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RESUME

L'hydrolyse stéréosélective d'un ester racémique de phénylalanine (Phe)
par une enzyme comme l'a-chymotrypsine (a-CT) est une méthode simple pour
I'obtention de l'acide aminé optiquement actif sous forme L. L'application du
procédé en mode continu est cependant compliquée par des problemes de
solubilité limitée, d'autohydrolyse et de transpeptisation du substrat au voisinage
de pH 8. Aux valeurs inférieures, plus proches de I'optimum pour F'activité de
renzyme (entre 5.5 et 6.5), c'est le pouvoir tampon du systéme qui est trés faible et
entraine une chute de pH importante due aux protons libérés lors de I'hydrolyse,
avec pour conséquence une désactivation totale de I'enzyme. L'adjonction d'une
phase organique immiscible avec l'eau permet d'extraire en partie I'ester sous
forme neutre et, par action sur 'équilibre acide-base, de déplacer le maximum du
pouvoir tampon vers des valeurs de pH plus favorables a l'activité enzymatique et
de procéder & I'hydrolyse sans régulation de pH. Comme de plus seuls les
composés neutres subissent un partage biphasique, les espéces chargées comme
l'enzyme et la phénylalanine restent confinées dans la phase aqueuse ou a lieu la
réaction, favorisant ainsi la séparation des produits et du D-ester non réagi.

Aprés une premiére phase de sélection, on a choisi l'isobutyl-rﬁéthyl-cétone
(MIBK) pour phase organique et I'ester n-propylique de phénylalanine (PAPE) pour
substrat & cause de sa résistance & l'autohydrolyse, de la facilité de sa synthése et
de son affinité pour la phase organique, exprimée par un coefficient de partage P¢
dans le MIBK égal a 123. Pour le propanol (PrOH), on a mesuré une valeur de P¢
égale a 1.26.

La cinétique en phase aqueuse a pH constant a été étudiée en réacteur
fermé et décrite avantageusement a l'aide d'un modéle qui suppose la formation
d'un complexe enzyme-acyle accompagnée par la libération du n-propanol, leque!
entre alors en compétition avec l'eau en tant que nucléophile pour I'étape finale de
désacylation. L'acylation est 'étape limitante du processus et si les constantes de
vitesse pour les deux réactions de transestérification et d'hydrolyse sont dans un
rapport Kieans./Knydr. % 205, I'hydrolyse reste quand méme trés largement favorisée
a cause de la forte concentration d'eau dans la solution aqueuse. Les bilans de
matiére appliqués au partage biphasique du substrat ont permis au modéle de
décrire avec succés linfluence de la fraction volumique de phase organique vor.



Des hydrolyses réalisées sans régulation de pH (pH flottant) et avec
'enzyme soluble ont permis de démontrer la validité du principe de la réaction en
systéme biphasique. Un pH initial de 6.0 et un vor de 10 % seulement permetient
d'obtenir une conversion totale presqu‘aussi rapidement qu'a pH constant. Les
chutes de pH enregistrées sont cependant plus importantes que celles prévues par
le modéle qu'on a développé. Ceci est certainement di a une limitation par le
transfert du PAPE neutre a travers linterface MIBK / H20.

Un programme de simulation tenant compte du profil d'activité de I'enzyme
en fonction du pH, mais supposant I'équilibre permanent des concentrations a été
développé pour les réactions a pH flottant. Il est également applicable aux
hydrolyses avec Venzyme fixée, dont l'activité montre exactement le méme
comportement vis-a-vis du pH. :

Les résultats précédents ont mené a la mise en oceuvre d'un réacteur continu
a 3 phases MIBK / H20 / lit fixe d'a-CT immobilisée, dans lequel les conversions
mesurées étaient plus faibles que celles obtenues en systéme fermeé a pH flottant
pour des temps de réaction identiques. Des essais complémentaires ont permis
d'écarter I'hypothése d'une limitation par le transfernt des réactifs de la phase
aqueuse vers la surface du catalyseur, et de confirmer hypothése d'un transtfert
sévérement limitant du PAPE neutre entre la phase organique et le milieu agueux.

Pour des vitesses de réaction plus faibles (i.e. a des concentrations
d'enzyme moins importantes), on a pu constater la validité du modéie décrivant a
I'équilibre I'évolution du pH en fonction du taux de conversion.
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Chapitre 1: Introduction 1

1. INTRODUCTION GENERALE
1.1 ACIDES AMINES ET PROTEINES
1.1.1 Généralités

On appelie acides a-aminés les molécules organiques comportant une
tonction acide carboxylique et une fonction amine (primaire, secondaire ou
tertiaire) supportées par le méme carbone (carbone o). Cette classe de composés
est d'une importance extréme dans le monde vivant, puisqu'on y trouve, parmi les
innombrables structures envisageables, les 21 acides aminés qui sont les
composants monomériques des protéines.

Ces molécules ont toutes la méme structure, présentée a la figure 1.1, et se
différencient selon la nature du groupe R.

]
]

COOH COOH N COOH COOH
1

|
]
H N, T /c : c — HN H
- -~ e p—
M \ “r : R’ / ™~ H

A W, 1 N 8

1)
Enantomere O : Enantiomére L
Plan mrow

Eigure 1.1: Structure générale des acides a-aminés

Une autre particularité et non des moindres de telles molécules réside dans
le fait que le carbone o qui porte normalement quatre substituants différents est
asymetrique, d'ou l'existence de chaque acide amine sous deux formes
énantiomériques, D et L, comme le montre égaiement la figure 1.1. Cet isomérisme
est trés important dans le sens ou les organismes vivants ne sont capables
d'utiliser qu'une seule des deux formes, I'énantiomére L.
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Les causes de ce phénoméne, ainsi que celles de I'existence d'une seule
forme métabolisable également pour les acides nucléiques (la forme D cette fois),
sont encore mal connues, mais depuis les premiers travaux de Pasteur, Kelvin, Le
Bel et Van't Hoff, des chercheurs n'ont jamais cessé de se pencher sur le sujet. i
faut dire que les questions soulevées a ce propos sont d'ordre autant
philosophique que scientifique (Toromanoft, 1986) et que, a défaut de pouvoir
comparer avec le développement de 1a vie sur d'autres mondes, i est trés difficile
de trancher en faveur de l'une ou lautre des hypothéses (parfois loufoques)
proposées. D'aprés Vennesiand (1978), " des études sur l'origine du code
genétique sont en cours, et on pense méme Pouvoir expliquer pourquoi les acides
aminés des protgines doivent avoir la configuration L si les pentoses des acides
nucleéiques ont la configuration D ~.

On le sait, seules les plantes sont capables de synthétiser tous les acides
aminés dont elies ont besoin pour tabriquer leurs protéines, et ce a partir du COg
de l'air, de I'azote présent dans le sol, et de la lumiére solaire (photosynthése).
L'organisme humain, comme celui des animaux, ne peut par contre en produire
que queiques uns (douze dans le cas de 'homme). Le seul moyen qu'il a de se
procurer les autres, c'est de manger une plante ou un animal qui les a déja ingerés
ou synthétisés pour lui. Les substances dont il est question sont appeiées acides
aminés essentiels, et justifient notre besoin d'une alimentation équilibrée, une
carence de I'un d'entre eux pouvant étre préjudiciable & notre santé.

On l'a dit, les protéines sont constituées d'acides aminés qui condensent en
une séquence bien définie, le groupe acide carboxylique de 'un réagissant avec le
groupe amino du suivant pour former une liaison amide (dite également
peptidique), avec libération d'une molécule d'eau. Cette liaison est telle que les six
atomes qui se trouvent dans son voisinage (C, O, N et H, ainsi que les deux
carbones a les plus proches) sont tous dans ie méme plan, dessiné en traitillé a la
figure 1.2.

La longueur des macromolécules ainsi formées ast trés variable et peut aller
de quelques unités monomériques (ou résidus) 4 plus de 5000. Les chaines les
plus courtes sont appelées oligo- ou polypeptides, jusqu'a une limite supérieure de
masse molaire relativement floue de environ 10000 g~mol", correspondant a une
séquence de 80 a 100 acides aminés.
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Eigure 1.2: La liaison peptidique dans les protéines

Ces molécules ont une grande importance métabolique et beaucoup
d'hormones comme linsuline, I'hormone de croissance ou la somatostatine sont
des exemples de polypeptides. Au-dela de la limite sus-mentionnée, on parle de
protéines, dont la variété des propriétés et des fonctions est bien connue.

1.1.2 Structure des protéines

La caractérisation d'une telle molécule passe en premier lieu par
lidentification de sa structure, celle-ci comportant trois niveaux dans le cas d'une
protéine composée d'une seule chaine et quatre dans le cas d'une protéine
comprenant plusieurs chaines protéiques imbriquées. Ces différents niveaux sont
les suivants:

Structure primaire: séquence des acides aminés composant la protéine et
reliés entre eux par des liaisons peptidiques. Par convention, on commence
la transcription de celle-ci par 'extrémité qui porte un groupe amino libre.

Structure secondaira: se référe a la configuration structurale des résidus des
acides aminés qui sont proches voisins le long de la séquence. Du fait de la
rigidité de la liaison peptidique (elle a partiellement les caracté'ristiques dune
double liaison), il n'y a possibilité de rotation que toutes les deux ou trois
liaisons le long du squelette. On distingue deux sortes principales de
structures secondaires: Les hélices a (hélices a droite) et les feuilles
(structures pfanes). Les principaies interactions tendant & créer et stabiliser
de telles dispositions sont principalement des ponts hydrogéne et disulfure.
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Structure tertiaire: caractérise la succession et l'arrangement de segments de
la macromolécule de structures secondaires difiérentes.

Structure guaternaire: décrit I'arrangement spatial des protéines comportant
plus d’'une chaine polypeptidique. Elle est définie et stabilisée par les mémes
interactions et tes mémes forces que la structure tertiaire.

Il est encore a préciser, avant de quitter provisoirement le sujet des
protéines, que celies-ci ne sont pas forcément composées que d'acides aminés.
Elles peuvent également comporter d'autres fragments, organiques ou non, gue
l'on appelle groupes prosthétiques. Dans de tels cas, on pariera de protéines
conjuguées, par opposition aux protdines simples. Un des exemples les pius
connus est 'hémoglobine, composée de quatre fragments qui sont des complexes
organométailiques contenant du fer. Et ce domaine déja extraordinairement varié
ne s'arréte pas la si 'on considére qu'aujourd’hui, on connait pas loin de 1000
acides a-aminés présents dans le monde vivant qui ne sont pas des constituants
de protéines (Williams, 1989).

1.1.3 Les acides aminés:dénomination et structure

Le tableau 1.1 ci-dessous présente tout d'abord les structures des 21 acides
aminés que l'on trouve dans les protéines. Si le groupe R comporte lui-méme un
groupement acide carboxylique ou amino, on a un acide aminé "acide" ou
"basique” respectivement, les autres étant qualifiés de "neutres” par défaut. On
trouve des R de type aliphatique, cyclique, ou aromatique, qui conférent par
exemple des propriétés hydrophiles ou hydrophobes aux acides aminés qui les
portent.

Les remarques suivantes peuvent étre faites:

- Chaque acide aminé de la série ci-dessous a un nom usuel, qui permet
d'éviter I'usage de ta nomenclature systématique (il est ici donné en anglais). Ce
nom est assorti de deux abréviations, l'une de trois lettres, I'autre d'une seule, qui
facilitent par exemple la transcription des séquences d'acides aminés dans les
protéines (Exemple: asparagine = Asn = N).
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- Une de ces molécules, la glycine, n'est pas chirale: elle est une exception

triviale a I'asymétrie du carbone a (R = H).
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Tableau 1.1: Les acides aminés , noms usuels et structures (Williams, 1990)

- Le groupe amino est toujours primaire, sauf chez 1a proline et I'hydroxyproline ou
it est secondaire. L'hydroxyproline, que I'on ne trouve que dans le collagéne, n'a
pas d'abréviation d'une lettre.
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- Les acides aminés essentiels pour 'homme ont une astérisque a droite de leur
nom

- Deux a.a. (abréviation usuelle pour "acide aminé”) contiennent des atomes de
soufrg, a savoir la méthionine et la cystéine. Cette derniére a la propriété d'étre
facilement convertie en cystine par une grande variété d'oxydants, le processus
inverse de réduction étant lui aussi trés aisé. La réaction est la suivante:

He SCH, == CHCOOH
Oxydation I
————————.
2 HSCH; == CHCOOH e NM,
| Réduction
N, +Hp SCH; = CHCOOH
(
NH,
Cystéine Cystine

Eigura 1.3: Création de ponts disulfure par oxydation de la cystéine

Ce processus est trés important dans les phénomeénes biochimiques
accompagnant les protéines et les peptides qui contiennent de la cystéine car,
comme on f'a vu précédemment, les ponts disulfure ainsi formés jouent un grand
réle dans I'établissement et la stabilisation de la structure tridimensionnelle de la
macromolécule.

1.1.4 Propriétés acide-base des acides aminés

Le tabileau 1.2 ci-dessous apporte quant a lui quelques informations
supplémentaires quant aux propriétés des acides aminéds, informations qui seront
passées en revue un peu plus loin.

Deux remarques préliminaires cependant: les composés dont le nom dans la
premiére colonne est accompagné d'un ™" sont les a.a. essentiels pour 'homme.
Orautre part, un "d” a c6té de la valeur du point de fusion signifie: décomposition.
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Nom pKa pKa pKa pl Solubilité F M.M.
(COOH)| (NH2) | (R)

f [ [ [ [% pip] [°C] _|{g:mol}
Gly 2.34 9.60 - 5.97 22.5 292 d 75.07
Ala 2.35 9.69 - 6.02 15.8 297 d 89.10
val * 2.32 9.62 - 5.97 6.8 315d 117.15
Leu * 2.36 9.60 - 5.98 2.4 337d 131.18
lle * 2.36 9.68 - 6.02 2.1 285d | 131.18
Ser 2.21 9.18 - 5.68 4.3 228d | 105.10
Thr* 2.09 9.10 - 5.60 1.6 253 d 119.12
Cys 1.71 10.8 8.3 5.02 |trés sol. - 121.16
Met * 2.28 9.21 - 5.06 3.0 283 149.21
Asp 2.09 9.82 3.86 2.98 0.4 269 133.11
Glu 2.19 9.67 4.25 3.22 0.7 247 147.13
Asn 2.02 8.8 - 5.41 2.4 236 132.13
Gln 217 9.13 - 5.70 3.6 184 146.15
Lys * 2.18 8.95 |[10.53 9.74 |trés sol. 224 146.19
Arg 217 9.04 ]12.48 | 10.76 |trés sol. 230-244 d| 174.2
His 1.82 9.17 6.0 7.59 4.0 287 155.16
Phe * 1.83 9.13 - 5.48 2.7 283 165.19
Tyr 2.20 9.11 10.07 5.67 0.04 342 181.19
Trp * 2.38 9.39 - 5.88 1.1 283 204.23
Pro 1.99 10.60 - 6.30 154.5 220 115.13
Hyp 1.92 9.73 - 6.33 345 270 131.13

Jableay 1.2: Caractéristiques physico-chimiques des acides aminés
(Roberts et Caserio, 1977)

En solution aqueuse, un acide aminé existe sous plusieurs formes en

équilibres acide-base rapides, formes dont les concentrations relatives vont
dépendre du pH du milieu et des pKa des groupes amino, acide carboxylique et

éventuellement hydroxy ou thiol de la molécule (cf tableau 1.2). Dans le cas simple

d'un acide aminé "neutre”, comme la phénylalanine dont it va étre question plus

loin et plus en détail, ces équilibres sont représentés a ia figure 1.4.
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Acide conjugué sz.,gon Base conjuguée
A B
@-ag-(}i-ooOH —‘ @-ag-m-ooo = - CH «CO0’
ey’ NH,
PH4(COOH) = 1.83 PKa(NH3") = 9.13
«CH «COOH
N,
Forme neutre
N

Eigure 1.4: Equilibres acide-base de la phénylalanine en solution aqueuse

Des mesures spectroscopiques ont permis de montrer (Roberts et
Caserio, 1977) que la molécule neutre N n'existe pratiquement pas. Quand l'a.a.
ne porte pas de charge globale, c'est celle du ion dipolaire ou zwitterion qui
prédomine & plus de 99%.

Les concentrations relatives a I'équilibre des différentes espéces peuvent
étre calculées 3 partir de la définition méme du Kj:

{4 [H]
Ka(COOH) = KS = T 0

Ka(NH .K':.LB]_'@E
(NHG) 74] 1.2

Si I'on néglige de plus la quantité de phénylalanine qui se trouve sous forme
neutre, on psut encore écrire:

[A] + [ Z] + [B] = [Phe];ot ([N] = 0) 1.3
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Sachant de plus que pH = -log([H*]) et que pK; = -log([K3]) on trouve, par
combinaison des équations 1.1 a 1.3:

[Phelior 100°KE -PH)

Al=
[A] 1+ 10(PKE -pH) o 4 gfoH - pKE) 1.4
[Z]- [Phe]m

1 4 10(PKE -pH) 4 olpH -pKd) 15
(8] —[Pheko 10(PH - PK)

1+ 10(PKE -pH)  1olpH - pKd) 1.6

La figure 1.5 donne, toujours pour le cas de la phénylatanine et avec les
valeurs de pK données dans le tableau 1.2, I'évolution en fonction du pH des
concentrations des diverses espéces. La concentration totale [Phe)io vaut 50
mmol.t'.

{Al @a . (el

Concentration [mM]

PH []

Figure 1.5: Concentrations des formes acide conjugué (A), zwitterion (Z) et base
conjuguée (B) en fonction du pH pour la Phe

On remarquera que, entre pH 3 et pH 8, presque tout t'acide aminé se trouve
sous forme zwitterionique. Au centre de ce domaine, la ou [A] = [B], on se trouve au
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point isoélectrique pl de la substance, parameétre d'une grande importance pour
lisolation et la purification des acides aminés et des protéines. C'est a cette valeur
du pH que le composé a une charge globale nuile et qu'il ne migre plus dans un
champ électrophorétique. Il correspond également en général au minimum de la
solubilité dans I'eau de I'aminoacide. Caette derniére est justement donnée, dans le
tableau 1.2, pour une valeur du pH égale au pl, en grammes de fisomere L par
cent grammes, a la température de 20 °C. La précision est utile, le racémat étant
généralement moins soluble que I'énantiomére L. Dans le cas d'un acide aminé
neutre, le pl se calcule comme la moyenne arithmétique des deux pKj (vérifiable
mathématiquement d'aprés les équations ci-dessus).

Le cas des acides aminés ayant des fonctions acide ou base sur la chaine
latérale R est plus compliqué, les équilibres et le nombre des espéces y participant
devenant vite beaucoup plus important.

1.1.5 Propriétés physiques et spectroscopiques des acides aminés

Les acides a-aminés cristallisent sous la forme dipolaire H3N*-CHR-COO".
Les forces électriques intermoléculaires, importantes dans le cristal, sont
responsables d'un point de fusion plus élevé que celui des amines et des acides
carboxyliques simples, fusion souvent accompagnées d'une décomposition de la
substance ("d" & c6té de la température de fusion indiquée dans le tableau 1.2).

Du fait encore une fois de cette structure dipolaire, la solubilité dans les
solvants organiques non polaires est fonement diminuée par rappornt a celle des
acides carboxyliques et des amines simpies.

Le spéctre infrarouge {a I'état solide ou en solution) de telles substances ne
montre pas d'absorbtion du groupe carbonyle a 1720 ¢cm™*, typique d'un anion
carboxylate. Le stretch N-H apparait par contre sous forme d'une forte et large
bande entre 3100 et 2'600 cm'*. La figure 1.6 ci-dessous montre dailleurs un tel
spectre.

Le spectre UV des acides a-aminés n'est pas d'une grande utilité, & moins
Que ceux-ci ne possadent des groupes aromatiques comme dans la phénylaianine,
le tryptophane ou la tyrosine. Les caractéristiques d'absorbtion de ces groupes
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sont cependant plus utiles pour suivre des changements chimiques et structuraux

{conformationneis) dans les protéines.
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Eigure 1.6: Spectre IR en phase solide de l'alanine (Documentation of mole-

cular spectroscopy, 1959)

Bien que des techniques spéciales aient été développées pour les acides
aminés et les peptides, il n'est pas facile d'obtenir des spectres de masse de telles

substances, a cause de leur faible volatilité.

1.1.6 Utilisation des acides aminés

Pendant les trente derniéres années, le champ d'application de ces
substances s'est agrandi de fagon spectaculaire, reflétant par la les progrés
considérables effectués dans la compréhension de leur réle métabolique et de
leurs propriétés. On en citera quelques unes plus loin a titre d'exemple. Une des
utilisations les plus connues est celle de l'acide glutamique (sous forme de
glutamate de sodium) pour l'‘assaisonnement, a cause de ses propriétés
d'exhausteur de saveurs. Ce composé est un des moins chers parmi les a.a.
commerciaux (voir figures 1.7 et 1.8), et sa production dépassait en 1986 les

250000 1.

Les deux figures en question permettent également de constater la baisse
des prix sur le marché en 4-5 ans, baisse due principalement aux efforts fournis
dans le développement de nouvelles techniques de fabrication. Cette diminution
des couts est paralléle a une augmentation du volume de production pour la
piupart des a.a., caractéristique d'une demande toujours accrue. A des tonnages
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beaucoup plus faibles que ceux du glutamate mais toujours dans f'alimentation, on
trouve la L-alanine et la glycine, qui conférent aux aliments une saveur fraiche et
sucrée, caractéristique des crustacés et autres fruits de mer. Le marché alimentaire
représentait au total en 1986 quelque 66 % de la production mondiale {(Schmidt,

1987).

Un autre marché de gros tonnage (30 % environ du total) est représenté par
les compléments & alimentation du bétail. La lysine, 1a thréonine et le tryptophane,
entre autres, peuvent jouer le rdle de facteurs limitants s'ils sont fournis aux
animaux en quantités insuffisantes, ce qui retarde ia prise pondérale, allonge la
durée de 'élevage et augmente les couts de production de fa viande.
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Production en 1980 [t/ a)

Eigure 1,7: Prix de vente et tonnages des acides aminés en 1980 (Schmidt-
Kastner et Egerer, 1984)

On ajoute donc ces composés aux aliments a base de mais (déficients en
Lys et Trp) ou de soja (déficients en Met). On notera au passage le cas particulier
de la méthionine, dont ies deux énantioméres ont la méme valeur nutritive, et qui
peut donc étre utiisée sous forme de racémat.
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d'environnement). De plus, les concentrations obtenues sont le plus souvent
faibles, la production de ces substances dans les microorganismes étant sous la
dépendance de réactions de rétrocontrdle.

L'utilisation de souches mutantes, qui soit ne synthétisent plus linhibiteur de
rétrocontréle (mutants auxotrophes) soit y deviennent "insensibles” (mutants de
régulation), parait cependant promise a un bel avenir, vu qu'elle offre 1a possibilité
d’accumuler les produits dans le milieu. Dans le méme ordre d'idée, on a repornté
récemment (Berthier-Bayle, 1989) l'utilisation du géniei génétique (et non plus
la sélection de souches mutantes) pour effectuer une “multicopie” dans lés
chromosomes de la cellule de la méme information génétique commandant la
synthese de la L-thréonine.

4. Les méthodes de synthése epzvmatique sont maintenant considérées
avec de plus en plus d'intérét, tant leur activité et leur spécificité sont grandes
comparées aux microorganismes et aux procédés purement chimiques
respectivement. Les milieux réactionnels sont en outre moins complexes et pius
concentrés que les mouts de fermentation, facilitant la récupération des produits.
Autre avantage, ces synthéses se font en général dans des conditions de pH, de
pression et de température trés douces, ce qui n'est pas négligeable du point de
vue de l'appareillage et de la sécurité. En outre, la palette de réactions
envisageables ne se limite plus depuis longtemps aux simples hydrolyses, et de
nombreux exemples de processus de synthése complexes sont donnés par la
littérature (Ciba Foundation 1985, Schneider et al. 1984 et 1987,
Wandrey 1986, Nakanishi et al. 1988).

Cependant, malgré I'élégance parfois surprenante de ces nouvelles voies,
on est le plus souvent encore loin de |'application industrielle, le passage & une
production en continu (ou tout au moins de gros tonnage) pouvant poser des
problémes. On pense ici notamment au colt élevé des catalyseurs enzymatiques et
de leurs éventuels cofacteurs, qui rend indispensable la possibilité de les utiliser
pendant un nombre élevé de cycles de production. C'est la que les divers procédés
de confinage de l'enzyme dans l'enceinte réactionnelle trouvent un champ
d'application de premiere importance. On pense ici & I'immobilisation sur un
support solide (p.ex. Halwachs et al., 1977) ou dans une membrane liquide
(Bratzler, 1987), ou encore a la rétention de 'enzyme soluble par une membrane
d'ultrafiltration (Wandrey et Flaschel 1979, Flaschel et Wandrey 1983,
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Leuchtenberger et Pldcker 1986). La compétitivité d'un procédé enzymatique,
quelle que soit la technique employée, sara donc évaluée non seulement sur la
base des couts des précurseurs, mais également sur celle de la sélectivité, de
lactivité et de la stabilité de 'enzyme.

On pourrait poursuivre encore longtemps la comparaison des différentes
techniques, sans pour autant parvenir a trancher définitivement en faveur de 'une
ou de rautre. Il apparait cependant trés probable (Toromanoff, 1986) que
l'avenir appartienne a des méthodes de production mixtes, susceptibles de tirer le
meilleur parti de chacune d'entre elles. C'est ce qui a d'ailleurs été fait dans
plusieurs cas, ou on a par exemple une premiére étape de synthése chimique d'un
racémat, et une seconde de résolution optique par voie enzymatique. La figure 1.9
illustre un tel procédé, exploité a Féchelle industrielle depuis plusieurs années au
Japon pour la fabrication de divers L-acides aminés (Chibata et al., 1976). C'est
le racémat du dérivé N-acétylé de ces derniers qui est mis au contact d'une acylase
immobilisée dans un réacteur lit fixe. Seule la forme L étant hydrolysée, on
récupére le produit a la sortie du réacteur lors d'une simple étape de cristallisation.

N-acétyl- {
acide aming
oy Evaporateur

N-acétyl

Ao amend

(2]
Réservoir
l Séparation
RACEMI-

SATION

Echangeur de chaleur

L-acide

Réacteur avec kit aming
hxe G'enzyme it e

Pompe Filtre

Figure 1.9: Production en continu de L-acides aminés (Chibata et al., 1976)
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Cependant, on constate qu'un tel procédé laisse une quantité équimolaire
de I'énantiomeére D qui n'a pas réagi, et que I'on ne peut pas jeter pour des raisons
économiques évidentes. C'est pourquoi il est avantageux de recycler celui-ci en
téte de procédé, aprés ['avoir fait passer par une étape chimique de racémisation
comme celle décrite par Yamada et al. (1983).

1.1.8 Le _cas de |a phénylalanine

L'intérét pour cet acide aminé n'ayant pés cessé de croitre au cours des dix
derniéres années, sa production au niveau industriel a suivi la méme courbe
ascendante. La phénylalanine est pratiquement devenue I'exemple de référence
dans la littérature traitant de I'obtention d'un acide aminé optiquement actif, quel
que soit le procédé concerné. Ce développement pour le moins spectaculaire est a
mettre sur le compte de l'apparition sur le marché en 1981 de [édulcorant de
synthése aspartame appelé également Nutrasweet®, qui est un dipeptide formé
par la condensation de l'acide L-aspartique et de l'ester méthylique de la
phénylalanine (a-Asp-PheOMe). Le. succés commercial de ce composé découvert
par hasard en 1965 est impressionnant, 6t da 4 ses grandes qualités gustatives.

7 4 B3 : Production estimée

Production {kt]
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Eigure 1,10: Production de L-phénylalanine pour la fabrication d'asparntame
(Klausner, 1985)
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La demande ne cesse d'ailleurs d'augmenter, comme ie montre la figure
1.10, qui représente sur dix ans la production de phénylalanine (mesurée et
prévue) destinée uniquement a la fabrication d'aspartame. Les brevets européens
protégeant ce dernier ont expiré en 1987, les américains devant quant a eux
tomber en 1992, aprés une prolongation de 5 ans. C'est cette perspective qui
explique le voluma toujours croissant de publications ayant trait a I'obtention de L-
phénylalanine, a l'aide de l'une ou l'autre des méthodes citées plus haut
(Schmidt-Kastner et Egerer 1984, Halwachs et al. 1977, Bratzier 1987,
Klausner 1985, Schmidt 1987).

Les deux derniers auteurs cités ont passé en revue les procédés déja mis en
oeuvre a I'échelle industrielle. On peut se rendre compte & la figure 1.11 que tous
utilisent la grande stéréospécificité des catalyseurs enzymatiques, que ceux-ci
soient a I'état natit dans le réacteur ou tout simplement inclus dans les
microorganismes responsables de la fermentation.

Ajinomoto
Searle . Sucre
Blotechnica

Genex COOH Rx enzymatique
Senex . @&/ nzymatiq
Synthetech co
Acide trans-cinnamique m
e ——— R
3

Fermentation

o

Puritication O\\ N Rx enzymatique L-Phénylalanine
Engineering >=0
W.R. Grace N
Hydantoine
Autres sources ;
(Phénylacétaidehyde 1 SrZymataue
par exemple)

Figure 1,11: Procédés industriels de fabrication de L-Phe pour 'aspantame
(d'apreés Klausner, 1985 )
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De plus, les divers précurseurs utilisés (acide trans-cinnamique, acide
phénylpyruvique, acide N-acétylamidocinnamique) sont tous des composés non
chiraux. On procéde donc la a une synthése donnant un produit optiquement actif
mais sans passage par un racémat, ce qui permet d'éviter les étapes de
racémisation et recyclage de I'énantiomére non réagi aprés celle de la résolution
optique.

Toujours d'aprés Klausner (1985), bien que les fermentations soient
actuellement les procédés les plus économiquement compétitifs a cause des colits
réduits des précurseurs et des microorganismes (Searle, Ajinomoto), la
concurrence est rude. Les techniques s'affinent, et quelques nouveaux venus sur le
marché commencent a faire la preuve de leur compétitivité (Grace, BioTechnica,
Synthetec).
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1.2 ENZYMES ET SOLVANTS OQRGANIQUES
1.2.1 Introduction & la problématique du sujet

Lors de la mise au point de procédés en génie enzymatique ou en
biotechnologie, on se trouve couramment confronté au probléme de la faible
solubiiité des substrats et produits dans le milieu réactionnel. A la faible
productivité que cela implique pour I'exploitation d'un réacteur viennent s'ajouter
des colts de séparation prohibitifs et le danger non négligeable d'une précipitation
intempestive.

De plus, dans le cas de réactions équilibrées en milieu aqueux impliquant
une ou plusieurs molécules d'eau, on se trouve le plus souvent réduit a ne
récupérer que le produit résultant de I'hydrolyse, largement favorisé par la loi
d'action des masses. Ceci limite donc¢ singuliérement le nombre de produits
accessibles, et d'autant plus si on prend encore en considération la fragilité de
certaines molécules d'importance biologique en milieu polaire.

Les premiéres expériences de réactions enzymatiques en milieu
partieilement non aqueux ont été réalisées dans des études mécanistiques
fondamentales destinées justement a déterminer le role joué par l'eau dans
certains processus. Par exemple, I'addition de dioxane a permis d'étudier I'étape
de désacylation dans les réactions d'hydrolyse catalysées par la chymotrypsine
{Tanizawa et Bender, 1974). On s'est alors peu & peu rendu compte qu'une
enzyme n'était pas forcément dénaturée et donc désactivée dans de tels
environnements.

De plus on s'est rendu compte, au fur et & mesure que progressaient les
connaissances sur les relations entre le mode de fonctionnement des enzymes,
leur structure et ce qui les influengait, que leur environnement métabolique (une
membrane cellulaire par exemple) était le plus souvent loin d'étre exclusivement
aqueux.

Les perspectives ouvertes par ces constatations n‘ont pas tardé a susciter un
grand intérét, et la masse de littérature publiée dans ce domaine n'a jamais cessé
d'augmenter, si 'on se référe a la figure 1.12 qui représente le nombre des revues
publiées sur le sujet pendant les 25 derniéres annges.
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Nombre de revues
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Eigure 1,12: Revues publiées de 1962 & 1987 sur les enzymes et les soivants
organiques (d'aprés Khmelnitsky et al., 1988)

C'est pourquoi, malgré la masse impressionnante d'articies & disposition sur le
sujet, on se bornera dans le survol qui suit a citer quelques-unes de ces revues qui
permettent de faire rapidement le tour du sujet, et d'aprofondir par la suite tel ou tel
aspect si le besoin s'en fait sentir.

1.2.2 Classification des cas de tigure envisageables

La détermination de la structure du systeme réactionnel qui sera mis en
oeuvre passe par celle des rdles réciproques du solvant organique et de l'eau
dans celui-ci. Le role du solvant peut étre de plusieurs types:

- Réduire ie contenu en eau du systéme afin de favoriser la réaction inverse
de synthése au détriment de celle d'hydrolyse. Le solvant sera alors miscible
a 'eau et inerte vis-a-vis du processus enzymatique; mais d'un autre c6té, on
peut aussi envisager qu'il y participe en tant que réactif présent en plus ou
moins grand exces.
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- Permettre I'étude de réactions enzymatiques & basse température en
abaissant le point de congélation du milisu (cryoenzymologie). La réaction
est alors suffisamment lente pour permettre 'observation et la caractérisation
d'étapes intermédiaires (Douzou, 1971).

- Augmenter la solubilité du substrat et / ou des produits dans le milieu
réactionnel.

- Diminuer fa polarité du milieu, parameétre auquel sont sensibles bien des
molécules organiques instables.

- Solubiliser préférentiellement tel ou tel partenaire de la réaction, afin de
déplacer I'équilibre de celle-ci dans le sens désiré, ou de diminuer I'effet
inhibiteur du réactant en question sur 'enzyme.

Le systéeme @au / solvant appartiendra alors & f'une ou l'autre des cing
catégories présentées ci-aprés et accompagnées de quelques exemples.

1.2.3 Phase aqueuse et solvapt organique miscibles

Comme décrit plus haut, un tel solvant peut étre utilisé pour réduire 'activité
de I'eau dans le systdme. La réaction inverse de I'hydrolyse est alors favorisée. Les
exemples de telles réactions ne sont cependant pas nombreux, car I'enzyme est en
général désactivée avant que l'activité de I'eau soit descendue notablement en
dessous de 1. Monsan (1981) cite quand méme l'exemple de la synthése de N-
acétyl-L-tyrosinate d'éthyle a partir de N-acétyl-L-tyrosine et d'éthanol. Celui-ci est
ajouté au milieu sous forme d'un mélange de proportions volumiques1/1 avec du
glycérol. Un rendement optimal en produit de 30 % a été obtenu & I'équilibre pour
une concentration de 50 % V/V en mélange.

D'aprés Khmelnitsky et al. (1988), {a raison de cette désactivation réside
dans le fait qu'un solvant miscible a l'eau, 3 partir d'une certaine concentration,
perturbe la couche d'eau d'hydratation entourant I'enzyme, et donc le réseau
complexe de liaisons hydrogéne et d'interactions électrostatiques ou hydrophobes
qQui maintiennent la molécule dans sa conformation active. Le solvant peut de plus
interagir avec 'enzyme par adsorption (spécifique ou non) et la désactiver par ce
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biais. La conservation de la couche d'hydratation est donc nécessaire, mais pas
toujours suffisante au maintien de l'activité du catalyseur.

Plusieurs auteurs ont étudié l'influence du solvant et des propriétés physico-
chimiques de I'environnement sur la dénaturation des protéines. Asakura et al.
(1978) a observé qu'en faibles concentrations, le méthanol, I'éthanol, le propanol
et le butanol ralentissaient la dénaturation par voie mécanique de 'hémoglobine,
et que passé un certain seuil (entre 10 et 40 % V/V) ces alcools l'accéléraient
fortement. Brorson et al. (1985) a quant a lui mesuré les valeurs de kg et Km
pour la carboxypeptidase A et I'a-chymotrypsine en présence de solutés censés
perturber fortement la structure de I'eau (dioxane, t-butanol). Ii n'a pas trouvé
d'influence marquante de ceux-ci sur une plage allant de 0 a 10 % V/V. Pliura et
Jones (1980) ont étudié l'effet de quelques solvants (méthanol, propanol-2, t-
butanol, dioxane et DMSO) sur !'activité et 1a stabilité de 'a-chymotrypsine soluble
et immobilisée. De fagon générale, cette dernidre était moins sensible que la forme
native; le DMSO a 20 % V/V semblait de plus stabiliser fotement les deux formes,
tout en leur conservant une large part de leur activité catalytique initiale.

Moresoli (1990) a étudié linfluence du DMSO (jusqu'a 50 % V/V) sur le
rendement et la sélectivité (initiale et au rendement optimum) de la
transestérification de I'ester propylique de phénylalanine (PAPE) avec le 1,4-
butanediol. Aucun effet notable de ce solvant n'a pu étre constaté sur les
parameétres précités. La productivité du systéme dominuait par contre, a cause de
faugmentation du temps nécessaire a 'obtention du rendement optimum.

Il ressort de toutes ces études que l'effet d'un composé miscible sur une
enzyme reste trés difficile a évaluer a priori, et que le choix d'un solvant inerte qui
conserve l'activité et la stabilité du catalyseur reste essentiellement une affaire
d'empirisme.

1.2.4 Systémes biphasiques eau / solvant organique

Un des moyens les plus simples d'éviter que le solvant organique ne
perturbe trop la couche d'hydratation de l'enzyme, c'est d'empécher dans la
mesure du possible qu'ils entrent en contact, en utilisant par exemple un soivant
organique immiscibie & 'eau. Celui-ci est alors soit un des réactants, soit un milieu
dans lequel un ou plusieurs des partenaires se solubilise préférentieliement. Cela
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peut se révéler utile autant pour augmenter la charge en substrat dans le réacteur
Que pour extraire un produit au fur et & mesure de sa libération, la réaction n'ayant
lisu qu'en phase aqueuse oU l'enzyme raste confinge. i arrive aussi que le produit
et le subsirat se retrouvent chacun dans une des deux phases, ce qui faciiite
d'autant leur séparation aprés réaction. On ne peut manquer de citer dans ce
domaine les travaux de Klibanov et al. (1977 et 1988 p.ex.) qui a étudie de
nombreux aspects des réactions enzymatiques en présence de soilvants
organiques.

Comme les fractions volumiques respectives de chacune des phasées
peuvent varier dans une trés large masure (pratiquement entre 0 et 1), la mise en
contact de ces derniéres peut se faire de différentes fagons. Elles peuvent soit étre
disposées en deux couches, I'une sur l'autre, soit étre dispersées I'une dans l'autre
avec formation d'une émulsion de type w / o ("water in oil", phase organique
continue) ou o / w ("oil in water®, phase aqueuse continue). Brink et Tramper
(1986 a ot b) ont par exemple utilisé un tel systéme avec succés pour
'époxydation du propéne et du buténe-1 par des microorganismes de type
Mycobacterium immobilisés dans des billes d'alginate de caicium. Quelques
auteurs ont discuté dans leurs modsles linfluence de paramétres comme le
coefficient de partage des divers partenaires ou le rapport des volumes des phases
sur la position de I'édquilibre réactionnel (Eggers et al., 1989). Woodley et
Lilly (1990), de leur cdté, ont décrit l'effet du transfert du produit vers la phase
organique lors de l'hydrolyse enzymatique de l'acétate de benzyle en aicoot
benzylique dans un systéme biphasique.

Le principe de la membrane liquide (double émulsion) a égaiement até
étudié (Scheper et al., 1984) dans le cas de I'hydrolyse stéréosélective d'un
aster de phénylalanine: une solution aqueuse d'enzyme est dispersée sous forme
d'une émulision stable (par ajout de surfactants) dans une phase organique
(kéroséne, cyclohexane), qui sera elle-méme mise en contact intime avec une
phase aqueuse contenant le substrat. Celui-¢i, qui a un caractére hydrophobe
assez marqué diffusera a travers les deux interfaces vers I'enzyme. Une fois la
réaction effectuée, le produit, porteur de charge, ne pourra suivre le chemin inverse
qu'avec l'aide d'un sel quaternaire d'ammonium comme ceux utilisés en catalyse
par transfert de phase (CTP). Cette méthode a pour but d'isoler f'enzyme de la
solution de substrat et permet non seulement de récupérer le catalyseur aprés la
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réaction, mais également d'exploiter le systéme en continu. La modéiisation
mathématique d'un tel systéme a été proposée récemment par Wu et al. (1990).

Dans le méme but d'isoler le catalyseur des réactants, on le verra plus loin, il
est également possible d'utiliser une enzyme immobilisée, d'autant plus que sous
cette forme, elle montre bien souvent une meilleure résistance a linfluence du
solvant organique, qui bien qu'immiscible n'en est le plus souvent pas moins
légérement soluble en phase aqueuse. Les effets dénaturants de la tension
interfaciale peuvent également étre diminués par ce biais. La situation est
néanmoins compliquée par le fait qu'on se trouve confronté & un systéme a trois
phases.

1.2.5 Systemes microhétérogénes: micelles inverses

Dans de tels systémes, le volume de la phase aqueuse ou l'enzyme est
dissoute est tellement faible qu'on ne la distingue plus de la phase organique qui
est pratiquement continue, d’ou le qualificatif de "microhétérogéne” utilisé dans ces
.cas. Les minuscules gouttelettes de phase aqueuse sont séparées du solvant par
des molécules de surfactant adsorbées a linterface, qui stabilisent la
microémulsion. Celles-ci comportent & une de leurs extrémités un groupe polaire
qdi s'oriente vers lintérieur de la phase aqueuse, et a l'autre une longue chaine a
caractére lipophile marqué qui reste du c6té organique de l'interface. Dans cette
configuration, on peut travailler avec un solvant organique a presque 100 %v/v,
mais la phase aqueuse sert alors uniquement de " site réactionnel " et ne peut pas
accumuler l'un ou l'autre des partenaires du processus. Par contre, on peut tout &
fait procéder & des analyses spectrophotométriques dans les milieux de ce type,
qui sont transparents.

1.2.6 Solvants organiques sans phase aqueuse

On I'a vu précédemment, l'enzyme a besoin pour exercer son activité
catalytique d'une quantité minimale d'eau d'hydratation qui garantit le maintien de
sa conformation active. On a donc exploité des situations extrémes ol I'enzyme est
immobilisée sur un support solide dont les pores contiennent I'eau nécessaire. Le
tout est alors plongé dans |a phase organique pure.
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On est allé plus loin en évaporant presque toute I'eau d'une soiution
d’'enzyme de pH ajusté a la valeur désirée. La poudre d'enzyme ainsi récupérée a
alors été dispersée telle quelle, sous forme solide, dans le solvant. Zaks et
Klibanov (1985) ont alors observé que non seulement I'enzyme était active, mais
qu'en plus cette activité dépendait du pH de la solution a partir de laquelle on
l'avait cristallisée, suivant le méme profil que celui observé en soiution aqueuse.

1.2.7 Systémes A deux phases aqueuses non-miscibles

L'hétérogéneité de tels systémes est due a I'incompatibilité entre solutiohs
aqueuses de deux polyméres différents (le dextrane et le PEG par exemple) ou
d'un polymére et d'un sel (le PEG et certains phosphatas). A la base, ils servent a
l'extraction douce d'enzymes a partir de débris cellulaires ou d'un mélange
d'autres protéines et acides nucléiques. Leurs caractéristiques principales sont une
trés faible tension interfaciale et un milieu hydrophile dans chaque phase, ce qui
en fait des systémes idéaux pour les enzymes dégradant des substrats solubles
dans l'eau, car ils permettent la récupération du catalyseur.

1.2.8 Choix du systéme optimal

La classification utilisée dans les lignes prégédentes n'est bien évidemment
ni absolue ni la seule existant, et on trouvara toujours des systdmes qui n'entrent
dans aucune des catégories évoquées ou qui en regroupent plusieurs. Lilly et
Woodley (1985) proposent de leur cdté une démarche de caractérisation du
systéme étudié qui, selon la disposition des phases, la distribution des réactifs
entre celles-ci et la forme du catalyseur, aide au choix du type de réacteur le plus
approprié pour la mise en oceuvre du pProcessus.

Lors de la sélection du solvant organique adéquat pour une réaction
donnge, on doit bien évidemment tenir compte de ses propriétés vis-a-vis des
réactants, mais aussi et surtout de ses effets dénaturants sur I'enzyme, qui ont déja
été évoqués a la fin du sous-chapitre 1.2.4. LA encore, le choix final laisse une
large part a l'expérimentation. Brink et Tramper (1985) ont essayé de corréler
la retention de I'activité des microorganismes qu'il a utilisés (Mycobacterium) avec

des propriétés du solvant comme sa polarité (donnée par Je_parametre de solubilité
de Hildebrand §) ou Ia taille de sa molécule (exprimée par le volume molaire ou la
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masse molaire), mais sans résultat concluant maigré ie nombre impressionnant de
solvants étudies.

Le paramétre § correspond & la racine carrée de la densité d'énergie
cohésive pour le solvant considéré, est utilisé pour caractériser les forces
intermoléculaires qui régnent au sein de celui-ci, et peut également étre corrélé
avec sa solubilité. Il a pour expression:

2/aH,-R-T 2/p -(aAH,-R.T .
8:\/ s =«\/p ( ;\IA ) - em3>°

1.7

Avec: AHy enthalpie molaire de vaporisation - mol“]

R  constante des gaz parfaits - mor'. K]
v volume molaire fem® . mol™)
p  densité . g-emd

T température K

M masse molaire [g - mol"}

Laane et al. (1987), quant & lui, a corrélé les mémes résultats, mais cette
fois avec I'hydrophobicité du solvant considéré. Cette hydrophobicité est donnée
par ia valeur de logP = log1g (P), P étant le coefficient de partage du solvant dans
un systéme biphasique de référence eau / n-octanol. A_l'équilibre, Psoivant) st
donné par:

[50!V.Joctanol
[solv.}eau 1.8

P(solvant) =

Il est ressorti de cette étude une tendance nette a la rétention de plus de 50
% de l'activité initiale du catalyseur pour des valeurs de logP supérieures a 4.
L'auteur, dans son commentaire, imaginait 1a possibilité d'abaisser cette valeur
minimale par fixation du catalyseur sur un support hydrophile qui, en retenant plus
fortement la couche d’hydratation de I'enzyme, stabiliserait celle-ci.

Pour conclure, on trouvera dans les revues suivantes un tour d'horizon & peu
prés complet des sujets abordés dans ce chapitre: Butler (1979), Blanch et al.
(1988), Dordick (1989), Kise et al. (1990).
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1.3 REACTION ETUDIEE
1.3.1 Position dy probléme

La présente étude porte sur une étape de résolution optique de la
phénylaianine par voie enzymatique. Celle-ci pourrait s'inscrire dans un procédé
de tabrication global et suivre par exemple une étape de synthése chimique
produisant un racémat. La réaction-test choisie est I'hydrolyse stéréosélective d'un
ester racémique de cet a.a. par l'action de lI'a-chymotrypsine. Cette enzyme
digestive appartiant a la famille des sérine-protéases, ainsi nommées parce que le
résidu sérine réactif qu'elles possédent est désactivé de fagon irréversible par des
composés organophosphates. Elle est synthétisée dans le pancréas et promeut
'hydrolyse de liaisons ester, éther ou peptidiques, selon le mécanisme illustré a la
figure 1.13 (Dixon et Wabb, 1979).
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Eigure 1.13: Mécanisme de scission des liaisons ester par I'a-chymotrypsine

Elle scinde ces liaisons dans les protéines, avec une préférence pour les
résidus possédant un groupe aromatique ou lipophile. Cela est di a la poche
hydrophobe jouxtant le site actif, qui est représentée dans la partie droite de la
figure 1.14. On distingue les résidus His-57 et Ser-195 de la “triade catalytique” en
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haut & gauche, ainsi qu'un substrat adsorbé, le N-formyl-L-tryptophane dans le cas
présent.

Eigure 1.14: Poche hydrophobe de la chymotrypsine (Fersht, 1977)

Le schema de principe de la réaction étudiée est montré a la figure 1.15. On
libére la L-Phe et l'alcool correspondant au résidu R par hydrolyse de la forme L de
l'ester, tout en laissant I'énantiomére D non réagi. Cette technique simple de
dédoublement, connue depuis le début du siécle, a été appliquée aux acides
aminés par Wretlind (1950), qui avait traité un racémat de l'ester isopropylique
de phénylalanine avec un extrait de pancréas de boeuf. Le procédé s'était déja
révélé efficace auparavant avec des dérivés de leucine, méthionine et tryptophane,
et a fait depuis {'objet d'un brevet (Keller, 1986).

Dans le schéma ci-dessous on a désigné l'ester, c'est-a-dire le substrat, par
la lettre S. A l'acide aminé produit, & savoir la phénylalanine, on a assigné son
abréviation conventionnelle d'une lettre, F, I'alcool recevant quant & lui linitiale P.
L'enzyme est elle-méme souvent abrégée en "a-CT", pour des raisons de
commodite.
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Si la réaction présentée se fait facilement et de fagon parfaitement sélective
vis-a-vis de la forme L du substrat, I'application du procédé ne va cependant pas
sans poser quelques problémes:

A pH élevé, les esters subissent une autohydrolyse qui est préjudiciable a la
pureté optique du produit (formation de D-Phe).

Le substrat, qui est soumis & un équilibre acide-base (non représenté a la
figure 1.15) et existe sous deux formes, l'une chargée et l'autre pas, voit la
solubilité de sa forme neutre diminuer lorsque le pH augmente. Il condense alors
en une deuxiéme phase huileuse qui adhére aux particules de catalyseur dans le
cas d'un réacteur lit fixe, fait chuter f'activité de I'enzyme et provoque une
augmentation dramatique de la pene de charge a travers le lit.

y Y oo

L-Ester = S a-chymotrypsine L-Phénylalanine » F Aicool = P
e ————
©@CT)
COOR COOR
i };
* *

] H,

D-Ester = Sp D-Ester =« Sp  (non réagi)

Eigure 1,15: Réaction-test pour la résolution optique de la Phe

Aux concentrations de substrat élevées, une réaction secondaire conduit a la
formation d'un ester de dipeptide insoluble dans l'eau, également susceptible
d'endommager le catalyseur et de colmater le lit. Ce processus étant plus important
a pH élevé, on est obligé de travailler & des valeurs relativement basses et
éloignées de l'optimum d'activité pour I'enzyme, qui se situe aux environs de 6
pour ce genre de substrat et de réaction.
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A ces valeurs-la le pouvoir tampon du systéme est malheureusement faible
et a cause des protons libérés, le pH chute fortement durant I'hydrolyse. Ceci
interdit encore une fois I'utilisation d'un réacteur continu muni d'un lit fixe de
catalyseur, vu la nécessité de maintenir le pH dans un domaine acceptable pour
'enzyme, dont I'activité dépend fortement de ce parameétre.

Dans t'optique d'une application industrielle, il est difficilement envisageable
de travailler avec un milieu fortement tamponné, voire d'ajouter de la base en
continu dans le réacteur pour maintenir le pH a une valeur favorable. Ce sont
certainement c¢es inconvénients qui ont fait négliger le procédé d'hydrolyse
sélective des esters au bénéfice d'autres parfois plus complexes, mais plus
rapidement accessibles & une exploitation en continu. Des moyens de remédier
aux défauts évoqués existent pourtant, et ont fait I'objet du présent travail.

1.3.2 Solution proposée

On l'a vu, toutes les limitations du systéme sont liées au pH. Le probiéme de
l'autohydrolyse peut cependant étre circonvenu par la sélection d'un fragment R
approprié pour l'ester, qui stabilisera le substrat. Pour le reste, si on veut travailler
dans une piage de valeurs avantageuses vis-a-vis de la solubilité et de la
polypeptisation, le probléme crucial devient alors la chute de ce pH pendant.
I'hydrolyse. En effet, en dessous de 4 environ, la chymotrypsine est totalement
désactivée et la réaction s'arréte.

Afin de mieux apprécier la situation, la figure 1.16 montre les diftérents
équilibres et réactions impliqués dans le processus. On peut voir sur ce schéma.
que les réactions donnant lieu & la libération de protons sont les numéros (1), (4) et
(5). Aux valeurs de pH acceptables pour I'enzyme, on peut cependant negliger
linfluence de (4). Une solution consisterait donc a augmenter la fraction de substrat
sous forme neutre dans le systéme sans avoir 3 augmenter le pH. La chose est
réalisable en ajoutant au systéme un solvant organique immiscible a 'eau. En effet,
le substrat non chargé a un caractére lipophile plus ou moins marqué, selon la
nature du résidu R. Il va donc se solubiliser en grande partie dans cette seconde
phase, d'ol il sera réextrait au fur et & mesure de I'avancement de fa réaction. Le
groupement -NH2 pourra alors jouer le rdle d'une base en titrant les protons libérés
dans la phase aqueuse afin d'empécher le milieu de devenir trop acide.
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oct  (3) COOH
* _ *
H,* + Hzo H.*
3 -AOH . 3

Eigure 1,16: Equilibres acide-base et réactions

Un autre avantage de ce systéme est que seules les espéces neutres sont
solubles dans la phase organique. Ceci implique que 'enzyme et la phénylalanine,
presque toujours porteuses de charges dans les conditions d'exploitation du
processus, resteront en phase aqueuse, ou la réaction a lieu. L'alcool, par contre,
se partagera entre les deux phases. Finalement, le fait de réduire, pour la méme
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charge du réacteur en substrat, la concentration de ce dernier en phase aqueuse
devrait aussi diminuer l'effet des réactions de dimérisation et d'autohydrolyse.

Dans une telle application, la phase organique sert de réservoir pour le
substrat, déplagant ainsi I"équilibre acide-base dans la direction d'un pouvoir
tampon du systeme plus élevé. C'ast un cas de réaction enzymatique en systéme
biphasique qui n'avait pas encore été évoqué au chapitre 1.2, dans le sens ou on
ne cherche pas ici & défavoriser I'hydrolyse.

La figure 1.17 présente la situation en présence de la phase organique, et
pourra étre utilement comparée avec les schémas 1.15 et 1.16.

phass organiqus ‘
RO

=2 ROH

phass agquauss

Figure 1,17: Réaction d'hydrolyse en systéme biphasique

Les processus ayant lieu dans la phase aqueuse ont été simplifiés par
rapport & ceux présentés dans le schéma 1.16, vu que entre pH 4 et 6, on peut:
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a) négliger linfluence de I'équilibre de protonation du groupe amino de la
phényialanine.

b) considérer le groupe acide carboxylique comme complétement dissocie.

La résolution optique gn_cantioy de la phénylalanine par hydrolyse
enzymatique d'un racémat d'ester a déja fait l'objet d'études expérimentales.
Halwachs (1976) a travaillé avec I'ester méthylique dans un réacteur iit fluidiseé a
cing étages séparés contenant 'enzyme immobilisée. Weiss (1978) a procéde a
la réaction dans une cascade de deux cuves agitées continues équipées de
membranes d'uitrafiltration destinées a retenir 'anzyme soluble dans le réacteur. |l
avait testé diverses méthodes visant a augmenter la taille de celle-ci et donc son
taux de retention par la membrane poreuse. Tous deux ont relevé ies problemes de
Fautohydrolyse et de la chute de pH en cours de réaction. Le premier a travaillé
dans le lit fluidisé & des pH initiayx corraspondant a un pouvoir tampon plus éieve,
ot le second a équipé les cuves d'une régulation de pH.

L'idée de déplacer le pouvoir tampon maximal vers des valeurs de pH plus
basses a l'aide d'une phase organique a également été étudiée et brévetée par
lindustrie (Dahod et Emple 1987, Empie 1986). Les auteurs ont utilisé I'ester
éthylique de phénylalanine, I'a-chymotrypsine et le toluéne comme phase
organique. Dans une publication récente (Mirviss et al., 1990), ils proposent un
procédé de synthése complet en six étapes du L-PAME a partir d’hydantoine et de
benzaidehyde: la DL-phénylalanine obtenue a la fin du troisiéme stade est
estérifiée on présence de méthanol avant I'étape de résolution optique a l'aide de
chymotrypsine dans un systéme biphasique eau / toluéne, comme précédemment.
Le D-ester restant ast finalement racémisé et recyclé en téte de procédé.

Le présent travail, bien que visant le méme but que ceux précédemment
cités, s'articule davantage autour de I'étude cinétique de la réaction, et de
linfluence du partage biphasique sur celle-ci. On tentera de définir les conditions
les plus favorables 4 la mise en oeuvre d'un procédé en continu sans régulation de
pH, qui minimise de plus les autres probiémes rencontrés comme ['autohydrolyse
ou la peptisation du substrat. Le chapitre qui suit traitera de la sélection des
partenaires du systéme et de la caractérisation de celui-Ci, aprés avoir décrit les
parametres fondamentaux le régissant.
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2. TION ATION YSTEM

On s'est attaché, dans cette premiére phase du travail, a choisir un substrat
et une phase organique appropriés. Les critéres de sélection de l'ester étaient une
méthode de synthése assez simple, une bonne résistance a l'autohydrolyse et un
taux de solubilisation favorable dans la phase organique. Cette derniére devait
quant a elle étre aussi inerte que possible vis-a-vis de I'enzyme, se disperser
aisément dans la phase aqueuse sans former d'émulsion trop stable, ne pas géner
I'analyse des réactants et solubiliser au mieux le substrat neutre ainsi que l'alcool.

e

2.1 MATERIEL ET METHODES

2.1.1 Reactifs ot produits employés

L'a-chymotrypsine (EC 3.4.21.1) et la L-phénylalanine employées ont été
obtenues chez Sigma (N°* de référence C-4129 et P-2126 respectivement). La
maison Hoechst AG a fourni gracieusement I'ester méthylique de D,L-
phénylalanine (sous forme d’hydrochiorure), l'ester n-propylique de D,L-
phénylalanine (avec le sulfate de propyle ou HC| comme contre-ion), ainsi que la
D.L-phénylalanine. La nomenclature de ces substrats, ainsi que celle des autres
esters utilisés lors des essais préliminaires, a été simplifiée & I'aide des
abréviations présentées dans le tabieau 2.1 ci-dessous:

Ester méthylique de phénylalanine : PAME
Ester éthylique de phénylalanine : PAEE
Ester n-propylique de phénylalanine : PAPE
Ester n-butylique de phénylalanine :PABE -
Ester n-amylique de phénylalanine : PAAE
Ester n-hexylique de phénylalanine  : PAHE

Tableay 2.1: Abréviations pour les esters de phénylalanine

Les composés autres que le PAME et le PAPE déja cités ont été synthétisés
en laboratoire selon le mode opératoire exposé dans le tableau 2.2 qui suit:
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On dissout partiellement 50 g (0.30 mol) de D,L-phényialanine avec 50 m! de HpSO4 conc.
dans un ballon de 500 mi surmonté d'un réfrigérant et chaufté a 50 °C sous agitation magnétique. On
ajoute alors lentement un grand excés (2 a8 3 mol env.) de l'alcool, et on chauffe 2 h a reflux & Ia tempeé-
rature d'ébullition de celui-ci.

On distille ensuite I'excés d'alcool sur une petite colonne Vigreux en contrélant soigneuse-
ment la température. (Pour les akcools de masses moléculaires plus élevées, on procédera a cette
opération sous un vide plus ou moins poussé, afin de ne pas monter au dessus de 100 °C et d'éviter
de décomposer le produit).

On verse alors le mélange réactionnel dans 200 mi d'eau refroidie & 0 °C a l'aide d'un bain de
glace. On extrait ensuite la phase aqueuse par adjonction de 200 mi de MIBK (méthyl-4-pentanone-2)
en montant le pH de la phase aqueuse 3 8 avec une solution concentrée de NaOH. On extrait &
nouveau la phase organique préalablement isolée avec 200 mi de phase aqueuse & pH 2, ajusté &
l'aide de HC! concentré.

On sépare les phases, et on évapore Ia phase aqueuse & sec. Le résidu est alors dissout 3
chaud dans le toluéne, et recnstallisé a troid. Le sokde est finalement filtré, puis séché a I'étuve & 50 °C
sous vide. :

Remargye: si on désire synthétiser I'une ou l'autre des formes énantiomériques de l'ester, il
suftit dutiliser au début Ia phénylalanine qui a la méme configuration, cette derniére n'étant pas altérée
par la réaction d'esténification.

Tableay 2.2: Synthése des n-alkyl esters de phénylalanine

Les alcools employés pour la synthése des esters, les phases organiques
testées et les produits utilisés pour la préparation de I'éluant HPLC sont consignés
dans le tableau 2.3 ci-aprés. Leurs numéros de référence sont tous précédés d'un
"F" ou d'un "M", qui signifient "Fluka" (Fluka Chemie AG, Buchs (CH)) ou "Merck” (E.

- Merck, Darmstadt (D)) respectivement suivant la maison qui les a fournis. Le
méthanol de I'éluant, & la derniére ligne du tableau, a quant a lui été commandé
chez Romil Chemicals Ltd, Loughborough (GB).
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Composé N° de référence

Ethanol F 02860
n-Propanol M 997
n-Butanol F 19420
n-Pentanol (alcool n-amylique) F 76929
n-Hexanol F 52840
Méthyl-isobutyl-cétone (MIBK) M 820820
Hexane F 52770
n-Octanol F 74852
Méthyl-t-butyl-§ther F 20256
Acétate de n-butyle F 45860
Dodécane F 44020
Toluéne F 89681
1,1,1 Trichloréthane F 91099
KHoPO4 F 60220
(n-C4Hg)aN(HSO4) F 86868
H3PO4 conc. F 79620

- CH3OH Romil H 410

JIableay 2.3: Références des produits utilisés

2.1.2 Méthodes d'analyse

Lors des expériences d'hydrolyse enzymatique et d'autohydrolyse
effectuées en réacteur fermé & pH constant, on pouvait facilement suivre
I'apparition de la phénylalanine en enregistrant au cours du temps le volume de
NaOH injecté dans le systéme pour titrer les protons libérés par la réaction et
maintenir le pH a sa valeur de consigne (I'installation est décrite au sous-chapitre
2.1.3 et les aspects théoriques sont développés plus loin).

Cette technique simple n'est cependant plus applicable aux essais conduits
a pH floftant, voire a ceux ou I'on souhaite analyser I'ester uniquement. Dans ces
cas-1a, les différents partenaires étaient séparés et dosés par HPLC. L'instaliation
comprenait un réservoir d'éluant (dont la composition et le mode de préparation
sont donnés dans le tableau 2.4), leque! traversait une unité de dégazage (Erma
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Optical Works, Tokyo (J), mod. ERC 611) avant d'arriver a la pompe a deux tétes
(LKB, Bromma (S), mod. 2150).

On dissout pour un litre d'eau distillée 10 g de dihydrogénophosphate de potassium
(KH2POy) et 1 g d'hydrogénosulfate de tétrabutylammonium ((n-Bug)N(HSOg4)). On abaisse ensuite
le pH de Ia solution 3 2.1 a l'aide d'acide orthophasphorique (H3PO4) concentré, on ajoute 600 mi de
méthanol et on dégaze pendant 20 min sous un léger vide (150-200 mm Hg).

Tableay 2.4: Composition et préparation de I'éluant HPLC

Le flux traversait ensuite une vanne d'injection a six voies, puis un filtre et
enfin la colonne HPLC, d'un diamétre interne de 4.6 mm et de 250 mm de long.
Eile contenait une phase stationnaire apolaire en "Cqg" de type Nucleosil 7C8,
analogue a celle décrite par Molnar (1977), qui a été un des premiers & décrire
la séparation d'acides aminés et de peptides a l'aide de tels remplissages. A la
sortie on trouvait un détecteur UV mgsurant I'absorbance a 256 nm (Kratos
Analytical Instruments, Ramsey NJ (USA), mod. Spectroflow 757).

ini€CT Timg dragk:tg
lze

1 = Phénylalanine (Phe) 1.01 mmol-I-1
2=PAPE 1.00 mmot-I1

16, 00736

Débit d'éluant: 1.00 mi-min

Eigure 2.1: Chromatogramme d'un standard de phénylalanine et de PAPE
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Un échantillonneur programmable (Kontron, Ziirich (CH), mod. MSI 660)
pompait le mélange a analyser a travers la boucle de la vanne d'injection (d'un
volume de 10 ul) avant de faire commuter cette derniére. Le signal a la sortie du
détecteur était recueilli par un enregistreur-intégrateur (Spectra Physics, Santa
Clara (USA), mod. SP 4100) piloté par I'échantillonneur a l'aide d'une interface.

Un exemple de chromatogramme est donné a la figure 2.1 qui précéde, sur
leque! on voit séparés la phénylalanine et le PAPE. On notera au passage qu'a
256 nm, les n-alcanols ne sont pas détectés. On a également observé qu'en
augmentant le pourcentage de méthanol dans le mélange, on diminuait le temps
d'élution des substances. La composition choisie constitue donc un compromis (en
parnie économique) permettant d'obtenir une bonne séparation des pics dans un
temps sutfisamment court.

La méthode d'échantillonnage lors des essais en systéme biphasique a pH
fiottant a da étre optimisée: 1 mi de la dispersion des deux phases liquides était
prélevé a l'aide d'une pipette automatique (Gilson SA, Villiers le Bel (F), mod.
Pipetman P 1000) dont la pointe jetable avait été préalablement tronquée, afin
d'éviter les problémes liés a I'hydrophobicité du matériau. Le volume relativement
élevé de I'échantillon permet aussi d'effectuer des prélévements représentatifs des
fractions volumiques dans le réacteur. La mise en contact avec un volume égal de
HCI 1N permettait d'extraire vers la phase aqueuse tout le substrat restant en
phase organique, et de stopper la réaction en désactivant I'enzyme (soluble ou
immobilisée) prélevée avec le liquide.

Lugrin (1985), dans son travail de dipiome, séchait alors les échantillons
sous vide (200 mbar, 50 °C) pour évaporer la phase organique, avant de les
dissoudre dans I'éluant et de les analyser. On s'est apergu ensuite que le solvant
organique présent dans la phase aqueuse ne génait pas la détection des pics du
substrat et de l'a.a., et que son temps de rétention n'était que légérement supérieur
aux leurs. On s'est alors contenté de diluer 100 ul de phase aqueuse (préievés
aprés contact avec HCI) avec I'éluant et de passer I'échantilion tel quel. Cette
méthode avait le gros avantage de supprimer deux manipulations d'échantillons, et
donc autant de sources d'erreur.

Pour la mesure. de son coefficient de partage, on a dosé le propanol dans
chacune des deux phases liquides & l'aide d'un chromatographe en phase
gazeuse (Shimadzu modele GC-3BF, Kyoto, (J)) équipé d'une colonne (acier inox
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1/8 *) de 1m de long remplie de Porapak Q (Brechbihler AG, Zirich, (CH)). Un
détecteur FID et un enregistreur-intégrateur (Shimadzu modeéie C-R1B, Kyoto, (J))
complétaient I'équipement de I'appareil.

2.1.3 Apparejllage
Béacteyr fermé (cuve agitée discontinue)

L'installation décrite ci-dessous est de nature polyvalente et a servi aussi
bien aux titrations qu'aux tests d'autohydrolyse, aux mesures du coefficient de
partage biphasique qu'aux études cinétiques en réacteur fermé (que ce soit en
systeme aqueux, bi- ou triphasique, a pH constant ou flottant). Elle était constituée
d'une cuve de titration de 40 m! (Metrohm AG, Herisau (CH), mod. 6.1418.220) &
double manteau, maintenue a 30 °C grace 4 un thermostat (Colora Messtechnik’
GmbH, Lorch (D), mod. K4). Une agitation vigoureuse, fournie par un barreau
magnétique, assurait 'homogénéité du mélange dans la cuve.

2

f

L] —

@)

Eigure 2.2: Installation pour les essais en systéme fermé

La mesure et le contréle du pH étaient assurés par un pH-metre (Metrohm
AG, Herisau {CH), mod. 632) relié a un régulateur-titrateur (Metrohm, mod. 614),
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leque! envoyait des impulsions a une burette automatique (Metrohm, mod. 665)
injectant dans la cuve une solution de NaOH. Suivant I'application, on pouvait
enregistrer en ligne le signal & la sortie de la burette, qui est proportionnel au
volume de base consommé, et/ou celui a la sortie du pH-metre. L'installation est
décrite schématiquement 3 la figure 2.2 qui précede.

Béacteur tubulaire continu et instafiation

Pour les essais d'hydrolyse en continu avec I'enzyme immobilisée, on a
dimensionné et construit Finstallation présentée a la figure 2.4. Elle comprenait une
cuve cylindrique en verre de 2 | (diam. int. = 141 mm, haut. = 150 mm) munie d'un
double manteau en plexiglas permettant, grace a un thermostat-cryostat (Haake
Messtechnik GmbH, Karlsruhe (D), mod. F3-C), d'en contréler la température. Elle
était également équipée de quatre chicanes permettant d'améliorer I'agitation,
celle-ci étant assurée par une turbine a 6 pales entrainée par un moteur électrique
(lka Werk GmbH, Staufen (CH), mod. RW 18).

Les dimensions relatives de cette partie du systéme sont définies
précisément, pour garantir un volume sans zone morte. Elles sont données a la
figure 2.3 et sont tirées d'un anticle de Calabrese et al. (1986).

i 1
4“‘;— us
O3 0
[ - L —
1
5 -tt=~ 0730
L) L. L
D-—l 1] —
L/0=08

Figure 2.3: Dimensions relatives de la cuve et du dispositif d'agitation
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Ces rapports de longueurs sont des valeurs optimisées et constituent une
référence communément admise pour la conception des dispositifs destinés a
I'étude et a la caractérisation des dispersions liquide-liquide.

C'est dans cette cuve qu'on dispersait les deux liquides immiscibles, qu'on
les préchauttait et qu'on ajustait le pH de la phase aqueuse. Le mélange était alors
pompé (pompe a piston MPL, London (GB), mod. E1, téte SS 5 C) & travers un
échangeur de chaleur, avant d'atteindre le réacteur tubulaire constitué d'une
colonne HPLC en acier inox (diam. int. = 4.6 mm, long. = 250 mm) remplie
d'enzyme immobilisée et entourée d'un double manteau en plexiglas permettant
l'ajustement de la température de réaction a l'aide d'un second thermostat (Colora
Messtechnik GmbH, Lorch (D), mod. K4). Lors des premiers essais, on a également
utilisé une colonne pour la chromatographie liquide avec double manteau
(Pharmacia . Uppsala (S), mod. C10: diam. int. 10 mm, long. 400 mm) en guise de
réacteur. Un manométre (Wika Ma~ometer AG, Hitzkirch (CH), mod. 232) mesurait
la perte de charge a travars le lit catalytique, et deux sondes de température
(Waldsee Electronic GmbH, Bad Waldsee (D), mod. 4.60 001.111) indiquaient la
valeur de T dans la cuve et a l'entrée du réacteur.

—ox

Figure 2 4: installation pour les essais en continu (réacteur tubulaire)
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Une vanne 4 trois voies a la sortie du réacteur orientait le flux de dispersion
soit vers la prise d'échantillons (servant également aux mesures de débit), soit vers
un dispositif de mesure en continu du pH constitué d'un petit récipient ¢ylindrique
de 10 ml environ, agité magnétiquement et dans lequel plongeait une électrode
(Metrohm AG, Herisau (CH), mod. 6.0202.11) reliee a un pH-métre (Metrohm, mod.
632). Un schéma de Finstallation est donné a ia figure 2.4:

Cuve agitée ave¢ boucle de recirculation

Des essais complémentaires ont encore été réalisés dans une troisieme
installation: également a caractére polyvalent, elle comporte une cuve en verre de
250 ml a double manteau (Buchi AG, Uster (CH), mod. NW-80) chauffée a l'aide
d'un thermostat (Colora Messtechnik GmbH, Lorch (D), mod. K4) et agitée
magnétiquement. Une boucle de recirculation part de la cuve, passe par une
pompe a engrenage (lsmatec SA, Ziirich (CH), mod. MS-Z-141), traverse une
colonne en verre pour la chromatographie liquide contenant un lit d'enzyme fixée,
et retourne a la cuve. Une électrode (Metrohm AG, Herisau (CH), mod. 6.0202.111)
plonge dans cette derniére et permet d'y mesurer le pH a tout instant. Cette
disposition, illustrée par la figure 2.5, permet d'utiliser l'installation de trois fagons
diftérentes:

T ®
1 2 3

Figure 2.5: Modes d'utilisation possible du réacteur polyvalent

1) Comme une cuve agitée discontinue. La solution de substrat et I'enzyme y sont
introduites, et la réaction a lieu sans que rien ne soit envoyé dans la boucle de
recirculation.
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2) Toujours en systéme fermé, avec la solution de substrat qui est mise en
circulation dans fa boucle, ou elle entre en contact avec I'enzyme. En variant le
débit Vg (cf figure 2.5), on arrive a changer les conditions hydrodynamiques dans le
lit sans que cela ait une influence sur le temps de contact avec le catalyseur.

3) Dans un cas extréme, en supprimant la recirculation, on retrouve la configuration
décrite plus haut pour linstallation en continu. Elle n'a cependant pas été utilisée
sous cette forme, vu la faible capacité de la cuve et I'existence de I'autre montage
équivalent.

2.2 AUTOHYDROLYSE DES SUBSTRATS
Dans un premier temps, on a maesuré la vitesse d'autohydrolyca a pH

constant des diftérents substrats potentiels déja cités plus en avant, a savoir la
série des 6 premiers n-alkyl esters de phénylalanine.

0.15

0.125

Taux de conversion X {-]
[=]
8§ § °

0.025

Temps t [min]

Figure 2.6: Taux d'autohydrolyse des esters de Phe & pH 10.0
T = 30 °C, [ester]o = So = 25 mmol-I"?
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25 ml d'une solution d'ester de concentration égale a 25 mmol-I"!étaient
introduits dans la cuve agitée magnétiquement. Une fois la température de 30 °C
atteinte et stable, on ajustait e pH manuellement 4 10.0 (valeur de consigne), et on
mettait le régulateur en fonction. On suivait ensuite la réaction par mesure du
volume de base nécessaire au maintien du pH & la valeur fixée, ce volume étant
proportionnel au nombre de protons libérés par I'hydrolyse. Les résuitats obtenus
sont reportés a la figure 2.6 ci-avant:

Il en ressort clairement que plus le reste alkyl R est long, plus l'ester se
trouve stabilisé vis-a-vis de l'autohydrolyse. Ce genre de processus étant
typiquement de premier ordre, on peut poser.

_ds . .
at =k S 2.1

Ce qui donne, apres séparation des variables et intégration:

S(t) = So-exp (-kant) 2.2
De plus, comme S = Sq-(1-X) 23
X(t) = 1-exp(-Kan ) 2.4

On peut lindariser I'équation 2.4 et obtenir kap, & partir des valeurs mesurées
de X = f(1) qui sont reportées a la figure 2.6 ci-avant:

In (1 - X)) = - kan - t 25
Composé pH (] Kah (min-1]
PAME 10.0 483103 + 6.9-10°°
PAEE 10.0 2.36:10° +5.9-10°®
PAPE 10.0 2.00-10°3 + 52-10°®
PABE 10.0 1.9810° + 1.32.10°5
PAAE 10.0 0.93103 +2.3.10°®
PAHE 10.0 0.32:10°3 + 3.34-10°5

Jableau 2.5: Valeurs de kan déterminées pour les ester de Phe
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Les valeurs de kan pour les composés étudiés ont donc été déterminées par
une régression linéaire de in (1 - X(t)) en fonction de t, suivant 'éguation 2.5. Les
courbes pleines de la figure 2.6 représentent pour chaque ester I'évolution du taux
de conversion, recalculée a l'aide du kan Obtenu et de I'équation 2.4.

On a mesuré dans une autre série d'essais le taux d'autohydrolyse du PAPE
a différents pH. Les résultats sont reportés a la figure 2.7 en méme temps que les
courbes calculées, et les valeurs de kap dans le tableau 2.6. A noter qu'il n'a pas
été possible de mesurer une autohydrolyse & pH 6.0.

0.12
0.1}
* pH =100
o pH= 80
0.08 |- o pH= 60

Taux de conversion X [-]
© =3
g 8

——0——©

Temps t [min]

Figure 2.7: Taux d'autohydrolyse du PAPE & différents pH

Composé pH [ Kan [min-1]
PAPE 10.0 2.00-103 +5.2-10°6
PAPE 8.0 0.12102 + 56106
PAPE 6.0 .

JIableauy 2.6: Valeurs de kap pour 'autohydrolyse du PAPE
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2.3 PARTAGE BIPHASIQUE DES SUBSTRATS
2.3.1 Titration en milley biphasique

Dans le but de quantifier la distribution du substrat entre les deux phases, on
a mesuré linfluence de la phase organique sur les propriétés acide-base du
systeme. Pour ce faire, on a procédé a la titration des substrats en présence de
différents volumes d'une phase organique, l'isobutyl-méthyl-cétone (MIBK) dans le
cas présent.

30 mi d'une solution 10 mM d'ester racémique étaient placés dans la cuve
de titration et mis en contact avec la phase organique. Une fois la température de
30 °C atteinte, on procedait a la titration par injections régulidres de faibles
volumes de NaOH 1N a l'aide de la burette automatique. Les intervalles de temps
les séparant devaient étre suffisamment longs pour permetire a I'équilibre de
partage de s'établir, et donc au pH de se stabiliser avant I'adjonction suivante; 5
secondes se sont révélées suffisantes pour toute la série d'essais. Les titrations en
milieu 100% aqueux du PABE, du PAAE et du PAHE ont cependant du étre refaites
avec une solution moitié moins concentrée (5 mM), & cause de la faible solubilité
de ces esters qui entrainait une précipitation en cours d'expérience.

2.3.2 Theorie du partage biphasique

La description mathématique du phénoméne de partage (présenté
qualitativement au chapitre 1.3) dépend des trois caractéristiques suivantes:

Seul le substrat non chargé (sous forme neutre) étant soluble en phase

organique, on devra tenir compte de |'équilibre acide-base auquel l'ester est
soumis:

n o+
Ka(S) = 222
aq 2.6

Sachant que le pH et le pKj valent respectivement -log(H*) et -log(Ka), on
peut réarranger I'équation 2.6 pour lui donner l1a forme plus connue suivante:

pH = pKa(S) + |og(§§°) = pKa(S) + Io%%) = pKa(S) + |og(iﬂ)

m
9 aq'Vaq M8.aq 27
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qui est celle des courbes de titration.

Le coefficient de panage biphasique P, est quant a fui i'expression du

caractére lipophile du substrat neutre:

Pe(S) = S8
Sia 2.8

Enfin, le bilan de matiére global du substrat dans le systéme doit tenir
compte des yplumes respectifs de chacune des phases:

Mg ot = (Saq+S§q)-Vaq + SarVor 29

Les phases aqueuses et organiques étant supposées totalement
immiscibles, on peut poser que le volume total du systéme vaut:

Viot = Vag + Vor 2.10
On peut alors définir |3 fraction volumique aqueuse comme:

Vaq = hx J—V‘
V(og v“ + VQ( 2’1

De méme, pour la phase organique:

Vor = XQL = _VQL_
Vit Vaq + Vor 2.12
Avec la relation évidente:
Vaq + Vor = 1 2.13

En possassion de ces éléments, on peut alors calculer 'évolution du pH lors
de la titration en présence de MIBK. On suppose, pour un pH initial suffisamment
bas (pH = 1-2 env.), que tout le substrat est sous forme acide (chargée), et que
donc sa concentration en phase organique est nulle. Par conséquent, d'aprés 2.9:

Mg 1ot = ME aq 2.14
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Lors de la titration, une masse mg de base forte ajoutée transforme
équimolairement la forme acide de l'ester en sa base conjuguée. D'ou:

M§ aq = Ms.101 - MB 215

L'ester non chargé ainsi formé va ensuite se distribuer entre les phases:

mg.aq =mg - M, 2.16

Si on combine 2.15 et 2.16 avec I'expression 2.7, on trouve:

mg - mg.or)

pH = pK, + lo m-

217

Les définitions du coefficient de parntage (2.8) et des fractions volumiques
(2.11, 2.12) permettent d'écrire:

Pc'gtgl.‘V‘q ‘ mg_or = qu . mg'or
aq Vor mg,aq 1-vaq mg,aq 2.18

Expression qui, par combinaison avec 2.16, amene a:

Pe(S)

Po(S) + —2
1-Vaq 2.19

mg.or = - Mg

D'ou, aprés introduction dans 2.17:

p
pH = pK, + lo (m?';‘Lme_) . (1 ; «(S) )

Pe(S) + —2
1= Vaq 2.20
Que l'on peut reformuler en:
pH = pK, + log 1 +lo mmi_m_
4 +1 Vag P(S) g{ S ot B]
Vaq 2.21

Ou encore:
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= pK¥P mg
pH = pK3 "'og(ms.:ot-ma) 2.22

Cette derniére équation a exactement la méme forme que 2.7, a la seule
diftérence que le premier terme du membre de droite définit une valeur apparente
du pKj,, dont I'écart par rapport & celle observable en milieu aqueux vaut:

1-v
= -pKPP = %
ApK, = pK, - pK3 Io* + Ve P:(S) 223

Dol I'on tire que:

joleekd) g o1V p )
Vag 2.24

Il est donc possible de corréler les différences entre les pK, obtenus aux
diftérentes fractions volumiques avec la valeur du coefficient de partage du
substrat. Celle-ci sera donnée par la valeur de la pente pour une régression
linéaire de (10(4PKa) . 1) gn fonction de ((1-vag)/Vag)-

2.3.3 Bésulitats

Toutes les expériences décrites ici ont été réalisées, comme les précédents
essais d'autohydrolyse, a une température constante de 30 °C. On a donc titré les 6
esters en présence de différentes quantités de phase crganique. Les valeurs des
PKa "réels” et apparents sont reportées dans le tableau 2.7 ci-aprés avec les vaq
correspondants. Elles ont été obtenues par traitement des courbes mesurées &
'aide du programme FORTRAN d'estimation de paramétres MTIT3, dont le listage a
été copié dans les annexes. On y trouvera également l'algorithme a la base de la
méthode d'optimisation, qui a été développé par Marquardt (1963). Outre la
valeur du pK, (apparent ou non), MTIT3 évalue encore les masses de base forte
initiale (mg ;) et totale (Mg 101) décrivant le- mieux les expériences brutes pH = f{(mg).
La forme du modsle est donc la suivante:

pH = pK{@®! 4 |04M -
Mg 101 - (Mg - Mg ;) 2.25
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Composé vaq pKEPP mg; M8 ot
0] [ [mmol] [mmol]
1.00 6.82 + 0.005 1.7-10°8 0.481
PAME 0.85 6.35 + 0.005 3.3.10°3 0.480
0.70 6.07 + 0.007 -7.2.10°3 0.485
0.50 5.80 + 0.005 -10.6-10°3 0.485
1.00 7.01 + 0.007 -20.8-10°3 0.465
PAEE 0.85 6.08 + 0.008 -25.6:10°3 0.460
0.70 5.71 £ 0.006 -27.8-1073 0.460
0.50 5.4510.008 | -43.0-10°3 0.436
1.00 7.06 + 0.004 -0.5.10°3 0.474
PAPE 0.85 5.77 + 0.004 -3.6-10°3 0.468
0.70 5.25+0.014 | -20.0-10°3 0.460
0.50 48710012 | -22.0-10°3 0.456
1.00 7.03 £ 0.010 -9.9-10°3 0.231
PABE 0.85 5.25+0.008 | -12.0-10°3 0.468
0.70 4.7310.010 -19.3-10°3 0.460
0.50 4.34£0.014 -9.8-10°3 0.457
1.00 6.90 + 0.072 -0.2-10°3 0.255
PAAE 0.85 4.68 + 0.008 -3.4-10°3 0.473
0.70 4.12 + 0.020 591073 0.478
0.50 3.78 + 0.016 8.510°3 0.468
1.00 6.48 £ 0.126 36.8-10°3 0.250
PAHE 0.90 4.18 + 0.022 5.6.10°3 0.244
0.85 3.87 + 0.025 27.8.10°3 0.258

Tableay 2.7: Résuitats des titrations en systéme biphasique

Composé Pe R
H [)
PAME 9.7+0.3 0.9935
PAEE 37.3+1.7 0.9848
PAPE 152.51 4.6 0.9946
PABE 477.1114.0 0.9949
PAAE 1297.9 + 40.4 0.9941
PAHE 2132.3+155.6 0.9738

Iableay 2.8: Valeurs de P¢ dans le systéme HO/MIBK
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La valeur de Pc pour chaque ester, donnée dans le tableau 2.8 ci-avant, a
quant a elle été obtenue par la régression linaire décrite dans les derniéres lignes
du sous-chapitre 2.3.2 (équation 2.24).
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Figure 2.8: Détermination de P¢ selon I'équation 2.24
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Figure 2.9: Détermination de P¢ selon I'équation 2.24
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Les droites de régression, qu'on a toutes fait passer par l'origine, ont été
représentées dans les figure 2.8 et 2.9 qui précédent.

9

VagMiot = * 1.00 © 0.85
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Eigure 2.10: Courbes de titrations expérimentales et calculées pour le PAPE
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Eigure 2.11: Courbes de titrations expérimentales et calculées pour le PAAE
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Sur les graphes 2.10 et 2.11 qui précédent, on peut comparer les courbes de
titration expérimentales avec celles caicuiées a partir du pKa et du coefficient de
pantage Pc estimé (équation 2.25), pour les esters n-propylique et n-amylique. A
noter que ['axe des abscisses a été normalisé par rapport a la valeur (mg o1 - Mg,).

Comme le montrent clairement les résultats qui précédent, le nombre de
carbones du reste n-alkyl influence énormément la lipophilicité de l'ester, le
coefficient de partage variant entre 10 et 2000 sur les six molécuies étudiées. On a
donc a disposition une palette de vaieurs intéressante pour le choix du substrat le
plus appropnaé.

2.3.4 Amélioration de ia méthode

La technique utilisée dans les expériences qu'on vient de décrire nécessite
ta mesure d'une courbe de titration compléte pour chaque valeur de vaq. Il existe
cependant un moyen de déterminer P, de fagon beaucoup plus fine en deux
expériences. La premiére consiste & mesurer le pKa de I'ester en milieu 100%
aqueux comme auparavant, par titration avec une base forte. Lors de !a seconde,
on ajuste d'abord le pH de la soiution a la valeur du pKa. A ce moment, d'aprés
l'équation 2.21 et vu Que vaq vaut 1, on a:

logl s —7g) = © 2.26

Ce qui implique que:

mg = ms. 1ot
Mg o1 - Mg 1 mg = 2 2.27

A ce point-1a de la titration, la moitié de I'ester se trouve sous forme neutre et
l'autre sous forme acide, d'ou I'annulation du terme de droite de 2.21. Si alors on
ajoute au systéme un certain volume de phase organique, on va faire varier le
terme du milieu dans 221 (vaq = 1), mais la terme de droite restera nyl. Autrement
dit le pH va diminuer pour se stabiliser, une fois & I'équilibre, a la valeur de pK3PP
qui correspond & celle déterminée par vaq. On a donc:

1.

pH = pK, - 1041 +=

% . p(S)|= pKEP(v)
q 2.28
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La diminution enregistrée est alors due uniquement & l'effet de partage
biphasique du substrat, qui déplace I'équilibre acide-base dans le sens d'une
libération de protons. Par adjonctions successives de phase organique, on peut
donc mesurer en un seul essai plusieurs couples (pKZp P .Vag). Qui seront ensuite

traités selon I'équation 2.24 (linéarisation de (10/4PK3) . 1) en fonction de (1-
Vaq)/Vaq).

Cette technique de "titration par la phase organique” a été utilisée par
Margot (1987) pour la mesure du coefficient de partage du PAPE en présence de
8 phases organiques potentiellement utilisables. On avait choisi pour cela des
solvants non miscibles gvec I'eay et de différents types. La sélection comprend en
effet deux alcanes (le n-hexane et le dodécane = Dodéc.), un_alcool simple (ie n-
octanol = OctOH), un éther (le méthyl-tertiobutyl-éther = MTBE), une cétone (la
méthyl-isobutyl-cétone = MIBK), un aster ('acétate de n-butyle = AcOBu), un sol-
yant chloré (le 1,1,1-trichloréthane = 1,1,1-Tri.), et un aromatique (le toluéne). Leurs
principales caractéristiques physico-chimiques (ainsi que celles de l'eau) sont
présentées dans le tableau 2.9 ci-dessous.

Solvant | Ebyso d ¥ [OrH0 | [H2OJor | logP
(20°C) | (20°C) (20 °C) (20 °C)
[rC) | lg:mi) |{dyne-em-11| (%) [%] [

AcOBu 126.1 | 0.8810 25.09 0.4300 1.8400 1.71
Toluéne 110.6 | 0.8670 28.53 0.0515 0.0334 2.54

MIBK - 116.5 | 0.8008 23.64 1.7000 1.9000 1.32
OctOH 195.2 | 0.8256 26.06 0.0538 +++ 2.86
Hexane 68.7 | 0.6594 18.69 0.0010 0.0111 3.48
Dodéc. 216.3 0.7487 25.35 + 4+ 65 ppm 6.59
MTBE 55.2 | 0.7400 + 4+ + 4+ +++ 1.36
1,1,1-Tri 74.0 | 1.3376 25.56 0.1320 0.0340 2.76
H20 100.0 ] 0.9988 72.58 +4 4 +++ + 4+

Iableay 2.9: Caractéristiques des solvants étudiés (Riddick et Bunger, 1970)
Valeurs de logP calculées d'aprés Rekker et de Kort (1979)
+++ = données manquantes

Les expériences ont été réalisées aux mémes conditions de concentration
en PAPE et de température que celles décrites pour les titrations. Une fois le pH
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initial de 7.06 atteint, la phase organique était ajoutée petit 3 petit a l'aide d'une
burette graduée. Une fois le pH stabilisé et donc I'équilibre de partage atteint, on
notait la valeur affichée et le volume total de solvant introduit, puis on procédait a
une nouvelle adjonction. Les valeurs de P¢ ainsi déterminées sont reportées dans
le tableau 2.10; les points mesurés et les droites de régression ont été tracés dans
les figures 2.12 et 2.13. ~

Solvant P(PAPE) P

| []
Acétate de butyle 150.7 £ 0.8 0.998
Toluéne 1434+ 1.9 0.995
Isobutyl méthyl cétone 127.2+1.3 0.991
QOctanol 112.6 £0.7 0.997
Hexane 9.4 £ 0.06 0.997
Dodécane 7.2+£0.02 0.999
Méthyl t-buty! éther 64.0+ 0.6 0.993
1,1,1 Trichloréthane 178.0+ 0.8 0.998

Iableay 2.10: Valeurs de Pc(PAPE) pour les 8 soivants testés
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Eigure 2,12: Détermination de P¢(PAPE) pour différents solvants
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Comme le montre le tableau 2.10, les P mesurés se situent dans uné
fourchette assez large permettant le choix d'un partage "a la carte” du substrat.

225
200 i * = Hexane
L o & MIBK
178 L A Toluene
= 150 0 ® 1,1,1 Trichlo.
~ 125+
= 100
%_ L
] 751
[ L
-~ 50 |
25
I e e o ‘: - o ":

1.2

- 3

0 0.2 04 0.6 0.8
(1-vaq)/vaq []

Eigure 2.13: Détermination de P¢(PAPE) pour différents solvants

2.3.5 Le concept du logP

La mesure du coefficient de partage biphasique de divers composés ne se
limite pas, et de loin, aux applications traitées ici. Outre son intérét dans I'optique
d'un procédé d'extraction, ce parametre a été utilisé par plusieurs auteurs depuis le
début du siécle, qui I'ont mis en relation avec par exemple l'effet narcotique des
substances étudiées, leur vitesse de pénétration dans les cellules végétales ou
plus récemment leur caractére lipophile (également appelé hydrophobicité). Ce
n'est qu'aux environs de 1964 que sont apparues les théories visant & démontrer la
nature additive de P vis-a-vis de la structure de la molécule, et c'est le systéme
H20O/octanol qui a été choisi comme référence pour ce genre d'études (Hansch et
Leo, 1979).

On suppose a la base de cette théorie que le logarithme décimal du
coeflicient de partage (qu'on écrira dorénavant “logP” = log1o(P¢)) est égal a une
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somme d'incréments représentant chacun la contribution d'un fragment de la
molécule & son hydrophobicité totale. On a alors proposé une méthode de calcul
ab initio de cette grandeur:

La méthode "II":

pour une molécule R-X, on suppose que:
logP{R-X) = logP(R-H) + I1(X) 2.29

Ou X est un substituant quelconque apportant une contribution I1(X) au logP
de la substance R-X. On substitue donc les hydrogénes d'une molécule ge
référance (RH) par des restes X. Mais en suivant le méme raisonnement, on peut
également supposer que:

logP(R-X) = logP(X-H) + TI(R) 2.30

Ceaci peut non seulement amener a quelques incohérences, mais aussi étre
génant par sa lourdeur. En effet, pour une méme molécule, on aura te choix entre
plusieurs voies de calcul qui ne donneront pas forcément le méme résultat suivant
la substance prise comme référence. Davis (1973) avait de plus observé que
linfluence de I'hydrogéne substitué ne pouvait pas toujours étre négligée. Faire un
choix pourrait donc se révéler difficile.

Ces considérations ont abouti au développement d'une autre méthode de
calcul, trés similaire a la précédente:

La_méthode des fragments:

Dans cette approche modifiée, le calcul se fait de la fagon suivante:
logP(R-X) = f(R) + #(X) 2.31
Ou, si I'on prend comme auparavant une molécule de référence:

IogP(R-X) = logP(R-Y) - (Y) + f(X) 2.32
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On dtilise donc ici une somme de fragments pour reconstituer la moiécule
tout en gardant la possibilité, si celle-ci est trop complexe, de partir d'une
substance analogue de logP connu, d'y soustraire celle du substituant (pas
forcément un hydrogéne) que I'on remplace et d'y ajouter la contribution du
substituant X.

Sur la base de chacun de ces deux modéles, les innombrables mesures de
coefficients P¢ existant dans la littérature peuvent étre compilées et traitées par
ordinateur, afin d'en extraire par régression multiple ies valeurs des incréments
pour les différents fragments. '

Les deux méthodes ne sont cependant pas aussi simples que la description
sommaire qui précede pourrait le laisser croire: en effet, de nombreuses
corrections doivent étre apportées a cause d'effets de voisinage dus aux autres
substituants, ou encore selon le nombre et la position des liaisons muitiples
pouvant exister. Des compléments sont donc réguliérements apportés a ces
théories qui ont chacune leurs avantages, et qui donnent toutes deux des résultats
satisfaisants pour la pluparnt des substances simples les plus courantes. C'est le
cas des solvants organiques étudiés plus haut, dont les valeurs de logP ont été
calculées selon la méthode des fragments, et qui sont en excellent accord avec les
valeurs expérimentales publiées (Rekker et de Kort, 1979). Il n'en va
cependant pas de méme lorsqu'on fait le calcul pour des composés comme le
PAPE, dont le logP selon Rekker vaut 1.764 (= P, = 5§8.1) et la valeur mesurée
2.052 (e P¢ = 112.6), ce qui correspond & peu prés au double. Il faut sans doute
voir 1a un effet de la proximité des deux groupes -NH3 et -COOH et de I'équilibre de
protonation qui s'établit entre les deux.

Le paramétre logP pour les solvants organiques est pourtant depuis
quelques années d'un intérét tout particulier dans les domaines de la
biotechnologie et du génie enzymatique. En effet, depuis qu'on utilise des
catalyseurs biologiques en presence de solvants organiques miscibles ou non
avec l'eau (cf chapitre 1.2), on a cherché a quantifier a priori leurs effets sur
lactivité du catalyseur, afin d'éviter des sélections empiriques longues et
couteuses. Les données publiées sur la rétention ou-non de ['activité en présence
de solvants ont ainsi été mises en rapport avec des parameétres comme la polarité
du solvant, sa solubilité dans I'eau, la taille de ses molécules (caractérisée par sa
masse moléculaire et/ou son volume molaire) ou sa constante diélectrique. Un
exemple est donné par les travaux de Brink et Tramper (1985), qui ont testé un
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grand nombre de phases organiques pour I'époxydation du propéne et du 1-
buténe par des cellules immobilisées de Mycobacter en milieu biphasique. Aucune
corrélation évidente n' a cependant pu étre dégagée de I'ensemble des points
mesurés, si ce n'est que l'activité la plus grande était généralement observée avec
des solvants de faible polarité combinée avec une grande masse molaire.

Les résultats de Brink et Tramper (1985) ont été repris par d'autres
auteurs, qui ont cofrélé cette fois I'activité des microorganismes avec le logP du
solvant dans le systéme eau-octanol (mesuré ou calculé comme ici selon Rekker
et de Kort, 1979), obtenant alors une relation assez nette de forme sigmoide,
comme le montre la figure 2.14 ci-aprés, tirée de I'anticle de Laane et al.,
(1985). Une dépendance du méme type a été observée pour d'autres systémes
réactionnels, confirmant 'hypothése selon laquelle le logP pouvait constituer un
critére fort utile de sélection sinon absolue, du moins préliminaire.

( ®

8 8 8

Activité relative [%]
8
1

o
. R R T T
4 6 8 10 12 14

logP [-]

Eigure 2.14: Activité relative en fonction de logP (d'aprés Laane, 1985)

Le grand avantage du logP en tant que caractéristique d'un solvant est qu'il
tient compte de fagon non explicite de tous les paramétres testés par Brink, le
partage biphasique en étant lui aussi dépendant. La méthode a ensuite eté affinée
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afin de tenir compte dans un systéme donné non seulement du solvant, mais
également du substrat , de la phase continue et de la nature de l'interface (Laane
et al., 1987). Ces critéres consistent & optimiser les différences entre les logP des
constituants du systéme, suivant les caractéristiques de ce dernier et de la réaction
{phase continue aqueuse ou organique, enzyme soluble ou immobilisée, inhibition
par le produit ou le substrat). Sans entrer dans trop de détails, on s'en tiendra aux
premiéres conclusions de Laane et al. (1985) qui ne concernent que les
solvants, pour lesquels il définit trois domaines se rétérant a la figure 2.14:

logP < 2: ces solvants sont les moins intéressants pour les applications
en biocatalyse.

2 < logP < 4: les phases organiques appartenant a ce domaine peuvent se
révéler intéressantes pour certaines applications, mais on doit
s'attendre a des effets négatifs sur l'activité du catalyseur.

logP 2 4: cette catégorie contient les solvants les mieux appropriés aux
applications en biocatalyse

23.6 thlx.dmhﬂm&.ﬂ.d&lmnhmmnlmmmau

Au vu des résultats qui précédent, le choix du substrat s'est révélé assez
facile. Il s'est en effet rapidement porté sur I'ester n-propylique (PAPE), pour les
raisons suivantes:

#* Sa stabilité vis-a-vis de l'autohydrolyse est trés bonne au pH optimal pour
l'activité enzymatique

#* Sa synthése est aisée car le propanol n'a pas un point d'ébullition trop
élevé (reflux et distillation facilités) et il est miscible a I'eau en toutes proportions.
Ce point a son importance pour les réactions en milieu aqueux, vu qu'on libére
l'alcool dans le milieu fors de I'hydrolyse.

* Son coefficient de partage dans le systéme HaO/MIBK constitue un bon
compromis: il n'est pas trop bas, d'ot une extraction conséquente de I'ester neutre
méme a de faibles valeurs de vor, et il n'est pas non plus trop éleveé, ce qui laisse
une concentration de substrat en phase aqueuse favorable & une vitesse de
réaction élevée.
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# Sa solubilité en phase aqueuse est encore assez importante, facteur dont
dépend la capacité du réacteur et par conséquent sa performance. De fagon
qualitative, la solubilité dans 'eau décroit réguliérement du méthyl- & 'hexyl-ester;
alle diminue également avec l'augmentation du pH.

Le choix de la phase organique a été moins évident. Le n-hexane et le
n-dodécane ont cependant été écartés les premiers, vu la faible affinité du PAPE
pour ces solvants. Le 1,1,1-trichloréthane a été éliminé a cause de sa densité
trop élevée qui rendait difficile une bonne dispersion dans la phase aqueuse.
L'acétate de butyle, en tant qu'ester, constituait un second substrat potentiel et
aurait pu poser des problémes si de l'acide acétique et du butanol avaient été
libérés en cours de réaction. Dans le cas du MTBE, c'est son bas point d'ébullition
(d'ou une tension de vapeur élevée dans le systéme) ainsi que le manque
dinformations & disposition qui ont conduit & son rejet.

On n'a pas encore évoqué dans le choix de la phase organique les criteres
de sélection de Laane et al. (1985). En effet, pour les trois solvants restants,
Brink et Tramper (1985) n'avaient pas observé de rétention satifaisante de
lactivité du biocatalyseur (entre 0 et 8 %), alors que les expériences de Margot
(1987) n'ont pas montré d'effet aussi drastique sur la chymotrypsine lors de
I'hydrolyse du PAPE en systéme bidhasique. Les deux systémes réactionnels
étaient cependant trés différents, les temps de contact entre I'enzyme et le solvant
étant relativement limités et fa quantité d'eau dans le systéme beaucoup plus
importante chez Margot (1987).

D'autres critéres ont donc été considérés: I'octanol a été écarté par précau-
tion & cause de la possibilité, faible il est vrai, de former par transestérification
enzymatique du PAPE une certaine quantité de n-octylester, la chymotrypsine
catalysant également ce genre de réaction. Finalement, c'est le MIBK qui a été
préféré au toluéne, et ce malgré l'assez grande solubilité de la cétone dans l'eau
(1.7 %). La raison principate de ce choix réside dans le fait que Lugrin (1985)
avait déja réalisé des essais en systéme biphasique avec ce solvant lors de son
travail de dipléme, avec des résultats tout a fait probants. Il était donc intéressant de
continuer avec ce systéme, afin de compléter les mesures et de confirmer ou non
les potentialités qu'elles avaient révélées.
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2.3.7 Mesures complémentaires

Une fois le systéme réactionnel définitivement choisi, on a complété sa
caractérisation. Le Pc(PAPE) a été mesuré a des concentrations plus proches de
celles envisagées pour la mise en oeuvre du réacteur, ainsi que celui de V'alcool
libéré lors de I'hydrolyse (le n-propanoci). Finalement, on a encore étudié la
solubilité de I'ester et celle de 1a phénylalanine en fonction du pH.

Une alternative a la détermination de P¢ par I'étude des caractéristiques
acide-base du systéme biphasique consiste a mesurer directement la
concentration de substrat a I'équilibre dans chacune des phases, pour différentes
valeurs de vaq et du pH. C'est ce qui a été fait pour ie PAPE dans le systéeme
H2O/MIBK. Connaissant fes volumes respectifs de chaque phase, la concentration
de la solution aqueuse déterminée par HPLC donnait accés a la masse de substrat
dans l'eau:

Ms,aq ={S3q + S3q) - Vaq = Saq* Vaq 2.33

Déduite de la masse totale de substrat dans le systeme, qui est connue, on
obtient la masse en phase organique:

Ms.or = Mg ot ~ MG aq V 2.34

On peut alors développer une expression pour la fraction massique du
substrat se trouvant dans la phase aqueuse:

x Ms,aq ms,aq (S3q + S8g) - Vag
S * Mg ot - Mg + MSor - (an ’
ot 39 o (Sgq+ S5a)- Vag + 83 Vor 2.35

Si on divise I'expression 2.35 en haut et en bas par (Saq + Siq) - Vaq, on a:

1 1
Xs,aq = =
oSk Vo y, 8L 1V
(Saq + Saq) VOQ (qu + qu) Vagq 2.36

Or il est possible d'exprimer les concentrations des trois espéces en fonction
d'une seule, a savoir Sg,. En effet, on rappellera que:
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SSq = 100 -PH) . g0, 2.7
et aussi:
Sor = Pe(S) - Sl _ 28

L'équation 2.36 peut donc étre réécrite en:

1
+ Pc(S)qu . 1‘ng
(S + 10PKHlg 2 ) Vaq 2.37

XS.aq =

Qui se simplifie en:

1
Pc(s) . 1 'V.q

+
(14100KepH)) - vaq 238

Xg,aq ®

Les valeurs de xs aq mesurées lors des essais ont été reportées dans les
tableaux 2.11 & 2.13, en méme temps que celles de vaq et du pH qui y

correspondent.

Vagq pH XS,aq
[] [ [-]
0.4 5.00 0.334
0.4 5.58 ) 0.112
0.4 6.61 0.013
0.6 4.50 0.815
0.6 5.00 0.608
0.6 5.50 0.336
0.6 6.75 0.044
0.8 4.50 0.921
0.8 5.00 0.822
0.8 5.50 0.606
0.8 6.53 0.173

Iableau 2.11: xs,aq en fonction du pH et de vag
[PAPE) = 20 mM
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Vaq pH X$,aq
Gl [ [
0.4 4.51 0.623
0.4 5.00 0.377
0.4 5.50 0.173
0.4 6.58 0.027
0.6 4.51 0.784
0.6 5.00 0.585
0.6 5.50 0.336
0.6 6.77 0.047
0.8 4.50 0.922
0.8 5.00 0.833
0.8 5.50 0.628
0.8 6.55 0.191

Jableau 2,12: xs,aq on fonction du pH et de vagq

[PAPE] = 60 mM

Vaq pH XS.aq

[ [ [
0.4 4.50 0.670
04 5.02 0.353
0.4 5.53 0.160
0.4 6.60 0.021
0.6 4.50 0.803
0.6 5.00 0.574
0.6 5.50 0.326
0.6 6.53 0.058
0.8 4.50 0.913
0.8 5.00 0.835
0.8 5.51 0.591
0.8 6.50 0.152

Jableay 2.13: xg,aq en fonction du pH et de vaq
[PAPE] = 100 mM
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Connaissant de surcroit le pKa du PAPE, la valeur de P¢(S) a été évaluée
par optimisation pour cette série de masuraes selon I'équation 2.38, et vaut:

PPAPE)=1045+45 [
P(PAPE)= 114323 []
P,(PAPE) = 117.7+21  []

{PAPE] = 20 mM
(PAPE] = 60 mM

(PAPE] = 100 mM

On peut voir sur les figures 2.15 & 2.17 que ces valeurs décrivent les
mesures de fagon satisfaisante sur une plage de concentrations assez large, si on
compare les courbes calculées (a partir de I'équation 2.38 et des valeurs de P ci-

dessus) et les points expérimentaux.
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Eigure 2.15: Détermination du coefficient de partage par HPLC (P = 104.5)

Si I'on compare I'ensemble des valeurs de P;(PAPE) mesurées dans le

systéme H>O/MIBK, on arrive 4 une valeyr moyenne de:
(|

[ P.(PAPE) = 123.2 £ 3.0
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4 4.5 5 55 6 6.5 7

pH {-]
Figure 2.16: Détermination du coefficient de partage par HPLC (P¢ = 114.3)

1
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Figure 2 17: Détermination du coefficient de partage par HPLC (P¢ = 117.7)
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Le P¢ ainsi déterminé est assez proche de la valeur déterminée par titration
avec le solvant, qui vaut 127 (tableau 2.10), et de celle qu'avait trouvée Lugrin
(1985), a savoir 137. Elle aussi avait mesuré ce paramétre par titration simple a
différents vaq et par HPLC, mais avec une dispersion plus grande des résultats, due
principalement au nombre de manipulations des échantillons dans le cas de la
méthode chromatographique et & la relative imprécision déja évoquée pour la
régression lindaire dans le cas des titrations.

Pour notre valeur de P¢ (123.2) et un pKj de 7.06, on a calculé 'évolution de
Xs,aq en fonction du pH et de vaq selon I'équation 2.38. La figure 2.18 en est une

représentation tridimensionnelle.
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Figure 2,18: Distribution du substrat en systéme biphasique

On le verra plus tard, lalcool libéré lors de la réaction intervient dans la
réaction. La connaissance de sa concentration en phase aqueuse tout au long du
processus est donc trés importante. C'est pourquoi on a mesuré son coetficient de
partage biphasique entre l'eau et le MIBK. Une solution aqueuse (pH = 5.5) de
propanol de concentration et volume connus était mise en contact avec la phase
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organique. On permettait 4 I'équilibre de s'établir en laissant le mélange sous
agitation vigourause, puis on prélevait un échantilion de chacune des phases pour
les analyser par GC (aprés s'étre assuré que la phase organique et l'eau ne
génaient pas la résolution du pic du propanol). Comme le propanol n'est pas sujet
a un équitibre de protonation dans les conditions expérimentales envisagées, la
situation est beaucoup plus simple que dans le cas du PAPE, d'autant plus que
I'analyse donne un accés direct a la concentration dans chacune des phases. Le
coefficient de partage s'écrit alors comme:

Pe(P) = ;:: 2.39

Le tableau 2.14 donne les résultats obtenus lors de ces essais. La
connaissance de la concentration initiale de la solution aqueuse (Po) ainsi que de
celles mesurées dans I'eau (Paq) et le MIBK (Py) aprés établissement de I'équilibre
permet de faire un bilan sur l'alcool, bilan dont les résultats sont donnés en écarts
relatifs (e.r.), positifs ou négatifs, par rappont aux 100 % théoriques.

Paq + por.1_'§'ﬂ
—_3 .1} 100

or = (Paq‘vaq + Por'vor) - Po‘vaq) . 100 = Vaq
Po-Vaq Po 2.40
Po Vaq Paq Por Pe(P) Bilan (e.r.)

{mmol-I'") 8 (mmolI'Y] | [mmol1) [ (%]
53.8 0.50 26.2 30.1 1.15 +4.6
53.8 0.67 32.9 40.9 1.24 -0.9
106.1 0.50 45.8 60.3 1.32 0.0
106.1 0.67 - 57.9 79.0 1.36 -8.2
201.6 0.50 88.1 107.0 1.22 -3.2
304.1 0.50 140.4 180.9 1.29 +5.6

Tableau 2.14: Mesure de P¢(P) par GC

On le voit, les bilans sont justes, au pire & 8 % prés, et les coefficients de
partage mesurés ont pour valeur moyenne:

[ P(P) = 1.26 + 0.03 [] |
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La connaissance de la solubilité des réactants est également trés importante
dans le systéme étudié, ceci afin de prévenir tout risque de précipitation. La
solubilité de ia phénylalanine en fonction du pH a déja été décrite dans la
littérature, Notamment par Nass (1988), dont les résultats sont illustrés & la figure

2.19. Ceux-ci sont toutefois donnés pour une températyre de 50 °C !

On a mesuré la solubilité du PAPE en phase aqueuse a 30 °C en fonction du
pH. Pour cela, on a préparé des solutions d'ester de concentration connue, et on
les a chauffées & 30 °C dans la cuve de titration sous agitation constante. On a
ensuite augmenté lentement le pH & I'aide de NaOH SN (afin de ne pas trop diluer
le milieu), jusqu'a ce que la solution se trouble, a cause de la précipitation de
l'ester sous forme de gouttelettes huileuses. La valeur du pH & ce moment était
alors notée en face de la concentration de PAPE correspondante. Les résultats
obtenus sont reportés dans le tableau 2.15 et illustrés par la figure 2.20.

r--

-

g

3

5 8

g

Solubilité [mg soluté/g solution]

0 I Il a 1 i 1 N ), 1 1

4 5 6 7 8 9 10 11
pH ()
Eigure 2,19: Solubilité de ia Phe en fonction du pH a §0 °C (d'aprés Nass, 1988)

On constate que sur le domaine de pH ou I'on envisage de travailler (entre 4
et 7), la solubilité de l'acide aminé est presque constante et se situe légérement au
dessus de 50 mg/g de solution, ce qui correspond & 315 mmolI™! environ.
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Orella et Kirwan (1989) ont quant a eux étudié la solubilité de quelques
acides aminés caractéristiques dans des mélanges eau / alcools aliphatiques. On y
apprend qu'a 25 °C. pH 8.5 et pour une fraction molaire voisine de 0.2, le n-
propanol augmente d'environ 35 % la solubilité de la phénylalanine par rapport &
celle mesurée dans l'eau pure aux mémes conditions, qui est de 160 mmol.|"
environ. Cet effet n'est que peu intéressant dans le cadre de la réaction étudiée, vu
que la fraction molaire maximale atteignable pour le n-propanol par hydrolyse du
propyl-ester n'excéde pas 0.003.

pH 1635 |6.45 |6.58 [6.72 ]|7.00 |7.25 |7.52 |8.95
[l

Solubilité |300 (250 [200 |150 {100 (75 {60 |40
{mmol.-1]

Iableau 2.15: Solubilité du PAPE en phas. aqueuse & 30 °C

500

400
g S = A+ B * oxp(C*PH)
= 300 | A= 40mM
» B = 3.2386E+08 mM
2 " C=-22110 -
Sa200t
[«}
» +

o

0 _ ] PN | A | N i N 1 N
6 6.5 7 7.5 8 8.5 9
pH [

Eigure 2,20: Solubilité du PAPE en phase aqueuse a 30 °C

La courbe qui passe a travers les points de la figure 2.20 est une
optimisation des parametres A, B et C pour une équation de la torme:
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Solubilité = S = A + B.e(CPH Avec: A = 40 mmol1'!
B = 3.2386-10% mmolI"!
C=-22110[]

La diminution rapide de la solubilité de I'ester lors d'une augmentation du
PH illustre bien les problémes évoqués dans fintroduction, a savoir I'impossibilité
de travailler a des valeurs voisines ou supérieures a celle du pK, de l'ester. Non
seulement on risquerait une précipitation dans le réacteur, mais en plus on
limiterait sérieusement la capacité et fa productivité de ceiui-ci.
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3. CINETIQUE DE L'ENZYME SOLUBLE

3.1 HYDROLYSES EN MILIEY AQUEUX A pH CONSTANT
3.1.1 Partie expérimentale

A moins qu'il n'en soit fait mention, toutes les expériences décrites ci-aprés
ont été réalisées a une température de 30 °C et a un pH constant de 5.5; cette
valeur permettait I'étude de I'hydrolyse du PAPE sur une large plage de
concentrations, la solubilité de l'ester devenant trop limitée au-dela. On était
également assuré d'éviter tout probléme d'autohydrolyse et de transpeptisation.

30 mi d'ester en solution aqueuse étaient introduits dans la cuve de titration
a double manteau déja décrite. Le milieu contenait également du CaClz & raison
de 5 mmollI'', composé dont Iutilité sera expliquée plus loin. Une fois la
température de consigne atteinte et le pH ajusté, 1 mi d'une solution d'enzyme était
ajoute et le régulateur de pH mis en route. On mesurait alors le volume de NaOH
consommé au cours du temps Soit sur un enregistreur, soit & l'aide d'un systéme
d'acquisition de données par ordinateur. Les concentrations de toutes les espéces
étaient calculées afin de tenir compte de la dilution provoquée par I'adjonction de
f'enzyme.

Le rapport entre la masse de base consommée pour titrer les protons et celle
de phénylalanine n'est cependant pas 1:1. La figure 3.1, qui est un fragment de la
figure 1.16, permet de mieux apprécier la situation. En effet, & cause des propriétés
acide-base du substrat et de la phénylalanine, I'hydrolyse de la forme acide de
lester (réaction 2 sur la tigure 3.1) est pratiquement le seul processus qui génére
des H* quantitativement, de par ia faible valeur du pKa pour le groupement
carboxylique de l'acide aminé (1.83), qui induit une libération quantitative des
protons par la réaction 3 dés qu'on se trouve au dessus de pH 3. Une autre source
de protons est constituée par I'équilibre acide-base du groupe amino de l'acide
aminé (réaction 4). La dégradation de l'ester neutre (1) ne produisant que de la
phénylalanine sous forme zwitterionique (schéma du haut), celle-ci ne libérera des
H* que selon I'équilibre (4).

On appelie justement fraction titrable fi le rappornt stoechiométrique entre les
masses de base consommée et de phénylalanine produite. Connaissant les
réactions impliquant la libération des protons, on voit aisément que cette fraction
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sera égale a la fraction massique de substrat sous forme acide & laquelle on
ajoutera celle d'acide aminé dont le groupe amino n'est pas protoné et soustraira
celle avec le groupement carboxylique non dissocié, d'ou l'expression 3.1. Comme
le systéme est monophasique et de volume constant, on notera que l'on peut
utiliser aussi bien les rapports des concentrations que les fractions massiques des
différentes espéces en présence.

fo=x§ + xp-x2 3.1
OOR  aCT coo’
* 1
aq £z
OR 4T COOH
*
O/\,C —— d @
aq Fe
OOH DK.-183 (olalo}
* +H - (3)
e
FZ
pK.-913 coo
2

Fb

Eigure 3.1: Processus de libération des protons lors de 'hydrolyse

Sachant, de par la définition des équilibres acide-base, que:
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M KS) R _KaFNHp) @ W _
X  H O xf H* Xt Kq(F.COOH) 3.2,3.3,34

On obtient finalement, pour ia fraction titrable en milieu aqueux:

1

f, = 1 1 .
2 100H-PRaE) 1 4 10PR(FNFR-PH) 1 4 10(PH - BRu(F.COOH)

35

Cette grandeur dépend bien évidemment du pH, et ce de la fagon illustrée & la
figure 3.2.

1
08
°
5 06
£
S 0.4
So
[+]
£
0.2
0
2 a 6 8 10

PH []
Figure 3.2: f| en fonction du pH en milieu 100 % aqueux (T=30 °C)

Vu qu'on travaille & pH constant et donc a fraction titrable constante, la

relation entre la masse de base injectée et le taux de conversion est tout
simplement:

m8=f1'mPho=f1'(12"So'x)'vaq 36
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Avec So = (SLo + Sp) = 2 SLo 5i.00 hydrolyse un mélange racémique. D'ou,

pour le taux de conversion:

X=1._2Mp
b Sg. Vaq 3.7

3.1.2 Théorie

Le modéle le plus connu pour la description mathématique des réactions
enzymatiques est celui proposé successivement par Brown (1902) et Henri (1901-
1904), puis développé par Michaelis et Menten (1913); il suppose les étapes
suivantes: formation d'un complexe enzyme-substrat ES, puis dégradation
irréversible de ce dernier avec séparation finale de 'enzyme et du produit. Un tel
schéma est présenté a la figure 3.3.

Figure 3.3: Schéma réactionnel selon Michaelis et Menten

Pour un systéme fermé, les vitesses d'évolution des espéces ES et P
s'expriment comme:

dgtﬁ.k,,-e-s-(k,»,kz)-ss

3.8
4P .k, -ES
ot ? 39
Expressions que 'on peut compléter par un bilan massique sur 'enzyme:
Ec=E +ES 3.10

On doit se rendre compte a ce stade que le gsysiéme d'équatigns
dittérentielles ci-dessys ne peut pas étre résoly analvtiguement, mais doit étre

intégré numériquement si on veut avoir accés 4 la phase transitoire de la réaction
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enzymatique. Les cas ou on a besoin de cette information sont cependant assez
rares, et on peut le plus souvent se contenter de modséliser le processus en
supposant sa quasi-stationnarité. On peut alors faire des hypothéses sur les étapes
limitantes de ce dernier, tout en gardant a l'esprit le caractére simplificateur d'une
telle pratique.

Si on suppose que I'équilibre de formation du complexe est suffisamment
rapide pour ne pas étre perturbé par la réaction proprement dite (k.1 >> k2), alors
ona:

ke -E-Sm=ky-ES 3.1

Si k.1 >> k2, alors le complexe ES atteint rapidement une concentration
stationnaire et d'aprés 3.8 on a:

dEs .
at -0 , 3.12

La combinaison de 3.10 et 3.11 donne alors:

Eo:S K o
ES Avec K = =1 (constante de dissociation de ES
"KssS kot ¢ ) 313
Et l'expression 3.9 pour la vitesse de formation de P devient:
a P ek By S — =K» -
R dt k2 - Eo K;+8 = Vmax K, +8 (AveC Vimax = K2 - Eo) 3.14

On normalise souvent la vitesse de réaction par rapport & la concentration
d'enzyme, ¢e qui donne:

B.Q.k -
Ron Eo 2 Ks+$S 3.15

L'équation 3.15 est plus connue sous le nom d'équation de Michaelis-
Menten, et a une forme caractéristique que I'on retrouvera trés souvent. k2
représente la vitesse de réaction (normalisée) maximale atteignable, lorsqu'on a
S>>Ks. On considére a ce moment que toute I'enzyme se trouve sous forme
complexée ES.
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Mais l'équation 3.15 ci-dessus ne constitue qu'un cas particulier de
l'approche de Briggs et Haldane (1925), qui se sont contentés de supposer un état
quasi-stationnaire pour lintermédiaire ES, dont la concentration ne varie alors
plus. La conséquence directe en est que:

g.dEt.S.éo = ki1 E- S =(kq+kp) - ES 3.16

L'équation de vitesse a laquelle on arrive aprés développement a
exactement la méme forme que 3.15:

R,
Rp.n'—p'kz'

S __
E " 2 Kn+S | : 317

Le parameétre Km est appelé constante de Michaelis et vaut cette fois:

Km:kq +ky
key 3.18

3.1.3 Infiyence de l'eay et des nuciéophiles

Mais un modéle élémentaire & un seul substrat tel qu'on vient de le décrire
peut s'avérer par trop simplifié pour la description efficace des réactions
d'hydrolyse comme celle des dérivés de la phénylalanine par la chymotrypsine.
Les études de Bender et al. (1964) sur ce théme ont d'ailleurs largement
contribué a le démontrer. I! a le premier tenu compte du fait que fa réaction
d'hydrolyse implique la participation d'une molécule d'eau, ainsi que la production
d'une molécule d'aicool. Il a donc supposé une étape supplémentaire lors de
laquelle t'alcoot est libéré, conduisant a la formation d'un jntermédiaire enzyme-
acyle. C'est dans I'étape suivante de désacylation qu'intervient la molécule d'eau,
lors de Fhydrolyse proprement dite. On se rend bien compte de la difficulté a
évaluer linfluence de la concentration de I'eau en solution aqueuse mais vu le
caractére nucléophile de la réaction, Bender s'est demandé si un composé autre
que H20 pouvait participer & la désacylation.

Plusieurs indices plaidaient d'ailleurs en faveur de cette théorie. Par
exemple, l'augmentation de la constante de vitesse pour la désacylation de
l'acétyl-a-chymotrypsine en présence d'éthanol, et la détection d'acétate d'éthyle
dans le mileu; dans le méme ordre d'idées, il a aussi observé une réaction
d'échange entre le méthyl-C'“-ester de la N-acétyl-L-phénylalanine et du méthanol
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non marqué, réaction catalysée par I'a-CT. Celle-ci promeut donc non seulement
'hydrolyse des esters, mais également leur transestérification, une fois ceux-ci mis
en présence du nucléophile approprié. Moresoli (1990) a étudié une réaction de
ce type, a savoir la transestérification de I'ester n-propylique de phénylalanine en
présence de 1.4-butanediol en tant que second nucléophile. Celui-ci, toujours
d'apres Bender et al. (1964), se trouve alors en compétition avec f'eau pour la
désacylation et ce directement depuis le sein de la solution, aucun site spécifique
pour I'eau ou le nucléophile n'ayant pu étre détecté sur 'enzyme. Le schéma
réactionnel finalement proposé par Bender est illustré a la figure 3.4 qui suit:

ks [H20]

—— E + F
k+1 k2
E+ S=——=ES EA —
k.1
——E + P,
P4 kg [N]

Eigure 3.4: Mécanisme de réaction selon Bender et al. (1964)

Un cas de figure légérement différent se présente si le nucléophile N est tout
simplement l'alcgol, libéré lors de la formation du complexe enzyme-acyle EA. A ce
moment, la compétition lors de la désacylation peut conduire soit a la libération du
produit, soit & celle du substrat. Cette derniére situation est montrée a la figure 3.5
ci-aprés. On y a de plus introduit la notion d'un substrat spécifique optiquement
actif, comme le L-PAPE. Dans les schémas et équations suivantes, la molécule
hydrolysée sera donc désormais désignée par S, et le produit d'hydrolyse par Fi.
De plus, on supposera que les deux formes de lester (chargée et neutre) sont

La mise en équations de ce mécanisme est la suivante:

dES k., E- S - (ky+ko) -
- Kot St - (ka+k2) - ESL 319
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dEtA = kg ESL - (ks [H20) + ke - [P]) - EA 3.20

k3 [H20]
—— E + F_
k+‘l k2
E + SL_‘ ESLT EA —
K.y
- E + SL
P ke [P]

Eigure 3.5: Compétition eau-alcool pour la désacylation

Avec le bilan sur 'enzyme:
E+ES_L+EA=Ey 3.21

La vitesse de disparition du substrat (d'apparition des produits) vaut quant &
elie:

29S8 _dP 9P Renky-[H0] EA

dt  dt ot 3.22

Comme dans le cas précédent, on peut supposer un équilibre trés rapide
pour la formation du complexe ES_ avec k.4 >> k, et un état stationnaire pour
lintermédiaire EA. Les dérivées 3.19 et 3.20 s'annulent alors. Afin de faciliter sa
résolution, le systéme des équations 3.19 4 3.21 peut étre présenté sous forme
matricielie:

Kot - S - (ke +kp) 0 E 0
Y k2 -(k3:[H2O] + ka[P] |- | ES_|=] 0
1 1 1 EA Eo

Ou M - e =y 3.23
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Comme le déterminant D de M est différent de zéro et qu'au moins un des
éléments de y est non-nul, on peut appliquer la régle de Cramer. Chaque élément
ej du vecteur e vaut alors:

D.
[t §
%=p 3.24

L'expression de Dj se simplifie, y3 = Eo étant le seul élément de y différent de
26r0. Ajj est le cofacteur de r'élément y;

W'iAww-Mr&

w1 3.25
Donc:
o= A‘.'.i . Eo
! D 3.26

Mais comme on sait par I'équation 3.21 que:

3
2 e=E
jut 3.21
On arrive a la conclusion que:
3 AL 3
Z &l =1 = z A3i = D
-0 Py 3.27

It suffit donc de caiculer les cofacteurs Agj sans s‘occuper de D, la
concentration de chaque espéce enzymatique e; s'exprimant finalement en fraction
de la concentration initiale d'enzyme Eq selon:

ej..sﬁj_. EO
2 A

jul 3.28

On obtient donc aprés calcul les expressions suivantes:
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£ (k-1+k2) - (ka[H20l+ke[P]) - Eo

T Ka+k2) - (ka[HzOl+ka [P]) + kur-S-(ka [H20]+ka [P +k2) 329
. Ko - S - (ka{H20]+ke{P]) - Eo
(krrk2) - (kaH2Ol+ka [P]) + Kor-S (k3 [HzO) +ka [P +k2) 3.30
- Ke1 - S ka- Eg
(k.1+k2) - (k3:[H20])+k4[P]) + k,1-S-(ka-[H20]+k4-[P]+k2) 3.31

L'équation 3.22 pour la vitesse d'apparition du produit devient alors, aprés
combinaison avec 3.31:

LR . Ka - [H20] Kot - S ko - Eo
(K.1+k2) - (ka:[Hz0)+Ka[P)) + K.1-S-(ka [H20]+ka [P]+k2) 330

La concentration de l'eau pouvant étre considérée comme constante dans
une solution aqueuse, on peut poser:

kab = k3 - [H20] 3.33

L'expression 3.32, une fois divisée en haut et en bas par (kap - k1), devient:

Q-EL:R;:: ke Eo- S
at katkey e K P s (14K P12
(ku ¥ “K’Sb PR+ 8- +K‘sb []+k3b) 3.34

Si de plus on réarrange légérement 3.34, on retrouve une formule pour ia
vitesse de réaction normalisée analogue 4 celle de Briggs et Haldane, a savoir:

sEE.k'PP._S._
Rre=g "'t ks s 3.35

Avec les exprassions suivantes pour les deux paramétres:

kaop.( kz2-k3p )

(Kap+ka-[P]+k2) 3.36
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kaep.(__keb*kf”’l ) K
(kap+ka-[P]+k2)

3.37
A partir de 14, si on pose maintenant:
k= %‘: o b kl(alb 3.38
Ainsi que:
P=Py+ S X 3.39

On arrive & rl'expression suivante pour la vitesse initiale normalisée
d'apparition de la phénylalanine:

Kz - Sio
Km'(1+k'Po)*SLo‘(1*k'Po+kx) 3.40

REn=

Si on mesure cette vitesse pour différentes concentrations initiales de
propanol (tout en gardant Sy, constante) et qu'on rapporte les valeurs obtenues a
celle qui correspond a Py = 0, on arrive a:

k2 e Sle
(Rg.nbo-o = Km + Sto - (1 + k)
(RE.) K2 - Ste
Km (1 +k-Po)+ Sio (1 +k-Po + ki) 3.41

L'équation 3.41, une fois simplifiée, devient:

(FBpono _Km (1 + k- Po) + Suo {1 +Kk- P + k)

(R&) Km + Sto - (1 + ke 3.42
D'ou:
(REaJPo =0 =1+ Km + Sio - k

* [+]
(R#n) Km + Sto - (1 +ky) 3.43



94 Chapitre 3: Cinétique de 'enzyme soluble

Le rappport des deux vitesses va donc toujours @volyer linégirement en
fonction de 13 concentration initiale de Falcool A partir de cette équation générale,

on peut cependant distinguer deux situations extrémes:

a) L'acylation est le processus limitant. Cela revient & poser k2 << kap, Ka.

avec pour conséquence directe kx & 0. On arrive alors a:

R 3.44

- b) La_désacvlation aest {étape 13 plus jepte. It en découle pour les valeurs
respectives des constantes de vitesse: kap, kg << k2. On se rend aisément compte
que, par suite, ky >> k. A ce moment, {a pente de la droite définie & I'équation 3.43
devient trés faible. Bender (1964), dans son commentaire sur les ditférentes
situations possibles, la suppose méme nulle. Ceci est tout a fait raisonnable dans
le sens ou la constante k doit étre nettement inférieure & 1, vu que c'est la réaction
d'hydrolyse qui prédomine. La vitesse de réaction ne devrait donc pas dépendre
de Po, ou alors de fagon beaucoup moins marquée que dans le cas ou c'est
Facylation qui est I'étape limitante.

On a posé a nouveau le probléme, en le présentant cette fois sous la forme
d'un systéme d'équations diftérentielles. D'aprés le schéma réactionnel de la ﬂgure
3.5, on peut écrire:

%%-(k;gb‘*M'PyEA-o-kq'ESL~K.1'E'S|_

3.45
Q%SL,K‘.E.SL-kq-ESL*kz'ESL 3.46
GEA « - ESL-{kao + ku - P)- EA 3.47
%-N'P'EA‘*"-VESL"‘WE‘SL 3.48
ﬁd;ﬂ-kg-ESL'k‘-P~EA 3.49

9FL Koy - EA 550
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Comme seule hypothése simplificatrice, on a supposé I'état stationnaire pour
la concentration de lintermédiaire ES_. L'équation 3.46 s'annule donc (JESi/dt =
0), ce qui conduit a:

Ke1  E-S_ - k- ES =kz: ES, 3.51

E.S =K1*® ES =K. ES
b T LEDmo R 3.52

Aprés combinaison avec 3.51 et 3.52, on réduit a cinq le nombre d'équations
différentielles dans le systéme. Elles sont données ci-apres:

%%.(ksb+k4-P)~EA-k2- ESL

3.53
dgA-kz-El'(msL'(kab+k4' P)- EA 3.54
%L.k,,~P-EA-k2-EkmSL 3.55
%?.kz-s—k%-h‘P-EA 3.56
S’gtkukgb~EA 3.57

Les équations 3.53 a 3.57 ont été intégrées simultanément & l'aide d'une
méthode numérique, et ce pour les conditions initiales suivantes:

(E)teo = Eo = 0.04 mmolI"!  (¢=» 1.0 gI'" env. d'a-chymotrypsine)
(EA)a0 =0

(SL)te0 = Spo = 40 mmol-I?

(P)t0 = Po = 0, 50 ou 100 mmol-I'?

(FLh=o =0

On a ainsi pu simuler la réaction pour différentes valeurs relatives des
constantes cinétiques correspondant a trois situations possibles, et évaluer
finfluence d'une concentration initiale variable de propanol dans chaque cas. Les
valeurs utilisées sont reportées dans le tableau 3.1, et les courbes simulées dans
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les figures 3.6 a 3.8. On a yarié le rapport ka/kan tout en gardant k = ka/kan constant

ot égal & 0.005. En effet, comme on I'a déja dit, c'est I'hydrolyse qui est la réaction
principate et k doit donc étre petit. La constante lsm_a_quam_a_e_uwj
mmol+t”, et la yitesse de I'étape Ia plus lente 3 25 min™.

ke kap ka Po Etape
(min'] | (min!) | temor-)-min“T) [ [mmo-t) limitante
25 2500 12.5 0
25 2500 12.5 50 Acylation
25 2500 12.5 100
25 25 0.125 0
25 25 0.125 50 Pas d'étape limitante
25 25 0.125 100
2500 25 0.125 0
2500 25 0.125 50 Désacylation
2500 25 0.125 . 100

Iableau 3.1: Valeurs des constantes cinétiques pour les simulations

" N 1 1 n N
0 6 12 18 24 30
temps [min)

Figure 3.6: Influence simulée du propanal, étape d'acylation limitante (k2 << kap)
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Eigure 3.7: Influence simulée du propanol, pas d'étape limitante (k2 = kap)

30

40
%‘ 30+ L-Phe
E' Po= OMM ———
Y Y —
s 20+ 100 MM —.c—--
®
.g L-PAPE
|
o 10 { Désacytation kmitante |
0 N i e, 1 PR | "
0 6 12 18 24 30

temps {min}

Figure 3.8: Influence simulée du propanol, désacylation limitante (kp >> kap)
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Vu la grande différence des valeurs de k2 et kzp dans ie cas de la
désacylation limitante, on pensait observer un écart important entre les évolutions
du propanol et de la phénylalanine, le premier étant formé lors d'une étape
beaucoup plus rapide. Cependant, & cause du facteur 1000 séparant les
concentrations de substrat et d'enzyme, celle du complexe EA reste trés faible et
les deux produits apparaissent & une vitesse qu'il n'est pas possible de différencier
sur I'échelle de temps utilisée.

Les résultats des simulations confirment de plus ce gu'on avait pu déduire
des équations de Bender et al. (1964), & savoir que dans le cas ot kg << k3p,
on observe une influence nette de la concentration de propanoi sur la vitesse
d'apparition des produits (figure 3.6). Cette influence diminue au fur et a mesure
que la vitesse d'acylation augmente par rapport a celle de désacylation (figure 3.7),
et finit par ne plus étre observable une fois cette derniére étape devenue le
processus limitant: en effet, les trois courbes de la figure 3.8 sont pratiquement
confondues.

Quelques expériences d'hydrolyse a différentes concentrations initiales de
propanol devraient donc facilement permetire de caractériser le systéme
réactionnel et d'opter définitivement pour I'un ou l'autre modele.

Dans tous les développements qui suivent, on ne traitera cependant que les
cas ou c'est I'étape d'acylation qui est la plus lente, ce qui revient & poser ky = 0
dans I'équation 3.40, qui se simplifie alors de la fagon suivante:

RRo= k2 - Sio - Ko S0
" Km(14+Kk-Po)+So-(1+k-Ps) {1 +k-Py) Km+Sio 3.58

L'étude d'une réaction par fa détermination de sa vitesse initiale et de la
dépendance de celle-ci envers les divers constituants a été pendant longtemps la
méthode la plus employés pour la détermination des constantes cinétiques d'un
modéle. Elle est néanmoins assez fastidieuse, dans le sens ou elle nécessite la
mesure d'une réaction compléte pour obtenir un point, ce qui limite fortement la
quantité d'information accessible. C'est pourquoi on travaille de plus en pius avec
la forme intégrée de I'équation de vitesse, qui modélise I'évolution compléte du
temps en fonction du taux de conversion. Si on réécrit I'équation 3.58 pour avoir la
vitesse de réaction en fonction du taux de conversion, on a:
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R aSle dX. Ko . _ St

EBo dt 1.k-P Km+SL 3.59

On sait que P = Py + S o - X et que S = S(o - (1-X). Dans le cas ou Po = 0,
3.59 devient:

RosSle a2 St (10
Bo d 14k -Spo-X Km+Spo-(1-X) 3.60

On peut simplifier & droite et & gauche par Si o, et diviser le membre de
droite en haut et en bas par (1-X), ce qui meéne a:

R ). % ke .
Bo o 14k-S,o-X Ko
o7 i+ S 3.61

Il est ensuite possible de séparer les variables et d'écrire:

t X

I k2 - Eo - dt-f (1+4k-Sro'X) -(1—K.l§1(-+SL°) - dX

0 0 . 3.62
L'intégration se fait facilement, avec pour résultat:

P I A1-KKm}-X - K- . .In(1- 1 k.s2.x2
EotamiL [SLo(1-k-Km)-X - Km-(14k-So)-In(1 X)+ L k-SEX ) 563

On remarquera que l'équation ci-dessus donne I'évolution de Eet en fonction
de X et non pas linverse. Ceci est du A la structure de I'équation de vitesse, qui ne
permet pas d'exprimer X en fonction de t. On peut néanmoins, sur la base de
courbes expérimentales, estimer les paramétres cinétiques du modele & l'aide d'un
programme de régression non-lindaire basé sur l'algorithme de Marquardt déja
évoqué précédemment. Un exemple d'un tel programme appelé FMKPQ est donné
en annexe. Il correspond a l'intégration de I'équation de vitesse 3.59.

Mais la forme L du substrat n'est pas 1a seule espéce présente dans le milieu
réactionnel, et il faudra donc tenir compte des éventuels effets inhibiteurs dus aux
autres participants, voire au substrat lui-méme. Les cas d'inhibition les plus
fréquemment rencontrés sont illustrés A la figure 3.9 ci-aprés.
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Afin de ne pas refaire le développement de tous les biians, on se contentera
de résumer l'effet des inhibiteurs sur la vitesse de réaction dans le tableau 3.2. Il
est a noter que les équations 3.64 3 3 66 qui y sont présentées restent jystes tant
que ca nest pas l'alcool P qui est linhibiteyr- De plus on continuera ici a

considérer l'acylation comme étant le processus limitant, et donc a utiliser les
relations précédemment obtenues (équations 3.35 et 3.59), & savoir:

Ren .EE awp .S

E ° KMP + S
k;“’.(__Ez__
(1+k-P)
K = Km
I | ks [Hz0]
c a [r——— E + Fl.
+ K, +
! kz
E+ SL~ = ES_ 4‘EA
———E + S
ks [P]
1aESL
_k
Kc"kﬂ; Ka.I—E::

Eigure 3.9: Schéma général des mécanismes d'inhibition

Dans le cas d'une jnhibition compétitive, le substrat et linhibiteur Ic sont en
compétition pour I'occupation du site actif de I'enzyme. alors qu'un processus
anticompétitif agit sur I'intermédiaire enzyme-substrat. Ces complexes de
linhibiteur ainsi formés sont appelés "complexes cul-de-sac” ("dead-end
complexes”), c'est-a-dire qu'ils Stent A 'enzyme toute propriété catalytique. Un
inhibiteur mixte Im (ou non compétitif) cumule les propriétés des deux premiers, en
s'adsorbant de fagon réversible aussi bien sur E que sur ES_. Une inhibition non
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compétitive pure est caractérisée par le fait que K; | = Kc 1 = Km 1, et c'est alors la
vitesse maximale qui est diminude d'un rapport —2l—

im + Km'|'
Inhibition Vitesse de réaction (égquation 3.35)
Compétitive Rrp = DE 2 k3PP . S,
Eo K,anpp.(1+_lg_ + S,
cl 3.64
Anticompétitive Reo= BRe_ k3PP . : Sy
E K¥P + SL-(1+ —li-
al 3.65
Mixte Ren= gﬁ =K3PP . l St |
(non compétitive) ° K3PP . (1 ‘?L +S {1+ 2
Rei all  3.66

Jableau 3.2: Effet des inhibiteurs sur la vitesse de réaction

On a un cas patticulier d'inhibition anticompétitive quand le substrat, en
excés, s'adsorbe une deuxiéme fois sur I'enzyme et bloque le processus de
dégradation, tout comme les autres inhibiteurs.

3.1.4 Mesure de linfluence de Ca®*

Avant de commencer I'étude expérimentale de la cinétique, on a voulu
vérifier l'influence maintes fois décrite du cation Ca2* sur l'activité de la
chymotrypsine, et surtout a quelle concentration il fallait I'ajouter au milieu. On a
donc effectué des hydrolyses a trois concentrations de CaCly différentes (0, 2.5 et 5
mmol-l") selon le mode opératoire décrit au début du chapitre, essais dont les
résultats sont illustrés par la figure 3.10. On peut y observer I'effet du calcium et
constater qu'il est maximal déja & 2.5 mmolI"'. Par précaution, toutes les
expériences sujvantes seront cependant effectuées avec 5 mmol.I! de CaClp
dang la phase agueuse.
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1
08
06
x
0.4 {Ca2*]=0.0mM ©
25mM o
50mM &
02
o " ] . 1 " L i [ " 1 N [l
0 5 10 15 20 25 30

Eo-t [g-min/]

Figure 3.10: Effet du cation Ca%* sur activité de I'enzyme
T = 30 °C, pH = cte = 5.5, So = 100 mmol-I'!, Eo = 0.75 g1

3.1.5 |dentification de I'étape limitante

Avant de développer un modale cinétique complet, il était avantageux de
savoir quelle hypothése concernant le processus limitant pouvait étre appliquée.
Quelques hydrolyses ont donc été menées A bien avec des concentrations initiales
de propanol croissantes. La figure 3.11 montre I'évolution du taux de conversion X,
calculé a partir du volume de NaOH consommé et de I'expression 3.7. L'axe du
temps a été normakisé par rappont 4 la concentration initiale d'enzyme E,, le temps
de réaction et 'activité lui étant reliés de fagon inversement proportionnelle et
proportionnelie respectivement.

Le calcul de la vitesse initiale de la réaction a été réalisé de la fagon
suivante: la premiere partie de (a courbe d'hydrolyse (0 < X < 0.2) était représentée
selon I'expression 3.67.

_A-Eqt
8 + Egt (d(Eot) Eot.O 3.67
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Les paramatres A et B une fois optimisés donnaient alors acces a:

Rg‘ﬂ'sLo ( .SLO'%
d(Eot)feqe0 3.68
08 - oo a e . a
0-6 = oa Ae [] a
o0 ae [ ] Iy
o oa & L] 'y
- wse 8 & Po= OmM ©
X 04r e 20mM o
e o & 8OmM &
o e a 100mM o
| awea 200mM =
02r 300mM &
L ama
0 " 1 n 1. N A L ] "
0 1 2 3 4 5

Eo t [g-min/l]

Eigure 3.11: Effet de la concentration initiale de propanol
T =30°C, pH = cte = 5.5, So = 80 mmolI'!, E = 0.10 g1

Po (Re.n) (R2akpoao

(R2n)
mmol-i’! mmol-g*!-min°1 8|

0 31.45 1.00
20 27.11 1.16
80 24.39 1.29
100 23.14 1.36
200 18.34 1.72
300 14.56 2.16

Iableay 3.3: Etude de linfluence de f'alcool en tant que nucléophile
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Les concentrations initiales de propanol testées, ainsi que les valeurs
absolues et relatives de la vitesse initiale sont reportées dans le tableau 3.3 ci-
avant.

On a ensuite représenté graphiquement le rapport entre la vitesse initiale de
réaction sans propanol (P, = 0) et avec, comme proposé a I'équation 3.43. On peut

constater a la figure 3.12 qu'on a une relation linéaire. La pente de 1a draite de
1égression est faible mais non nulle, et vaut:

Km+sL°'k
Km + Sto - (1 +ky)
2.2

=369-103+183-10* . mmol’

0 50 ‘ 100 150 200 250 300
Po [mmolf]

Eigure 3.12: Vitesse initiale relative en fonction de Py
T =30 °C, pH = cte = 5.5, So = 80.0 mmolI"?, Eo = 0.10 g1’

Ce résultat, ainsi que l'influence de P, observée a fa figure 3.11 permettent

de géfinir [acylation comme étant I'étape limitante dans le processus d'bydrolyse.

valeyr

Le fait qu'elle soit faible signifie que I'hydrolyse est trés largement favorisée
par rapport a la réaction avec le deuxiéme nucléophile, mais il ne faut pas perdre



Chapitre 3: Cinétique de I'enzyme soluble 105

de vue que ceci est di pricipalement a la haute concentration d'eau dans le
systéme. En effet si on multiplie k par cette concentration (55550 mmolI'! env.),
on obtient le rapport des constantes de vitesse ka/ka qQui vaut quant a lui presque
205. Les constantes cinétiques sont donc dans un rapport complétement opposé a
celui des vitesses de réaction observées, car la loi d'action des masses joue en
taveur de I'hydrolyse. Ceci est confirmé par les résuitats de Moresoli (1990) qui
a fait les mémes mesures mais a pH 6.25 et sur une plage de concentrations
initiales de propanol plus vaste (entre 0 et 600 mmol-I''). Elle a égaiement observé
une relation linéaire qui, aprés régression, a fourni une valeur de k aux alentours
de 1.49 - 103 Lmmol, soit & peu prés la moitié de celle déterminée ici. La
différence n'est pas trés grande et pourrait étre expliquée par celle des pH
auxquels les essais ont été effectués. Lors de ses essais de transestérification
réalisés en présence de diméthylsulfoxyde (DMSOQ) afin de réduire la concentration
d'eau dans le milieu, eli¢ avait de plus observé que jusqu'a des concentrations
voisines de 20% v/v, le DMSO n'influengait pratiquement pas le rendement
maximal, la productivité & ce rendement et la sélectivité du produit de
transestérification. Comme ces propriétés sont spécifiques de la désacylation, on
peut envisager que l'effet du solvant se fasse sentir de fagon plus marquée au
niveau de I'étape limitante, & savoir I'acylation.

Suite aux observations faites ci-avant, c'est dorénavant I'expression suivante
qui sera utilisée pour la vitesse de réaction:

kS
14k-(Po+S1oX) Km+Sre(1-X) 3.69 -

R

Le fait que 'acylation soit le processus limitant peut paraitre surprenant pour
lhydrolyse d'un ester si on se référe aux observations de cerains auteurs. Il est en
effet communément admis (Dupaix et Bechet, 1973) que I'étape la plus lente
change avec la nature du groupe parant. Les travaux de Zerner et al. (1964)
avaient d'ailleurs montré que pour I'hydrolyse de dérivés de N-acétyl-acides
aminés comme la phénylalanine et le tryptophane (substrats spécifiques a l'a-
chymotrypsing), c'est l'acylation qui était limitante pour les esters et la désacylation
pour les amides. Cependant cette régie souffre quelques exceptions, notamment
lors de réactions avec des substrats moins spécifiques et a des valeurs du pH
différentes. Il sembierait en effet que ce dernier paramétre puisse influencer
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suffisamment la vitesse des différentes étapes pour changer I'étape limitante
(Laidler et Bunting, 1973).

3.1.6 Hydrolyse du L-PAPE

On a réalisé une série d'hydrolyses avec ditiérentes concentrations initiales
de substrat énantiomériquement pur, a savoir le L-PAPE. La mesure de I'évolution
de la phénylalanine ainsi que l'estimation des vitesses initiales de la réaction ont
été effectuées de la méme maniére qu'au sous-chapitre précédent. Les
concentrations de substrat et d'enzyme utilisées ainsi que les valeurs de la vitesse
initiale sont reportées dans le tableau 3.4.

Sto Eo RE.n
mmot-I"! g’ mmol-g~'-min”’
1.5 0.02 3.98 £0.23
3.0 0.02 7.50 £ 0.34
4.0 0.02 10.56 £ 0.62
6.0 0.02 13.63+0.44
2.0 0.02 17.84 £1.09
12.0 0.02 22.47 + 1.46
15.0 0.02 26.50 £ 1.35
18.0 0.04 28.17 £ 1.24
24.0 0.04 31.66 + 1.93
36.0 0.04 38.29 £ 1.20
64.5 0.04 39.65 + 1.53
100.1 0.04 43.47 £ 1.87

Iableau 3.4: Vitesses initiales d’hydrolyse du L-PAPE

On a ensuite procédé a I'optimisation des paramétres cinétiques de deux
modsles qui sont ceux de Michaselis-Menten et de Bender (avec étape d'acylation
limitante). Ces valeurs ont de plus é1é estimées tant pour la cinétique de vitesse
initiale (ng.,, = (S o)) que pour la forme intégrée de I'équation de vitesse (Eot =
(X)), afin de permettre une comparaison. A noter que dans les deux modéles
I'équation pour la vitesse initiale de la réaction est la méme, vu que dans V'équation
3.69 le terme en ‘:k.P tombe si 'on n'a pas de propanol dans le milieu avant le
début de I'hydrolyse. On a déja procédé & l'intégration du modéle de Bender pour
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aboutir 4 léquation 3.63. En procédant de la méme maniére, avec I'équation de
vitesse selon Michaelis-Menten, on arrive a:

Eotadte. x-Kn. n(1-x
" ke ke M) 3.70

Les valeurs obtenues ont été reportées dans le tableau 3.5, avec a chaque
fois la somme des carrés des erreurs (fTf) correspondante, pour leg mesures de
vitesse initiale (fTf (Ro)) et pour les courbes conversion / temps (fTf (X)). La
grandeur de ce paramétre donne ung idée de la qualité du modéle pour la
description des points mesurés a l'aide des valeurs optimisees des constantes
cinétiques:

Michaelis-Menten | Michaelis-Menten Bender
Résultats ou Bender
Ro = f (So) Eo-t = f(X) Eo-t = f(X)
k2 §0.74 £ 1.34 43.87 £0.24 59.18£1.23
{mmol/(g-min)]
Km 14.98 £ 1.05 12.45+0.12 17.70 £ 0.45
[mmol/l]
(S YT I PP 0.0122 + 0.85-10°3
[I/mmol]
Tt (Ro) 14.06 82.77 113.3
[mmoi2/(g-min)2)
1Tt (X) 0.2105 0.1243 0.0375
(]

Iableau 3.5: paramétres optimisés pour la cinétique d'hydrolyse du L-PAPE

On a reporté sur le graphique 3.13 les valeurs de R?:_n recalculées a partir
des résultats des optimisations. On ne peut que constater le bon accord entre les
mesures et 16 modéle qui y correspond (courbe 2). Néanmoins si les valeurs de la
forme intégrale du modéle ont plus de peine & prédire la vitesse initiale, linverse
est tout aussi vrai si I'on compare les valeurs de {Tt (X). Ceci n'a cependant rien
d'anormal et découle de la structure méme des programmes d'optimisation, qui
sont basés sur des modes d'évaluation différents et qui ne minimisent donc pas la
méme fonction de mérite.
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Figure 3.13; Vitesse initiale en fonction de la concentration de L-PAPE

T=30°C,pH=cte 5.5

On a également comparé les courbes de conversion calculées avec les
différents lots de paramétres obtenus pour constater la nette supériorité du modéle
de Bender, dont la capacité a décrire les mesures paut étre constatée sur la figure
3.14. Alin de ne pas surcharger le graphique, on n'a sélectionné que six courbes
expérimentales sur I'ensemble des douze. On notera encore dans le tableau 3.5
l'écart entre les valeurs de ko et Km optimisées a partir des vitesses initiales et
celles obtenues a partir des mesures du taux de conversion, qui est certainement
dd encore une fois en grande partie a la différence de structure des deux
programmes. Dans le cas du modéle selon Bender ou ce facteur entre aussi en
ligne de compte, on peut cependant penser que I'effet du propano! est surestimé,
d'ou des paramétres k2 et Km plus grands que ceux trouvés avec la mesure de Ro.
Ceci expliquerait I'écan entre la valeur de k trouvée par régression linéaire et celle
optimisée par le programme. C'est néanmoins le modéle de Bender que l'on
utilisera a l'avenir, car il est le seul & tenir compte de l'influence de Falcool libéré.
La démarche proposée par Das (1983), qui utilise le modéle de Michaelis-
Menten pour décrire I'hydrolyse de F'ester n-butylique de phénylalanine par l'a-
chymotrypsine parait donc un peu trop simplifiée.
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Eigure 3.14: Courbes d'hydrolyse du L-PAPE a diftérentes concentrations
T=30°C,pH=cte=55 (modéle: Bender intégral)

3.1.7 Influence du D-PAPE

On I'a déja vu, la spécificité de l'a-chymotrypsine vis-a-vis du L-PAPE est de
pratiquement 100 %. Dupaix et Bechet (1973) ont reporté pour un substrat
spécifique de cette enzyme, l'ester méthylique de la N-benzyloxycarbonyl
phénylalanine, un rapport de Vmax / KiFP environ 400000 fois plus grand pour
Il'énantiomére L que pour le D. Néanmoins si e D-PAPE n'est pas hydrolysé, cela
ne signifie pas qu'il n'interagit pas avec I'enzyme. Vu la similitude de structure des
deux énantiomaéres, il est méme probable qu'il puisse aussi s'adsorber sur le site
actif, avec un effet inhibiteur de type compétitif. Cette hypothése a été étudiée dans
une série d'essais avec des mélanges racémiques et d'autres contenant diverses
proportions de S et Sp. Ceux-ci sont présentés dans le tableau 3.6 ci-aprés. Pour
quantifier I'effet de ce réactant supplémentaire, on a ajouté un terme d'inhibition
compétitive Kic au modéle précédent. L'équation de vitesse prend alors la forme
présentée dans le tableau 3.2 (équation 3.64, avec I = Sp). Une fois intégrée, on
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obtient une expression dont la forme générale, que l'on retrouvera souvent par la
suite, est du type:

Eot=A -X+B-In(1-X) + C - X2
Avec les expressions suivantes pour A, B et C:

A.§m.‘1-k.Km-(1+—sﬂ-”

k2 Kes

B--EﬂL(l +k Su,)-(1 +—SD—
k2 KQS

=1. K.
c 2 ks sto 3.71

Sto So
mmol-1"? mmol-I"’
10 10
25 25
25 50
25 75
50 50
50 100
50 150
75 75
75 125
75 175
100 100
150 150

Iableay 3.6: Concentrations initiales de S et Sp étudiées

On a optimisé le paramétre K¢ s, en gardant les mémes valeurs de k et Km
que celles obtenues précédemment. k2 a quant a lui également é1é laissé flottant,
car il exprime l'activité de I'enzyme (ou sa concentration etfective), et celle-ci est
sujette a quelques variations suivant 'age de la solution stock ou son mode de
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préparation (d'autant plus que les résultats ont été obtenus sur des intervalies de
temps assez longs, avec des lots d'enzyme différents). On trouve reportées dans le

tableau 3.7 |es valeurs optimisées (en gras) ainsi que les paramétres qu'on a

gardés constants.

k=0.0122 (-mmol"]
Km=17.70 [mmol-)
k2 = 47.92 + 0.96 (mmol-g"'-min"")
Ke,s = 54.74 £ 3.25 [mmeli')

JIableay 3.7: Estimation de fa constante d'inhibition du D-PAPE

1
0.8
0.6
= S [MM] Sp [mM]
< 50 50 o]
04+ §0 100 [»}
) 50 150 &
0.2+
" 1 " 1 " L i 1 i
o0 2 4 6 8 10

Eot [g-min/i]

Figure 3,15: Hydrolyse en présence de D-PAPE a différentes concentrations
T=30°C,pH=cte=55

Comme on peut le voir, la valeur de k2 optimisée est nettement inférieure a
celie déterminée précédemment pour 'hydrolyse du L-PAPE. Cette différence est
surement due aux problémes de variation de lactivité enzymatique évoqués plus
haut. Les figures 3.15 et 3.16 permettent d'évaluer la concordance entre les
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mesures et les courbes calculées a I'aide du modéle pour quelques-uns des essais
de cette série.

1 . =
[ ]
g e
L J
08 r o
L
g [ ]
®
— 0.6 - o
— [ ]
< | A
oal oK SidmM]  Sp (mM]
‘ % 75 75 @
[ 75 125 =
02l & 75 175 4
1 " 1 i 1 " 1 N
o0 2 4 6 8 10
Eot [g-min/l)
Eigure 3.16; Hydrolyse en présence de D-PAPE a différentes concentrations

T=30°C,pH=cte =5.5

3.1.8 Influence du contre-ion

Le contre-ion ¢; qui accompagne le substrat est un partenaire de la réaction
dont on n'a pas parlé jusqu'ici et dont linfluence n'est pas a négliger. Lugrin
(1985) avait travaillé avec un ester n-propylique de phénylalanine couplé au
sulfate de propyle (HPrSOg4). L'origine de sa présence est & trouver dans le mode
de fabrication de l'ester, synthétisé a partir de phénylalanine et de n-propanol en
excés dans H2SOQ4 concentré. Ce composé se trouve donc présent dans le milieu
réactionnel en concentration constante et égale a la somme de celles du D- et du
L-PAPE (Sp + Sio).

Les résultats obtenus ont montré un fort effet inhibiteur du au HPrSO4. I est
illustré a la figure 3.17 ci-aprés, qui montre l'évolution de la vitesse initiale de
réaction en fonction de Sio. C'est ce qui a justifié le rejet de ce substrat au profit du
PAPE / HCI, aucun effet du HC! sur la vitesse de réaction n'ayant pu étre mis en
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évidence. Tous les essais autres que ceux présentés dans le tableau 3.8 ci-apres

ont donc été réalises avec lester sous forme de chiorhydrate.
60
50 - o -
§ | , / | | 2 .................................................................
E 40 ,/ e
:.g’ | // ,....«.,.- 1: L-PAPE
g 30 » ,".,.g’ 2 D'L'PAPE
£ - 3: D,LPAPEMPISO,
—' i e = Mesures
Soti
'Y
10
} | |
1 | A | | J l

0

0 25 50 75 100 125 150 175 200
[L-PAPE]Jo {mmoifi]
Eigure 3.17: Effet du contre-ion sulfate de propyle sur la vitesse de réaction
T=30°C,pH =cte =5.5 (modéle: HPrSO4 non compétitif)

On a complété le modéle de base avec un terme d'inhibition mixte due au
sulfate de propyle (cf figure 3.9 et tableau 3.1, équation 3.56). on a & nouveau
gardeé constants les parametres cinétiques précédemment obtenus et optimisé les
valeurs des constantes d'inhibition Keci et Ka i, ainsi que celle de k> qu'on a
laissée flottante pour les mémes raisons qu'avant. L'équation servant de base au
modéle a le méme "squelette” que fa précédente, a savoir:

Eot=A-X+B-In(1-X) + C- X2

A, B et C ont par contre des expressions différentes et valent:

(14.

B:-K—m'(‘l +K SLo)‘(‘ +—S-D—#L’
k Kes

2 c.ci

A=_S_!.9..
kz

S ).k.K .(1 ,él,&)’
Ka.m) " Kc.S Kc.ci
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Ci 2
. RK.?- . (1 ¥ Ka.ci’. St 3.72

Sto = Sp Ci=2 S Eo
mmol-i*! mmol-I"! g1!
2.5 5.0 0.014
2.5 5.0 0.028
2.5 5.0 0.060
5.0 10.0 0.028
5.0 10.0 0.060
10.0 20.0 0.014
10.0 20.0 ’ 0.028
10.0 20.0 0.060
25.0 50.0 0.028
50.0 100.0 0.140
50.0 100.0 0.280
100.0 200.0 0.280
100.0 200.0 0.600
150.0 300.0 0.140
150.0 300.0 0.280
150.0 300.0 0.600
200.0 400.0 0.280
200.0 400.0 0.600

Tableau 3.8: Essais réalisés avec le D,L-PAPE / HPrSQy4

Les valeurs optimisées sont reportées dans le tableau 3.9 ci-aprés:

k= 0.0122 (-mmol-!]
Km=17.70 (mmol-I"]
Kes = 54.74 (mmol)
k2 = 56.90 + 1.39 [mmol-g'-min"Y)
Ke,el = 130.10 + 38.12 {mmol-I""]
Ka,cl = 62.67 £ 1.72 (mmolI"Y)]

Jableay 3.9: Estimation des constantes d'inhibition mixte de HPrSO4
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1

08 ¢ D,L-PAPE/HPARSO,
¢ o 5mM 20mM O
0.6 A 100mM  200mM e
-_— | s 400mM
x

15 . 20 25
Eot [g-min/i])

n n L
0 5 10

Eigure 3.18; Hydrolyse du D,L-PAPE en présence du contre-ion sulfate de propyle
T = 30 °C, pH = cte = 5.5 (modéle: HPrSO4 non compétitif)

Comme on le voit dans la premiere série de resultats, l'intervalle de
confiance sur K ¢; est voisin de 30 %. De plus K¢ ci et Ka ¢ sont du méme ordre de
grandeur, ce qui pourrait suggérer une inhibition purement non compétitive. Cela
revient & poser K¢ci = Kaci = Kn,¢i dans 3.72 et une fois le programme
d'optimisation modifié en conséquence, procéder & une nouvelle estimation, dont
le résultat est donné dans ie tableau 3.10 ci-aprés.

k = 0.0122 [-mmo!™]
Km = 17.70 (mmol-I")
Ke,s = 54.74 (mmol1)
k2 = 60.79 + 0.99 {mmol.g" .min’"]
Kn,ci = 63.70 + 1.90 {mmolY)

Tableay 3.10Q: Inhibition non compétitive par HPrSO4
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Une partie des points expérimentaux est présentée a la figure 3.18 qui
précéde, en méme temps que les courbes pleines correspondant au modeéle
d'inhibition non compétitive. Ce dernier semble tout & fait adapté a la description
des mesures.

3.1.9 Intluence de |3 L-phénylaljanine, modéle gtobal

Afin d'avoir une idée aussi compléte que possible de [linfluence des
différents partenaires de la réaction, on a encore fait deux essais: 'un tout a fait
standard (Sio = Sp = 25 mmol-I'") et rautre dans des conditions identiques, mais
avec une concentration initiale en L-phénylalanine (Fo) de 100 mmoli™?, soit
quatre fois la quantité correspondant & 100 % de conversion du L-PAPE. On a pu
constater un effet sur la vitesse de réaction, et on en a tenu compte dans le modéle
avec l'adjonction d'une constante d'inhibition de type compétitif.

Sur la base des résultats obtenus dans ce qui précéde, on a alors développé
un modsle cinétique global tenant compte de concentration initiales non nulles de
phénylalanine et de propanol pour I'hydrolyse du D,L-PAPE / HCI en phase
aqueuse & pH constant. De plus, Qn a écané les essais avec l'ester combiné ay
sulfate de propyle, ce substrat ne présentant plus d'intérét pour la suite de I'étude.
L'équation de vitesse s'écrit comme suit:

Ste ~%§- k2 - Eo . Sio1 - X)
1+ k(PotStoX) (1 Sp Fo+SoX) o o\ y
Kes Ker 3.73

L'expression finale qu'on a obtenue aprés intégration et qui a servi de base au
programme d'optimisation est la suivante:

Eot=A-X+B-In(1-X) + C - X2
Avec:

AxSle. [(ukp,,) (1_—’ K- Kn (u—l 59-—51-2}
k2 Kee

B--Em-[(1+k-(Po+SL°))-(1+ So +E9-1—f-9- ]
k2 Ke.s
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oot 19

2 k2

3.74

Une série de 14 expériences a été réalisée avec les concentrations initiales
de substrat et de phénylalanine indiquées dans le tableau 3.11.

Sio Sp Fo
mmol-I'! mmol-I"! mmol-I'!
20.1 10.0 20.0
20.0 10.0 100.0
20.0 205.0 60.1
20.0 400.0 20.1
20.0 400.0 100.0
110.0 10.0 €0.0
110.0 205.0 20.0
110.0 205.0 60.2
110.0 205.0 100.0
110.0 400.0 60.0
200.0 10.0 100.0
200.0 205.0 60.2
200.0 400.0 20.1
200.0 400.0 100.0

Jableay 3.11: Hydrolyses avec Fo = 0

On a cette 10ls -Ci nw_en_méme_mmmu

Les valeurs des paramétros ainsi obtenus sont reponées dans le tableau 3.12, et
quelques courbes (expérimentales et modélisées) présentées A la figure 3.19. On a
obtenu 4 valeurs de k2, chacune d'entre elles correspondant a une série
d'expériences:

k2 (1) «=> Hydrolyse du L-PAPE (12 exp., 228 pts)

k2 (2) <= Influence du D-PAPE (12 exp., 253 pts)

k2 (3) «= Effet d'une Py # 0 (6 exp., 86 pts)

k2 (4) e Essais avec diverses S o, Sp et Fo (14 exp., 520 pts)
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Les résultats traités ici représentent un ensemble de 44 expériences
totalisant 1087 points expérimentaux. On n'a cependant optimisé les paramétres
qQue pour des taux de conversion n'excédant pas 85 %, les valeurs plus élevées
étant entachées d'un erreur beaucoup plus imparnante, ce qui réduit le nombre de
données “utiles” & 780.

k2 (1) = 54.84 £ 1.41 (mmol-g~'.min"")
k2 (2) = 49.74 + 1.28 [mmol-g '-min"?)
k2 (3) = 66.04 ¢ 2.28 (mmol-g°t.min""]
k2 (4) = 47.3 £ 1.58 (mmol-g-'-min"1)
k = 0.0074 £ 3.33-10°*  [I-mmol"]
Km = 15.94 £ 0.59 (mmol-1")
Ke,s = 36.03 + 1.46 {mmoli1rY)
Ke,r = 167.89 + 23.10 (mmol-'Y)

Tableay 3.12: Optimisation globale des paramétres du modsle

1
08
0.6 S0/Sp /Fo [MM]
- 110/ 10/ 60 ©
x 110/205/100 O
0.4 110/205/ 20 &
110/205/60 o
110/400/ 60 ®
0.2
o " N i i i " 1 A
0 5 10 15 20 25

Eot [g-min/i]

Figure 3.19; Hydrolyse du D,L-PAPE / HCl avec Fo = 0
T=30°C,pH=cte =55
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L'optimisation globale entraine quelques changements en ce qui concerne
les constantes cinétiques déja étudiées. La valeur de k retenue est plus proche de
celle déterminée précédemment par régression linéaire. L’effet du propanol en tant
que second nucléophile en compétition avec I'eau est donc diminué, alors que
linhibition compétitive par le D-PAPE est renforcée (K¢,s diminuant d'un tiers
environ). Km, quant a lui, ne change que trés peu. Autre aspect important, I'effet
inhibiteur de type compétitif par la phénylalanine est moins grand que prévu si on
considére K F, qui est presque 5 fois plus grand que K¢, s. La figure 3.19 ci-aprés
le montre d'ailleurs de fagon encore pius nette: pour une méme concentration de
substrat, la vitesse de réaction ne diminue qu'a cause de Sp, les trois courbes ou
Fo varie (au milieu de la série) étant superposées. On devra donc reconsidérer
letfet de ce produit et s'il se révéle négligeable aux conditions expérimentales
utilisées, on pourra au besoin simplifier le modéle.

Moresoli (1990) a étudié la cinétique d'un systéme réactionnel identique a
celui-ci en utilisant le méme schéma réactionnel que celui présenté a la figure 3.5
(quand le second nucléophile, a savoir le 1,4 butanediol, n'est pas présent).
Comme c'est également le modéle de Bender (1964) avec l'acylation comme
.étape limitante qu'elle a choisi, la comparaison est d'autant plus raisonnable et
intéressante.

Comme dans le présent travail, elle a d'abord étudié séparément 'hydrolyse
du L-PAPE, linfluence de I'ester sous forme D (inhibiteur de type compétitif) et celle
du propanol, avant de faire une évaluation globale des parameétres du modéle. Les
valeurs des constantes cinétiques qu'elle a optimisées a partir de 314 points
expérimentaux sont consignées dans le tableau 3.13 ci-dessous.

k2 = 525  0.32 [mmol-g-'min']
k = 0.00153 £ 2.9.10°5  [Immo!’]
Km = 7.1 £ 0.3 [mmol-I'}
Ke,s = 22.0 + 0.44 [mmol 1Y)

Iableay 3.13: Paramétres cinétiques optimisés par Moresoli (1990)
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Les constantes ci-dessus sont proches de celles qu'on a obtenues; k;
concorde tout a fait avec la fourchette de valeurs observées dans les différentes
séries d'essais qu'on vient de décrire, tandis que les trois autres paramétres sont
plus petits. La différence la plus importante est certainement celle concernant k (qui
diminue d'un facteur voisin de 5), a cause de la grande influence de ce parameétre
sur le déroulement de la réaction (on reviendra plus loin sur la sensibilité
paramétrique du modale). Sa valeur, optimisée & pantir des courbes de Moresoli
(1990), est dailleurs trés proche de celle qu'slle avait aussi déterminée par
régression linéaire, alors que dans notre cas on a un facteur supérieur & 2. Son Km
est inférieur de moitié aux 16 mmolI"! du tableau 3.12, mais ceci est certainement
compensé (en partie du moins) par l'effet inhibiteur du D-PAPE, qui se trouve
renforcé. Moresoll (1990) n'a pas envisagé d'influence de la phénylalanine, ce
qui n'est pas géhant du tout si on considére la valeur élevée de K¢ r reportée au
tableau 3.12.

Les diftérences qu'on vient d'énumérer peuvent trouver leur origine dans le
fait que I'on a travaillé & un pH constant de 5.5 pour les expériences décrites ici,
alors que Moresoli (1990) I'ajustait & 6.25. Il est donc fort possible que les
propriétés de I'a-chymotrypsine varient dans une mesure non négligeable sur cet
intervalie de 0.75 unité. De plus, ses optimisations portaient sur des courbes
d'hydrolyse ou le taux de conversion ne dépassait jamais 0.5, restant méme parfois
en dessous de 0.3. Les valeurs du tableau 3.12 tiennent quant a elles compte de
valeurs de X allant jusqu'a 0.85. C'est notamment vers ces valeurs que des
parametres comme k ont le plus d'influence, car la concentration de propanol y est
beaucoup plus importante qu'au début de Ia réaction.Pour conclure, le nombre
d'expériences de chaque série et leurs poids respectits jouent encore certainement
un role loin d'étre négligeable.
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3.2 HYDRQOLYSES EN SYSTEME BIPHASIQUE A pH CONSTANT
3.2.1 Partie expérimentale

Les hydrolyses en présence de la phase organique ont été réalisées avec la
méme installation que celle décrite au chapitre 3.1, & savoir ia cuve de titration
agitée magnétiquement et thermostatée a 30 °C. Le pH de consigne auquel on a
travaillé est également le méme qu'avant, a savoir 5.5.

Un volume connu de substrat en solution aqueuse était introduit dans la
cuve et mis en contact avec le volume désiré de phase organique. Le mélange était
placé sous agitation vigoureuse afin de faciliter la dispersion du MIBK dans la
phase aqueuse et d'accélérer I'équilibre de la température. Une fois celui-¢i atteint,
le pH était ajusté a 5.5 & I'aide de NaOH 1N. Les adjonctions étaient suffisamment
espacées pour permetire aux concentrations de s'équilibrer, et donc a 1a lecture du
pH de se stabiliser. Une fois toutes les valeurs de consigne atteintes, 1 mi d'une
solution de I'enzyme était ajouté a la dispersion et la régulation du pH était alors
mise en route. On notera encore que chacune des phases était saturée par l'autre,
afin d'éviter lors du mélange tout probléme du & leur miscibilité partielle, suntout
aux faibles valeurs de vor.

3.2.2 Fraction titrable en systéme biphasique

Comme au sous-chapitre 3.1 précédent, les concentrations initiales de
substrat et d'enzyme étaient calculées pour tenir compte de la dilution provoquées
par 'adjonction du catalyseur. Dans le méme ordre d'idées on doit également,
dans ces expériences avec régulation de pH, tenir compte de fa fraction titrable
pour calculer le taux de conversion & partir du volume de NaOH consommé; c'est
d'autant plus important que le phénoméne de partage vient compliquer Ia situation.
Le raisonnement ne change pas quant a la définition de f;, elle reste identique a
l'expression 3.1, & savoir:

fy = x§ + X2 -x2

Si ces trois grandeurs varient toutes en fonction du pH, il n'y a par contre que
xg qui dépend de vaq, comme on I'a vu au chapitre 2; xg et xg restent inchangees,
vu que la phénylalanine se trouve exclusivement en phase aqueuse. L'iniluence
de r'équilibre acide-base du groupe carboxylique de la phénylalanine n'est
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cependant pas trés grande dans le domaine de pH ol on travaille, comme le
montrait déja la figure 3.1 au début de ce chapitre.

Le substrat sous forme acide (chargée) n'étant pas soluble dans la phase
organique, sa fraction massique dans le systéme vaut, par définition et par
analogie avec l'équation 2.35:

e om, St Vag
Sitot (qu + s:o) : qu + Sor - Vor 3.75

Les équations développées lors de I'dtude du partage biphasique du
substrat (sous-chapitre 2.3.7) avaient mené aux expressions suivantes:

S§q = 10PKS)-PH) . g 07
Sor = Pe(S) - qu 2.8

D'ou, aprés combinaison avec 3.75 et en introduisant encore vagq:

1
1+ 1008 -PKaS) |4 4 p(S) -

Xg"q = 1-vyq

Vag 3.76

L'expression compléte de f, en fonction de la fraction volumique aqueuse et
du pH est donc:

1 . 1 ] 1
- F.NH) - pH) {pH - pKa(F.COOH))
,+Pc(s),1 qu) 14+10(PKa(FNH:) 1+10(PH-P

Vaq

fi=
1+10PH - PKUS)),

3.77

L'équation 3.65 est illustrée 4 la figure 3.20 ci-aprés, pour un P¢(S) de 123 et
un pKa(S) = 7.06. Les valeurs de pKa(F,NH2) et pKa(F,COOH) pour la
phénylalanine ont été tirées du tableau 1.2 et valent 9.13 et 1.83 respectivement. A
nouveau, On constate la faible influence de I'équilibre acide-base du groupe
carboxylique de la phénylalanine dans le domaine de pH ol on travaille (pH > 3).
La relation entre le taux de conversion et le volume de base reste elle aussi la
méme, elle est donnée par l'équation 3.7:
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X=l._2Mg

f Sq- Vaq 3.7

1..

T . |Parametre: vaq [ |
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ﬁgum_a,zg_, Fraction titrable en systéme biphasique pour diférents vaq

3.2.3 Adaptation du modéle cinétique

La modélisation de la réaction en systéme biphasique a pH constant repose
sur les hypothéses préliminaires suivantes:

1) La_réaction n'a lieu gqu'en phase agueuse, vu que l'enzyme y est confinge
(elle n'ast pas soluble dans la phase organique).

2) La L-phénylalanipe reste aussi exciusivement en phase agqueuse. du fait

des charges qu'elle porte en permanence. La D I-PAPE et le n-propanol. quant 3
eux, se distribuent entre les phases de ia fagon présentée dans le chapitre
précédent.

3) Le_modele cinétiqua développé dans le sous-chapitre précédent pour la
réaction en systéeme monophasique aqueux [este donc valable.
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4) Sur la base de ce qui précéde, seul l'effet du pantage biphasigque sur les
concentrations des réactants et par conséquent sur les propriétés acide-base du
systéme sera 3 prendre en considération. On gardera cependant a l'esprit que si le
modele tient compte de la distribution des partenaires, il suppose par contre
Féquilibre des concentrations & chaque instant. Ceci peut devenir génant en cas de
problémes liés au transfert de matiére entre les phases.

Une réserve supplémentaire a I'hypothése 4 doit étre apportée, dans le sens
ou on peut encore avoir un effet inhibiteyr, voire dénaturant, de la phase organique
sur l'enzyme. En effet, comme on F'a vu précédemment, ie MIBK est soluble dans
feau & raison de 1,7 % a 20 °C, ce qui n'est pas négligeable et représente une
concentration de fordre de 170 mmol-i.

1 e
f
} P /
d
08} ./
e
d
0.6 /
x - / —— Sans MIBK
0.4} / ......... Contact§ 1
| / ---~- Contactéh
A — Contact7h
02+ /
o i 1 i 1 /]
0 1 2 3 4 5 6
Eot (g-minfi]
Eigure 3.21. Effet du MIBK sur l'activité de l'enzyme

SLo = Sp = 50 mmolI"!, Eg = 0.05 gI'!, T = 30 °C, pH = cte = 5.5

Margot (1987) n'avait pas observé d'effet sensible des solvants étudiés
sur lactivité de l'enzyme. Cependant, cette derniére n'entrait en contact avec la
phase organique que lors de son adjonction dans le réacteur. Afin d'étudier
linfluence d'un contact prolongé entre les deux, on a utilisé de I'eau saturée en
MIBK pour préparer les solutions d'enzyme et de substrat. La méme hydrolyse a
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été réalisée plusieurs fois, la premiére en l'absence totale de solvant dans le
systéme, et les autres a différentes valeurs du temps de contact entre le catalyseur
et la phase organique. Les résultats obtenus sont reportés a la figure 3.21 ci-avant,
en méme temps que les conditions de réaction. On peut constater une diminution
assez importante de la vitesse de réaction des les premiers instants du contact,
offet qui ne semble pas s'aggraver au cours du temps, les courbes suivantes étant
pratiquement superposées. C'est pourquoi on penserait plutét a un effet inhibiteur
qQu'a une dénaturation. On a donc complété le modeéle pour un milieu aqueux
saturé en solvant en y ajoutant une inhibition mixte par le MIBK. Comme la’
concentration du solvant dans I'eau ne varie pas avec le taux de conversion et
reste égale & la concentration de saturation, cette derniére et les constantes
d'inhibition ont donc 616 chaque fois condensées en un seul terme, a savoir 1/Keo
et 1/Kap.

L'équation de vitesse pour un systéme monophasique aqueux saturé en
MIBK devient donc:

- ka - Eo . Ste-(1 - X)

dt 14 k(Po+SLoX) 'Sp . Fo + StoX _1_) )
Ka 1+—D-Kcs ‘—_KcF + Rea + Sper(1 - X) ‘1 + Kea

3.78

L'adaptation du moddle a la réaction en systéme biphasique a pH constant
est simple et découle des hypothéses déja évoquées: il suffit de remplacer la
concentration de chaque espece dans I'équation 3.78 par sa valeur en phase
aqueuse une fois le panage biphasique accompli. Cette valeur dépendra donc,
comme on I'a vu au chapitre 2, du coefficient de partage de la substance, du taux
de conversion, du pH et de la fraction volumique aqueuse vag. On développera ci-
dessous les expressions pour chaque espéce, NOn sans avoir précisé que les
concentrations initiales indiquées le sont toutes par ragpont au volume de |a phase
agueuse uniquement.

Concentration de substrat en phase aqueuse:

Comme on I'a vu lors de V'étude du partage biphasique, la concentration de
L-PAPE en phase aqueuse est égale a sa concentration totale S o muitipliée par
la valeur de xs aq au pH et a la fraction volumique aqueuse du systéme, que l'on a
définie au chapitre 2. Cette relation se traduit par:
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St.aq = Sttot * X5,2q 3.79
Si de plus on introduit le taux de conversion, on arrive a:
St.ag = Sio - (1 - X) - Xs,2q 3.80

Avec dans les deux expressions (équation 2.38):

]
Pc(S) . Y-vaq
1+ 10PKePH)  vaq 2.38

Xs,aq =

1+

L'expression pour le D-PAPE est identique a l'équation 3.76. En effet,
comme ce composé n'est pas transformé, il suffit de remplacer Si_ 101 Par Sp o1 DU
fait que I'on ne travaille pas forcément avec un mélange racémique, on a préféré
ne pas supposer a priori Sy o = Sp to1.

Concentration de n-propanol en phase aqueuse:

La définition du coefficient de partage du n-propanol (équation 2.39) nous
permet g'écrire, si on tient compte du taux de conversion et d'une éventuelie
concentration initiale non nulle de ce composé:

Paq = Piot - Xp.aq=(Po + Sto - X)- Xp,aq 3.81

Avec:

-1

XP.aq = 1-v,
1+P(P). —2
Vaq 3.82

c . L-ohénylalani I :

Ce produit restant uniquement en phase aqueuse (xF,ag = 1), on a
simplement:

Faq=Fiot=Fo + S o- X 3.83
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On arrive finalement & I'équation de vitesse suivante:

SLo‘ddx= ka-Eo s St.ag
U 14 kPag Km: +———Da°+ B, 4ss 1+—J—
Kes  Ker Kol | b3 ( ) 3.84 -

On peut ensuite remplacer Sy aq. Sp.aq. Paq 8t Faq par les fonctions du taux
de conversion et des caractéristiques du systéme qui leur correspondent
(équations 3.77 et suivantes). Pour faciliter I'intégration et alléger la notation on a
restructuré l'expression 3.84, qui devient ainsi (aprés simplification a droite et a
gauche par S et division en haut et en bas par xaq,s - (1 - X)):

qx ka2 - E
(1 + K- XP aq”’ (Po + sLo X)) —m_‘—- c +—LQ' X
Xsaq- (1-X) ¢.F

+S.o- ch
3.85

On trouve dans l'expression 3.85:

a) un " groupe compétitif * indépendant du taux de conversion (Cc) qui
multiplie le terme en Km et qui vaut:

ch“ +_so_xsﬂ*J_q._l_.
Ke.s Ker  Keo 3.86

b) Un " groupe anticompétitif * indépendant de la conversion (A¢) qui affecte
SLo dans le dénominateur:

Ac=1 1
Kao 3.87

Une fois ces définitions posées, on sépare les variables et on intégre de la
méme maniére que précédemment, avec pour résuitat une équation de la forme:

Eot=A-X+B-In(1-X)+C - X2

Avec:

A=Ste. (1 + kxp.aqPo) - [Ac- Kn ). KKmnXpag [Sio,
k2 xs.aq-Ke.f Xs.aq Kc F
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Ba-—fo . (§_L.-.‘Z+cc
Ker

ke XS,aq

C= k-So'xp, aq [AC' Km

2:k2

Xs,aq'Ke,F

|

: (1 + K-Xp ag: {Po + sLo))

SLo So Vaq
mmol-I"? mmol-I"’! [
5.0 5.0 1.0
5.0 5.0 0.9
5.0 5.0 0.7
5.0 5.0 0.5
10.0 10.0 1.0
10.0 10.0 0.9
10.0 10.0 0.7
10.0 10.0 0.5
17.5 17.5 1.0
17.5 17.5 0.9
17.5 17.5 0.7
17.5 17.5 05
25.1 25.1 1.0
25.0 25.0 0.9
25.0 25.0 0.7
25.0 25.0 0.5
50.0 50.0 1.0
50.0 50.0 0.9
50.0 50.0 0.7
50.0 50.0 0.5
100.0 100.0 1.0
100.0 100.0 0.5

Jableay 3.14: Essais en systéme biphasique & pH constant

3.88
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3.2.4 Résyltats

L'équation 3.88 a servi de base & un programme FORTRAN d'optimisation
de paramétres selon l'algorithme de Gauss-Newton. Celui-ci a permis l'estimation
des constantes cinétiques pour upe série de 66 hydrolyses a4 pH constant, en
systémes mono- et biphasique, totalisant 1547 couples de valeurs (X, Eq-t). On
nindique ici que les conditions expérimentales des hydrolyses en systéme
biphasique (tableau 3.14 ci-avant). On y a fait varier la fraction volumique de phase
organique pour chaque concentration de substrat, afin de visualiser f‘effet du
partage des réactants sur le déroulement de la réaction. La description de toute la
série (systdémes mono- et biphasique) est cependant donnée dans les annexes.

On a donc optimisé les paramsatres cinétiques de l'équation 3.88 en
attribuant une valeur de k2 a chacune des cinq séries d'essais, pour les raisons
déja plusieurs fois évoquées. Une premiére estimation ayant mené a une valeur
élevée et peu "sure” de Ka o par rappont & K¢ ¢, on a simplifié le modéle en ne
gardant que la partie compétitive de linhibition par le solvant organique. On a de
plus laissé flotter la valeur du coefficient de partage du PAPE. Les résultats obtenus
sont reportés dans le tableau 3.15 ci-aprés. Les différents kz se rapportent aux
mémes séries d'expériences que dans le tableau 3.12; la constante kz2(5), quant &
elle, correspond aux essais en systéme biphasique & pH constant présentés dans
le tableau 3.14 qui précéde.

k2 (1) = 56.11  1.37 {mmol-g-1-min"1]
k2 (2) = 51.50 + 1.24 [mmol-g-'-min°"}
k2 (3) = 68.71 £ 2.21 [mmol.g*'-min"T]
k2 (4) = 49.81 + 1.53 [mmol-g*1-min’]
k2 (5) = 44.91 £ 1.55 {mmol-g-'-min""]
k = 0.00766 + 3.14.10°* [I-mmol""]

Km = 16.41 £ 0.57 [mmol-I""]

Ke,s = 35.16 £ 1.31 (mmol-17]

Ke,r = 141.39 £ 16.06 [mmol-I'"]

Ke,0 = 1.46 £ 0.20 [-]

Po(S) = 1927 + 6.6 []

Tableay 3.15: Valeurs des paramétres pour les 66 essais a pH constant
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Si on compare les tableaux 3.12 et 3.15, I'adjonction de la série d'essais en
systéme biphasique n'entraine pas de grand changement dans les valeurs des
paramétres déja évalués précédemment. C'est la constante d'inhibition compétitive
par la phényialanine qui change le plus, mais qui reste cependant quatre fois plus
importante que K¢ s. De son cité, K¢ o est trés faible mais elle correspond au
quotient de la concentration de MIBK en phase aqueuse et de la constante
d'inhibition proprement dite. C'est aussi la raison pour laquelle elie n'a pas d'unité.
Cette concentration ne variant pas au cours du temps et valant & peu prés 170
mmol-I'!, on arrive & une constante d'équilibre de l'ordre de 115 mmolI’!. La
valeur optimisée du coefficient de partage est plus élevée d'un facteur 1.5 environ
que celle déterminée expérimentalement (on passe de 123 a 193). La différence
est assez importante, mais il faut se rendre compte que ce paramétre n'intervient
qQue dans le calcul de xs aq, Qui s'@xprime selon:

- 1
XS PoS) _ TVag

1+ 10PKepH) Vg 2.38

1+

On le voit, xg,aq @st beaucoup plus sensible aux erreurs sur (pH - pKa), qui
est une puissance de 10, et a celles sur vaq (qui ont d'autant plus d'importance que
la fraction volumique aqueuse diminue), qu'aux fluctuations du coefficient de
partage. Le P¢(S) ainsi calculé compense donc 2 lui seul toutes ces influences.

k2 (1) = 55.87 + 1.40 fmmoli-g-'-min"1]
k2 (2) = 49.18 + 1.12 (mmol.g-tmin"1)
k2 (3) = 67.46 + 2.21 {mmol.g"'-min")
k2 (4) = 44.75  1.18 [mmol.g ' .min""]
k2 (5) = 49.51 ¢ 1.83 {mmol-g-'.min°)
k = 0.00815 + 3.54-10°4 [I-mmol']

Km = 16.86 + 0.62 {mmot1)

Ke,s = 39.76 + 1.50 (mmol-1"]

Ke,0 = 0.70 £ 0.06 {-]

JIableay 3.16: Modélisation des 66 essais 4 pH constant
Pc(S) = 123, pas dinfluence de la phénylalanine
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Cependant, la valeur de P¢(S) mesurée précédemment paraissant plus
digne de confiance, on a procédé a une nouveile optimisation basée exactement
sur le méme modéle, mais avec e coefficient de panage fixé a 123. Comme de
plus l'effet inhibiteur de la phénylalanine est fortement sujet a caution, on a
également simplifié le modéle en supprimant le terme en K¢g .Les résultats
obtenus sont présentés dans le tableau 3.16 ci-avant.

Comme on peut fe voir, la simplification du modele ne porte pas préjudice a
la qualité de la description das points expérimentaux. Les valeurs des constantes
cinétiques restent trés proches de celles obtenues précédemment, avec un
intervalle de confiance tout a fait comparable. On négligera donc a l'avenir
linfluence de la phénylalanine, qui avait manifestement été surévaluée. La
concordance entre le modele et les points mesurés pour deux séries d'hydrolyses
en systéme biphasique peut étre évaluée sur les figures 3.22 et 3.23 ci-aprés.

1 2 &~
08}
0.6 -
;., [Paramétre: vaq [ ]
04
o 10
o 09
0.2 a 07
e 05
0¢ — . —

Eot [g-min/l]
Figure 3.22: -Hydrolyses & pH constant en systéme biphasique
SLo = Sp = 10 mmolI™, T =30 °C, pH = cte = 5.5

LU'effet du partage biphasique sur la concentration de substrat en phase
aqueuse est bien pris en compte, avec comme conséquence une diminution de la
vitesse de réaction quand on augments vo, pour une méme Sio. On dispose donc
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maintenant d'un outil suffisamment performant pour prédire I'évolution du taux de
conversion en fonction des caractéristiques physico-chimiques du systéme (mono-
ou biphasique) et des concentrations des divers participants. Cette information va
pouvoir &tre utilisée par la suite pour la conception d'un reacteur destine a
'hydrolyse en continu. Mais auparavant, on a également besoin de connaitre le
comportement du systéme a pH flottant, une régulation n'étant plus envisageabie
dans ce type d'opération.

1 { 5 0° 3% Y
08
L [~ ~)
o]
06 °
? o
; I |Paramétre: Vaq [-ﬂ
04
i { o 1.0
_ o 09
02k s 07
® 05
0s 2 ) N L 4 L . . -
o 25 5 7.5 10 12.5

Eot [g-minfl]

Eigure 3.23: Hydrolyses & pH constant en systéme biphasique
Sto = Sp = 50 mmolkI"!, T = 30 °C, pH = cte = 5.5

3.2.5 Sensibilité paramétrique du modéle

La démarche suivie pour l'estimation des constantes cinétiques mérite
quelques commentaires. On a procédé d'abord par étapes, en augmentant
gradueliement la complexité du systéme réactionnel, et en gardant constantes les
valeurs optimisées lors de la série précédente. Ceci permet d'avoir rapidement une
idée de l'ordre de grandeur du paramétre étudié, mais fait aussi perdre une
cerntaine quantité dlinformations qu'on * masque " derriére les variables fixées, et
dont le programme ne peut tenir compte qu'en jouant sur celles qu'il optimise.



Chapitre 3: Cinétique de l'enzyme soluble 133

C'est pourquoi it est de loin préférable, une fois qu'on a pu opter pour un
modale, de lui faire optimiser toute la série des paramsétres sur l'ensemble des
valeurs expérimentales. On a pu constater dans notre cas que cela n‘entrainait pas
de bouleversement important, sauf peut-8tre pour la valeur de K¢ s, qui était
passée de 55 4 36 mmolI"!. Cet exemple illustre bien ce qu'on vient de dire, dans
le sens oU le D-PAPE est présent dans presque toutes les séries d'expériences
effectuées et qu'il ne serait pas logique de n'en tenir compte que dans celie
effectuée pour évaluer son influence sur le déroulement de la réaction.

Pour pouvoir rendre aux variations enregistrées leur poids réef, on a tenté
d'évaluer grossidrement la sensibilité du modéle par rapport aux paramatres, c.-a-
d. sa dérivée partielle vis-a-vis de chacun d'eux. Dans ce but, on a calculé le temps
nécessaire a I'obtention d'un taux de conversion donné (Eot (X=50%) = 2.08842
g-min-I""), et étudié les changements absolu et relatif de Eot causés par une
variation de $1 % de chaque paramétre autour de sa valeur. Les résultats de ces
calcuis sont reportés dans le tableau 3.17 ci-apras (pour las unités, se référer a la
liste des symboles).

P(l) Valeur Eot(+AP) Eot(-AP) | AEoV2AP(l) | AEotrer/0.02
pH 5.5 2.04739 2.13945 -0.8369 -2.2041
pKa(S) 7.06 2.04704 2.13668 -0.6348 -2.1461
P(S) | 123 2.09124 2.0856 +0.00226 | +0.1350
Pe(P) 1.26 2.08764 2.08921 -0.0628 -0.0376
| Vag 0.90 2.06824 2.10899 -2.2639 -0.9756
Km 17.0 2.10273 2.07412 +0.0842 +0.6850
3 0.008 2.09486 2.08198 |+80.500 +0.3084
ka2 55.0 2.06774 2.10952 -0.0380 -1.0003
Kes 40.0 2.08456 2.09236 -0.0098 -0.1867
Ke 0.7 2.08236 2.09460 -0.8743 -0.2930

Iableau 3,17: Dérivées estimées du modale par rapport aux paramétres

Les valeurs ci-dessus montrent qu'en ce qui concerne les changements
absolus (avant-derniére colonne), c'est incontestablement k qui a le plus de poids
& cause de sa valeur trés faible. La comparaison des variations relatives souligne
par contre linfluence notable du pH (du pKj), de k2, vaq 6t Km. P¢ n'a par contre,
comme on avait déja pu le constater, qu'un effet trds limitd, qui justifie le fait qu'on
ait préféré abandonner la valeur optimisée au profit de celle mesurée.
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3.3 HYDROLYSES EN SYSTEME BIPHASIQUE A pH FLOTTANT

Ces expériences réalisées principalement par de Riedmatten (1986) lors
de son travail de dipldme avaient pour but premier de tester la validité de la
méthode proposée, a savoir la possibilitd d'hydrolyser le PAPE sans que le pH du
milieu chute assez pour porter préjudice a l'activité de I'enzyme, et ce grace a
'adjonction d'un solvant organique au systéme reéactionnel. Dans un deuxiéme
temps, il s'agissait également d'optimiser les conditions expérimentales, a savoir le
pH initial, ainsi que les concentrations et la fraction volumique de chacune des
phases. Un dernier aspect qui a _été abordé lors de cette étape est le
développement d'un modale destiné a décrire 'évolution du pH en fonction du taux
de conversion et des conditions initiales décrites ci-dessus. En effet, la
connaissance a tout instant de fa valeur de X correspondant au pH mesuré
permettrait un accds beaucoup plus rapide a la cinétique de la réaction.

3.3.1 Partle expérimentale

Les essais en réacteur fermé présentés ici ont tous été réalisés dans la cuve
de titration thermostatée a 30 °C, mais cette fois sans régulation de pH. Les
volumes respectifs de chacune des deux phases (solution agueuse de substrat et
MIBK) étaient introduits dans le réacteur et mis en contact aussi intime que possible
sous agitation vigoureuse. Une fois la température de consigne atteinte, on ajoutait
du NaOH SN pour ajuster le pH a la valeur initiale désiree et, une fois celle-ci
obtenue, on langait la réaction en injectant dans la cuve 1 ml d'enzyme en solution
aqueuse. Comme on I'a déja dit, chacune des phases était déja saturée par l'autre
avant le mélange, et les solutions aqueuses contenaient toutes du CaClz & raison
de 5 mmotI".

Le pH étant cette tois laissé flottant, le dosage de la L-phénylalanine par
titrimétrie n'était plus possible; c'est pourquoi les analyses servant 3 la
détermination du taux de conversion étaient faites par HPLC selon e mode
opératoire décrit au début du chapitre 2. On pouvait par contre mesurer en ligne sur
un enregistreur févolution du pH au cours du temps.

3.3.2 Ihéorle

Si la situation se complique quand on aborde la réaction d'hydrolyse a pH
fiottant dans le systdme biphasique, c'est principalement 4 cause du fait que les
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caractéristiques acide-base du systéme, laclivité de 'enzyme et Léquilibre de
panage du substrat changent quand le pH varie, comme c'est le cas au fur et &
mesure de l'avancement de la réaction. On progressera donc pas a pas dans la
modélisation de la réaction a pH flottant, en commengant par considérer 'évolution
du pH en fonction du taux de conversion seut et en négligeant le facteur temps.
Cette fagon de procéder permet de ne pas avoir a tenir compte (pour le moment) de
la vitesse d'évolution du taux de conversion, autrement dit de ia cinétique. Cette
premiére étape se résume donc a calculer le pH d'un milieu en fonction de la
concentration des diverses espaces qu'il contient et/ou qui y sont formées.

La structure du raisonnement est la suivante: la réaction produit de la
phénylalanine, qui libére des protons dans le milieu, provoquant une baisse du pH;
les deux processus (conversion du substrat et baisse du pH) ont de plus une
influence sur I'équilibre de partage des substances entre les phases. Tous ces
phénomenes sont donc liés de fagon trés étroite, comme on va le voir dans ce Qui
suit.

On I'a déja vu précédemment, les protons (H*) ne sont pas libérés dans le
milieu équimolairement par rapport 4 la phénylalanine; les deux quantités sont
reliées par la fraction titrable de la fagon suivante:

dH* = S - - dX 3.89

La fraction titrable en systéme biphasique a déja été définie, et vaut:

fr= — M F.NH ) H - pKalF
1410(PH - PKa(S), (1+pc(s)_1'\:/35, 1410PK(F.NHZ) - pH) 4 3 gPH - PKA(F.COOH))
£

3.77

Le parametre qui régit quant a lui le changement de pH par rapport a la
quantité de protons générée ou introduite dans le milieu est le pouvoir tampon B,
que l'on définit comme:

. ) n
B ='gpiH = In(10) '(’-P *OH .§’ Citor - X151 - x'%s‘) 3.90

Si on titre un composé en solution aqueuse avec un acide fort, le pouvoir
tampon B est égal a 'opposé de l'inverse de la pente de la courbe, et il est maximal
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quand le pH est égal au pK de la substance. On a ajouté intentionnellement l'indice
"tot” aux fractions x; des composés car dans le systéme biphasique on considére la
quantité totale existant sous forme acide ou basique, ce qui inclut donc la masse
contenue dans la phase organique. Ci ot représente quant 3 lui la quantité totale
de l'aspéce i présente dans le systdéme divisée par le volume de la phase aqueuse,
autrament dit la concentration qu'elle aurait dans celle-ci au taux de conversion du
moment si son coefficient de partage était nul.

La combinaison des équations 3.89 et 3.90 méne rapidement & l'expression
différentielle cherchée:

%%H"l‘ SLo : 't
B 3.91

fy étant connue, on va donc s'attacher & définir le pouvoir tampon dans le
systéme biphasique H20 / MIBK, en calculant pour chaque composé les
concentrations globales (Cito1) et les fractions massiques (x;(o1). On précisera
encore que le calcul est basé sur un équilibre spontané des concentrations entre
les phases et sur une conversion directe des formes basiques en formes acides par
action des protons. On rappellera pour finir Que toutes les concentrations initiales
(SiLo, So. Fo) sont définies par rapport au volume de la phase aqueuse
uniquement.

Concentration globale de substrat
Dans le cas du D-PAPE qui n'est pas converti, celle-ci est constante et vaut:
S, 1ot = Sp 3.92
Dans te cas du L-PAPE, on a par contre:
Sttot = Sio - (1 - X) 3.93
Eracti i sul [ ide ( E basi : |

Les équations déja développées dans le chapitre 2 iors de I'étude du
phénoméne de partage donnaient:
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- pH!
X§ aq = c'ldol = 10PKe(S) - pH) | xg'aq 27

ainsi que:

1-v
Xg_o, = PC(S) ! Va:q ! xg,aq 28

On remarquera que comme le substrat chargé (acide) n'est pas solubie en
phase organique, on a:

Xg.aq = ngl%t 3.94

La fraction massique acide de PAPE vaut alors:

1{PKe(S) - pH)

chfot =
' (PKa(S) - pH) 1-Vaq
1410 +Pe(S)- —
aq

3.95

La fraction massique totale de PAPE sous forme basique vaut donc
logiquement:

A 1 + Po(S) ‘T"ﬁ
Xg?l’ot =1- ’@c.gn = =

1.4+ 10PK(S)-pH) , pg) . 1" Vag
Vaq 3.96

Finalement, et comme les deux énantioméres du PAPE ont le méme
comportement acide-base, on trouve pour la contribution de I'ester au pouvoir
tampon du systéme: .

B(S) =(Sp + St - (1- X)) x8, - x8%, 3.97
Cas du n-propanol

La participation du n-propanol aux propriétés acide-base du systéme
peuvent étre considérées comme totalement négligeables, vu le trés faible degré
de dissociation du groupement hydroxyle dans la série des n-alcanols. On n'aura
donc pas a tenir compte de ce composé dans le caicul du pouvoir tampon.
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Elle évolue en paralléle avec la conversion du substrat, ce qui donne, dans
le cas ol sa concentration initiale n'est pas nulle:

FiLtot = FLo + Spo - X 3.98

En ce qui concerne les propriétés acide-base de I'acide aminé, il faut garder
& l'esprit qu'on a deux groupes différents susceptiples d'étre protonés: le
groupement carboxylique et le groupement amino, qui ont tous deux des pK trés
différents (respectivement 1.83 et 9.13, comme on I'a déja vu). L'influence de
chacun de ceux-ci sera donc plus ou moins importante suivant le domaine de pH
ou on se trouve.

Eracti ide et basique d {-NH

De par la définition du pKa, et comme la phénylalanine reste exclusivement
en phase aqueuse, on arrive rapidement a:

cd (NH 1
M) = o G- ey 3.99
Ainsi qu'a:
a3 (NH.) = 1 - xcd = 1
xpiot(NH2) xa(NH2) T~ 1OPF N o) 3.100

Eracti , basique d .COOH

De fagon analogue & ce qui précéde, on obtient:

cd H) = ]

xP3(COOH) 1 + 100 - PRe(F.COOH)) 3.101
as H - x§ed 1

XB(COOH) = 1 - (COOH) = - 4 10(PN(F.CO0H) - pH) 3.102

La contribution totale de la phénylalanine au pouvoir tampon du systeme
vaudra donc:
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B(F) = B(F.NH2) + B(F.COOH) 3.103
Avec:

B(F.NH2) = (Fo + Sio - X) - {XR3(NH2) - xP33,(NH;)) 3.104

B(F.COOH) = (F5 + Sio - X) - (xE53(COOH) - xk33,(COOH)) 3.105

Le pouvoir tampon du systéme biphasique, d'aprés I'équation 3.90,

s'exprimera donc comme:

B = In(10) - (H* + OH" + B (S) + B(F.NH;) + B(F.COOH))

3.106

Comme il est plus facile de travailler avec le pH qu'avec H*, on peut
reformuler 3.106 en utilisant le produit de dissociation de I'eau Ky = H* - OH", ou

plus précisément le paramétre pKy = -log(Ky):

B = In(10) - (10°PH 4 10tPH "PK) + B (S) + BF.NH2) + B(F.COOH))

70
[ |1} vagq=10 X=0 3 1
60 - (2) vag= 1.0 X=1 R
= r |3) vag=0.7 X=0 dN
@501 |4) vag=07 X=1 | /
_E_ I /, ‘\
! L
- Y S 2
30 o
g 20 \‘\ !
< S
10 \\\\
[l 4 hadi-N 0
0 6 10
PH (1]
Figure 3.24: Pouvoir tampon du systéme en fonction de X et de Vag

Sto = Sp = 30 mmolI!, P¢(S) = 123

3.107
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On a représenté I'équation 3.107 dans la figure 3.24 ci-avant, qui donne le
pouvoir tampon du systéme en fonction du pH pour deux valeurs du taux de
conversion et de la fraction volumique aqueuse. Les trois pics qu'on peut observer
sur la courbe 2 correspondent pour vaq = 1 aux pKy de l'ester (7.06) et de la
phénylalanine (1.83 et 9.13 pour les groupements carboxylique et amino
respectivement). On peut de plus trés bien visualiser I'effet de la phase organique
qui ne déoplace que fe pouvoir tampon du substrat (la phénylalanine ne se partage
pas), sa valeur maximale se trouvant décalée vers des pH plus favorables a
l'activité enzymatique.

Il est maintenant possible de compléter I'équation 3.91 exprimant la variation
différentielle du pH en fonction de X:

gd%. ’é‘ “Sio - h
3.91
Avec:
B = In(10) - (107PH 4 100PH - PKtH0) | g (S) 4 B(F,NHy) + B(F.COOH)) 3.107
et
fi= 1 1

: 1
* -
1410/PH - PKUISH, ( 14P(S) 1 -v,q’ 14+10PKatF.NH) - pH) 4 4 5pH - pKu(F.COOH))
Yaq 3.77

Cette équation diftérentielle ne peut cependant pas étre intégrée
analytiquement, et demande I'emploi d'une méthode numérique comme celie de
Runge-Kutta. On a alors la possibilité de calculer I'évolution du pH en fonction du
taux de conversion a partir des caractéristiques du systéme (vaq, pHo), ainsi que de
celles des réactants (Spo. So, PKa(S), Pc(S), Fo, pKa(F.NH2), pKa(F,COOH)). Ceci
va permettre de justifier, au niveau théorique tout au moins, I'utilisation d'une
phase organique dans le but de diminuer la chute de pH causée par ta réaction.
C'est ce que montrent les courbes de la figure 3.25 ci-aprés, calculées pour
difiérentes valeurs de vaq et de pHo. Elles permettent de juger I'effet du MIBK, déja
trés important méme a des fractions volumiques aussi faibles que 0.1, et de
constater qu'a chaque pHo correspond une valeur de v, minimale, qui permet au
pH de ne pas chuter trop bas. Ceci est du principalement au décalage de la valeur
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maximale du pouvoir tampon vers des pH plus bas causé par le panage du
substrat entre les phases, effet trés visibie a la figure 3.24.

3 _ A A i A

0 0.2 04 0.6 0.8 1
X [

Eigure 325: pH en fonction de X pour ditférents pHo et vaq (P(S) = 123)

i

PH(Bmax)

3T | pKa(s) = 7.08 .

2 R 1 " 1 1 i

o 0.2 0.4 0.6 0.8 1
1- vVaq = Vor [']

Figure 3.26; pH(Pmax) en fonction de ver pour quelques vaieurs de Pc(S)

—_— i
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Llinfluence de la concentration de substrat sur le changement de pH est
quant a elle minime, car dans I'équation 3.91, on trouve Sy o au numérateur et au
dénominateur (inclus dans l'expression de f) de %%H. d'ou une compensation quasi
simplificatrice.

La figure 3.26 ci-avant montre quant a elle la valeur du pH correspondant au
pouvoir tampon maximal en fonction de vor. On constate trés vite que ces valeurs
du pH correspondent a celles du pK:pp défini au chapitre 2, parametre qui vaut:

1-v
PH(Bmax) = PKEP = pK,(S) - log |1 +-v—‘f - Pe(S) 223

Une autre propriété révélée par la figure 3.24 est limportance insoupgonnée
de la contribution du D-PAPE au pouvoir tampon du systéme. En effet ce composé,
bien que n'étant pas transformé, titre une partie non négligeable des protons
libérés par la réaction. Son utilité & ce niveau-lA compense donc largement son
influence en tant qu'inhibiteur compétitif sur la vitesse de la réaction. S'il n'était pas
présent dans le systéme, le pouvoir tampon du substrat tendrait vers zéro au fur et
a mesure que le taux de conversion se rapprocherait de 1, et la conséquence sur
I'évolution du pH serait celle illustrée a la figure 3.27 (courbe du bas), qQui est trés
importante si on la compare a celle du racémat correspondant (courbe du haut).

D,L-PAPE 60 mM

55 Vaq = 0.90
= pH, = 6.25 -
I
Q §-

L-PAPE 30 mM
45 -
4 2 ] i [ " - N [ N
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

X [
Figure 3.27: Influence du D-PAPE sur la chute du pH (Pc(S) = 123)
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3.3.3 Cinétique de la réaction 4 pH fioftant

Plus que la relation entre les valeurs du pH et de X, on aimerait savoir a
quelles vitesses ces deux grandeurs vont évoluer. On a donc posé les bases d'un
tel modale cinétique en utilisant la description du pH en fonction du taux de
conversion déja faite au sous-chapitre 3.3.2, et en y ajoutant ie facteur temps. Bien
évidemment, ces trois grandeurs sont étroitement liées, et on arrivera encore moins
que précédemment a obtenir une expression analytique. On va donc de nouveau
avoir besoin de méthodes d'intégration numérique comme celle de Runge-Kutta.

La seule information qui manque encore pour I'élaboration du modéle est
celle décrivant I'évoiution de 'activité catalytique de I'a-chymotrypsine en fonction
du pH. Comme l'optimum peut varier d'une classe de substrat a l'autre, il était
préférable de faire la mesure pour 'hydrolyse du L-PAPE plutét que de se baser
sur des données de la littérature. On a donc effectué la méme réaction en milieu
aqueux, a diverses valeurs du pH qui était maintenu constant. La comparaison des
activités s'est faite sur la base des vitesses initiales mesurées, et des temps
nécessaires pour atteindre 40 % et 80 % de conversion. Les équations cinetiques
déveioppées précédemment montrent que ces trojs grandeurs sont
proportionnelles a kg, ce qui est suffisant pour une échelle de comparaison relative.

pH RE n Eot 40% | Eot 80% | (RE e | (Eot 40%)re | (Eot 80%)rer
1 | mmotgt.min! | g-min1! | g-mins! [) {] (]
4.0 4.27 4.41 15.71 0.132 0.090 0.066
4.5 7.19 2.04 7.31 0.222 0.194 0.141
5.0 13.59 1.09 3.56 0.419 0.363 0.290
5.5 25.32 0.51 1.41 0.782 0.775 0.733
5.75 29.38 0.44 1.24 0.907 0.894 0.831
6.0 31.40 0.40 1.07 0.969 1.000 0.964
6.25 32.39 0.40 1.03 1.000 1.000 1.000
6.5 29.33 0.42 1.07 0.905 0.936 0.967
7.0 25.33 0.49 1.21 0.782 0.804 0.856
7.5 18.26 0.69 1.75 0.564 0.573 0.589

Iableau 3.18: Activité relative de 'a-CT soluble en fonction du pH
T=30°C So=Sp=30mM vaq=10 E;=0.08g!"
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Les résultats obtenus ont été reportés dans le tableau 3.18 ci-avant, ainsi
que les conditions de réaction.

Comme le montre la figure 3.28, les trois grandeurs relatives suivent
pratiquement la méme évolution, qui affiche un maximum net aux environs de pH
6.3. On observe de plus que l'activité de 'enzyme pour cette réaction s'annule
pratiquement en dessous de pH 4. Afin de pouvoir utiliser les valeurs discrétes de
k2 rel dans le modéle, on a tenté de les décrire & l'aide d'une fonction polyndmiale
du troisiéme ordre. Le résultat obtenu est le suivant:

K2 oy a1 = 10.128 - 6.790 - PH + 1.445 - pH? - 0.095 - pH?
k2,max 3.108

Cette fonction correspond & la courbe pleine de Ia figure 3.28.

11 | o Rgarel g e
. : C Eot40%rel.
& Eot80% rel.

Activité relative [-]
o o o
> » ®

T LSRR

(=
N
T

0 i - e | I .
4 5 6 7
PH [-]
Eigure 3.28: Activité relative de I'a-CT soluble en fonction du pH

Le polynome choisi décrit assez bien lactivité de I'enzyme, mais sur un
domaine de pH limité situé entre 4.0 et 7.0, et défini par les traitiliés verticaux sur le
graphique. On devra donc étre conscient du fait que ) Iculs eff v

valeyr: H [ix ) n li

experime.itgle.
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On dispose maintenant de toutes les informations nécessaires au
développement du modele cinétique pour la réaction en systéme biphasique a pH
fiottant. Celui-ci va s'articuler autour de deux équations différentielles connues, que
lon devra intégrer simultanément.

La premisre est I'équation de base donnant I'évolution du pH en fonction du
taux de conversion, a savoir 'expression 3.91:

3.91

Les définitions complétes de P et fy ont déja été données aux équations
3.107 et 3.77 respectivement.

La seconde exprime la variation du temps de réaction normalisé Eot en

fonction de X, et n'est rien d'autre que [inverse de 13 vitesse de réaction myltiplié
par la concentration initiale de L-PAPE. Cette définition correspond a linverse de
l'équation 3.85, et méne a:

(1 +K-Xpagq- (Po + St X» ——m—- (Cc@—Lg X’#SLO Ac
Eodt Xs IQ (1 - X)

dX ka2(pH 5.5) - (14.7076 - 9.86-pH + 2.0984-pH? - 0.138-pH?)

3.109

L'expression 3.85 a été modifiée dans le sens ou gn y a ajouté (a
dépendance de ko vis-A-vis du pH. On remarquera au passage que les coefficients
de ce polyndme ont changé par rappon a ceux de la figure 3.28 car on a préféré,
pour des raisons de commodité, exprimer ko en fonction de sa valeur 3 oH = 8.5,
qui est celle déterminée lors des optimisations pour les hydrolyses a pH constant.
Les variations de Ce, xs,aq 6t xp.aq 6n fonction du pH sont déja connues (équations
2.38 et 3.82), et il n'est pas nécessaire de les réécrire ici.

Les deux équations différentielles 3.91 et 3.109 ont donc été intégrées a
laide du programme FORTRAN BIFLOT donné en annexe. Les courbes simulées
des figures 3.29 et 3.30 ci-aprés montrent I'évolution de Eot, X et pH pour
différentes conditions expérimentales. La température est comme toujours égale a
30 °C, et les constantes cinétiques utilisées celles obtenues a l'aide des
estimations de paramétres du chapitre 3.2, qui sont données dans le tableau 3.16.
Linfluence de la phénylalanine a donc été négligée, et le coefficient de partage du
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PAPE fixé a la valeur mesurée de 123. On a utilisé une valeur de k2 (correspondant
& un pH de 5.5) égale & 60 mmol-g™'.min"!.

1 S 55
NpH X
3\\ J
0-8 - l‘:‘\ ---------------------
b A \‘ L -7 ] 5
;" [ {Paramétre: vaq [-] | T
0.4 u 2": \\ ............. 0.90 T 4'5
! ’ O 0.85
\‘ - .70 1
02 H v
N o e - o . " e i —] 4
o i 1 n | SUS 1 2 -1 P | " 1 "
0 5 10 15 20 25 30 35
Eot [g-minfl)

Eigure 3.29: Simulations pour I'hydrolyse en systéme biphasique a pH fiottant
Sio = Sp = 100 mmolI'!, pH, = 5.5, kg = 60 mmol-g™*-min""

A la figure 3.29, on a varié 1a fraction volumique aqueuse, en gardant le pH
initial égal & 5.5. A cette valeur, l'activité enzymatique est assez grande, mais
décroit rapidement avec le taux de conversion. Comme de plus le pouvoir tampon
du milieu 100 % aqueux est trés faible, on peut s'attendre & une chute importante
du pH aux valeurs de vaq proches de 1. C'est effectivement ce qui se passe, et
comme on a supposé I'enzyme complétement désactivée en dessous de pH 4.0,
on a annulé la vitesse de la réaction dés que cette valeur était atteinte. On peut
donc voir que la fraction volumique de phase organique minimale pour attgindre
100 % de conversion sans que le pH chute plus bas que 4 se situe entre 0.15 et
0.30 (0.25 environ).

La figure 3.30 permet de comparer les réactions & pH flottant et constant
pour une fraction volumique aqueuse maintenue a 0.9. Si on part de pH 6.0, on se
trouve au maximum du pouvoir tampon et le pH décroit de moins de 0.35 unité
entre 0 et 60 % de conversion. C'est ce qui explique que 'a courbe a pH flottant et
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celle & pH constant = 6.0 soient pratiquement confondues, sauf vers la fin de la
réaction.

L o 7
‘\‘~-\~ 7 ”,”‘—////’T
08 ST
,’/,/// T 6-5
////
.6 vl
.'_06 ,'/'/ =
— ’/ pHO'BO -1 6
x | — — pH=cte=6.0 s
04r/ 7  |----- pHo = 7.0
i /.._u ————— PH=cto =70
;o 155
02~/
/ ,,,,,,,,,,,,, 1
0 N { L ¢ N 1 4. -1 i 5
0 5 10 15 20 25

Eot [g-min/i]

Eigure 3.30: Simulations pour I'hydrolyse en systéme biphasique a pH flottant
Sto = Sp = 100 mmolI, vaq = 0.9
k2o (pH 6.0) = 76.92 mmol-g”"-min""
k2o (pH 7.0) = 70.51 mmol-g'-min?

La réaction & pH flottant peut méme étre plus rapide que celle & pH constant,
comme le montrent les autres courbes du graphique 3.30. En effet a pHy = 7.0, la
constante de vitesse g1 le pouvoir tampon augmentent tous les deux avec le taux
de conversicn (i.e. avec la chute du pH), d’'ou l'accélération sensible observée par
rapport a la courbe pointillée.

3.3.4 Résuitats

Les essais réalisés par de Riedmatten (1986) ont consisté, dans un
premier temps, en la détermination d'un pH de déparnt optimal vis-a-vis de la
productivité du systéme pour I'hydrolyse du PAPE a pH tlottant en systéme
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biphasique. On n'a donc fait varier que pHo en gardant constantes les autres
caractéristiques du systéme, a savoir:

Sto = Sp = 100 mmol!
T=30°C
Vag= 0.5 [‘]

Comme on I'a déja expliqué les concentrations indiquées se rapportent au
volume de la phase aqueuse, et le taux de conversion a été déterminé par analyse
HPLC des échantillons prélevés au cours du temps. L'évolution du pH était quant &
elle mesurée en continu.

Les figures 3.31 & 3.33 (partie a) montrent quelques-unes des courbes
d’hydrolyse mesurées, avec sur I'échelle de droite la lecture du pH. Sur la partie b
de chaque graphique on a également reporté I'évolution du pH, mais en fonction
du taux de conversion cette fois; cette représentation permet une comparaison des
valeurs expérimentales et des courbes calculées a I'aide du modéle. On peut voir
que la description théorique est assez éloignée des valeurs mesurées, l'écart entre
les deux ne diminuant que vers la fin de la réaction; la forme méme des courbes ne
correspond parfois pas, comme dans les essais avec pHo = 6.0 ou 6.5. Dans la
plupant des cas cependant, la chute de pH reste tout a fait acceptable pour
I'enzyme, et on arrive a une conversion totale du L-PAPE. Le temps nécessaire a
cette transformation varie par contre selon le pH initial car comme on I'a vu lors du
développement de la cinétique, ce dernier parametre influence autant le parage
biphasique du substrat que le pouvoir tampon du systeme ou encore et surtout
lactivité de I'enzyme. La combinaison de ces effets se traduit par des variations
importantes de la productivité (cf tableau 3.19 ci-aprés), laquelle montre un
maximum trés net 4 pHy = 6.0. Ce résultat est quant a lui tout a fait en accord avec
ce qu'on avait pu observer quant a f'activité de 'enzyme et au pouvoir tampon du
systéme aux environs de cette valeur.

Il n'a par contre pas été possible d'appliquer aux courbes de conversion le
modele cinétique développé au sous-chapitre précédent, car cela aurait nécessité
I'estimation simultanée de deux séries de paramétres étroitement liés. En effet, il
aurait fallu tenir compte en méme temps de I'évolution de la conversion et de celle
du pH, qui dépendent de nombreux paramétres communs, en ajustant leurs
valeurs de facon & équilibrer au misux les écarts. Or, on ne disposait pas d'un tel
outil mathématique.
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Eigure 3.31: Hydrolyse du PAPE & pH flottant (pH, = 6.0)
"T=30°C, So = Sp = 100 mmol*, vag = 0.5
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Figure 3.32: Hydrolyse du PAPE a pH flottant (pH, = 6.5)

T = 30°C, Spo = Sp = 100 mmolt™?, vaq = 0.5



Chapitre 3: Cinétique de I'enzyme Soluble 151

' 8
a ! X ° °
a & 1
o -4
08t 3 7.8
> a
L o 9
i %0 176
0.6: . oe Eo=065g1 -~
= e 0o ow Eom=10001 | 1, =
v .\. OA AA Eo=1200 N i
0.4-\:.%0
_\ . 472
&",.° o pH 1
a e [
£ S .
o i 1 L PP | i 1 1 8-8
0 20 40 60 80 100 120
Eot (g min]
b =
7.8 ® Eo=0.85g/
> . a Eo-ﬂng/l
76 A Eo=12091
' ...
z r'y
L e
%.74 0. .
a
s -. e
721 & a, un :
AA . : P
A [ °
7+ s, . s
L aa .
1 b 1 pr— ] 1 A
6'89 0.2 0.4 0.6 0.8 1
X (]

Figure 3.33: Hydrolyse du PAPE a pH flottant (pH, = 8.0)
T =30 °C, Sio = Sp = 100 mmoll™!, vaq = 0.5

On a reporté dans le tableau 3.19 toutes les valeurs du pH au début et 4 la
fin de la réaction, ainsi que celles de la vitesse initiale et de la productivité & 80 %
de conversion. Cette derniére est peut-étre plus représentative de la rapidité de la
transtormation, les analyses HPLC étant entachées d'une erreur non négligeable



152 Chapitre 3: Cinétique de I'enzyme soluble

le plus souvent due & la prise d'échantillons nombreux mais de faible volume (100
pl) et aux diverses manipulations subies par ceux-ci. L'estimation de la vitesse
initiale selon la méthode déja décrite au sous-chapitre 3.1.5, qui se fait par
définition a des faibles valeurs du taux de coaversion, est donc sujette a caution et
n'est donnée qu'a titre indicatif. A noter encore que R, et Lp ont été toutes deux
normalisées par rapport a la concentration d'enzyme.

Eo pH, pH RR . Lp80%
o1 8] 8] (mmot-g™T.min" 1} [ [mmot-g-1.min-1]
0.70 5.6 5.18 12.87
0.85 56 | 525 9.55 3.28
0.70 6.0 5.69 8.03
0.85 6.0 5.66 8.04 4.65
1.00 6.0 567 8.99
0.70 6.5 6.20 6.79
0.85 6.5 6.12 7.61 2.13
1.00 6.5 6.15 5.59
0.70 7.0 6.53 4.62
0.85 7.0 6.50 3.81 0.98
1.00 70 | 658 3.87
0.70 7.5 6.79 2.97
0.85 7.5 6.79 2.69 1.19
1.00 7.5 6.75 3.23
0.85 8.0 7.04 2.59
1.00 8.0 6.95 4.50 1.33
1.20 8.0 6.87 3.86

Jableay 3.19: Recherche d'un pH, optimal pour la réaction en systéme
biphasique (Sto = Sp = 100 mmolI, vaq = 0.5)

PHo = 6.0, qui correspond a la productivité Ia plus grande a vaq = 0.5, a été
gardée comme pH initial afin d'étudier tinfluence de la fraction volumique du MIBK
sur la chute de pH et la productivité. Les autres conditions de réaction, gardées
constantes, étaient les suivantes: SLo = SD = 100 mmol.I!

T=30°C
pHo = 6.0 (-]
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Les figures 3.34 & 3.36 montrent comme précédemment dans leur parie a
les évolutions du taux de conversion et du pH en fonction du temps, et dans leur
partie b celle du pH vis-a-vis du taux de conversion.
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Figure 3,34: Hydrolyse du PAPE & pH flottant {vaq = 0.8)
T =30°C, Sio = Sp = 100 mmolI”', pHo = 6.0
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Eigure 3.35: Hydrolyse du PAPE & pH flottant (vaq = 0.9)
T =30°C, SLo = Sp = 100 mmol-I”!, pH, = 6.0

On ne peut que constater & nouveau dans cette série 'écart entre le modele
et les expériences, avec cependant un fait nouveau: en fin de réaction, le pH
remonte plus haut que' sa valeur théorique, sans que {'on puisse trouver
d'explication logique a cela. Dans les figures 3.34 a et 3.35 a, on peut méme voir le
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pH chuter d'abord trés rapidement, passer par un minimum, puis remonter
lentement vers une valeur stable. Ce comportement n'avait pu étre observé lors de
la premiére série de mesures a pH flottant. Tout au plus le trouve-t-on a peine
esquissé a la figure 3.31 a (pHo = 6.0, vaq = 0.5).
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Figure 3.36: Hydrolyse du PAPE a pH flottant (vaq = 1.0)

T =30°C, Sio = Sp = 100 mmol-I"!, pH, = 6.0
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Eo vaq pH RE o Lp80%
g+ 8] ) fmmot-g"1-min"1} | fmmol.g~? min-1y
0.70 0.50 | 5.69 8.03
0.85 050 | 566 8.04 4.65
1.00 050 | 5.67 8.99
0.70 0.60 | s.61 19.71
085 | 060 | 564 30.96 6.02
0.85 065 | 553 14.83 3.74
0.85 0.80 | 578 26.20 7.41
0.85 090 | s5.59 39.78 11.76
0.85 0.95 | 4.05 31.02 .
0.85 1.00 | 2.40 67.15 .

Jableau 3.20: Recherche d'un vaq optimal pour la réaction en systéme
biphasique (Sio = Sp = 100 mmol-I'!, pHo = 6.0)

Les résultats obtenus lors de cette étude sont consignés dans le tableau
3.20 ci-avant. Lp ne cesse d'augmenter en méme temps que vaq jusqu'a 0.9, valeur
qui correspond au maximum. La chute de pH reste jusque 1a assez constante et
aux environs de 0.4 unité, mais au-dela (vaq = 0.95 et 1), elle est de plusieurs
unités, ce qui méne a la désactivation de 'enzyme et & l'arrét de la réaction, la
conversion ne dépassant pas 20 %. C'est pourquoi la productivité du systéme pour
ces deux essais n'a pu étre évalude.

Si on considére maintenant I'ensemble des mesures a pH flottant, deux
constatations principales émergent du lot des observations:

a) C'est au début de fa réaction que I'écart augmente le plus rapidement.
I diminue ensuite vers les taux de conversion élevés, pour atteindre
son minimum 4 la fin de la réaction.

b) Usxpérience pour laquelie on obtient la meilleure concordance est
celle avec pHy = 8.0 et vaq = 0.5 (figure 3.33 b). On observe cependant
Que l'écart vis-&-vis du modéle augmente avec Ja concentration
d'enzyme, qui passe de 0.85 4 1.2 gI'. '
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Ces indications permettent d'apporter un élément de réponse, si on se
souvient que le modgéle théorique suppose 3 tout instant l'equilibre de panage
établi entre les phases. Or il se peut, surtout avec les hautes concentrations
d'enzyme utilisées (de 0.7 jusqu'a 1.2 ¢-I'), que la vitesse de réaction (et donc de
libération des protons) soif trop rapide par rapport 3 celle du transfert du substrat
neutre depuis le solvant organique vers |a phase aqueuse; le pH pourrait alors
descendre dans cette derniére plus bas que la valeur prédite. Une fois la réaction
presque terminée et sa vitesse fortement réduite, la limitation disparaitrait et le pH
se rapprocherait peu a peu de sa valeur a I'équilibre. Cette hypothése semble
confirmée par le fait que I'écart augmente quand le pH initial diminue et quand vaq
augmente, ce qui correspond dans les deux cas i une augmentation de la
concentration de substrat en phase aqueuse et donc de la vitesse initiale de la
réaction. Comme on I'a également noté auparavant, l'augmentation de la
concentration d'enzyme tend également a accentuer la déviation, notamment
duand la concentration de substrat en phase aqueuse est faible, comme c'est le
cas a pHo = 8.0 ot vaq = 0.5 (figure 3.33). D'un autre coté, c'est aussi dans ces
conditions que le modéle décrit le mieux les mesures. Il n'y a cependant rien de
paradoxal la-dedans puisque la concentration de substrat en phase aqueuse est
trés faible et qu'on se trouve assez éloigné de l'optimum d'activité pour l'enzyme.
La vitesse de réaction pourrait donc bien ne pas étre assez grande pour que le
transfert du substrat devienne un facteur trop séverement limitant. Ceci expliquerait
également das comportements du pH au cours du temps comme Ceux repones aux
figures 3.34 et 3.35. It commence par diminuer fortement et rapidement, avant de
passer par un minimum et de remonter ientement vers une valeur finale assez
proche de celle prédite par le modéle.

Le fait qu'elle finisse méme par passer au dessus de la courbe en fin de
reaction reste cependant inexplicable, sauf peut-étre par l'incertitude sur la valeur
de vaq, linfluence de ce paramétre vis-a-vis de dpH/dX devenant de plus en plus
sensible au fur et & mesure qu'on se rapproche de 1. On a toujours pris garde,
comme déja vu, a utiliser des phases liquides saturées l'une par l'autre afin de
minimiser ce probléme, mais il n'est pas impossible d'un autre coté que le
phénoméne de partage du substrat (et du propanol) puisse étre responsable de
changements non négligeables du volume de la phase organique.

Pour revenir au probléme de l'écart par rapport & I'équilibre lors des
hydrolyses a pH flottant, un élément de confirmation supplémentaire peut étre
trouvé dans la bonne concordance du modéle et de la pratique pour I'essai en
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milieu 100 % aqueux (figure 3.36). En effet dans un te! cas I'évolution du pH n'est
pas soumise & un équilibre de transfert, et on peut voir qu'a ce moment-la la
prédiction est beaucoup pius correcte.

L'étude des résultats qui précédent montre en tout cas la validité du principe
de la réaction en systéme biphasique dans le but de limiter Ja chute de pH due & la
réaction, méme si celle-ci est plus importante que ne le laisse prévoir le modéie
mathématique testé. Il ne semble cependant pas que celui-ci doive étre mis en
cause, les écarts observés semblant plutét dus & une limitation du systéme
réactionnel.

Par contre cela pose un probldme supplémentaire dans le sens ol
Futilisation du modéle cinétique présenté dans le sous-chapitre 3.3.3 pour décrire
les expériences de de Riedmatten (1986) est encore moins envisageable. Non
seulament on ne dispose pas de l'algorithme d'optimisation adéquat, mais en plus
la condition de base, & savoir I'équilibre de partage spontané, n'est pas remplie.
Dans le cas d'une hydrolyse suffisamment lente par rapport au transfert du substrat
neutre & f'interface solvant organique / phase aqueuse, C.-a-d. & des concentrations
d'enzyme beaucoup plus faibles que celles utilisées, il se pourrait cependant qu'on
reste suftisamment proche des conditions théoriques pour que les équations
proposées deviennent applicables.
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4. HY Y P ! YME FI

Les mesures qui précedent avaient pour but l'application en continu de
I'hydrolyse enzymatique en milieu biphasique. L'efficacité d'un tel systéme ayant
été démontrée avec l'enzyme soluble, I'étape suivante concerne la mise en oeuvre
d'une chymotrypsine immobilisée sur un support solide. C'est en effet le moyen le
plus simple de séparer le catalyseur et les différents partenaires a la sortie du
réacteur, et de stopper la réaction. Par contre on introduit une troisi®me phase dans
le systéme, qui induit des étapes supplémentaires de diffusion du substrat vers le
catalyseur solide, d'adsorption, de réaction et de retour des produits vers le sein de
la solution qui peuvent s'avérer limitantes. C'est la possibilité d'utiliser I'enzyme
sous cette forme dans le systéme biphasique qui a donc été étudiée dans ce
chapitre.

4.1 PARTIE EXPERIMENTALE

L'enzyme fixée a été gracieusement fournie par la maison Hoechst AG, dont
le procédé d'immobilisation est décrit en détail dans un brevet (Keiler, 1984). Le
support, constitué de particules de silicagel (diamétre compris entre 0.1 et 0.3 mm),
est activé d'abord par contact avec une solution dans l'acétone de 3-aminopropy!
triethoxysilane puis, aprés séchage, avec une solution aqueuse de
glutardialdéhyde & 25 %. Les particules sont alors dispersées quelques heures a
température ambiante dans une solution aqueuse d'a-chymotrypsine (46 g.I'")
tamponnée a pH 7.5. Le catalyseur ainsi obtenu est stocké apres lavage dans du
tampon‘phosphate 0.1 M (pH 7.5, avec 0.1 mM d'azide de sodium). La réaction de
couplage de f'enzyme sur le support est présentée et comparée avec d'autres
méthodes de fixation par Hartmeier (1986).

Le catalyseur a été utilisé aussi bien en dispersion dans une cuve agitée
que sous forme de lit fixe dans un réacteur tubulaire continu. La premiére
configuration a servi & comparer 'enzyme fixée et la chymotrypsine soluble au
niveau de l'activité, et donc a dimensionner le réacteur continu. On a pu y réaliser
des hydrolyses a pH constant (dosage de la phénylalanine par titrimétrie) ou
fiottant (dosage par analyse HPLC), avec présence ou non de phase organique. La
procédure de mise en route de la réaction était identique a celle décrite au chapitre
3 pour les essais en systéme mono- ou biphasique. Une fois les conditions initiales
de pH et de température atteintes, a chaque fois sous forte agitation, le_volume
désiré d'enzyme immobilisée était ajouté a 'aide d'une seringue tronquée pour
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faire démarrer 'hydrolyse. C'est pourquon la_concentration Eo de_catalyseur
s'exprimera dorénavant en ml:l"’ et le temps de réaction normalisé Eoten
mi-min.

Le réacteur constitué par la cuve de titration décrite au début du chapitre 2 a
quand méme été lagérement modifié pour cette partie de l'étude: pour éviter une
trop grande abrasion des particules de catalyseur dispersées dans la cuve, le
barreau magnétique ne reposait plus directement sur le fond de celle-ci. Il était
suspendu a une mince tige métallique tournant en méme temps et qui le maintenait
a 1 cm de hauteur. Mais, avant I'étude de la réaction proprement dite et le
dimensionnement d'un réacteur continu a lit fixe d'enzyme, on s'est attaché &
caractériser les particules constituant ce dernier.

4.2 CARACTERISATION DE L'ENZYME FIXEE
4.2.1 Taille des particules de catalyseur

On a dans un premier temps déterminé la distribution de la taille des
particules d'enzyme fixée. L'appareil employé a cet effet (Laser diffraction particle
sizer modéle 2600 ¢, Malvern Instruments, Malvern, (GB)) mesure la diffraction
selon Fraunhofer d'un rayon laser A travers une suspension des grains en milieu
liquide (Weiner (1984), Allen (1981)). Chaque angle de ditfraction est
caractéristique d'une taille, et l'intensité lumineuse mesurée a cet angle fonction du
nombre de particules ayant cette dimension, celles-ci étant de plus supposées
sphériques. On a procédé a une série de trois mesures, et la figure 4.1 montre les
résuitats moyens obtenus sous forme de deux courbes:

La premiére (a) donne le pourcentage des particules ayant une taille
inférieure & celle de l'abscisse correspondante (I'échelle étant logarithmique).

La seconde (b) correspond & la dérivée de (a) par rapport au diameétre Dp
des grains, et représente la "fréquence d'apparition” des particules de la taille

considérée. On peut voir qu'elle affiche un maximum net aux environs de 200 um.

A partir des données brutes mesurées, plusieurs diamétres moyens peuvent
étre calculés. Celui correspondant a la distribution volumique vaut:

Dp(4.3) = 219.0 £ 78.4 pm
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Dans une distribution, Dp(4,3) est défini par (avec n(Dp) = nombre de
panticules de diamétre Dp):

oaﬂx
DS - n(Dy) - dD,

Dg * n(Dp) * de

4.1
le@

(%]

b

Fraction numérique

o

! 10 100 1000
Taille des particules  [um)

Eigure 4,1: Distribution de {a taille des particules pour ie catalyseur

4.2.2 Porosité du lit

On a ensuite mesuré la porosité ¢ d'un lit de particules catalytiques. Ce
paramaétre est important pour le calcul du temps de contact entre les réactifs et
l'enzyme dans le réacteur continu, Moresoli (1990) avait utilisé dans son travail
la valeur communément admise de 0.48 pour des remplissages irréguliers. | était
donc intéressant de vérifier cette hypothése. La méthode employée est simpie: on
mesure la distribution de temps de séjour (DTS) dans le volume réactionnel, en
suivant la réponse du systéme a une injection-impuision de traceur inerte. Une fois
le temps de séjour moyen déterminé et connaissant le débit, on en deduit le

volume libre entre les particules qui, divisé par le volume total du lit, donne la
porosité de ce dernier.
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L'appareillage utilisé comportait une pompe (modéle E avec téte SS8C,
Metering Pumps Limited, London (GB)), qui envoyait un débit connu d'eau distiliée
a travers une colonne pour la chromatographie liquide de 14 mm de diamétre
intérieur contenant I'enzyme fixée. La hauteur du lit valant 167 mm, son volume
était donc de 25.7 ml. A l'entrée de la colonne, un septum permettait l'injection
rapide de 0.5 ml d'une solution aqueuse de dextrane a 0.5 % (T500, Pharmacia
Fine Chemicals AB, Uppsala (S)). La concentration de ce dernier & la sortie du
réacteur était suivie en continu & 'aide d'un polarimétre (modele 241, Perkin Elmer,
Beaconstield (GB)) et enregistrée sur ordinateur a l'aide d'un systéme d'acquisition
de données. La réponse du polarimétre étant linéaire dans le domaine de
concentrations en dextrane étudié, la seule mesure du gigpal de sortie U suffisait
pour les calculs. Pour une série de n_points de mesure discrets. on sait que le

temps de séjour moyen f est approché par:

U;- Ay
2, Ui s 42

Si les mesures sont prises & des intervalles de temps réguliers (Atj =
constante), I'expression 4.2 se simplifie en:

U.
2 U 43

La dispersion des temps de séjour autour de la valeur moyenne vaut quant a
elle, toujours pour une série de n points de mesure discrets:

Z -2 Ui At

lll

n
U. . At
2, Ui-at 44

i)

Si, & nouveau, At; = constante, 4.4 devient:
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w1 45

Il faut cependant faire attention au fait que le volume de la tuyauterie qui va
du point d'injection au it catalytique et de ce dernier jusqu'au polarimétre retarde la
sortie du traceur, et qu'on doit déduire ce "volume mort" du volume libre total
calculé. Pour en connaitre la valeur, on a fait une mesure de DTS en coun-
circuitant la colonne, qui correspond a la courbe A de la figure 4.2 ci-aprés. Une
réponse typique du lit est quant a elle donnée par le pic B. Le signal de sortie,
mesuré en voits, a été normalisé par rapport & sa valeur maximale.

LI S =
L 9% |t=448s A‘ t=261.18
*eo |Q=00156mls| : 4 |Q=0.0453mls

0.8 - :Z 4:
3 L DA
Zosk° s A . 4B
E . S
Q ° IS
< ° s
‘—80.4( X
o
(2]

0 100 200 300 400 500
temps [s]
Eigure 4.2: Réponse & une injection-impuision de traceur

Le volume mort est obtenu en multipliant le temps de séjour moyen des
expériences ol la colonne est court-circuitée (icc) par le débit Q:
Vimon = tec - Q 4.6

Le volume libre interstitiel (Vin;) se calcule alors comme suit:
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Vint=t- Q1 - Vmon =t~ Q1 - fec - Q2 4.7
On obtient finalement la porosité du lit (e) selon:
Vint
£= Vit 48

Les résultats des mesures effectuées sont reportés dans le tableau 4.1 ci-
apreés.

Q T o2 Vit | VittVmon | Vim €
m-sv 1) | 19) (3 | 1m0 (m] [mi] [
0.0156 Ji.=450] 222 *** | Vmod: 0.70
0.0156 |tc=446] 225 ** | Vmort: 0.70
0.0252 | 503.6 | 6392 25.7 12.67 11.97 | 0.466
0.0493 | 261.1 1706 25.7 12.88 12.18 | 0.474
0.0600 | 2126 | 1260 25.7 12.76 12.06 | 0.469

Iableau 4.1: Mesure de la porosité du lit catalytique

On obtient donc une valeur moyenne de € qui vaut 0.47, ce qui permet
d'affirmer que la valeur de 0.48 utilisée a priori constitue dans ce cas une bonne
approximation.

4.2.3 comparaison enzyme fixée / enzyvme sojuble

Afin que le volume du lit catalytique a dimensionner et donc que les temps
de passage a travers celui-ci permattent I'étude d'une plage de taux de conversion
intéressante, on doit se faire une idée des activités relatives de la chymotrypsine
soluble et de I'enzyme immobilisée. Pour cela, on a commencé par mesurer le
profil d'activité de cette derniére en fonction du pH. On a utilisé les mémes
conditions réactionnelles que celles mises en osuvre avec I'enzyme native, a
savoir:

SLo = SD =30 mM
T=30°C
Vaq= 1.0
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La concentration de catalyseur valait quant a elle E, = 30 mlI"'. Le volume
d'enzyme introduit dans le réacteur et définissant la concentration de celle-ci doit
étre compris comme le volume total des panicules et des interstices. Comme au
chapitre 3.3.4, on a comparé les vitesses initiales et les temps normalisés
nécessaires a I'obtention de 40 et 80 % de conversion. Les résultats obtenus sont
consignés dans le tableau 4.2 avec les valeurs de pH étudiées. Le volume de
NaOH consommé enragistré par acquisition de données fournit une quantité de
points plus importante et permet de faire une régression linéaire sur la premiére
partie de la courbe afin de déterminer la vitesse initiale de la réaction.

pH RE Eot 40% | Eot 80% | (RS rel |(Eot 40%)rel | (Eot 80%)rel
{1 | mmotmi-t.min-1 | mi-mint-? | mi.min-i-? 8] 8] {4
4.0 6.12:10°3 | 2310 0.083 0.074
4.5 13.92:10°3 968 2910 0.190 0.177 0.160
5.0 24.18.1073 524 1395 0.330 0.326 0.334
5.5 42.93-10°3 290 780 0.585 0.590 0.597
5.5 42.69-10°3 293 750 0.582 0.584 0.621
575| 60.87-10°3 204 537 0.830 0.838 0.867
6.0 70.86-10°3 177 466 0.966 0.966 1.000
6.0 64.89-10°3 194 510 0.884 0.881 0.914
6.25{ 73.38-10°3 171 471 1.000 1.000 0.989
6.5 63.96-10°3 196 524 0.872 0.872 0.889
6.5 64.41-10°2 197 518 0.878 0.868 0.900
6751 68.22.10°3 187 519 0.930 0.914 0.898
7.0 64.80-10°3 195 555 0.883 0.872 0.840
7.0 61.95-10°3 208 587 0.844 0.822 0.794
7.5 48.87-10°3 263 659 0.666 0.650 0.707

Jableay 4.2: Activité relative de I'a-CT immobilisée en fonction du pH

A la figure 4.3, on peut comparer les valeurs ci-dessus avec les mesures
faites pour l'enzyme soluble, et remarquer que limmobilisation du catalyseur ne
modifie en rien I'emplacement de I'optimum du pH ni la forme de Ja courbe en
cloche déja observée auparavant. Kawamura et al. (1981) n'avait Iui non plus
pas observé de déplacement du pH optimum pour I'a-chymotrypsine liée de fagon
covalente 4 du Sepharose CL-4B (dérivé de polysaccharide insoluble). D'autres
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auteurs comme Goldstein (1976) ou Brodelius (1978) ont par contre observé
le contraire, et supposent que ce décalage est di aux charges locales pouvant
apparaitre dans la matrice suivant le type de support utilisé. Par exemple, pour la
chymotrypsine immobilisée sur un copolymére polyanionique, le pH optimum se
situe a une valeur plus haute {9.5) que celui de 'enzyme native (8.3), et avec un
dénivé polycationique a une valeur plus basse (7.0). La réaction de rétérence était
‘hydrolyse de l'ester éthylique de I'acétyl-L-tyrosine.

11 Moo Enz. soluble s *
|} | ema Enz. fixée )
,7.0.8 - e
';' ! 4 A
; [ ]
2 ;
0.6 |:
T:: 8
£ 04
< ; 9 ce Rg,,.re‘.
F‘z & o s Eot40%rel.
02+ | &4 Eot80%rel.
o
|
i 1 A 1 1 —
0 4 5 6 7
PH (]

Eigure 4.3: Activité relative des a-CT soluble et fixée en fonction du pH

On voit de fagon nette que la courbe d'activité n'est pas symétrique par
rapport au pH optimal, et qu'elle ne décroit pas aussi vite aprés le maximum
qu'avant. Cette caractéristique n'a rien de bizarre et est probablement inhérente a
'enzyme; il faut cependant signaler qu'aux valeurs de pH les plus élevées on a
rencontré quelques problémes fiés a la solubilité du substrat, qui est justement de
fordre de 60 mmoi-I'! a pH 7.5. Des mesures légérement faussées pour la vitesse
et les temps de réaction auraient pu en résulter.

On a ensuite effectué quelques hydrolyses & pH constant avec le L-PAPE
seul & différentes concentrations. Les courbes mesurées par acquisition de
données (figure 4.4) peuvent étre comparées avec les mémes réactions, réalisées
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précédemment avec I'enzyme soluble (figure 4.5). Les concentrations étudiées,
ainsi que les Eo-1 40% et 80 % ont été reportés dans le tableau 4.3 qui suit.

Sto Eot 40% sol. | Eot 40% fix. | Eqt 80% sol. | Eot 80% fix.
mmot-i-1 g-min-I-1 ml-min-I-! g-min-J-1 mi-min-I-1
10.0 0.196 281 0.583 738
20.0 0.329 347 0.884 893
30.0 0.367 408 1.043 1065
50.0 0.576 474 1.585 1233

Jableau 4.3: Comparaison entre fes deux formes de I'enzyme

En faisant pour le tableau 4.3 la moyenne des rappons des (Eo-t)i pour
l'enzyme soluble et immobilisée, on arrive au résultat suivant: 1m! d'a-CT fixée

équivaut & 0941103 g de chymotrypsine native

Les conditions expérimentales étaient les suivantes: T=30°C
pH = constante = 5.5
Vaq =1 0

SLo= 10 mM
o 20mM
Y 3omM
50 mM

®e >boo

1

0 500 1,000 1500 2000 2500 3,000
Eot [ml-min/)

Figure 4.4: Hydrolyse du L-PAPE avec l'enzyme fixée
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Figure 4.5: Hydrolyse du L-PAPE avec I'enzyme soluble

4.2.4 Hydrolyse du racémat & pH constant

Atin de compléter ces mesures, on a effectué quelques réactions a pH
constant avec les concentrations de racémat correspondant a celles de L-PAPE
étudiées précédemment. Les conditions expérimentales étaient les mémes que
pour la série d'essais précédente, et les courbes enregistrées sont reportées i la
figure 4.6 ci-aprés.

Si on compare les figures 4.4 et 4.6, on s'apergoit alors que la réaction se
déroule plus vite avec le mélange racémigue qu'avec le L-PAPE seul, maigré la
présence de Sp qui est un inhibiteur compétitit de I'hydrolyse (en tout cas avec
Fenzyme soluble). Une inversion de linfluence du D-PAPE qui serait devenu un
"effecteur” de 'enzyme immobilisée semblait néanmoins peu probable. On a alors
réalisé une expérignce avec une concentration en énantiomére D double de celle
de L pour voir si la réaction allait encore s'accélérer. Cela n'a pas ét8 le cas, l'effet
observé étant donc déja maximal avec le mélange racémique.
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Eigure 4.6: Hydrolyse du D,L-PAPE avec I'enzyme fixée

Une explication plus plausible a cette anomalie pourrait étre un pH plus bas
4 la surface et / ou & l'intérieur du grain de catalyseur qu'au sein de la phase
aqueuse, phénomene lié & un probléme de transfert de matiére. L'accumulation de
H* a proximité du site actif entrainerait une baisse de I'activité enzymatique
d'autant plus importante qu'a pH 5.5 le pouvoir tampon de la solution est trés faible,
et que la courbe d'activité de I'enzyme décroit assez rapidement. Quand par contre
le D-PAPE, qui ne réagit pas, est présent dans le milieu et donc aussi dans la
particule, l'inhibition compétitive dont il est le vecteur peut se trouver compensée
par l'effet de tamponnage local du milieu permettant d'absorber les protons libérés
par la réaction. Pour mettre ce phénoméné en évidence, on a broyé 'enzyme de
fagon & réduire autant que possible la taille des grains de catalyseur, et a favoriser
le transfert de matiére. La distribution de taille ainsi obtenue est illusirée a la figure
4.7 ci-aprés. Elle est beaucoup plus large et aplatie qu'avant, et le diameétre moyen
ainsi déterminé (Dp(4,3) = 70.5 + 67.7 um) n'a pas une grande signification.

On a alors réalisé les mémes hydrolyses du L- et du D,L-PAPE que
précédemment, avec pour résuitat les courbes des figures 4.8 et 4.9. On retrouve
cette fois la tendance inhibitrice de I'énantiomére D a ralentir la production de
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L-phénylalanine, tout en observant une vitesse plus grande pour 'hydrolyse avec
'enzyme broyée qu'avec l'enzyme fixée originale (si on compare les figures 4.5 et
4.8, ainsi que 4.6 et 4.9 raspectivement).
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Figure 4.7: Distribution de la taille des particules pour le cataiyseur broyé

Ceci tendrait donc & confirmer I'nypothése évoquée auparavant & propos
d'une baisse locale de pH et de l'effet tampon di au substrat qui ne réagit pas. On
ne peut cependant pas étre sur d'avoir complétement éliminé tout probléme lié au
transfert de matiére, surtout au vu de la qualité du broyage effectué (voir figure 4.7).
Il ne sera donc pas possible d'appliquer tel quel 4 l'enzyme fixée le modele
cinétique développé pour le catalyseur soluble.

On ne pourra pas non plus utiliser lfenzyme broyée pour exclure ou prendre
en compte linfluence du transfert de matiére interne. En effet, il n'est pas possible
de distinguer si 'accélération de la réaction aprés broyage est due a du catalyseur
se trouvant dans les pores de la panicule, & une amélioration du transtert de
matiére par réduction de la taille des grains ou & une combinaison de ces deux
effets.
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Figure 4.8: Hydrolyse du L-PAPE/HCI avec I'enzyme broyée
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Figure 4.9: Hydrolyse du D,L-PAPE/HC! avec I'enzyme broyée
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4.2.5 Intlyence du transfert de matiére interne

Moresoli (1990) avait déterminé par calcul théorique Iefficacité du cataly-
seur pour la méme réaction, mais a un pH un peu plus élevé a savoir 6.25. Une
approche simplifiée avait conduit a yn module de Thiele ¢ de 1.35, et conséquem-
ment a ype efficacité n de l'enzyme évaluée 3 0.9, ce qui permettait de négliger

linfluence du transfert de matiére interne. Ce résultat étant a considérer d'aprés
lauteur avec une certaine prudence, on s'est intéressé de plus prés aux particules
elles-mémes, et a une évaluation aussi directe que possible de leur porosité. Sur
un échantillon pesant 0.265 g de chymotrypsine fixée convenablement préparé, on
a mesuré la distribution de la taille. des pores a f'aide d'un porosimétre & mercure
(Porosimeter 2000 et Macropores Unit 120 de Carlo Erba Strumentazione, Rodano
(1)). La courbe de pénétration du mercure est donnée a la figure 4.10 ci-apreés.

500

n?
E

H

W

2
—

250 - o 00°°

1 10 100 1,000
Pression [bar]

Eigure 4,10: Courbe pression-volume de pénétration pour I'a-CT fixée

Le diametre moyen des pores déterminé a partir de la courbe obtenue vaut:

6p°fe =211 um
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jue tendent 3 montrer les photos
lique a Dalayage de champ (miCroscope Cambn

particules (dont Ia taille correspond tout a fait aux

diffractometre) sont lisses, et la couche de dépdt a leur surface

L'épaisseur de cette derniére avoisine les S um, el on y détecte des aspérités d'une
pl voisine voire sensiblement inférieure, comme le montrent le

taille tout au plus

| t 4. |l semble donc improbable qu'une grande quantité d'enzyme se
trouve localisee dans les pores des particules de silice, et qu'une limitation de la
réaction par des problémes de transfert ou de gradients de concentrations a

lintérieur de ceux-ci doive étre prise en considération.
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Photo 2: Particule de catalyseur, agrandie 945 fois. On distingue la couche de
depdt et la surface du grain de silicagel en certains endroits

=30 WIS 2L~ 12
]




Chapitre 4: Hydrolyse avec I'enzyme immobilisée 177
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Photo 4: Détail de la photo 3. Les inégalités de la couche de dépat que l'on peut
observer ont toutes une taille inférieure au micromeétre.

4.2.6 Influence du transfert de matiére externe

Le transfert interne ayant pu étre écarté en tant que facteur limitant, on a
cherché a savoir si la diffusion & travers le film liquide stagnant a I'extérieur de la
particule pouvait étre la cause du comportement observe. Le calcul theorique est
basé sur l'estimation du nombre de Damkghler (2) Day,_qui exprime le rapport entre
les vitesses maximales de réaction el de transfer par diffusion.

A l'état stationnaire, on peut écrire pour le flux diffusionnel:

dn - B5. o). (Sp- Sp) = ki - Ap- (S - Sh)

a 3 4.9
Avec: Dg = coeff. de diffusion du substrat [m?s)
§ = epaisseur du film stagnant [m]
A, = surface externe des particules [m?)
Sp = conc. de substrat dans le bulk [mmol1)

Sg = conc. de substrat 4 la surface du grain [mmol|"]
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On le voit, dn/dt est maximal pour Sg = 0. Si on se trouve & I'état stationnaire,
celui-ci est contrebalancé par la vitesse de transformation et on a alors, pour une
cinétique de Michaelis-Menten:

K- Ap- (Sp-Sr) = Vp- kg - =SB < rgq

Km + Sr 4.10
Avec: ki = coeff. de transfert de matidre = Ds [ms™)
Vp = volume des particules catalytiques n
k2 = constante de vitesse (mmol-g~'.s™!)
E; = concentration d'enzyme {g-(mi de cat.) ")
fefi = vitesse de réaction mesurée [mmolI"t.s7")

Dans le cas de la réaction (membre de droite de I'équation 4.10), c'est pour
SR = Sp que la vitesse est maximale.

A partir de l'équation 4.10, et si on définit les variables adimensionnelles
suivantes:

fIx§ﬂ K=§"—‘ Day = k2 & VM_
Sp b KL-a-Sp ki-ap:Sp 4.11
Avec: = &
Ve 4.12
L'équation 4.10 devient alors: -4 = A 4.13
Day «x+f

Si on résoud 4.13 par rapport a f, on arrive a:

’(:-B-(i' 4x .4
2 VB2 ) Avec: B=Daj+x-1 4.14,4.15

Les signes + et - dans 4.14 sont a utiliser quand B >0 et B <0 respectivement.
Il est cependant difficile de savoir en général si les vitesses que I'on mesure
correspondent & un transfert sans limitation. On définit donc un facteur d'efficacité
Tx, Qui exprime le rapport entre la vitesse de réaction observée ren €t 1a vitesse
sans influence du tranfert (Sg = Sp):
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f|/ (K+f|) - Totf
1/(k+1) Vma/(x+1) 4.16

Ny =

La grandeur ny - Day) est par contre accessible et représente:

r."' (K# 1)
kL - ap - Sp 4.17

Nx-Day=

Connaissant ou ayant estimé cette grandeur, on peut obtenir le facteur
d'efficacité a partir de courbes donnant n en fonction de log(nx-Day), avec x
comme paramétre. Il ast ensuite possible de déterminer Day en retour a l'aide de
courbes nyx = f(log(Day)). L'itération graphique peut se poursuivre jusqu'a
concordance des valeurs obtenues.

Dans le but d'estimer la vitesse maximale de transfert diffusionnel, on a
utilisé les valeurs suivantes, trouvées dans la littérature pour des composés de
structure et de taille aussi proches que possible de celles du PAPE.

Ds=9.15- 101 [m2s']  (Phénylalanine, 37 °C)
(Uddin et al., (1990))

ke = 5.09-10°  [ms™) (Saccharose, invertase immobilisée, Dp = 0.2 mm)
Geankoplis et al., (1987))
Dp = 200 (um] (Diametre des particules, mesuré par diffraction

laser (cf sous-chapitre 4.2.1)

en divisant Dg par ki, on arrive a une valeur d'environ 20 um pour 8, ce qui
semble raisonnable. '

Prenons comme exemple la réaction montrée a la figure 4.6 avec I'enzyme
non broyée et le L-PAPE 50 mmol-I"! (= Sp). Si on suppose que le Km n'a pas trop
changé suite a Iimmobilisation, on a alors: x & 17/50 = 0.34 [-]. La vitesse initiale
de réaction qu'on a estimée pour cet essai vaut: rer = 0.0212 [mmol-I"'.s™}.

La concentration d'enzyme immobilisée dans le réacteur vaut 30 mii'!, ce
qui correspond a une fraction volumique des particules solides ep de 0.03 {-]. L'aire
spécifique vaut alors ap = 6-6p / Dp = 6:0.03 / (0.2 - 10°3) = 900 [m'").

D'aprés I'équation 4.17, on arrive finalement au résultat suivant:
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Foff - (K + 1)
kl.'ap'sb

nx-Day = 20.012 [']

Avec un log{nx-Day) = -1.91, on trouve méme sans faire plusieurs itérations
un facteur d'efficacité de I'enzyme supérieur & 95 % pour toute valeur de x, et par
voie de conséquence un Day nettement inférieur & 1. Ceci tendrait donc & éliminer
toute possibilité que le transfert par diffusion dans le film soit responsable du
comportement étrange de la réaction avec I'enzyme immobilisée, d'autant plus que
la vaieur du k_ donnée par Geankoplis et al. (1987) avait été déterminée pour
une valeur du nombre de Reynolds de 0.358, qui est nettement inférieure & ce
qu'on obtient dans un réacteur agité comme celui ou la réaction étudiée ci-avant a
été réalisée.

Bien que ce dernier résultat soit a considérer avec une certaine prudence, la
ou les causes de l'accélération de la réaction en présence de Sp devront donc étre
cherchées aillaurs que dans les transferts extra- ou intraparticulaires. Le fait que le
phénoméne s'atténue lorsqu'on travaille a des pH plus proches de pKy(S) est en
tout cas une indication que le pouvoir tampon, local ou non, joué un réle important
dans ce processus.

4.2.7 Hydrolyse en systéme biphasique dans le réacteur ferme

Aprés les premiers essais avec une phase liquide aqueuse, on a réalisé
deux hydrolyses avec l'enzyme immobilisée en présence de 10 % volumiques de
solvant organique, I'une a un pH constant de 5.5 et l'autre a 6.0. Les courbes
obtenues par titrimétrie sont reportées a la tigure 4.11 ci-aprés, dont la légende
donne égalemem les condmons de réacuon Il est utile de préc'ser que mlume

snunmmausm.dﬂ.enmn.e_mmmusﬁa On a donc dd tenir compte de ce fait

pour le caicul des concentrations et des fractions volumiques.

Aux mémes conditions de concentrations et de fractions volumiques, on a
également réalisé deux hydrolyses & pH flottant, 'une partant de pH 6.10 et 'autre
de 6.25. L'évolution du pH était suivie en continu et le taux de conversion
déterminé par analyse HPLC (valeurs mesurées en annexe). Les résultats obtenus
sont quant & eux reportés a la figure 4.12 ci-aprés, sur laguelle on a tracé en
pointilié a titre de comparaison 1a courbe d'hydrolyse 4 un pH constant de 6.0.
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FEigure 4.11: Hydrolyse avec 'enzyme fixée en présence de MIBK
T = 30°C, Sio = Sp = 30 mmolI, vaq = 0.9, pH constant
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Figure 4,12: Hydrolyse avec f'enzyme fixée en présence de MIBK
T =30 °C, Sgo = Sp = 30 mmoki™?, vaq = 0.9, pH flottant
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Une fois de plus on constate qu'a ces conditions, 10 % volumiques de phase
organique suffisent pour convertir tout le L-PAPE sans que le pH chute de plus
d'une unité en partant de 6.1, et de 0.6 unité en partant de 6.25. Par conséquent
lactivité de I'enzyme et le pouvoir tampon du systéme restent au voisinage de
Foptimum, et la réaction est presque aussi rapide qu'a pH constant.

On a essayé d'appliquer aux résultats obtenus le modéle développé pour
révolution du pH en fonction du taux de conversion. On peut constater & la figure
4.13 que la correspondance est bien meilleure pour ces essais que pour ceux
réalisés avec enzyme soluble. Ceci s'explique si on compare les valeurs absolues
des vitesses initiales de réaction dans les deux cas. Celles enregistrées avec
Lenzyme soluble. voisines de 20 mmol-t*.min’!, étaient trop importantes pour que
le systdme roste a I'équilibre supposé par le modéle. Par contre avec {enzyme
immobilisée, on se situe aux environs de 1.2 mmoll'.min', ce qui est
suftisamment lent pour que les concentrations dans chacune des phases restent
proches de leur valeur a I'équilibre, d'ol la bonne concordance avec I'évolution
calculée. Les deux valeurs de la vitesse de réaction données ci-avant ont été
obtenues avec la pente en X = 0 mesurée sur la courbe d'hydrolyse a pH = 6.0 de
fa figure 4.11 pour I'enzyme immobilisée, et par calcul & laide des paramétres
cinétiques du tableau 3.16 pour I'a-CT soluble.

6.25
a
6
~= 5.75
[5-) 5
I
a
5.5
[ o pHo=6.10
5.05 & pHo =625 ° .
5 i i N 1 i | N I —
0 0.2 04 0.6 0.8 1
X[

Eigure 4.13: pH = f(X): valeurs mesurées et calculées
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4.3 BEACTION EN CONTINU

Sur 1a base des résultats qui précédent, on a donc congu l'installation pour
I'hydroiyse du PAPE en continu déja- décrite dans la partie expérimentale (cf figure
2.4). On rappellera ici la nature de ses deux composantes principales:

a) La cuve cylindrique d'un volume de 2I, agitée mécaniquement par une
turbine et équipée de chicanes. On y dispersait les phases aqueuse et
organique sous forte agitation, et on y ajustait le pH a sa valeur initiale.

b) Le réacteur lui-méme, composé d'une colonne pour la chromatographie
remplie d'enzyme immobilisée. L'émulsion formée par les deux phases
y était pompée aux débits imposés par une pompe a piston.

Pour tous les essais réalisés avec linstallation en continy (& la seule
exception du premier), on s'est fixé les conditions mentionnées dans le tableau 4.4
ci-dessous:

T=30°C

SLo = Sp = 30 mmol-I
Vaq = 0.9 [']

pHo = 6.25

Tableau 4.4: Conditions expérimentales
pour les essais en continu

4.3.1 Essals avec le it fixe de 25 mi

Le réacteur utilisé contenait un lit fixe d’enzyme de yolume total Vi = 25 ml et
de porosité € = 0.47. Le diamétre intérieur de la colonne étant de 10 mm, la hauteur

du lit valait donc 318 mm. Connaissant le débit de 1a pompe Q, le temps de
passage 1 se calculait comme:

,,ﬂ'_e_, 0.47 Vy
Q 4.18
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Comme de plus la concentration de I'enzyme est donnée par rapport ay
volume de phase aqueuse, on la définira de la fagon suivante:

Eo= 1000 - 1000 (M}
1-(1-€)+1-e-vyq 1-€-(V-vag 4.19

Le temps de réaction normalisé £,:1 vaut par conséquent:

Eota—1000 . ¢ .Vig
1 -£: (1 'V.q) Q 420

Lors du premier essai, on a voulu vérifier I'effet de la chute de pH sur la
performance du réacteur continu. On a donc pompé a travers le lit une solution de
D.L-PAPE 60 mmol-I'! 100 % aqueuse et non tamponnée. Comme le montrent es
résultats du tableau 4.5, le pH descend de plus de 3.5 unités a cause du faible
pouvoir tampon du milieu et le taux de conversion ne dépasse pas 35 %, méme
pour les temps de séjour les plus élevés. L'enzyme doit donc étre rapidement
désactivée par l'acidité du milieu, et une grande partie du lit catalytique rendue
totalement inactive.

Q Ap Eo't pH- | [PAPE] {L-Phe} X

fmimin-1] | (barf] | (mi-min-1.4-1) {1 {mmolr?] | [mmoli-1) (-1
1.50 3 7833 252 ] 506 11.1 0.37
3.29 5 3571 257 | 528 8.5 0.30
4.98 7 2359 264 | 538 8.0 0.27
7.23 10 1625 269 | 54.0 7.6 0.26

JTableay 4.5: Hydrolyse avec le lit de 25 ml, vaq = 1.0, pHy = 6.25

On a ensuite fait la méme expérience, mais cette fois avec le MIBK présent a
raison de 10 % v/v (e vaq = 0.9). On a pu alors s'assurer que la dispersion des
deux phases préparée dans la cuve agitée était suffisamment stable pour traverser
le lit catalytique sans qu'une coalescence trop importante ait lieu. En effet, les
gouttelettes de solvant a la sortie du réacteur avaient une taille tout a fait similaire a
celle observée a I'entrée. Aux débits les plus importants, soit aux environs de 10
mi-min!, on a méme parfois récupéré des émulsions encore plus fines, trés lentes
a se séparer. Cette observation est certainement a mettre sur le compte des
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turbulences dans le lit, et des propriétés tensio-actives de la phénylalanine et du
PAPE.

Les résultats obtenus lors de ce deuxiéme essai sont reponés dans le
tableau 4.6 ci-aprés. Le taux de conversion aux mémes débits qu'auparavant est
notablement plus important et avoisine les 70 %. Par contre, méme si les temps de
séjour varient d'un facteur voisin de 7.5, la valeur de X reste pratiquement
constante. Cette derniére a été calculée sur la base de la concentration de
phénylalanine mesurée dans I'échantillon, et il en sera ainsi pour tous les autres
essais de la série. En effet, ce produit n'étant pas sujet a un partage biphasique, on
est sir de le trouver quantitativement dans la phase aqueuse. On s'assurait
néanmoins de récupérer le maximum de substrat en mélangeant intimement
I'échantilion avec le méme volume de HC! 1N (cf partie expérimentale, chapitre
2.1), et on peut voir que la somme des concentrations de PAPE et de L-Phe reste la
plupart du temps proche de 60 mmolkl™.

Q ap Eot pH | [PAPE] | [L-Phe) X

{mimin-} | (bar) | fmimin-tl] | 1 (mmoli-1] | (mmeolir1) {1
1.54 4 8006 4.84 34.6 24.7 0.82
1.54 4 8006 4.36 33.6 20.8 0.69
3.33 6 3703 4,08 38.9 20.7 0.69
8.16 10 1511 3.97 39.7 19.9 0.66
11.43 13 1079 4.30 39.1 18.2 0.61

Iableay 4,6: Hydrolyse avec le lit de 25 ml, vaq = 0.9, pHo = 6.25

Lors de l'essai suivant on n'a analysé que la phase aqueuse sortant du
réacteur et pour le temps de séjour l¢ plus long, on a traité I'échantillon aqueux de
deux fagons diftérentes, qui sont indiquées dans le tableau 4.7 par "** et "**":

*: léchantillon de phase aqueuse a été mélangé avec un volume égal de

HCI 1N avant d'tre séché A I'étuve sous vide et dissous & nouveau dans
Iéluant HPLC.

**: Iéchantillon a été dilué directement dans 'éluant et analysé sans autre
traitement
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Le résultat obtenu étant pratiquement identique dans les deux cas, on a
gardé comme technique celle demandant le moins de manipulations, & savoir la
dilution directe. A la fin de I'essai, on est revenu a ce méme débit pour voir si la
conversion obtenue était reproductible et si I'enzyme n'était pas affectée d'une
quelconque fagon pendant |a durée de fonctionnement de linstallation. Cette
mesure est quant a elle signalée par un "#", et la valeur de X mesurée semblable
aux deux précédentes. On observe par contre une valeur du pH plus basse.
Comme on ne dose que le PAPE se trouvant en phase aqueuse, on a divisé les
concentrations mesurées par la fraction de substrat en phase aqueuse pour vaq =
- 0.9 et aux conditions de pH a la sortie du réacteur pour obtenir les valeurs de
(PAPE] reportées dans le tableau 4.7. La méthode donne des résultats tout a fait
satisfaisants, les bilans pour cette série se trouvant tous dans une plage qui va de
91 4 104 %.

Q Ap Eo1 pH | [PAPE} | [L-Phe] X
(mimin-1) | [bar] | (mimin Y | [ (mmot'1) | [mmolI'1) [
1.50 4 8220 4.49 37.4 23.6 0.79
1.50° 4° 8220° 4.49° 39.9° 22.3° 0.74~

1 -50" : 4.. 8220" 4.49'1 39‘2.. 22.7" 0.76"
1.50# 4# 8220# 4.26#| - 32.3# 22.34 0.74#

3.34 5 3691 3.95 38.9 20.5 0.68
5.21 7 2367 3.80 38.6 22.4 0.75
6.82 8 1808 3.87 40.0 19.7 0.66

Iableau 4.7: Hydrolyse-avec le lit de 25 ml, vaq = 0.9, pHo = 6.25

Bien que les premidres mesures pour ia réaction continue en présence de
MIBK soient encourageantes, on se trouve confronté a divers problémes:

- Si on compare les taux de conversion obtenus grace au lit fixe avec ceux
enregistrés aux mémes conditions dans la cuve agitée, on constate des différences
importantes. Alors que la conversion totale est atteinte rapidement (aux environs de
2500 mi-min-'."1) dans le réacteur fermé, on dépasse a peine 75 % avec le
réacteur continu, et ce méme A des temps supérieurs & 7500 mi-min“'-I"'. On se
heurte donc visiblement & une limite supérieure dans les taux de conversion
atteignables.
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- Si la chute de pH a travers le lit @st moindre grace aux 10 % v/v de MIBK ajoutés a
la phase aqueuse simple, elle reste quand méme bien supérieure & ce que prévoit
le modéle, modele d'ailleurs tout a fait en accord avec les mesures dans la cuve
agitée. La valeur enregistrée a la sortie de la colonne est de plus trés longue a se
stabiliser et il arrive méme, comme le montre le tableau 4.7, qu'elle évolue dans le
faux sens, & savoir une augmentation du pH quand X croit.

- On est limité vers le haut dans 1a plage de débits (et donc de temps de séjour)
atteignables dans le réacteur tubulaire. En effet, tous les taux de conversion
mesurés sont plus grands que 0.6, les valeurs inférieures correspondant & des flux
difficiles a atteindre A cause de la perte de charge a travers le lit catalytique, cette
derniére est de plus fluctuante et peu reproductible, mais devient de toute fagon
trop élevée quand le débit dépasse 12 mimin’'.

4.3.2 Essais avec le lit fixe de 4.2 ml

Q ap Eot pH | [PAPE] | [L-Phe} X

(mimin-1} | oarf) | [mimin-trly | (] [mmot-1] | (mmolI'1] [
1.43 9 1433 6.06 44.3 25.2° 0.79
2.36 11 868 6.04 44.6 23.0 0.74
3.23 14 634 6.03 46.6 20.6 0.76

Iableau 4. 8: Hydrolyse avec le lit de 4.2 ml, vag = 0.9, pHo = 6.25 (Essai 1)

Q ap Eo-t pH | [PAPE] | [L-Phe X

(mtmin 1) | (par] | (mémintrly | () [mmot-1} | {mmol1) ()
9.09 15 225 5.56 52.2 10.9 0.36
7.23 14 283 5.51 50.4 12.8 0.43
5.27 25 389 5.45 49.3 15.2 0.51
5.27 25 389 5.49 51.0 16.2 0.54
4.14 14 495 5.40 48.2 16.6 0.55
3.29 12 623 5.30 46.5 18.3 0.61
2.33 6 879 5.24 44.7 20.6 0.69
1.46 10 1404 5.05 40.5 22.3 0.74

Tableau 4.9: Hydrolyse avec le lit de 4.2 mi, vaq = 0.9, pHy = 6.25 (Essai 2)



188 Chapitre 4: Hydrolyse avec 'enzyme immobilisée

Afin d'avoir accés a des valeurs de Eq-t (i.e. de X) plus intéressantes, on a
donc réduit le volume du réacteur en utilisant cette fois une colonne HPLC en inox
d'un diamétre interne de 4.6 mm et de 250 mm de long. Avec ce lit catalytique de
4.2 mil, on a procédé a deux essais aux mémes conditions que précédemment,
dont les résultats sont présentéds dans les tableaux 4.8 et 4.9 ci-avant.

4.3.3 Essais avec le lit de 4.2 mt et I'enzyme diluée

On s'est alors rendu compte que les temps de séjour accessibles étaient
encore trop élevés. Il était cependant difficilement envisageable de diminuer
encore la taille du réacteur, le rapport Diybe/Dparticute étant déja passé de 45 pour
le lit de 25 ml & 20 pour la colonne HPLC. On a donc décidé de diluer I'enzyme
dans le lit, si possible avec des grains de mémes caractéristiques mécaniques que
ceux du catalyseur. On a donc pour cela désactivé totalement une certaine quantité
d'enzyme en la laissant sous agitation pendant 15 h dans du HCi 1 N a 70 °C.
Aprés refroidissement et lavage on a mélangé un volume d'a-CT active avec trois
volumes d'enzyme inerte. On obtient ainsi un lit catalytique quatre fois moins actif
que le précédent, qui permet d'accéder & des Eo-t Quatre fois plus petits, par
diminution cette fois de E, et non de t. Les mesures faites avec I'enzyme diluée
dans la colonne HPLC sont reportés dans le tableau 4.10.

Q Ap Eo't pH [PAPE] [L-Phe] X

(mtmin-') | (bar} | (mimin-trly | (4 (mmot1) | fmmolI-1} ]
8.62 16 59 6.03 54.1 5.7 0.19
5.35 12 96 6.01 60.7 6.9 0.23
3.50 9 146 6.00 53.1 9.1 0.30
2.49 5 206 5.95 51.8 12.0 0.40
1.36 2 377 5.80 55.0 13.3 0.44
0.45 1 1138 5.60 29.9 21.1 0.70

Iableau 4,10: Hydrolyse avec le lit de 4.2 ml (a-CT diluée), vaq = 0.9, pH, = 6.25

Afin de voir si la limitation observée pour le taux de conversion avait un
caractére definitif, on a fait passer un volume important de dispersion & travers le
réacteur & un débit supposé constant, mais qui a fluctué tout au long de l'essai
entre 1.0 et 1.7 mi-min"! sans qu'on change le réglage de la pompe. Le volume
récolté & la sortie du réacteur a alors été remis dans la cuve agitée et son pH ajusté
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4 nouveau a la valeur initiale de 6.25. Le mélange a alors passé une seconde fois
dans le réacteur. et on a pu observer une augmentation du taux de conversion
(valeurs marquées d'un "#") par rapport au premier passage, comme le montre le
tableau 4.11. X a été calculé comme d'habitude sur la base de la concentration de
phénylalanine mesurée, mais par rapport a un total de 64 mmol-I"! pour {PAPE] +
[L-Phe). On peut également constater le comportement erratique et les valeurs
excessives de la perte de charge a travers le lit, qui n'a pratiquement jamais eu de
comportement stable ou reproductible tout au long de ces essais.

Q Ap Eot pH | [PAPE] | [L-Phe] X
(mimin-t) | [bar] | (meminctt) |4 (mmot--1] | [mmolirl) 8}
1.46 12 351 5.76 40.6 24.0 0.74
1.10 18 466 5.76 41.2 23.3 0.72
1.10 20 466 5.72 40.2 22.5 0.72
1.01 20 507 5.74 41.0 22.9 0.72
1.25 30 410 5.75 42.8 21.2 0.66
1.67# 18# 307# 5.90#] 31.5# 26.0# 0.81#
1.67# 11# 307# 5.82#| 32.3% 26.1# 0.82#
1.52¢ | 2a% | 337# 5.79#] 33.0# 28.94 0.90#

Jableau 4,11: Hydrolyse avec le lit de 4.2 ml (a-CT diluée), vaq = 0.9
pHo = 6.25. Avec deuxiéme passage a travers le lit (#),
a partir d'un taux de conversion de 0.72.

4.3.4 Comparaison des résultats

On a finalement regroupé toutes les mesures en continu sur le graphique
4.14 ci-aprés. Chaque symbole correspond a une série de mesures, caractérisée
par le volume du lit et lg type d'enzyme utilisés. On peut constater que malgré la
disparité des types et des volumes de remplissage évoquée auparavant, les
mesures se complétent assez bien et qu'une évolution plus ou moins continue de X
en fonction du temps de passage se dégage de 'ensemble. Le taux de conversion
affichant un net plateau vers les hautes valeurs de Eo-t, on a sommairement
modélisé son comportement en optimisant selon Marquardt les constantes A et B
d'un modele de la forme:
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- A-Eot
B+ Eo“t 4.21

X

Avec pour résultat:. A=079 (]
B = 155 mimin 1!

Le modéle n'a aucune signification physique, mais permet au moins
d'estimer la conversion limite atteignable, soit 79 %.

1
08 a
a]
8
9.6 I
=
04t cg Vv, =250mi
A se vV =42ml
84 v =42mienz diuse
0.2
o 1 - 1 i { e, L

0 500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000 3,500
Eot [mimin]

Eigure 4.14: Mesures avec le réacteur continu

Autre phénoméne remarquable: si on compare les dérivées des courbes
pour les figures 4.12 (pHy = 6.25) et 4.14, on observe qu'aux faibles taux de
conversion, la vitesse de réaction est plus élevée dans le réacteur tubulaire, avant
de redevenir inférieure A celle dans la cuve agitée aux environs de X = 0.47. Cette
constatation pour le moins intéressante est cependant a considerer avec prudence,
et pourrait n'gtre due qu'aux erreurs de mesure et d'analyse (plus importantes aux
faibles temps de séjour et conversions), et aux ditférentes concentrations et
qualités d’enzymae utilisées. Cette tendance se devait donc d'étre vérifiée et étudiée
plus en détail en cas de confirmation.
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Auparavant on s'est intéressé, pour les résultats des tableaux 4.5 3 4.11, a
I'évolution du pH en fonction du taux de conversion. Celle-ci est présentée a la
figure 4.15, avec comme référence la courbe correspondant au modéle théorique
ainsi que les points mesurés dans le réacteur fermé. On n'y retrouve pas du tout la
méme continuité qu'a la figure précédente: premiérement, comme on f'a déja
évoqué, le pH n'évolue parfois pas dans le bon sens avec le lit le plus volumineux,
c-a-d. qu'il augmente en méme temps que le taux de conversion. De plus, on
constate tout de suite que les valeurs du pH mesurées a la sortie du réacteur
continu sont pratiquement toutes trop basses par rappon & I'équilibre symbolisé par
la courbe théorique. L'écart est d'autant plus important que lactivité et la
concentration de l'enzyme sont grandes. En effet, les pH finals les plus bas
correspondent au lit d'enzyme de 25 mi, aprés lequel on enregistre des pH
inférieurs & 4, pour lesquels 'enzyme est totalement inactive. On se rapproche de
la courbe avec ceiui de 4.2 ml, ot la concentration d'enzyme est pourtant la méme
mais dont le volume est plus petit. Un des deux essais présentés se trouve méme
bizarrement au dessus de la courbe sans qu'une explication ait pu étre trouvée a
ce phénomeéne, les deux expériences ayant été réalisées dans des conditions
identiques.

-— i .
T 3 [cov, =zom .
a A e v’. = 42ml
mA V. =42mi, enz diluée
45~ w oo o
* Essal réacteur fermé °
— Modale pH = 1(X) ° o
[e]
4 - Co
o]
[«]
3'5 i 1 " 1 N A N |
1] 0.2 0.4 0.6 0.8 1
X []

Figure 4,15: pH = f(X) pour la réaction en continu
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Il se pourrait cependant qu'un reste de tampon phosphate (pH 7.5) avec
lequel on purge le réacteur entre deux essais soit responsable de cette "anomaiie”,
vu que le pH est identique pour les trois valeurs de X mesurées. Dans le cas du lit
catalytique de 4.2 mi composé d'enzyme "diluée”, on se rapproche encore de la
courbe d'équilibre. L'explication de ce phénoméne repose certainement sur les
mémes bases que celle proposée pour les essais a pH flottant avec I'enzyme
soluble, & savoir un transfert de substrat neutre a travers l'interface phase
organique / phase aqueuse trop lent par rapport a Ia vitesse de réaction pour limiter
efficacement la chute du pH. Si 'équilibre est pratiquement conservé dans la cuve
agitée aux mémes conditions, c'ast que fa concentration d'enzyme n'y est que de
30 miI"?, alors qu'elles est plus de 30 fois plus grande dans le réacteur continu.
Indication supplémentaire: quand on laissait quelques ml de dispersion sous
agitation aprés la prise, on observait une remontée lente mais réguliére du pH de
'échantilion. Cette hypothése pourrait également expliquer le plateau observé
avec le taux de conversion, pour autant que ce dernier ne soit pas do & un autre
phénomeéne limitant comme le transfert de matiére du substrat depuis la phase
aqueuse vers 1a surface du catalyseur. On congoit facilement cependant que
réquilibre des concentrations entre les deux phases liquides soit encore moins
rapidement atteint a lintérieur du lit catalytique que dans le réacteur agité, et qu'a
vitesses de réaction comparables le premier affiche des performances moindres.

4.4 IDENTIFICATION DU TRANSFERT LIMITANT

On s’est efforcé ici de faire une discrimination entre les hypothéses
proposées pour expliquer les limitations observées, tout en affinant la qualité des
mesures pour la réaction avec I'enzyme immobilisée a pH flottant. Dans ce but, on
a préparé un nouveau lot de chymotrypsine diluée, en quantité suffisante pour qu'il
soit possible d'utiliser le méme préparat dans les diverses installations tout au long
de la série d'essais, qui compontait trois étapes:

Lors de la premiére on a réalisé deux hydrolyses dans le réacteyr fermé, ou
les trois phases sont mises en contact aussi intime que possible & l'aide d'un
agitateur magnétique. On a utilisé pour cela deux vitesses d'agitation différentes: la
premiére de 500 et f'autre de 250 min™' environ.

On a ensuite procédé a deux essais gvec le réacteur tubylaire, selon le

méme mode opératoire que celui précédemment décrit.
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La réaction a également é6té menée a bien dans un troisiéme type de
réacteur, a savoir |]a_cuve agitée munie d'une boucle de recirculation passant a
travers un lit catalytique de faible volume. Cette installation a déja été décrite au
sous-chapitre 2.1.3. La colonne ou se trouve le catalyseur a un diamétre intérieur
de 22 mm. L'avantage d'une telle configuration réside dans le fait qu'on peut faire
varier la vitesse débitante a travers le lit indépendamment du temps de contact
entre 'enzyme et les réactifs. De plus, l'agitation régnant dans la cuve ainsi que le
volume de cette dernidre permettent de supposer que les concentrations y sont
constamment en équilibre. On ne devrait donc mesurer ici que l'influence du
transfert de matiére de la phase aqueuse vers |e grain de catalyseur, et ce a divers
degrés de turbulence a l'intérieur de la partie réactive de la boucle.

Les expériences réalisées sont décrites en détail dans le tableau 4.12 ci-
aprés alors que les conditions expérimentales, toujours les mémes, sont rappelées
encore une fois: T=30°C

Sto = Sp = 30 mmolI™!

Vag= 0.9
pHo = 6.25
ESSAI REACTEUR CONDITHONS
STR1 Fermé Eo = 30 miI"! (Enz. “active”)
Agitation: 500 min™!
STR2 Fermé Eo = 30 miI'! (Enz. "active”)
Agitation: 250 .min"?
TUB1 Tubulaire - Viit = 4.2 ml (Enz. "diluée”), ¢ = 0.47
TUB2 Tubulaire Viig = 4.2 ml (Enz. "diluée”), ¢ = 0.47
Viit = 25 ml (Enz. “diluée™), € = 0.47
REC1 Cuvae + recirc. hyt = 66 mm

Veuve = 169 ml, Vpoucle = 23 ml
Vg = 30.0 ml-min"!

Vit = 5 ml (Enz. "diluée”), € = 0.47
REC2 Cuve + recirc. hyt = 13 mm

Veuve = 169 ml, Vpoycle = 21 mi
Vg = 30.0 mi-min!

Viit = 5 ml (Enz. "diluée”), £ = 0.47
REC3 Cuve + recirc. hy =13 mm

‘ Veuve = 169 mi, Vpoycle = 21 ml
Vg = 7.1 mi-min°!
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Jableau 4.12: Caractéristiques des trois installations utilisées.

Les résultats obtenus sont présentés A la figure 4.16, qui montre I'évoiution
mesurée pour le taux de conversion dans les différentes expériences. Les valeurs
mesurées pour les concentrations et le pH sont donndes dans daes tableaux en
annexe. On a ulilisé deux moddles simples pour tracer les courbes pleines sur le
graphique. La courbe du haut, qui passe a travers les points de la cuve agitée et du
réacteur avec recirculation, est définie par:

Eot = 86.60 - X - 218.07 - In(1-X) + 689.14 - X? [mi-min-11) 4.22
La courbe du bas, quant a elle, a pour expression:

X= 0912 - Eyt
367.1 + Egt 8] 4.23

1

0.8

0.6

X i

0.4

0.2

] "

0 i ] " 1 " . L
0 500 1,000 1,500 2,000 2,500

Eot [ml-minA)
Eigure 4,16: Evolution de X en fonction de Eq-t pour les trois réacteurs
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Qn constate:

- Que la vitesse de réaction dans le réacteur tubulaire est cette fois toujours
intérieyre 3 celle daps la cuve agitée. La tendance observée ne se vérifie donc
pas, et était certainement due aux erreurs d'analyse etou a des fluctuations de
lactivité enzymatique entre les différents lots utilisés. La figure 4.17 ci-aprés

représente I'dvolution des vitesses de réaction en fonction de X, qui correspondent
dx

aux valeurs de Sio- 78~=1() pour chacune des deux équations 4.22 et 4.23.
o
0.1
0.08
g b ——— STRetREC
E 0.06
=
o
£
E 0041
<
'y
<
0.02 -
0 . L - 1 - 1 _ b
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

X[
Eigure 4.17: Vitesse de réaction en fonction de X

- Que la conversion est toujours trés nettement plus faible dans le réacteur
tubulaire que dans le systéme fermé, mais avec une valeur maximale prédite par le
modéle qui se situe maintenant & 0.91. On peut donc raisonnablement penser qu'il
n'y a en fait pas de limite & proprement parler aux taux de conversion
théoriquement accessibles avec le réacteur tubulaire, mais que ceux-ci ne peuvent
étre atteints dans des temps raisonnables & cause de transferts limitants.

- Qu'on n'observe pas d'influence de la vitesse d'agitation sur le
déroulement de I'hydrolyse pour les deux essais en systéme fermé. On se trouve
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donc vraisemblablement & I'équilibre en tout temps, comme le laissaient penser les
résultats précédents.

- Que les courbes X = f(Eo-t) se recouvrent complétement pour les essais en
contigurations "cuve agitée discontinue” (essais STR) et "cuve avec recirculation”
(essais REC). On a donc la une confirmation des hypotheses évoquées
précédemment, & savoir que c'est le transfert du substrat neutre A travers linterface

I . . limi | e 1a_réacti .
dans [p réacteur tubulaire.

En effet, los conditions dans la boucle de recirculation étaient comparables a
celles imposées a travers le lit catalytique dans la colonne HPLC, a savoir des
vitesses débitantes situées entre 60 et 3 cm-min"! (définies par rapport au
diamétre de la colonne vide, c.-a-d. 0.46 cm): dans l'essai REC1, on avait un lit de
25 ml d'enzyme diluée, assurant néanmoins une aclivité élevée. Le débit, fixé a 30
mi-min°!, imposait au liquide une vitesse d'écoulement (diamétre interne du tube
vide = 22 mm) vp de 7.9 cm-min™'. Le temps de séjour de 103 ml-min-I"! assurait
quant a lui un AX, d'environ 21 % lors du premier passage. On ne se trouve donc
pas dans le-cas d'un réacteur différentiel, mais cela n'est semble-t-it pas obligatoire
pour que le systémo reste trés proche de I'équilibre.

L'expérience REC2 correspond quant a elle a un lit 5 fois plus petit qu'avant
(Vi = 5 ml) traversé par le méme débit de 30 mi-min~'; comme vp ne change pas,
le temps de séjour est par conséquent 5 fois plus faible que dans 'essai précédent.
Le taux de conversion au premier passage AX, atteint 6 %. On s'approche ici un
peu plus d'un réacteur différentiel, et on ne peut constater aucun eiffet sur la vitesse
de réaction par rappon au réacteur fermé ou a l'essai REC1.

Pour I'hydrolyse faite dans REC3 on a utilisé le méme lit de 5 ml, avec cette
fois un débit plus faible de 7.1 mi-min"! (™ vp= 19 cm~min"). Si le temps de
passage a travers le lit se rapproche de celui dans REC1 (AXo = 19 %), le temps de
séjour dans le volume tampon de la cuve est lui 4 fois plus important, et facilite
d'autant I'établissement de I'équilibre.

On a donc jousé ici avec le degré de turbulence dans les phases liquides qui
traversent le lit et avec le temps laissé au systéme pour s'équilibrer, sans que ces
paramétres n'influencent le cours de la réaction. Le transfert des réactants du sein
de la phase aqueuse vers la surface du grain de catalyseur n'est donc pas le
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facteur limitant pour le systéme étudié. Dans le réacteur tubulaire exploité en mode
continu, ¢'est par conséquent I'équilibre des concentrations dans la dispersion
H20/MIBK qui n‘arrive pas a étre maintenu, 4 cause de la vitesse de réaction
excessive induite par la haute concentration d'enzyme dans le réacteur et
vraisemblablement d'un contact moins intime entre les deux phases liquides que
dans le réacteur fermé ou la cuve avec recirculation. Le fait d'utiliser 'a-CT diluée
améliore la performance du systéme si on compare les figures 4.14 et 4.16, mais il
est difficilement envisageable d'utiliser un lit fixe d'activité beaucoup plus faible, a
cause du volume que ce dernier aurait alors et des pertes de charge qu'il
engendrerait.

L s é
56 |O STR1 Agit. 500 /min c@"&ie}c'f

s STR2 Agit. 250 /min o

5.4 1

0 500 1,000 1500 2000 2500
Eot [ml-min/l]

Eigure 4,18: pH = {(Eo-t), réacteur fermé

Une confirmation supplémentaire des hypothéses avancées est appornée
par le comportement du pH en fonction du temps dans les trois configurations. Il a
été reporté chaque fois sur la méme échelle aux figures 4.18 & 4.20, afin de faciliter
les comparaisons. Elles permettent de constater que, a temps de séjour égaux et
méme aux plus faibles valeurs, c'est bien dans le réacteur tubulaire que le pH est
le plus bas.
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Eigure 4,19: pH = f(Ey-t), réacteur tubulaire en continu
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Eigure 4.20: pH = f(Ey-1), cuve agitée avec recirculation
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Pour la réaction dans le systéme & recirculation, on observe des différences
de comportement. Elles peuvent étre expliquées par le fait que dans les essais
REC2 et RECS3, le lit moins volumineux et le temps de séjour plus long dans la cuve
sont les causes respectives des valeurs de pH plus élevées que dans I'essai
REC1, oU la concentration d'enzyme et le débit a travers la cuve sont plus
importants.

Les faibles différences également constatées dans I'évolution du pH en
comparant les essais STR et REC peuvent elles aussi étre mises sur le compte du
temps laissé aux phases pour se mettre a I'équilibre. Linfluence de ces variations
sur la vitesse de réaction n'est cependant pas assez grande pour que I'on observe
un effet sensible sur la vitesse de réaction.

6.2 | —— Modble pH = 109 |
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Eigure 4.21: Evolution du pH en fonction de X pour les trois réacteurs

Dernier élément de comparaison, I'évolution du pH en fonction du taux de
conversion représentée a la figure 4.21 ne fait que confirmer tout ce qui a été dit
jusqu'a maintenant: les valeurs mesurées a la sortie du réacteur tubulaire sont
encore une fois les plus éloignés de la courbe théorique correspondant a
I'équilibre, mais évoluent cette fois dans un sens logique. Il faut mentionner encore
une fois la lenteur avec laquelle elles se stabilisent. On peut également se rendre



200 Chapitre 4: Hydrolyse avec I'enzyme immobilisée

compte que les différences au niveau de I'évolution temporelle du pH disparaissent
presque complétement quand on considére son comportement en fonction du taux
de conversion. Les courbes des essais STR er REC sont donc en excellent accord
avec les prédictions théoriques.
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5. CON l PERSP

5.1 SYSTEME REACTIONNEL

Par rapport aux problémes rencontrés lorsqu'on procéde & I'hydrolyse des
esters de la phénylalanine en milieu purement aqueux, i@ systéme reactionnei
sélectionné constitue une solution avantageuse. L'ester n-propylique présente une
bonne stabilité vis-a-vis de I'autohydrolyse, sa solubilité dans I'eau & 30 °C et aux
pH utilisés permet encore une vitesse de réaction intéressante et son caractére
lipophile marqué favorise le partage biphasique. Son comporiement par rappor a
la réaction de transpeptisation ainsi que la selectivité de l'anzyme envers
I'énantiomére L n'ont pu 8tre étudiés, et pourraient constituer un complément
d'information intéressant. On n'a cependant presque jamais mesuré de taux de
conversion supérieurs 4 100 % (aux erreurs d'analyse et d'échantillonnage pres),
ce qui constitue déja une bonne indication en faveur d'une sélectivité pratiquement
égale & 1 pour le L-PAPE. Le fait d'utiliser le PAPE sous forme d'hydrochlorure au
lieu de l'ester couplé avec le contre-ion sulfate de propyle est aussi trés important,
vu {'effet de ce dernier sur la vitesse de réaction.

Le choix du MIBK comme phase organique est un peu plus discutable. Bien
qu'il se soit révélé tout a fait satisfaisant dans son role d'extraction du PAPE neutre
avec un coefficient de partage de 123, il présente queiques inconvénients
notabies: c'est un solvant relativement soluble dans I'eau (1.7 %) et qui absorbe
fortement dans UV, empéchant ainsi 'analyse en continu de la phase aqueuse
par cette méthode. De plus, il dissout ou dégrade rapidement la grande majorité
des matériaux plastiques, ce qui ne va pas sans poser quelques problémes au
niveau de la conception du réacteur. Dans le large spectre de phases organiques
potentiellement utilisables, on pourrait retenir par exemple le n-octanol déja testé,
pour sa transparence aux UV, sa faible tension de vapeur, sa solubilité trés limitée
dans I'eau et son caractére moins agressif; le coefficient mesuré pour le parntage du
PAPE sous forme neutre dans ce solvant est de 113, ce qui est bien suffisant pour
réaliser I'hydrolyse en systéme biphasique dans des conditions favorables. Seul le
probléme d'une possible transestérification catalysée par la chymotrypsine serait &
étudier avant d'en envisager I'utilisation.
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5.2 HYDROLYSE AVEC L'ENZYME SOLUBLE

le modele cinétique dérivé de celui proposé par Bender semble tout & fait
apte 3 décrire correctement I'évolution de la réaction & pH constant, en tenant
compte aussi bien de l'effet des divers participants que de linfluence de la fraction
volumique de phase organique. On peut raisonnablement négliger I'inhibition par
la L-phénylalanine, comme le montrent finalement les résultats des optimisations et
les expériences réalisées. L'influence du solvant organique, qu'on a considéré ici
comme un inhibiteur de type compétitif en concentration constante, n'est par contre
pas a négliger. Une fois encore, la recherche d'un solvant avec un effet moins
marqué sur le catalyseur pourrait étre trés profitable.

Le modéle n'est cependant pas applicable tel quel a la réaction a pH flottant
dans les conditions auxquelles elle a 6té étudiée, c.a-d. & des concentrations
d'enzyme importantes, voisines de 1 g-l". Méme en tenant compte de I'évolution
de l'activité enzymatique en fonction du pH, on se heurte aux problémes de
transferts limitants déja évoqués. Ceux-ci ne sont pas pris en considération par le
modéle développé, lequel suppose A tout instant I'équilibre des concentrations. Si
la réaction était menée a bien & des vitesses sensiblement plus faibles (i.e. a des
valeurs de Ep < 0.05 g-l") avec une agitation suffisante, la prédiction pour la
valeur du pH en fonction de X serait certainement beaucoup plus correcte.

Les avantages du solvant organique ne s'arrétent pas a l'augmentation
substantielle du pouvoir tampon aux valeurs du pH proches de f'optimum pour
'enzyme. L'accroissement possible de la charge en substrat du systéme et par
conséquent de sa productivité peuvent se révéler trés intéressants en vue d'une
application industrielle du procédé. La limite supérieure de cette charge serait
cependant déterminée par la solubilité maximale de la phénylalanine aux
conditions opératoires, car on souhaite éviter toute précipitation de ce produit au
sein d'un lit fixe de catalyseur.

5.3 HYDROLYSE AVEC L'ENZYME FIXEE

Les expériences faites dans le réacteur fermé ont montré que la mise en
oeuvre d'un systéme a trois phases eau / solvant organique / catalyseur solide pour
la réaction d’hydrolyse du PAPE était tout a fait possible, et ce aussi bien & pH
constant que flottant. Vu la concentration suffisamment faible du catalyseur (30
ml-I"!, qui correspondent a environ 0.03 gI'' d'a-CT soluble), on a méme pu
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constater que le modéle décrivant la chute de pH en fonction du taux de conversion
et des autres conditions de réaction était assez fiable.

Le modéle cinétique proposé pour I'hydrolyse avec I'enzyme soluble n‘a
quant & lui pas pu étre utilisé pour les essais avec la chymotrypsine immobilisée.
Le fait qu'on mesure une réaction plus rapide avec le racémat qu'en présence de
L-PAPE seulement montre clairement linfluence non négligeable de phénomeénes
conduisant & des chutes locales du pH au voisinage de la particule de catalyseur.
La ditfusion dans ies pores ayant pu étre mise hors de cause, le phénoméne
pourrait étre di a des problémes de transport dans le film liquide entourant les
grains. L'effet semble cependant s'atténuer quand on travaille & des pH supérieurs
a 5.5, valeur & laquelle ces observations ont été faites.

En comparant les essais dans linstailation en continu avec ceux réalisés
dans les autres réacteurs, on a pu identifier l'origine des limitations observées. Le
transfert de matiére entre les deux phases liquides est trop lent, & plus fonte raison
au vu de la concentration d'enzyme et de a qualité du mélange dans le réacteur.
Les mesures faites avec I8 lit de 25 mi montrent qu'on peut aller jusqu'a inactiver
totalement une partie du catalyseur, méme avec des conditions initiales
garantissant une chute de pH modérée. Diluer I'enzyme d'un facteur 4 n'sst un
reméde que dans la mesure ou, grace a une vitesse de réaction plus faible, on
s'éloigne moins vite de I'équilibre. Il reste cependant trés difficile de dépasser 80 %
de conversion, et comme la performance diminue en méme temps que la vitesse
de réaction, cela n'est que peu satisfaisant dans l'optique d'une application
industrielle. Une solution plus acceptable consisterait a diviser le réacteur en trois
ou quatre lits catalytiques de faible volume mais de grande activité, séparés par
des cuves agitées destinées a favoriser le rétablissement de l'équilibre entre deux
étapes de réaction. Cette proposition est illustrée & la figure 5.1 ci-aprés.

Réaction Réaction Réaction

Equilibrage Equilibrage Equilibrage

Eigure 5.1: Modification proposée pour linstallation en continu
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5.4 BEACTIONS CATALYTIQUES EN SYSTEME TRIPHASIQUE

Qutre son intérét au niveau de la production en continu de L-phénylalanine
ou d'autres acides aminés, I'hydrolyse des esters dans un systéme a trois phases
commae celui qu'on a mis @n oeuvre ici constitue un systdme-test ancore trés peu
etudié, et par conséquent un domaine d'investigation extrémement riche et
prometteur. De nombreux exemples d'utilisation de réacteurs triphasiques ont déja
6té rapportés dans la littérature, mais il s'agit presque uniquement de milisux
hétérogénes gaz / liquide / solide. Quand le solide est le catalyseur de la réaction,
on parle de réacteurs a suspension ("slurry reactors”). Ce "déséquilibre” au niveau
des resultats publiés sur le sujet se retrouve dans le livre de Doraiswamy et
Sharma (1984), qui donne un traitement théorique illustré d'exemples
d'applications pour un grand nombre de réactions en milieux hétérogénes, et qui
ne contient qu'un paragraphe concernant un systéme liquide-liquide-solide
catalytique. 1l s'agissait 1a d'un cas particulier de catalyse par transfert de phase
(CTP), dans lequel le vecteur de transtert est grefié sur une matrice en polymére. A
la ditférence du cas de la réaction enzymatique, qui a lieu a linterface phase
aqueuse/particule, le catalyseur pour la CTP doit se trouver A l'interface des deux
phases liquides, d'ou une grande influence de I'affinité du support pour chacune
de celles-ci. Ce nouveau genre de réaction, baptisé en anglais "Triphase
Catalysis”, a par exemple été étudié en réacteur fermé par Marconi et Ford
(1983), qui a déterminé quels étaient les transterts limitants dans son systéme.
Ragainl et al. (1986) a travaillé quant a lui avec un lit fixe de particules
catalytiques & travers leque! il pompait en circuit fermé une dispersion des deux
phases liquides, dans une configuration identique a celle utilisée au chapitre 4
(cuve agitée avec boucle de recirculation). Dans la plupart des expériences traitées
par ces deux auteurs, la réaction était contrélée par la ditfusion dans le film liquide
au voisinage de la particule. Deux bréves revues du sujet ont éié présentées par
Regen (1979) ot Ford (1984).

5.5 PERSPECTIVES

Il serait donc intéressant d'étudier de fagon plus approfondie le transfert de
l'ester a travers linterface phase organique/phase aqueuse et ce qui linfluence,
d'abord dans un systéme agité standard permettant I'accés a des parameétres
comme le ki -a et l'aire interfaciale a. On pourra y travailler avec ou sans réaction,
avec 'enzyme soluble ou immobilisée.
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L'étude du transfert dans le lit catalytique devrait étre plus complexe & mener
a bien, mais non moins riche d'enseignements. |l conviendra principalement de
caractériser au mieux le comportement de I'émuision traversant le lit de catalyseur.
En effet, tous les travaux publiés sur les écoulements biphasiques en milieux
poreux font état d'une fraction non négligeable de phase dispersée retenue dans
les interstices de la matrice (Dullien (1988), Klausmeyer (1986)). Ces
phénoménes ont été abondamment étudiés dans le cadre de la récupération du
pétrole par injection d'eau sous pression dans les sédiments rocheux ou il est
souvent retenu. Le lit d'enzyme fixée est certes beaucoup moins compact que ce
genre de milieu, mais queiques essais effectués avec une émuision traversant une
colonne en verre remplie de silicagel avaient montré une rétention importante de la
phase organique colorée. La diminution de la porosité du lit qui en découle ainsi
que la contribution du solvant retenu aux échanges de matiére dans le flux
traversant constituent donc des informations de premiere importance dans l'optique
d'une compréhension plus approfondie du sujet.
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Essai N° SLo So Po PAg Vaq
fmmoll-1] | [mmoli-1] | [mmolI-1} | [mmoti-1] [4]
1 1.5 0.0 0.0 0.0 1.0
2 3.0 0.0 0.0 0.0 1.0
3 4.0 0.0 0.0 0.0 1.0
4 6.0 0.0 0.0 0.0 1.0
5 9.0 0.0 0.0 0.0 1.0
] 12.0 0.0 0.0 0.0 10
7 15.0 0.0 0.0 0.0 1.0
8 18.0 0.0 0.0 0.0 1.0
9 24.0 0.0 0.0 0.0 1.0
10 36.0 0.0 0.0 0.0 1.0
11 64.5 0.0 0.0 0.0 1.0
12 100.1 0.0 0.0 0.0 1.0
13 10.0 10.0 0.0 0.0 1.0
14 25.0 25.0 0.0 0.0 1.0
15 250 50.0 0.0 0.0 1.0
16 25.0 75.0 0.0 0.0 1.0
17 50.0 50.0 0.0 0.0 1.0
18 50.0 100.0 0.0 0.0 1.0
19 50.0. 150.0 0.0 0.0 1.0
20 75.0 75.0 0.0 0.0 1.0
21 75.0 125.0 0.0 0.0 10
22 75.0 175.0 0.0 0.0 1.0
23 100.0 100.0 0.0 0.0 1.0
24 150.0 150.0 0.0 0.0 1.0
25 40.0 40.0 0.0 0.0 1.0
26 40.0 40.0 20.0 0.0 1.0
27 40.0 40.0 80.0 00 1.0
28 40.0 40.0. 100.0 0.0 1.0
29 40.0 40.0 200.0 0.0 1.0
30 40.0 40.0 300.0' 0.0 1.0
31 201 100 0.0 200 1.0
32 20.0 10.0 0.0 100.0 1.0
33 20.0 205.0 0.0 20.1 1.0
34 20.0 400.0 0.0 100.0 1.0
35 20.0 400.0 0.0 60.1 1.0
36 110.0 10.0 0.0 60.0 1.0
37 110.0 205.0 0.0 20.0 1.0
38 110.0 205.0 0.0 60.2 1.0
39 110.0 205.0 0.0 100.0 1.0
40 110.0 400.0 0.0 €0.0 1.0
a1 200.0 10.0 0.0 100.0 1.0
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42 200.0 205.0 0.0 60.2 10
Essai N° SLo o] Po PA, Vag
{mmol4+-1] | [mmolt-1] | [mmol-1] | [mmol-I-1] 8]
43 200.0 400.0 0.0 20.1 1.0
44 200.0 400.0 0.0 100.0 1.0
45 5.0 5.0 0.0 0.0 1.0
46 5.0 5.0 0.0 0.0 0.9
47 5.0 5.0 0.0 0.0 0.7
48 5.0 5.0 0.0 0.0 0.5
49 10.0 10.0 0.0 0.0 1.0
50 10.0 10.0 0.0 0.0 0.9
51 10.0 10.0 0.0 0.0 © Q.7
52_ 10.0 10.0 0.0 0.0 0.5
53 17.5 17.5 0.0 0.0 1.0
54 17.5 17.5 0.0 0.0 0.9
55 17.5 17.5 0.0 0.0 0.7
56 17.5 17.5 0.0 0.0 0.5
57 25.1 25.1 0.0 0.0 1.0
58 250 250 0.0 0.0 0.9.
59 25.0 25.0 0.0 0.0 0.7
60 250 25.0 0.0 00 05
61 50.0 50.0 0.0 0.0 1.0
62 50.0 50.0 0.0 0.0 0.9
63 50.0 50.0 0.0 0.0 0.7
64 50.0 50.0 0.0 0.0 0.5
65 100.0 100.0 0.0 0.0 1.0
66 100.0 100.0 0.0 0.0 0.5

Jableay Al: Concentrations et fractions volumiques aqueuses étudides avec 'enzyme

soluble a pH constant
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Eot pH (L-Phe] [O.L-PAPE] X
{ml-min-I*1] [ (mmol.I-1} (mmol-1-1] [
0 6.10 0.2 67.1 0.01
180 6.00 7.4 57.8 0.22
270 5.95 10.0 54.7 0.30
__420 5.87 13.6 50.1 0.40
570 5.80 17.0 47.9 0.51
660 5.76 20.1 47.2 0.60
810 5.68 20.7 43.5 0.62
990 6.59 23.1 41.5 0.69
1500 5.41 28.2 37.4 0.84
2400 5.26 29.4 35.4 0.88
3600 5.20 31.8 35.9 0.95

JIableay A2: Mesures pour I'hydrolyse avec I'enzyme fixée en présence de MIBK

T =30°C, Sto = Sp = 30 mmot!?, vaq = 0.9, pHo = 6.10

Essai en réacteur fermé, figures 4.12 et 4.13

Eot oH {L-Phe] {D.L-PAPE] X

{ml.min.i*1} {1 (mmol-I1) (mmol-1-1] 1G]
0 6.25 0.2 68.6 0.01
90 6.22 4.8 74.6 0.14
180 6.19 8.5 60.5 0.25
360 6.12 13.6 51.1 0.40
600 6.02 19.1 51.3 0.56
900 5.92 25.4 36.5 0.74
1200 5.85 285 38.4 0.83
1665 5.76 31.9 34.5 0.93
2400 5.70 34.1 322 0.99
3600 5.69 35.8 32.7 1.00

JTableay A3: Mesures pour Fhydrolyse avec I'enzymae fixée en présence de MIBK
T=30°C, Sio = Sp = 30 mmolI"!, vaq = 0.9, pHo = 6.25
Essai en réacteur fermé, tigures 4.12 et 4.13
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Eot pH (L-Phe] [D.L-PAPE] X
[mi-min-I-1] 8] {mmol-I-1) fmmoi-1-1] (]
0 6.25 0.2 §7.3 0.01
150 6.13 9.1 50.8 0.30
270 6.07 125 45.9 0.43
390 6.03 16.2 429 0.55
540 5.95 19.9 39.6 0.67
750 5.86 25.0 37.1 0.80
1050 5.78 28.6 339 0.92
1530 5.68 30.5 30.8 0.99
2400 $.67 33.5 29.8 1.05
3300 5.62 334 30.3 1.0

Jableay Ad: Mesures pour I'hydrolyse avec 'enzyme fixée en présence de MIBK
T = 30 °C, Sio = Sp = 30 mmolt!, vaq = 0.9, pHo = 6.25, agitation: 500 min-?
Essai STR1 en réacteur fermé, figures 4.16, 4.18 et 4.21

Eot pH [L-Phe] [D.L-PAPE] X
[mi-min.i-1] 8] {mmol.I-1) [mmol-I-1] @]
0 6.25 - : 56.0 0.00

90 6.18 5.8 50.6 0.21
180 6.11 8.3 49.6 0.29
270 6.09 11.8 46.0 0.41
390 6.04 15.6 44.0 0.52
540 5.96 19.0 412 0.63
840 5.84 25.3 36.8 0.81
_1200 5.73 29.0 32.5 0.94
1800 5.63 30.2 31.4 0.98
2700 5.59 30.9 30.1 1.01

Jableau AS: Mesures pour 'hydrolyse avec I'enzyme fixée en présence de MIBK
T =30°C, Sio = Sp = 30 mmol1!, vaq = 0.9, pHo = 6.25, agitation: 250 min?
Essai STR2 en réacteur ferms, figures 4.16, 4.18 et 4.21
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Eot pH (L-Phe] {D.L-PAPE] X
[mi-min.i*1) (-] (mmol.i-1] {mmol-1-1] [
237 6.15 10.0 36.1 0.36
347 6.08 12.4 33.5 0.45
473 6.01 15.3 32.1 0.55
631 5.93 19.0 31.1 0.68
947 5.80 23.8 27.9 0.86
1199 5,74 _255 25.7 0.92
1578 5.67 271 241 0.97
2241 5.63 27.0 23.7 0.97
2841 5.62 27.8 226 1.00

Iableau AG: Mesures pour 'hydrolyse avec I'anzyme fixée en présence de MIBK
SLo = Sp = 30 mmoli!, vaq e 0.9, pHo = 6.25, VR = 30 m-min’!, Vit = 25 ml

Essai REC1 on réacteur fermé, tigures 4.16, 4.20 et 4.21

Eot pH [L-Phe) [D.L-PAPE] X
[mi-mini-1) {4 {mmol1-1} {mmol-I-1] {1

0 6.25 1.2 50.0 0.005

178 6.17 6.5 39.6 0.28

334 6.11 10.6 35.7 0.46

462 6.06 12.7 33.7 0.55

Iableau A7: Mesures pour 'hydrolyse avec I'enzyme fixée en présence de MIBK
Sto = S0 = 30 MmO, vaq = 0.9, pHo = 6.25, VA = 30 ml-min'?, Vi = 5 ml

Essai REC2 en réacteur fermé, figures 4.16, 4.20 et 4.21

Eot pH [L-Phe} [D.L-PAPE) X
{mi-min.i-1} {-] {mmol.-1] fmmoli-1] {-]
0 6.25 2.1 52.4 0.01
178 6.17 6.1 43.7 0.25
284 611 10.2 43.7 0.38
426 6.05 13.5 39.4 0.51
568 6.00 17.6 35.6 0.66
838 5.91 22.0 33.4 0.80
1108 5.84 26.2 30.4 0.93
1420 578 27,1 285 0.7
1847 573 28.5 27.5 1.02

Iableay A8: Masures pour Fhydrolyse avec I'enzyme fixée en présence de MIBK
Sto = Sp = 30 mmol1Y, vaq = 0.9, pHo = 6.25, VR = 7.1 ml-min’?, Vjy = 5 ml

Essai REC3 en réacteur fermé, figures 4.16, 4.20 et 4.21
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Débit Q Eot pH [L-Phe] [ [D.L-PAPE] X
(mi-min-1] | [m.min-I-1) (-] [mmol-+1] | [mmol-I-1) [
0.00 0 6.25 0.1 59.3 0.00
5.02 102 6.02 5.8 52.8 0.20
3.69 139 5.99 7.2 51.5 0.24
3.22 159 5.97 8.3 52.6 027
2.96 173 593 86 51.6 0.29
235 _ 218 5.89 10.0 50.3 0.33
1.90 270 5.84 11.1 50.3 0.36
0.82 622 5.74 17.4 46.7 0.54
0.24 2125 . 26.8 43.3 0.77

Jableau A9: Mesures pour Fhydrolyse avec 'enzyme fixée en présence de MIBK

Sto = Sp = 30 mmolI1, vaq = 0.9, pHo = 6.25

Essai TUB1 en réacteur tubulaire continu, tigures 4.16, 4.19 et 4.21

Débit Q Eot pH [(-Phe] | [D.L-PAPE] X
[ml-min-1] § (ml-min.i-1] [ [mmol--1] | [mmol-1] {-]
0.00 0 6.25 2.1 58.8 0.07
2.47 207 5.99 13.5 53.0 0.41
1.96 262 5.94 12.9 52.9 0.39
1.50 342 5.88 13.2 50.2 0.42
1.21 423 5.81 15.2 48.9 0.47
0.81 636 5.74 18.0 46.1 0.56
0.78 654 5.69 17.9 44.8 0.57
0.63 813 . 223 41.9 0.69
0.53 974 - 21.0 42.6 0.66
0.25 2078 - 25.6 39.6 0.79

Tableau A1Q: Mesures pour 'hydrolyse avec I'enzyme fixée en présence de MIBK

Sto = Sp = 30 mmolI'1, vaq = 0.9, pHo = 6.25

Essai TUB2 en réacteur tubulaire continu, figures 4.16, 4.18 et 4.21
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Main program : MARQSG Vers. 08-May-86 Fla
Last update : 13-May-86 Fla
Function :  Marquardt optimisation for multi-parameter models
With basic statistics (variance-covanancs analysis)
and optional graphics
Significance of parameter <K> : Ke1:1stcal, (TI & JTY
K=2:only Tt
K=3:onlyJTJ
K = 4 : optional graphics

Link with :  FMAR(P JTJ JTF,FTF,NP ND II.K)
MINV

SUM
optionsl  MODLIB [SESLIB,LIB480]
No. of parameters <NP> must be specified in FMAR 11!

BYTEASC

REAL JTJ(10,10).4TIV(10,10),JTF(10),NY NUM
OIMENSION X(10),XA(19),DX{10).ST(10),5V(10),CC(36)
DIMENSION SM(10,10),SMI(10,10)

DATA NY,PHI0,EPS.ICS,ICN, 1/10.,0.785398,0.001,1,1,0/

camtn camme cvees mane seews

TYPE 1
FORMAT($ Give : max.cycle + outchan.No. .... )
ACCEPT *NCY,IS

cremp smvem sesee Teser ceene

ALAM « 0.01

CALL FMAR(X.JTJ,JTF,FTFV.NP,ND I, 1)
TYPE 2,ICS ICN,(X(L),L=1,NP),FTFV
IF(1S.€Q.5) GOTO 111

WRITE('S 2) ICS,ICN,(X(L),L=1,NP),FTFV

DO 10 IL=1,NP
ST(!L) = SQRT(JT J(IL L))
0 20 L=1NP

svm.) JTF(ILYST(R)

DO 20 IC=1,NP

JTIV(ILIC) = JTJ(IL,IC)

JTI(IL,IC) = JTHILICH(ST(IL)*ST(IC))

D » 1.+ALAM

D0 300 iL=t NP

00310 ICe1,NP
SM(IL,IC) = JTJ(IL,IC)
SM(IL.IL) =« D

CALL MINV(SM,SMI,10,NP,IND)
IF(IND.EQ.1) GOTO 122
D0 30 iL=1,NP

S$=0.

DO 40 IC=1 NP

S = S+SMI(IL.IC)*SV(IC)
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c
333

5S
60
70
Cc
444

80

558

122
44

13

[eXele}

90

DX(IL) = -S/ST(L)

DO 50 1a1,NP 50 XA(l) = X{1)+H*DX(l)
CALL FMAR (XA JTJ JTF,FTFANP,ND,I1,2)

ICN = ICN+1

TYPE 2,lc5,|CN,(XA(N).N" JNP)FTFA
IF(IS.EQ.5) GOTO S5

WRITE(1S,2) ICS.ICN, (XA(N) Nu=1,NP),FTFA
IF(FTFA.GE.FTFV) GO

ICS = ICS+1

ALAM » ALAM/NY

DO 60 IL=1 NP

X(iL) = XA(IL)

FTFV « FTFA

DO 70 I=1,NP

IF(X(1).€Q.0.) GOTO 70

ST(1) « ABS(DX(1)/X(1))*100.

CONTINUE

SOX = SUM(1,ST NPYNP
IF(SDX.LT.EPS) GOTO 99

CALL FMAR(X.JTJ JTF,FTFV,NP,ND,I1,3)
GOTO 111

IF(ICN.GT.NCY) GOTO 99

DEN = SUM{2,0X,NP)*SUM(2,JTF,NP)
NUM = 0.

DO 80 L=1NP

NUM = NUM+DX(L)*JTF(L)

COSPHI = -NUM/SQRT(DEN)

PHI « ATAN(SQRT(1.-COSPHI**2)/COSPHI)
IF(PHI.GE.PHI0) GOTO 555

HeoH2

GOTO 333

ALAM « ALAM*NY

GOTQ 222

TYPE 2,1CS,ION,(X(N).N=t NP)FTFV
IF(1S.€Q.5) GOTO 44

WRITE(IS,2) ICS,ICN.(X(N).N=1,NP).ETFV
FORMAT( # succ., # tolal = * 214,/

1" P{l). Tl = 6(2X.E11.4).; " S(2X,E11.4))
GOTO 4

TYPE 17
FORMAT(// *** Singular matrix ***'//)
TYPE 3

FORMAT("$ Once again with same data ? N ...

ACCEPT 13,A

FORMAT(A1)

IF(A.EQ.Y") GOTO 1111
IF(IND.EQ.1) GOTO 999
Variance-covariance analysis :
CALL MINV(JTJV,SM,10,NP,IND)
IF(IND.EQ.1) GOTO 22

FM = SQRT(FTFV/(ND-NP))
00Q 90 la1 NP

ST(‘1) - SQRT(SM(I 1))

DX(l) » FM'ST(I)

SV(l) = 100.

-9
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120
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999
15

16

IF(X().EQ.0) GOTO 100
SV(I) = SV(1)*DX(I/ABS(X(1))
CONTINUE

In0
DO 110 ILe2,NP
DO 110 ICst,iL-t

(L3
CC(l) « SM{ILICH(ST(IL)*ST(IC))

ccses meves sesee sevve seeee

WRITE(IS,S) NP NO,FTFV,FM

FORMAT('1'// Variance-covariance snalysis -/
1* No. of parameters ='i2/

1' No. ol data -’34

1° Sum of squares « ' E13.6/

1' Mean error of observations e« ' E13.8/)
WRITE(IS,9)

FORMAT(” *,80(-))

WRITE(IS.6)

FORMAT(/ Matrix of covariance coefficients :'//)

le1
00 120 IL=2 NP
IE = l+IL-2
:Nageus ,12) (CC(L) LaliE)
FORMAT( ', 9(2X,F7.4))
WRITE(IS,9)
WRITE(IS,7)
FORMAT{(// Parameters and standard deviations /1)
WRITE(1S.8) (1,X(1). DX(I) SV(I) = NP)
FORMAT(' P(11) =" E13.6 + "E13.6, = + "F9.4, [%]")

———e etes tumes cappe seese

TYPE 14

14 FORMAT(7'$ Do you wam GRAPHICS 7N.... )
ACCEPT 13,8

IF(B.NE.Y") GOTO 999

CALL PMAR(X,JT) JTF,FTF.NP,ND,i,4)

TYPE 18

FORMAT(/$ Once again with new data 7N....")
ACCEPT 13.C

IF(C.NE.'Y") STOP

ICS = 1

ICN =

IF(1S. EO 8) WRITE(IS,16)

:oa T(1)

GOTO 111
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Module name : FMTIT3 Vers. 07-May-85 Fla

Updated for MARQSG : 03-Jul-86 Fla
Model for simple titration to find the pK-value
PH = pK + Ig(Vb+Vbi) - Ig(Vbo-(Vb+Vbi))

Link with :  MARQSG
SESLIS, (LIB480,MODLIB] opt.

[eNeloNeNeNeNeNeNeNe

SUBROUTINE FMAR(P,JTJ.JTF FTF,IP,NV,II.K)
REAL J(100,3),JTF(10),JTJ(10,10)
DIMENSION Y(100),X(100).P(10).F(100)
DIMENSION XP(100),YP(100)

DATA 1DD/100/

L+ S,

GOTO (33.1111,222,333) K

33 TYPE1
1 FORMAT(/'S Give : init. pK & Vbo & Vbi ....))
ACCEPT *.P(1).P(2},P(3)

IF(I.NE.O) GOTO 1111

Pa3

et

TYPEJ
3 FORMAT( Give filenames for - V(base) , pH -)

CALL ASSIGN(1,,-13)

READ(1,*,END=22) (X(N),N=1,DD)
22 CALL CLOSE(1)

NO = N-1

CALL ASSIGN(1,,-13)

READ(1,*,END=44) (Y(N),N=1,1DD)
44  CALL CLOSE(1)

N« N-1
IF(NO.EQ.N) GOTO 111
TYPE2
2 FORMAT(// ++* Filas not compatible ***//)
STOP
Cc
111 TYPE 4NO

4 FORMAT(” No. of data = "14,/
1'$ Give No. of data :begin & end ....")
ACCEPT *B,IE
00 10 [=IB.IE X(I-1B+1) = X(1}

10 Y(FIB+1) a Y(})
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50
300

NV « IE-IB+1

FTF=0.

D0 200 leI NV

YC = P(1)+ALOG10{X(})+P(3))-ALOG 10(P(2)-(X())+P(3)))
F(l) = YC-Y())

FTF = FTF+F())**2

IF(K.NE.1) RETURN

00 $00 =i NV

Jih) e,

H1,2) = -0.434294/(P(2)-(X()+P(3)))
J(1,3) = 0.434204/(X(1)+P(3))-J(}.2)
Calculation of JTJ and JT¢ :

00 300 ILe1 iP

Se0

DO 40 11 NV

S = S + JLIL)F())

JTR(IL) = S

00 300 IC=1 1P

Se0.

D0 50 =1 NV

S w S+ JIIL)J(1,IC)

JTIILIC) = S

RETURAN

333 CALL GRINI

CALL SCOS(X.Y.NV)

DX = (X{NV)-X(1)}/100

00 20 1w1,100

XP(l) » X(1) + 1°DX

YP(l) « P(1)+ALOG10{XP(1)+P(3))-ALOG10{P(2)-(XP(1)+P(3)))
PAUSE ' MAIN'

CALL SAXS

CALL SPPS(X.Y,1,NV)

CALL SCPS(XP,YP,100)

CALL SENS

RETURN
END
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Module name : FMKPO Vers. 16-May-88 Sicr

Function : Modified model for the hydrotysis of PAPE by CHYMO
Model : k2 supposed << k3,k4 (> EA = 0)

Propanol present in the system attw 0

P(1) = k2
P(2) » k = kK3
P(3) = Km

Link with:  MARQSG
FNELIN
MATH

SUBROUTINE FMAR(P.JTJ,JTF,FTF,NP.NDILK)

REAL J(400,5).JTF(10),JTJ(10,10)
DIMENSION X(400,2),P(10),PR(3),Y(50,3)
DIMENSION F(400).PL(3).PLP(3).PLM(3)
DATA 100/250/

GOTO (33,1111,222.339) K

Entry section :

TYPE 1

FORMAT(/$ Give int. par. :k2 +k + Km .... ")
ACCEPT »,(P(l),1=1,3)

IF(1.NE.O) GOTO 1111

Het

TYPE 2

FOAMAT(/S Give : No.val. + No.exp. + Xmax .... ")
ACCEPT * ND,NE XMAX

TYPEQ

FORMAT(" Give filenames for : X + /)
DO 101=1,2

CALL ASSIGN(1,,-13)

READ(1,°) (X(N.l},N=1,ND)

CALL CLOSE(1)

TYPE 4

FORMAT(" Give filename for : o + L-So + Po)
D020 (=13

CALL ASSIGN(1,,-13)
READ(1,°) (Y(N.I),Na1,NE)
CALL CLOSE(1)

L=0

IND= 1

NeQ

DO 550 I=1,ND
IF(X(1.1).GE.XMAX) GOTO 55
IF(IND.EQ.0) GOTO 22
Letbs+t

IND=0O

N = N#l

IF(X(1+1,2).LT.X(1,2)) IND = 1
X(N.1) = X(1,1)

X(N.2) = X(1.,2)*Y(L,1)
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55
550

1111

11

100

222
200

44

300

400
Cc
333

GOTO 550

IF(X(I«H 2) LT.X{1.2)) IND = 1
CONTINUE

ND=N

eoves cocee eeree

FTF = 0.

Le0

INDe1

00 100 1«1 ND

IF(IND.EQ.0) GOTO 11

Lels+t

PL(1) ® Y(L,2VP(1)*(1.+P(2)*{Y(L.3)-P(3)))
PL(2) = -P(3)VP(1):(1.4P(2)*(Y(L )+ Y(L.2}))
PL(3) = 0.5°P(2/P(1)*Y(L.2)**2

IND« 0

CALL PNIT(PL,X(1.2),XC,X(1,1)}

F{l) = XC-X(1,1)

FTF = FTF+F(l)**2

IFX(1+1 LT XL ND = 1

CONTINUE

IF(K.NE.1) RETURN

D0 200 Ist NP

PR({l) = P(I)

DO 600 Na1 NP
Le0

IND 9

DO 500 ie1,ND

IF(IND.EQ.0) GOTO 44

L -{L#‘

PR(N) = 1.01-P(N)

PLP(1) » Y(L,2/PR(1)*(1.+PR(2)*(Y(L.3)-PR(3)))
PLP(2) = -PR(3VPR(1)*(1.+PR(2)*(Y(L.3)+Y(L.2}}))
PLP(3) = 0.5*PR(2)/PR(1)°Y(L.2)**2

PR(N) = 0.99°P(N)

PLM(1) = Y(L,2/PR(1)*(1.+PR(2)*(Y(L.3)-PR(3)))
PLM(2) @ -PR(IVPR(1)*(1.+PR(2)*(Y(L.3)+Y(L.2)))
PLM(3) = 0.5 PR(2/PR(1)°Y(L.2)**2

OP = 0.02°P(N)

IND =0

CALL FNIT(PLP X(1,2),XP X({),1))

CALL FNIT(PLM, xu 2), XM X(1,1))

J(L.N} = (XP-XM)/O

g(x(m 2T xo 2)) NDe1

PR(N) = P(N)

eons Seoer sesee soves semes

00 300 lC-l NP

JTF(IC) »

00300 l-

JTF(IC) = JT F(IC)oJ(I IC)-F(1)

DO 400 IL=t

DO 400 iCe1, NP

JTILIC) « 0.

DO 400 1«1, ND

JTHILIC) & JTI(L,IC)+H{1. 1L )J(1IC)

RETURN
ENO
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Module name : MINV Vers. 25-Nov-85 Fla

Function:  Inversion of a matrix by the method of Gauss-Jordan
Pivoting down the diagonal in rows
Simple precision
Matrix is totally destroyed !

Use : CALL MINV(X,XI,n.n,i)

with - X : matrix
X1 : inverse of the matnx X
nl : gimension of X, X1 in main prog.
n : actual size of matrix X
i:indicator i= 0 normal retum
i = 1 gingular matrix

SUBROUTINE MINV(X.XI,NL.N,IND)
DIMENSION X(NL,NL),X}(NLNL)

IND=0

PMe0

DO 100

IC=1,N

00 100 IL=1.N

XI(ILIC) = 0.
IF(IL.EQ.IC) XI(ILIC) = 1.

DO 10ICaI N
D=0

P=Q

DO 50 IsIC.N

V a ABS(X(1,IC))
::(V.lLE.D) GOTO 50

D - V
CONTINUE

IF(IP.EQ.0) GOTO 99
IPM = MAXO(IPM,IP)

" IF(IP.EQ.IC) GOTO 11

60

600
C
1
20
200
c

00 60 I1iC.N
0 = X(IC.))
X(1C.1) = X(IP.1)
X(IP))) = D

00 600 (=1,N
D = XKIC,))

XI(IC,1) = XI(IP,})
X(IP,))= D

D « X(IC,IC)

DO 20 KC=ICN
X(IC.KC) = X(IC,KCYD
D0 200 KCe1,IPM
XI(ICKC) = XI(IC.KCYD

DO30ILa1N
IF(ILEQIC) GOTO 30
D = X(IL,IC)

DO 40 KCalC.N
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00 O 0000000000000

X(ILKC}) » X{ILKC)-X(IC,KC)*D
DO 400 KCw1,IPM

Xi(iL . KC) = XI(IL KC)-XI(IC KC)*D
CONTINUE

CONTINUE

RETURN
IND » 1

RETURN
END

Module name : FNELIN Vers. 20-May-86 Fla
Function : Newton-iteration for solving the equation

£t = 2X + bin(1-X) + ¢-X2

in the form X = {(EY)

SUBROUTINE FNIT(P.T,U.Ul)
DIMENSION P(1)

B )

EPS = T/10000.
U=Uul
00 100 I=1,10
IF(ULT.0.) Us0.001
IF(U.GE.1) U-o 999
UC e ALOG(1 .
TC= P(')'U#P(Z)'UC#P&)’U"?
E =T-TC
= -P(1)+P(2)/(1.-U)-2.°P(3)°V
DU - -E/0E
U= U+DU
IF(ABS(E).LT.EPS) RETURN

RETURN
END
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Module name : SuUM Vers. 12-Jan-86 Fla
Function : Sum of the elements of a vector to an integer power
Simple precision
Use : Res « SUM (np,V.nd)
with NP oxponent (any integer No.)

ND aaual #otdatainV

[eXeXeleleXeToXoTo o Yol o elole ele)

FUNCTION SUM(NP.,V.ND)
DIMENSION V(1)

IF(NP.EQ.0) GOTO 11
IF(NP.EQ.1) GOTO 22

S=0

DO 10 1=1,ND
10 S « S+V(I)**NP

SUM=S

RETURN

" SUM = ND
RETURN

22 Sa0.
DO 20 l=1,ND
20 SaSeV(l)
SUM = S
RETURN
END

(o]
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NOM : RKMER (Spi Juin 1987)

Fonction : intégration d'équations différentislles du premier
ordee par une méthode de Runge-Kutta a pas variable,
Estimation de lefreur seion MERSON

VERSION SIMPLE PRECISION

0000000000

SUBROUTINE RKMER (X0.XF,YO,N,H,ERRMAX,MODTAB, ITAB,XTAB,YTAB)
OIMENSION XTAB(ITAB), YTAB(NITAB),ERRMAX(N),YO(N)

DIMENSION G1(80).G2(50),G3(50).G4(50),GS5(50)

DMENSION ERR(S0),Y(50),Y(50)

IF (N.GT.50) GO TO 959

INITIALISATION

NHS2 « 0

Ke0

HTAB w (XF-X0) / FLOAT(ITAB-1)
IF (MODTAB.EQ.0) GO TO 2

DO 1 1e1,ITAB

XTAB(l) » X0 + HTAB*FLOAT(I-1)

RANGEMENT DES VALEURS INITIALES DANS DES VECTEURS
DE TRAVAW ET CHOIX DU PAS DINTEGRATION

003Jat1 N

YTAB(J,1) = YO{J)

Yi(J) » YO{J)

Y(J) = YO{J)

X « X0

KTAB = 2

4 CONTINUE

:: (AHBSg")‘LT.ABS(HTAB)) GOTOS
eH/2.

GOTO4

XleXseH

XFI0 @ (XTAB(KTAB)-XI) / (XF-X0)
::O(XF’!'O,LTJ .AND.XFI0.GT.0.)GOTO 6
H « XTAB(KTAB) - X

et

ALGOR(THME OE RUNGE-KUTTA-MERSON

XieX

CALL DERIV (Y1, X1,G1)

DO7Js1 N

Yi(J) = Y(J) + G1(J)}*HA.
le X

A4 .
CALL DERIV (Y1,X1,G2)
DO 8 J=1.N
8 Yi(J) = Y(J) + (G1{J)+G2(J))*H/6.
CALL DERIV (Y!,X1,G3)
DO 9 Jui N
9 YH{J) = Y(J) + (G1(J)+3.°G3(J))*H8.
X=X+ H2
CALL DERIV (Y1,X1,G4)
DO 10 J=1.N

000

(2T ¢] 4 NOOOO -

CXeXelel

~



Annexes

X1X

10

c

000~

12

13
14
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15

000

17

995
996

997

998
999

YIJ) = Y(J) + (G1(J)-3.°G3(J)+4.°G4(J)) H/2.
XleX+H
CALL DERIV (YI,X),G5)
CSLCUL DE L'ERREUR SUR CHAQUE FONCTION
DO 11 J=1.N
YI(J) = Y(J) + (G1(J)+4.°G4{J)+G5(J)) H/6.
ET « - (G1{J) - 4.5:G3(J} + 4.°G4(J)} - 0.5°G5(J))*H/3.
ERR(J) 0.
Za ABS(YI(J))
1.E-20

IF (Z GT EZ) ERR(J)=ABS(ET/Z)

CHANGEMENT DE PAS SUIVANT L'ERREUR TOLEREE

ICA=0

DO 14 J=1 N

IF (ERR(J) LT, ERRMAX(J)) GOTO13
NHS2 @ NHS2

IF (NHS2.GT. 20) eo TOG8S 120 divisions de H par 2 au max.

H e M2

DO 12 P=I N
YI{JP) = Y(JP)
IK=0

GOTOS6

IF (ERR(J) GT.ERRMAX(J)/16.) ICA=1

CONTINU

IF (IK. EO 1) GOTO 16

IF (ICA+NHS2.EQ.0) H=H+*2. ! Retour au pas initial
NHS2=0

REINITIALISATION POUR LE PAS SUIVANT

XeX

DO 15 J=t N
Y(J) = Yi{J)
GOTOS

MEMORISATION ET REINITIALISATION

IK=0

HeHO

D017 JeIN
YTAB(JKTAB) = YI(J)

Y(d) = Yi{J)

X = XTAB(KTAB)

KTAB = KTAB+1

IF (KTAB.LE.ITAB) GO TO 5
RETURN

WRITE (5.996) NHS2

FORMAT(1X,'ARRET APRES',I3,' DIVISIONS PAR 2 DU PAS)
CALL DERIV (Y,X,GS)

WRITE(5,997) X, H,(Y(l).l=1,N)

WRITE(S,998) (GK(I).l=1,N)

FORMAT(// Dernidre valeur de X :*.G12.4/,

1' Dernidre valeur do H : ".G12.4,

1" Dernidre valeur de Y ' //,5(2X,10G12.4,))

g?onam‘l'(//' Derniéres valeurs des dérivées : °/,5(2X,10G12.4.))

WRITE (5,1000)

1000 FORMAT (

; :'!loypa plus de 50 équations : Modifisz le programme RKMER )
END
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Nomduprogramme: BIFLOT Vers. 03-Dec-90 SiCr

Ce programme caicule la courbe X » 1{Eot) pour 'hydrolyse
du DL-PAPE en systéme biphasique  pH flottant. Le pH est
ie paraméire ceniral, car on doit tenir compte de son influence
sur: - lactivité de fenzyme (k2)

- le pouvoir tampon du systéme (BET)

- la fraction titrable (FT)

- Féquildre de partage biphasique (XAS XAP)

La variable commune aux deux équations difiérentielies est lo
taux de conversion X

Couplé avec : RKMER

BYTEABCM

DIMENSION XTAB(101),YTAB(2,101),Y0{2), ERRMAX(2)
COMMON/VAR/PKS, PCS PCP PKAA,PKAS,PKW.PHU,PHLAF
COMMON/VAR/SL0,SO,P0,FO

COMMONNVAR/XK2M, XKM XK, XKCS,XKCF,XKCK

eE1
FORMAT(’$ Donnez : SLo, SD, PO, FO ... {mmoti]
AGCEPT - 810,80 P0Fo tmmoil)

TYPE 2

FORMAT(/'S Donnez : k2(pH 5.5) .... (mmoV(g*min)] )
ACCEPT * XiIM

2000 TYPE 2001
2001 FORMAT(/S Donnez : pHo{max) , pH(min) ... [-} )

o]

000

ano

[¢1q)

ACCEPT +,PHU,PHL

TYPE3
FORMAT("$ Donnez : vaq ... {-} )
ACCEPT * AF

Propriétés acide-base
PKS = 7.08 0”
PCP = 1.263 [!

Paramétres cindtiques

XKM = 16.73 t (mmol1}
XK « 0.00791 { Ummo
XKCS « 35.05 ! mmova
XKCF = 124.52 | [mmol)
XKCK= 0636 [}

TYPE 4
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44

111

100
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22
N

c
999

2002

FORMAT(/$ Stockage das valeurs de : X, Eot, pH ?..(YYY))
ACCEPT 2004,A.8,C

JFAANE.Y') GOTO 11
P

€S

FORMAT( AT -*- GIVE FILENAME FOR - X -)
CALL ASSIGN(1,,-13)

JF{B.NE"Y) GOTO 44

TYPES

FORMAT( AT -*- GIVE FILENAME FOR - Eot -)
CALL ASSIGN(2,,-13)

IF(C.NE.Y) GOTO 111

TYPEY

FORMAT(’ AT -*- GIVE FILENAME FOR - pH -)
CALL ASSIGN(3,.-13)

X0=0.

XF » 0.995

Y0{1) = 0.

Y0{2) = PHU

ITAB = 100

Na2

H = 0.001

ERRAMAX(1) = 1.E-§

ERAMAX(2) = 1.E-S

CALL RKMER (X0,XF,YO,N.H,ERRMAX,1.ITAB XTAB,YTAB)
DO 100 1=1,(TAB

WPE 2005.),XTAB(1), YTAB(1,1), YTAB(2,)

IFANE.Y) GOTO 22
wansu 2006) (XTAB(l),le1,ITAB)
IF(B.NE.Y") GOTO 33
WRITE(2,2006) (YrAsu 1)J=1,ITAB)
IF(B.NE.") GOTO
WRITE(3,2006) (YTAB(Z 1),I=1,ITAB)
CALL CLOSE(1)
CALL CLOSE(2)
CAI.L CLOSE(3)

TYPE 2002
FORMAT ('$Un nouveau calcul 2... Y1)
ACCEPT 2003M
IF (MNE.N') GO TO 2000

2003 FORMAT (A1)

2004 FORMAT(3A1)

2008 FORMAT( 1, X, Eot, pH =*14,3(2X.F9.5))
2006 Eggm‘r(m.e)
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SOUS-PROGRAMME D'ECRITURE DES DERIVEES

Donne l'équation de vitesse (moddle cinétique) et fa derivée de
févolution du pH en fonction du taux de conversion

Appel:  CALL DERIV{Eo1.X,dEot)
ou  CALL DERIV(pH.X.dpH)

avec: Eot valeur actuslie du temps normalisé
X taux de conversion actusl du L-PAPE
pH valewr du pH
dEot EordvdX = G(1)
dpH dpH/dX = G(2)

SUBROUTINE DERIV(Y X,G)

DIMENSION Y(2),G{2)
COMMON/VAR/PKS,PCS, PCP PKAA PKAS,PKW PHU,PHL AF
COMMON/VAR/SL0,SD,PO,FO
COMMON/VAR/XK2M,XKM, XK, XKCS XKCF, XKCK
DATA AL1072.30258%/

Définition de dpHdX = dY(2)/dX

PH=Y(2)

FW » 10.°*(-PH) + 10."(PH-PKW)

FS1 & 1.4+10.°(PKS-PH)+PCS*(1.-AFVAF

FS2 » 10.”(PKS-PH)

FS3 = 1.+4PCS*(1.-AF)/AF

FS » FS2:FSIFS1°°2,

FAl » 1.410.°°{PH-PKAA)

FA2 @ 1.4+10.°*(PKAA-PH)

FA = 1/(FA1°FA2)

FC1 « 1.410°*(PH-PKAS)

FC2 » 1.410**(PKAS-PH)

FC = 1J(FC1°FC2)

BET « FW+{SD+SLO(1.-X0)*FS + (FO+SLO*X)(FA+FC)
FT =« FSUFS1 + 1/FA2 - 1/FCY

Définition de Eo°cvdX = gY(1)/dX

FS1 w 1.410.”(PKS-PH)+PCS*(1.-AFYAF

FS2 « 10.7(PKS-PH)

XAS w (1.4 FS2)VFS1

XAP « 1/(1.+PCP1.-AFVAF)

QC = 1.+SD* XA/ XKCS+ FO/XKCF+1 /XKCK

GX = SLUXKCF
XK2eXK2M*(28.119-17.283°PH+3.445°PH**2.0.218°PH**3)
T1 » 1.+ XK XAP*(P0+S(0°X}

T2 = XKM{(GC+GX*X)(XAS*(1.-X))

Dérivées & intégrer

—— Sy ovans

G(1) = T1+(T2+SLO)/XK2
G(2) = - FT*SLO/(BET*AL10)

RETURN
END
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