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Résumé

Les esters de sucre sont des tensioactifs nogtiesi possédant une grande
particularité structurale qui autorise leur utitisa dans divers domaines (produits détergents,
cosmétiques, pharmaceutiques, alimentaires...eta)r kgnthése est réalisée soit par voie
chimique soit par voie enzymatique.

Au cours de ce travail nous avons étudié la réadatiestérification du D-glucose par I'acide
laurigue comme agent acylant dans des solvantsfféredites polarités (éthyle méthyle
cétone/diméthyle sulfoxyde) en présence d'une epzyomgique : la lipase d€andida

cylindraceéalibre et immobilisée sur silice et sur célite a&hiélle de laboratoire dans le but de

comparer les résultats obtenus avec I'enzyme ébmamobilisée.

Nous avons rapporté dans ce travail une étude iffésedts paramétres qui influent sur la
réactivité dans la réaction d’estérification du Degpse (agent acylant, enzyme, solvant,

température, quantité du tamis moléculaire).

La meilleure conversion (60%) est obtenue aveziare immobilisée su célite dans I'éthyle

meéthyle cétone a 40°C.

Mots clés :esters de sucre, tensioactifs, enzyme, enzyme lilisee, estérification.



Abstract

Sugar esters are nonionic surfactants with a Isirgetural feature that allows their
use in various fields (detergents, cosmetics, pheentical, food ... etc.), their synthesis is
carried out either chemically or enzymatically pss.

In this work we studied the esterification of D-ghse with lauric acid as acylating agent in
different polarity solvent (methyl ethyl ketoneifegthyl sulfoxide) in the presence of a
fungal enzymeCandida cylindracedipase free and immobilized on silica and celit¢he
laboratory to compare the results obtained withfthe and immobilized enzyme.

We have made this work study different paramettfesiang the esterification reaction of D-
glucose (acylating agent, enzyme, solvent, temperaamount of molecular sieves).

The best conversion (60%) is obtained with the sreymmobilized on celite in ethyl methyl
ketone at 40 ° C.

Keywords: Sugar esters, surfactants, enzyme, immobilizegirea, esterification.
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Introduction générale

Introduction générale

La préservation de I'environnement avec la consEmwades ressources fossiles, la
réduction des émissions de gaz a effet de sett@natlioration de l'innocuité ainsi que de la
biodégradabilité des produits sont autant d’argumeour développer l'utilisation des
ressources renouvelables en substitution de aibeigine fossile.

Les tensioactifs sont des molécules d'intérét densquelette amphiphile laisse
apparaitre des propriétés de surface spécifiquetie @articularité structurale autorise leur
usage pour la formulation de produits de consonmunatourante tels que les détergents et les
cosmétiques, mais également dans de nombreusestrisducomme le textile, le cuir, la
métallurgie, ou encore les peintures. Compte-tegsl ithportants volumes produits chaque
année et du développement des comportements respect de I'environnement, les
tensioactifs doivent répondre de plus en plus airdegratifs de biodégradabilité. A ce titre,
I'emploi de ressources naturelles comme matiemmipre de base propose une alternative de

choix pour la synthese de nouveaux composeés regpectde I'environnement.

L'objectif de ce travail consiste a synthétisertensioactif de type esters de sucre.

Leur synthése est réalisée soit par voie chimiguleien par voie enzymatique.

Dans le présent travail nous nous sommes intérasisegroduction d’ester de glucose

par une estérification enzymatique en présence atide gras.

Apres lintroduction générale, une mise au poirlibgraphique sur les esters de
sucres et les difféerents modes d’acces a de tekdécules ainsi que leurs applications feront

I'objet d’un premier chapitre.
Dans le deuxiéme chapitre nous aborderons desajg@gisur la biocatalyse.

Le troisieme chapitre de ce mémoire rassemble desltats obtenus, il s’intitule
« estérification enzymatique du D-glucose ». Damslapitre, nous étudions la synthése des
esters de glucose ainsi que les différents paramétri influent sur I'évolution des réactions

mises en ceuvre.
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Apres une conclusion générale vient, la partie exmtale dans laquelle les
protocoles opératoires sont détaillés. Les réf@siibliographiques sont réunies par chapitre

a la fin du présent mémoire.



Chapitre 1 Tensioactifs et esters de sucre

1. Introduction

Les tensioactifs ou agents de surface sont descme d'origine naturelle ou
synthétique possédant d'une part une chaine at@ardipophile (ou queue hydrophobe) et
d'autre part un groupement a caractéere hydropailes{ appelé téte polaire) comme illustré
sur la figure 1. Ces composés sont dits amphiphiles

Téte polaire Queue hydrophobe

OA/\/\/\/\/\/\

Figure 1 : Schéma simplifié d’'un tensioactif.

Dans la littérature, on rencontre diverses strestule tensioactifs, variant notamment selon

la nature de la partie hydrophile.

2. Les différentes classes de tensioactifs

Il est possible de classer les agents de surfaddifideentes maniéres : importances
économiques, solubilité dans I'eau, propriétés Jiegions, etc... Mais le classement le plus
rationnel est relatif au caractére ionique desitatifs. Il existe 4 classes de tensioactifs qui

sont les tensioactifs anioniques, cationiques, argols et non ioniques.

2.1. Les tensioactifs anioniques

Les tensioactifs anioniques (Schémal) sont actueh¢ les tensioactifs les plus utilisés
notamment dans le domaine de la détergence. Eticgolaqueuse, ils se dissocient pour
donner des ions amphiphiles chargés négativemeritréd d’exemples, nous citerons les
sulfates d’alkyles tels que le dodécylsulfate deilsm (Ross et al., 1953) et les sulfonates

d’alkylbenzene tel que le dodécylbenzénesulfodatsodium (Koltalo Portet et al., 2003).
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AN N e AAAAANT T

Dodécylsulfate de sodium (SDS) Dodécylbenzénesulfonate de sodium (SDS)

Schémal Tensioactifs anioniques.

2.2. Les tensioactifs cationiques

En solution aqueuse, les tensioactifs cationig@ehdma 2) se dissocient pour donner
des ions amphiphiles chargés positivement commantesoniums quaternaires, par exemple
le bromure de cétyltriméthylammonium CTAB utilisend le domaine de la détergence (One
et al., 2005).

Bromure de cétyitriméthylammonium CTAB

Schéma 2 Tensioactif cationique

2.3. Les tensioactifs zwitterioniques

Les tensioactifs amphoteres (Schéma 3) possedemboins deux groupements de
polarités opposées. lls sont par conséquent geetnent neutres et peuvent étre employeés
dans la formulation d’encre pour les stylos jetalffeu et al., 2002 ; Chem, 2004). Cependant,
selon le pH du milieu, certains composés peuverenle anioniques ou cationiques. De
nombreuses substances naturelles comme les bé{@neset al., 2005) entrent dans cette

classe de tensioactifs.
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|
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dodécylbétaine

Schéma 3 Tensioactif amphotére.

2.4.Les tensioactifs non ioniques

Les tensioactifs non ioniques (Schéma 4) ne sed&st pas en solution aqueuse. Leur
hydrophilie provient alors de la présence dans Htucture moléculaire de groupements
polaires du type éther, alcool, carbonyle ou amlies. polyoxyéthylénes tels que le Brij ® 35
ou les polyglucosides dalkyle « APG » (Damez 20Q06jilisés en détergence ou en

cosmetique en sont des exemples.

OH OH
H—TO
(@] H
OoH H :
m

Polyglucosides d'alkyle (APG) Dodécyipoly(oxyéthyleneglycoéther)n, Brij ® 35

Schéma 4 Tensioactifs non ioniques.

3. Domaine d’application des tensioactifs

3.1. Secteur de la détergence

Les tensioactifs entrent dans la formulation destes détergents et représentent en
moyenne 20% de leur composition. Il convient ddimtjsier la détergence ménagere et la

détergence industrielle.
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3.2. Secteur de la cosmétique

On distingue deux grands domaines, la cosmétiqueeei (produits d'’hygiéne lavants
tels que les shampooings, gels douches, dentifrisieta cosmétiqgue blanche (produits de
beauté tels que les crémes, laits, maquillagestetsaproduits de soin).

3.3.Secteur industriel

Outre la détergence et la cosmétique, les domailageplication des tensioactifs sont
nombreux : les industries des additifs alimentaides céramiques, des matieres plastiques,
des peintures, du cuir, du papier, du pétrole, bytgsanitaire et engrais, également la

métallurgie et le textile (Neto 2007).
4. Les esters de sucre

Compte tenu de quasi innocuité des composés naguies et de la demande croissante
en produits respectueux de I'environnement, leaants glucidiques constituent une voie

emergente dans l'industrie des tensioactifs.

Les sucres constituent sans aucun doute une mati@miere polaire de choix pour
I'élaboration de biotensioactifs. Leur point comnmest de posséder un nombre important de
fonctions hydroxyles participant a la formationrédseaux de liaisons hydrogene en présence
d’eau. Selon leur famille (hexose ou pentose) di#ats poids moléculaires (mono-, di-, tri-,
oligo- ou polysaccharides), ils permettront de medaisément la HLB de I'agent de surface

ainsi que sa géométrie générale.

Les esters de sucre ou sucroester, sont dans textofes molécules appropries. Les esters
gras de sucre sont des tensioactifs intéressantssam de leur grande biodégradabilité, leur

faible toxicité et leur grande tolérance vis-adés yeux et de la peau (Baker et al., 2000).

Nous allons, dans un premier temps, résumer gaux de la littérature puis nous

détaillerons nos résultats dans le troisieme ctepit

La réaction de mono-estérification des sucres peufaire soit par voie enzymatique
régiosélective, (Riva et al., 1998) en utilisants damases, (Adelhorst et al., 1990) des
protéases (Riva et al., 1998) ou des protéinaBedief et al., 2001) soit par voie chimique
selon différentes méthodes : estérification engrés d'un chlorure d’acide,(Castro et al.
1997 ; Thévenet et al.,, 1999 ) réaction de typenkgseKnorr (Wulff et al., 1970) ou de
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condensation (transestérification), (Mizutani et &B85 ; Keglevic et al., 1974) utilisation
d’'esters activés). (Soderberg et al. 1995 ; Pfe#feral., 1976 ; Pfander et al., 1982 ;
Plusquellec et al., 1986).

4.1. Synthese par voie chimique

La synthése chimique des esters de sucre fut lpopremiere fois réalisée par
Herzfeld dans les années 50 (Fregapane et al.).1884 principaux avantages résident dans
gue cette méthode est économique, rapide aveommemdement (<24h) et réalisable avec

de nombreuse molécules.
Nous allons citer quelques exemples de synthésesqles tirés de la littérature.

Damez C. a réalisé I'estérification du (2,3,4-triaCétyl)-D-xylopyranose (Schéma 5) avec du
chlorure d’'un décenoyle en présence de triéthylanlisns le dichlorométhane pendant 20h
pour donner un mélange o/ (30/70) d'un déc-10-enoyl (2,3,4-tri-O-acétyl)-D-

xylopyranoside avec un rendement de 88% (Damez)2006

o
Q Gi(v)/\ Q
Acolr OH 8 Acoll™ o A
1.2éq.) 8
' NEts (1,2 & ~ z
OAC s(t2€q.). AcO OAC

CH,Cl ,, 40T, 20h

S

Schéma 5 Estérification chimique du (2,3,4-tri-O-acétyl)»ylopyranose.

Un autre exemple donné par le schéma 6, est celladransestérification chimique du

saccharose (Juliette et al., 2007).
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I

OH

HO 1) KOH, Magnesium Stearate o @) 14

HO 5 o 2) Methyl Palmiate, 125-135°C, HED o +  diester
3-4h
(@]
OH OH
OH OH
Monoesters + diesters = 70% et monoesters / diesters > 1

Schéma 6 Transésterification chimique du saccharose.

Mais cette voie rencontre plusieurs problemes :
- Obtention de sous-produits (provoquant une colomati
- Latoxicité des solvants utilisés
- La caramélisation qui est due a I'élévation deefafiérature
- La faible sélectivité : Ce type de synthese ne pérde contrbler ni le site de
réaction, ni le nombre de groupements hydesgui seront estérifiés (Plou et al.,
1995 ; Sin et al., 1998 ; Spiliotis et al., 2000).

4.2. Synthése par voie enzymatique

Ces derniéres années, une alternative a été évqupuréee nombreux groupes de
recherche I'utilisation d’enzymes afin d’orienteslréactions de synthese (Ferrer et al., 1999).
L'utilisation d’enzymes pour catalyser les réactiaie synthese permet de cibler le site de
réaction et aussi d'opérer dans des conditions plusces, limitant ainsi les réactions
secondaires comme la caramélisation. Les seulsamamants présents suite a la synthése

enzymatique sont le sucre et I'acide gras résidi@ds et al., 1998).

Le principe de la synthése enzymatique adilider une enzyme hydrolytique (le plus
souvent une lipase) dans un milieu non aqueuxs@aa conditions, I'activité de la lipase est
inversée, passant de I'hydrolyse a I'estérifica(ieerrer et al., 1999). La biocatalyse permet

d’envisager la production sélective de structemaplexes et originales.

De nombreux essais de synthese d’esters de suaregie enzymatique ont été réalisés a

I'échelle du laboratoire, citons quelques exemples
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Le schéma 7 illustre I'acylation enzymatique du lDegse avec le vinyle caprylate catalysée

par la lipase diCandida antarticaB (CAL B) dans l'acétone, avec un rendement de 67%

(Ghanwa et al., 2005).

Tensioactifs et esters de sucre

(e}
" )K
CALB
(@] (CH) s CHz Acétone (o)
OH
HO
OH
HO OH
OH
Rdt=67%

Schéma 7 Transésterification enzymatique du lactose.

Razafindralambo et coll. ont réalisé I'estérifioatienzymatique de I'acide D-glucoronique en
présence de la CAL B (Razafindralambo et al., 2@0®)me nous le montre le schéma

suivant :

OH ﬁn_/
o O
o
. /\/)/\ CALB
HO OH > o
HO
oH F HO

OH

OH

n:1,3,5,7,911

Schéma 8 Estérification enzymatique de I'acide D-glucorareq

La voie enzymatique se distingue par plusieurs taggs qui sont la sélectivité, les
conditions de réaction douces, la purification @jsé composition du produit définie etc.
L’'avenir de la synthese par voie enzymatique seraddeiré, mais cela n’empéche pas qu’'elle
présente des inconvénients (Plou et al., 1995 etSah, 1998 ; Spiliotis et al., 2000) qui sont :

- Synthese couteuse au niveau industriel ;
- Problémes de solubilité des substrats ;
- Rendements forts variables ;

- Temps de réaction longs (>24h).
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5. Influence du milieu réactionnel sur la synthése gymatique des esters de

sucre

Dans le domaine des bioconversions et particuliéergncelui de l'acylation de
biomolécules, une diversité des milieux réactioan@&nerge et présente des potentialités
intéressantes telles que la solubilisation de ca®popolaires et I'amélioration de la

sélectivité et de I'efficacité enzymatique.

5.1. L'influence de I'eau

L’eau est le principal paramétre & maitriser eb@troler pour la mise en ceuvre de la
réaction d’acylation enzymatique catalysée par ligfrolases de type lipases. Les effets
possibles de I'eau sur I'activité catalytique dezyenes en particulier des lipases en milieu
organique s’exercent selon plusieurs mécanismgsnetgénéralement dus a un manque d’eau
ou a un exces d'eau. La quantité d’eau disponibldoac susceptible d’intervenir dans la

réaction, est donnée par une mesure d’activitéede (A,) (Husson, 2008).

Chamouleau et coll. ont réalisé une étude, que taliquantité de I'eau et la concentration du

fructose monopalmitat@€hamouleau et al., 200Xprmeée dans la réaction (schéma 9).

[CF1g/
o H OCO(CHY)14CHg
O.
+ CH(CH), CO0HE———= CETIN @S NPT
2-methyl-2-butanoly, OH
OH [ClF18g/l

Schéma 9 Influence de I'activité de I'eau.
5.2. L’influence du solvant organique

Les solvants organiques, en fonction de leur nafpwarité, pouvoir dissociant,
volatiliteé) sont considérés comme de bons milieweactionnels pour les réactions
enzymatiques a conditions qu’ils soient anhydrguéts permettent une bonne solubilisation
des substrats et n’affectent pas I'activité enzyauoat (Klibanov, 2001).

Le schéma ci-dessous montre I'influence de la Badursolvant (Yon-mei et al., 2005).
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& Rdt=84%
p JHIN

OH
COOCH=CH Bs,50°C
(@) + (H,C . DMF 100
|_ﬁo%\_ OoH kZCC)OO_':Oj Ultramn, 3h Rdt_ & Q

o 2 H
%r% Fo oH OH
Rdt=14%
D-glucose divinylbutanedioate (=2) 6-O-vinylbutanedioate-glucos

Schéma 10 iInfluence de la nature du solvant organique.

5.3. L’influence de la longueur de la chaine de Igent acylant

L’avancement de la réaction de synthése enzymatapseesters de sucre est influencé
par la nature des agents acylants et la longuedeuts chaines. Ceci est illustré dans le
schéma 11 (Yon-mei et al., 2005).

Rdt=84%(3h) o 0
OH CcooC
/ H:O_ilipase: BS, 50°C n N\
" + n(HZC{ - > Rait=40% (60h)
o coocHay UmEN A

Rdt:14%(821|_)|9 oH H

Schéma 11 iInfluence de la longueur de la chaine de I'agemtaant.

5.4.L’influence de la nature de la lipase

La nature de la lipase influe sur le rendementydghgse enzymatique des esters de
sucre comme nous montre le schéma 12 (Ghanwa 20a5b).

Rdt=38%
OH y OCX(CHsCH3
&@Oﬂ CH{(CH)COOCHECY TPy .
HO 45°C A HO o
OH H < OH
Rdt=%%0

Schéma 12 influence de la nature de la lipase.
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5.5. L'influence de la température

Ja température influe sur la vitesse de la réactmipar activation ou désactivation
de I'enzyme (Dixon et al., 1979%inthuwat et coll. ont fait une étude sur l'infleende la
température sur la vitesse initiale d’'une réactientransestérification du saccharose par le
vinyle stéarate en présence d'une protéasaline lypophiliséeAL-89 (Sinthuwat et al.,

2009). Ceci est illustré sur le schéma 13.

s £ AN

Schéma 13 iInfluence de la température.

5.6. L'influence du rapport molaire entre les subgstats
le schéma 14 montre aussi l'influence du rappotaim®entre les substrats (Sinthuwat

et al., 2009).

o 6??' V;=0,26m\V/min o
@ OH C
] q O M
O O

Schéma 14 influencedu rapport molaire entre les substrats.

6. Application potentielles des esters de sucre

Bon nombre des propriétés fonctionnelles des sstgoe et des sucroglycérides
résultent de la réunion dans une méme molécule cbamposeé ayant une forte affinité pour
'eau (et donc une affinité faible pour les lipile®mme c’est le cas pour les sucres, et de

composés se comportant de maniére exactement énetsgue les acides gras.

12
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Le ratio [partie glucidique hydrophile / partie idpue lipophile] influence fortement les
propriétés tensioactives de ces composés et pawopdes caractériser et les comparer, on
se base sur une grandeur semi-empirique, utiliseapleurs pour d’autres molécules
présentant la méme particularité ; il s’agit deHBB ou Hydrophilic Lipophilic Balance.
C’est une grandeur sans dimension, comprise ergte2@. Une valeur comprise entre 1 et 10
indique une tendance lipophile et une valeur cosepentre 11 et 20 indique une tendance
hydrophile (Puisieux et al., 1983 ; Yan et al., Z0Biccicuto et al., 2001).

Ce paramétre peut étre déterminé expérimentalemenot la base de données

chromatographique) ou par calcul (sur la base fierhaule développée de la molécule).

La formule de calcul du HLB est :

HLB = zoM"
M

T

Ou:

My, : La masse moléculaire de la fraction hydrophobe
M, : La masse moléculaire totale de la molécule d’eftesucre

Ainsi, de par de leur double affinité, ces dériadsent comme principal intérét celui de
pouvoir se positionner au niveau de l'interfaceasapt deux substances non miscibles. La
valeur de la HLB donne le plus souvent une indicatquant aux utilisations possibles,

comme nous le montre le tableau suivant :

HLB Propriétés
1,5-3 Anti moussant
3-6 Emulsifiant eau dans huile
7-9 Moussant
8-13 Emulsifiant huile dans eau
13-15 Détergent
15-20 Solubilisant

Tableau 1 :Relation entre HLB et propriétés fonctionnelles dsters de sucre.

13
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Les applications potentielles des esters de sstmgisnombreuses et touchent tant le secteur
agroalimentaire que les domaines cosmétiquaspharmaceutiques. Actuellement, les
esters de sucres sont principalement employédaen qu’'agents émulsifiants ou dans la

formulation de microémulsions (Garti et al., 2002@00Db).

7. Conclusion

Les esters de sucres présentent des atouts mgjewes feront sans doute une famille
de tensioactifs tres prisée dans un futur procheut Td’abord, ils sont rapidement
biodégradables et ne présentent ni toxicité, raatare irritant. Mais leur avantage principal

est sans doute la diversité de leur structure.

La pleine exploitation des potentialités des edllersucres est bloquée par les inconvénients
inhérents a la voie chimique. Le nombre impressaohnd’articles relatant les syntheses
enzymatiques menées a I'échelle du laboratoira girssles projets de production a I'échelle
pilote lancés par quelques entreprises permettemtrdvoir le passage a une production
industrielle des esters de sucres par cette vaedsinologique. Ceci pourrait élargir

considérablement leur horizon d’utilisation.

Les codts de production de molécules comme lessedgesucres par une voie enzymatique
restent élevés et limitent les applications enwsides a des domaines ou la valeur ajoutée de
la formulation est élevée comme dans les domairescdsmétiques et particulierement des

produits pharmaceutiques.
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1. Introduction

Les enzymes sont des protéines qui jouent le rélealalyseurs dans les réactions
chimiques du métabolisme, avec une efficacité et specificité remarquables. Elles sont

synthétisées par les cellules biologiques et dauss les organismes (Belitz et al., 2009).

La premiére enzyme fut découverte par « Anselmeay Jean-Francois Persoz » en 1833.
Apres avoir traité un extrait aqueux de malt &&ébl, ils ont précipité une substance sensible
a la chaleur. Cette substance était capable d'lygarol'amidon : ils I'ont nommée diastase

(diastasis = séparation) car elle sépare le sotubls de I'amidon.

2. Composition des enzymes

La majorité des enzymes connus sont de natureiguetéc’est-a-dire résultats de la
condensation d’acides-aminés de la série L, avec formation d’'une liaisonide entre le
groupe carboxyle d’'un acide aminé et le groupe andiin autre acide aminé et ainsi de
suite, de proche en proche, pour constituer unttipm (polypeptide de masse moléculaire

élevée).

Certains enzymes sont des holoprotéines constituggguement d'un enchainement
d’aminoacides ; d’autres sont des hétéroprotéinesquant deux partiesine partie protéique

« I'apoenzyme » et une partie non protéique «flacteur », appelées « holoenzymes ». Dans
ce cas sans le coenzyme la catalyse ne peut aeair lles cofacteurs sont des corps
chimiques indispensable a 'activité des enzynmlegduvent étre des ions métalliques ou des
petites molécules présentent dans les milieux gigles. Pour les cofacteurs qui sont plus

complexes, ils sont synthétisés par des cellulpsléps coenzymes (Lehninger et al., 1994).
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3. Efficacité catalytique des enzymes

» pouvoir catalytique : L'utilisation d'une
enzyme permet de diminuer [I'énergie
d’activation E (figure2) et d’augmenter les

vitesses réactionnelles comme on peut les

utiliser méme a des faibles concentrations
(10® a4 10°).

» specificité : Pour chaque enzyme, on peut

définir une réaction chimique et le plu Figure 2: L'influence dessnzymes su
I'énergie d’activation

souvent un substrat caractéristique.

» Sensibilité : Les enzymes sont sensibles a la gé@ies molécules car, ils peuvent

discriminer des stéréoisomeres.

4. Structure des enzymes

Les caractéristiques spatiales des protéines aarié Ide leurs fonctions. La structure

des enzymes est définie a plusieurs niveaux :
4.1. Structure primaire

C’est I'ordre d’enchainement des acides aminéséie L, liés entre eux par une
liaison peptidique. Ce premier niveau de strucasteresponsable au moins indirectement des
niveaux supérieurs d’organisation et ainsi de wlge propriétés des protéines, en particulier

des propriétés catalytiques des enzymes.
4.2. Structure secondaire

Elle résulte de I'établissement de liaisons hydr@gentre les groupements amide (-
NH) et carbonyle (-CO) du squelette peptidiqueediste trois principales catégories de
structures secondaires selon le repliement desotiai peptidiques : les hélices (de type

alpha), les feuillets (de type béta) et les coudes.
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4.3. Structure tertiaire

La chaine polypeptidique déja ordonnée structure secondaire peut se replier
elle-méme pour former urmaolécule de configuration spati bien déterminé. Les liaisons
intramoléculaires (pont disulfure, liaisons hydrogenes, liaisons ioniqt liaisons
hydrophobes) responsables de la stabilité de lectsi tertiaire se forment partir des
chaires latérales des acides ami
4.4.Structure quaternaire

Les protéines sont souvent constitt de plusieurs sougnités qui corresponde
chacune a une chaipelypeptidique de structure tertiaire définie. ISasiation de c¢ sous-
unités entre elles par le méme type de liaisons diles rencontrées au niveau de la struci
tertiaire constitue la structt quaternaire de la protéine. C'est de cette assogciatont
dépend’activité de la protéin (Smith G., 1995).

5. Mécanismed’action des enzym

La fonction des enzymes est liee a la présence Bamsstructure (secondaire
tertiaire) d'un site particulier appelésite actif. Schématiquement, il a la forme d'une ca
dans lequel vont se fixer les substrats gracesieurs liaisons chimiques faible
Il y a une douzaine d’acide aminés autour du sit#f avec seulement 2 ou qui sont

directement impliquédes autres ont un rdle purement struc..

De facon extrémemesimplifiée, voici le mécanisme d'action d'une eme. Dans la figure
2, on voit un substrat, c'estdire la molécule qui va étre modifiée, a&isur I'enzyme. Une

fois arrivée a proximité il se produit les phénoegsuivani (Andrés I., 200¢ :

Supstrat Comalexa
Enizyma-Skstrs
St actif @) /
N .
\ ! i
'-..‘ ——
Erizyme ﬂ
g g P !J)
& 4
“Proguits

Figure 3 : Mode d'action des enzymes
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> le substrat se positionne dans la cavité
> l'enzyme le fixe
> laréaction se produit

» le substrat transformé est relachée.

6. Classification des enzymes

6.1. Nomenclature systématique

Les enzymes sont généralement nommées en addiiolenauffixeaseau nom de
leur substrat ou produit (exemple, l'uréase pourék). Mais, le nom de I'enzyme peut étre
aussi lié a une propriété de cette enzyme (exeriplegrtase hydrolyse le saccharose). Pour
clarifier tout cela, elles sont classifiées parsysteme numeérique standard. Leur numéro est

attribué par I' « Enzyme Commission » en code deiffres précédé de EC « EC W.X.Y.Z. »

1¥" chiffre (W) : type de réaction.
2°Mchiffre (X) : (sous classe) type de groupementnifiie ou de liaison concernée.

3*Me chiffre (Y) : (s/sous classe) nature précise aeiges et les mécanismes réactionnels mis

en jeu.
4°Me chiffre (Z) : numéro de série de 'enzyme a I'iigér de la s/sous classe.
Les classes d’enzymes ainsi constituées sont abneote Six :

1 — Oxydoréductases Enzymes qui catalysent les réactions d’oxydo-rédacExemple :

alcool déshydrogénase (E.C.1.1.1.1).
Alcool + NAD" — aldéhyde ou cétone + NADH

2 — Transférases :Enzymes qui catalysent le transfert d'un groupécsigue d’une

molécule a une autre. Exemple : hexokinase (E.Q.2)7

ATP + Hexose— ADP + Hexose — P
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3 — Hydrolases :Enzymes qui catalysent la coupure hydrolytiquel@désons C—O, C—N
et C—C. Exemple : d-amylase(E.C.3.2.1.1) hydrolyse des liaisons 1g4D -

glucosidiques dans des polysaccharides contenamip8is D-glucose.

4 — Lyases :Enzymes qui coupent les liaisons C—C, C—O et C—aN @imination, en

formant des doubles liaisons ou des cycles. Exempfeuvate décarboxylase (E.C.4.1.1.1)
2 — oxoacide— aldéhyde + CQ®

5 — Isomérases Enzymes qui catalysent des changements géomé&traustructuraux dans
une molécule. Exemple : la glucose-isomérase (E3(.5) catalyse l'isomérisation du

glucose en fructose.

6 — Ligases :Enzymes qui catalysent la liaison entre deux nuds; couplée a I'’hydrolyse
d’une liaison phosphate de 'ATP (ou un autre togbhate). Exemple : pyruvate carboxylase
(E.C.6.4.1.1) (Henrissat B., 1991).

ATP + Pyruvate + HC® — ADP + PQ’ + oxaloacétate

6.2. Classification CAZy (Carbohydrate Active enZyme)

Cette classification repose sur une étude de laesg d’acides aminés d’une
enzyme, elle permet, notamment, de révéler ledioas au cours de I'évolution entre les
enzymes d'une méme famille, ainsi que de prédieedimnées concernant leur mécanisme

catalytique. La classification CAZy est diviséeagmq parties :

1 — Glycoside Hydrolases (GH) Les Glycoside-Hydrolases (EC 3.2.1.-) constitugnvaste
groupe d’enzymes qui catalysent I'hydrolyse desbas osidiques associant un ose a un autre

ose ou a une molécule non osidique.

2 — Glycosyl Transférases (GT) La biosynthese des liaisons glycosidiques implidas
enzymes (EC 2.4.-.-) capables de catalyser lefedrgpécifique d’'un ose d’'un intermédiaire

activé (donneur) sur une autre molécule (accepteur)

3 — Polysaccharide Lyases (PL) La rupture des liaisons osidiques par un mécandsfe

élimination est catalysée par les Polysacchandesés (EC 4.2.2.-).
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4 — Carbohydrate estérases (CE) Ces estérases catalysent la O- ou la N-désadetyls
glucides. Deux groupes de substrats sont distingudgant que la partie acyle ou la partie

alcool de I'ester provient du glucide.

5 — Carbohydrate-binding modules (CBM) :Les « modules de liaison au glucide » sont des
eléments de la structure d’enzymes capables desisspécifiguement a un glucide, sans

présenter d’activité catalytique propre (Coutinbale 1999, Rajan et al., 2004).
7. Cinétique enzymatique (équation de Michaelis-Memte

Comme dans tout procédé catalytique il est impgrearant d’utiliser un enzyme dans

une synthese ou une analyse, d’en connaitre le @dempent cinétique.

De facon simplifiée, nous allons admettre pour ugaction enzymatique le schéma

réactionnel suivant :

ko

E + S —_— ES — E + P

(enzyme libre)  (substrat) ! (complesxe enz-sub.) (enzyme) (produit)

La réaction est considéree au début, c’est-a-diend) peu de produit P s’est accumulé, de
facon & ce que la réaction en retour soit négligede plus, on admet que I'on atteirdtht

stationnaire.

Soient [E], [S], [ES], et [P] les concentrationss ddifférentes espéces au temps t. Si I'on
admet que la concentration en enzyme est beaudospetite que celle du substrat et que le
taux d’avancement de la réaction est faible derfaggouvoir négliger la variation de la

concentration en substrat, la vitesse de la rGaeso:

d[P]
V= 7 = kz [ES]

L’état stationnaire implique que la concentrati@nES reste constante pendant la mesure de

la vitesse. Don

d[ES]
dt

= ki [E]T[S] = k2[ES] = k_4[ES] = 0
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k_q +k2> [ES]

5= ()

Or la quantité totale d’enzyme [Hje varie pas. Donc :

oy +kp\ 1
E)o = [£]+ 5] = [55) (22 o
Et la vitesse devient :
v k,[E]o
ko, +hpy 1
1+ 3 z)m

Ainsi I'étude de la vitesse en fonction defE} de [S] permet de détermineret (ki+kz) / ki,
mais pas k et k;. Le coefficient (kt+ko) / k; est appelé constante de Michaelig)(let

I'expression de la vitesse devient :

(EquationMehaelis-Menten)

_ kalE]o
==

1+m

Si la formation et la dissociation du complexe BStgapides par rapport a la transformation
écrite par k la constante de Michaelis est voisine de la @mstde dissociation du complexe
enzyme-substrat ES ¢k k1 / k;. L'étude de I'influence de la concentration du st sur la
vitesse montre qu’a concentration élevée de Sa@part a k, la vitesse est constante. En
effet, si [S] est trés grand par rapportalla vitesse devient :  V=3KE]o = Vimax

La moitié de cette vitesse miximale est atteintangu[S] est égal a,k L'équation de
Michaelis devient (Penasse L., 1974 ; Ricard J319Cornish-Bowden A., 1976) :
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8. Immobilisation des enzymes

L'application de la catalyse enzymatique aux praceshimiques diminue l'utilisation
de produits nocifs dans I'environnement et rédunside colt de traitement. Les enzymes
offrent un avantage distinct di a leur spécificlté biodégradabilité et la limitation de la
formation de sous-produits. Quelques critéres duigére réunis pour qu'une enzyme soit un
catalyseur industriel viable. L'enzyme doit étrenpatible et stable. Au niveau fonctionnel, la
stabilité d'une enzyme limite souvent son applicapratique dans des processus médicinaux
et biotechnologiques. Une alternative consiste @nafviliser I'enzyme sur une matrice
approprié. Du point de vue industriel, les biogatalrs immobilisés présentent une stabilité
augmentée, des changements dans l'activité enzyreale pH optimum et 'affinité pour le

substrat ont été observés (Balcéo et al., 1998nav et al., 1997 ; Ramachandra et al., 2002).

Les méthodes d’immobilisation d’enzymes peuvent étegroupées en cinq grandes

catégories :

8.1. Immobilisation par adsorption

L'immobilisation par adsorption repose sur I'étabbment d’interactions de type
liaisons de faible niveau énergétique (Van der Watsque, hydrogene, transfert de charges,
echange de ligands, hydrophobe, pont métalliquentre les groupes fonctionnels situés a la
surface de la molécule d’enzyme et ceux préserts surface du support insoluble. Les
parametres qui conditionnent I'efficacité de l'aggon sont : la concentration d’enzyme,
I'aire spécifique disponible par unité de massesggport, le temps de contact, le milieu, le

support.
8.2. Immobilisation par microencapsulation

L’enzyme en solution aqueuse est enfermé danmageencapsules spheériques. Dont
la paroi est une membrane semi-perméable qui peutiguide ou solide. Cette membrane

retient 'enzyme, mais laisse passer le substiat @toduit.
8.3. Immobilisation par inclusion

La molécule denzyme est retenue physiquement &aoifintérieur du réseau

tridimensionnel d’'un gel ou d'un polymere, soit '@atérieur du volume défini par une
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membrane ou une microcapsule. Cette rétention@erttuellement étre accompagnée d’'une

réticulation covalente par un réactif polyfonctiehn
8.4. Immobilisation par réticulation

Le principe est ici de ponter les molécules d'eney entre elles, ou entre elles et
d’autres protéines, a l'aide d'un réactif polyfdoonel tel que le glutaraldéhyde, afin

d’obtenir des macrostructures insolubles.
8.5.Immobilisation par des liaisons covalente

Lorsque I'on désire éviter tout risque de libémtiaes moléculed’enzymes dans le
milieu, la solution de choix est I'établissemeadd liaisons covalentes. Il faut pour cela
impliquer les groupes fonctionnels présents a léase de la molécule d’enzyme, dont la

réactivité chimique est tres limitée.

Aucune méthode d’immobilisation n’est généralefaiit prendre en compte a la fois la
nature et la pureté de la préparation d’enzyme mseesuvre, le type de réaction (substrat,
produit, milieu réactionnel, pH, température), temtraintes économiques spécifiques, pour
choisir la méthode adéquate (Amorim et al., 20Bagi et al., 1997).

9. Dénaturation des enzymes

La structure tertiaire ou quaternaire des enzynteépend des forces responsables des
liens reliant entre eux les radicaux des acidemé@nconstituant sa structure primaire. Dans
certaines conditions, ces liens peuvent se défaiemzyme peut alors changer de forme.
Comme nous le verrons plus loin, la fonction bicdog d'une protéine est intimement liée a
sa forme. La protéine modifiée ne peut donc géesraht plus assurer sa fonction. Elle est
alors dite dénaturée. Les trois principaux factquoavant provoqué la dénaturation d'une
protéine (Dixon et al., 197%pnt:

» La chaleur : L'agitation thermique a pour effethdiser les faibles liaisons hydrogéne
reliant les radicaux de la chaine.

» Un pH extréme La plupart des protéines se dénaturent en miligo &cide ou trop
alcalin.

» Un milieu trés concentré en électrolyfams).
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10. Domaines d’applications des enzymes

Les principaux domaines d'utilisation sont l'industdes détergents, de I'amidon
(liguéfaction, puis son hydrolyse en monomeres deglugose), l'agroalimentaire
(alimentation humaine et animale), la chimie firtelee secteur de la santé, ainsi que les
domaines de I'analyse (elles sont tres souveniségis pour déterminer la concentration de

leur substrat par des mesures de vitesse initetéaktion) et des capteurs (Aehle W. 2004).
11.Les lipases

Les lipases ou les triacylglycéroacyl-hydrolase€ (B.1.1.3), sont des enzymes
atypiques de par leur mécanisme d’action et leéacifipité de substrats. Elles peuvent agir en
tant qu’hydrolases en milieu aqueux ou comme csalys en synthese organique. En tant
gu’hydrolases, elles sont responsables du catamelides triglycérides, leurs substrats
préférentiels, en acide gras et en glycérol. Enemisolvant, elles peuvent catalyser un bon
nombre de réactions allant de I'estérification &itlalyse ou I'alcoolyse tout en présentant
une certaine énantio-régio- et chimio-sélectivit& sont des enzymes d’acces facile et ne
nécessitent pas de cofacteur pour leur fonctionngnee qui facilite leur utilisation par les

chimistes.
11.1 Origines des lipases

Les lipases sont largement répandues dans la raiugles ont un réle physiologique
important dans le métabolisme des graisses. Oretesuve aussi bien dans le regne végétal,
chez les invertébrés et les vertébrés mais égateaez des nombreux microorganismes,

principalement sous forme de protéines extracélaga

11.2 Structure et mécanisme réactionnel des lipases
11.2.1. Mécanisme réactionnel des lipases

La réaction de catalyse nécessite une moléculaideae déroule a l'interface eau /
substrat insoluble. Cette particularité catalygiga été démontrée en représentant les
vitesses initiales d’hydrolyse en fonction dedmcentration du substrat, dans le cas d’'une

lipase et une estérase :
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Schéma 15 Hydrolyse de la triacétine par l'estérase fiie de cheval et la lipase

pancréatique de porc. Dépendance de la viteddg/drolyse a I'égard de la

concentration en substrat exprimée en multipldadesaturation.

Le schéma ci-dessus montre que dans le cas deérdisst la vitesse augmente
graduellement avec la concentration du substratsDa cas de la lipase, en dessous d’'une
certaine concentration critique, les vitesses d'blyde sont faibles. Au dessus de cette
concentration, les molécules de substrat prenrsefdrime de micelles, d’'une émulsion ou
d’'un film monomoléculaires aboutissant a la formatid'une interface eau/ lipide. La
formation de cette interface a pour séquence urgmentation brutale de la vitesse

d’hydrolyse, comme le montre le schéma ci-dessasi¢R et al., 2008).

C’est de ces observations qu’a émergé la notigghdeaomeéne dctivation interfaciale dans
la plupart des lipases (Fojan et al., 2000).

11.2.2. Structure des lipases

La majorité des lipases sont caractérisés pardsepce d’'un couvercle, qui est en fait
une hélicax constituée d’'une quinzaine d’acides aminés eagiticomme une porte. Lorsque
celle-ci est fermée, I'enzyme est dans sa confoomanactive. Cette conformation ne
permet donc pas au substrat d’étre en contact kvddade catalytique se trouvant a
l'intérieur du site actif. Dans la forme ouverte active, I'hélicea et sa face hydrophobe se
met en contact avec la phase lipide de l'interfeae/lipide, le site actif devenant accessible

au substrat : c’est I'activation interfaciale digms$es.
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Le site catalytique des lipases est constitué d’'sé@ene, d’'une histidine et d’'un acide

carboxylique (aspartique ou glutamique) (Derewestda., 1992; Dodson et al., 1992).

Hlstldlr'-e
MNucleophile
p Amde
3153 BT B8
ol o2 a3 od abS

Schéma 16 :Schéma du repliement/p. Les fleches représentent les feuillftset les

rectangles les hélices Le rectangle noir représente le volet amphiptitigloff et al., 1995).

Le schéma ci-dessus montre la disposition de a&s dcides aminés responsables de
la réaction d’hydrolyse de substrat. Ces trois exidminés constituent ce qu’on appelle la

triade catalytique.
11.3. Application des lipases
11.3.1.Réaction d’hydrolyse

L’hydrolyse d'un ester par la lipase est effectpée la triade catalytique en cing grande

étapes :

» Complexe de Michaelis non-covalent : la triade lgéitpue polarise la liaison OH de la
sérine qui devient tres acide et capable de protdnestidine ;

» Acylation : formation d’un intermédiaire stabilipér des liaisons H ;

» Libération d’'une molécule d’alcool et formation lteeyl-enzyme ;

» Attaque nucléophile de I'acyl-enzymes par une mdi&d’eau ;

» Libération du produit et régénération du site actif

En dehors de I'hydrolyse, les autres réactiondieaten milieu organique ou il a été montré

gue les lipases gardent leur activité.
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11.3.2.Réaction de synthése
11.3.2.1.Estérification et thioestérification

RCOOH + R'OH
RCOOH + R’'SH

RCOOR’ + HO
RCOSR’ + HO

Par conséquent, lI'eau générée au cours de I'estthoifi enzymatique doit étre éliminée

afin de poursuivre la réaction (Chamouleau e2801).

L'eau joue également dans la structure du biocsalyun réle que l'on peut qualifier de
“lubrifiant" qui confere a I'enzyme la flexibilitéécessaire a la catalyse (Blecker C., 1993).

Ainsi, une teneur en eau en-dessous d'un certaih (§65 %) ne permet pas I'hydratation
nécessaire de la lipase et entraine une dimindtioendement de la réaction (Secundo et al.,
2002).

11.3.2.2. Transestérification
11.3.2.2.1Interestérification

R:COOR’; + RCOOR?

RiCOOR’ + R,COOR/’

11.3.2.2.2AIcoolyse

RiCOOR’ + R,OH

R;COOR + R/'OH

11.3.2.2.3Acidolyse :

R,COOR’ + R,COOH R,COOR + R’'COOH

La transestérification implique la réaction d'unupe acyle avec un alcool (alcoolyse)
ou avec le glycerol (glycérolyse).
Il existe plusieurs applications industrielles ddarbnsestérification par la lipase, telles que la
production des équivalents du beurre de cacadjpldss riches en acides gras polyinsaturés,
des substituts de matiére grasse du lait et désshie basse valeur calorique (Lancelot et al.,
2002).
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L'utilisation des enzymes dans ce type de réaaginpréférée a la catalyse chimique qui
nécessite des conditions de réaction moins modé&i@ss qu'une étape de purification du

produit final.
12. Conclusion

Grace a leur grande spécificité d’'action, les emzy constituent un outil de fabrication
et d'analyse irremplacable dans de nombreux secweria recherche, et de la production

industrielle.

L’obtention de nouvelles sources d’enzymes plublst@ar I'introduction des techniques

d’insolubilisation des biocatalyseurs, suscite ni@rét considérable en raison de nombreux
avantages : amélioration des rendements, obtemlisndérivés plus purs, diminution des
besoins énergétiques etc...
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1. Introduction

Les esters de sucre sont des molécules amphip&galiant de I'acylation des sucres
par une modification structurale prometteuse poatonser aux mieux le potentiel
thérapeutique, cosmétique ou encore agro-alimentirces composés. lls sont connus pour
étre des tensioactifs non-ioniques, présentanrsigeapplications. Leur synthése par la voie
enzymatique est actuellement trés répandue. Héstralement admis qu’'une enzyme placée
dans en milieu organique exprime de nouvelles pEtg® telles que I'augmentation de la
thermostabilité, la modification de la spécifiogésurtout la capacité a catalyser des réactions
impossibles cinétiguement et thermodynamiquememhidaux aqueux telles que 'acylation
en solvants organiques catalysées par des hydsdldgsnov 2001).

2. La réaction d’acylation
La réaction d’acylation est définie comme I'étabdisient d’'une liaison covalente
entre un groupe acyle et une fonction nucléoplelle tgu’'une amine ou un alcool. Il existe

deux voies d’acylation possibles : la voie chimigtiéa voie enzymatique.
2.1.Acylation par voie chimique

L’acylation de biomolécules de type acides amiéssucre ou de peptides par voie
chimique est aujourd’hui bien connue. La condensatintre un acide gras et un acide aminé
par exemple, est généralement réalisée par lagdatd Schotten-Baumann en présence d’'un

chlorure d’acide gras ou d’'un anhydride a pH basigeghéma 17).

o)
RYO + R—NH, + NaOH — )J\ _R + Nad + HO
R N

|
© H

Schéma 17 Schéma général de la réaction d’acylation par ebimique

L'avantage de cette réaction est son rendementrianip mais son manque de spécificité
nécessite la mise en place de procédé de proteetiate déprotection, ce qui entraine

inévitablement une baisse de rendement. Une alieenatéressante a cette voie chimique est
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~

la voie enzymatique qui consiste a employer desababyseurs le plus souvent dans des

milieux organiques.
2.2. Acylation par voie enzymatique

Le principe de l'acylation enzymatique est d's#li une enzyme hydrolytique (le plus
souvent une lipase ou triacylglycérol ou acyl-hyase) dans un milieu non aqueux. Dans ces
conditions, la réaction inverse de I'hydrolyse &storisée et permet ainsi I'attachement
covalent d'un groupe acyle sur une fonction nudidlep Le schéma général de la synthése
consiste soit a catalyser la formation d’une linigster lorsque I'accepteur d’acyle comporte
une fonction hydroxyle soit la formation d’une #an amide lorsque celui-ci comporte une

fonction amine (Husson 2008).

o
O
// Biocatalyseur //
> R R ——
R—r\ + R —zm C\ N oA
o—R  nudéoptile TR
donneur dacyle liaison synthétisée

Schéma 18 Schéma général de la réaction d’acylation par gngymatique.

3. Acylation enzymatique de &-(+)-D-glucose

L’acylation enzymatique ded-(+)-D-glucose peut se faire soit par une estextifon
(schéma 19) ou par une transestérification (scH&EMaur la position la plus réactive (figure
4).

oH OCOR
. l - OH + Hzo
OH 5 + RCOOH ~ Hi OH
solvant, TM
HO TC HO
OH

Schéma 19 Estérification de B-(+)-D glucose.
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OH OCOR

Lipase
> oHZS OH + RCOOH
solvant, TC

OoH + RCOOR

HO HO

OH

Schéma 20 : Transestérification ded(+)-D glucose.

Le glucose comme tous les sucres, comporte plssgroupements hydroxyles, qui n‘ont pas
tous la méme réactivité : I'hydroxyle primaire ksplus réactif, suivi par I'alcool anomeérique

et les alcools secondaires qui sont les moinsifeactmme le montre la figure ci-dessous.

primaire

TTjo “

equatoriale secondaire

Primaire Anomérigue Secdralaquatoriale

»
»

Activité décroissante (-)

Figure 4 : Réactivité des groupements hydroxyles du D-glucose

La modification sélective a l'aide des enzymes mdrae s’affranchir de la méthodologie
classique de protection et de déprotection alterdés hydroxyles et constitue, de ce fait, un

theme majeur de la chimie organique naturelle.

Ces modéles ont fait I'objet de nombreux travausudavons recensés quelques exemples de
synthese d’ester de glucose a partir de la litiéeatainsi que leur importance et application

potentielle.
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Qi Wu et coll ont réalisé une transesterificatidn D-glucose par le 1-O-vinyldecanedioyl-
metronidazole, en présence délatéase alkalind® dans la pyridine a 50°C pendant 4 jours
avec un rendement de 51 % (Qi Wu et al., 2006).

OR’
protéase alkaline B HO (@]
0 N CH > OH
HO%OH ¥ OZN\&W/ s Pyridine HO

HO 50C OH
OH N
H,C
. =N
R=C(CH,),COOCH=CH, R :CO(CHZ)SCOOCHZCHZ_N%
O,N

2

Schéma 21 Transesterification du D-glucose par un dérivéngg¢ronidazole.

Le métronidazole est un antibiotique et un antimitaEe appartenant a la famille des
nitroimidazoles. Il est utilisé pour le traitemetds infections liées a des bactéries anaérobies
ainsi qu'a des protozoair@sand et al., 1997). Cependant il posséde desseiffielésirables
tels que le choc anaphylactique, les convulsiorlesetiommages de I'ADN (Ferreiro et al.,
2002). L'augmentation de sa solubilité le rend padapté a la membrane cellulaire
intestinale, ce qui facilite son absorption inteslie et cellulaire, d’ou la diminution de ces
effets indésirables. Le greffage de cette molésutele glucose qui est un substrat hydrophile
par une liaison ester permet d’augmenter sa diwéubt d’améliorer son efficacité.

Dans le présent travail, nous avons synthétisé -edédécanoyle-D-glucopyranose par
estérification enzymatique dea(+)-D-glucose en présence de la lipase @andida

cylindracéalibre et immobilisée sur célite et sur silice.

4. Immobilisation de la lipasecandida cylindracéa (CCL)

Une approche possible pour stabiliser les enzyrsigle@r immobilisation sur une matrice
appropriée. L'immobilisation des enzymes fait mmadif leur stabilité, leur activité
enzymatique, leur pH optimum et leur réactivité-aivis des substrats. Ces changements
dépendent de la source de l'enzyme, du type deoduppde la méthode d'immobilisation
utilisé.

Dans notre travail nous avons immobilisé la lipaseCandida cylindracéa(CCL) par

adsorption sur silice et sur célite.
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5. Estérification enzymatique ded-(+)-D-glucose

L’ a-(+)-D-glucose est estérifié par l'acide lauriqgue présence de la lipase de
Candida cylindracedCCL) libre et immobilisée sur célite(Céik) et sur silice (CClxis) a
'échelle du laboratoire. Les réactions ont lieunngld EMK a différentes températures.
L’avancement de la réaction est suivi par CCM. Besantillons sont prélevés a intervalles
réguliers afin d’évaluer la conversion. Aprés urtaia temps, qui dépend de la réactivité de

'enzyme, les produits obtenus sont récupéréspetréd par chromatographie sur colonne.

6. Résultats et discussion

6.1. Influence de la quantité du tamis moléculaire

L’estérification enzymatique est une réaction réilme qui se produit entre un acide
carboxylique et un alcool en présence d'une ligasa donner un ester et de I'eau. Pour
favoriser la formation de I'ester il faut éliminkeau produite au cours de la réaction. Pour
cela l'introduction d’une certaine quantité de tammoléculaire dans le milieu réactionnel est
nécessaire. Il ne faut cependant pas perdre deggwue minimum d’eau est quand méme
nécessaire pour que I'enzyme soit active. Cetteulean eau varie en fonction du type de la
lipase utilisée.

Ceci nous amene a rechercher la quantité optimalamis moléculaire a introduire dans le
milieu réactionnel. Nous avons varié la quantitéadeis moléculaire de 5 a 50 mg en passant

par des quantités intermédiaires. Les résultatnols sont réunis dans les figures 5, 6 et 7.
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» Cas dela CCL libre

60 -
°\° 50 n
c
i) =@—5mgT.M.
»n
o —8—10mgT.M.
>
c
8 15mgT.M.
==20mgT.M.
T ! =3i=50mgT.M.
0 20 40 60 80 100 120
temps (h)

Figure 5 : Suivi cinétique de I'influence de la quantitétdmis moléculaire sur la conversion dans le
cas de la CCL libre.

Conditions réactionnelles : 0,2mmwi(+)-D glucose, 1eq d’A.L, 5mg CCL, (5, 10, 15, €050) mg
de T.M dans 1,5ml EMK a 40°C.

Une variation de conversion dépendant de la qéamtit tamis moléculaire utilisée est
observée. La meilleure conversion (55%) est obteawse 50 mg de tamis moléculaire au

bout de 72 h. En diminuant cette quantité, il Sait une diminution de la conversion.

> Cas de la CCiy

70 -
—
X
c
o
‘B == 5mgT.M.
S
g - 10mgT.M.
c
] 20mgT.M.
(8]
T ) 50mgT.M.
0 20 40 60 80 100 120
temps (h)

Figure 6 : Suivi cinétique de l'influence de la quantité temis moléculaire sur la conversion dans
le cas de la CCly).

Conditions réactionnelles : 0,1 mmw{+)-D glucose, 1leq d’A.L, 5mg CGl), (5, 10, 20 et 50 mg)
de T.M dans 1,5ml EMK a 40°C.
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En présence de la Clke), on observe qu'avec les différentes quantités ddastam
moléculaire utilisées la vitesse initiale ne chapggtiquement pas. La meilleure conversion
obtenue (60%), est celle avec 50 mg de tamis mialiégetau bout de 72 h. En passant de 50

mg a 5 mg, on aura une diminution de la converd®m60 a 40%.

> Cas de la CClys)

45 -

40
—
X 35
c 30 ——5mgT.M
S s me .M.
g 20 ——10mgT.M.
‘>: 15 15mgT.M.
o 10
© 5 =>6=20mgT.M.

0 . . == 50mgT.M.

0 20 40 60 80 100 120
temps (h)

Figure 7 : Suivi cinétique de I'influence de la quantitétdmis moléculaire sur la conversion dans le
cas de la CCly).

Conditions réactionnelles : 0,1mmwi+)-D glucose, 1leq d’A.L., 5 mg CGlks) (5, 10, 15, 20 et 50
mg) de T.M dans 1,5ml EMK a 40°C.

Dans le cas de la CGlg), la meilleure conversion (38%) est obtenue avemde
tamis moléculaire au bout de 24h avec une grantkssa initiale. L’augmentation de la

guantité de tamis moléculaire fait diminuer la cension.

En comparant les résultats obtenus dans lesdasi€tudiés, on observe que la quantité du
tamis moléculaire mise en jeu influe considérabl@meur la conversion. En effet
'augmentation de cette quantité conduit dans tedmala CCL libre et immobilisée sur célite
(figure 5 et 6) a I'élévation de la conversiongiicre en monoester (60 %, 72 h, 50 mg de
T.M.). Par contre, dans le cas de la Gl (figure 7) la conversion diminue avec
laugmentation de la quantité du tamis moléculatela meilleure conversion (38%) est

obtenue avec 10 mg de tamis moléculaire au bo@ddeavec une grande vitesse initiale.
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Au-dela d'un certains temps, on observe une ditdinude la conversion qui est
probablement du a la formation du diester (Manual.€1999).

Une quantité de tamis moléculaire est nécessaue gdsorber toute quantité d’eau formée
dans la réaction d’estérification afin de favoriserréaction dans le sens de formation de
'ester. En revanche une teneur minimale en eamé@essaire pour garder la souplesse de
'enzyme et pour qu’elle ne soit pas dénaturéeteteheur varie en fonction de la nature et
de l'origine de 'enzyme (Liaquat et al., 2000 akitej et al., 1997).

6.2.Influence de la quantité de I'enzyme

Les lipases ont une particularité catalytique. €zedire, qu’elles nécessitent pour étre
efficaces une activation interfaciale, qui est lgééa quantité du substrat utilisé. Ceci nous
amene a faire varier la quantité d’enzyme de 25,750a 100 % avec les trois formes de la
lipase deCandida cylindracéqCCL, CClim() et CClms) par rapport a la quantité du sucre
utilisée.

Les figures 8, 9 et 10 montrent I'influence de Umntité de la lipase sur la conversion.

» Cas dela CCL libre

X
c
2
7 ——25%CCL
o
= ~8—50%CCL
9 75% CCL

100%CCL

temps (h)

Figure 8 : Suivi cinétique de linfluence de la quantité d’'gme sur la conversion dans le cas de la
CCL libre.

Conditions réactionnelles : 0,1mme{+)-D glucose, 1leq d’A.L, (25, 50,75 et 100 %) GGD mg de
T.M dans 1,5 ml EMK a 40°C.
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D’aprés la figure 8, nous observons que dans leocasn utilise 50% d’enzyme,
aucune évolution n’est observée aprés 1h de tetmges pendant 48 h. Par contre, avec 25 %
de lipase libre, le monoester commence a se forpees 1h de temps et la meilleure

Estérification enzymatique dext(+)-D glucose

conversion (55%) est observée avec cette quailipase au bout de 72h.

Au-dela de cette proportion, on observe une dinonutie la conversion :

- Des conversions de 33% avec 75% et 100% de lgmageobservées au bout de 96h.

- Une conversion de I'ordre de 44% est obtenue a@&e & CCL libre a 72h.

> Cas de la CCily)

70 ~
60
50
40
30
20

conversion (%)

10
O T T T

—0—25%CCLim(c)

== 50% CCLim(c)
75% CCLim(c)

=>=100% CCLim(c)

60

temps (h)

80

100

120

Figure 9 : Suivi cinétique de linfluence de la quantité mgme sur la conversion dans le cas de la

CCLim(c).

Conditions réactionnelles : 0,1 mme{+)-D glucose, leq d’A.L, 25, 50, 75 et 100% G, 50 mg

de T.M. dans 1,5 ml EMK a 40°C.

On observe une grande vitesse initiale avec 25%@kmc) qui correspond a la

meilleure conversion (60%). Avec 'augmentationldequantité d’enzyme on aura de tres

faibles conversions (de I'ordre de 25%).
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> Cas de la CClys)

—o—25%CCLim(s)
—8—50%CCLim(s)

conversion (%)

75%CCLim(s)

—><=100%CCLim(s)

0 20 40 60 80 100 120

temps (h)

Figure 10 : Suivi cinétique de l'influence de la quantitérifgme sur la conversion dans le cas de la
CCL|m(S).

Conditions réactionnelles : 0,1mmwo{+)-D glucose, 1leq d’A.L, 25, 50, 75 et 100 % Gfd;, 10 mg
de T.M. dans 1,5ml EMK a 40°C.

Dans le cas de la CGils), on observe que la conversion diminue avec I'augation
de la quantité d’enzyme et la meilleure converg88%) est obtenue avec 25% de Ghau
bout de 24h.

En comparant les trois figures 8, 9 et 10, on déglue les meilleures conversions observées
avec les trois formes de la lipase@andida cylindracéasont celles obtenues avec de faibles
proportions de la lipase (25%) par rapport au sabst

Cette quantité optimale de la lipase est liée & agrtaine concentration critique en substrat

pour qu'il y ait une activation interfaciale deteelipase (Patrick et al., 2008).
6.3. Influence de la quantité de I'agent acylant
Une étude se rapportant a l'influence du nombreudi@lant de I'agent acylant utilisé,

sur la conversion du glucose a été réalisée etl@mstée par les figures 10, 11 et 12. Les

guantités d’agent acylant utilisés sont : 0,5 1155;; 2 et 3eq avec les trois lipases utilisées.
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» Cas dela CCL libre

X
c
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Figure 11 : Suivi cinétique de linfluence de la quantité ggat acylant sur la conversion dans le cas
de la CCL libre.

Conditions réactionnelles : 0,2mmei(+)-D glucose, (0,5; 1; 1,5; 2 et 3eq) dA%R,mg CCL,
50mg de T.M dans 1,5ml EMK a 40°C.

D’apres les résultats de la figure 11, nous renmrguque l'augmentation de la
guantité d’acide laurique fait diminuer la conversiet les meilleurs résultats (C=55%) sont

obtenus avec leqg d’agent acylant apres 72h deagact

> Cas de la CCly

70 -
= 60 -
.
S
5 40 1 —o—1eq d'AA.
o 30 - o ,
> AN \ =—1,5eq d'A.A.
c 20 -
] ] 2eq d'A.A.
© 10
—>=3eq d'A.A.
O T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
temps (h)

Figurel?2 : Suivi cinétique de linfluence de la quantité géat acylant sur la conversion dans le cas
de la CCLm(C)_

Conditions réactionnelles : 0,1mmo(+)-D glucose, (1; 1,5; 2 et 3eq) d’A.L, 5mg Gg 50 mg de
T.M dans 1,5ml EMK a 40°C.
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Chapitre 3 Estérification enzymatique dext(+)-D glucose

Une grande vitesse initiale avec une trés grandeersion (60%) sont observées avec
leq d’acide laurique au bout de 72h. Des convessi@5% sont obtenues dans le cas ou on
utilise 1,5eq d'acide laurique et 35% dans les da® et 3eq. C'est-a-dire, la conversion

diminue avec l'augmentation de la quantité d’ageylant.

> Cas de la CClys)

50 -
X 40
c .
o 30 ——0,5eq d'A.A.
g 20 —B—1leqd'AA.
2 1,5eq d'AA.
o 10
i =<=2eq d'A.A.

0 ! ' ==3eq d'A.A.

0 20 40 60 80 100 120
temps (h)

Figure 13: Suivi cinétique de l'influence de la quantité géat acylant sur la conversion dans le cas
de la CC[;m(S).

Conditions réactionnelles : 0,1mmel(+)-D glucose, 0,5; 1; 1,5; 2 et 3eq d’A.Lm& CCls),
10mg de T.M. dans 1,5ml EMK & 40°C.

Dans le cas de la CGl), la meilleure conversion (46%) est obtenue avéed,
d’acide laurique au bout de 72h. On observe aussings grande vitesse initiale avec 38% de

conversion dans le cas ou on utilise 1eq d’ageyiaat

En comparent les figures 11, 12 et 13 on remargue la conversion diminue avec
'augmentation du nombre d’équivalents de I'acidarique. Ceci peut étre du a une élévation
de l'acidité du milieu réactionnel. Les meilleuresnversions sont obtenues a des faibles
guantités en agent acylant 1leq pour la CCL libranehobilisée sur célite et 0,5eq pour la

CCL immobilisée su silice.

D’apreés la littérature, les lipases d’origine fanggs ont un pH neutre ou légerement acide 6,5
(Patrick et al., 2008). Elles peuvent donc étrébidéds dans des milieux acides ce qui peut étre

le casici.
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Chapitre 3 Estérification enzymatique dext(+)-D glucose

6.4. Influence de la température

En régle générale, la température de fonctionnerdenta CCL libre n’excede pas les
45°C. Afin d’examiner linfluence de ['élévation d& température sur les enzymes
synthétisées au laboratoire (Cfby et CCLimc). Nous avons, effectué les réactions
d’estérification a 40°C et a 60°C. Ceci est illastur les figures 14 et 15.

> cas de la CCly()

70 +
60
50
40
30
20
10
0 T T . T T )
0 20 40 60 80 100 120

=——40°C

——-60°C

conversion (%)

Temps (h)

Figure 14: Suivi cinétique de [linfluence de la températstg la conversion dans le cas de la
CClLim).

Conditions reactionnelles : 0,1mmo{(+)-D glucose, leq d’A.L., 5mg CGlc), 50mg de T.M. dans
1,5ml EMK a 40 et 60 °C.

D’apreés la figure 14, les courbes obtenues a 408D ont presque la méme allure,
mais les meilleurs résultats sont observes a 460@/( 72h). Par contre avec 60°C on a 45%
de conversion apres 72h. Au-dela de 72h on obsereeonstance de la conversion a 60°C,

ce qui n'est pas le cas a 40°C.
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> Cas de la CCilys)

50 +

40

30

20 —=—40°C

——-60°C

conversion (%)
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0 20 40 60 80 100 120
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Figure 15: Suivi cinétique de linfluence de la températstg la conversion dans le cas de la
CClLims)

Conditions réactionnelles : 0,1mmel(+)-D glucose, 0,5eq d’A.L., 5mg CGls), 10 mg de T.M.
dans 1,5 ml EMK a 40 et 60°C.

Avec la CClin), la meilleure conversion (46%) est observée a 48p@s 72h, et
33% a 60°C apres 48h. Il y'a toujours une diminutie la conversion a 40°C. Par contre, a

60°C la conversion reste constante.

D’aprés les deux figures 14 et 15, on remarquelesi@nzymes synthétisées restent stables

méme a 60°C, mais avec des faibles conversionsapport a celles obtenues a 40°C.

En fait, la variation de I'activité enzymatique uéie de deux effets antagonistes ; d'une part
'augmentation de I'agitation des molécules avé&vation de la température qui va accroitre
la fréquence des collisions entre le substrat emzlyme, d'ou réactivité. D’autre part,
I'agitation thermique des molécules du solvant dlieon provoque la rupture plus ou moins
importante de l'organisation structurale de la @rw nécessaire a l'activité catalytique
entrainant la modification des structures tertgie¢ quaternaire de la lipase (Dixon et al.,
1979), ce qui peut conduire a une perte de laixdgct

En plus, en examinant les figures 14 et 15, on reueaqu’a 60°C, et qu’a un temps fixe t, la
conversion reste constante. On forme donc unigueleenonoester. Par contre, en réalisant

les réactions a 40°C, on observe la formation datdr (Manuel et al. 1999).
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Chapitre 3 Estérification enzymatique dext(+)-D glucose

D’autre part, I'inmmobilisation de la CCL sur difmts supports a augmenté sa

thermostabilité.
6.5. Influence d’un cosolvant

Pour faire un compromis entre I'enzyme et le sdlvarus avons utilisé un cosolvant :
le DMSO qui est solvant polaire. Différents poutegies ont été utilisés, pour évaluer son

influence sur la conversion du sucre. Ceci esstittusur les figures 16, 17 et 18.

» Cas dela CCL libre

p—

<

c

)

@ ——0% DMSO

S

g —8—1% DMSO

c

S 3%DMSO
—4%DMSO

O ! T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

temps (h)

Figure 16 : Suivi cinétique de linfluence de cosolvant darconversion dans le cas de la CCL libre.

Conditions réactionnelles : 0,1mmai(+)-D glucose, leq d’A.L., 5mg CCL, 50mg de T.vand
1,5ml (EMK/DMSO) a 40°C.

D’aprés l'analyse de la figure 16 (cas de la C@itel), on observe gu’il y'a une
influence du cosolvant sur la conversion du suénec 1% de DMSO, on observe une
diminution de la conversion et on passe de 55%c(&% du DMSO) a 33% (avec 1% du
DMSO). En augmentant le pourcentage du cosolvantohversion continue a diminuer
(C=11% avec 4% de DMSO).
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> Cas de la CCily()

70 ~
60
50
40
30
20
10 - 2%DMSO
0 . T T . . 1
0 20 40 60 80 100 120

=6—0% DMSO
=fi—1% DMSO

conversion(%)

Temps (h

Figure 17 : Suivi cinétique de l'influence de cosolvant darconversion dans le cas de la Gl

Conditions réactionnelles : 0,1mmel(+)-D glucose, leq d’A.L., 5mg CG, 50mg de T.M. dans
1,5ml (EMK/DMSO) a 40°C.

Avec la CClin(), I'ajout d’'une quantité de DMSO fait aussi diminlge conversion de
60% (0% du DMSO) & 45% (1% du DMSO) et & 13% (29DMSO).

> Cas de la CCilys)

60 -
50 -
40 -
30 1 —4—0% DMSO
20 1 —8—3% DMSO
10 - 5%DMSO
0 - : . . . : .
0 20 40 60 80 100 120

Temps (%)

conversion (%)

Figure 18 : Suivi cinétique de l'influence de cosolvant darconversion dans le cas de la Gl

Conditions réactionnelles : 0,1mmwo{+)-D glucose, 0,5 eq d’A.L., 5mg CG4, 10mg de T.M. dans
1,5ml (EMK/DMSO) a 40°C.
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Chapitre 3 Estérification enzymatique dext(+)-D glucose

Par contre, dans le cas de la G, la conversion est Iégerement modifiée avec
I'ajout du DMSO. On obtient des conversions de 6%4vec 0% de DMSO et C= 50% avec
3% de DMSO. Au-dela de 3%, la conversion diminfbe25%, 5% de DMSO).

En comparent les résultats obtenus dans les figleet 17, on peut dire que les meilleures
conversions sont obtenus sans cosolvant. L'augrientde la quantité du DMSO entraine
une diminution de la conversion.

Les résultats obtenus sont contraires a ceux atter@@eci peut étre du a la dénaturation de
'enzyme, car les solvants polaires absorbe I'eznstitutif de la lipase qui joue le rble d’'un
lubrifiant pour que I'enzyme garde sa forme active

Par contre, dans le cas de la Gz (figure 18) la conversion est [égerement augmeetee
présence d’'une faible proportion de cosolvant.
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7. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons présenté une appardjieale de la synthese d'un
tensioactif glucidique de type monocaténaire, pdrtane chaine carbonée a 12 carbones : le

6-0-dodécanoyle-D-glucopyranose.

Pour cela, nous avons mis en ceuvre la réactiontéd®sation enzymatique de
I a-(+)-D-glucose par I'acide laurique en présencéadgaseCandida cylindracé& CL avec

ses trois formes : libre et immobilisée sur céitsur silice.

Une optimisation des parametres réactionnels pduouta aux meilleures conversions

(solvant, lipase, agent acylant, température, tetapss moléculaire) a été réalisée.

Dans un premier temps, nous avons essayé de trdaveuantité optimale du tamis

moléculaire nécessaire, pour une conversion marinidle est de I'ordre de 50 mg avec les
deux lipases : CCL libre et immobilisée sur céfiteir une conversion égale a 60%. Avec la
CCL immobilisée sur silice la conversion maximakt €e 38% avec 10 mg de tamis

moléculaire.

Dans un deuxieme temps, on s’est intéressé a éaded’influence de la quantité de la lipase
sur la conversion du sucre. Les meilleures conwessiont été obtenues avec une faible
proportion d’enzyme (25%) avec les lipases syntBés au laboratoire (Cérke) €t CClims)

et 50% avec la CCL libre.

D’autre part, I'étude de linfluence de la quantdéagent acylant a donner les résultats
suivants :

- 60% de conversion avec 1eq d’acide laurique daoadele la CCly);

- 46% de conversion avec 0,5eq d’'acide laurique tiaca de la CCilys);

- 55% de conversion avec 0,5eq d’acide laurique ttaoa de la CCL libre.

Une autre étude se rapportant a l'influence dévaiion de la température sur la stabilité et
l'activité ctalytigue des lipases synthétisées @ talisée. Nous avons constaté que les
réactions avancent mieux a 40°C et que I'immoblilsa améliore considérablement la
stabilité de la CCL, face a la température gracmaintient d’'une structure tridimensionnelle

adéquate.
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Chapitre 3 Estérification enzymatique dext(+)-D glucose

Afin de bien solubiliser le sucre, on a introduit gosolvant, le DMSO avec différentes
proportions par rapport au substrat, dans le mil@actionnel pour voir son influence sur
l'avancement de la réaction mise en oeuvre. Ledlene@s conversions sont obtenues sans
cosolvant dans le cas de la CCL libre et immolslisar célite. Par contre, dans le cas de la
CClLims), I'ajout de 3% du DMSO a modifié Iégerement la\ansion de 46 a 50%.
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Conclusion générale

Dans cette étude, nous avons décrit la synthese dlasse originale de tensioactifs
non ioniques obtenus a partir d'agro-ressources squt les glucides. L'utilisation de
ressources renouvelables en substitution des mstigremiéres fossiles permet en effet

d'élaborer des molécules biodégradables, a halgenaoutée.

Nous avons tout d'abord présenté la synthese @nsidactif non ionique en partant d’'un
sucre simple, le glucose qui sera transformé ear et glucose par une estérification

enzymatique en présence de la lipas€dndida cylindracé4CCL).

Les conditions de la réaction mise en jeu ont gi#nsées pour aboutir aux meilleures
conversions. Tout d’abord, on s’est intéressé anamder la réactivité de la lipase étudiée par

une immobilisation par adsorption sur célite etslice a I'échelle du laboratoire.

En effet, la lipase d€andida cylindracéammobilisée sur célite est plus efficace que la
lipase libre et celle immobilisée sur silice. Engll'immobilisation de cette lipase augmente

sa stabilité via la température.
Nous pouvons conclure que :

- La présence d'une teneur minimale en eau est r@oeg®uUr que I'enzyme soit dans
sa forme active et pour que la réaction d’estatitn soit favorisée dans le sens de
formation du produit désiré.

- La structure des lipases nécessite une concemtr@iiique en substrat qui est liée a la
quantité de la lipase utilisée.

- L’élévation de l'acidité et la polarité du miliegactionnel peut inhiber la lipase du
Candida cylindracéa

- Latempérature optimale de la réaction est 45°C [gsutrois formes d’enzyme.

- Enfin, les meilleures conversions sont obtenues BV€Cliy) a 40°C (60%).

D'un point de vue prospectif, la poursuite deutlét mathématique statistique avec les
résultats obtenus seraient nécessaire afin dedrdaujours la bonne voie de synthese de ce

type de tensioactif.
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Appareillage et conditions générales

La chromatographie sur couche mince (CCM)a été réalisée sur plaque de gel de silice
(Merck 60F-254), les plagues ont été révelées ayemal’une solution d’acide sulfurique,
puis chauffage a 150°C. Le « & qui représente le rapport de la distance paweopar le

produit (h) a la distance parcourue par le solyEtest spécifique a chaque substance.

Rf=h/1-1

Les chromatographies liquides sur colonnent été effectuées sur gel de silice Merck 230-
400 mesh (0,04-0,063mm).

Les spectres RMN H ont été enregistrés a I'aide d’un spectrométrek@ruae type AM200
ou AC250, les déplacements chimiquép gont exprimés en partie par million (ppm). Les
abréviations suivantes ont été utilisées : s =udatgd = doublet, t = triplet, g = quadruplet,

m = multiplet, et les constantes de couplage sqmiirmés en Hertz (Hz).

Les spectres RMN®C ont été enregistrés a I'aide d’un spectrométre Brude type AM200
a 50,5 MHz ou AC250 a 62,9 MHz.

Spectroscopie de masse (SM)nt été enregistrés au moyen d’'un appareill GCM(QPBs,
Shimadzu) apres silylation des produits, soit papact électronique soit par la méthode

électrosray ionisation (ESI+ 30ev).

Les spectres infrarouges (IRpnt été enregistrés sur un spectrometre Perkin+BHhel600.
Les échantillons liquides sont déposés en filmeedéux pastilles de NacCl, et en présence de

KBr dans le cas des échantillons solides. Le nordiomede est exprimé en ¢

Les points de fusion non corrigés ont été détermines en capillaire sur un apparedhBu
510.

Les pouvoirs rotatoires :ont été déterminés en utilisant un polarimétr@ekkin-Elmer 241.
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Chapitre 4

1. Produits chimiques

Protocoles expérimentaux

1.1. Le sucre e sucre utilisé est ke-(+)-D glucose de source sigma

OH

HO

OH

HO

OH

M = 180g.mof' [CeH1-0¢] ; poudre blanche
Rt = 0 [CH.Cl,/MeOH : 90/10]

F = 146°C
[a]*% + 53 (C=1 dans $D)

1.2. L’agent acylant :Acide laurique de source Fluka

OH

@)

(CHY)10CH3

M = 200g.mof* [C1,H240-]; Poudre blanche

F = 44-46°C
Pb = 225°C
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2. Les solvants organiques

Les solvants organiques utilisées dans I'acylagmzymatique sont conservés sur tamis
moléculaire, le tableau suivant donne les parameteactéristiques des solvants utilisés.

Solvant Log p Provenance
MeOH -0,76 Fluka
DMSO -1,3 Fluka
Acétone -0,30 Fluka
CHCI, 0,64 Fluka

Nous avons utilisé dans l'acylation enzymatiqueDglucose d’autres produits que nous

réunissons dans le tableau suivant :

produit Provenance
NaOH Fluka
EtOH Fluka
H,SOy Fluka
NaH,PO,.H,O Fluka
NaHPOy.H2O Sigma
Phénolphtaléine Sigma
Tamis moléculaire 4A° Sigma
Celite 545 Fluka
Silice Fluka
Gel de silice 60 (70-230mesh) Fluka
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3. Les enzymes utilisées

L’enzyme utilisée c’est la lipasmndida cylindraciade source Fluka.

4. Immobilisation de la lipase Candida cylindracia (@¢{

4.1. Préparation de la solution tampon (pH 80.1M)

Dans 1000ml d'eau distillée on dissout 9.42g de MaH.H,O et 249.702g de
NaHPO,.H,0.

4.2. Protocol opératoire de I'immobilisation

Dans un ballon, on dissout 60 mg de CCL dans 18ané& solution tampon (pH = 8 ;
0.1M). On agite pendant 30 minutes a 4°C, puisjonta goutte a goutte 20 ml d’acétone
froide (-15°C). Apres 2 heures de temps, la réaatist arrétée, I'enzyme filtrée sous vide et
lavée trois fois avec I'acétone. La lipase est gaséchée dans un dessiccateur sous vide en

présence de silica gel, puis conservée a -18°Crehdement d'immobilisation peut étre
déterminé par dosage colorimétrique (méthode dadfBrd, biuret et lowry).

5. Synthése des esters de glucose

Mode opératoire : procédure générale d’estérification de la-(+)-D-glucose

Dans un ballon on dissout 0,1mmol (20 mg) de glacet (0.5-3) équivalents d’acide
gras (AL) dans 1,5ml de solvant. Aprés 30 minuteggyithtion on ajoute I'enzyme. Une
guantité adéquate de tamis moléculaire est enadd#ionnée dans le milieu réactionnel. Des
échantillons sont régulierement prélevés dans léeuniréactionnel, afin d'évaluer la
conversion. Apres un certains temps qui dépendchdédctivité de I'enzyme, la réaction est
stoppée. L’ester de glucose est purifie suivanpridocole opératoire décrit sur le schéma

suivant :
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Mélange réactionnelle

Extraction par I'acétone chadiltration

Résidu Filtrat

v
Esters de sucre + acide gras Sucre non réagit + enzyme + TM

Refroidir (-10°C) Filtration

Solution Filtrat
d’'acéton
Acide gras ester de sucre

Purification par colonne
chromatographique
(Gel de silice, Gi&l,/MeOH : 90/10)

Schéma 22 Schéma de purification générale des esters de sucre
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6-0-dodécanoyle-D-glucopyranose :

o

A

®) (CHy)10CH3

M = 362g.mof" [C1gH3407]; poudre blanche
Rt = 0.27 [CHCI,/MeOH: 90/10]

[¢]*% + 39 (C=1 dans MeOH)

F =130°C.

RMN®' H dans DMSO-g;: (84.31% de I'anomére / 15.68% de 'anomeérg) 0.85 (t, 6H H-
12), 1.25 (m, 32HH-4’-11"), 1.50 (m, 4HH-3’), 2.27 (t, 4HH-2"), 2.95-3.20 (m, 6HH-
20, H-2p, H-3a, H-3p, H-4a, H-4pB), 3.76 (m, 2H, H-&, H-5p), 3,98¢d, 2H, J=5.95, 6.03,
H-6), 4.24 (d, 2H, J=10.84-6, OH-1p), 4.56 (m, 2H,0H-4a, OH-4p), 4.72-5.20 (m, 5H,
OH-2a, OH-2pB, OH-3a, OH-3B, H-1a), 6.35 (d, 1H, J=2.98)H-1a), 6.65 (d, 1H, OH-B).

RMN'® C DMSO-ds: moitie lauroyl 13.87 (C-12’, CH), 22.01 (C-11',CH), 24.38 (C-
3',CHy), 28.35 (C-4', CH), 28.63 (C-5', C-6', CH)), 28.83 (C-7’, CH), 28.92 (C-8', C-9’,
CHy), 31.21 (C-10’, CH), 33.38 (C-2’, CH)), 172.83 (C-1’, C=O)moitie glucose,63.78 (C-
6, CHp), 69.03 (C-4, CH), 70.45 (C-5, CH), 72.09 (C-2,)CH2,76 (C-3, CH), 92.19 (C-1,
CH).

IR: O-H 3340cnT
C=0 (ester) 1735cth
C-O 1149 crit

-CH, 1468 cnf.

SM: (GCMS du produit silylé) : [M-TMS-TMSOH-HE 486
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Mesure de la conversion par titrage

La conversion est mesurée par la quantité d’acids gon réagit dans le milieu

réactionnel selon le mode opératoire suivant :

0.1g de mélange réactionnel est dilué dans 20 omed’'solution de phénophtaléine dans
I'éthanol 0.1M. Une solution de NaOH est ensuitsutde goutte a goutte jusqu’a I'obtention

d’une coloration rose.

La conversion est donnée par I'expression suivante

. VNaon (avant l'ajout de l'enzyme) — VNaon (aprés U'arrét de la réaction)

C% =

VNaon (avant l'ajout de l'enzyme)
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RMN'H du 6-0-dodécanoyle-D-glucopyranose
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RMN **C du 6-0-dodécanoyle-D-glucopyranose

Spectre Carbone:l3ECH:ANSTMLE
Dept De Chimie
Labo De RMN Constantine

O J\ ]

65



GCMS du 6-0-dodécanoyle-D-glucopyranose
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Spectre IRdu 6-0-dosdécanoyle-D-glucopyranose
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