiste a modifier la structure d’'une enzyme par changement du ou

des acides aminés souhaités au moyen des techniques de mutagénese dirigée. Les acides
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aminés ciblés sont choisis en fonction des propriétés que I'on souhaite améliorer. Dans le cas
de I'amélioration de I’énantiosélectivité, les positions mutées sont souvent proches du site
actif et vont favoriser ou défavoriser le positionnement d’un des énantiomeéres au sein du
site actif. Ces positions sont définies a partir de I'analyse structurale de la protéine, par des
études de modélisation moléculaire telle que I'arrimage du substrat dans le site actif ou
encore a l'aide de méthodes chimiométriques. Pour cela, il est important de connaitre : la
structure tridimensionnelle de I'enzyme, le mécanisme réactionnel, les résidus catalytiques,
la conformation du site actif ou encore la spécificité de substrat. Les acides aminés ciblés
sont souvent proches du site actif car il est difficile de prévoir I'effet de mutations distantes.
Les mutants sont ensuite exprimés et les enzymes produites sont caractérisées pour
déterminer I'amélioration apportée par la mutation. Différentes techniques de mutagénese
dirigée peuvent étre employées comme la PCR (Polymerase Chain Reaction) par overlap

extension, la PCR inverse, ou encore la PCR avec megaprimer.

1.3.1.3. La voie semi-rationnelle

Le terme ingénierie semi-rationnelle est utilisé pour décrire des méthodes permettant
d’introduire toutes les mutations possibles sur un ou plusieurs codons choisis au préalable.
L'approche consiste a créer des librairies de mutants et éventuellement recombiner les

meilleurs mutants dans une deuxieme étape.

La modélisation moléculaire peut étre d’une grande aide pour déterminer les acides aminés
cruciaux pour la catalyse (et/ou I’énantiosélectivité) ou bien pour expliquer I'effet d’'une

mutation sur la structure en relation avec la fonction (Botta et al., 1997).
1.3.2. Les mutations de Lip2p

Lip2p a subit de tres nombreuses mutations dans le but d’améliorer ses performances
(sélectivité, stabilité, activité) et cela a permis d’identifier les segments d’acides aminés
responsables de différentes caractéristiques. Un screening important de ces mutants a été
effectué (Sandoval and Marty, 2007; Tan et al., 2003). Des exemples de mutations précises
pour améliorer I'’énantiosélectivité d’enzymes (et particulierement de Lip2p) vis-a-vis des
substrats d’intérét seront détaillés directement dans les paragraphes dédiés aux substrats

eux méme (1.4).
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La limitation pour une utilisation a I’échelle industrielle, est principalement liée a la faible
thermostabilité (température maximum supportée: 40 °C). Cette limitation peut étre
atténuée par différentes méthodes: génie génétique, immobilisation, ajout d’agents
stabilisants... Un mutant avec une thermostabilité supérieure a été créé par évolution
dirigée, Lip2p C244A, ce qui a également permis de découvrir un acide aminé responsable de
la dénaturation thermique (Bordes et al., 2011). Le monomutant Lip2p C244A et la souche
sauvage possédent des cinétiques etun mode d’agrégation (responsable de I'inactivation)
différents, en effet alors que I'agrégation de I'enzyme sauvage est entrainée par la formation
de ponts disulfure, ce sont des forces hydrophobes pour le monomutant (Bordes et al.,
2011). Par la suite d’autres positions ont été identifiées comme étant impliquées dans la
thermostabilité de Lip2p. Une combinaison de ces dernieres (T117G, A103S, F237C) a permis
de trouver d’autres mutants de Lip2p thermostables (Wen et al., 2012). Il aurait été

intéressant de combiner les résultats obtenus par ces deux équipes.
1.3.3. Y. lipolytica comme systéme d’expression

Pour étre utilisables industriellement les protéines naturellement produites par les
organismes vivants doivent étre souvent améliorées (stabilité, activité, sélectivité...) et
également pouvoir étre produites économiquement en grande quantité.

Dans ce but, différents systemes d’expression peuvent étre utilisés, des organismes qui vont
produire I'enzyme souhaitée en grande quantité.

La souche peut étre un procaryote, comme par exemple Escherichia coli (Long et al., 2007)
qui est largement utilisée pour I'expression de protéines du fait de son faible colt, de sa
disponibilité, de sa facilité d’utilisation et sa croissance rapide... Cependant ce genre de
systemes présente plusieurs désavantages tels que leur manque de modifications post-
traductionnelles, le mauvais repliement de la protéine, une faible excrétion ou la formation
de corps d’inclusion dans le cas d’une protéine intracellulaire (Elend et al., 2007).

C’est pourquoi il est souvent plus intéressant d’utiliser un systeme d’expression eucaryote.
Parmi ceux-ci, les levures sont d’utilisation aisée, bon marché et possedent une capacité a
réaliser une maturation post-traductionnelle et de bonnes capacités de sécrétion.
Saccharomyces cerevisiae et Pichia Pastoris sont les plus fréquemment utilisés. D’ailleurs
Lip2p a déja été exprimée chez P. Pastoris (Yu et al., 2007). Cependant S. cerevisiae procéde

a une hyperglycosylation et présente un faible taux de sécrétion. P. pastoris quant a elle
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dispose d’'un nombre variable de copies du géne ainsi qu’un faible taux de transformation
(Boettner et al., 2002).

Y. lipolytica est une levure qui peut étre utilisée comme souche d’expression d’une enzyme
souhaitée (Bordes et al., 2007; Cambon et al., 2010b; Madzak et al., 2004; Nicaud et al.,
2002). En effet Y. lipolytica possede un fort taux de sécrétion, des modifications post-
traductionnelles, se cultive bien et elle procéde a une glycosylation « raisonnable » (Nicaud
et al., 2002). Y. lipolytica sera donc la souche d’expression que nous utiliserons.

Les souches dites d’expression sont des mutantes de souches existantes dans la nature. Ces
souches ont été modifiées pour produire en grande quantité la protéine désirée, car cette
protéine sera sous le contrdle d’'un promoteur fort. De plus ces souches sont dépourvues de
protéases qui pourraient détruire la protéine d’intérét (Fickers et al., 2003; Nicaud et al.,
2002; Pignéde et al., 2000).

Il faut également choisir le promoteur (région de I’ADN indispensable pour la transcription
du gene et donc de la synthese de la protéine). Le promoteur POX est adapté pour la
synthese de protéines par Y. lipolytica (Fickers et al., 2005). C'est un promoteur inductible a
I’acide oléique et ce sera le promoteur choisi pour la synthese des lipases d’intérét.

La souche JMY1212 de Y. lipolytica (Bordes et al., 2007) possede une plateforme
d’intégration (zone zeta) qui permettra une intégration unique et ciblée du gene dans le
génome de la souche. L'expression de I'enzyme est reproductible et permet une
comparaison des mutants directement a partir du surnageant de culture (Cambon et al.,
2010b). De plus, cette souche est délétée des principales protéases extracellulaires (XPR2) et
des lipases (Lip2p, 7 and 8, rappelons que ce sont les trois seules lipases extracellulaire de Y.
lipolytica) ce qui permet d’assurer une pureté des surnageant obtenus (Fickers et al., 2003;
Nicaud et al., 2002; Pignede et al., 2000). C'est cette souche qui produira les mutants de
Lip2p étudiés et c’est également cette souche qui produira les lipases isoformes de C. rugosa
(CRL1, 4) qui seront étudiées lors de cette étude, les souches produisant ces isoformes
étaient déja disponibles au LISBP (Piamtongkam et al., 2011).

Les substrats d’intérét appartiennent a la famille des acide 2-substitués qui est décrite ci-

dessous.
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1.4. Les acides 2-substitués

Les acides 2-substitués sont représentés principalement par les acides a-arylpropioniques
(ou les profénes) et les acides a-aryloxypropioniques dans les domaines pharmaceutique et

agrochimique. Les substrats d’intérét sont présentés sur la Figure 13.

CH

= CH; O CH;
OH OH OH
CHz I | o | =
O HzC ~5 Sy O — o o

lbuproféne Naproxéne Kétoproféne

Br
OH

o

Acide 2-bromo phenyl acétique

Figure 13 : Molécules d’intérét

1.4.1. Généralités sur les profénes

Les profénes (acides 2-arylpropioniques) sont des molécules non stéroidiennes ayant des
propriétés anti-inflammatoires. Ces médicaments (comme l'ibuprofene, le kétoproféne, le
naproxene) ont des propriétés analgésiques, anti-inflammatoires et antipyrétiques, surtout
dans le cas de I'énantiomére (S) bien gu’ils soient souvent commercialisés sous forme

racémique.
L’étude porte sur trois profenes, le kétoproféne, le naproxéne et I'ibuproféne.
1.4.2. L’ibuproféne

L'ibuproféne, (acide 2-(4-isobutylphényl) propionique) est communément utilisé pour le
traitement de la polyarthrite rhumatoide et est parfois commercialisé sous forme de
racémate (50 % de chaque énantiomere). Pourtant le (S) ibuproféne est 160 fois plus réactif
qgue le (R) ibuprofene (pour la synthése in vitro de prostaglandine et son effet analgésique)
(Adams et al.,, 1976; Hutt and Caldwell, 1984). De plus le (R) ibuprofene présente une

certaine toxicité dans les tissus adipeux, douleurs gastro-intestinales (Williams et al., 1986).
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La méthode d’analyse par HPLC chirale d’ester d’ibuproféne a été mise au point (Ducret et
al., 1998). C'est la méthode d’analyse qui sera utilisée dans cette étude pour I'ibuprofene
mais également pour les trois autres substrats d’intérét (le naproxéne, le kétoproféne et

I’ester octylique de I'acide 2-bromo phényl acétique).

Différentes lipases ont été testées pour la résolution de I'ibuproféne : une lipase provenant
de Rhizomucor miehei (Habibi et al., 2013; Mohammadi et al., 2016; Yousefi et al., 2014a),
de Candida antarctica (Mohammadi et al., 2016; Yousefi et al., 2014a), de Carica papaya (Ng
and Tsai, 2006), ou encore de Penicillium expansum (Lianghua et al., 2007). Egalement des
mélanges commerciaux de lipases de Candida rugosa ont été utilisés pour effectuer la
résolution de I'ibuproféne (Bhatia et al., 2004; Chang et al., 1998; Fazlena et al., 2006; Kim et
al., 2000; Lee et al.,, 1995; Long et al., 2005; Manetti et al.,, 2000; Marszatt and Siédmiak,
2012; Siédmiak et al., 2013; Tsai and Wei, 1994; Won et al., 2006; Yousefi et al., 2014b). Le
meilleur résultat en utilisant I'enzyme libre en terme d’énantiosélectivité (E=247) a été
obtenu grace a I'addition de N,N-dimethylformamide qui est toxique (Lee et al., 1995). Les
isoenzymes (CRL1, 2, 3) immobilisées ont été testées pour I'estérification de I'ibuproféne et
I’étude a révélé que CRL1 possede la meilleure énantiosélectivité comparée aux autres

isoenzymes (E>200) (Lopez et al., 2004).
1.4.3. Le naproxéne

Contrairement aux autres profénes, le naproxéne (acide (+) 2-(6-metoxy-2-naphthyl)
propionique) est commercialisé sous forme d’un seul énantiomére (le (S)) (Williams et al.,
1986). Le procédé Zambon (cf Figure 5) a d’ailleurs été présenté précédemment pour décrire

la méthode d’obtention d’un énantiomere pur a partir d’une substance prochirale.

L’énantiomére (S) du naproxéne possede une activité 28 fois supérieure au (R) ((Battistel et

al., 1991; Margolin, 1993).

C. rugosa, C. papaya, C. pentagona et R. miehei, ont été étudiées sous forme libre pour
I‘hydrolyse d’esters du naproxéne (Botta et al., 1997; Chang et al., 1998; Chen et al., 2005;
Ng and Tsai, 2006; Steenkamp and Brady, 2008, 2003; Wu and Liu, 2000; Xin et al., 2000). Les

lipases provenant C. rugosa ont été les plus efficaces (E=356) (Xin et al., 2005).
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1.4.4. Le kétoproféne

Seul I'’énantiomeére (S) du kétoproféne, le (R, S)-2-(3-benzoylphényl) propionique, possede la
propriété anti inflammatoire, I'énantiomere (R) présente des effets secondaires gastro-
intestinaux et une toxicité (Hutt and Caldwell, 1984), il peut étre utilisé comme agent
thérapeutique pour les maux de dents (Jin et al., 2003). Le kétoproféne est efficace dans les
traitements de I'arthrite rhumatoide, I'arthrite ostéoporose ou encore de la spondylarthrite

ankylosante.

La résolution du kétoproféne a été effectuée avec une lipase provenant de Trichosporon
laibacchii (Zhang and Liu, 2011), également avec une lipase de Serratia marcescens (Long et
al., 2007), ou encore une lipase de Candida rugosa (Kim et al., 2000 ; Liu et al., 2004). Le
meilleur résultat en terme d’énantiosélectivité a été obtenu avec une lipase provenant de

Acinetobacter (E=751,8) (Lee et al., 2006).

Alors que la lipase de C. antarctica posséde une faible énantiosélectivité (E=10) (Ong et al.,
2006) des travaux font une belle démonstration de I'intérét de la biologie moléculaire pour
accroitre I’énantioséléctivité d’'une enzyme. En effet un quadruple mutant a été mis en
évidence avec une énantiosélectivité fortement augmentée par rapport a I'enzyme native
(E=405 pour le quadruple mutant alors que I'énantiosélectivité de I'enzyme sauvage est de

1,7) (Qin et al., 2013).
1.4.5. Les autres profénes

Il y a bien entendu d’autres profénes qui ont été étudiés mais qui ne feront pas partie des
substrats d’intérét de cette étude. Par exemple le flurbiproféne (Bae et al., 2006; Ciou et al.,
2011; Lee et al., 2003; Ng and Tsai, 2006; Qin et al., 2013), le fénoprofene (Ng and Tsai,
2006), le suprofene (Margolin, 1993; Tsai and Huang, 1999) ou encore I'atliprofen (Mittal et
al., 2005).

Le quatrieme et dernier substrat d’intérét (avec libuproféne, le naproxene et le
kétoprofene) appartient a la famille des acides 2-halogéno-carboxiliques qui est décrite ci-

dessous.
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1.4.6. Les acides 2-halogéno-carboxyliques

Les molécules de type acide 2-halogéno carboxylique sont des intermédiaires intéressants
d’un point de vue pharmaceutique car ils sont utilisés dans différentes voies pour obtenir
des médicaments notamment des analgésiques comme la prostaglandine, la prostacycline, la
pénicilline semi synthétique (Bouisset and Radisson, 1991)... En particulier le substrat
d’intérét est I'ester octylique de I'acide 2-bromo phényl acétique, il appartient a la famille
des esters de 'acide 2 halogéno aryl acétique.

De nombreux travaux ont été effectués sur des substrats de cette famille, notamment la
transestérification énantiosélective. Cette réaction a été étudiée sur les dérivés du I'acide 2-
bromo-tolylacetique en utilisant des lipases provenant de microorganisme différents, tels
que C. antarctica, R. miehei ou encore P. cepacia, (Guieysse et al., 2003a, 2003b, 2001). La
transestérification de quatre substrats de la famille des 2-bromo-aryl acetic acide esters (cf
Figure 14) en utilisant des lipases provenant de R. miehei, Burkholderia cepacia et Y.
lipolytica. La lipase de Y. lipolytica s’est montrée treés intéressante du fait d’une vitesse
initiale tres élevée par rapport aux autres lipases (facteur 10) et d’une énantiosélectivité

parfois inverse des autres lipases (Guieysse et al., 2004).

Br Br Br
O CHp0H o A OR ICsH 7
T B ——
o octane, 30°C | B ¢+ ROH
0 8 & 5
R, ] R
(RS) (s (R)
1: R = H, R=C,H, 2: R = ortho-CH,, R=C,H,
3 R = meta-CH,, R=C,H, 4 R, = para-CH,, R=C,H,

Figure 14 : Réaction de transestérification effectuée dans la publication de Guieysse et al., 2004

L’hydrolyse énantiosélective de |'acide 2-bromo phényl acétique octyl ester a été effectuée
par une lipase provenant de C. papaya, cette lipase posséde une forte énantiosélectivité
(E>200), il s’agit de I'enzyme sauvage la plus énantiosélective décrite a ce jour (Rivera et al.,

2013).

Les isoenzymes CRL1, CRL3, CRL4, de C. rugosa ont été étudiées pour la résolution I'acide 2-
bromo phényl acétique octyl ester. CRL4 possede une préférence pour I'énantiomére (R) et

possede une énantiosélectivité de 15, alors que CLR1 et CRL3 préferent I'énantiomere (S) et
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possede une énantiosélectivité >200. Les auteurs sont allés plus loin que ce simple constat
en comparant les séquences peptidiques des trois isoformes, la position 296 a été identifiée,
elle contrble I'énantiopréférence et également |’énantiosélectivité (Piamtongkam et al.,

2011).

L’énantiosélectivité peut étre augmentée (Bordes et al.,, 2009; Cancino et al., 2008) voire
méme inversée par évolution génétique (Cambon et al., 2010a). Grace a ces travaux des
acides aminés responsables de la discrimination des énantioméres, et donc de
I’énantiosélectivité, ont été identifiés : les acides aminés 97 et 232 de I'enzyme Lip2p de Y.
lipolytica. L'énantiosélectivité a été multipliée par 10 pour I'hydrolyse de I'ester éthylique de
I'acide 2-bromo phényl acétique en utilisant le mutant Lip2p V232A (passage de E=5,5 pour
I'enzyme sauvage a 59) (Cancino et al., 2008). L'énantiosélectivité est encore accrue en
remplacant la valine en position 232 par une sérine, en effet, Lip2p V232S posséde une
énantiosélectivité infinie vis-a-vis de I'’énantiomere (S) de I'ester éthylique de I'acide 2-
bromo phényl acétique (Bordes et al.,, 2009). Un mutant doublement substitué sur les
positions évoquées (97 et 232), Lip2p D97A-V232F possede une énantiopréférence inversée,
une préférence pour I'’énantiomere (R) et une énantiosélectivité infinie (E>200) vis-a-vis de

I'ester octylique de I'acide 2-bromo phényl acétique (Cambon et al., 2010a).

Apres la recherche du meilleur catalyseur énantiosélectif pour les substrats d’intérét, le
second aspect de ce travail de these s’intéressera a la mise en ceuvre de la réaction, en
particulier en considérant de remplacer les solvants organiques conventionnellement utilisés
par le CO, supercritique. Ce sera I'objet des Chapitres Ill et IV. Les caractéristiques générales
et les utilisations de ce solvant pour la catalyse enzymatique sont détaillées dans les

paragraphes suivants.
1.5. Procédé en CO: supercritique
1.5.1. Généralités sur les fluides supercritiques

Un fluide supercritique est un fluide placé dans des conditions de pression et température
telles que ce n’est ni un gaz ni un liquide (cf Figure 15). Lorsque la température augmente le
liguide devient moins dense (expansion thermique), et lorsque la pression augmente le gaz

devient plus dense. Au moment ou les densités sont égales la distinction entre les phases
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(liguide et gaz) disparait, le point critique est atteint, il correspond au maximum de la courbe
d’équilibre liquide-vapeur, au-dela de ce point, I'interface gaz/liquide disparait, le fluide
obtenu est monophasique et occupe tout I'espace disponible. Le point critique est découvert
en 1822 par le baron Cagniard de la Tour. Dans ces conditions, le fluide est dit en état

supercritique. On parle aussi de « gaz dense » ou « liquide expansé ».

10000

fluide

1
1
1000 !
: supercritique
]
]
)

10

Figure 15 : Diagramme de phases du CO,
La Figure 16 présente la visualisation du passage a |I'état supercritique.
Le milieu fluide supercritique est donc considéré comme intermédiaire entre les liquides et

les gaz, a la fois dense et compressible.

Figure 16 : Cellule d’observation permettant la visualisation du passage a I'état supercritique (Hobbs and Thomas, 2007)

a) Séparation entre la phase liquide et gazeuse.
b) L’interface liquide gaz commence a entrer en transition suite a une élévation de température.

c) Les deux phases ne sont plus distinctes, I’état supercritique est atteint.
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Plus généralement, les fluides supercritiques sont caractérisés par une masse volumique
proche de celle de I’état liquide, une viscosité proche du gaz et une diffusivité intermédiaire

entre les deux états (cf Tableau 3).

Tableau 3 : Ordre de grandeur de la densité, viscosité et diffusivité des gaz, liquides et fluides supercritiques
(Samvura and Totté, 2006)

Densité Viscosité Diffusivité
p (g.cm™) (nPa.s) (cm2 s
GAZ 0.6.10%a 2.107 10 2 30 1.101a4.10™
Fluide supercritique 02405 10430 0,1.10°a1.107
Liquide 06al6 20023000 |0210°42.107

Il est a signaler qu’a proximité du point critique, la plupart des propriétés thermomécaniques

du fluide présentent des singularités.

Les propriétés thermophysiques des fluides supercritiques sont donc ajustables par une
simple modification de coordonnées thermodynamiques. Le fait par exemple de pouvoir

ajuster la densité implique la possibilité d’adapter le fluide a I'application désirée.

La diffusion au sein du fluide supercritique est plus rapide et la viscosité plus faible que dans
un liquide. Cela provient en partie de la faible densité des fluides supercritiques et
également du fait de la petite taille des molécules de fluides généralement utilisés dans le
domaine supercritique. Cette haute diffusivité, couplée a une faible viscosité et une densité
proche des liquides conféerent des caractéristiques physiques idéales pour le transfert de
matiere. Les fluides supercritiques peuvent étre utilisés pour de I'extraction (de Melo et al.,
2014), en chromatographie, pour I'encapsulation de nanoparticules ou pour la synthese
organique (Matsuda, 2013). La miscibilité avec d’autres gaz, I'oxygene notamment est une
propriété treés intéressante dans le cas de catalyses oxydatives par exemple (Hammond et
al., 1985). Les fluides supercritiques sont également étudiés dans le domaine de
I’environnement pour I'élimination des polluants organiques par oxydation par |'eau
supercritique (SCWO : supercritical water oxidation). Lextraction par les fluides
supercritiques présente des avantages considérables par rapport a son homologue par
solvant liquide, la disponibilité de solvants non toxiques tel que le CO,, les propriétés
physico-chimiques des fluides favorables a I’extraction (haute diffusivité, faible viscosité, pas

de tension de surface, un pouvoir solvant proche de celui des liquides) et qui de plus sont
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ajustables dans I'ensemble du domaine supercritique, la réduction du temps d’extraction.
Egalement, un grand intérét de I'extraction par des solvants non toxiques est de pouvoir

s’affranchir de I’étape d’élimination des résidus de solvants

Le Tableau 4 présente les conditions critiques de différents solvants, le CO, est adapté pour
faire de la catalyse enzymatique car sa température critique (31 °C) est bien adaptée pour

I"utilisation d’enzymes, en général désactivées pour des températures supérieures a 60 °C.

Tableau 4 : Masse moléculaire, température critique et pression critique de différents solvants (Samvura and Totté,
2006)

Solvant Masse moléculaire Température critique Pression critique
(g.mol?) (°C) (bar)
Dioxyde de carbone (CO,) 44,1 31,1 73,8
Eau (H,0) 18 374 220
Méthane (CH,) 16,04 -82,7 45,96
Ethane (C,He) 30,07 32,2 48,8
Propane (C3Hs) 44,1 96,6 42,5
Ethyléne (C,H,) 28,05 9,5 50,76
Propylene (C3Hg) 42,08 91 46,1

1.5.2. Le CO; supercritique
Le fluide supercritique le plus utilisé est donc le CO, (CO,SC).

Le CO,SC est généralement considéré comme un solvant GRAS (Generally Recognized As
Safe), c’est-a-dire qu’il ne présente aucun inconvénient quant a son utilisation comme
solvant dans un procédé satisfaisant aux critéres du développement durable. Lors d’une
synthése organique dans du CO,SC I'extraction du solvant est facilitée car il suffit d’'une
dépressurisation jusqu’a la pression atmosphérique (CO, devient gaz). Gazeux dans des
conditions de température et pression ambiantes, le CO, peut aussi facilement étre récupéré
et recyclé en fin de procédé. C'est pourquoi il est intéressant d’effectuer un couplage
réaction/séparation (Paiva et al., 2011; Rezaei and Temelli, 2001), lors de cette étude ce
couplage n’a pas pu étre étudié mais il serait néanmoins trés intéressant de I'envisager par la

suite.
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Il permet une excellente pénétration dans les matériaux macro et micro-poreux ce qui peut
étre trés intéressant pour le nettoyage en profondeur de certains matériaux notamment

médicaux.

Le CO,SC est déja utilisé dans des applications industrielles (décaféination du café, extraction
d’huiles essentielles...). L'extraction par les fluides supercritiques des huiles essentielles et
des ardbmes a partir de produits naturels pour I’élaboration de produits neutraceutiques et

alimentaires a marqué lui aussi un réel progres.

Dans les applications pharmaceutiques, on citera I’élaboration de nouvelles formulations de
médicaments (production de particules avec des propriétés différentes) mais aussi

I’élimination de certaines impuretés liées aux procédés de synthése.

Lors de cette étude la CO,SC sera utilisé comme solvant pour remplacer les solvants
organiques habituels pour effectuer la résolution d’'un mélange racémique par voie

enzymatique. La biocatalyse en CO,SC a déja largement été étudiée dans la littérature.
1.5.3. La biocatalyse en CO; supercritique

La premiere catalyse enzymatique réalisée dans du CO,SC a été réalisée en 1985 par
Hammond et al., (I'enzyme utilisée était une polyphénol oxydase) et Randolph et al.,

('enzyme utilisée était une alkaline phosphatase).

De nombreux travaux montrent |'utilisation de lipases en CO,SC (Blattner et al., 2006;
Chulalaksananukul et al., 1993; Ciftci and Temelli, 2013; Habulin et al., 2008a; Holmes et al.,
1998; Liu and Huang, 2010; Marty et al., 1992, 1990; Palocci et al., 2008; Rezaei et al., 2007).
En particulier les lipases les plus utilisées en CO,SC sont le Novozyme 435 qui provient de C.
antarctica (Habulin et al., 2008a; Lozano et al., 2004; Matsuda et al., 2005, 2004; Paiva et al.,
2011), ou encore une lipase qui provient de Mucor miehei (le nom commercial était

Lipozyme) (Chulalaksananukul et al., 1993; Rantakyla and Aaltonen, 1994).

Plus particulierement la biocatalyse énantiosélective avec des lipases en CO,SC est décrite
dans la littérature (Celebi et al., 2007; Matsuda, 2013; Matsuda et al., 2004, Salgin et al.,
2007; Shekarchizadeh and Kadivar, 2012) ce qui encourage I'étude des lipases en CO,SC pour

la réaction souhaitée.
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De nombreux travaux ont eu pour but de remplacer le solvant organique (décane, hexane,
DMF...) en utilisant le CO,SC (Chulalaksananukul et al., 1993; Marty et al., 1992, 1990;
Matsuda et al., 2005). Cet échange de solvant peut entrainer des diminutions d’activité, de
stabilité des enzymes, une moins bonne solubilité... mais le procédé doit étre pris en compte
dans sa globalité, les étapes de purification sont souvent colteuses et complexes c’est
pourquoi il est souvent intéressant d’utiliser peu ou pas de solvant organique. De plus les
procédés dits verts sont de plus en plus appréciés par I'opinion publique étant donné les
préoccupations environnementales actuelles. Il est plus que probable qu’a I'avenir les
industriels accepteront une perte de rendement sur le procédé si cela permet une baisse des

couts de traitement des effluents.

La stratégie habituelle pour réaliser une biocatalyse en CO,SC est d’utiliser le CO, comme

seul solvant, I’enzyme est utilisée immobilisée.

L'ester octylique de I'acide 2-bromo phényl acétique n’a pas été étudié en CO,SC mais ce

n’est pas le cas pour les profenes d’intérét.

1.5.3.1. Les proféenes en CO, supercritique

Il est important de connaitre la solubilité des profénes (ou des esters associés) en CO,SC
pour pouvoir garantir que celui-ci pourra étre utilisé comme solvant de réaction. Cela a déja
été étudié (Coimbra et al.,, 2006; Macnaughton et al., 1996). On remarque que c’est
I'ibuprofene qui est le plus soluble des trois profenes étudiés (ce qui est cohérent avec ce qui
se produit en décane), 1000 fois plus soluble, (fraction molaire de 58,5.10™ a 90 bar 40 °C),
alors que la solubilité du naproxene et kétoproféne est faible (fraction molaire de 0,2 et

0,4.10™ 3 90 bar 40 °C) (Coimbra et al., 2006).

L'estérification de l'ibuproféene a été effectuée en CO,SC par une lipase immobilisée
provenant de Mucor miehei (Lipozyme IM 20) (Rantakyla and Aaltonen, 1994). La stratégie
classique en CO,SC a été employée, a savoir I'enzyme immobilisée en systéeme dit
monophasique et une réaction d’estérification. Cependant cette enzyme ne possédait pas
une énantiosélectivité suffisante pour permettre une séparation complete des deux

énantiomeres.
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L’hydrolyse énantiosélective d’un ester du naproxene par un mélange de lipases provenant
de C. rugosa en présence de CO,SC a également réalisée. Cependant cela a été réalisée dans
une configuration : tampon phosphate / isooctane / CO,SC (Salgin et al., 2007). Dans ce cas
I'intérét du CO, n’est pas de remplacer la phase organique mais d’améliorer

I’énantiosélectivité.

Dans le cas d’une catalyse en systtme monophasique avec enzyme immobilisée (par
opposition a un systéme diphasique phase aqueuse/CO,SC), il faut bien noter que le contrdle
de l'activité de I'eau est cruciale pour conserver une bonne activité de I'enzyme (Marty et

al., 1992, 1990).

1.5.3.2. RoOle de I'eau et activité de I'eau

En effet une quantité minimale d’eau est indispensable a la fonction catalytique et a la
stabilité de I'enzyme. L'eau est impliquée dans de nombreuses interactions non covalentes
gui sont nécessaires au maintien de la conformation active de I’'enzyme. A partir du moment
ou 'eau essentielle est localisée autour des enzymes, I’'environnement peut étre un solvant
organique ou du CO,SC. Cependant |'eau se partagera entre les différentes phases: liée a
I’enzyme, dissoute dans le solvant, adsorbée sur d’autres composants solides comme le
support de I’'enzyme (si celle-ci est immobilisée)... le parameétre pertinent pour caractériser
I’hydratation du systéme est alors I'activité thermodynamique de I'eau (ay) et non pas sa
concentration (Halling, 1994, 1990). Lorsque I’équilibre thermodynamique est atteint,
I'activité de I'eau est la méme dans toutes les phases. L'activité de I'eau représente la

disponibilité en eau du systeme.

Le CO,SC est capable de solubiliser selon la température et la pression entre 0,3 % et 0,5 %

massique d’eau (Knez and Habulin, 2002; Michor et al., 1996).

La Figure 17 présente la solubilité de I’eau dans le CO,SC en fonction des conditions et est
supérieure a sa solubilité dans le décane par exemple (1,4 g/L a 32 °C 100 bar). De ce fait le
CO, peut « assécher » ou « surhydrater » I’enzyme si ce parametre n’est pas pris en compte.
De plus le support qui est utilisé pour immobiliser I'enzyme va lui aussi adsorber une partie

de I'eau et cet effet doit étre pris en compte.
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Figure 17 : Solubilité de I’eau dans le CO,SC
Courbe réalisée a partir de points expérimentaux et modélisation basée sur I’équation de Chrastil
(Marty and Condoret, 2001; Wiebe and Gaddy, 1941)

Condoret et al., 1997 ont proposé une méthode pour estimer la valeur de I’a,, en CO,SC.

Une modélisation de la distribution CO,/eau a la surface de la lipase C. antarctica en milieu
diphasique a été proposée (cf Figure 18, (Silveira et al., 2012)). Rappelons que cette lipase ne
possede pas de volet moléculaire. En observant cette image on peut constater une
distribution bien marquée des deux constituants (CO,, eau), I'eau étant plutét sur la face

postérieure de I'enzyme.

Enzyme Microheterogensous
Hydration in scCO;

active
site

Substials carbon
diffursian Int dioxida
Bclive sie

Figure 18 : Distribution de I’eau et du CO, a la surface de la lipase de C. antarctica (Silveira et al., 2012)

1.5.3.3. La masse volumique

Les effets de la température et de la pression sur I'énantiosélectivité en CO,SC ont été
étudiés (Hobbs and Thomas, 2007; Lozano et al., 2004; Matsuda, 2013; Matsuda et al., 2005,

2004, 2003; Rezaei et al., 2007). Ces facteurs ont un effet sur la sélectivité car une variation
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de ces parametres va faire évoluer notamment la masse volumique du CO, ce qui aura
d’importantes répercussions sur les interactions enzyme-CO, et donc la conformation de la
protéine (Matsuda et al., 2003). Comme on peut le constater sur la Figure 19 une faible
variation de pression peut induire une forte variation de masse volumique, notamment

entre 70 et 100 bar voire 150 bar (cela dépend de la température).

Figure 19 : Densité du CO, en fonction de la pression et température
Carrés noirs 32 °C, vides 40 °C, cercles noirs 50 °C et cercles vides 60 °C (Matsuda et al., 2004; Moriyoshi et al., 1993)

1.5.3.4. Les carbamates

La formation de carbamates pour des enzymes au contact du CO, a été reportée pour a
premiere fois en 1948 (Wright and Moore, 1948). Elle provient de l'interaction entre le CO,
et les groupe amines libres, cf Figure 20. Ces carbamates pourraient étre a I'origine d’un
changement de sélectivité des enzymes, parfois de fagon positive ou plus généralement de
facon négative (Celebi et al., 2007; Hobbs and Thomas, 2007; Matsuda, 2013; Matsuda et al.,
2005, 2004, 2003).

Figure 20 : Formation de carbamate, réaction entre une lysine et le CO,

1.5.3.5. Pression et cycle de pressurisation et dépressurisation

Les effets de la pression sur I'activité et I’énantiosélectivité des enzymes en milieu CO,SC ont

été étudiés (Eisenmenger and Reyes-De-Corcuera, 2009; Hobbs and Thomas, 2007; Knez,

2009; Matsuda, 2013; Matsuda et al., 2005, 2004, 2003; Rezaei et al., 2007). Il est difficile
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d’établir des regles claires, en effet la pression va influencer de nombreux parametres. La
pression va avoir une influence sur : la solubilité des produits, la densité, la formation de
carbamates, I'hydratation de la protéine si I'a,, n’est pas contrélée, I’hydrophobicité ou la
polarité du solvant CO; et le pH. C'est pourquoi il est tantot reporté un effet neutre, tantot
positif, tantdt un effet négatif de la pression sur l'activité ou la sélectivité de I'enzyme
(Blattner et al., 2006; Dijkstra et al., 2007; Habulin et al., 2008b; Liu and Huang, 2010; Olsen
et al.,, 2006; Romero et al., 2005; Sovova and Zarevucka, 2003). L'effet de la pression est
dépendante des conditions testées (les gammes de pression/température), de la réaction,

de I'enzyme (la nature et I'état : libre ou immobilisée).

La pressurisation/dépressurisation peut avoir un effet négatif sur I'’enzyme (Habulin and
Knez, 2001). Cet effet doit étre pris en compte dans le cas de fonctionnements « batch » ou

I’enzyme immobilisée doit étre réutilisée.

1.5.3.6. La constante diélectrique et le log P

La Figure 21 présente les variations de la constante diélectrique du CO, en fonction de la
pression et de la température. C'est un parametre qui permet d’évaluer I’'hydrophobicité
d’un milieu. Une forte augmentation de la constante diélectrique est observée entre 70 et
150 bar, en effet une telle variation de pression entraine une augmentation de la constante
diélectrique de 1,1 a 1,5 a 32 °C. Une plus forte variation de cette constante est observée a
32 °Cqu’a 60 °C, a 125 bar la constante diélectrique est égale a 1,5a 32 °Cet 1,23 60 °C. Le
Log P est aussi un parameétre pour évaluer I'hydrophobicité. Il s’agit du logarithme du
coefficient de partition d’'un solvant entre le 1-octane-1-ol et I'’eau en systeme diphasique.
Nakaya et al. ont montré qu’une augmentation de la pression de 30 a 118 bar conduisait a
une augmentation du logP du CO, de 0,9 a 2, donc une augmentation de I’"hydrophobicité
(Nakaya et al., 2001). Il a été montré que les meilleurs résultats de catalyses enzymatiques
sont obtenus avec les solvants possédant un log P>4, donc avec une forte hydrophobicité
(Kraai et al., 2008), ce phénomeéne a été mis en relation avec la nécessité de la présence
d’eau autour de I'enzyme pour qu’elle soit active. Plus un solvant est hydrophobe, moins il

extrait d’eau du microenvironnement de I'enzyme.
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Figure 21 : Constante diélectrique du CO, en fonction de la pression et température
Carrés noirs 32 °C, vides 40 °C, cercles noirs 50 °C et cercles vides 60 °C (Matsuda et al., 2004; Moriyoshi et al., 1993)

1.5.3.7. Latempérature

La température est un parametre trés important lors de la mise en oceuvre d’'un procédé
biocatalytique. Afin de pouvoir optimiser la température il est intéressant de connaitre la
température optimale de I'enzyme mise en jeu dans la réaction. L'activité catalytique
augmente avec la température dans un premier temps (application de la loi d’Arrhenius sur

la cinétique) et a tendance a décroitre a hautes températures par inactivation thermique.

Cependant en milieu supercritique il faut également prendre en compte les effets de la
température sur les propriétés physiques du solvant mais aussi la tension de vapeur des
solutés. En effet, comme il a été précédemment décrit, les propriétés du CO,SC sont trés
sensibles a la température (également a la pression), notamment sa masse volumique qui

détermine son pouvoir solvant.

1.5.3.8.  Procédé en diphasique

1.5.3.8.1. Intérét

De maniére générale, il est intéressant d’employer un procédé en diphasique (Halling, 1987)
pour différentes raisons. En effet il est possible de contourner le probléme de I'inhibition ou
une toxicité par le substrat ou produit grace a la compartimentation chimique, cela favorise
parfois un sens de réaction dans le cas d’une réaction réversible. Cette compartimentation
peut étre intéressante dans le cas d’inhibitions par les substrats et/ou produits. De plus dans
certains cas une premiére séparation substrat/produit est effectuée si ces deux composés ne

sont pas dans la méme phase. L’'enzyme peut étre dans une phase différente du produit et
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ainsi étre réutilisée (procédé en continu du point de vue de la phase contenant le produit et

en batch d’un point de vue de la phase contenant I’'enzyme).

Dans notre cas le principal intérét de |'utilisation d’un procédé en diphasique est de ne pas
immobiliser I'enzyme (elle sera utilisée sous forme libre dissoute dans la phase aqueuse) et
de pouvoir effectuer une réaction d’hydrolyse, qui nécessite de I'eau comme substrat, a la
place de l'estérification. Dans le cas d’une lipase, la réaction se fera essentiellement a
I'interface entre les deux phases. L’enzyme se positionnera a I'interface entre phase aqueuse
et CO,SC, le site actif dirigé vers la phase CO,. De plus les esters des substrats d’intérét
considérés ici sont plus solubles dans une phase organique ou en phase CO,SC que leur
forme acide associée. Ainsi il serait possible de travailler avec des concentrations plus

importantes en effectuant une réaction d’hydrolyse de ces esters.

L'utilisation d’un systeme diphasique a été peu étudiée mais quelques travaux sont tout de
méme disponibles avec |'utilisation d’une alcool déshydrogénase (Harada et al., 2009) ou
encore de lipases (Lipase de Pseudomonas cepacia, une lipase porcine et lipase provenant de
Chronobacterium viscosum) (Hartmann et al., 2001). La comparaison avec le systéme en
solvant organique n’a pas été effectuée par ces auteurs (Harada et al., 2009, Hartmann et
al.,, 2001) mais la possibilité d’utiliser le CO,SC en systeme diphasique pour faire de la
bioconversion a été validée. Une étude en microémulsion a également été réalisée. Dans ce
cas des surfactants ont été ajoutés et une durée de réaction trés courte (10 mn) a été
considérée ce qui ne permet de détecter des effets a long terme de ce genre de systeme

(Holmes et al., 1998).

Un phénomeéne attendu et a contrbler dans le cas ou un systeme diphasique phase
aqueuse/CO,SC concerne la diminution du pH de la phase aqueuse du fait de la formation

d’acide carbonique par dissolution du CO,.

1.5.3.8.2. Le pH de la phase aqueuse

La solubilisation du CO, dans la phase aqueuse entraine la formation d’acide carbonique

suivant la réaction présentée en Figure 22.
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H,O + CO; e HCO3 «——= HCOs; + H*

Figure 22 : Formation d’acide carbonique et sa dissociation

Comme le montre la Figure 23 la solubilité du CO, dans la phase aqueuse dépend des
conditions de pression et température. A température constante cette solubilité augmente
avec la pression. A pression constante en revanche la solubilité décroit dans un premier
temps puis ré-augmente a partir de 80 °C. Certains auteurs évoquent que la formation
d’acide carbonique peut méme en systeme monophasique jouer un role dans I'activité de
I'enzyme du fait de I'abaissement du pH dans le microenvironnement de I'enzyme (Knez,

2009).
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Figure 23 : La solubilité du CO, dans I’eau en fonction de la pression et de la température (Ziegler et al., 2003)
(a) T=20°C
(b) P=50 bar

Dans les conditions d’étude le pH de la phase aqueuse va décroitre pour atteindre un pH
d’environ 3 (cf Figure 24).
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Figure 24 : pH en fonction de la pression d’un systeme diphasique eau/CO, a 32 °C (Meyssami et al., 1992)

Un tel pH n’est en général pas compatible avec une bonne activité des enzymes envisagées.
Dans la littérature la stabilisation du pH de la phase aqueuse d’un tel systéme diphasique a
un pH qui sera adapté a I'activité de 'enzyme a déja été proposée. Pour ce faire |'utilisation
d’une base telle que NaOH ou encore différents tampons a été envisagée (Holmes et al.,
1999, 1998; Roosen et al., 2007; Ziegler et al., 2003). Le Tableau 5 présente quelques
exemples. Pour une alcool deshydrogénase l'ajout de bicarbonate de sodium a permis
d’accroitre I'activité en augmentant le pH de la phase aqueuse dans un systeme diphasique

phase aqueuse/CO,SC (Harada et al., 2009).
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Tableau 5: Valeurs expérimentales du pH pour différents tampons, en fonction de la
température et de la pression (Holmes et al., 1999)

temp  pressure  biphasic  microemulsion

buffer (°C) (bar) pH pH
Na:COs 30 345 5.75 596
(0.5 molkg™ 1) S0 345 5.79 5.87
33 207 5.80 5.90

33 310 5.75 5.88

Tricine 30 343 5.57 549
(0.8 mol kg™1) 50 343 5.63 555
33 207 5.57 5.53

33 310 5.58 548

HEPES 30 345 5.95 6.05
(1 molkg™ 1) S0 345 5.91 6.13
33 207 5.97 6.09

33 310 5.93 6.07

BES 30 345 5.67 5.90
(1 molkg™") S0 345 5.65 5.84
33 207 5.65 594

35 310 5.61 5.90

NaHCO; 30 345 5.41 5.63
(0.5 molkg™ 1) S0 345 545 5.60
33 207 542 5.67

33 310 5.40 5.65

MES 30 343 5.49 5.76
(1l molkg™") S0 345 5.49 5.73
33 207 5.49 5.73

33 310 5.50 5.76

NaOH 30 343 5.76 5.83
(1 mol kg™1) 50 343 5.82 587
33 207 5.84 591

33 310 5.85 5.88

NaOH 30 345 6.67 6.62
(1.5mol kg™ 1) 33 345 6.70 6.86

Avant d’étudier le procédé en CO,SC, en remplacement des solvants organiques, en
systeme monophasique ou diphasique, il est impératif de mettre en évidence des enzymes
possédant une énantiosélectivité satisfaisante (E>200) vis-a-vis des quatre substrats
d’intérét. Différentes stratégies pourront étre employées pour déterminer rapidement une
enzyme répondant aux critéres d’énantiosélectivité (E>200) et également une vitesse de

conversion la plus importante possible, c’est I'objectif du prochain Chapitre.
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Chapitre II : Recherche d’enzymes énantiosélectives pour la résolution
de profénes

2.1. Introduction Chapitre II

Il est indispensable de parvenir a obtenir un énantiomére pur lors de la production
d’un médicament, car les énantiomeéres peuvent avoir des effets tres différents (cf 1.1.1).
Comme nous l'avons décrit dans le paragraphe 1.1.2, il existe différentes méthodes
permettant la séparation d’énantiomeéres. La voie que nous avons choisi de privilégier est la
voie enzymatique, qui permettra la séparation des énantiomeres a partir d’'un mélange
racémique, via une lipase. En effet, les lipases ont un fort potentiel pour la résolution de
mélanges racémiques du fait de leur versatilité, de leur tolérance pour les solvants
organiques et de leur énantiosélectivité naturelle. Toutefois la recherche d’'une enzyme qui
aura une énantiosélectivité suffisante (E>200) vis-a-vis d’un substrat donné reste un défi.
Rappelons que les quatre substrats d’intérét dans notre étude sont I'ibuprofene, le
naproxene, le kétoprofene et I'acide 2-bromo phényl acétique. Pour effectuer la séparation
des énantiomeres, I'enzyme va effectuer une réaction énantiosélective a partir du mélange
racémique. Dans le cadre de cette étude, I'’hydrolyse de la forme ester a tout d’abord été

étudiée.

Comme évoqué dans le paragraphe 1.4.6, deux mutants de la lipase Lip2p de Yarrowia
lipolytica avec une énantiosélectivité supérieure a 200 vis-a-vis de |'ester octylique de I'acide

2-bromo phényl acétique ont déja été identifiés avant les travaux de these :

- Le monomutant V232S de la lipase Lip2p de Y. lipolytica possede une
énantiosélectivité supérieure a 200, avec une énantiopréférence pour I'énantiomeére
(S) (Bordes et al., 2009)

- Le double mutant D97A-V232F de la lipase Lip2p de Y. lipolytica posséde une
énantiosélectivité supérieure a 200, avec une énantiopréférence pour I'énantiomeére

(R) (Cambon et al., 2010a)

En revanche, il est intéressant de trouver d’autres enzymes énantiosélectives pour la
résolution du mélange racémique de I'ibuproféne, du naproxene et du kétoprofene qui est le

premier objectif de ces travaux de thése (cf Chapitre |, paragraphe 1.4).
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L'objectif du travail résumé dans ce chapitre est donc de trouver une enzyme permettant de
séparer les énantiomeres des esters de I'ibuproféne, du naproxéne et du kétoproféne de

facon efficace.

Deux méthodes ont été employées et ont fait I'objet de deux publications en cours de

soumission :

- I'amélioration par génie génétique d’une enzyme prometteuse, a savoir la lipase
Lip2p de Y. lipolytica pour la résolution de libuproféne, du naproxene et du

kétoprofene.

1. Efficient resolution of profen ethyl ester racemates by engineered Yarrowia lipolytica

Lip2p lipase.

I’exploration par homologie d’une collection d’enzymes restreinte issue de la
biodiversité naturelle permettant d’isoler des enzymes nouvelles pour la résolution

de molécules chirales.

2. Screening of a semi-rational lipases library for the resolution of racemic esters of arylalkyl

carboxylic acids.

2.2. Recherche d’enzymes énantiosélectives pour la résolution des esters

éthyliques de I'ibuproféne, du naproxene et du kétoproféne
2.2.1. Introduction de la publication

La lipase Lip2p de Y. lipolytica a été montrée efficace pour la résolution de I’ester octylique
de I'acide 2-bromo phényl acétique, appartenant a une classe importante d’intermédiaires
de produits pharmaceutiques. L'énantiosélectivité de la lipase a été améliorée par
mutagéneése dirigée au niveau du site de liaison avec le substrat. Pour guider les cibles de
mutagénese, la modélisation moléculaire et le modele tri-dimensionnel de la lipase ont été
utilisés. Une banque de mutants a été construite et une enzyme possédant une
énantiosélectivité infinie envers |'ester octylique de I'acide 2-bromo phényl acétique a ainsi

été isolée (Bordes et al., 2009).
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Dans la publication ci-dessous, la lipase Lip2p sauvage de Y. lipolytica a été dans un premier
temps comparée a la lipase la plus efficace en terme d’énantiosélectivité vis-a-vis de
I'ibuproféne, du naproxene et du kétoprofene connue dans la littérature, le mélange
d’isoformes de lipases de Candida rugosa (Kim et al., 2000; Lee et al., 1995; Liu et al., 2004;
Manetti et al., 2000; Steenkamp and Brady, 2003; Xi and Xu, 2005; Xin et al., 2005; Zhu et al.,
2005). Dans un second temps, la banque de mutants précédemment construite (Bordes et
al., 2009), ainsi qu’une banque de saturation sur un acide aminé du site actif de Lip2p dont le
choix a été guidé par modélisation moléculaire ont été testées pour la résolution de I'ester
éthylique de l'ibuprofene, du naproxene et du kétoprofene. Ceci a permis d’isoler des

mutants efficaces pour la résolution de chacun des esters choisis.

2.2.2. Publication: Efficient resolution of profen ethyl ester racemates by

engineered Yarrowia lipolytica Lip2p lipase
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Abstract

Enzyme-catalyzed enantiomer discrimination is still a great challenge for the development of
industrial pharmaceutical processes. For the resolution of ibuprofen, naproxen and ketoprofen
racemates, three major anti-inflammatory drugs, only lipases @andida rugosa present a

high selectivity if solvent and surfactant use is discarded. However, their catalytic activities
are too low for utilization in a process. In the present work, we demonstrate that the lipase
Lip2p from the yeasYarrowia lipolytica presents a higher catalytic activity th@anrugosa
lipases to hydrolyze ethyl esters of ibuprofen, naproxen and ketoprofen, but its selectivity is
still not sufficient (E=52S) 11(S)and 1.5R) respectively). Therefore, its enantioselectivity

was further improved by site-directed mutagenesis experiments, targeted at the substrate
binding site and guided by molecular modelling studies. By investigating binding modes of
the (R) and (S) enantiomers in the active site, two amino acid residues located in the
hydrophobic substrate binding site of the lipase, namely residues 232 and 235, were identified
to likely play a role in the enantioselectivityS) enantiopreference) and activity of Lip2p
towards ethyl ibuprofen and naproxen esters, respectively. The enantioselectivity of Lip2p
towards ethyl ibuprofen esters was rendered infinite (E>>300) by replacing V232 by A or C
residues. Substitution of V235 by C, M, S, or T amino acid led to a tremendous increase in the
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enantioselectivity (E>>300) towards naproxen ethyl ester. Variant V232F enabled efficient
kinetic resolution of ethyl ketoprofen ester enantiom@ry énantiopreference; E>>300). In
addition to the gain in selectivity, a remarkable increase in velocity by 2.6, 2.7 and 2.5 times,

respectively, was found for ibuprofen, naproxen and ketoprofen ethyl esters.

Keywords: Enzyme, enantioselectivityyarrowia lipolytica, lipase, ibuprofen, ketoprofen,

naproxen, kinetic resolution, enzyme evolution.

1. Introduction

a-substituted aryl and alkyl carboxylic acids are am@nt intermediates encountered in
synthetic pathways of numerous drugs, such as prostaglandin, prostacyclin, semi-synthetic
penicillin and thiazolium salts. Among them, derivatives of 2 arylpropionic acids, 2-(4-
isobutylphenyl) propionic acid, commonly named ibuprofen, 2-(6-methoxy-2-naphthyl)
propionic acid, also called naproxen, and 2-(3-benzoylphenyl) propionic acid, commonly
named ketoprofen are regularly used as non-steroid anti-inflammatory drugs (NAIDs) in the
treatment of headache, rheumatoid arthritis, cephalgiac or muscular cells

All these molecules present an asymmetric carbon at plosition of the carboxylic function,
leading to the co-existence of two enantiomers. In most cases, only one enantiomer exerts the
required biological activity. For instance, t(f&8) enantiomer of ibuprofen is 160 times more
active than itgR) counterpaft®. Similarly, the(S) enantiomer of naproxen is 28 times more
active than thgR) form*. The anti-inflammatory property of ketoprofen is pipatly due to

the (S) enantiomer, whereas ti{R) enantiomer has side effacThe use of the only active
enantiomer is thus often privileged whenever it can be obtained in a pure form. Therefore, a
major challenge consists in separating these enantiomers to obtain a pure biologically active
substance. Classical methods used to obtain pure enantiomers, such as chemical asymmetric
synthesis, stereoselective crystallization or chiral chromatography, are usually expensive. The
use of highly enantioselective enzymes (enantioselectivity value, E, ratio of reaction rates for
both enantiomers higher than 200) thus appears as an appealing alternative to separate such
enantiomers.

Several enzymatic routes were explored for the obtention of profens and pfhfenotsas

use of alcohol dehydrogenade¥, arylmalonate decarboxylases, ene reducthsasd
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nitrilases, either based on the kinetic resolution of racemates or asymmetrization of prochiral
precursors.

In the case of 2-arylpropionic acids, lipases have shown to be good candidates to catalyze the
kinetic resolution of R, S)racemates, either by hydrolysis of an ester or by esterification of
the acid form. Several lipases from various origins (plant and microbial) have already been
reported for the resolution of ibuprofen, naproxen and ketoprofen esters or corresponding
acids.

Lipases from Rhizomucor mieh&, Carica papaya® or evolved Candida antarctica
lipasé**® were previously tested for the resolution(Bf S)ibuprofen racemate by either
hydrolysis or esterification reactions. However, all three of them led to a low
enantioselectivity (E<200). The lipase fra rugosa(formerly C. cylindracea) was shown

to be the best enzyme to discriming®R, S)ibuprofen racemat&?® The best result,
considering the enantioselective hydrolysis of ibuprofen racemate using free epeysests

an enantioselectivity of 247. Nevertheless, this high E was obtained by addition of N,N-

dimethylformamide, which is highly toxic.

C. rugosa,C. papaya andR. mieheifree lipases were also studied for the hydrolysis of
naproxen ester raceméaté’?°=*> Among them, lipases froi@. rugosawere found to be the

most enantioselective enzymes for this reaction (E=397)ysophospholipase and
carboxylesterase were also studied for the resolution of naproxen®*%¥sténe
carboxylesterase NP presents a high enantioselectivity (E of 500), nevertheless, this high
enantioselectivity was obtained by addition of formaldehyde, which is highly*toxic

Lipases fromThermogota maritimd, Aspergillus niger, Aspergillus terreps=usarium

Qo4 %41 Trichosporon laibacchf?,

oxysporun?, Mucor javanicu Mucor miehé
Pseudomonas cepadfaCarica papay&’, Bacillus subtilié* and from Candida rugosawere
previously tested for the resolution &, S)ketoprofen racemate. However, all of them led to
a poor enantioselectivity (E<200). To improve enantioselectivity of the lipaseGendida
rugosa (E=27¥, various strategies were employed such as enzyme immobiliZatfam two
step acetone treatméfbut only an enantioselectivity of 153 was reaéfied

The enantioselectivity oSerratia marcescenbpase was improved (from 63 to 1084) by
addition of a surfactant Brij 92V, Similarly, the enantioselectivity oPseudomonas
sp.KCTC10122BP lipad&andAcinetobactelipase and were found superior to 200 (absolute
and 752, respectively) but with use of triton X-{0However, addition of a surfactant

generally leads to a complexification of the purification process, and to high production costs.
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Variants of C. Antarctica lipase CalB, and of the recently metagenome-isolated esterase
Est25° enabled an enantioselectivity higher than 20®ut very low concentration of
substrate were used.

It appears that the lipases frdin rugosa are good candidates for the resolution of the three
substrates considered. Despite their significant enantioselectivity, the catalytic efficiencies of
the lipases fronC. rugosa are quite low, almost one order of magnitude lower than that of
Lip2p lipase from the oleaginous yea&tlipolytica™? during resolution of 2-bromophenyl

acetic acid ester.

The objective of the present study is to identify new enzymes able to highly discriminate the
(R, S)enantiomers of ibuprofen, naproxen and ketoprofen ethyl esters, and presenting high
catalytic efficiency. TheY. lipolytica Lip2p lipase was reported to catalyze the resolution of
ibuprofen racemate with a low enantioselectivity (E258Yloreover, variants of this lipase

were shown to have a high catalytic efficiency and enantioselectivity for the resolution of
(R, S) 2-bromophenyl acetic acid ester racenfatt Enzyme variants with increased or
totally inverted enantioselectivity, concomitant with a remarkable increase in velocity, were
also obtaine®. Performances of. lipolytica wild-type lipaseis compared to wild-type
lipases (CRL 1 and 4) fro@. rugosa, described in the literature as being the most efficient
enzymes for the resolution of the considered raceftafed*n view of the results, the
library of Lip2p variants fronY. lipolytica, previously built for the resolution of tfiR, S)2-
bromophenyl acetic acid ester racemate, was tested on the three molecules and molecular
modelling was used to identify new targets for site-directed mutagenesis and to understand the
role of amino acid changes on the selective recognition ofRhe&s)enantiomers of each

racemate.
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2. Results and discussion

2.1 Resolution ofR, S)ibuprofen naproxen and ketoprofen ethyl ester racemates
using wild-type lipases

The reaction scheme of an enantioselective lipase-catalyzed hydrolysis of the racemic mixture

of three different esters is presented in Figure 1.

! OH
Enantioselective g /\II/‘-H + R + o~
o

lipase
o
] // (s) acid (R) ester
R = + H:C or
(R.5) ester (\\l oH : C ™
. S .
o o
(R} acid (5) ester

(3) ethyl-ketoprofen

CHy R % (1) ethyl-ibuprofen
R or  Hac. e L or | [ (2) ethyl-naproxen
HyC = = #
(1) (2) (3)

Figure 1. Reaction scheme of the lipase-catalyzed resolutiofRefS) ethyl ester racemate of ibuprofen,
naproxen and ketoprofen by(R) or (S) enantioselective lipase.

Wild-type Lip2p fromY. lipolytica was compared tG. rugosalipases (CRL 1 and 4), the
most efficient enzymes known to date for the resolution of ibuprofen, naproxen and
ketoprofen racemates. CRL lipases were produced in recombinant form by a stkain of

lipolytica as pure isoform of CRL1 and CR}4

All three lipases were produced using ¥hdipolytica strain JMY121%, in which the lipase
encoding gene is introduced in the genome at the zeta docking platform, leading to good
reproducibility of the enzyme expression and enabling a comparison of enzyme variant
activities directly from the supernatahtin addition, this strain is deleted for the main
extracellular protease (XPR2) and the main extracellular lipases (Lip2, 7 and 8) which enable
high protein purity in the supernatant to be obtaifigd It was checked that with this strain

no ativity is obtained whatever the used racemate (data not shown).
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The protein contents of. lipolytica supernatant containing Lip2p, CRL1 or CRL4 were
compared by SDS page (data not shown). Enzyme concentration was estimated as 5 times
lower for CRL1 and CRL4 expressed¥Yn lipolytica compared with Lip2p. The two enzymes

of C. rugosa were then 10 times concentrated for comparison.

Enzymes were then tested during the hydrolysis of ibuprofen, naproxen and ketoprofen ethyl
esters (Table 1).

Table 1. Comparison between activities and selectivities of Lip2p fitrtipolyticaandC. rugosalipases for

the hydrolysis of ethyl-ibuprofen, ethyl-naproxen and ethyl-ketoprofen. The hydrolysis was performed in a
biphasic medium: 750 pL of decane containing 50 mM of ester racemate, 750 pL of enzyme supernatant (or the
concentrate supernatant for CRL lipases). Stirred at room temperature for 100 h.

Ethyl ibuprofen Ethyl naproxen Ethyl ketoprofen
VviS ViR E VviS ViR E viS ViR E
(umol.h (umol.h  (VviSviR) (umol.h  (umol.h (viSviR) (umol.h (pmol.h (viSVIR)
Tmlh)  tmlh tmlh)  tmlh tmlh  tmlh or
(ViSVIR)
CRL1 0.28 0 >20Q9S) 0.15 0 >20QS) 0,06 0 >20Q5S)
10X
CRL4 0 0 Nd 0 0 Nd 0 0.99 >200(R)
10X
Lip2p 1.56 0.03 52S) 0.42 0.04 11S) 0.11 0.16 1.5R)
1X

Our results confirmed thaZ. rugosa lipase CRL1 is an efficient enzyme from the point of
view of enantioselectivity to discriminate enantiomers of ibuprofen, naproxen and ketoprofen
ethyl esters, with a total preference for t{f&) enantiomer. Nevertheless, whatever the
racemate, and even after a 10 times concentration of the supernatant, the rate of reaction is
low. Surprisingly, even sharing 81 % of identity with CRL1, the lipase CRL4 is only active
on ketoprofen ethyl ester with a total preference fof)enantiomer.

Wild-type Lip2p lipase fron¥. lipolytica showed a clear preference for (Bgenantiomer in

the hydrolysis of ibuprofen ethyl ester racemate (E=52, Table 1). This result is in agreement
with the E of 56 obtained in previous studie®f esterification of ibuprofen using
immobilized Lip2p lipase. The positive influence opara substitution of the phenyl group

on the E of Lip2p lipase was already observed for transesterification of 2-bromo-phenyl acetic
ethyl and 2-bromg-tolylacetic ethyl estéf. Indeed, the presence of a methyl group in the
para position of the phenyl group led to an improvement of the selectivity of Lip2p lipase
towards the(S) enantiomer with an E of 28 against an E of 3 in the absence of the methyl
groug®. The presence of an isobutyl group at ffea position of the phenyl group in
ibuprofen ester seemed to have the same effect.
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The steric hindrance of the naproxen ethyl ester in the Lip2p lipase active site is clearly more
important than the one of 2-bromophenyl-acetic and ibuprofen ethyl esters, due to the
presence of the naphtalen group. As a consequence, the rate of hydrolysis of the g&ferred
enantiomer by wild-type Lip2p is 4 times lower than the one observd® ¥dyuprofen ethyl

ester (Table 1). On the contrary, tie) poorly-hydrolyzed enantiomer is slightly better
recognized, leading to an enantioselectivity 5 times lower (E=11).

The rate of hydrolysis of th) enantiomer of ethyl ketoprofen by wild-type Lip2p is 4 times
lower than the one observed for &) naproxen ethyl ester, 16 times compared to(8)e
ibuprofen ethyl ester. Surprisingly, th®) enantiomer of ethyl ketoprofen is the best
recognized enantiomer by Lip2p (E=1.5). Moreover, the catalytic efficiency of Lip2p for the
best recognized enantiomer of ibuprofen, naproxen and ketoprofen ethyl ester is one order of
magnitude higher than the one obtained with CRL1. Only CRL4, during the ethyl ketoprofen
ester resolution, possesses a catalytic efficiency in the same range than the one observed with

Lip2p.

2.2 Resolution of (R, $puprofen ethyl ester racemate by Lip2p enzyme variants

With the aim of improving the enantioselectivity of the Lip2p lipase fiaripolytica for the
resolution of thgR, S)ibuprofen ethyl ester racemate, a previously built library of enzyme
variants**> was screened. This library of single enzyme variants results from a rational
engineering strategy that consisted in applying site-directed mutagenesis to 5 amino acid
residues (T88, V94, V285, V232 and D97) located in the substrate binding site. Among these
Lip2p variants, position 232 was found crucial for both activity and enantioselectivity during
resolution of 2-bromophenyl acetic acid ester total, 25 single enzyme variants of Lip2p
were tested for their ability to resolve the ibuprofen ethyl ester racemate (19 single variants at
position 232 and enzyme variants D97A, T88S, V94A, V94L, V285A, and V285L). A double
substituted enzyme variant (D97A-V232F), with highly inverted enantioselectivity towards 2-
bromo phenyl acetic acid esters was also t&tikdvas checked by SDS page gel protein that

al the variants tested are expressed at the same level than the wild-type enzyme (data not

shown).

Enzyme variant at position T88 and V94 present lower activity than the wild-type Lip2p and
no change in selectivity. Enzyme variant V285A presents a similar behavior as the wild-type
enzyme, whereas V285L and D97A variants are no more active. The double substituted
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enzyme variant D97A-V232F was not active on ethyl ibuprofen, whereas it displayed a total
preference for the(R) enantiomer of 2-bromophenyl-acetic octyl ester and 4.5 times
enhancement of its activity

As already observed during the kinetic resolution of 2-bromo-arylacetic acid esters, position
232 appears crucial for the discrimination between ibuprofen enantiomers. Indeed, three
Lip2p variants with an amino acid change at this position 232 (V232A, V232C and V232S)
present a higher enantioselectivity than the wild-type enzyme. For all of them, improvement
in enantioselectivity, from an E of 52 for the wild-type enzyme to an E higher than 200 for the
enzyme variants, is due both to a better hydrolysis of the pref@)etantiomer (2.2 to 2.6
times higher) concomitant to a lower hydrolysis of the poorly recognig¢anantiomer
(Table 2). Enzyme variants V232A and V232C are no more able to recogniz®)the
enantiomer, whereas enzyme variant V232S exhibits only a lower recognition of the poorly
recognizedR) enantiomer (2.3 times lower than wild-type Lip2p). In addition to the gain in
enantioselectivity, a remarkable increase in velocity was observed for the three variants (2.2-
2.6 increase). The best enzyme was the enzyme variant V232A (E>>300 with an initial rate of
hydrolysis of thgS)enantiomer of 4.1 pmol’hmL™?).

Table 2. Comparison of activity and selectivity of wild-type Lip2p lipase fr¥mlipolytica and its variants

during hydrolysis of(R, S)ibuprofen ethyl ester racemate. The hydrolysis was performed in a biphasic
medium:750 pL of decane containing 50 mM of ester racemate, 750 pL of enzyme supernatant (or the
concentrate supernatant for CRL lipases), stirred at room temperature for 100 h.

VviS ViR E
(umol.ht.mL™) (umol.ht.mL™) (VISVIR)
Wild-type V232 1.56 0.030 52
V232A 4.07 0 >300
V232C 3.55 0 >300
V232S 3.44 0.013 263

During resolution of 2-bromo-phenyl-acetic octyl esters by Lip2p lipases, the best enzyme
variant was found to be the V232S enzyme vatfamith an E>200.

From molecular docking studies, it was assumed that the bulky bromine atom, facing V232
for the (S) enantiomer, was involved in the discrimination of the enantiomers. The size of this
amino acid thus appeared to be crucial for the enantioselectivity. It is noticeable that
ibuprofen and 2-bromophenyl-acetic esters are rather similar in structure. The bromine atom
present at the position of the carboxylic acid in 2-bromophenytiic ester is here replaced

by a methyl group which presents similar steric hindrance. From our results, it appears clearly

that the size of the amino acid at position 232 is more important than its polarity. Substitution
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of the valine present in the wild-type Lip2p lipase by smaller amino acid residues such as A,
C or S enables a better recognition of 8genantiomer and a poorer recognition of (R¢
enantiomer. However, enzyme variant V232G is ho more active on ethyl ibuprofen whereas it
was found more efficient and selective during hydrolysis of 2-bromophenyl-acetic octyl
esterd”. As already observed with 2-bromophenyl-acetic octyl ester, performance of the
enzyme variant V232T is similar to that of the wild-type enzyme. Despite low catalytic
efficiency, enzyme variants V232L, V232l, V232F exhibited enantioselectivity inversion
during 2-bromophenyl-acetic octyl ester resolutfoReplacement of the valine by a bulkier
amino acid such as L, | and F led to enzyme inactivation in the kinetic resolution of ibuprofen.
Using molecular modelling techniques, we constructed three-dimensional models of the

covalent intermediates of Lip2p wifR, S)enantiomers of ibuprofen ethyl ester (Figure 2).

>

[ His2898 2)

Figure 2. Representation ofR), (S)ibuprofen ethyl ester enantiomers covalently bound to catalytic S162 of
wild-type lip2p (A) and V232A enzyme variant (B). Tf®) (blue) and(R) (magenta) enantiomers are shown.

The catalytic triad (D230, S162, H289) is shown as yellow sticks, residues forming the oxyanion hole (L163 and
T88) are colored in cyan, amino acid residue at position 232 is colored in green, and 1231 in orange. For clarity,
hydrogens are not represented.

Docking studies revealed distinct binding conformations for(EeS)enantiomers, which
differed in the orientation of the aromatic ring, thus impacting the formation of hydrogen
bonding interactions between ibuprofen ethyl ester and the oxyanion hole defined by L163
and T88. Only one hydrogen bond was found betweefRhenantiomer of ibuprofen ethyl

ester and oxyanion residues of wild-type Lip2p, whereas two hydrogen bonds were observed

for the(S) enantiomer (Figure 3).
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Figure 3. Representation of interactions between ¢R(S) ibuprofen ethyl ester with wild-type Lip2p enzyme.
The drawing has been performed using Ligplot.

This could provide some explanations regarding(8)enantioselectivity of wild-type Lip2p

toward kinetic resolution of the ibuprofen ethyl ester. Mutation of V232 by smaller amino
acid residues such as alanine, cysteine or serine, provides more space to better accommodate
the (S) enantiomer of ibuprofen ethyl ester in the catalytic site (Figure 2B), with a slight
reorientation of the aromatic ring that favors formation of i) hydrogen bonding interactions
between residues from the oxyanion hole and the carbonyl group from the ethyl ester (Figure
3), and ii) additional van der Waals interactions between 1231 and the isobutyl group.
Conversely, mutation of V232 did not alter binding mode ofBjeenantiomer in comparison

with that observed in wild-type enzyme.
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2.3 Resolution of (R, $)aproxen ethyl ester racemate by Lip2p enzyme variants

The same strategy used for the resolution of ibuprofen ethyl ester racemate was applied for
the resolution of naproxen ethyl ester racemate. The same library of 25 enzyme variants of
Lip2p lipase fromY. lipolytica was tested. As previously observed for ibuprofen, an amino
acid change at positions 88, 94, 97 and 285 had either neutral or detrimental effect on enzyme
activity and selectivity. Changing V232 by smaller amino acid residues such as A, C or S did
not improve neither activity nor selectivity of the enzyme. Hydrolysis rate of the pref&jred
enantiomer was even lower than that of the wild-type Lip2p lipase (data not shown). If a
bulkier amino acid residue, such as a L, | or F, is introduced at this position, activity is
completely lost. To resume, no improvement, neither in activity nor in enantioselectivity, was
obtained using this library of enzyme variants.

In order to provide structural insight to improve selectivity and activity of Lip2p lipase toward
the resolution of naproxen ethyl ester racemate, a molecular modelling study was undertaken.
The energy-minimized covalent intermediates of Lip2p WRh S)enantiomers of naproxen

ethyl ester were built. Molecular docking was carried out to explore accessible conformational
space of both enantiomers in the active site pocket. The top scoring poses identified for each
enantiomer were then compared (Figure 4A). The binding mode dRthenantiomer of
naproxen ethyl ester was found close to that observed fo(Rhéuprofen ethyl ester.
Conversely, the binding mode of tf®) enantiomer was found significantly different from

that observed for ibuprofen ethyl ester. In this case, the bulkier naphthalen moiety is binding
in a small pocket near V235. It appears thus that introduction of an amino acid mutation at
this position could help to further improve the selective recognition dSfenantiomer.
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Figure 4. Representation diR), (S)naproxen ethyl ester enantiomers covalently bound to catalytic S162 of A)
wild-type lip2p and B) Lip2p V235S variant. TH8) (blue) and(R) (magenta) enantiomers are shown; The
catalytic triad is shown in yellow, residues forming the oxyanion hole are colored in cyan and residues 232 and
235 are colored in green. For clarity, hydrogens are not represented.

On the basis of this computational study, position 235 was mutated by all 19 possible amino
acids. It was checked by SDS PAGE that all the variants tested are expressed at the same level
than the wild-type enzyme (data not shown).

This position 235 was found crucial for activity and enantioselectivity of the enzyme during
the naproxen ethyl esters hydrolysis (Table 3). Indeed, eight enzyme variants presented both

an increase in activity and enantioselectivity.

Table 3. Comparison of activity and selectivity of wild-type Lip2p and the best enzyme variants on position
V235 during hydrolysis ofR, S) naproxen ethyl ester racemate. The hydrolysis was performed in a biphasic
medium:750 pL of decane containing 50 mM of ester racemate, 750 puL of enzyme supernatant (or the
concentrate supernatant for CRL lipases), stirred at room temperature for 100 h.

ViS VIR E
(umol.ht.mL™) (umol.h™.mL™) (VISVIR)
Wild-type V235 0.42 0.04 11
V235A 1.10 0.004 274
V235C 1.09 0 >300
V235E 1.31 0.02 60
V235L 2.72 0.14 19
V235M 0.75 0 >300
V235N 1.01 0.02 67
V235S 1.12 0 >300
V235T 0.71 0 >300

Enantioselectivity was shown to increase as the result of a concomitant increase in the

hydrolysis rate of the preferrd®) enantiomer and a decrease in the hydrolysis rate of the
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poorly-recognized (R) enantiomer. One enzyme variant, namely V235L, exhibited a
spectacular increase for the hydrolysis rate of(8)eenantiomer (6.5 times higher than the
activity of the wild-type enzyme). Nevertheless, as its initial rate of hydrolysis ofRthe
enantiomer was also higher, the resulting E is only twice the E of wild-type Lip2p lipase.
Enzyme variants V235C, V235M, V235S and V235T are no more able to recognif) the
enantiomer, leading to an E>>300. The two best enzyme variants isolated are V235C and
V235S, which exhibit a 2.7 times increase in activity for the best recog(®esantiomer

and an E higher than 200.

Moreover, to confirm that th@R) enantiomer of the naproxen is absolutely not hydrolyzed by
the Lip2p V235S variant, a first hydrolysis of the racemic mixture was conducted with this
variant and the organic phase was recovered after 60 h reaction. This organic phase almost
only composed of théR) enantiomer of the naproxen was put in contact with fresh enzyme
(Lip2p V235S). No hydrolysis of th@) enantiomer was observed over a period of 50 hours.
Detailed analysis of molecular modelling results indicated that substitution of V235 by a
small and polar amino acid residue such as serine, threonine or cysteine, favors the formation
of an additional hydrogen bonding interaction between the amino acid side chain at position
235 and the oxygen of the methoxy group from@Jjgenantiomer (Figure 4B), leading to an
increase of the affinity for thgS) enantiomer over thgR) and thus an enhanced
enantioselectivity, as confirmed by experimental data.

The enzyme variants at the position V235 were tested for the resolution of ethyl ibuprofen;
these enzyme variants have a low activity compared to the wild type Lip2p. For example, the
enzyme variant V235S and V235C are 7- and 15 times less active than the wild type enzyme,

respectively.

2.4 Resolution of (R, Ketoprofen ethyl ester racemate by Lip2p enzyme variants

The two combined libraries used previously were tested.

Enzyme variant T88S, V285A and enzyme variants at position V94A present lower activity
than the wild-type Lip2p and no change in selectivity. Enzyme variant V285L, D97A are no
more active.

The two positions V232 and V235, were found crucial for the activity and enantioselectivity
of the enzyme toward ethyl ketoprofen (Table 4). Substitution of the valine in position 232

present in the wild-type Lip2p by a smaller amino acid residue such as S (and to a lesser
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extent A) enables a better recognition of (Bgenantiomer (6 times) and a poorer recognition

of the (R) enantiomer (3 times), resulting in an inversion of preferred enantiomer. The single
enzyme variant V235A and mainly V235G present the same behavior with an inversion of the
preferred enantiomer and a medium enantioselectivity. Nevertheless, activity of the V235G
variant is twice higher than the one obtained with variant V232S. The double enzyme variant
V232S-V235G was constructed but the kinetics and enantioselectivity became lower than the
wild-type lipase.

Regarding the enantioselective hydrolysis of ketoprofen ethyl ester, the best enzyme was the
enzyme variant V232F (E>>300 with an initial rate of hydrolysis of(Reenantiomer of

0.4 umol.i.mL™"). As observed during the 2-bromo-arylacetic acid ester resolution, a
substitution of valine 232 by a bulky F annihilates the conversion of($henantiomer
whereas the recognition for ti{R) enantiomer increases (table 4 and figure 5). The double
mutation D97A-V232F was interesting in the case of the resolution of the 2-bromo-arylacetic
acid estet* but in this case the double mutation is useless, the monoenzyme variant V232F
present the same enantioselectivity and the kinetic is slightly higher for the monoenzyme
variant (Table 4).

Table 4. Comparison of activity and selectivity of wild-type Lip2p lipase from Y. lipolytica and its variants
during hydrolysis of(R, S)ketoprofen ethyl ester racemate. The hydrolysis was performed in a biphasic
medium:750 pL of decane containing 50 mM of ester racemate, 750 puL of enzyme supernatant (or the
concentrate supernatant for CRL lipases), stirred at room temperature for 100 h.

ViS ViR E
@molhimL?)  (umol.himL™) or(\(/\I/iSI/?V/”\?/i)S)

Wild-type 011 0.16 15 ®)
V232A 0.11 0.04 201 (S)
V232F 0 0.40 5300  (R)
V2325 0.7 0.05 14 (S)
V235A 16 0.13 12 (S)
V235G 117 0.07 16 (S)
DI7A-V232F 0 0.36 5300 (R)
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Figure 5.Hydrolysis kinetics ofR, S)ketoprofen ethyl ester in a biphasic medium (water:decane, 50:50, v/v) at
ambient temperature. Wild-type lipase activity towaf@ and (R) enantiomers and variant V232F lipase
activity towards(S) and(R) enantiomersThe hydrolysis was performed in a biphasic medium:750 pL of decane
containing 50 mM of ester racemate, 750 puL of enzyme supernatant (or the concentrate supernatant for CRL
lipases), stirred at room temperature for 100 h.

3. Conclusion

The objective of this paper was to identify new enzymes for the kinetic resolution of
ibuprofen, naproxen and ketoprofen racemates, three molecules of interest for the
pharmaceutical industry. Up to now, only lipases fr@andida rugosa had been reported
efficient for this purpose if we exclude solvent and surfactant use. However, if their
enantioselectivity is high, their catalytic efficiency remains very low. In this work, the lipase
Lip2p, efficiently extracellularly produced by the yea&trrowia lipolytica, was shown to
have reasonable selectivity and one order of magnitude higher activity than the lipase CRL1
from C. rugosa during hydrolysis of ibuprofen, naproxen and ketoprofen ethyl esters.
Enantioselectivity of this lipase was improved by site-directed mutagenesis experiments
targeted to the substrate binding site, guided by molecular modelling based on the molecular
docking of the(R) and (S) enantiomers of substrates in the active site. The nature of amino
acids at positions 232 and 235, localized in the hydrophobic substrate binding site, were
identified as being crucial for the enantioselectivity of the resolution of these three racemates.
The enantioselectivity of Lip2p towards ethyl ibuprofen was increased from 52 for the wild-
type enzyme to an enantioselectivity higher than 300 for the variants V232A and V232C.
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Mutations of V235 to C, M, S, or T lead to a tremendous increase in enantioselectivity, from
11 to an E>>300 for the resolution of naproxen ethyl ester racemate. One variant of a lipase
from Yarrowia lipolytica with an infinite enantioselectivity was found (V232F) with(Rin
enantioselectivity for the resolution of ethyl ketoprofen ester racemate, while the wild-type
lipase had a poor enantioselectivity 1.5. In addition to the gain in selectivity, a remarkable
increase in velocity was demonstrated (at least 2.5 times increase) for all substrates.

These results demonstrate the high potential of rational engineering to create new biocatalysts

with enhanced activity and selectivity, suitable for industrial applications.

4. Experimental / Materials and methods

4.1 Materials and chemicals

Peptone, tryptone, and yeast extract were purchased from Difco (Paris, France), oleic acid
from Prolabo (Fontenay sous Bois, France). Racemic ibuprofen, racemic ketog&fen,
naproxen and other chemicals were purchased from Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO).

4.2 Racemization of (S)aproxen

The protocol used for the racemization of t{f) naproxen was described in earlier

studieg*?

4.3 Synthesis of ibuprofen, naproxen and ketoprofen ethyl ester

2.5 g of racemic ibuprofen, naproxen or ketoprofen were mixed with 100 mL ethanol and
1 mL of sulfuric acid. The mixture was stirred at 65 °C for the night. Then 2.5 g of calcium
carbonate were added and the mixture was stirred again for 30 minutes. The precipitate was
removed by filtration and the filtrate was dried under reduced pressure. The reaction was
followed by Thin Layer Chromatography analysis (TLC) using hexane/ispopropanol (99/1
v/v) as the eluent'H NMR spectra were recorded on a Bruker AC-200.1 (200.1 MHz)

spectrometer and confirmed the purity of both esters.
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4.4 Construction of Lip2p variants by site-directed mutagenesi€anggosa lipase in a

recombinant strain

Variants at position 88, 94, 97, 232 and 285 were previously constructed54 and only
construction of variants targeting position 235 was performed in the current work. JMP8
plasmid carrying the wild-type LIP2 gene was previously desctibédP2 encoding the
extracellular lipase Lip2p is under the transcriptional control of the strong promoter POX2
inducible by oleic acid also previously descrifedVlutagenesis in the LIP2 gene was
peformed using the QuikChangeTM site-directed mutagenesis kit (Stratagene). The
following primers and their complementary reverse counterpart were used for systematic
directed mutagenesis at position 235: 5-CGTCCCTEXX CCCTTCTGGG-3’ withXXX

being GCC for V235A, TGC for V235C, GAC for V235D, GAG for V235E, TTC for V235F,
GGC for V235G, CAC for V235H, ATC for V2351, AAG for V235K, CTC for V235L, ATG

for V235M, AAC for V235N, CCC for V235P, CAG for V235Q, CGA for V235R, TCC for
V235S, ACC for V235T, TGG for V235W, TAC for V235¥Escherichia coliDH5a was

used as the host to produce the different plasmids and sequences were controlled by
sequencing (GATC, Konstanz, Germany). Plasmids were digestéibtbyand used for the
transformation of straity. lipolytica JMY1212° by the lithium acetate method as described
previously”.

Construction ofC. rugosa lipase in a recombinant strain JMY121¥ olipolytica CRL1 and

CRL4 was previously describ¥d

4.5 Roduction and activity of lipases

The production of lipases is described elsewiera order to increase the activity, the
obtained lipase can be concentrated using centrifugal filter units (Amicon® Ultra Centrifugal
Filters, Merck Millipore).

4.6 Enzymatic hydrolysis of ibuprofen, naproxen and ketoprofen ethyl esters

In a 2 mL reactor (Eppendorf), 750 pL of culture supernatant (or the concentrate supernatant)
containing the enzyme and 750 pL of racemic ethyl ibuprofen, naproxen or ketoprofen (50

mM in decane) were added. Reactors were stirred in a vortex Genie 2 (D. Dutscher, Brumat,
France) at room temperature for 100 h. At regular time intervals, the progress of the reaction
was monitored by analyzing the organic phase composition after phase separation by
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centrifugation (dilution 1 and 10 in hexane for the ibuprofen and naproxen ester,

respectively).

4.7 Chromatography analysis

The HPLC device was equipped with a chiral column: Chiralcel OJ-H (25 cm x 4.6 mm)
(Chiral technologies Europe, Daicel group) connected to a UV detector (at 254 nm for the
analysis of ibuprofen ethyl ester and 270 nm for the naproxen ethyl ester). A flow rate of 1.0
mL/min was used. The mobile phase was composed of a mixture n-hexane/isopropanol [98:2
v/v] for ibuprofen and naproxen ethyl ester analysis. Retention time: 4/4.5 mn &, t83
enantiomers of ibuprofen ethyl ester and 20/22 mn for(fheS)enantiomers of naproxen

ethyl ester. Ibuprofen formed during the reaction and remaining in the decane phase can be
analyzed in the same conditions as ibuprofen ethyl ester, the retention time being 7/8 mn for
the (R, Senantiomers of ibuprofen, respectively.

For the analysis of ketoprofen ethyl ester the mobile phase was composed only of hexane,

with retention times 12 and 13 mn for 8 and(R) enantiomer respectively.

4.8 Determination of enantioselectivity (E)

_ viS

ViR
or

_ ViR

viS

Where vB and Rare the initial rates of hydrolysis of the enantioi@mand (R)respectively.

4.9 Molecular modelling studies

As the only available crystallographic structureYoflipolytica Lip2p corresponds to a closed
inactive conformation of the enzyffie we used an homology model of the open
conformationt* to perform docking of the ligands in the catalytic site. Three-dimensional
models of the covalent tetrahedral intermediates for each enantiBm8jof ibuprofen and
naproxen ethyl esters, respectively, were built. Each enantiomer was placed in the active site
so that it is covalently bound to the catalytic serine (S162) and fulfills the hydrogen bonding
interactions required for productive catalysis. Models of enzyme variants mutated at positions

232 or 235 were constructed from the model of wild type Lip2p by introducing site mutations
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using the mutator module in VMt Each enzyme variant was then minimized using
parm99sb-ildn force fief} in Gromacs softwaf& The covalent docking of the enantiomers

was carried out using Autodock progfdmThe conformational space explored during
docking was defined by a grid centered on S162 sidechain and spacing by 0.375 A. Autodock
parameters were set to the standard values for genetic algorithm and 200 docking poses were
extracted. These poses were clustered based on their RMSD. One ligand conformation
representative of the best cluster was placed in wild-type Lip2p or its enzyme variants and the
whole system was minimized until the maximum force was less than 100 &J.mol

Visualization and graphics were done using VMD softifare
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2.2.3. Conclusion de la publication

2.2.3.1. Isoformes des lipases de Candida rugosa

Les isoformes des lipases de C. rugosa (CRL1 et CRL4) ont été testées pour la résolution de
I’éthyl ibuprofene, I'éthyl naproxene et I'éthyl kétoprofene. La lipase CRL1 de C. rugosa
présente de bons résultats du point de vue de I’énantiosélectivité (E>200) vis-a-vis de I'éthyl
ibuprofene, I'éthyl naproxene et de I'éthyl kétoprofene mais avec une activité faible
comparée a Lip2p de V. lipolytica. La lipase CRL4, quant a elle, n’est pas active sur I'éthyl
naproxene et I'éthyl ibuprofene mais est tres active et énantiosélective (E>200) vis-a-vis de
I’éthyl kétoprofene. De la méme maniere que ce qui avait été montré précédemment vis-a-
vis de I'ester octylique de I'acide 2-bromo phényl acétique (Piamtongkam et al., 2011), CRL1
et CRL4 ont une énantiopréférence différente vis-a-vis de I'éthyl kétoproféne : CRL1 est (S)

énantiosélective alors que CRL4 est (R) sélective.

2.2.3.2. Résolution de I'éthyl ibuproféne

L'acide aminé principal qui permet de controler I'énantiosélectivité de Lip2p pour la
résolution de I'éthyl ibuproféene est la valine 232. Il s’agit de la méme position que pour
I’ester octylique de I'acide 2-bromo phényl acétique (Bordes et al., 2009), ce qui est cohérent
étant donné les similitudes structurelles entre ce substrat et I’éthyl ibuprofene. Le mutant
V232A augmente I'énantiosélectivité vis-a-vis de I'ibuproféne de 52 a >200 pour une vitesse

initiale 2,6 fois supérieure.

Le mutant V232A sera donc utilisé pour la résolution de I'ibuproféne par la suite.

2.2.3.3. Résolution de I'éthyl naproxéne

La banque de mutants créée pour 'ester octylique de I'acide 2-bromo phényl acétique n’a
pas révélé d’enzyme remplissant le cahier des charges (E>200). La structure du naproxene
est en effet éloignée de celle de I'ester octylique de I'acide 2-bromo phényl acétique ou de
I'ibuprofene. Le naproxene, qui possede un groupe naphtaléne, est stériquement beaucoup

plus encombré et doit s’Taccommoder différemment dans le site actif.

Par amarrage moléculaire (molecular docking), qui a permis de visualiser le positionnement

des deux énantiomeres du naproxene dans le site actif de I'enzyme, le groupe de
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modélisation moléculaire de I'’équipe CIMES du LISBP, et tout particulierement les Dr.
Isabelle ANDRE et Marc GUERQULT, a déterminé que la position 235 pourrait étre une cible
intéressante pour améliorer I'énantiosélectivité de Lip2p de Y. lipolytica vis-a-vis du
naproxene. Cette position est en effet proche du groupe naphtaléne de I'énantiomere (S) de
I’ester. Cing mutants avec une (S) énantiosélectivité supérieure a 200 ont ainsi été obtenus
(V235 A, C, M, S, T) contre une (S) énantiosélectivité de 10 pour la lipase sauvage. Le mutant
V235S posséde la meilleure vitesse de réaction 1,1 umol.h:.mL™. Sa vitesse est en effet

multipliée par 2,6 par rapport a la lipase sauvage.

2.2.3.4. Résolution de I'éthyl kétoprofene

Le mutant Lip2p V232F posséde une énantiosélectivité >200 pour la résolution de I'éthyl
kétoproféne et vitesse initiale de conversion de I'énantiomére préféré de 0,4 pmol.n*.mL™.
Cette enzyme possede une énantiopréférence vis-a-vis de I'énantiomere (R) tout comme
I’enzyme sauvage ce qui est une particularité car pour les trois autres substrats I’enzyme
sauvage possede une énantiopréférence vis-a-vis de |’énantiomére (S). Trois mutants
précédemment construits ont montré une (S) énantiosélectivité accrue d’un facteur 10 par

rapport a 'enzyme sauvage (V232S, V235G, V235A).

Le paragraphe suivant présente des résultats complémentaires obtenus lors de la recherche

d’enzymes énantiosélectives pour le naproxene et I'ibuproféne mais non inclus dans I'article.

2.2.4. Annexe: Arrét de la réaction

Les réactions d’hydrolyse de I’éthyl ibuproféne et de I'éthyl naproxene ne sont pas totales
contrairement a I'hydrolyse de I'ester octylique de I'acide 2-bromo phényl acétique ou de
I’éthyl kétoproféne : il reste respectivement 12 % et 4 % de (S) éthyl ibuproféne et de (S)

éthyl naproxene au bout de 40 et 100 h de réaction respectivement.

Les graphiques des Figures 25 et 26 présentent respectivement I’hydrolyse au cours du
temps du (R, S) éthyl ibuproféne par Lip2p V232A et I'hydrolyse du (R, S) éthyl naproxene par
Lip2p V235S (Figure 26 A) ou V235L (Figure 26 B). Dans le cas de I'éthyl ibuprofene, par
exemple, comme le montre le graphique, le phénomene d’arrét de la réaction a lieu apres
40 h. Ainsi, seule la forme acide est présente sous la forme d’un énantiomere pur avec un

rendement de 88 %.
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La premiere hypothese pour expliquer ce phénomene d’arrét de la réaction est I'inactivation
de I'enzyme, cependant cette hypothése est contredite sur la Figure 26 B par le fait que pour
un mutant peu énantiosélectif, le mutant V235L (E=19), la réaction continue pour

I’énantiomeére non préféré pendant plus de 200 h.

Une autre hypothése de cet arrét de la réaction est [l'atteinte de ['équilibre

thermodynamique.
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Figure 25: Hydrolyse de I’éthyl ibuproféne par Lip2p V232A en systéme diphasique phase aqueuse/décane
Expérience menée en tube Eppendorf (2 mL), 750 uL de chaque phase, la phase aqueuse est le surnageant de culture de
Y. lipolityca sécrétant Lip2p V232A, agitateur de type vortex, température ambiante, 50 mM de (R, S) éthyl ibuproféne
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Figure 26 : Hydrolyse de I’éthyl naproxéne par lip2p V235S et V235L en systéme diphasique phase aqueuse/décane
A) Hydrolyse de I’éthyl naproxéne par Lip2p V235S en systéme diphasique phase aqueuse/décane
B) Hydrolyse de I'éthyl naproxéne par Lip2p V235L en systéme diphasique phase aqueuse/décane

Expérience menée en tube Eppendorf (2 mL), 750 uL de chaque phase, la phase aqueuse est le surnageant de culture de
Y. lipolityca sécrétant Lip2p V232A, agitateur de type vortex, température ambiante, 50 mM de (R, S) éthyl ibuproféne

Pour attester le fait que la forte énantiosélectivité du mutant V235S vis-a-vis de I'éthyl
naproxene ne vient pas seulement d’une préférence entre les deux énantiomeres mais bien
que le site actif n"accommode pas/ne permet pas une orientation catalytiquement efficace

du (R) énantiomere, la réaction a été effectuée avec I'enzyme V235S dans les conditions
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habituelles pendant 100 h. A la fin de ces 100 h, la phase organique est composée
essentiellement de (R) éthyl naproxene (cf Figure 27). Cette phase organique a été extraite
puis mise en contact avec un nouveau volume équivalent de surnageant de culture
contenant Lip2p V235S. Dans ces conditions les 1 mM de (S) éthyl naproxéne restant sont
hydrolysés et le (R) énantiomére n’est pas catalysé. Cela atteste bien entendu de
I’énantiosélectivité trés forte de I’'enzyme mais appuie également la théorie de I'équilibre
thermodynamique. En effet en ne reprenant que la phase organique le (S) naproxene (la
forme acide) et I'alcool (éthanol) sont écartés ce qui permet trés probablement la reprise de
la réaction, I'éthanol était majoritairement dans la phase aqueuse et le (S) naproxéne soit

dans la phase aqueuse ou sous forme précipitée.

(R) Ethyl
Naproxéne +
£ (S) Ethyl

(R, S) Ethyl
Naproxéne

Naproxéne
S) Naproxene
)
G’ G knanovlc
G &

Figure 27 : Représentation schématique de I'expérience consistant a mettre en contact une phase organique, contenant
I’éthyl naproxéne, avec un surnageant de culture (contenant Lip2p V235S) pendant 100 h puis le remplacer par un second
surnageant de culture (contenant Lip2p V235S)

La phase organique était donc constituée aprés 100 h de 25 mM de (R) éthyl naproxéne et de 1 mM de (S) éthyl
naproxéne

Si cette hypothese est juste, I'équilibre thermodynamique de I'énantiomere préféré de
I'enzyme V235L est atteint en 24 h environ alors que pour l'autre énantiomere le temps

d’atteinte du méme I’'équilibre thermochimique est supérieur a 200 h.

Il serait intéressant de poursuivre les expériences pour valider qu’il s’agit d’'un arrét de la
réaction d0 a I'équilibre thermodynamique et proposer des solutions pour obtenir des

conversions de 100 %.
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De plus d’autres mutations de Lip2p pourraient permettre d’obtenir un mutant avec une
énantiosélectivité supérieure a 200 et une énantiopréférence pour I'énantiomere (S) pour la
résolution de I'éthyl kétoprofene (des mutants avec une (S) énantiosélectivité accrue, par

rapport a I'enzyme sauvage, mais <200 ayant été mis en évidence).

2.3. Screening d'une librairie de mutants semi-rationnelle pour la

résolution de mélanges racémiques
2.3.1. Introduction de la publication

Afin de trouver des enzymes énantiosélectives vis-a-vis des substrats d’intérét la méthode
présentée jusqu’a présent a été d’améliorer Lip2p par mutagénese dirigée. Une autre
méthode consiste a trouver dans la nature une enzyme sauvage qui pourrait étre
satisfaisante. La nature offre en effet un réservoir immense d’enzymes, mais la majorité des
enzymes connues a ce jour provient d’isolats cultivables, or cette fraction est tres limitée.
L'apparition croissante de séquences métagénomiques offre la possibilité d’explorer cette
diversité, pour élargir le panel d’outils disponibles pouvant étre utilisés a I’échelle
industrielle et tenter d’apporter des solutions propres alternatives et complémentaires de la
chimie de synthese, ainsi que d’offrir des « briques » métaboliques pour la biologie
synthétique. La publication suivante propose une méthode alternative s’inspirant de la
métagénomique pour réduire intelligemment le nombre d’enzymes a tester. Nous avons
également mis au point un crible permettant d’isoler de cette banque rationnelle des
enzymes énantiosélectives pour les substrats d’intérét, ici le kétoprofene et I'ester octylique

de 'acide 2-bromo phényl acétique.

Cette méthode (cf Figure 28) commence par la recherche dans la littérature d’un set de
lipases déja connues pour leur sélectivité vis-a-vis des substrats d’intérét et proches
structurellement. Ensuite sont sélectionnées dans la base de données UniprotKB des
enzymes possédant 30 % d’identité sur 70 % de la longueur avec les enzymes du set de
référence. Les candidats sont ensuite regroupés en clusters (80 % identité), un candidat est
choisi dans chaque cluster en fonction de la disponibilité de son ADN et du % GC de ce
dernier puis les enzymes sont clonées pour une sur-expression dans E. coli BL21(DE3). Un
test colorimétrique basé sur le changement de pH provoqué par la formation de I'acide

(montrant que I'enzyme est active car I'hydrolyse a lieu) permet de mesurer |'activité des
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protéines produites sur nos mélanges racémiques d’intérét. Grace a cette méthode, 2
enzymes ont pu étre isolées avec une énantiosélectivité supérieure a 100 vis-a-vis de I'ester

octylique de I'acide 2-bromo phényl acétique, validant ainsi la méthode.

Finalement, 2 enzymes avec une énantiosélectivité supérieure a 200 vis-a-vis de |'ester
éthyliqgue du kétoprofene ont également été découvertes. L'une d’elle permet 100 %

d’hydrolyse de I’énantiomere (R) en 50 h de réaction.

SDS PAGE
Cluster (80 % d'identité) Ol diez Et i_f;:tﬁrw:;on
30 % d'identité Une enz sélectionnée par E. coli BL21Star P 111enz'
TR 70 % de long Cluster (DE3) surexprimées
13 lipases :> 4747 enz :> 403enz. :> 195 enz
(littérature) représentatives clonées et finolt
UniprotkKB :> S
Genoscope Test
Colorimétrique
Indicateur pH

Figure 28 : Principe de la méthode de construction semi-rationnelle d’une banque de mutants destinée a la résolution de
racémiques
enz : enzymes

2.3.2. Publication : Screening of a semi-rational lipases library for the resolution

of racemic esters of arylalkyl carboxylic acids
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Summary

Enantiomerically pure carboxylic acids are major building blocks for the synthesis of a wide
range of pharmacological compounds, such as profens. Lipases that could catalyse the
resolution ofa bromo phenyl acetic acid and ketoprofen ester weseodered here by a
genome mining approach. A library of 186zymes was selected by sequence comparison
from diverse prokaryotic species as representative of the lipase family diversity.
Overexpressed lipases were first screened for their ability to hydrolyse chiral profen-like
racemic substrates using a pH-shift based assay. Out of these, 27 enzymes found to be active
were subjected to analytical scale biocatalysis in order to determine their efficiency,
enantioselectivity and enantiopreference. Two enzymes R4gmantiopreference and E-
value >100 could be isolated for the resolutiom @romo phenyl acetic acid racemate, while

two other enzymes with reversed enantiopreference and E-value >200 could be isolated for
the resolution of ketoprofen racemate. The most promising biocatalyst, LIP9, enabled 100 %
conversion of theR-enantiomer of ketoprofen ethyl ester in 50 h with an enantioselectivity
>200. These are thus industrially relevant biocatalysts and should prevent from time-

consuming processes to obtain pure profen enantiomers for pharmaceutical applications.

Introduction

Arylalkyl carboxylic acids are major building blocks for the synthesis of a wide range of
chiral pharmacological compounds, including non-steroidal anti-inflammatory drugs
(Bouisset and Radisson, 1991). In the case of drugs, enantiopure compounds are often
required as in most cases only one enantiomeric form possesses the required property. For
instance, ketoprofen,(R,S)2-(3-benzoylphenyl) propionic acid, Figure 1), is ianvitro

inhibitor of prostaglandin synthesis that functions as an analgesic and anti-inflammatory agent
(Mauleon et al., 1996). It is generally prescribed for arthritis-related inflammatory pains or
severe toothaches. Its anti-inflammatory property resides in $ienantioform
(dexketoprofen), while th&-enantioform has toxicity and gastro-intestinal secondary effects
(Hutt and Caldwell, 1984). However, ketoprofen is currently produced by chemical synthesis

in large quantities and sold as a mixture of its stereoisomers.

Several methodologies have been developed to obtain these molecules in enantiomerically
pure forms. Amongst these methods, the kinetic resolution of their corresponding esters by

enantioselective hydrolases (esterases or lipases) offers an eco-friendly alternative to chemical
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routes. Ester hydrolases (EC 3.1.1-8) are attractive biocatalysts because of their wide range of
substrate specificities. They have been widely studied for the resolution of racemic alcohols,
acids and esters (Muralidhar et al., 2002; Schulz et al., 2000).

Nevertheless, resolution of ketoprofen (Figur¢ isbstill of interest nowadays.

Figure 1. Chemical structure of chiral2-bromo phenylacetic acid ester anddioprofen
ester. R=EtOH for ethyl ester, R=C8H17 for octyl ester and R=H for the corresponding acids.
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Indeed, many free wild type lipases were tested for their activity towards ketoprofen
racemates but mostly lead to enantioselectivity inferior to 200 (Carvalho et al., 2006; Kato et
al., 2000; Kim et al., 2008; Ni et al., 2011; Park et al., 1999). When lipase Garina
papaya was used for the resolution of ketoprofen 2,2,2-trifluoroethyl thioesters, the E-value
obtained was <30 (Ng and Tsai, 2005). Free lipases €andida rugosa an&hizomucor
mieheiwere assessed for the molecular recognition of 2-arylpropionic esters. Whereas both
lipases gave E-value >50 for the hydrolysis of racemates of fenoprofen and naproxen methyl
esters, they were unable to hydrolyse ketoprofen (Botta et al., 1997), thus showing the
challenge represented by this molecule. Several strategies were therefore applied to provide
lipases with high activity and enantioselectivity for the resolution of ketoprofen, such as
process optimization (Liu et al., 2004; Xi and Xu, 2005; Zhang and Liu, 2011; Zhu et al.,
2005), addition of surfactants (Long et al., 2007) or directed evolution of wild type enzymes
known to be active but with low enantioselectivity (Manetti et al., 2000; Qin et al., 2013; Xi
and Xu, 2005; Yoon et al., 2014).

Contrarily to ketoprofen, both plant and microbial lipases were reported efficient for the
resolution of less recalcitrant arylalkyl carboxylic acids (Table 1). Variants of the lipase Lip2p
from Yarrowia lipolytica andC. rugosa lipases Lipl and Lip3 showed both a high
enantioselectivity and catalytic efficiency for the resolution of 2-bromophenyl acetic acid
ester (Figure 1a) (Bordes et al., 2009; Cambon et al., 2010; Piamtongkam et al., 2011). A high
enantioselectivity (E-value >200) was also obtained during the kinetic resolut{®3R-
bromo-phenylacetic acid octyl esters by crude latex containing the wild-type lipas€from
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papaya (Rivera et al.,, 2013). PestE frdPyrobaculumwas also reported for its high
enantioselectivity (E-value >100) towards ethyl 3-phenyl butanoate (Palm et al., 2011).
Lipases from Bacillus Cereus Burkholderia cepacia,Serratia marcescensCandida
antarctica andR. mieheiwere also reported enantioselective on profen esters such as

flurbiprofen, fenoprofen and naproxen.

Both classical screening of microorganisms and metagenomics functional screening were
found efficient to discover suitable enzymes with various targeted properties (Fernandez-
Alvaro et al., 2010; Kim et al., 2002; Lee et al., 2004; Tasse et al., 2010; Wei et al., 2013;
Yoon et al., 2007). Nevertheless, the size of screened libraries if often very large to get lipase

hits, especially if enantioselectivity is the searched property.

In this study, we applied a sequence driven approach that what successfully applied to found
new biocatalysts from natural diversity (Baud et al., 2014; Guérard-Hélaine et al., 2015;
Reignier et al., 2014; Vergne-Vaxelaire et al., 2013). From a set of lipases previously reported
as enantioselective towards profen-like substrates, we retrieved prokaryotic sequences from
UniprotKB data base with similarity to this set. As discussed earlier, the number of active and
enantioselective enzymes for the resolution of ketoprofen racemates is too low to insure the
success of such an approach and therefore, all the enzymes characterized for the resolution of
racemates from the profen family and with an available sequence were included in the set of
references. The high number of candidates retrieved was then reduced by clustering and
representatives were selected. To our knowledge, no such large genome mining approach has
ever been described in literature for lipase discovery. We built this semi-rational lipases mini
library and cell-free extracts were then screened in 96-microwells for the hydrolysis of profen
racemates. 2-bromo phenylacetic acid ester, an important intermediate in the sysnthesis of
many drugs, such as prostaglandin, prostacyclin, semi-synthetic penicillin or thiazolium salts
was chosen as a model, less hindered substrate, and ketoprofen ester was then considered.
From this low sized library, we could isolate biocatalysts efficient for the enantioselective
hydrolysis of ketoprofen.
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Results and discussion
Literature-guided construction of a semi-rational lipases library

Since natural promiscuous catalytic properties are widespread in enzyme families, sequence
comparisons against prokaryote proteins (UniprotkKB proteins and Genoscope metagenome
resource) with already known lipases (reference set) were conducted and allowed selection of
4747 candidate proteins (see Experimental section). The reference set was composed of 7
lipases from Eukaryotes and 6 from Prokaryote species (Table 1) selected from bibliographic
survey following the two next criteria : i) identified and available protein sequence, and ii)
experimentally proven to resolve a racemic mixture of esters of arylalkyl carboxylic acids

related to compounds a and/ar b

Table 1. Reference set

Gene Erotein . .
names L_Jnlpr_o_tKB Organisms Assayed substrate Litterature
identifiers
. Ethyl esters of flurbiprofen, Chen et al., 2007; Qian et al.,
estA AOPJ11 Bacillus cereus ketoprofen, ibuprofen 2007
_ uncultured pNP esters of ibuprofe‘n, 2 Elend et al., 2007; Fernandez-
lipCE A7J993 b . phenyl-propanoic/butanoic ethy Alvaro et al., 2010
acterium ester
. 2-chloro ethyl 2- Guieysse et al., 2003b; Lafaquiére
lipA P22088 Bugl;hold_erla bromophenylacetate; ethyl- et al., 2009
pacia 3phenyl butyrate
Serratia Flurbiprofen ethyl ester, Bae et al., 2006; Lee et al., 2007;
esf QOMVP2 Marcescens naproxen methyl ester, Long et al., 2007; Zhao et al.,
ketoprofen ethyl ester 2008
uncultured 3 phenyl-butan_oic ethyl ester,  Elend et al., 2006; Fernandez-
estA3 Q11197 b . pNP esters of ibuprofen and Alvaro et al., 2010
acterium naproxen
pestE Q8NKS0 Pg/a:ﬁgiifiggtliim 3-phenylbutanoic acid ethyl est Paim et al., 2011
. . Botta et al., 1997; Gu et al., 1986;
lipl P20261  Candidarugosa pengprofen and naproxen mett Kim et al., 2000; Lee et al., 1995;
esters, ketoprofen ethyl/2- Liu et al., 2004; Manetti et al.,
lip3 P32947  Candida rugosa chloroethyl ester; 2-bromo ~ 2000; Piamtongkam et al., 2011;
phenylacetic acid octyl ester, Siédmiak et al., 2013; Xi and Xu,
lipa P32948 Candida rugosa ibuprofen methyl ester 2005; Xin et 3I(.),025000; Zhu et al.,
PaG_04504 W3VKA4 Psaeg’ﬁi‘c’ﬁzg’ma PNP ester of ibuprofen Sandstrom etal., 2012
Rhizomucor Fenopr_ofen and naproxen methyl Botta et al., 1997; _Habibi etal,
N/A P19515 miehei ester, ibuprofen methyl to butyl 2013; Mohammadi et al., 2016;
esters, ibuprofen Yousefi et al., 2014
Pseudozyma Ketoprofgn,pNP ester of Arroyo anq Sinisterra, 1995;
N/A P41365 antarctica ketoprofen, ibuprofen methyl tc¢ Mohammadi et al., 2016; Qin et
butyl esters, ibuprofen al., 2013; Yousefi et al., 2014
lip2 QOPSF7 I\_(arrO\_Nia 2-bromo phenylacetic acid octyl Bordes et al., 2009
ipolytica ester
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Among the candidate proteins, 403 genes were selected as representative and 195 were
successfully cloned in an expression vector using automated platform facilities. Notably,
PestE fromPyrobaculum calidifontisrepresents 72 % of the enzymes to be tested. This
enzyme is amongst the rare that is enantioselective towards esters of both chiral tertiary
alcohols and phenylalkyl carboxylic acids. Enzymes were over-expressdel icoli
BL21(DE3) strain. Out of these, overexpression of 111 proteins was confirmed by sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS PAGE).

Lipase production and activity assessment

Lipases were produced as recombinant proteiris. inoli BL21 (DE3) strain. Strains were
cultivated in 96 deep-well plates at 20 °C in rich medium containing sorbitol and betaine to
avoid the formation of inclusion bodies. Comparison of protein content from total induced
cells and soluble extracts showed that 57 % of the constructs gave large amounts of soluble
recombinant proteins. Lipase activity was measured directly on cell free extracts in 96 micro-
well plates using the classical assaypafa nitrophenol butyratepNNPB) hydrolysis. Half of

E. coliextracts, each containing a putative lipase, produced significant activity on pNPB (over
0.1 U/mL), consistent with 57 % of the lipase library being produced as cytosolic from SDS-
PAGE analysis (data not shown). Activity ranged from 0 to 1.2 U/mL (0.54 U/mL average
activity).

Identification of hydrolases active towards the esters of phenylalkyl carboxylic acids

In the first step, the constructed library consisting of 195 deep-well overexpressed lipases,
was screened both on solid and liquid medium for its ability to hydrolyse astedb using

a pH-shift based assay. The screening assay was conducted with HEPES baffebjpad
bromothymol blue (BTB, pK 7.3) as pH indicator (Baumann et al., 2001; Janes et al., 1998).
This enables the reaction course to be easily visualised: upon acid release in the medium, the
colour of active hits turned from blue (pH 7.5) to green (ca. pH 6-7) or yellow (pH <6);

Figure 2 revealing the ability of the active clones to hydrolyse esters.a or b
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Figure 2. The library was screened for the identification of lipases active on racemic mixtures
of octyl ester of 2-bromo phenylacetic acid and ethyl ester of ketoprofen. Positive colonies
were verified by the colour shift from blue to yellow of bromothymol Blue during the
reaction. a) Liquid screening and b) solid screening.

Lipases were considered active on the racemic mixture of a when both i) the OD decrease was
over 50 % (corresponding to a conversion of 7 %) in the liquid screening and ii) the halo
around the cytosolic fraction deposit changed colour in solid screening. This led to the
identification of 23 active enzymes on substrateAs esterb is highly more difficult to
hydrolyse, criteria for selection were chosen less stringent: lipases were considered active
when at least one screening assay was positive. This led to the identification of 14 active
enzymes orb, 10 of them are also active on substrateOverall, 14 % of the library was

found active on the racemic mixture of at least one of the esters assayed (27 enzymes), and

5 % was found active on both esters (Table 2).
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Table 2. Set of 27 enzymes active on the racemic mixture of at least one of the esters assayed.

Active - UniprotkB Protein names lljergtet:? Organisms Active on
lipases identifier ( Ag) 9 Ester of
LIP1 Q976W8 Carboxylesterase (EC 3111) 303 Sulfolobus tokodaii a
LIP2  Q9XC26 AreA (E;;frr:/‘vs:y;o(ggy; isie_r)catabo"c 405 Acinetobacter sp. (strain ADP1 .
LIP3 AGF4A4 Esterase/lipase/thioesterase 315 Marinobacter algicola a
LIP4  DOSGF6 Hydrolase, alpha/beta domain protein 357 Acinetobacter johnsonii a
Acinetobacter radioresistens
LIPS DOT835 Esterase 356 SH164 aandb
LIP6 E1QSH8 Alpha/beta hydrolase fold-3 domain proteir 309 Vulcanisaeta distributa b
LIP7  E8VIM7  Appha/beta hydrolase fold-3 domain proteir 321 Terriglobus saanensis b
LIP8  HIWLV3 Putative Esterase/lipase (EC 3.1.1.-) 314 Arthrospira sp. PCC 8005 aandb
LIP9 QOVQ49 Carboxylesterase (EC 3.1.1.1) 505 Alcanivorax borkumensis aandb
LIP10 Q5WDM1 Carboxylesterase (EC 3111) 248 Bacillus clausii a
LIP11 AOQYY3 Alpha/beta hyc(llrzoslgsrgggl)de (EC3.1.1.1) 314 Mycobacterium smegmatis a
LIP12  A7HTQL  appha/beta hydrolase fold-3 domain proteir 313 ~ Parvibaculum lavamentivorans 5 angp
LIP13  A7THU32  apha/beta hydrolase fold-3 domain proteir 297  Parvibaculum lavamentivorans 4 angp
LIP14 B2HIK1 Lipase/esterase LipN 372 Mycobacterium marinum a
LIP15  B7X5G4 Alpha/beta hydrolase fold-3 domain proteir 315 Comamonas testosteroni aandb
LIP16 C8WUR3 Alpha/beta hydrolase fold-3 domain proteir 310 Alicyclobacillus acidocaldarius a
Enterobacter cloacae subsp.
LIP17 D5C825 Carboxylesterase type B 501 cloacae a
LIP18  G7DGss Acetyl-hydrolase 319 Bradyrhizobium japonicum aandb
LIP19  GaTv2s Uncharacterized protein (EC 3.1.1.3) 304 Sulfobacillus acidophilus a andb
LIP20  HOS5Q2 Putative lipase/esterase (EC 3.1.1.3) 320 Bradyrhizobium sp. ORS 285 a
LIP21  HIN7G3 Esterasel/lipase/thioesterase 308 Singulisphaera acidiphila a
LIP22  H6N5B3 Putative esterase 323 Gordonia polyisoprenivorans aandb
LIP23 Q13779 Alpha/beta hydrolase fold-3 314 Rhodopseudomonas palustris a
LIP24  Q1GSWO Alpha/beta hydrolase fold-3 315 Sphingopyxis alaskensis b
LIP25 Q1313 Alpha/beta hydrolase fold-3 323 Deinococcus geothermalis a andb
LIP26 QlLMA4 Esterase/lipase (EC 3.1.1.-) 344 Ralstonia metalliduran a
LIP27  Q5LS10 Beta-lactamase 411 Silicibacter pomeroyi b

Determination of enantioselectivity and enantiopreference of active enzymes

The 27 enzymes able to hydrolyze a racemic mixture of est@arb were produced in flasks

andthe enantioselectivity of these enzymes in the correspoidicgli extracts were then

determined in biphasic medium. Table 3 summarises the results obtained for the 27 enzymes

isolated from the primary scregoNPB activities are also given. As shown by the results of

pNPB hydrolysis, all the selected candidates are effective ester hydrolases, despite a

sometimes approximate sequence based annotation. Nevertheless, this activity on model

substrate does not presume their potential on other substrates suemdis tested in this

study.
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Table 3. Lipase activity was assessed on the model suljsNB® at pH 7.2 and 25 °C. Cell
extracts were tested at room temperature for their activity and enantioselectivity oraesters
or/andb (following the results of Table 2) in biphasic medium (cell extract: decane, 50:50).
Enantioselectivity (E) is given as the ratio between conversions of the preferred enantiomer to
the less hydrolyzed enantiomer after 24 h reaction in biphasic medium at pH 7.5 and 25 °C.
Highlighted in orange are the enzymes selected for further study. These were selected when
both conversion >15 % and E >15; Enantiopreference of the selected enzymes is indicated in
parenthesis. nd indicates not determined, when the enzyme was not tested on the substrate.

Active lipases Cell extract pNPB Octyl ester ofa bromo phenyl acetic acid Ethyl ester of ketoprofen
(U/mL)

S% R % E S% R % E
LIP1 2.3 10 2 5 nd
LIP2 125.6 28 26 1 nd
LIP3 3.3 1 8 8 nd
LIP4 3.8 5 7 1 nd
LIPS 26.4 20 26 1 30 20 15
LIP6 24 nd 0 0 /
LIP7 1.8 nd 1 3 3
LIP8 54.2 27 20 1 19 51 3
LIP9 106 0 0 / 0.0 15 >200(R)
LIP10 11.9 0 0 / nd
LIP11 78 0.5 21 42(R) nd
LIP12 3.6 2 3 0.5 17 28 2
LIP13 2 0.0 3 >200 5 12 2
LIP14 44.7 99 5 18(S) nd
LIP15 73 2.8 0.0 >200 31 29 1
LIP16 242.3 33 11 3 nd
LIP17 15.3 0.28 1.30 5 nd
LIP18 52.5 7 4 2 0.1 0.7 7
LIP19 49.6 12 9 1 8 7 1
LIP20 537.5 0 0 / nd
LIP21 81.9 14 5 3 nd
LIP22 53 1 36 33(R) 20 25 1
LIP23 184.1 7 6 1 nd
LIP24 67.1 nd 0 0 /
LIP25 42.2 76 25 3 56 27 2
LIP26 10.2 27 1 24(S) nd
LIP27 80.3 nd 29 0.0 >200(S)

Criteria for selection of relevant enzymes were as follow: conversion for the best recognized
enantiomer over 15 % and punctual enantioselectivity (ratio of enantiomer conversions at
final point,i.e. 24 h reaction) over 15 ferandb: 4 and 2 enzymes were thus considered as
relevant for further study on enantioselective hydrolysis of 2-bromo phenylacetic acid and
ketoprofen ester, respectively.

At this stage, four enzymes, LIP11, LIP14, LIP22 and LIP26, were found very effective on 2-
bromo phenylacetic acid octyl ester. LIP11 and LIP22 showed an E-value of 42 and 33
respectively, with 21 and 36 % conversion of tReenantiomer after 24 h reaction
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respectively. LIP14 and LIP26 gave E-value of 18 and 24, with 99 and 27 % &-the
enantiomer, respectively, after 24 h reaction.

In addition, two other enzymes showed an enantioselectivity superior to 200 during the
hydrolysis of ketoprofen, namely LIP9 frorlcanivorax borkumensiand LIP27 from
Silicibacter pomeroyiwith 15 % of theR-enantiomer and 29 % of tHgenantiomer being
hydrolyzed after 24 h reaction, respectively.

These effective enzymes able to hydrolyze a racemic mixture of astebswere purified by

affinity chromatography for precise determination of their enantioselectivity and potential.

Kinetics of racemic resolution

After purification, the 6 relevant lipases were tested on the hydrolysiswdb esters. Table

4 summarizes the results obtained. Enantioselectivity (E) is given as the ratio between initial
hydrolysis rates of the preferred enantiomer to the non-preferred enantiomer, the reaction is
followed over 50 to 96 h. The specific activities of the purified enzymes diNeB

hydrolysis, as well as specific initial rates of hydrolysis of the preferred enantiomer are given.

Table 4. Purified lipases were assessed on the hydrolyai®@déndb (following the results

of Table 2, nd indicates not determined when the enzyme was not tested on the substrate)
esters at pH 7.5 and 25 °C, in biphasic medium (buffer: decane, 50:50). Enantioselectivity (E)
is given as the ratio between initial hydrolysis rates of the preferred enantiomer to the less
hydrolyzed enantiomer, the reaction is followed over 50 to 96 h. Enantiopreference is
indicated in parenthesis. The specific activities of the purified enzymes dpNRB
hydrolysis, as well as specific initial rates of hydrolysis of the preferred enantiomer are given.

Octyl ester ofa Bromo Ethyl ester of Ketoprofen

pNPB (U/mg) phenyl acetic acid
E (Vi ratio), Vi E (Vi ratio), Vi
>200(R)
LIP9 151.3 nd
6.91 umol/h/mg
127 (R)
LIP11 10.3 nd
0.14 pmol/h/mg
14(S)
LIP14 24.0 nd
1.09 pmol/h/mg
101(R)
LIP22 0.8 nd
0.24 pumol/h/mg
43(S)
LIP26 2.7 nd

0.07 umol/h/mg
>200(S)
0.31 pmol/h/mg

LIP27 53.4 nd
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In these conditions, two enzymes showed promising results for the hydrolysis of 2-bromo
phenyl acetic acid octyl ester. LIP11Rsenantioselective and very specific (E-value of 127),
despite a low conversion rate (0.14 pmol/h/mg). Finally, LIP22 is Risoantioselective

with E-value of 101 and an initial rate of 0.24 umol/h/mg.

Two enzymes showed very good results for the hydrolysis of ketoprofen ethyl ester, with
spectacular enantioselectivity (E-value >200). LIP9, whicR-enantioselective, has both a

high initial rate of conversion (6.91 pmol/h/mg) and lead to total conversion oR-the
enantiomer in 96 h reaction. THestereopreference towards ketoprofen ethyl ester of this
new biocatalyst would allow the direct production of the desireds(kgtoprofen, as for its
biological properties, as the unreacted substrate from the enzymatic reaction remains in the
organic phase and can be recovered without further chemical manipulation. Finally, LIP27
was found totallyS-enantioselective (E-value >200) for the hydrolysis of ketoprofen ethyl
ester, with a moderate initial rate (0.31 umol/h/mg) but no inactivation on the reaction time,
thus leading to average 30 % conversion after 96 h reaction.

The high number of positive hits obtained with this method has to be noticed. Indeed, reports
on the functional screening of metagenomes to isolate lipases often lead to few hits despite the
size of the screened libraries, and the number of enantioselective lipases able to carry on the
resolution of profen racemic mixture is even lower. As sosli@ki et al., 2009 isolated one
lipase from the screening of 2.8 104 kb of metagenomic DNA from antarctic soil on olive oil
and Rondon et al., 2000 isolated 2 lipases from the screening of 106 kb of metagenomic DNA
from soil on Bacto Lipid. Yoon and colleagues started from more than 1.2 106 kb genomic
DNA and only one positive clone of a thermostaBl&ketoprofen specific esterase was
identified (Yoon et al., 2007). Similarly, Elend et al., 2006 isolated 7 esterases over 130 000
kb genomic DNA, among which only 1 was found active on ibuprofen and naproxen.

Moreover, all the enantioselective lipases isolated in our study were discovered in sequenced
isolated genomes from public database, even though no experimental characterization had

ever been reported before for these enzymes.

Sequence analysis of the promising hits

LIP11 and LIP22 showed promising results for the resolution of 2-bromo phenyl acetic acid
octyl ester, while LIP9 and LIP27 showed promising results for the resolution of ketoprofen
ethyl ester. Their accession number, putative annotated function, producing organism and

amino-acid length are given in Table 2.
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The best hit in the reference set for LIP11 and LIP22 was PestE Rynwbaculum
calidifontis (41 %, 36 % and 32 % of identity with PestE, respectively). PestE was shown to
have E-value >100 towards ethyl 3-phenyl butanoate (Palm et al., 2011). The difference
between 2-bromo-phenylacetic acid and this substrate is that the brome is replaced by methyl
and the carbon chain in one carbon longer. Its crystal structure was solved (PDB id: 2WIR,
2YH2, (Palm et al, 2011) and could explain the difference in enantioselectivity
experimentally observed towards tertiary alcohol (E-value =2-4) and carboxylic acid ester (E-
value >100) (as exemplified for the two model substrates 3-phenylbutanoic acid ethyl ester
and 1,1,1-trifluoro-2-phenylbut-3-yn-2-yl acetate). For both enantiomers of the tertiary
alcohol, orientations in two binding pockets were obtained without significant energy
differences, whereas two different orientations with significant energy differences were found

for the two enantiomers of chiral carboxylic acid esters.

LIP9 from Alcanivorax borkumensiwas retrieved from P32948 from the reference set, an
isoform of C. rugosa lipase. These isoforms were extensively studied for their
enantioselectivity towards profen esters, such as naproxen, ibuprofen, ketoprofen and
fenoprofen methyl esters (Botta et al., 1997; Gu et al., 1986; Manetti et al., 2000;
Piamtongkam et al., 2011) and derivatives such as 2-bromo phenylacetic acid octyl ester
(Botta et al., 1997; Gu et al., 1986; Manetti et al.,, 2000; Piamtongkam et al., 2011). These
isoforms presenting poor enantioselectivity, various strategies were employed to improve the
enantioselectivity such as the immobilisation (Liu et al., 2004; Xi and Xu, 2005; Zhu et al.,
2005) or two step acetone treatment (Kim et al., 2000) but it was not fully successful reaching
only an enantioselectivity of 153 (Xi and Xu, 2005). LIP9 also shares 32 % identity with
PnbA fromBacillus subtiliswhich was studied for its activity and enantioselectivity towards
tertiary alcohols. Rational mutagenesis on PnbA generated mutants with improved or reverse
enantioselectivity (Bartsch et al., 2008; Heinze et al., 2007; Henke et al., 2002).

LIP27 is annotated as a predicted beta-lactamase and was retrieved by reference Q11197 with
39.4 % identity; this latter, isolated from a drinking water biofilm metagenome, was selected
in the primary reference set for its activity towards the nonsteroidal anti-inflammatory drugs
and derivatives ibuprofen and naproxen (Elend et al., 2006). Moreover, it was also

successfully applied in the kinetic resolution of 3-phenyl butanoic acid ethyl ester because of
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its high enantioselectivity (E-value =96) (Fernandez-Alvaro et al., 2010). LIP27 shows
identity with many predictedp-lactamase from various organisms, but with few
experimentally characterized proteins. Amongst them, LIP27 shows 43.0 % identity with
F2WMW3, a family VIII esterase from uncultured bacterium whd4sctamase activity was
reported (Yu et al., 2011). Moreover, LIP27 presents 30 % identity with EstB from
Burkholderia gladioli This esterase was evolved for improved or reverse enantioselectivity
during resolution of methyf-hydroxyisobutyrate (Ilvancic et al., 2007).

Our hit enzymes showed high identity neither with formerly characterized lipases known to
resolve profen racemic mixture, nor between them (ranging from 17 % to maximum 37 %
identity for LIP11/LIP14). This definitively shows the great potential of our rational library
creation to isolate new biocatalysts with desired substrate affinity.

Conclusions

A rational exploration of lipase/esterase biodiversity by a genome mining approach was

conducted through the screening of a semi-rational mini library of lipases. Enantioselectivity

towards two phenylalkyl carboxylic acids of pharmaceutical interest was screened. Among

195 candidates, efficient and highly enantioselective catalysts have been found for each
substrate with complementary enantiopreference. On the one hand, LIP9 shows both high
activity and enantioselectivity towards ketoprofen ester racemates, and could thus be included
in a chemo-enzymatic synthesis process. On the other hand, LIP11, LIP14, LIP22 and LIP27
are excellent starting point for protein engineering to enhance enzyme capabilities for pure
profen enantiomers production: deeper work on sequence analysis and molecular modelling
could provide targets for site-directed mutagenesis in order to further increase or reverse our

biocatalysis enantioselectivity.

Experimental procedures
Materials

Ampicillin and isopropyl-b-d-thiogalactopyranoside (IPTG) were purchased from Euromedex
(Souffelweyersheim, France); unless stated, other chemicals were purchased from Sigma-

Aldrich (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo.). Oligonucleotides were from Sigma-Genosys.
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Strains

E. coli strains were purchased from Promega, E. coli strain DKB380dlacZim15, recAl,
endAL, gyrA96, thi-1, hsdR17 (rk—, mk+), supE44, relAl, dedRcZY AargF) U169).

E. ooli BL21(DE3)Star (fhuA2 [lon] ompT galE3) [dcm] AhsdS; DE3 = 2 sBamHIo
AECcoRI-B int::(lacl::PlacUV5::T7 genel) i21mn5), used for protein production, were

purchased from Invitrogen.

Set up of the candidate collection to be screened

The collection of lipase candidates was developed in a three-step process.

(1) A reference set was created by selecting known lipases from literature experimentally
proven to resolve a racemic mixture of esters of arylalkyl carboxylic acids related to
compounds a and b. The 13 enzymes are summarized in Table 1. (2) This set was then
compared to UniprotKB or from Genoscope metagenomics bacterial encoding genes using
low stringency parameters (>30 % on minimum 70 % length). (3) A single linkage clustering
based on 80 % identity was applied to organize them. One enzyme by cluster was selected as

representative and for which genomic DNA was available in the Genoscope strain library.

Cloning, expression and cell free extract preparation

Candidate enzymes for high throughput screening were cloned and over expressed in 96-
microwell in an expression vector using automated platform facilities. The choice of the
primers was based on the Primer3 program (Rozen and Skaletsky, 2000). Oligonucleotides
were from Sigma-Genosys. Specific extensions are added to the primers for cloning into our
plasmid pET22b(+) (Novagen) modified for ligation independent cloning. A 6-histidine tag
was added in the in the N-terminal part of the protein for purification process. Primers used
for the cloning of the 27 candidate are presented in S| Table 5. The cloning was done into
plasmid pET22b(+), the protein productionBncoli BL21Star (DE3) strains (Invitrogen) and

cell lysate preparations were carried out as previously described (Vergne-Vaxelaire et al.,
2013). Lysis was done in buffddEPES 50 mM pH 7.5 and 50 mM NaCl. After
centrifugation to clarify the cell extract, supernatants were analyzed by sodium dodecyl
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS PAGE) to check for recombinant protein
production. Negative control lysate for enzymatic assays was done by transf@niol

BL21Star (DE3)Star strains by plasmid pET22b(+). Protein concentrations were determined
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by the Bradford method with bovine serum albumin as the standard (Bio-Rad). The samples
were stored at -80 °C.

Table 5. Primers used for the cloning of the 27 candidate

Primer-5’
Primer-3’
LP1 AAAGAAGGAGATAGGATCATGCATCATCACCATCACCATATAGACCCTAAAATTAAAAA
GTGTAATGGATAGTGATCTTATTTTCCGTAAAATACTTT
LIP2 AAAGAAGGAGATAGGATCATGCATCATCACCATCACCATTTACAGAGTTTAGATCCTCAACTGGC
GTGTAATGGATAGTGATCTTATTTGGATTTTGTATTGTTT
LIP3 AAAGAAGGAGATAGGATCATGCATCATCACCATCACCATGCACTCGATACCGCC
GTGTAATGGATAGTGATCTTAAACGGATGTTTTTGCAATG
LIPa AAAGAAGGAGATAGGATCATGCATCATCACCATCACCATGGCGTGTTGAATCAAACTTTAC
GTGTAATGGATAGTGATCTTATTTGGCATTCTTATCCC
LIPS AAAGAAGGAGATAGGATCATGCATCATCACCATCACCATGCAGTTTCTAACTTGGC
GTGTAATGGATAGTGATCTTATGCTGCTTTATTCCAGAATTTAC
LIP6 AAAGAAGGAGATAGGATCATGCATCATCACCATCACCATCCCCTGGATCCGGCG
GTGTAATGGATAGTGATCTTAATACTTGTTATAAAAGACCTGC
LP7 AAAGAAGGAGATAGGATCATGCATCATCACCATCACCATAGCGCACTCGATCCC
GTGTAATGGATAGTGATCTTAGGCAAACGCTTTTCGAAGT
LIPs AAAGAAGGAGATAGGATCATGCATCATCACCATCACCATAACCATTCAGTTAATCCC
GTGTAATGGATAGTGATCTTAGCTTTTATGGGAAAATCTCTG
LIPS AAAGAAGGAGATAGGATCATGCATCATCACCATCACCATACAGCAATAATTCGTCAGG
GTGTAATGGATAGTGATCTTAAACCACCGGGATGATG
LIP10 AAAGAAGGAGATAGGATCATGCATCATCACCATCACCATAAATTAGTGCCACCTAAAC
GTGTAATGGATAGTGATCTTAGTTTGACCAATCTAAG
LIP11 AAAGAAGGAGATAGGATCATGCATCATCACCATCACCATCCGATCGATCCCATTG
GTGTAATGGATAGTGATCTTATCGGGTCGACTGCCC
LIP12 AAAGAAGGAGATAGGATCATGCATCATCACCATCACCATTCACTCGATCCACAAGC
GTGTAATGGATAGTGATCTTAGGCCAGTGCTTCCTTC
LIP13 AAAGAAGGAGATAGGATCATGCATCATCACCATCACCATAGTCTTGAGGAACTTGCTG
GTGTAATGGATAGTGATCTTATCCGAGCTTTGTATCCAG
LIP14 AAAGAAGGAGATAGGATCATGCATCATCACCATCACCATACAAATAGCCTGCCAGGTG
GTGTAATGGATAGTGATCTTAAACCCGGGTCAGGTG
LIP15 AAAGAAGGAGATAGGATCATGCATCATCACCATCACCATGCTCTCGATCCCCATC
GTGTAATGGATAGTGATCTTAGCGGGCTCTCGTTGTG
LIP16 AAAGAAGGAGATAGGATCATGCATCATCACCATCACCATCCGCTCGATCCCGTC
GTGTAATGGATAGTGATCTTAGGCCAGCGCGTCTCG
LP17 AAAGAAGGAGATAGGATCATGCATCATCACCATCACCATCAATATCCCTCCGCC
GTGTAATGGATAGTGATCTTAATCGAGGTTAACGTGGTG
LIP18 AAAGAAGGAGATAGGATCATGCATCATCACCATCACCATCCCGCACCGCTCGAT
GTGTAATGGATAGTGATCTTAGATTCCGCGCGCGAG
LIP19 AAAGAAGGAGATAGGATCATGCATCATCACCATCACCATCCACTTGATCCGCGG
GTGTAATGGATAGTGATCTTAGTCGATCCGCTCCAAAAAC
LIP20 AAAGAAGGAGATAGGATCATGCATCATCACCATCACCATCCCGTTCAACTCGATG
GTGTAATGGATAGTGATCTTATATGCCCGCTGGCCA
LIP21 AAAGAAGGAGATAGGATCATGCATCATCACCATCACCATCCTCTCGACCCACAG
GTGTAATGGATAGTGATCTTAAGCCCAGGCGGCCTT
LIP22 AAAGAAGGAGATAGGATCATGCATCATCACCATCACCATGCCGACCTCAAGAATC
GTGTAATGGATAGTGATCTTACGAGACCGGTGAACTC
LIP23 AAAGAAGGAGATAGGATCATGCATCATCACCATCACCATCCAGCACAACTCGATCC
GTGTAATGGATAGTGATCTTACAGCGCCTTCAGCCAG
LIP24 AAAGAAGGAGATAGGATCATGCATCATCACCATCACCATACCGACGGCACCCCC
GTGTAATGGATAGTGATCTTATGCCGCGGCGTTAGC
LIP25 AAAGAAGGAGATAGGATCATGCATCATCACCATCACCATCCTCTTGACCCCCATC
GTGTAATGGATAGTGATCTTACTCAAGACGTTCTCCTTTC
LIP26 AAAGAAGGAGATAGGATCATGCATCATCACCATCACCATCTGCTCTACGGAATCAC
GTGTAATGGATAGTGATCTTATATCCCGAACGCCCT
LIP27 AAAGAAGGAGATAGGATCATGCATCATCACCATCACCATCCCGACCCCGGTTAC

GTGTAATGGATAGTGATCTTATCCGCATAATGCTCC

Protein production

E. coli BL21(DES3) transformed with expression vectors were grown overnight in LB

ampicillin at 37 °C. Microplates or Erlenmeyer flasks containing TB (Tartoff and Hobbs,

1987) ampicillin were inoculated from a microplate 96-footprint or to an OD 600 nm of 0.05

respectively and grown at 37 °C. When OD 600 nm reached 0.8-1.2 or 2, respectively, protein

production was induced with 1 mM IPTG and the strains were further grown overnight at

20 °C. Bacterial pellet was frozen at 80 °C for 2 hours and resuspended in 50 mM HEPES
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buffer pH7.5 supplemented with 50 mM NaCl, 0.07 % Lysonase bioprocessing reagent
(Novagen) and 1 mM pefabloc and the suspension was incubated 1 h at 25°C. The
suspension was further sonicated 2 minutes and cell debris were removed by centrifugation
(30 minutes at 11 000 rpm). The soluble fraction was filtrated 0.45um and used for reaction or

affinity purification.

His tag affinity chromatography: Protein purification

Selected enzymes were overexpressed and purified by loading the crude extract onto a Ni-
NTA column (QIAGEN), according to the manufacturer’'s instructions. Lysis buffer was
HEPES 50 mM PH 7.5, NaCl 50 mM, Imidazole 30 mM, Glycerol 10 %. Elution buffer was
HEPES 50 mM PH 7.5, NaCl 50 mM, Imidazole 250 mM, Glycerol 10 %. The enzyme purity
was analyzed by sodium dodecylsulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS PAGE).
Protein concentrations were determined by the Bradford method with bovine serum albumin
as the standard (Bio-Rad). Samples were stored at -80 °C and dialyzed against HEPES 50 mM

pH 7.5, NaCl 50mM before activity measurements.

Determination of lipase activity

Lipase activity was determined by monitoring the hydrolysip-oitrophenyl butyratept

NPB) into butyric acid andp-nitrophenol. Lipase activity was measured in 96-well
microplates filled with 20 L of the cell extract, 175luof a 100 mM phosphate buffer pH 7.2
containing 100 mM NaCl. The reaction was started with addition @ $-NPB (40 mM in
2M2B) and activity was measured by following absorbance at 405 nm at 25 °C for 10 min
using the EON tunable microplate reader apparatus (Thermo Fisher Scientific). One unit of
lipase activity was defined as the amount of enzyme releasingplLof fatty acid per min at
25°Cand pH 7.2

General procedure for the synthesis of the phenylalkyl carboxylic acid ethyl and octyl esters

Ethyl and octyl esters were synthesized as previously described elsewhere (Guieysse et al.,
2003a).'H spectra were recorded on a Bruker AC-206H1200.1 MHz) spectrometer.
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High-throughput liquid and solid screening

The test for hydrolytic activity towards the target substrates was based on a pH assay
(Baumann et al., 2001). Wells were filled with 10 pL of a substrate stock solution (final
concentration 1.6 mM), 10 pL of a solution of pH indicator bromothymol blue (BTB final
concentration 0.25 mM), 10 uL &:. coli extract containing the different lipases and 170 pL

of HEPES buffer (final concentration 1 mM, pH 7.5) to get a final volume of 200 uL. A
negative control (extract from culture Bf coli transformed with empty vector) was present

in each plate. Each plate was then incubated at 37 °C and 600 r.p.m for 72 h. The standard
curve realised with 2-bromo phenyl acetic acid showed that a 50 % decrease in BBT
absorbance at 620 nm corresponds to 7 % hydrolysis. Active lipases were then identified by
visible colour changes and used in analytical scale experiments.

The solid screening method is the same as the liquid one: briefly extractk fraofh lipase
producing strains are deposited on Q-trays containing 20 g/L agar, 1.6 mM ester a, b or c),
0.25 mM BBT in 1 mM HEPES at pH 7.5. Q-Trays were incubated until 6 days at 37 °C.

General procedure for lipase-catalysed analytic scale kinetic resolutions

Hydrolysis was carried out in 2 mL eppendorf tubes containing a biphasic medium composed
of 0.75 mL dried decane containing the racemic octyl eatersethyl esterb (50 mM) and

0.75 mL of the aqueous enzymatic solution. The mixture was shaken in a Vortex Genie 2 (D.
Dutscher, Brumat, France) at 25 °C. At regular time intervals, the progress of the reaction was
followed by taking samples from the organic phase after phase separation by centrifugation.

The HPLC device was equipped with a chiral column: Chiralpack OJ (25 cm x 4.6 mm)
(Daicel Chemical Industries Ltd, Japan) connected to a UV detector (at 254 nm). A flow rate
of 1.0 mL/min was used. The mobile phase was composed of a mixture of n-
hexane/isopropanol [80:20 v/v for (x)-2-bromo phenyl octyl acetate and 98/2 v/v for (x)-ethyl

ketoprofen].From HPLC results, the total conversion (C) of both enantiomerS-ealdes

(E) were calculated as defined below:

E=(viS/VIR) for a S enantioselectivity

E=(viR\viS) for a Renantioselectivity
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With viS and ViR corresponding to the initial rates & andR enantiomer consumption

respectively.
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2.3.3. Conclusion de la publication

Plusieurs enzymes intéressantes ont été découvertes grace a la méthode présentée dans
cette publication que ce soit pour I'ester octylique de I'acide 2-bromo phényl acétique mais
surtout pour I'hydrolyse de I'éthyl kétoproféene. Cependant concernant la résolution de
I'ester octylique de I'acide 2-bromo phényl acétiqgue aucune enzyme avec une
énantiosélectivité >200 et des conversions supérieures a 10 % n’a été découverte. Une béta
lactamase provenant de la bactérie Silicibacter pomeroyi, notée Lip27 posseéde une
énantiosélectivité supérieure a 200 vis-a-vis de I'éthyl kétoproféne, avec une préférence
pour I'énantiomeére (S) et une activité spécifique de 0,31 pumol/h/mg. L'enzyme la plus
intéressante découverte dans la publication précédente est une carboxylestérase provenant
de la bactérie Alcanivorax borkumensis, notée Lip9, posseéde une trés bonne
énantiosélectivité vis-a-vis de I'éthyl kétoproféne (>200) avec une énantiopréférence pour
I’énantiomere (R), et une activité spécifique nettement supérieure a I'’enzyme précédente de

6,91 umol/h/mg.

Une étude de la stabilité des enzymes révélées lors de cette étude devrait étre menée pour
confirmer leur potentialité. La biologie moléculaire pourrait étre un outil pour améliorer les
enzymes qui ne possedent pas une énantiosélectivité supérieure a 200. De plus pour pouvoir
comparer les performances des enzymes mises en évidence dans les deux publications il

faudrait calculer I'activité spécifique des mutants de Lip2p.
2.4. Conclusion Chapitre I1

Ce chapitre a présenté deux méthodologies permettant la découverte d’enzymes

énantiosélectives pour la résolution des substrats d’intérét.

- Pour I'hydrolyse de l'ester octylique de l'acide 2-bromo phényl acétique deux
mutants de Lip2p avaient déja été mis en évidence: V232S (préférence pour
I’énantiomere (S)) (Bordes et al.,, 2009) et D97A-V232F (préférence pour
I’énantiomere (R)) (Cambon et al., 2010a). Le mutant V232S sera utilisé en CO,SC (cf

Chapitre Ill) car il présente une meilleure vitesse de réaction.
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- D’autre part pour I'hydrolyse de I'éthyl ibuproféene, CRL1 de C. rugosa est
intéressante mais moins que le monomutant Lip2p V232A de Y. lipolytica car cette
derniére est plus rapide (11 fois) pour une méme énantiosélectivité (E>200).

- De plus pour I'hydrolyse de I'éthyl naproxene, CRL1 de C. rugosa possede aussi une
énantiosélectivité suffisante mais c’est le mutant de Lip2p V235S qu’il faut retenir
(E>200 et est 30 fois plus rapide).

- Enfin pour I'hydrolyse de I'éthyl kétoprofene, CRL1 possede une énantiopréférence
pour I'énantiomére (S) et CRL4 pour I'énantiomére (R), toutes deux avec une
énantiosélectivité >200 (et une vitesse de 0,006 et 0,1 umol.h".mL™ repectivement).
Quant aux mutants de Lip2p de Y. lipolytica, Lip2p V235G et V232S présentent une
énantiosélectivité accrue par rapport a I'enzyme sauvage (10 fois) mais E<200 et
possédent une énantiopréférence pour I'énantiomeére (S). Le mutant V232F quant a
lui possede une énantiosélectivité >200 et une énantiopréférence pour
I’énantiomere (R).

La béta lactamase provenant de la bactérie Silicibacter pomeroyi, notée Lip27
possede une énantiosélectivité supérieure a 200 vis-a-vis de |'éthyl kétoprofene, avec
une préférence pour I'énantiomeére (S) et une activité spécifique de 0,31 umol/h/mg.
La carboxylestérase provenant de Alcanivorax borkumensis, notée Lip9 dans la
publication a une Vvitesse initiale de 6,91 pmol/h/mg et posséde une

énantiosélectivité (R) >200 vis-a-vis de I’éthyl kétoproféne.

Ainsi dans ce chapitre des enzymes possédant une énantiosélectivité supérieure a 200 ont
été mises en évidence vis-a-vis de tous les substrats d’intérét. La méme stratégie
d’amélioration de I'énantiosélectivité par biologie moléculaire pourrait étre employée pour
les enzymes Lipl, 11, 14, 22, et Lip26 du paragraphe 2.3.2 de la seconde publication pour
obtenir une meilleure énantiosélectivité. De plus une caractérisation de ces nouvelles

enzymes devra étre menée pour confirmer de leur potentialité.

Le chapitre suivant présente la mise en ceuvre en réacteur du mutant Lip2p V232S pour la

résolution de I'acide 2-bromo phényl acétique dans un solvant original : le CO, supercritique.
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Chapitre III : Résolution de I'acide 2-bromo phényl acétique

3.1. Introduction Chapitre III

Le chapitre précédent a présenté la recherche d’enzymes énantiosélectives pour les
quatre substrats d’intérét identifiés pour ce travail. Ce chapitre va considérer la mise en
ceuvre d’une de ces enzymes, la lipase Lip2p V232S provenant de Yarrowia lipolytica, en
mettant en ceuvre un solvant original, le CO, supercritique, en substitution du décane. Pour
cette étude nous avons naturellement choisi d’utiliser I'enzyme Lip2p V232S et le substrat
pour lequel elle posseéde une énantiosélectivité infinie, I'acide 2-bromo phényl acétique ou
I’ester octylique associé (Bordes et al., 2009). Parmi tous les enzymes et mutants testés,
cette enzyme est en effet celle qui a donné les meilleurs résultats en termes d’activité et
d’énantiosélectivité. Nous avons présenté dans le Chapitre | : 1.5 tout l'intérét d’envisager
I'utilisation du CO,SC. Le point critique du CO, est 31 °C et 74 bar lorsqu’il est pur, ces
conditions sont dépendantes de la composition du mélange. Ainsi dans certains cas le CO, ne
sera pas sous forme supercritique mais plutét proche sur supercritique, le terme
supercritique sera tout de méme employé par la suite. Cependant, rappelons que les
expérimentations du Chapitre Il, ont été réalisées avec des réacteurs de type « tube
Eppendorf » de 2 mL sur un agitateur de type vortex. Pour réaliser les expérimentations avec
du CO,SC, I'appareillage disponible au laboratoire est un réacteur haute pression de 90 mL
muni d’un systeme d’agitation par mobile tournant et d’un préleveur d’échantillon sous
haute pression (d’un volume maximal de 2,5 mL), le mécanisme de chauffage est une coque

chauffante permettant le maintien en température du réacteur (cf Figure 29).

Les expérimentations en décane ont été répétées en utilisant le méme dispositif
expérimental pour réaliser une comparaison efficace des procédés en solvant décane et en
CO,SC. L'utilisation d’un réacteur de 90 mL apporte une certaine représentativité des
contraintes rencontrées dans les conditions industrielles telle que I'influence de différents
mobiles d’agitation. En revanche son utilisation implique des quantités relativement élevées
d’enzyme et de substrat, ce qui a nécessité de tres nombreuses cultures de levure (V.
lipolytica) et de syntheses de substrats, ce qui a entrainé une certaine variabilité entre les

expérimentations.

147



Chapitre Il : Résolution de I'acide 2-bromo phényl acétique

Figure 29 : Montage expérimental, appareillage sous haute pression
Réacteur de 90 mL, préleveur, systeme de chauffage (coque chauffante) et agitateur

Dans le cas de la mise en ceuvre d’enzymes en systeme monophasique (CO,SC ou solvant
organique) I'enzyme est immobilisée dans un solide poreux (cf 1.2.4). C'est le cas de
nombreuses lipases commerciales comme le Novozyme 435 ou Lipozyme. Dans ce genre de
systemes la réaction mise en ceuvre est une estérification et non une hydrolyse, car il est
nécessaire d’utiliser de I'eau, pratiquement insoluble dans de tels milieux, pour effectuer
une hydrolyse (c’est un substrat de la réaction). Dans un premier temps l'utilisation de
I'enzyme sous forme immobilisée dans le systeme monophasique décane pour
I'estérification du produit d’intérét a été étudiée. L'enzyme Lip2p de Y. lipolytica n’étant pas
une enzyme commerciale, ni sous forme libre ni sous forme immobilisée, un travail préalable
de recherche de support permettant I'immobilisation a été effectué (cf paragraphe 3.2.1

suivant).

Rappelons que le but de la réaction mise en jeu est de permettre une séparation
énantiomérique, et que, dans cet objectif, on peut indifféremment réaliser une hydrolyse ou
une estérification (ou une autre réaction). Dans un contexte plus large de synthése

organique par voie enzymatique, ce degré de liberté n’existe pas.

Plusieurs configurations possibles sont étudiées pour la résolution de I'acide 2-bromo phényl
acétique ou l'ester octylique associé, cf Tableau 6. La partie 3.2 traite de |'étude de
I’estérification en milieu monophasique du produit sous forme acide, I'acide 2-bromo phényl
acétique. La mise au point de la réaction n’ayant pas encore été étudiée a ce stade, nous
avons commencé par effectuer les expériences en tube Eppendorf (2 mL) en milieu solvant
décane.
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Les paragraphes 3.3 et 3.4 quant a eux traitent de I'hydrolyse du produit sous forme ester,

I'ester octylique de l'acide 2 bromo phényl acétique, en systéme diphasique (phase

aqueuse/décane ou phase aqueuse/CO,SC par la suite). En effet, dans le cas de I’hydrolyse,

I’eau étant un réactif, il n’est pas possible d’effectuer d’hydrolyse en milieu monophasique

décane du fait des faibles solubilités mutuelles de ces composés. La mise au point de la

réaction (hydrolyse de I'ester en systeme diphasique phase aqueuse/décane) a déja été

effectuée en tube Eppendorf lors de la recherche d’enzymes énantiosélective vis-a-vis du

substrat. Les expériences en réacteur de 90 mL ont donc pu étre directement menées,

d’abord avec le décane puis avec le CO,SC avec le mutant V232S de la lipase Lip2p de

Yarrowia lipolytica et |a lipase de Candida rugosa.

Tableau 6 : Expérimentations étudiées de ce chapitre

Résolution de I'acide 2-bromo phényl acétique ou I'ester octylique associé par Lip2p V232S de Y. lipolytica

Solvant apolaire

Décane

CO,SC

Type réacteur
Nombre phases
(solvant)

Tube Eppendorf 2 mL

Monophasique Diphasique

Réacteur 90 mL

Monophasique Diphasique

Réacteur 90 mL

Monophasique

Diphasique

Estérification

Hydrolyse

X

3.2.2

=

1.4.6

(Littérature)

X X
c 33

X
X

X

3.3

Configuration étudiée

X

Configuration non étudiée

° Configuration non envisageable, nécessité d’eau pour effectuer une hydrolyse et ’eau n’est pas soluble dans le décane

3.2. Estérification de I'acide 2-bromo phényl acétique par Lip2p V232S

de Yarrowia lipolytica en systeme monophasique décane

Avant de pouvoir tester |'estérification de I'acide 2-bromo phényl acétique, la recherche de

supports et I'optimisation des conditions d’immobilisation ont été étudiées.
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3.2.1. Immobilisation

3.2.1.1. Composition des supports solides

Dans le cadre de cette étude, 17 supports différents ont été testés, 7 provenant du
fournisseur Purolite (Purolite © Lifetech Europe, Paris, France), 8 provenant du fournisseur
SPRINBeads de SPRIN Technologies (Trieste, Italy) et 2 provenant du fournisseur Accurel©
(Membrana GmbH, Wuppertal, Germany). Les références de ces supports sont rassemblées
dans le Tableau 7.

Comme cela a été présenté dans le Chapitre | paragraphe 1.2.4 les méthodes
d’'immobilisation pour la lipase de Y. lipolytica ont été répertoriées dans un article de revue
(Brigida et al., 2014). Nous avons choisi de reprendre le support Accurel©MP1000, bien
caractérisé (Salis et al., 2003), déja utilisé pour I'immobilisation de la lipase (Casas-Godoy et
al.,, 2013; de Oliveira et al., 2006) qui offre une trés bonne stabilité de I'enzyme (activité

>90 % aprés un mois a 25 °C).

Tableau 7 : Liste des références des supports testés pour I'immobilisation de Lip2p V232S

Supports SprinTechnologies Supports Purolite Supports Accurel

A110 1504 MP1000

AA130 1604 MP1004
AE110 4204F

AE130 8205F

AH110 8214F

AO110 8310F
H130 8405F

SN110

Le mode opératoire de sélection des supports a été le suivant : les différents supports sont
mis en contact avec le surnageant de culture et lentement agités a 4 °C pendant 72 h. On
mesure alors grace a un test pNPB, I'activité des enzymes restant dans le surnageant (cf
Figure 30, Matériel et Méthode de la publication présentée dans le Chapitre Il paragraphe
2.3.2). Ainsi, cing supports ont été sélectionnés qui présentaient une activité
significativement réduite dans le surnageant, preuve qu’une quantité significative d’enzyme
avait pu étre immobilisée. Le protocole d’immobilisation est présenté dans le prochain
paragraphe (3.2.1.2). La composition des cing supports sélectionnés est présentée dans le

Tableau 8.
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Test pNPB

t=0

Surnageant
de culture

Enzyme

Support —pBO ©

o.o

4°C,72h
Table agitante

v

© @
o ©

. ©

Figure 30 : Principe de I'immobilisation et de détermination de la quantité d’enzyme immobilisée

Tableau 8 : Composition des cing supports testés pour 'immobilisation de Lip2p V232S

Test pNPB
t=72h

Nom du Composition Groupe Surface Diamétre de  Taille particules

support fonctionnel (m?/g) pores (A) (um)
*MP1000 polypropyléne - 80-100 50-500 <1000
*MP1004 polypropyléne - <500
"ECR8214 polyacrylique époxy >60 1200-800 150-300

méthacrylate
*ECR1604 Styrene quaternaire - - 300-1200
amine
‘AA130 polyacrylique amine 40-60 400-600

®Accurel© (Membrana GmbH, Wuppertal, Germany)
®Purolite © Lifetech Europe (Paris, France)

‘SPRINBeads de SPRIN Technologies (Trieste, Italy)

En outre, ces supports représentaient différents types

d'immobilisation : adsorption

physique (Accurel © MP1000), liaison covalente (Purolite ECR 8214) et liaison ionique
(Purolite ECR 1604).

3.2.1.2.

Protocole d’immobilisation

Dans le cas des supports de type Accurel® MP, le support doit étre activé avant de pouvoir

étre utilisé pour I'immobilisation de I’enzyme. Pour ce faire il faut le mélanger avec de

I’éthanol (10 mL d’éthanol / g de support) a température ambiante pendant 30 min. Puis,

10 mL d'eau / g de support sont ajoutés et la solution est mélangée pendant 30 min. Le

support est filtré et lavé trois fois avec 50 mL d'eau. Enfin, le support est séché sous vide, cf

Figure 31.
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Mélanger :

10 mL d’éthanol / g
de support

Ajouter et mélanger :

10mL d'eau / g de
support
30 mn

Filtrer et laver 3 fois
QLD

Filter sous vide

30mn

Figure 31 : Méthode d’activation des supports de type Accurel® MP

Afin de déterminer les conditions optimales pour maximiser la quantité d'enzyme chargée
sur le support, deux parameétres ont été étudiés, le rapport « quantité d’enzyme / quantité
de support» et la durée du contact ont été étudiés pour l'ensemble des 5 supports
sélectionnés pour cette étude.

Le support, en contact avec la solution d'enzyme, a été agité horizontalement a 4 ° C
pendant 96 h, |'activité résiduelle dans le surnageant a été mesurée toutes les 24 h (par un
test pNPB déja présenté dans le paragraphe Matériel et Méthodes de la publication du
Chapitre Il paragraphe 2.3.2), cf Figure 30. Par la suite, le support portant I'enzyme a été
filtré de la solution enzymatique et séché sous vide. Enfin, I'activité de I'eau (a,) de la lipase
immobilisée a été fixée a 0,52. Pour ce faire un protocole d’équilibrage simple consiste a
placer I'enzyme immobilisée dans une enceinte fermée dans laquelle I'atmosphére possede
une a,, donnée, cette atmospheére est obtenue grace a une solution saturée en sels. Pour une
aw de 0,52 la solution saline préconisée est le Mg(NQs),, I'enzyme est laissée a 4 ° C, pendant
72 h afin que I'équilibre se produise (cf Figure 32). Cette valeur de a, a été choisie car il
s’agit de la valeur optimale déterminée pour d’autres lipases homologues a Lip2p (Casas-

Godoy et al., 2014). L’enzyme immobilisée est stockée a 4 ° C jusqu'a utilisation.

> s
a,, air ——1
équilibrée i
1, -
avecla,de
la solution
Solutionsaturée, a,, . z bilisé
5 = ==a
donnée par le type > nzymes immobilisées
de sels @ % sur un support, a,,

I'air

Figure 32 : Equilibrage de I’a,, de I'enzyme immobilisée

Les unités d’enzyme (U) immobilisées sur les supports sont estimées en mesurant |'activité
résiduelle du surnageant en contact avec le support lors du procédé d'immobilisation
(Equation 2) :
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Equation 2 : Calcul de I’activité théorique de I'enzyme immobilisée

U, — Upg
masse de support (g)

Activité enzyme immobilisée (U/g support) =

ou:
U, : unité d’enzyme contenue dans le surnageant avant immobilisation
Ug : unité d’enzyme contenue dans le surnageant pendant ou apres le procédé

d’immobilisation

Ces unités d’activité enzymatique sont mesurées a I'aide d’un test pNPB déja présenté dans

la publication du Chapitre Il paragraphe 2.3.2.

3.2.1.3. Optimisation des conditions d’immobilisation

Une série d'expériences a été réalisée afin de trouver les conditions qui maximisent la
guantité d'enzyme immobilisée sur les différents supports. A la fois, la valeur du temps de
contact entre la solution contenant I'enzyme et du rapport quantité d’enzyme / support
placé lors de I'immobilisation doivent étre explorés afin d'assurer un chargement maximal
de lI'enzyme sur les supports. A cet effet, I'immobilisation a été effectuée en utilisant des
rapports enzyme / support allant de 0,30 a 3,60 U / mg de support, et I'activité résiduelle du
surnageant a été mesurée a 24, 48, 72 et 96 h.

Les unités d'enzyme immobilisées sur les supports ont été calculées en utilisant I’Equation 2.
En ce qui concerne le temps qui est nécessaire pour que le support soit saturé, pour toutes
les expériences, l'activité enzymatique dans le surnageant est restée constante apres 72 h
pour tous les types de support indiquant ainsi leur saturation. Ceci est visible sur la Figure 33

relative au support ECR8214 Purolite.
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Figure 33 : Activité enzymatique restante (U/mL) dans le surnageant au cours du temps, lors de I'immobilisation, en
fonction du ratio initial U d’enzyme/mg de support

Le support utilisé est Purolite© ECR 8214, 'immobilisation a été effectuée a 4 °C sur table agitante. Le test pNPB a été

utilisé pour déterminer les activités enzymatiques, le test est effectué a pH7,2 et 25 °C, en microplaque. Les activités sont
données en umol de pNP libéré par minute et mL d’enzyme

La Figure 34 montre un maximum d’unités enzymatiques chargées sur les supports (t=72 h),
en fonction des unités enzymatiques par milligramme de support a I'instant initial. Cette
activité a varié de 0,17 a 1,20 U / mg de support. Purolite ECR8214 et ECR1604 présentent
les valeurs les plus élevées d’immobilisation (1,20 + 0,07 et 1,16 + 0,03 U / mg de support,
respectivement), suivis par le support Accurel © MP1000 (0,40 + 0,03 UA / mg de support).
La saturation des supports Purolite par I'enzyme est réalisée en utilisant un rapport enzyme /

support de 2,4 U enzymatique / mg de support, tandis que pour les autres supports la

saturation est obtenue avec 1,8 U / mg de support.
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Figure 34 : Activité de ’enzyme (U) chargée sur différents supports en fonction du ratio initial U d’enzyme/mg de support
L’activité U d’enzyme chargée sur le support a été mesurée grace a 'activité pNPB résiduelle du surnageant aprés 72 h, le
test est effectué a pH7,2 et 25 °C, en microplaque. Les activités sont données en pumol de pNP libéré par minute et mL

d’enzyme. Les supports étudiés sont Purolite ECR 8214, Purolite ECR 1604, Accurel MP 1000, Accurel MP 1004,
SPRINbeads AA130

En conclusion pour obtenir les meilleurs taux d’immobilisation, il est conseillé d’effectuer le
protocole pendant 72 h avec un rapport enzyme / support de 2,4 U enzymatique / mg de

support pour les supports de type Purolite, tandis que pour les autres supports la saturation

est obtenue avec 1,8 U / mg de support.
3.2.2. Réaction d’estérification avec 'enzyme immobilisée

L’estérification de I'acide 2-bromo phényl acétique (cf Figure 35) a été testée avec 3

supports différents (Purolite 8214, Purolite 1604 et Sprinbeads AA 130) portant I'enzyme
Lip2p V232S.
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Br
£

oH + CHpOH ——— + + HaO
Br
O H

Figure 35 : Réaction d’estérification énantiosélective de I'acide 2-bromo phényl acétique

Deux molarités d’octane-1-ol ont été testées (100 ou 1000 mM) pour 50 mM d’acide, et dans
tous les cas, moins de 5 % d’estérification ont été observés en 70 h de réaction (dans un

tube Eppendorf de 2 mL avec un agitateur de type vortex).

L'utilisation de I'enzyme immobilisée en systéme monophasique décane pour I'estérification
énantiosélective de I'acide 2-bromo phényl acétique n’a donc pas permis d’obtenir des taux

de conversion élevés.

La réaction d’hydrolyse de I’ester octylique ayant déja été mise au point lors de la recherche
de I'enzyme et s’étant révélée satisfaisante du point de vue de des taux de conversion,
I’étude de I'hydrolyse en systéme diphasique phase aqueuse/CO,SC a donc été rapidement

privilégiée.

3.3. Hydrolyse de l'ester octylique de l'acide 2-bromo phényl acétique
par Lip2p de Yarrowia lipolytica (systeme diphasique phase

aqueuse/décane et phase aqueuse/CO: supercritique)
3.3.1. Introduction de la publication

L'estérification de I'acide 2-bromo phényl acétique n’ayant pas permis d’obtenir de forts
taux de conversion (<5 %) probablement du fait de I'’équilibre thermodynamique c’est tout
naturellement que le choix s’est porté vers I'hydrolyse de I'ester (et plus précisément de
I'ester octylique qui avait déja été utilisé lors de la recherche de I'enzyme de la molécule).
L'ester est soluble, au moins a 50 mM dans la phase organique, le décane a température

ambiante (d’aprés nos mesures visuelles) et également dans la phase CO,SC (a 33 °C 120 bar,
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cela a été démontré expérimentalement dans une cellule haute pression par observation
visuelle). L'eau étant un substrat de la réaction mais n’étant pas soluble dans la phase
décane le choix d’un systéme diphasique s’est imposé et permet de revenir a des conditions
déja étudiées lors de la recherche d’enzymes énantiosélectives dans les tubes Eppendorf

(2 mL).

Ainsi le milieu réactionnel étudié est donc un systéme diphasique phase aqueuse/CO,SC par
comparaison au systeme phase aqueuse/décane. Nous avons vu dans le Chapitre |: 1.5.3.8
que ce genre de systeme diphasique phase aqueuse/solvant n’a pas été beaucoup étudié
dans la littérature et la configuration utilisant le CO,SC a été trés peu décrite (Harada et al.,
2009; Hartmann et al., 2001; Holmes et al., 1998). En effet, dans le cas de I'utilisation du
CO,SC plusieurs problématiques doivent étre prises en considération et seront étudiées dans

ce chapitre, a savoir :

- La baisse du pH de la phase agueuse en contact avec du CO, sous pression (formation
d’acide carbonique) voir Chapitre | : 1.5.3.8.2

- Une hydrodynamique diphasique différente due aux propriétés physico-chimiques
particuliéres du CO,SC (viscosité, tension interfaciale...)

- Un partage des réactifs et produits différent par rapport au décane. En particulier,
une solubilité de I'eau dans le CO,SC plus élevée par rapport aux tres faibles valeurs

observées dans les solvants trés apolaires tel que le décane (Michor et al., 1996).

De plus toutes ces propriétés sont tres dépendantes des conditions de température et de
pression ce qui entraine une tres grande versatilité de ce systeme. Cependant, certaines
problématiques peuvent étre communes entre le systeme diphasique et le systéme
monophasique en milieu CO,SC comme par exemple l'interaction directe entre le CO, et
I’enzyme (formation de carbamates notamment, cf Chapitre | paragraphe 1.5.3.4) entrainant

des modifications de la stabilité et de I'activité de cette derniere.
Cette étude a permis I'écriture d’une publication :

Resolution of 2-bromo-arylacetic acid ester by Yarrowia lipolytica lipase in
water/supercritical CO, two-phase systemsCette publication a pour ambition d’étudier le

systeme diphasique phase aqueuse/CO,SC pour effectuer une hydrolyse énantiosélective.
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Cette étude effectuée en comparaison avec le systéme diphasique phase aqueuse/décane
habituel a permis d’améliorer le systeme en CO,SC mais également de comprendre les
différences inhérentes a l'utilisation du CO,SC. La publication est I'objet du prochain

paragraphe.

3.3.2. Publication : Resolution of 2-bromo-arylacetic acid ester by Yarrowia

lipolytica lipase in water/supercritical CO; two-phase systems
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A mutated lipase from Yarrowia lipolytica was used in aqueous phase/scCO, two-phase systems to per-
form the enzymatic resolution of (R, S) 2-bromophenyl acetic octyl ester. A solution of phosphate salt
(1000 mmol/L) was added to buffer the aqueous phase in contact with CO, and resulting pH values around
6 were measured in a high pressure cell using a solvatochromic probe, Thus, an acceptable conversion
rate and good enantioselectivity could be obtained but kinetics were shown to remain slower compared
to an aqueous phase/decane two-phase system. Moreover, increasing pressure was shown to further slow-
down the kinetics. This was hypothesized to be related to the mechanism of opening of the active site
of the lipase which requires interfacial contact with a hydrophobic solvent phase. This condition is sus-
pected not to be met in the case of scCO; in contact with an aqueous phase because the amount of water
dissolved in the supercritical phase diminishes its hydrophobicity.

Yarrowia lipolytica
Enzymatic enantiomeric resolution

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

a-substituted aryl and alkyl carboxylic acids are important
intermediates encountered in synthetic pathways of numer-
ous drugs, such as prostaglandin, prostacyclin, semi-synthetic
penicillin and thiazolium salts. All these molecules contain an
asymmetric carbon at the « position of the carboxylic function,
leading to the co-existence of two enantiomers. In most cases, only
one enantiomer exerts the required biological activity. Recently,
enzymatic resolution of 2-bromophenyl acetic octyl ester was
proposed, using variant V232S of the lipase Lip2 from Yarrowia
lipolytica, taking advantage of the enzyme enantioselectivity [1-3].
Lipases are biocatalysts that are frequently used in liquid two-
phase systems of the aqueous phase/organic solvent type, in this
case decane as the organic phase. But such a process is impeded by
the use of an organic solvent which contradicts the environmen-
tal benefit of using “natural” catalyst like enzymes. Therefore the
replacement of the organic solvent by supercritical CO; (scCO,) to
propose a greener processes and to take advantage of the facilitated

* Corresponding author.
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postreaction separationis an attractive option. The usual procedure
for using enzymes in scCO; has been to immobilize the enzyme on
a porous solid support. In such cases, the reaction is carried out
in what will be called here a single-phase system, i.e., without an
aqueous phase to solubilize the enzyme. In these systems, it was
demonstrated that the control of the water activity in the system
is crucial for the activity of the enzyme during synthesis reactions
(esterification, transesterification, amidation. . .) [4-6]. Conversely,
the use of scCO, in an aqueous phase/scCO, two-phase system has
been rarely proposed |7,8], even though it allows the direct use
of the enzyme and therefore eliminates the immobilization step.
These studies [7,8] proved that the enzymatic reactions are possible
in this kind of two-phase systems but they did not provide com-
parison with the conventional aqueous phase/organic two-phase
system, which prevented assessment of the advantages or disad-
vantage of using scCO, in replacement of an organic solvent. Note
that use of water/scCO, microemulsions was also described by in
[9]. However, in this case surfactants were used and the reaction
was studied for only 10 min, which was too short to assess a possible
effect of the enzyme stability.

A specificity of the water/CO; two-phase system stands in the
generation of carbonic acid in the aqueous phase, due to CO; par-
tial solubilisation in water and the resulting chemical equilibria.
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Indeed, at high pressure (from 50 bar), the pH of aqueous phase is
expected to decrease to around 3.2 at 32°C[10]. This pH decrease is
usually an important drawback for using enzymes because most of
them are only active in a narrow range of pH values, generally close
to neutral. Use of a buffered aqueous phase by addition of sodium
bicarbonate was shown to improve the activity in the case of the
asymmetric reduction of ketones catalysed by an alcohol dehydro-
genase from Geotrichum candidum, where the yield of the reaction
was improved when the pH was maintained to neutral [8].

The objective of this work is to achieve the enzymatic res-
olution of 2-bromophenyl acetic octyl ester (belonging to the
2-halogeno-carboxilic acids family) using aqueous phase/scCO,
two-phase systems. In previous works, the Yarrowia lipolyticalipase
was shown to be efficient for the resolution of this substrate and its
enantioselectivity was improved using site-directed mutagenesis
[2,3,11,12]. The mono-substituted variant V232S of the lipase from
Yarrowia lipolytica (Lip2 V232S) was shown to exhibit enantioselec-
tivity higher than 200, and thus provides purity compatible with
pharmaceutical legislation, and was therefore used in this study.
Indeed, only the (S) enantiomer is hydrolysed by the lipase, whereas
the (R) enantiomer remains as an ester (Fig. 1). The resulting acid
and ester can then be easily separated because their hydrophobic-
ities are very different.

The objective of the study is thus to assess the feasibility of
performing the resolution of 2-bromo phenyl acetic octyl ester
in aqueous/scCO, two-phase systems. Also, the merits of using an
aqueous phase/scCO, two phase system will be identified by com-
parison with the conventional aqueous phase/decane two-phase
system.

2. Materials and methods
2.1. Chemical reagents and enzyme

Construction of Lip2 V232S by site-directed mutagenesis and
its production were previously described [3]. The culture super-
natant of Yarrowia lipolytica, containing the mutant of the lipase
Lip2 V2328, is directly used as the catalytic phase for the resolu-
tion of the ester, with or without addition of adequate masses of
salts (NapHPO4 and KH,PO4) to buffer this aqueous phase. So this
aqueous mixture containing the lipase Lip2 V232S will be referred
here as “supernatant”. Peptone, tryptone and yeast extract nec-
essary for the culture were purchased from Difco (Paris, France)
and oleic acid was obtained from Prolabo (Fontenay sous Bois,
France). All chemicals were purchased from Sigma-Aldrich (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) and used as received. Carbon dioxide was
supplied by Air Liquid (purity around 99.98 %). Because only the
racemic (R, S) 2-bromophenyl acetic acid was commercially avail-
able (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), it was necessary to synthesize
the corresponding racemic octyl ester. The procedure for the prepa-
ration of the 2-bromophenyl acetic octyl ester was previously
described [13].

2.2. Enzymatic hydrolysis of (R, S) 2-bromophenyl acetic octyl in
buffered aqueous phase/decane two-phase systems performed in
Eppendorf tubes

When there is no need to compare with buffered aqueous
phase/scCO,, the experiments with decane were done in Eppen-
dorf tubes. In this case 750 p.L of culture supernatant containing
the enzyme and 750 p.L of racemic (R, S) 2-bromophenyl acetic
octyl ester (50 mmol/L in decane) were mixed in a 2 mL Eppendorf
tube. The tube was stirred in a vortex Genie 2 (D. Dutscher, Brumat,
France) at 22 °C for at least 24 h. At regular time intervals (every 15
min, total of 6 samples of 50 L), the progress of the reaction was

monitored by analyzing the organic phase composition after phase
separation by centrifugation (dilution 10 fold in hexane) using HPLC
as described in section 2.6.

2.3. Effect of the pH

In order to obtain a given value of the pH of the aqueous phase
and to study effect of the pH on the enzyme activity, the cul-
ture supernatant of Y. lipolytica was 10 fold concentrated using
centrifugal filter units (size of the filter 10 kD by Amicon” Ultra Cen-
trifugal Filters, Merck Millipore). Then the concentrated enzyme
was diluted by 10 using the adequate buffer. pH values of 3, 4, 5
and 6 were obtained using phosphate citrate buffer solution (500
mmol/L), pH values of 7 and 8 using phosphate buffer solution and
pH values of 9 and 10 using carbonate buffer solution.

2.4. Enzymatic hydrolysis of (R, S) 2-bromophenyl acetic octyl
ester in buffered aqueous phase/scCO, two-phase systems

In a 90 mL high pressure reactor (Top Industrie, France) (Fig. 2),
45 mL of culture supernatant containing the enzyme and 0.8 g of (R,
S) 2-bromophenyl acetic octyl ester were added. Then scCO, was
injected to the desired pressure, 80, 120 or 250 bar depending on
the experiment, using a syringe pump (Teledyne ISCO 260D). Using
the high pressure visualisation cell presented in the section 2.5, it
was preliminarily checked that this amount of ester is totally sol-
uble in scCO; at the conditions used in the reaction experiments.
Reactor was stirred with several kinds of stirring devices (magnetic
barrel, double rushton turbine, inclined blade impeller and gas dis-
persing turbine) at different rotation speeds (500 or 1600 rpm) at
35°C for at least 24 h. Every hour, the progress of the reaction was
monitored by analyzing the composition of the supercritical carbon
dioxide phase after sampling of this phase (at least 6 samples of
0.5 mL per experiment) using a high pressure sampler (Top Indus-
trie, France). 0.5 mL samples were taken and scCO; is re-injected
using the high pressure pump (Teledyne ISCO 260D) to recover the
initial value of the pressure which slightly decreased after sampling
(a few bar).

The contents of the sampler were recovered and diluted using
decane before HPLC analysis (Section 2.6). For comparison, in the
conventional buffered aqueous phase/decane two-phase system, the
same 90 mL reactor and same concentrations were used. The exper-
iments were replicated twice.

To increase the concentration of the phosphate buffer (PO4)
(from 100 mmol/L to 1000 mmol/L) adequate amounts of salts
Na;HPO4 and KH,;PO,4 were added to the culture supernatant that
already contained 100 mmol/L of phosphate buffer.

2.5. Measurement of the pH of the aqueous phase/scCO>
two-phase systems

The bromocresol purple coloured indicator was used to deter-
mine the pH of the aqueous phase in contact with high pressure
CO,. A spectroscopic method was developed to accurately eval-
uate the colour change of the indicator in the aqueous phase as
a function of CO, pressure. For these measurements, a StellarNet
Incorporation EPP2000 light source and an Ocean Optics DH2000
spectrophotometer were coupled to a high-pressure view cell by
optical fibres as shown in Fig. 3.

The absorption spectrum of the bromocresol dye at various pH
is shown in Fig. 4 where it can be seen that the bromocresol pur-
ple is composed of two forms, one acid and one basic. These two
forms absorb at different wavelengths (430 nm for the acid form
and 590 nm for the basic form) [14].

It is possible to correlate the quotient of the two peak heights
to the pH. A calibration curve was thus obtained by recording the
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Fig. 1. Reaction scheme for the enzymatic resolution of 2-bromopheny! acetic octyl ester by enantioselective lipase hydrolysis.
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Fig. 3. Experimental set-up of spectroscopic apparatus combined with a high pressure cell.

absorbance of a solution of bromocresol purple in water at differ-
ent pH values, the ration of the heights of the peaks obtained in
these conditions were correlated to the pH (Fig. 5). This calibration
curve was then used in pH measurements of aqueous phase/scCO,
two-phase systems at different pressures both, in presence and in
absence of buffer (section 3.2).

2.6. Chromatographic analysis

The HPLC device (Dionex, Ultimate 3000) was equipped with a
chiral column: Chiralcel OJ-H (25 cm x 4.6 mm) (Chiral technologies
Europe, Daicel group) connected to a UV detector (at 254 nm). The
mobile phase was composed of a n-hexane/isopropanol mixture

[80:20v/v] at a flow rate of 1.0 mL/min. Retention times were 6
and 7 min for the (S) and (R) enantiomers of the 2-bromophenyl
acetic octyl ester, respectively.

2.7. Determination of the conversion rate

Conversion of the (S) enantiomer, which corresponds to the per-
centage of hydrolysis, is given by the following equation were i
stands for initial time and ¢ for final time.

[concentration (S)ester]t

%H lysis = 100 — - -
ydrolysis 0 [concentration (S)ester]i
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Fig. 4. UV/visible spectra of bromocresol purple at various pH in water at 35°C.
7 Table 1
= Experimental values of the pH of the aqueous phase in contact with scCO;, using
= = different concentrations of phosphate buffer at 100 bar, 35°C.
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6 %s ® 100 (equivalent to broth supernatant) <5
. 400 5
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T o 1000 5.9
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| 3.2. Determination of the pH in the buffered aqueous
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4 As stated previously, the pH of an aqueous phase in contact with
0 2 4 6 3 CO, is around 3.2 as soon as the pressure is greater than 50 bar

Quotient peaks heights (peak height 590 nm/peak height 430 nm)

Fig. 5. Calibration curve of pH correlated to the quotient peaks heights of coloured
indicator (Bromocresol purple).

3. Results and discussion

3.1. Influence of the pH on the activity of Lip2 from Yarrowia
lipolytica

It is well known that for a given enzyme there is corresponding
optimal pH range. The optimal conditions for Lip2 from Yarrowia
lipolytica were already described in previous studies [15-17] and
were shown to lie between 5 and 9, depending on the authors and
the lipase studied. It can be considered that the optimal pH con-
ditions for the mono-mutant V232S are similar. To investigate the
influence of the pH on enzyme activity, preliminary experiments
were done in order to evaluate the initial velocity of the hydroly-
sis of 2-bromophenyl acetic octyl ester (dissolved in decane as the
organic phase) using an aqueous phase containing the enzyme at
different pH values. Initial velocity is evaluated as the initial slope
of the curve % hydrolysis versus time and results are reported in
Fig. 6. The initial velocity is clearly affected by the pH of the aque-
ous phase. Indeed, at pH =5, the initial velocity is three fold lower
than its optimum value at pH 7-8. These results demonstrate that
the optimal pH for Lip2 V232S is comprised between 7 and 8 which
is in agreement with the results given by Fickers et al. [15].

[10] because of the formation of carbonic acid, as a consequence
of the solubilisation of CO; in the aqueous phase. Because Lip2
V232S activity is highly affected at this pH value, it is necessary
to buffer the aqueous phase to maintain a pH value around 7-8.
The method and apparatus presented in section 2.5 were used to
determine the value of pH in the aqueous phase, with and with-
out salts at different concentrations, when in contact with scCO;;
Values are given in Table 1. The Na,HPO4 and KH;PO4 salts (phos-
phate buffer) were chosen to buffer the aqueous phase because they
were already used for the culture of the yeast Yarrowia lipolytica.
Thus, after the culture growth, the phosphate buffer concentration
of the supernatant containing the enzyme (Lip2 V232S) is about
100 mmol/L. However, it can be observed in Table 1 that, at this
buffer concentration, the pH of the aqueous phase in contact with
CO, at 100bar and 35°C was still lower than 5. A concentration
of phosphate buffer of 1000 mmol/L was determined necessary to
obtain pH values close to 6. Higher buffer concentrations did not
lead to a significant increase in pH (6.1 at 1500 mmol/L). Stabi-
lization of the pH in the buffered aqueous phase/scCO, two-phase
system has already been studied [18-21] and improvement for the
hydrolysis in biphasic water/scCO; system using sodium bicarbon-
ate was proved [8]. Unfortunately these publications are not useful
here because the phosphate buffer (Na,HPO4 and KH,PO4) was not
chosen.

Thus, it is possible to obtain a pH value of 6 with a 1000 mmol/L
phosphate buffer. At this pH, the enzyme activity is 89 % of the
maximum enzyme activity at pH 8 (Section 3.1). However high con-
centrations of salt are likely to be detrimental to enzyme activity.
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Fig. 6. Initial velocity of the hydrolysis of (S) 2-bromophenyl acetic octyl ester using Lip2 V232S in the buffered aqueous phase/decane two-phase system (in same volumic

ratio) obtained in Eppendorf tube (2 mL) at 22 °C.
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Fig. 7. Influence of the concentration of salt (phosphate buffer) in two-phase systems with decane (35 °C) or with scCO, (120 bar, 35°C). High concentration corresponds
to 1000 mmol/L of PO4 buffer and low concentration to 100 mmol/L in the aqueous phase. Reaction is the hydrolysis of 2-bromophenyl acetic octyl ester catalysed by Lip2

V232S from Yarrowia lipolytica using Rushton turbine at 1600 rpm.

Therefore influence of high salt concentrations on enzyme activity
was investigated first.

3.3. Influence of the concentration of salts in two-phase systems

For comparison, the influence of salt concentration was investi-
gated in the conventional buffered aqueous phase/decane two-phase
system using the same 90mL reactor and same concentrations
(salts and reactants) and temperature (35°C) as in the buffered
aqueous phase/scCO, two-phase system. Results for both systems
at low (100 mmol/L pH<5) and high (1000 mmol/L pH around
6) salt concentrations are compared in Fig. 7. In buffered aqueous
phase/decane two-phase systems, it appears that a high concentra-
tions of salt is not highly detrimental to enzyme activity. Indeed,
only 25 % of activity are lost at 1000 mmol/L compared to the
activity obtained at 100 mmol/L. In buffered aqueous phase/scCO,

two-phase systems, it is confirmed that maintaining a pH around
6 (at 1000 mmol/L phosphate buffer) enables better kinetic per-
formances to be obtained. At a low concentration of salt, and
consequently low pH, it appears that the enzyme stability is
reduced because the reaction stopped after 20h. By comparing
the initial slopes of the curves, initial kinetics are lower (10 fold)
in scCO, than in decane, even at high concentrations of salt
(1000 mmol/L in the aqueous phase). This decrease of activity can-
not be fully explained by the difference of pH, 7 in decane versus 6
in scCO,.

3.4. Influence of stirring conditions
In such two-phase liquid/liquid or liquid/fluid systems, using

catalysts acting at the aqueous-organic interface, as is the case for
lipases, the interfacial area and mass transfer between phases are
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Fig. 8. Effect of the stirring speed (500 rpm or 1600 rpm) in buffered aqueous phase/decane (35 °C, 1000 mmol/L phosphate buffer) system or buffered aqueous phase/scCO,
(35°C, 120 bar, 1000 mmol/L phosphate buffer) system on the hydrolysis of (S) 2-bromopheny! acetic octyl ester by Y. lipolytica Lip2 V232S using a Rushton turbine.

Fig. 9. Different stirring devices used in this work. A) magnetic barrel B) double
Rushton turbine C) inclined blade impeller D) gas dispersing turbine.

expected to be a limiting parameters for the kinetics [22]. With
the type of agitated reactor used in this study, impeller type and
stirring speed are expected to have a significant effect on reaction
performances. As a default stirring mobile, a double disk Rushton-
type turbine was used to disperse organic phase (decane or scCO)
in the aqueous phase. Influence of stirring speed (500 and 1600 rpm
which corresponds to maximum speed of the set-up) was evaluated
in the case of decane and scCO, and kinetics are reported in Fig. 8.

In the case of decane, the results show a clear influence of the
stirring speed on the kinetics while this influence is almost negligi-
ble in the case of scCO5. In the case of scCO,, four different types of
stirring devices were tested at 1600 rpm, (magnetic barrel, double
Rushton turbine, inclined blade impeller, gas dispersing turbine)
(Fig.9) but no significant difference was observed (data not shown).
This tends to indicate that limited mass transfer is not the cause of
the slow kinetics in this case.
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Fig. 10. Influence of the pressure on the conversion rate in buffered aqueous/scCO,
two-phase system for the hydrolysis of (5) 2-bromophenyl acetic octyl ester using
Y. lipolytica Lip2 V2325 (at 35 “C, 1000 mmol/L of phosphate buffer, using magnetic
barrel).
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Fig. 11. Hydrolysis of (S) 2-bromophenyl acetic octyl ester by Lip2 V232S in buffered
aqueous phase/scCO; (35°C 120bar) in a first stage and then replacement of scCO;
by decane (35 “C) using a magnetic barrel.

3.5. Influence of the pressure

As usual in the case of supercritical fluid, it is interesting to
assess the influence of the pressure. This was tested in the range
80-250 bar and results are presented in Fig. 10.

A noteworthy slowdown of the kinetics is observed in the sys-
tem when the pressure is increased. The conversion after 24 h being
decreased from 71 % at 80 bar to 10 % at 250 bar. It has been shown
[10] that, in this range of pressure, the pH of the aqueous phase is
only very weakly dependant of the CO, pressure, indicating that
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Fig. 12. Effect of various molar proportion of 5SM2H in decane on the hydrolysis kinetics of 2-bromophenyl acetic octyl ester. In aqueous phase/organic phase two-phase

systems by Y. lipolytica Lip2 V232S at 22 “C in Eppendorf tube (2 mL).

pH effect is not the cause. Although mass transfer in the fluid phase
is likely to be disfavoured at higher pressure (due to higher viscos-
ity and lower diffusivity of the CO, phase) the order of magnitude
of the observed effect is too high to be attributed to mass transfer
phenomena. Up to now, the effect of pressure on enzyme activity
is not clearly understood [23]. Indeed, some authors reported that
a large change of pressure, and in consequence of density, could
significantly alter the interaction of CO, with the enzyme by for-
mation of carbamates, from reaction of CO; with the free amine
groups present on the surface of the enzyme [7,18,24-31]. These
carbamates could be responsible for charge removal of the histi-
dine residues present at the active site of the enzyme, thus resulting
in a decrease of its activity or even in its complete inactivation
[29,32,33]. Kamat et al. [28] studied the effect of carbon dioxide
on subtilisin by providing direct evidence of the formation of car-
bamates structures by using laser desorption mass spectroscopy
(LD-MS). Ikushima et al. [34] used Fourier transform infrared (FTIR)
spectroscopy to monitor enzyme conformation in scCO, during
esterification reaction. They showed a conformational change of
the enzyme depending on the pressure.

Also, increase of pressure induces changes in the supercritical
phase properties. Some authors reported the variation with pres-
sure of the dielectric constant [18,27,35,36], orof the logP [31,37] in
the case of sc-fluoroform or scCO; (log P is related to hydrophilicity
of the organic phase). However there is weak influence of pressure
on the dielectric constant in the case of scCO, [38] but an impor-
tant influence on the density, which could increase the interaction
of this fluid with the lipase, and have an effect on enzyme activ-
ity. Nevertheless, it is difficult to draw a conclusion around these
possible causes.

Another hypothesis would be to relate the decrease of activity
of the enzyme in respect to pressure with the state of active site
of the enzyme. Indeed, it has been shown that the activity of most
lipases is strongly correlated to the opening of a “molecular lid”
located near the active site of the enzyme. The opening of the lid is a
characteristic mechanism of lipases and is promoted in hydropho-
bic environments (organic phase) while its closing is induced in
hydrophilic medium. This mechanism is responsible for the spe-
cific activation of most lipases at water-organic interfaces [39]. In
monophasic system, where the detrimental effect of pressure was
observed, the effect of CO, on the “lid” was also suggested [34,40].
Modification of supercritical phase hydrophobicity with the pres-
sure could thus be suspected as an explanation for the observed

decrease of activity of the enzyme and is further investigated in
section 3.7.

3.6. Study of the reversibility of the effect of scCO5 use on lipase
activity

In order to understand the influence of scCO, on enzyme activ-
ity, the experiment consisted in starting the reaction of hydrolysis
in an buffered aqueous phase/scCO, two-phase system and then,
after 4 h hydrolysis, to depressurize the system and replace scCO,
by decane torun the reaction further. Clearly, (Fig. 11) an increase of
the velocity is observed when the scCO- is replaced by decane, thus
confirming an inhibiting effect of scCO; on the enzyme which is not
permanent because activity is recovered after scCO, replacement.
The effect of scCO, on immobilized Yarrowia lipolytica lipase was
previously studied [32] in the case of esterification reaction of lau-
ric acid. The authors evidenced that scCO; could affect this enzyme
when in contact with scCO3. To explain this effect of scCO; on the
lipase activity, the authors proposed two hypothesis: the formation
of carbamates or the stripping effect of scCO, which extracts the
“indispensable” water on the support. The effect of stripping can-
not be evoked in our case because water quantity is not limiting in
an aqueous phase/scCO, two-phase system.

3.7. Effect of the polarity of the solvent

As stated before in section 3.5, a possible explanation to the
slowdown of kinetics when scCO> is used instead of decane could
be a dysfunction of the “molecular lid” of the enzyme, due to the
decrease of hydrophobic character of the CO; phase when pressure
is increased. Indeed, because the supercritical phase is in contact
with water, the thermodynamics of two-phase systems at equi-
librium indicate that a pressure increase leads to a higher water
content in that phase (at 32°C, the solubility of water in CO; is
changing from 1g/L at 80 bar to 1.7 g/L at 250 bar [41,42]) inducing
achange in the polarity of that phase. The influence of the change in
polarity of the organic phase on the kinetics of hydrolysis were thus
investigated by addition of several amounts (mole fraction ranging
from 0 % to 100 %) of 5-methyl-2-hexanone (5M2H), an organic
polar solvent, to decane.

Kinetic results are shown on Fig. 12 where the detrimental effect
of increasing proportions of 5M2H in decane clearly appears. This
result demonstrates that a polar organic phase is not favourable
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to enzyme activity, which could explain poor hydrolysis perfor-
mances obtained in scCO;, especially when pressure increases.

4. Conclusion

This work attempted to bring deeper knowledge about the oper-
ation of two-phase enzymatic reactions using scCO, as the organic
phase with enzyme dissolved in the aqueous phase. Use of two-
phase systems for biocatalysis, especially with supercritical CO5,
is scarce in the literature while this configuration is convenient
because it does not require immobilization of the lipase, which
remains solubilized in the aqueous phase. On the other hand the
hydrophobic ester remains in the scCO; phase and is easily sep-
arated. The tested reaction was targeted to perform enantiomeric
resolution of aracemic mixture of 2-bromophenyl acetic octyl ester.
This was done by hydrolysis using a specific lipase from Y. lipolytica.
The reaction was effective with high yields in this system and good
enantiomeric excess was obtained, similary to what was obtained
in the same configuration using decane as the organic phase. One
expected difference highlighted in this study was related to the
decrease of the pH of the aqueous phase in contact with pressur-
ized CO,, because of the dissolution of this latter into the aqueous
phase. As expected, use of a buffered aqueous phase was necessary
to insure acceptable values of pH and to obtain good final conver-
sion but, in all cases, kinetics were observed to be slower in the case
of scCO,, as compared to decane. Better agitation did not improve
the kinetics indicating that mass transfer or interfacial area were
probably not the cause of slower kinetics. So, one proposed hypoth-
esis was related to the specific mechanism of the “opening of the
molecular lid” above the active site. This is a characteristic mecha-
nism of lipases (and of our specific Yarrowia lipalytica lipase) which
requires interfacial contact with a hydrophobic solvent phase. This
condition is not always met in the case of scCO; in contact with an
aqueous phase because the small amount of water dissolved in the
supercritical phase could diminish its hydrophobicity. This hypoth-
esisis mainly supported by the negative effect of a pressure increase
on kinetics. In this case hydration of CO; is increased because the
solubility of water in scCO5 increases with pressure, and therefore
its hydrophobicity is decreased. Such aqueous phase/organic two-
phase systems for enzymatic reaction were not an often studied
on the point of view of kinetic performances for the design of the
reactor, especially with supercritical CO. Significant work is still
necessary to fully understand the specificity of the use of CO, in
replacement of the organic solvent. Testing other types of reac-
tions and other lipases would greatly help to draw generalizable
conclusions. Nevertheless, one important objective of this work
was to perform enzymatic enantiomeric resolution in an innova-
tive configuration which potentially insures a production process
meeting the principles of Green Chemistry. This objective was met
because the enantiomeric performance of the chosen lipase was
indeed maintained for the configuration using supercritical CO5,
demonstrating the feasibility of the process for enzymatic resolu-
tion of racemates. Finally, although kinetics in scCO, proved to be
slower and that addition of salts was necessary, comparison with
decane must include the expected simplification of the post reac-
tional separation when using scCO,, which was not considered here
and which may give a decisive advantage to this type of process.
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Chapitre Il : Résolution de I'acide 2-bromo phényl acétique

3.3.3. Conclusion de la publication

L'étude de I'hydrolyse de I'ester octylique de I'acide 2-bromo phényl acétique (par Lip2p
V232S) en systéme diphasique phase aqueuse/CO,SC a permis de dégager plusieurs

spécificités pour ce genre de systéme :

- La solubilisation du CO, dans la phase aqueuse entraine une forte diminution du pH
pH proche 3 a 32 °C dés 25 bar (cf Figure 24, Chapitre | paragraphe 1.5.3.8.2). Or
Lip2p de Y. lipolytica (et a fortiori Lip2p V232S) posséde un pH optimal compris entre
6 et 8 et celle-ci n’est pas active a pH 3. On a alors envisagé de maintenir le pH a une
valeur permettant |'activité de I'enzyme par ajout d’additifs. Cela peut étre un
tampon (des sels, ici du tampon phosphate qui est le tampon de culture de la levure)
ou alors une base. L'ajout d’'une base pour éviter la baisse du pH (du fait de la
solubilisation du CO,) serait une trés bonne solution mais un systéme d’ajout d’une
guantité de base précise sous pression serait nécessaire et n’était pas envisageable
avec I'appareillage utilisé (car si la base est placée dans le réacteur avant de mettre le
CO, le pH basique pourrait désactiver I'enzyme). C'est pourquoi I'ajout de sels a été
la solution privilégiée. Une étude de I'influence de la quantité de sel sur le pH induit a
été effectuée a I'aide d’un indicateur coloré (le pourpre de bromocrésol) et d’un
systéme de spectroscopie UV-Vis adapté a une cellule haute pression. L’ajout de sels
a été une méthode fructueuse, la stabilité de I'enzyme a été largement accrue et a
permis d’atteindre des taux de conversion satisfaisants (conversion >80 % en 96 h).

- Le systeme diphasique phase aqueuse/CO,SC peut entrainer des questions
d’efficacité de mélange et d’aire inter-faciale. Les expériences menées n’ont pas
permis de dégager une réponse claire mais aucune des solutions technologiques
proposées (augmentation de vitesse de rotation ou changement du mobile
d’agitation) n’a entrainé une amélioration des rendements de la réaction. De plus ce
phénoméne de transfert de matiere, méme si on admet son influence, n’est pas le
seul a mettre en cause car il ne pourrait pas a lui seul expliquer I'effet négatif tres
significatif de la pression que nous avons observé.

- |l est apparu que le phénomene a I'origine des différences de vitesses initiales entre

le systeme phase aqueuse/décane et phase aqueuse/CO,SC était réversible. En effet,
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une expérience a permis de le prouver (voir paragraphe 3.6 de la publication
précédente).

- Dans un systeme diphasique phase aqueuse/CO,SC, une quantité non négligeable
d’eau est solubilisée dans le CO; et le CO, est ainsi plus polaire que le CO, pur. |l est
fait I’'hypotheése que cette polarité accrue pouvait entrainer une mauvaise
conformation du volet moléculaire (cf 1.2.1.5) de I'enzyme et donc une activité plus
faible. Pour étayer cette théorie une expérimentation en paralléle avec une enzyme
possédant un volet moléculaire et I'autre non (par exemple C. antarctica) pour une
réaction simple et courte (pour éviter les phénoménes a long terme) serait
intéressante a mettre en ceuvre.

- D’autres explications plus classiques quant au fait que la vitesse diminue lorsque la
pression augmente et non liées au systeme diphasique mais seulement a I'utilisation
de CO, n’ont cependant pas été écartées. Il pourrait s’agir par exemple de
I’'augmentation de la densité du CO, pouvant conduire a l'augmentation des
interactions CO, / enzyme. De plus, il a déja été montré que la formation de
carbamates pouvait étre néfaste a I'activité de I'enzyme (Wright and Moore, 1948).
La modélisation moléculaire de I’'enzyme et particulierement du site actif en présence
de CO; serait trés intéressante et pourrait montrer que certaines enzymes ne sont
pas adaptées a une utilisation en CO, dans certains cas (dépendant du substrat bien

sar).

Le paragraphe suivant présente les résultats complémentaires obtenus lors de I'étude de la
résolution de l'ester octylique de I'acide 2-bromo phényl acétique en milieu diphasique

phase aqueuse/CO,SC mais qui n’ont pas été intégrés a la publication.

3.3.4. Annexes

3.3.4.1. Effet de la dialyse du surnageant de culture

Il a été envisagé que l'utilisation directe du surnageant du milieu de culture de Y. lipolytica
(contenant I'enzyme Lip2p V232S) pouvait entrainer des réactions entre le CO, et des
éléments du milieu de culture imprévues et potentiellement néfastes pour l'activité de
I’enzyme. Une purification compléte de la protéine était difficilement envisageable du fait

des grandes quantités d’enzymes nécessaires pour les expérimentations en CO,SC. C'est
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pourquoi une dialyse a été employée pour retirer une grande partie des constituants du
surnageant de culture avant son utilisation en réacteur. Aprés la dialyse, on constate une

perte d’activité de I'’enzyme d’environ 20 % (cf Tableau 9).

Tableau 9 : Effet de la dialyse du surnageant de culture sur I’activité pNPB du surnageant

Le test pNPB est effectué a pH7,2 et 25 °C, en microplaque. Les activités sont données en umol de pNP libéré par mn et
mL d’enzyme

Type de surnageant Activité pNPB (U/mL)
232S 10,5
232S dialysé 8,4

La Figure 36 présente I'effet de la dialyse sur I’hydrolyse du substrat d’intérét par Lip2p
V232S en systéme diphasique phase aqueuse/décane et phase aqueuse/CO,SC. 'effet de la
dialyse semble négligeable dans les deux types de systéme, c’est pourquoi cette étape de

purification n’a pas été renouvelée par la suite.
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Figure 36 : Effet de la dialyse du surnageant de culture sur la réaction en systéme diphasique phase aqueuse/décane et
phase aqueuse/CO,SC

Hydrolyse du (S) ester de I'acide octylique du 2 bromo phényl acétique par Lip2p V232S (I’énantiomére (R) n’étant pas
hydrolysé par I’enzyme, 50 mM de (R, S) ester au départ), 33 °C, 0 ou 120 bar (décane ou CO,SC), 1 mol/L sels (Na,HPO,
et KH,PO, pH 7), agitateur magnétique vitesse 1600 tr/mn, réacteur de 90 mL, les volumes de chaque phase sont égaux

3.3.4.2. Formation de carbonates

Pour pallier la baisse du pH de la phase aqueuse de fortes quantités de sels (Na;HPO,4

KH,PO,4) ont été ajoutées dans le milieu. Il a été envisagé que ces sels en présence de CO,
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pouvaient former des carbonates pouvant précipiter et perturber le systeme (carbonates de
potassium ou carbonates de sodium). Pour évaluer la possibilité d’occurrence de ce
phénomeéne, une expérience de mise en contact d’'une phase aqueuse contenant ces sels
avec du CO, pendant 4 h dans les mémes conditions que celles de la réaction (120 bar, 33 °C)
a été réalisée dans la cellule haute pression. La précipitation de carbonates n’a pas été

détectée visuellement.

3.3.4.3. Utilisation de tensio-actifs

En plus des expériences de changement de mobile d’agitation ou de changement de vitesse
d’agitation (cf paragraphe 3.3.2) il a été envisagé d’utiliser des composés tensio-actifs pour

augmenter |'aire interfaciale qui est un parametre important (Saktaweewong et al., 2011).

En effet, nous avons supposé que l'aire interfaciale pouvait étre différente dans les deux
systémes ce qui aurait pu expliquer les vitesses de conversion plus faibles pour le cas du

systeme phase aqueuse/CO,SC.

Deux tensio-actifs ont été testés: le polypropylene glycol et le poly(dimethylsiloxane)-

poly(éthylene oxyde).

Dans un premier temps ces deux tensio-actifs ont été testés en tube Eppendorf (2 mL) en
milieu diphasique phase aqueuse/décane avec deux concentrations: 1% et 10% (1 % ou
10 % du volume total des deux phases a savoir, 1,5 mL). La Figure 37 présente les résultats

de ces expériences.
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Figure 37 : Effet des surfactants sur I'hydrolyse du (S) ester octylique de I'acide 2-bromo phényl acétique en diphasique
phase aqueuse/décane par Lip2p V232S

Réaction effectuée dans un tube Eppendorf de 2 mL, 750 pL de chaque phase, 50 mM de (R, S) ester dans la phase
organique, agitateur de type vortex, température ambiante. Les surfactants testés sont le polypropyléne glycol et le
poly(dimethylsiloxane)-poly(éthylene oxyde)

Quelles que soient la nature et la quantité de tensio-actifs aucun effet positif na été
constaté dans les conditions testées. En revanche, dans un tel systéme agité par un agitateur
de type vortex |'aire interfaciale est peut-étre déja maximale sans tensio-actif, ce qui peut
expliquer que seul I'effet négatif est visible. Il a été observé que le dimethylsiloxane avait un
effet trés négatif sur la réaction aux deux concentrations testées, ces deux concentrations
étant peut-étre trop élevées ou le composé lui-méme n’est pas « accepté » par I'enzyme. A
I'opposé les deux concentrations testées en polypropyléne glycol ont un effet négatif sur les
vitesses initiales de conversion de I'’énantiomere hydrolysé mais la réaction est totale au

bout de 24 h.

Fort de ces résultats, le polypropyléne glycol a une concentration de 1 % (en volume total) a
été testé en systeme diphasique phase aqueuse/CO,SC. Cependant, cet ajout de tensio-actif
n’a pas eu d’effet positif sur la cinétiquede réaction. Ce résultat peut s’expliquer par la trop
faible quantité de tensio-actif utilisée, sa nature, ou alors par le fait que l'aire interfaciale
n’est pas le phénomeéne limitant de ce systéeme diphasique phase aqueuse/CO,SC. Cette
explication est corroborée par le fait qu’aucune des tentatives pour améliorer |'aire
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interfaciale n’a eu un effet positif sur les vitesses de réaction (ajout de tensio-actifs,

changement du mobile ou de la vitesse d’agitation).

En ce qui concerne la vitesse d’agitation, comme précisé dans la publication, 1600 rpm est le
maximum que peut offrir I'appareil expérimental. De plus, un mobile d’agitation a dispersion
gazeuse, spécifiquement congu pour cet appareil a été utilisé. Cependant les résultats n’ont
montré aucune amélioration de la cinétique de réaction. De plus |'effet constaté de la
pression sur la réaction tend a montrer que l'aire interfaciale n’est pas ou pas seulement

I’explication de la différence de performances entre les deux systemes.

L'utilisation de tensio-actifs (le di-sulfosuccinate fluoré, di-HCF4) pour obtenir une
microémulsion phase aqueuse/CO,SC avait pourtant montré de bons résultats en conduisant
a des cinétiques comparables avec ceux du systéme diphasique phase aqueuse/heptane
(Holmes et al., 1998). Cependant la lipase était différente de celle qui nous utilisons (elle
provenait de Chromobacterium viscosum), le tensio-actif également, et les temps de réaction
testés étaient trés courts (10mn). De plus aucune expérimentation sans tensio-actifs n’est
présentée. Ainsi il est difficile d’émettre une opinion a ce stade sur lI'intérét d’utiliser des

tensio-actifs.

En conclusion, I’hydrolyse diphasique (phase aqueuse/C0O,SC) de I'ester octylique de I'acide
2-bromo phényl acétique (avec Lip2p V232S de VY. lipolytica comme catalyseur
énantiosélectif) est efficace en terme de taux de conversion mais des questions subsistent
pour expliquer les différences de cinétiques observées en comparaison avec le systéme
phase aqueuse/décane. La premiére étape clef pour permettre I'obtention de taux de
conversions intéressants était de stabiliser le pH de la phase aqueuse (la baisse de pH étant
due a la formation d’acide carbonique dans la phase aqueuse lorsqu’elle est en contact avec
du CO,). La solution proposée était d’utiliser de fortes concentrations en tampon phosphate.
Méme aprés cette stabilisation effectuée des différences de cinétique subsistent (un facteur
10) et I'explication proposée est la formation de carbamates ou un effet négatif de la
polarité du CO,SC dans un systéme diphasique phase aqueuse/CO,SC du fait de la solubilité
de I'eau dans le CO,SC (1,4 g/L a 32 °C, 100 bar (Marty and Condoret, 2001; Wiebe and
Gaddy, 1941), cf Chapitre | paragraphe 1.5.3.2).
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Le prochain paragraphe propose l'utilisation d’une autre lipase, la lipase de C. rugosa pour
évaluer si les résultats obtenus sont propres a la lipase de Y. lipolytica ou peuvent étre

généralisés a d’autres lipases.

3.4. Hydrolyse de l'ester octylique de l'acide 2-bromo phényl acétique

par la lipase de Candida rugosa

La lipase de C. rugosa (CRL) a également été étudiée pour la résolution de I'ester octylique
de I'acide 2-bromo phényl acétique en diphasique phase aqueuse/CO,SC en comparaison
avec le systeme diphasique phase aqueuse/décane comme précédemment avec la lipase de
Y. lipolytica. Ce systeme avait déja été validé en tube Eppendorf dans la littérature en
utilisant les isoenzymes sécrétées par Y. lipolytica (CRL1, CRL3 et CRL4 de C. rugosa, utilisant
comme systéme d’expression Y. lipolytica) (Piamtongkam et al., 2011). CRL1 possede une
énantiosélectivité supérieure a 200, avec une énantiopréférence (S) comme Lip2p de V.
lipolytica. Ici nous avons utilisé le mélange commercial provenant de Fluka (3,85 U/mL) a
28 g/L qui sera utilisé, pour des raisons de gain de temps, pour éviter la culture de la levure
pour la sécrétion de I'isoenzyme (cf 1.2.2). De plus pour obtenir des cinétiques de réactions
comparables a celles de Lip2p V232S de Y. lipolytica a partir du surnageant de culture il
faudrait le concentrer (30 fois pour CRL1 par exemple d’aprés nos expériences). Bien que ce
soit un mélange de lipases provenant de C. rugosa le discours sera simplifié en la nommant

« lipase ».
3.4.1. Influence de la pression en présence de la lipase de Candida rugosa

Les expérimentations d’influence de pression ont été effectuées, dans les mémes conditions
de concentrations et température que les expériences du paragraphe 3.3.2., la conversion
obtenue a 24 h est de 15 % a 200 bar contre 50 % a 120 bar. Ainsi de la méme maniére que
pour Lip2p de Y. lipolytica la pression a un effet négatif sur la cinétique de conversion.
Compte-tenu du fonctionnement de cette lipase, trés similaire a Lip2p de Y. lipolytica avec
en particulier la présence d’un volet moléculaire, les hypothéses sur les raisons de I'effet

négatif de la pression sont les mémes que dans le cas de Lip2p de Y. lipolytica.
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3.4.2. Lipase de Candida rugosa vs lipase de Yarrowia lipolytica

Les activités pNPB des deux lipases sont présentées dans le Tableau 10 la concentration
utilisée est de 28 g/L pour CRL et la concentration de Lip2p V232S est la concentration
obtenue dans le surnageant de culture de Y. lipolytica. On observe la forte activité pNPB de
la lipase commerciale CRL a cette concentration, plus de 10 fois supérieure a celle de Lip2p
V232S de Y. lipolytica. Cette concentration importante (28 g/L) en CRL a été choisie pour
obtenir des cinétiques proches de celles de Lip2p pour la réaction d’hydrolyse de I'ester

octyligue de I'acide 2-bromo phényl acétique.

La lipase de C. rugosa est comparée a Lip2p V232S de Y. lipolytica pour I'hydrolyse en
systeme diphasique (phase aqueuse/décane et phase aqueuse/CO,SC) du substrat d’intérét
et les résultats sont présentés dans la Figure 38. En systéme diphasique phase
aqueuse/décane, la lipase de Y. lipolytica s’est révélée plus performante, alors que c’est la
lipase de C. rugosa la plus performante en systéeme diphasique phase aqueuse/CO,SC.
Rappelons tout de méme que les concentrations en CRL sont trés importantes par rapport a
celle de Lip2p, les performances sont donc comparées dans des conditions bien spécifiques.
Trois théories sont envisagées a ce stade. La premiere concerne le mécanisme d’ouverture
du volet moléculaire de C. rugosa qui est peut-étre moins impacté par une plus forte polarité
du solvant CO,SC. La seconde théorie pourrait étre que les carbamates formés par
I'interaction entre le CO, et les acides aminés lysines de I'enzyme peuvent étre moins
nombreux ou placés de fagcon moins « dérangeante » pour le positionnement du substrat
dans le site actif dans le cas de CRL. La troisieme hypothése concerne la composition de la
phase aqueuse, dans un cas il s’agit d’'un surnageant de culture et dans I'autre d’un mélange

commercial.

Tableau 10 : Activité pNPB de Lip2p de Y. lipolytica et de la lipase de C. rugosa
Le test pNPB est effectué a pH7,2 et 25 °C, en microplaque. Les activités sont données en pmol de pNP libéré par mn et
mL d’enzyme

Enzyme Activité pNPB
Lip 2p V232S 10
CRL28 g/L 129
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Figure 38 : Comparaison des performances de la lipase provenant de C. rugosa (CRL) et Lip2p V232S provenant de Y.
lipolytica pour I’hydrolyse de I’ester octylique de I’'acide 2-bromo phényl acétique en systéme diphasique
Systeme diphasique phase aqueuse/décane et phase aqueuse/CO,SC, 33 °C 1 mol/L de sel (Na,HPO, et
KH,PO, pH 7), 0 ou 120 bar (décane ou CO,SC), agitateur magnétique 1600 tr/mn, dans le réacteur de 90 mL,
volumes des phases sont égaux

La réaction avec la lipase de C. rugosa a été suivie sur des temps longs (100 h) et Ia
conversion était alors de 90 % en systéme diphasique phase aqueuse/CO,SC ce qui montre
gue de la méme facon que pour la lipase de Y. lipolytica les cinétiques de réactions sont
moins rapides en systéme diphasique phase aqueuse/CO,SC qu’en systéme phase

aqueuse/décane mais de fortes conversions sont néanmoins obtenues.

3.4.3. Effet de la polarité

La méme expérience que celle qui a été décrite dans le paragraphe 3.3.2 a été effectuée
pour mettre en évidence sur l'activité la lipase de C. rugosa (Fluka 2,8 g/L) I'effet de
I'augmentation de la polarité de la phase organique en utilisant du 5-méthyl-2-hexanone

(5M2H) au décane. Les résultats sont présentés sur la Figure 39.
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Figure 39 : Effet de 'augmentation de la polarité de la phase organique sur I'hydrolyse de I'ester octylique de I'acide 2-
bromo phényl acétique par la lipase de C. rugosa en systéme diphasique phase aqueuse/décane

Le décane est mélangé avec différentes quantités de 5M2H (% en volume), seul I’énantiomére (S) est hydrolysé, 50 mM
de (R, S) ester au départ, les volumes de phases sont égaux (750 uL), en tube Eppendorf (2 mL avec une agitation sur
agitateur de type vortex, a température ambiante)

Contrairement a ce qui s’est produit pour Lip2p de Y. lipolytica il faut plus de 10 % de 5M2H
pour réduire significativement la vitesse initiale de la réaction. De plus, alors qu’a 50 % de
5M2H la vitesse de réaction avec Lip2p est quasiment nulle, ce n’est pas le cas pour la lipase
de C. rugosa, qui est toujours active lorsque la phase organique est composée uniquement
de 5M2H (100 % de 5M2H). Ainsi il semble que la polarité ait moins d’effet sur la lipase de C.
rugosa (si bien entendu c’est I'effet de la polarité qui prime car il est aussi possible
d’envisager un effet direct de la molécule de 5M2H sur I'enzyme). Si la polarité a bien un
effet sur I'ouverture du volet moléculaire alors il est possible de conclure que la polarité a
moins d’effet sur I'ouverture du volet moléculaire dans le cas de cette lipase comparé a
Lip2p. Cela corroborerait avec le fait que la lipase de C. rugosa montre de meilleurs résultats
en CO,SC (avec les concentrations en enzyme testées). Des expérimentations
supplémentaires sont nécessaires pour valider cette théorie avec I'utilisation d’une lipase
sans volet moléculaire comme par exemple une lipase issue de C. antarctica ou alors de la
modélisation moléculaire pour modéliser I'ouverture du volet moléculaire dans des solvants

plus ou moins polaires ou encore la formation de carbamates. Cependant, il est difficile de
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penser que |'effet négatif de la pression est d(i a une augmentation de polarité du solvant
car pour la lipase de C. rugosa la polarité devrait avoir beaucoup moins d’effet et

I’augmentation de la polarité avec 'augmentation de la pression est mineure...
3.5. Conclusion Chapitre III

La premiere partie de ce chapitre a présenté la mise au point de I'immobilisation de
Lip2p de Y. lipolytica dans [Iobjectif d’utiliser I'enzyme immobilisée en systeme
monophasique décane. Bien que plusieurs supports permettant I'immobilisation de I'enzyme
aient été testés, (Accurel MP1000, Purolite ECR 1604 ou Purolite ECR 8214 notamment) la
mise en osuvre de l'enzyme immobilisée en systéeme monophasique décane pour
I'estérification de I'acide 2-bromo phényl acétique n’a pas permis d’obtenir des taux de
conversions intéressants (<5 % en 70 h). L’hypothése avancée pour expliquer ces faibles taux

de conversion est que I'équilibre thermodynamique est atteint dans ces conditions.

L’hydrolyse de I'ester octylique de I'acide 2-bromo phényl avait déja été mise au point lors
de la recherche d’enzymes énantiosélectives. L'eau étant un substrat de la réaction
d’hydrolyse seuls les systemes diphasique phase aqueuse/décane ou phase aqueuse/CO,SC
ont été envisagés et non le systeme monophasique décane car I’eau n’est pas soluble dans

ce solvant organique.

L'utilisation d’un systeme diphasique pour effectuer une biocatalyse, notamment avec du
CO,SC est peu étudié dans la littérature. Cette configuration évite I'étape I'immobilisation de
I’enzyme car celle-ci sera solubilisée dans la phase aqueuse. Une différence importante
entre ces deux systémes (CO, et décane) est liée a la diminution du pH de la phase agqueuse
en contact avec du CO, sous pression, du fait de la solubilisation du CO, dans cette phase.
Comme attendu I'utilisation de tampon qui a permis un maintien du pH de la phase aqueuse
a 6 et donc des taux de conservions importants en systeme diphasique phase
aqueuse/CO,SC. D'importants taux de conversion (>90 %) et un fort exces énantiomérique
ont été obtenus en systéme diphasique phase aqueuse/décane ou phase aqueuse/CO,SC.
L'influence de I'ajout d’'une grande quantité de sel pourrait avoir une influence sur I'a,, ou
encore la viscosité pouvant expliquer I'effet négatif observé sur les cinétiques en systeme
phase aqueuse/décane. Cependant les cinétiques observées en systeme phase

aqueuse/CO,SC se sont révélées significativement plus faibles que celles observées avec du
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décane. Une meilleure agitation n’a pas permis d’améliorer les cinétiques indiquant que le
transfert de matiére ou l'aire interfaciale ne sont probablement pas les causes. L’hypothese
proposée est relative a I'ouverture du volet moléculaire du site actif de la lipase qui pourrait
étre négativement impactée par une hydrophobicité moins importante du CO, par rapport
au décane. En effet une quantité d’eau est solubilisée dans la phase CO,SC diminuant de ce
fait son hydrophobicité. Cette hypothése est supportée par |'effet négatif de la pression
observé sur la cinétique de la réaction. En effet I'équilibre thermodynamique eau-CO, nous
indigue que lorsque la pression augmente, I'hydratation du CO, augmente et donc son
hydrophobicité diminue. Des travaux complémentaires seraient nécessaires pour
comprendre les spécificités du remplacement de la phase organique par le CO,. Les
tendances observées en milieu diphasique pour la résolution de I'acide 2-bromo phényl

acétique avec Lip2p de Y. lipolytica ont été confirmées avec la lipase de C. rugosa.

La résolution énantiomérique de I'ester octylique de I'acide 2-bromo phényl acétique a été
effectuée en systéme diphasique phase aqueuse/CO,SC avec Lip2p de Y. lipolytica et la lipase

de C. rugosa, la conversion de plus de 90 % a pu étre obtenue en 100 h.

Le prochain chapitre propose d’étudier la résolution de l'ibuprofene via une réaction
d’estérification dans les deux systémes, monophasique (décane ou CO,SC) et diphasique

(phase aqueuse/décane et phase aqueuse/CO,SC).
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Chapitre IV : Résolution de
I'ibuprofene
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Chapitre IV : Résolution de I'ibuproféne

4.1. Introduction Chapitre IV

Ce chapitre est dédié a I'’étude de la résolution de I'ibuproféne racémique grace a une
réaction d’estérification (Figure 40). L’étude de ce substrat par rapport au substrat présenté
dans le chapitre précédant (I'acide 2 bromo phényl acétique) est intéressante car I'équilibre
thermodynamique est différent, la réaction d’estérification permet des taux de conversion
élevés (>80 %) avec les concentrations choisies contrairement a ce qui s’est produit avec
I’acide 2-bromo phényl acétique dans le Chapitre Ill. Dans le cas d’une estérification, les deux
types de systémes seront étudiés (diphasique phase aqueuse/décane ou phase
aqueuse/CO,SC, ou monophasique décane ou CO,SC comme seul solvant). L'eau est un
produit de la réaction d’estérification, la présence d’eau peut donc paraitre a priori
désavantageuse car son activité est élevée dans les deux phases (voisine de 1) mais il
apparaitra que le systeme diphasique est néanmoins intéressant méme pour une réaction
d’estérification. L'enzyme sera utilisée sous forme libre (dissoute dans I'eau dans le systéme
diphasique) ou immobilisée (systeme monophasique). Les différents systémes et solvants
étudiés sont résumés dans le Tableau 11. Les deux alcools, I’éthanol et I'octane-1-ol seront
étudiés comme réactifs. L’'enzyme utilisée pour cette réaction est 'enzyme possédant une
énantiosélectivité infinie envers I'ibuproféne et qui a été décrite dans le Chapitre I, c’est-a-

dire Lip2p V232A de Yarrowia lipolytica.
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Figure 40 : Réaction, estérification énantiosélective de I'ibuproféne par Lip2p V232A de Y. lipolytica

Tableau 11 : Expérimentations réalisées dans ce chapitre
Résolution de I'ibuproféne par Lip2p V232A de Y. lipolytica

Solvant apolaire Décane CO,SC
Type réacteur Tube Eppendorf (2 mL) Réacteur (90 mL) Réacteur (90 mL)
Nombre phases Monophasique Diphasique | Monophasique Diphasique | Monophasique Diphasique
(solvant)
Estérification
4.2.1.1 4.3.1 4.2.1.3 4.3.2 4.2.2 4.3.2
et
4.2.1.2

4.2. Estérification de l'ibuprofene en systeme monophasique (décane et

C025C)

4.2.1. Estérification de I'ibuproféne en systéeme monophasique décane

4.2.1.1.

Estérification éthylique de l'ibuproféne en systeme monophasique

décane

Une série d’expérimentations a été menée pour étudier l'estérification éthylique de

I'ibuproféne en systeme monophasique décane ou I'enzyme est utilisée sous sa forme

immobilisée (le choix des supports est expliqué dans Chapitre Ill paragraphe 3.2.1). Les

conditions expérimentales testées sont répertoriées dans le Tableau 12.
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Tableau 12 : Conditions expérimentales de I’estérification éthylique de I'ibuproféne en systéme monophasique décane
Tube Eppendorf (2 mL) a température ambiante, agitateur de type vortex

Supports d’immobilisation . Purolite ECR 1604
. Purolite ECR 8214
. Accurel MP1000
Quantité d’enzyme 0,38 U / mg d’ibuproféne (cf Chapitre Ill,
paragraphe 3.2.1.2, équation 2)
Solvant Décane, 750 pL
Concentration en ibuproféne 47 mM
Concentration en éthanol . 50 mM
. 200 mM
. 1000 mM

Seulement des traces d’estérification éthylique ont été détectées en 24 h, quelles que
soient les conditions. A ce stade des expérimentations supplémentaires auraient di étre
menées pour déterminer si la limitation est thermodynamique ou cinétique. La présence
d’éthanol miscible avec le décane peut en effet jouer un réle sur la polarité du solvant (qui
sera accrue) et donc sur I'équilibre thermodynamique mais également sur la stabilité ou

I'activité de I'’enzyme (I’ouverture du volet moléculaire par exemple).

A ce stade l'utilisation d’un alcool moins polaire semble intéressante et c’est

pourquoi I'octane-1-ol a finalement été choisi comme modele.

4.2.1.2. Estérification octylique de l'ibuproféene en systeme monophasique

décane

L'estérification énantiosélective octylique de l'ibuprofene a été étudiée avec I'enzyme
immobilisée sur les trois supports permettant I'immobilisation la plus efficace (cf Chapitre Il

paragraphe 3.2.1). Les conditions de réaction étudiées sont décrites dans le Tableau 13.

Tableau 13 : Conditions expérimentales de I’estérification octylique de I'ibuproféne en systeme monophasique décane
Tube Eppendorf (2 mL) a température ambiante, agitateur de type vortex

Supports d’'immobilisation . Purolite ECR 1604
. Purolite ECR 8214
. Accurel MP1000
Quantité d’enzyme 0,38 U / mg d’ibuproféne (cf Chapitre Ill,
paragraphe 3.2.1.2, équation 2)
Solvant Décane, 750 pL
Concentration en ibuproféne 47 mM
Concentration en octane-1-ol 200 mM

La Figure 41 montre I'évolution de la concentration de (S) octyl ibuproféne dans le milieu
réactionnel en fonction du temps avec Lip2p V232A immobilisée sur les trois supports
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différents. Les résultats ont révélé que l'activité de Lip2p V232A (pour l'estérification du (S)
ibuprofene) immobilisée sur le support Purolite ECR 8214 (en rouge sur la Figure 41) est
beaucoup plus élevée que pour un autre support, montrant non seulement des vitesses
initiales plus élevées (pentes des parties linéaires des courbes dans la Figure 41), mais aussi
des conversions plus élevées, aprés 24 h de réaction. Cependant en utilisant des quantités
d’enzymes plus importantes quel que soit le support une conversion maximale d’environ

100 % peut étre obtenue.
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Figure 41 : Estérification octylique du (S) ibuproféne en utilisant Lip2p V232A immobilisée en systeme monophasique
décane

Trois supports différents sont testés : Purolite ECR8214, Purolite ECR 1604 et Accurel MP1000. Les lignes continues
représentent les vitesses initiales. Les expérimentations sont réalisées a température ambiante, avec 47 mM (R,
S) ibuproféne, 200 mM d’octane-1-ol dans 750 pL de décane dans un tube Eppendorf de 2 mL, agitateur de type vortex,
activité enzymatique correspondant a 0,38 U / mg d’ibuproféne

Le Tableau 14 présente les valeurs des vitesses initiales (v;) et de la conversion, obtenues
pour les trois supports testés. Des traces de (R) octyl ibuproféne ont été détectées (toujours
<1 mM, mais v; (R) non nul), ces résultats auraient di étre confirmés du fait des conditions
d’analyse de I'octyl ibuprofene qui peut entrainer des biais (solvant HPLC 100 % d’hexane ce
qui entraine I'encrassage de la colonne chirale et I'utilisation d’échantillons non dilués qui
entraine un chromatogramme avec de nombreux petits pics). Dans tous les cas

I’énantiosélectivité reste élevée.
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Le Tableau 14 confirme que I'’enzyme immobilisée sur Purolite 8214 présente la vitesse
initiale la plus élevée (0,066 mMM/min) et le meilleur taux de conversion a 15 h de réaction

(23 mM sur 23,5 mM totaux théorique donc 97,9 %).

Tableau 14 : Comparaison de l'estérification octylique énantiosélective de I'ibuproféene par le mutant Lip2p V232A
immobilisé

Les expérimentations sont réalisées a température ambiante, avec 47 mM de (R, S) ibuproféne, 200 mM d’octane-1-ol
dans 750 pL de décane dans un tube Eppendorf de 2 mL, agitateur de type vortex, activité enzymatique correspondant a
0,38 U / mg d’ibuproféne

Vi (S)b Y/ (R)b Conversion E
Support® .
(mmol/L.min) (mmol/L.min) (%) (vi(R)/vi(S))
P-8214 0,066 3.10™ 98 (t=15 h) 217
P-1604 0,038 2.10" 82 (t=15 h) 180
A-1000 0,019 1.10™ 66 (t=24 h) 161

@ P : Purolite ECR, A : Accurel MP.

®y; : vitesses initiales de I'estérification de I'énantiomére (S) ou (R).

Compte-tenu de ces résultats préliminaires, les supports de type Purolite (ECR 1604 ou ECR
8214) ont été retenus et une étude cinétique plus poussée de la réaction d’estérification du
(S) ibuprofene pour obtenir le (S) octyl ibuproféne en présence du mutant Lip2p V232A
immobilisé sur ces supports a été réalisée.

Plusieurs modeles pour décrire la cinétique des lipases ont été proposés dans la littérature :
Michaelis-Menten (Cui et al., 2013) ou Ping-Pong Bi-Bi avec inhibition ou non (Blattner et al.,
2006; Chulalaksananukul et al., 1993; Ciftci and Temelli, 2013; Dossat et al., 2002; Liu and
Huang, 2010; Palocci et al., 2008; Zhang and Liu, 2011). Pour pouvoir déterminer le meilleur
choix de modele plusieurs expériences ont été menées avec notamment différentes
concentrations initiales d'ibuprofene et d'octane-1-ol afin de déterminer l'effet de la
concentration des substrats sur les vitesses initiales de conversion. Toutes les expériences
ont été réalisées en tube Eppendorf de 2 mL, a température ambiante, en utilisant 2,5 mg de
support portant Lip2p V232A (équilibré a a,, = 0,5, cf paragraphe 3.2.1.2, Figure 32) et 750 pl

de décane en tant que solvant réactionnel sur un agitateur de type vortex.

Les valeurs expérimentales des vitesses initiales (v;) sont présentées dans le Tableau 15 et
Tableau 16. D’apres le Tableau 15 on observe I'existence d’une vitesse initiale maximale

(grisée dans le tableau) correspondant a une concentration intermédiaire en octane-1-ol
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(parmi les concentrations testées), laissant supposer un effet inhibiteur de ce composé sur la

réaction.

Tableau 15 : Vitesses initiales (vi) en fonction de la concentration initiale en octane-1-ol
En utilisant 47 mM de (R, S) ibuprofene racémique, et 2,5 mg de support portant Lip2p V232A, en tube Eppendorf (2 mL)
avec 750 plL de décane a température ambiante, agitateur de type vortex

Concentration des substrats (mmol/L) Vi (S) (mmol/L.min)
(S) Ibuproféne Octane-1-ol Purolite ECR8214 Purolite ECR1604
24 25 0,055 0,029
24 34 0,058 0,031
24 42 0,063 0,033
24 50 0,066 0,035
24 101 0,065 0,041
24 151 0,064 0,038
24 202 0,059 0,034
24 303 0,055 0,028
24 353 0,053 0,027

Tableau 16 : Vitesses initiales (vi) en fonction de la concentration initiale en (S) ibuproféne

2,5 mg de support portant Lip2p V232A, en tube Eppendorf (2 mL) avec 750 uL de décane a température ambiante,
agitateur de type vortex (c’est le (R, S) ibuproféne qui est utilisé mais le (R) ibuproféne n’étant pas hydrolysé seul le (S)
ibuproféne est considéré dans les résultats)

Purolite 8214 Purolite 1604
Vi (S) (mmol/L.min) Vi (S) (mmol/L.min)
(S) ibuproféne
[Oct]® = 50 [Oct]® = 200 [Oct]® = 100 [Oct]® = 200
(mmol /L)
5 0,022 0,018 4,8 0,018
12 0,048 0,036 11 0,036
18 0,058 0,047 18 0,047
25 0,067 0,057 25 0,057
29 0,072 0,059 28 0,059
35 0,077 0,062 33 0,062

?[Oct]: Concentration initiale octane-1-ol (mmol/L)

D’aprés le Tableau 16 en revanche I'ibuprofene ne semble pas avoir d’effets inhibiteur dans
la gamme de concentrations testées quel que soit le support car la vitesse initiale maximale

est obtenue avec la concentration la plus élevée en ibuprofene.

Les observations précédentes nous a conduit a sélectionner le modele ping-pong Bi Bi, trés
utilisé dans la littérature, avec l'alcool (octane-1-ol) comme inhibiteur compétitif, pour
décrire le comportement cinétique de cette réaction. La vitesse initiale peut étre exprimée a

partir de I'équation suivante (Equation 3) :
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Equation 3 : Equation du modéle Ping-pong Bi Bi

Vinax[ibu][OH]
Kyibu[OH]?
K;

Vi=

ou:

[ibu] : concentration (S) ibuproféne, en mmol/L

[OH] : concentration en octane-1-ol, en mmol/L

Kmibu, Kmow : constantes d’affinité pour I'ibuproféene et I'octane-1-ol respectivement (mM).
K; : constante d’inhibition (mM)

Vmayx : Vitesse maximale (mmol/L.min)

L’ensemble des données expérimentales des vitesses initiales (vi (S)) a ensuite été utilisé
pour ajuster les parametres du modeéle ping-pong Bi-Bi (Vimax, Ki, Kma et Kyg). Pour chaque
support, I'ajustement a été réalisé en utilisant le Solveur Excel™, en minimisant la fonction

objectif présentée dans 'Equation 4 :

Equation 4 : Fonction objectif du solveur Excel

Np vexP _ vmodéle
F _ i i 2
obj — exp
: v,
i=1 l

Les Figure 42 et Figure 43 montrent les valeurs des vitesses initiales expérimentales et
ajustées avec le modele Ping-Pong Bi-Bi, en fonction de la concentration initiale en
ibuprofene et octane-1-ol. Les résultats présentés sur ces figures montrent que le modele
cinétique choisi conduit a priori a une bonne représentation du comportement

expérimental.
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0,03 - o i ® Purolite 8214
= Purolite 1604

se initiale (mM/min)

Figure 42 : Effet de la concentration initiale en octane-1-ol sur la vitesse initiale d’estérification du (S) ibuproféene

La concentration initiale en (R, S) ibuproféne est de 47 mM, les expérimentations sont réalisées a température ambiante,
en utilisant Lip2p V232A immobilisée sur Purolite 8214 et Purolite 1604, dans 750 pL de décane en tube Eppendorf avec
un agitateur de type vortex. Les symboles correspondent aux données expérimentales et les lignes continues
représentent le modéle ajusté

0,08
=
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S 0,06
-.g.- ® 8214 OH=50mM
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% po2
vy
Q
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Figure 43 : Effet de la concentration initiale de (R, S) ibuproféne sur les vitesses initiales d’estérification octylique du (S)
ibuproféene

Lip2p V232A est immobilisée sur les supports Purolite ECR 1604 et 8214, deux concentrations différentes d’octane-1-ol
sont testées en solvant décane, en tube Eppendorf 2mL, agitateur de type vortex. Les symboles correspondent aux
données expérimentales et les lignes continues représentent le modéle ajusté

Les valeurs des parametres obtenues par ajustement selon le modele ping-pong Bi Bi pour

les deux supports sont présentées dans Tableau 17.
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Tableau 17 : Modéle ping-pong Bi Bi ajusté a I’estérification du (S) ibuproféne catalysé par Lip2p V232A immobilisée sur
les supports de type Purolite

Vimax Kmibu Kmon Ki
(mmol/L.min) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)
Lip2p V232A sur 0,14 20 15 285
Purolite ECR 8214
Lip2p V232A sur 0,09 2,2 54 13

Purolite ECR 1604

Le support Purolite ECR 8214 est plus efficace que le support Purolite ECR 1604 comme nous
I'avions déja constaté, la vitesse maximale est d’ailleurs 1,5 fois plus élevée pour ce support.
Les unités d’enzymes immobilisées sur les supports ont été estimées a partir de la
décroissance d’activité du surnageant par test pNPB lors du procédé d’immobilisation (cf
Chapitre Ill, Figure 30 paragraphe 3.2.1.1, et équation 2 paragraphe 3.2.1.2). Il est possible
que le site actif des enzymes immobilisées sur le support Purolite ECR 8214 soit plus
accessible aux substrats. D’autre part le type de support peut avoir un role sur les
concentrations des différents constituants avoisinant I'enzyme du fait de la composition des

supports et de ce fait avoir un réle sur les cinétiques de réaction.

Pour un modeéle a quatre parametres il n’y a peut étre pas assez d’expériences pour obtenir

la valeur exacte des parametres avec le solveur.

Forts de ces résultats I'estérification octylique de I'ibuproféene peut étre étudiée dans le

réacteur de 90 mL en solvant décane avant de pouvoir étudier le solvant CO,SC.

4.2.1.3. Estérification de I'ibuproféne en systeme monophasique décane dans

le réacteur

L’'enzyme immobilisée sur le support Purolite ECR 8214 a été testée dans le réacteur de

90 mL en solvant décane, les résultats sont présentés sur la Figure 44.
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o
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Figure 44 : Estérification octylique du (S) ibuproféne en systéme monophasique décane

L’enzyme utilisée est Lip2p V232A immobilisée (0,3 g) sur Purolite 8214. Les conditions de I’expérience sont: 33 °C,
agitateur magnétique 1600 tr/mn, 85 mL de décane, 200 mM octane-1-ol, 47 mM ibuproféne (le (R) ibuproféne est
présent mais non estérifié par I'’enzyme)

En comparaison avec le réacteur type Eppendorf (cf Figure 41), les cinétiques sont ralenties
(d’'un facteur 2) mais la conversion de 94 % d’estérification de I'énantiomere (S) de
I'ibuproféne est obtenue apres 24 h (contre 15 h en Eppendorf). Cette baisse de la cinétique
pourrait étre attribuée a une aire interfaciale plus faible dans le réacteur agité de 90 mL, ou
a la température de 33 °C qui est peut-étre moins favorable que la température ambiante

pour I'activité de I'enzyme.

4.2.2. Estérification de I'ibuproféne en systéme monophasique C0O,SC

Des tests en CO,SC ont été menés, cependant, les expériences en monophasique ayant été
menées tardivement, le temps a finalement manqué pour explorer en profondeur ce
systeme. L’ibuproféne possede une solubilité dans le décane d’environ 47 mM, a
température ambiante, dans le CO,SC elle est de 50 mM a 33 °C 130 bar en présence de
200 mM d’octane-1-ol, par observation visuelle dans une cellule d’observation sous

pression.

Dans le cas d’une utilisation d’un systéme monophasique CO,, le choix du support de
I'enzyme immobilisée n’est pas anodin car ce dernier peut interagir avec le CO,, en
particulier si celui-ci est constitué de polymeres hydrophobes dans lequel le CO, peut

pénétrer en induisant un gonflement significatif. Deux supports seront testés ici, Accurel
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MP1000 et Purolite ECR 1604, le support Purolite ECR 8214 n’étant plus disponible par le

fournisseur.

Notons également que [Iutilisation d’un systtme monophasique entraine des
problématiques aiglies de gestion de ['activité thermodynamique de l'eau, a,, (la
disponibilité en eau) déja largement étudiée dans la littérature (Halling, 1990; Hobbs and
Thomas, 2007) comme nous I'avons décrit dans le Chapitre I. La solubilité de I'eau dans la
phase décane étant quasi nulle celui-ci extrait tres peu d’eau du support portant I'enzyme et

modifie donc peu I'ay, a la différence de ce qui se produit en CO,SC.

L'estérification de l'ibuprofene a déja été effectuée en CO2SC par une lipase immobilisée
provenant de Mucor miehei (Lipozyme IM 20) (Rantakyla and Aaltonen, 1994) mais I’enzyme
commerciale n’était pas satisfaisante d’un point de vue de I'énantiosélectivité. Dans cette
étude il n’y avait pas de comparaison avec un solvant organique conventionnel. Pour une
réaction de transestérification, la méme enzyme avait déja été étudiée en CO,SC en
comparaison avec le milieu organique (I’hexane) et il avait été observé une différence non
négligeable en défaveur du CO,SC (méme aprées avoir étudié I'importance de la quantité
d’eau) attribuée a I'effet du CO,SC sur I'enzyme ou un effet intrinseque du solvant sur le

mécanisme réactionnel (Chulalaksananukul et al., 1993).

Dans notre travail, I'enzyme Lip2p V232A immobilisée sur deux supports (Accurel MP1000 et
Purolite ECR 1602) a été testée, avec une agitation par barreau magnétique maximale
(1500 tr/mn) ou faible (50 tr/mn), car le cisaillement est susceptible d’abimer le support.
L'activité de I'eau, a,, a été fixée a 0,5 en utilisant une concentration d’eau égale a 50 % de la
solubilité dans CO, dans les conditions de I'expérience. Ceci suppose la linéarité de la courbe
ay = f(concentration). Cette approximation a été validée expérimentalement par Condoret et
al., 1997. Aprés 100 h de réaction, la conversion maximale mesurée a été égale a 20 %.
Cependant, nous avons observé une détérioration, peut étre mécanique des supports apres
utilisation dans le réacteur. En effet a la fin de I'expérience en réacteur en CO,SC avec le
support Purolite 1604, un liquide (probablement en mélange avec I'octane-1-ol) remplacait
les petites billes supportant initialement I’'enzyme était présent dans le réacteur. En fin de
réaction le support Accurel MP1000 ressemblait plus a une poudre qu’a des billes. Outre les

interactions physico-chimiques entre le CO, et le support, le systeme de chauffe et
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d’agitation ne sont peut-étre pas optimaux pour une utilisation en monophasique CO,SC
avec I'enzyme immobilisée. En effet il est possible que le barreau aimanté propulse I'enzyme
immobilisée contre les parois du réacteur mais ne permette pas une bonne
homogénéisation du milieu, et peut entrainer une dégradation mécanique du support. De
plus les parois du réacteur sont les zones les plus chaudes surtout en début de réaction (cf
Figure 29 du montage expérimental paragraphe 3.1 Chapitre lll), une forte température
pourrait désactiver une partie des enzymes. Pour éviter ce phénoméne une expérimentation
ou I'enzyme immobilisée serait insérée dans un dispositif en « boule thé » en rotation serait

a envisager.
4.2.3. Conclusion : estérification en systeme monophasique

Nous avons pu montrer dans cette partie qu’en systeme monophasique, I'estérification

éthyligue de l'ibuproféene est beaucoup moins performante que I'estérification octylique.

L'utilisation de I'enzyme immobilisée en systeme monophasique décane en réacteur s’est
avérée performante (conversion maximale de 100 % en 20 h) mais pas en CO,SC (20 % de
conversion en 100 h). Il est trés probable que ce soit d( au choix du support ou de

I'appareillage qui méritent donc une attention particuliere en CO,SC.

Afin d’éviter I'étape d’immobilisation de I'’enzyme nous proposons d’effectuer la résolution
de libuproféne en diphasique phase aqueuse/décane puis phase aqueuse/CO,SC ou

I’enzyme sera alors sous forme libre, dissoute dans la phase aqueuse.

4.3. Estérification de l'ibuprofene en systeme diphasique (phase
aqueuse/décane et phase aqueuse/C02SC)

De facon analogue a I'étude de I'estérification de I'ibuproféne en systeme monophasique,

deux alcools sont étudiés pour l'estérification de l'ibuprofene en milieu diphasique :

I'octane-1-ol, qui aura peu d’affinité avec la phase aqueuse du fait de sa longue chaine

carbonée, et I'’éthanol qui aura plus d’affinité pour la phase aqueuse. De ce fait lors d’une

utilisation d’un systéme diphasique phase aqueuse/décane ou phase aqueuse/CO,SC la

partition de I'alcool au sein des deux phases est a prendre en considération.
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4.3.1. Etude du systéme phase aqueuse/décane en tube Eppendorf

4.3.1.1. Précipitation de I'ibuprofene

Les premieres expérimentations ont permis d’observer que, contrairement a ce qui se
produit avec les formes ester étudiées (les 4 esters étudiés, I'ester octylique de I'acide 2
bromo phényl acétique, éthyl ibuprofene, I'éthyl naproxene et I'éthyl kétoprofene) une
partie de l'ibuproféne précipite (environ 35 %) lorsque la phase organique contenant
I'ibuprofene est placée en contact avec la phase agueuse contenant I'enzyme, qui est en
réalité une phase tamponnée correspondant au surnageant de culture. En effet en contact
avec de l'eau du robinet ou de l'eau distillée, I'ibuproféne ne précipite pas (d’aprés un
dosage par HPLC de la phase organique contenant l'ibuproféene placée en contact de
tampon, d’eau du robinet ou d’eau distillée). Pour la suite de I'étude la précipitation d’une

partie de I'ibuproféne n’a pas été pris en considération dans les calculs.

4.3.1.2. Détermination de la quantité optimale d’alcool pour |'estérification

diphasique de I'ibuproféne

Pour déterminer la quantité optimale d’alcool a utiliser pour réaliser I'estérification
diphasique de l'ibuprofene, plusieurs expériences ont été menées en tube Eppendorf
(exactement comme pour I'hydrolyse en diphasique du paragraphe 2.2.1 en remplacant
I’ester par 'acide et en prenant 47 mM d’ibuproféne dans la phase organique et en ajoutant
I’alcool). Différentes concentrations d’alcool ont été testées (pour le calcul de la quantité
d’alcool le volume de la phase dans laquelle I'alcool ira majoritairement a été utilisé, les

deux phases ayant le méme volume).

Concernant I'estérification éthylique une augmentation des vitesses initiales est constatée
en fonction de la concentration initiale en alcool (entre 200 et 800 mM). Les vitesses initiales
sont deux fois plus importantes a 600 mM qu’a 200 mM d’éthanol et légérement plus

importantes a 800 mM. Il y a peu de différence entre 800 et 1200 mM, cf Figure 45.
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Figure 45 : Estérification éthylique du (S) ibuproféne en systéme diphasique phase aqueuse/décane en fonction de la
molarité en éthanol

Avec I’enzyme Lip2p V232A. En tube Eppendorf (2 mL 750uL de chaque phase), température ambiante, agitateur de type
vortex, 47 mM ibuproféne (le (R) ibuproféne est présent mais non estérifié par I’enzyme), molarité variable en éthanol

Concernant |'estérification octylique de I'ibuproféne les différentes concentrations en alcool
testées ont eu peu d’influence sur les performances d’estérification (vitesse initiales et
conversion finale), cf Figure 46. Les vitesses initiales semblent |égerement supérieure pour

une concentration de 200 mM, c’est donc cette concentration qui sera utilisée par la suite.
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Figure 46 : Estérification octylique du (S) ibuproféne en systéme diphasique phase aqueuse/décane en fonction de la
molarité en octane-1-ol

Avec I’'enzyme Lip2p V232A, en tube Eppendorf (2 mL 750uL de chaque phase), température ambiante, agitateur de type
vortex, 47 mM de (R, S) ibuproféne, molarité variable en octane-1-ol

La Figure 47 présente les résultats obtenus dans les meilleures conditions de concentrations

initiales en alcool pour I'estérification de I'ibuprofene.
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Figure 47 : Influence du type d’alcool sur I’estérification du (S) ibuproféne en diphasique phase aqueuse/décane.

47 mM de (R, S) ibuproféne, Lip2p V232A dissoute, octane-1-ol (200 mM) vs éthanol (1000 mM) en tube Eppendorf (2 mL,
750 uL de chaque phase) a température ambiante, agitateur de type vortex

L’estérification octyliqgue est légérement plus rapide et surtout quasi-totale alors que
I'estérification éthylique ne I’est pas, montrant que la conversion a I’équilibre est plus faible
dans le cas de I’éthanol. Cet aspect de réaction non totale a déja été évoqué (cf Chapitre Il
paragraphe 2.2.4). Il a été montré dans le cas de I'estérification de I'acide oléique par le
butanol que les conditions de réaction (rapport des fractions molaires de réactifs, volume
des phases aqueuse et organique et nature du solvant organique) devaient étre choisies
pour maximiser la conversion a I'équilibre de telle sorte a maximiser I'activité de I'alcool
(Scillipoti et al., 2016). Il semblerait qu’ici, du fait de son partage dans les deux phases,

I'activité de I’éthanol dans le systeme soit plus faible que celle de I'octane-1-ol. Ce résultat

pourrait étre montré par une étude thermodynamique qui sort du cadre de ce travail.

L'estérification diphasique (phase aqueuse/décane) que ce soit avec I|'octane-1-ol ou
I’éthanol donne des résultats prometteurs et c’est donc tout naturellement que la prochaine
étape est de remplacer le décane par du CO,SC. Cependant, afin de pouvoir comparer les
performances des deux solvants en s’affranchissant de I'impact du changement d’échelle de
réacteur (du tube Eppendorf vers le réacteur de 90 mL), la réaction sera d’abord réalisée
dans le réacteur avec le décane.
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4.3.2. Etude du systéeme phase aqueuse/décane ou phase auquese/CO:;SC en

réacteur

Les volumes de phase aqueuse et phase organique ou de CO,SC mis en jeu dans le réacteur
seront égaux, de la méme maniére que précédemment (45 mL de phase aqueuse seront

utilisées dans le réacteur, cf Chapitre 1l 3.3).

4.3.2.1. Estérification éthylique de I'ibuproféne

La Figure 48 présente les résultats de I'estérification éthylique en diphasique phase
aqueuse/décane et phase aqueuse/CO,SC. Dans les deux cas, la phase aqueuse est
supplémentée en sel bien sr pour maintenir le pH aux alentours de 6-7 lorsque cette phase

est en contact avec le CO; (cf Chapitre Il paragraphe 3.3.2).
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Figure 48 : Estérification éthylique de I'ibuproféne par Lip2p V232A en systeme diphasique phase aqueuse/décane et
phase aqueuse/C0O,SC

33 °C, 1000 mM de sels (Na,HPO, KH,PO, pH 7), 0 ou 120 bar, agitateur magnétique 1600 tr/mn, 45 mL de chaque phase,
la phase aqueuse est le surnageant de culture de Y. lipolytica qui contient Lip2p V232A, 1 M d’éthanol 47 mM de (R, S)
ibuproféne, réacteur de 90 mL

En systéme phase aqueuse/CO,SC, a 120 bar, les vitesses sont tres faibles (environ 10 % de
conversion seulement en 48 h) alors qu’en systéme phase aqueuse/décane les résultats sont
comparables a ceux obtenus en tubes (la température, le systéme de chauffe et d’agitation

étant différents).
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Ces résultats semblent montrer ici encore I'effet négatif du CO, sur l'activité de I'enzyme. Il
aurait été intéressant de comprendre les raisons de ces faibles conversions, I'éthanol
pouvant jouer un role sur la polarité du solvant et n"ayant peut étre pas la méme partition
au sein des phases lorsqu’il s’agit d’'un systéme phase aqueuse/décane ou phase
aqueuse/CO,SC. Cela peut jouer un r6le sur les cinétiques ou bien sur I"équilibre
thermodynamique. Cependant, par manque de temps ce travail n’a pu étre réalisé ici et nous

avons privilégié I'’étude de 'autre alcool, I'octane-1-ol.

4.3.2.2. Estérification octylique de I'ibuprofene

La situation est tres différente dans le cas de l'estérification octylique de l'ibuproféne
toujours en systeme diphasique, comme le montrent les résultats de la Figure 49. En effet il
y a toujours une différence entre les cinétiques des deux systemes étudiés, elles sont plus
rapides dans le systéme phase aqueuse/décane, et la conversion du (S) ibuproféne vers
I'ester octylique (S) est importante dans les deux systémes. De méme que ce nous avions
observé pour I’hydrolyse de I'ester octylique de I'acide 2-bromo phényl acétique (cf Chapitre
Ill paragraphe 3.3) la réaction ne s’arréte pas ce qui atteste d’une stabilité de I'enzyme dans
les conditions étudiées, une conversion équivalente a celle obtenue en diphasique phase
aqueuse/décane peut ainsi étre obtenue en environ 80 h (contre 6 h avec le décane). Dans

ce cas également, la cinétique est défavorisée par 'utilisation du CO,.
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Figure 49 : Estérification octylique de I'ibuproféne par Lip2p V232A en systéme diphasique phase aqueuse/décane et
phase aqueuse/C0O,SC

33 °C, 1000 mM de sels (Na,HPO, KH,PO,, pH 7), 0 ou 120 bar agitateur magnétique 1600 tr/mn, 45 mL de chaque phase,
la de phase aqueuse est le surnageant de culture de Y. lipolytica qui contient Lip2p V232A, 200 mM d’octanol 47 mM de
(R, S) ibuproféne

4.3.3. Conclusion : estérification en systeme diphasique

L’estérification en phase aqueuse/décane de I'ibuproféne permet I'utilisation du surnageant
de culture (sans avoir a immobiliser I'enzyme) et, que ce soit avec I’éthanol ou I'octane-1-ol
les taux de conversion finaux de l'acide et les vitesses de réaction sont satisfaisants.
L'utilisation d’éthanol est tout de méme moins conseillée que celle de I'octane-1-ol et c’est
certainement a mettre en relation avec leur partition entre les deux phases, I'éthanol est
trés majoritairement dans la phase aqueuse alors que I'octane-1-ol est majoritairement dans
la phase organique. En systeme diphasique phase aqueuse/CO,SC I'estérification octylique
de l'ibuprofene permet d’atteindre des taux de conversion équivalents a ceux obtenus avec

le décane bien que les cinétiques soient plus lentes.

4.4. Comparaison systéemes monophasique et diphasique pour

I'estérification de l'ibuproféne

L’estérification éthylique en milieu systeme monophasique décane n’a pas été satisfaisante,
en terme de conversion, dans les conditions testées, donc, pour ce type d’estérification, le

systeme diphasique s’est révélé le plus efficace.
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L'estérification octylique en systéme diphasique phase aqueuse/décane et en systéme
monophasique décane en tube Eppendorf est comparée sur la Figure 50, le systéme
diphasique utilisant I’'enzyme sous forme libre, dissoute dans la phase aqueuse, alors que le
systéme monophasique a été étudié avec I'enzyme immobilisée sur support Accurel. On

constate que des performances de réaction sont de fagons tres surprenantes extrémement

similaires dans les deux cas.
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Figure 50: Estérification octylique de l'ibuproféne en systéme diphasique phase aqueuse/décane ou en systéme

monophasique décane
Lip2p V232A dissoute dans la phase aqueuse en systeme diphasique et immobilisée sur le support Accurel MP1000, 20

U/mL en systéme monophasique. 47 mM de (R, S) ibuproféne, 200 mM d’octane-1-ol, température ambiante, 750 uL de
décane, Eppendorf (2 mL), 750 uL de phase aqueuse pour le systéeme diphasique, agitateur de type vortex

En réacteur de 90 mL, avec le solvant CO,SC la situation est toute autre car les résultats
obtenus en monophasique CO,SC sont faibles (en terme de conversion, 20 % en 100 h) alors
gu’en systeme diphasique les conversions sont satisfaisantes. Comme discuté dans le
paragraphe 4.2.2 le réacteur n’est peut-étre pas adapté a une utilisation en monophasique
CO,SC d’une part du point de vue de I'agitation, également a cause du systeme de chauffe et
les supports testés sont peut-étre inadaptés a une utilisation en CO,SC. Dans les conditions
testées le systeme diphasique s’est donc montré tres intéressant pour effectuer une
réaction d’estérification, la grande quantité d’eau dans ce genre de systéme n’est donc pas

un parametre déterminant d’un point de vue de I'équilibre thermodynamique.
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Chapitre IV : Résolution de l'ibuprofene

4.5. Conclusion Chapitre IV

Dans ce chapitre I'estérification de [I'ibuprofene a été étudiée en systeme
monophasique (décane ou CO,SC) et diphasique (phase aqueuse/décane ou phase

aqueuse/CO,SC). De plus deux alcools ont été étudiés : I’éthanol et I'octane-1-ol.

En systeme monophasique I'estérification éthylique présente de trés faibles taux de
conversion. L’estérification octylique en systeme monophasique décane de I'ibuproféne avec
I'enzyme immobilisée est nettement plus performante et atteint des taux de conversion
proches de 100 %. L’utilisation de I'enzyme immobilisée pour I'estérification octylique de
I'ibuprofene en systeme monophasique CO,SC n’a pas permis des taux de conversion élevés
dans les conditions expérimentales testées. Il est trés probable que ce soit di au choix du

support ou de I'appareillage qui n’étaient pas adaptés a une utilisation en CO,SC.

L'estérification diphasique phase aqueuse/décane de I'ibuproféne permet I'utilisation directe
du surnageant de culture. Que ce soit avec I’éthanol ou I'octane-1-ol les taux de conversion
finaux de l'acide et les vitesses de réaction sont satisfaisantes en diphasique phase
aqueuse/décane. En systéme diphasique phase aqueuse/CO,SC seule I'estérification
octylique a permis d’atteindre des taux de conversions importants en 100 h (>90 %) bien que

les cinétiques soient plus lentes qu’en systéme phase aqueuse/décane.
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Conclusion générale

Durant ces trois années de thése mon travail s’est articulé autour de l'ingénierie de la
lipase Lip2p de Yarrowia lipolytica et de sa mise en ceuvre en utilisant un solvant original, le

dioxyde de carbone supercritique (CO,SC).

L'objectif est la séparation des énantioméres de molécules a intérét pharmaceutique car
bien souvent un seul des deux énantiomeres possede |'activité recherchée. En effet la
séparation des composés d’'un mélange racémique est une nécessité actuelle pour les
industries pharmaceutiques afin de s’affranchir d’éventuels effets indésirables de
I’énantiomere non actif. Les molécules d’intérét sont des acides 2-substitués dont trois
appartenant a la famille des profenes, I'ibuproféne, le naproxene et le kétoprofene et le
dernier étant I'acide 2-bromo phényl acétique, un intermédiaire réactionnel impliqué dans la
synthése d’un médicament. Pour effectuer la séparation des énantiomeres la catalyse
enzymatique est la voie envisagée, pour substituer aux techniques habituelles de séparation

souvent couteuses comme par exemple la chromatographie chirale.

La premiere partie de ce travail a consisté a identifier des enzymes suffisamment
énantiosélectives envers l'ibuprofene, le naproxene et le kétoproféne (E>200). Deux
enzymes, une possédant une énantiopréférence (S) (Bordes et al., 2009) et l'autre (R)
(Cambon et al.,, 2010a), remplissant les conditions étaient déja connues avant ce travail
concernant l'ester octylique de l'acide 2-bromo phényl acétique. La premiere stratégie
consistait a améliorer la lipase Lip2p de Y. lipolytica par ingénierie enzymatique ciblée sur le
site actif de I'enzyme et assise sur la modélisation moléculaire. Cette stratégie a été
fructueuse puisqu’une enzyme pour chaque substrat avec une énantiosélectivité suffisante a
été trouvée. A savoir Lip2p V232A pour l'ibuprofene, V235S pour le naproxéne, toutes deux
préférant I'énantiomére (S), et V232F pour le kétoproféne préférant I’énantiomere (R). Les
lipases de Candida rugosa sont elles aussi prometteuses d’aprés la littérature (Lee et al.,
1995; Piamtongkam et al., 2011; Xin et al.,, 2005), certaines isoenzymes se sont avérées
intéressantes (énantiosélectivité>200) pour la résolution de l'ibuproféne, du naproxene
(CRL1) et du kétoprofene (CRL1 et CRL4) mais moins que les lipases précédemment

évoquées d’un point de vue cinétique.
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La deuxiéme stratégie qui a été employée consistait a créer puis tester une banque
d’enzymes homologues a des lipases déja connues dans la littérature, prometteuses pour les
substrats d’intérét. C'est cette méthode qui a permis notamment la découverte d’une
carboxylestérase provenant de la bactérie Alcanivorax borkumensis, efficace (E>200) pour la

résolution du kétoprofene.

Une fois les enzymes trouvées le second objectif a été de remplacer par le dioxyde de
carbone supercritique le solvant organique utilisé pour faire la résolution. Deux des quatre
substrats ont été étudiés dans ce solvant, I'ester octylique de l'acide 2-bromo phényl

acétique (et I'acide associé) et I'ibuproféne.

Deux stratégies ont été employées pour la résolution de ces substrats dans le cadre de ce
remplacement de solvant: la premiere stratégie a consisté a utiliser un systéeme
monophasique (CO,SC). Dans ce cas I'enzyme doit étre immobilisée, et la réaction étudiée
est alors une estérification. C'est la stratégie la plus utilisée en CO,SC mais cette approche
nécessite d’une part un contréle de I'a,, (activité de I'eau, disponibilité en eau) mais aussi un
support portant 'enzyme adapté a une utilisation en CO,. Dans ce travail nous avons mis en
évidence que cette stratégie n’était pas concluante avec plusieures explications envisagées i)
I’équilibre thermodynamique qui ne permet pas une réaction totale (et méme parfois de trés
faibles conversions) ii) I'appareillage ou bien iii) le support portant I'enzyme qui n’était pas
adapté a une réaction en CO,SC (Chapitre 1V). Toutefois avant d’exclure cette stratégie, de

plus amples expérimentations devraient é&tre menées.

La deuxiéme stratégie consiste a utiliser un systéme diphasique (phase aqueuse/CO,SC).
Cette stratégie a nécessité de faire des adaptations nécessaires a I'emploi du CO,. En effet
en systeme diphasique avec I’eau la formation d’acide carbonique provoque une baisse du
pH, néfaste pour I'activité de la lipase. Pour pallier a cet inconvénient, I'ajout d’un tampon
pH dans la phase aqueuse a été testé. Cette adaptation a permis d’obtenir des conversions
acceptables et une bonne énantiosélectivité mais n’a pas été suffisante pour que le systéme
avec le CO,SC soit compétitif avec le systeme classique avec le solvant organique (le décane)

du point de vue cinétique. Deux explications ont été proposées :

- la formation de carbamates due a l'interaction entre le CO, et les acides aminés de

I'enzyme.
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- ou alors une contrainte due a l'ouverture du volet moléculaire qui permet

I’accessibilité du site actif au substrat impactée par I’hydrophilicité du CO,SC.

Cette cinétique plus lente n’est cependant pas rédhibitoire pour l'utilisation d’un solvant
comme le CO,, en particulier si I'on considere les gains potentiels sur la purification post-

réactionnelle (qui n’a pas été abordée dans ce travail).
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Perspectives

La biologie moléculaire a été employée pour améliorer la sélectivité et I'activité de
y

I'enzyme vis-a-vis des substrats d’intérét. D’autres améliorations de I'enzyme sont

envisageables en utilisant la biologie moléculaire :

Une meilleure thermostabilité, cela a d’ailleurs déja été étudié pour la lipase Lip2p de
Y. lipolytica (Bordes et al., 2011; Wen et al.,, 2012) ; Un fonctionnement sous
température plus élevée serait tres certainement bénéfigue du point de vue
cinétique.

Une meilleure stabilité et/ou d’activité envers le pH, ce qui serait tres utile par la
suite pour le systéeme diphasique phase aqueuse/CO,SC et permettrait de s’affranchir
de l'utilisation de concentrations élevées de sels et peut-étre améliorer la cinétique
dans cette configuration.

Une immobilisation plus performante. Il est envisageable d’insérer des sites de
fixation spécifique pour une immobilisation orientée de I'’enzyme, par exemple grace
a l'introduction d’une cystéine a un endroit précis de la séquence d’acides aminés qui
permettrait la création de ponts disulfure avec le support ; (Godoy et al.,, 2013;
Hernandez and Fernandez-Lafuente, 2011; Kim et al., 2008; Simons et al., 2013)

Etc

Les enzymes n’étaient pas étudiées dans les conditions optimales, une recherche de ces

conditions serait intéressante.

Lors de I'’étude en réacteur il a souvent été difficile de déterminer la cause des faibles taux

de conversions observés dans différentes configurations, trois causes étant impliquées :

la thermodynamique
la cinétique

la stabilité de 'enzyme

Une étude récente propose de calculer les équilibres thermodynamiques en s’aidant de la

modélisation. Il aurait été intéressant dans chacun des cas ou le taux de conversion n’était

pas de 100 % de calculer I’équilibre thermodynamique (Scillipoti et al., 2016).
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D’autre part I'explication des différences observées entre le solvant organique et le CO,SC
devra étre confirmée. Dans le cas de I'implication de I'ouverture du volet moléculaire en
rapport avec la polarité, la modélisation moléculaire pourrait étre intéressante pour mettre
en évidence théoriquement ce phénomeéne. Egalement, 'utilisation de la lipase de Candida
antarctica qui ne possede pas de volet moléculaire serait un moyen de valider cette
hypothése. Dans le cas ol ce sont les carbamates qui seraient a I'origine des différences, il
faudrait envisager la modélisation moléculaire de I'enzyme en présence de CO, pour

déterminer quelles enzymes ne seraient pas impactées par ces carbamates.

Le grand intérét a I'utilisation du CO,SC est bien entendu la purification aprés réaction. La
mise en ceuvre de la séparation post réactionnelle serait une étape clef pour mettre en
lumiere cet avantage. L'intérét d’'un procédé en continu a déja été étudié en systeme
diphasique pour un bioprocédé mettant en ceuvre une lipase (Elgue et al., 2014), le CO,SC ne
faisait pas partie de cette étude mais serait envisageable et aurait un grand intérét pour
I'intensification de procédé. Egalement, Nioi et al., 2015 ont récemment proposé |'utilisation
d’appareillages de Chromatographie de Partage Centrifuge comme réacteur enzymatique
diphasique continu. Bien que cela n’ait pas encore été proposée, une utilisation de cet
appareillage avec du CO,SC serait une option tres prometteuse a tester. Des procédés en
CO,SC proposant une réaction suivie d’'une séparation des réactifs et produit ont d’ailleurs

déja été étudiés (Paiva et al., 2011; Rezaei and Temelli, 2001).

Si I'on considere plus largement I'opération de résolution énantiomérique, le rendement
d’une réaction de séparation des énantiomeres dans un mélange racémique est par essence
limité a 50 %. En effet seul I'un des énantiomeéres peut étre transformé en produit d’intérét.
Pour pallier cette limitation une racémisation in-situ de I’énantiomére qui n’est pas
transformé a été étudiée dans la littérature (Akai et al., 2006; Chang et al., 1999; Choi et al.,
2004; Fazlena et al., 2006; Lau et al., 2010; Xin et al., 2001). Il serait intéressant de réaliser ce
genre d’étude dans les conditions utilisée lors de cette these (systéme diphasique, CO,SC,

Lip2p de Y. lipolytica et les substrats d’intérét).

En ce qui concerne les évolutions technologiques des systemes utilisés dans ce travail, on
peut penser que le systeme d’ajustement du pH, dans le cas d’un systeme diphasique phase

aqueuse/CO,SC, pourrait étre amélioré, par exemple avec un ajustement par ajout de base
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dans le réacteur en remplacement des sels, dans ce cas un systeme d’injection sous pression

est nécessaire.

Enfin, dans le cas du systeme monophasique, la mise en ceuvre pourrait étre grandement
améliorée, premiérement en proposant un support inerte vis-a-vis du CO, et/ou en
développant un appareillage plus adapté, par exemple pour éviter la détérioration
thermique ou mécanique du support. Une expérimentation ou I'enzyme immobilisée serait
insérée dans un dispositif en « boule a thé » en rotation serait peut étre une solution simple

et efficace.

Pour finir, ce travail a montré l'intérét des enzymes pour effectuer la résolution d’un
mélange racémique. Deux méthodes ont été employées pour diriger la recherche d’enzymes

énantiosélectives :

- La biologie moléculaire permettant I'amélioration des propriétés d’enzymes connues
- La construction d’une banque d’enzymes par comparaison de séquences avec des

enzymes déja identifiées comme potentiellement intéressantes.

La mise en ceuvre d’enzymes énantiosélectives a été effectuée dans un solvant original, le
dioxyde de carbone a I'état supercritique. De plus ce solvant a été utilisé en systéme
diphasique phase aqueuse/CO,SC ce qui permet I'utilisation d’enzymes libres, dissoutes dans
la phase aqueuse. Les taux de conversion de la résolution d’'un mélange racémique, que ce
soit pour I'"hydrolyse de I'acide 2-bromo phényl acétique octyl ester ou pour |'estérification
octylique de l'ibuproféne sont trés satisfaisants (>90 % de I’énantiomére transformé). Les
cinétiques de réactions doivent en revanche étre améliorées. La séparation post-
réactionnelle des composés doit étre réfléchie afin de pouvoir envisager ce type de procédé

en substitution des méthodes classiques de résolution d’un mélange racémique.
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