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Introduction générale 

La réaction d’acylation permet l’ajout d’un groupement acyle sur une molécule, ce 

groupement étant transféré depuis un agent acylant. Les acides aminés acylés ont été 

largement décrits comme constituant une classe d'agents tensioactifs avec d'excellentes 

propriétés de surface, des activités biologiques intéressantes, un faible potentiel de toxicité et 

un faible impact environnemental. Par ailleurs, la réaction d'acylation d’autres molécules 

telles que les peptides permet d'améliorer leurs potentiels thérapeutiques. En effet, leur 

polarité peut limiter leur transfert à travers les membranes cellulaires. Leur acylation peut 

donc faciliter le passage des peptides et acides aminés au travers des membranes biologiques 

en augmentant leurs propriétés lipophiles. De plus, cela peut également permettre leur 

protection vis-à-vis d’attaques protéolytiques endogènes et accroître ainsi leur stabilité. 

Actuellement réalisée de manière chimique à l’échelle industrielle, l’acylation de ces acides 

aminés ou peptides montre des limites en ce qui concerne la sélectivité réactionnelle et 

l’innocuité vis-à-vis de l’environnement mais aussi pour la sécurité sur les sites de production 

(usage de solvant organique inflammables/toxiques et de dérivés chlorés), ainsi qu’en matière 

de coût de retraitement des effluents polluants. Une alternative à cette voie chimique est 

l’utilisation d’enzymes capables de catalyser ces réactions d’acylation. Les enzymes 

hydrolytiques, et principalement les lipases, sont les plus largement utilisées pour catalyser 

ces réactions d’acylation. Néanmoins, leur mise en œuvre implique l’utilisation de milieux 

non aqueux comme milieu réactionnel. Cela limite l’acylation de molécules polaires telles que 

les acides aminés ou les peptides. Une alternative aux lipases est l’utilisation d’acylases. Ces 

enzymes sont capables de catalyser l’acylation d’acides aminés ou de peptides avec des acides 

gras en milieu aqueux. Ces enzymes sont produites par divers micro-organismes, y compris 

par les bactéries filamenteuses du genre Streptomyces. Peu d’études portent sur l’acylation par 

voie enzymatique d’acides aminés et de peptides et les performances réactionnelles de ces 

systèmes demeurent parfois limitées. Il est donc intéressant, afin d’optimiser le procédé 

d’acylation, de réaliser des études permettant une meilleure compréhension des facteurs 

influençant la réaction. 

L’objectif des travaux menés ici a été de réaliser une étude globale des voies possibles 

d’amélioration de la réaction d’acylation par voie enzymatique à différentes échelles : 

moléculaire, réactionnelle et procédé.  
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Dans cette étude, trois échelles sont considérées, chacune constituant un chapitre de thèse. 

Dans chaque partie les travaux réalisés ont tenté de répondre à des questions scientifiques. La 

démarche globale est représentée sur le schéma 1. 

 

L’étude à l’échelle moléculaire, est focalisée sur l’amélioration de la compréhension des 

mécanismes réactionnels ainsi sur la sélectivité d’une enzyme de structure connue telle que la 

lipase B de Candida antarctica (CALB). À cette échelle les questions scientifiques sont : 

 Est-il possible de prédire la faisabilité et la régiosélectivité d’une réaction et, si 

oui, quelle est la méthode la plus appropriée ? 

 Quelles sont les règles qui régissent cette régiosélectivité ? 

Ces questions sont cruciales puisque la prédiction de la régiosélectivité de la réaction peut 

permettre d’intensifier la mise en œuvre d’une réaction d’acylation régiospécifique et donc la 

génération d’un produit d’acylation unique ou extrêmement majoritaire à partir d’un substrat 

receveur d’acyle, possédant plusieurs sites d’acylation potentiels. L’usage d’outils de 

modélisation moléculaire permet le développement d’une méthode de prédiction de la 

faisabilité, de détermination des causes de la sélectivité d’une réaction et donc de permettre 

l’intensification d’une réaction d’acylation enzymatique sélective donnée et souhaitée. La 

modélisation moléculaire constitue donc un outil précieux permettant, in-silico et pour un 

catalyseur enzymatique dont la structure est connue, de limiter les coûts (financiers, temps, 

énergie) inhérents à l’identification des substrats réactionnels les plus adaptés. 

Dans l’étude à l’échelle réactionnelle, l’intensification de la réaction d’acylation enzymatique 

passe par une détermination expérimentale des potentialités des biocatalyseurs étudiés. Cela 

implique la mise en œuvre et l’étude de réactions de synthèse de différents substrats acylés, 

ainsi que des sélectivités réactionnelles associées. Les questions scientifiques de ce chapitre 

sont : 

 Quel est l’impact d’un changement de biocatalyseur, de substrats, sur la 

sélectivité et les performances réactionnelles ? 

À cette échelle ont été considérés différents couples enzyme-milieu réactionnel afin de 

comparer leurs performances et d’observer leurs sélectivités. Dans cette partie des réactions 

d’acylation de la lysine par différent donneurs d’acyles ont été catalysées soit par CALB 
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commerciale immobilisée (Novozym 435®) en solvant organique, soit par un mélange 

d’aminoacylases de Streptomyces ambofaciens, découvertes et produites dans le laboratoire et 

réalisant la réaction d’acylation en milieu aqueux. L’impact de la longueur de la chaîne 

carbonée du donneur de groupement acyle sur la sélectivité ainsi que sur les performances 

réactionnelles de Novozym 435® a été étudiée. Par ailleurs, pour un biocatalyseur donné, 

l’impact de la taille et de la solubilité de plusieurs accepteurs d’acyles sur les performances 

d’acylation a été étudié expérimentalement et par modélisation afin de rechercher des 

explications aux observations effectuées. 

L’étude à l’échelle du procédé, implique l’usage de biocatalyseurs immobilisés (catalyse 

hétérogène) ou libres (catalyse homogène). L’usage de la catalyse hétérogène permet la 

stabilisation et la récupération aisée du biocatalyseur tout en se prêtant bien à l’usage de 

procédés catalytiques continus, en général préférés à l’échelle industrielle. À ce niveau, le 

choix du réacteur et son usage doit être adapté au type de catalyse (homogène ou hétérogène) 

ainsi qu’à la nature du milieu réactionnel constitué des substrats et produits plus ou moins 

concentrés et du solvant réactionnel (anhydre ou non) dont le choix est dicté par l’enzyme 

utilisée. Les questions scientifiques de ce chapitre sont : 

 Quel est l’impact de l’immobilisation sur les aminoacylases de S. ambofaciens ? 

 Quel est l’impact du mode de chauffage et d’agitation sur les performances 

réactionnelles ? 

À cette échelle, l’immobilisation des aminoacylases de S. ambofaciens sur des matériaux 

mésoporeux silicatés a été étudiée. Puis, l’impact du mode de chauffage a été étudié par 

comparaison entre le chauffage conventionnel et le chauffage par micro-onde en catalyse 

hétérogène avec Novozym435® en solvant organique et en catalyse homogène avec les 

aminoacylases de S. ambofaciens en milieux aqueux. Pour finir, l‘impact de l’agitation sur la 

réaction d’acylation de la lysine et l’acide oléique catalysée par les aminoacylases de S. 

ambofaciens en milieu aqueux a été étudié par comparaison des résultats obtenus par agitation 

mécanique (barreau aimanté) et en réacteur micro-structuré. 
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Schéma 1 : Démarche globale de la thèse 
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Chapitre1 : Étude bibliographique 

1. Acylation d’acide aminés et peptides 

La réaction d’acylation permet l’ajout d’un groupement acyle sur une molécule, ce 

groupement étant transféré depuis un agent acylant. Cette réaction d’acylation permet ainsi 

l’obtention de dérivés d'acides aminés et de peptides à propriétés bioactives et/ou techno-

fonctionnelles (Bordes and Holmberg, 2015; Craik et al., 2013). Les peptides présentent de 

nombreuses activités biologiques : antioxydantes, opioïdes, anti-hypertensives, anti-

cancéreuse... (Tableau 1.1). 

 

Tableau 1.1: Exemples de peptides et acides aminés bioactifs 

 

Acide aminé/peptide Séquence 
Activités biologiques / 
propriétés techno 
fonctionnelles 

Références 

β-CN f(84–86) 
β-Lg f(58–61)e 

VPP 
LQKW 

Anti-hypertensif 
(Hernández-Ledesma et al., 

2011) 
BHH-P1 
BHH-P2 
BHH-P3 

WEGPK 
GPP 

GVPLT 
Anti-oxydant (Chi et al., 2015) 

Carnosine 
HTP-1 

β-AH 
GTEDEDK 

Neuroprotecteur 
(Pangestuti et al., 2013; Shen 
et al., 2007; Verheyen et al., 

2013) 
Labyrinthopeptin A1, 
Theopapuamide B-D, 

Celebeside A-C 

Polypeptides 
depsipeptides 

Antiviral 
(Férir et al., 2013; Ngo et al., 

2012; Plaza et al., 2009) 

Bactridines, Defensin-
NV 

polypeptides Antimicrobien 

(Díaz et al., 2009; Findlay et 
al., 2012; Li et al., 2012; 

Pinazo et al., 2016; Ye et al., 
2010) 

DAMGO, Biphalin 
YAGFG, 
(YAGF)2 

Opioïde (Lindqvist et al., 2015) 

CB1a, Epinecidin-1 polypeptides Anti-cancer 
(Harris et al., 2013; Lin et 
al., 2009; Wu et al., 2009) 

Perfactant AM1 

Ac-MKQLADS 
LHQLARQ 
VSRLEHA-

CONH2 
tensioactif 

(Dexter and Middelberg, 
2008; Infante et al., 2004; 

Malcolm et al., 2007) 
Nα-acyl arginine methyl ester 
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Ces activités biologiques rendent ces molécules très intéressantes dans les domaines 

thérapeutiques, cosmétiques et nutraceutiques. Cependant, leur polarité peut limiter leur 

transfert passif à travers les membranes cellulaires, telles que celles de l’épithélium intestinal, 

diminuant ainsi leur biodisponibilité dans le cas d’une ingestion orale. La biodisponibilité 

concerne alors la fraction d’une quantité de molécules ingérées atteignant effectivement la 

circulation sanguine et donc susceptible d’agir via leur fixation sur des récepteurs appropriés. 

L’acylation des molécules en question, acides aminés ou peptides, peut donc permettre, en 

générant un édifice plus apolaire, d’améliorer leur biodisponibilité et donc leur capacité à être 

active. 

De plus, leur acylation peut également permettre leur protection vis-à-vis d’attaques 

protéolytiques endogènes et accroître ainsi leur stabilité (Nestor et al, 2009). Par ailleurs, 

l’ajout d’un acide gras apolaire sur un acide aminé ou un peptide polaire permet l’obtention 

d’une molécule amphiphile présentant des propriétés de tension de surface intéressantes. Les 

acides aminés acylés pourront ainsi être utilisés comme agents tensio-actifs qui sont des 

acteurs et vecteurs irremplaçables en cosmétique, en raison de leurs excellentes propriétés de 

surface, de leurs activités biologiques intéressantes et de leur faible potentiel de toxicité. 

 

 Avantages 

 Propriété de surface 

Les molécules tensioactives sont largement utilisées pour leur potentiel dans les applications 

pharmaceutiques, cosmétiques, ménagères et alimentaires (Bellahouel et al., 2001). 

Actuellement, les impacts sur l’environnement, la biodégradabilité et la biocompatibilité sont 

devenus des paramètres d’importance équivalente aux propriétés de surface de ces molécules 

(Morán et al., 2004). La recherche de nouvelles bio-molécules tensioactives constitue donc un 

défi d’une grande importance. 

Les peptides et les acides aminés sont, pour la plupart, des molécules de nature hydrophile. 

Lorsque l’acylation d’acide aminé ou de peptide est réalisée avec des composés à longue 

chaîne apolaire, les produits obtenus possèdent alors une activité de surface élevée. Ces 

molécules sont appelées tensioactifs (Gautam and Tyagi, 2006; Infante et al., 2004). De 

nombreuses études ont indiqué que l’utilisation d’acides aminés et d’hydrolysats de protéines 

issus de l’industrie, comme matières premières pour synthétiser des tensioactifs, pouvait 
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permettre de générer des tensioactifs globalement plus efficaces et moins coûteux (Foley et 

al., 2012; Pinazo et al., 2016). De plus, la grande variété d’acides aminés et d’acides gras 

permet la création d’une grande diversité de bio-tensioactifs aux propriétés variables (Chandra 

and Tyagi, 2013). L’usage direct de lipopeptides bactériens ou de peptides amphiphiles en 

tant que tensioactifs peut également s’avérer intéressant. Si les lipopeptides sont des 

molécules dont la production est difficile à réaliser et coûteuse, en revanche, les peptides 

amphiphiles tels que la surfactine sont eux largement produits et utilisés. Leurs propriétés de 

surfaces très intéressantes sont  utilisées pour des applications de nettoyage et de récupération 

d’huile (Dexter and Middelberg, 2008). 

Des travaux ont permis de définir des propriétés interfaciales, telles que la concentration 

micellaire critique et la température de Krafft (température minimum critique de formation de 

micelle) de molécules tensioactives. Ces travaux ont montré qu’avec de nouveaux tensioactifs 

constitués d’acides aminés (sérine, tyrosine et hydroxyproline) et d’acides gras de longueurs 

de chaîne variables (12-18), saturés et insaturés, la concentration micellaire critique était 

faible et que cette dernière augmentait avec la présence d’insaturation(s) sur la chaîne 

carbonée, alors que la température de Krafft, elle, diminuait avec la présence et 

l’augmentation d’insaturations (Brito et al., 2011). 

 

 Biodisponibilité 

L’amélioration de la biodisponibilité de peptides et protéines bioactifs utilisés comme 

médicaments est un challenge extrêmement important. En effet, l’administration de ces 

médicaments se fait dans 60 % des cas par voie orale et les peptides généralement polaires 

possèdent des difficultés pour passer au travers de la barrière epithélio-intestinale ce qui 

conduit à une biodisponibilité de l’ordre de 1-2 % seulement (DeVane, 2009; Hamman et al., 

2005). Les molécules bioactives administrées par voie orale peuvent également être la cible 

de protéases présentes dans le système digestif. L’acylation constitue une des solutions à ce 

problème. Il a par exemple été démontré in vitro que la longueur de la chaîne carbonée de 

l’agent acylant joue un rôle dans la protection contre les protéases (Asada et al., 1994). 

En 2013, 40 peptides/protéines se trouvaient sur le marché pharmaceutique, environ 270 

étaient en phase clinique et 400 en phase préclinique (Renukuntla et al., 2013; Vlieghe et al., 

2010). Pour améliorer le transfert de ces molécules au travers des barrières de l’organisme, 
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différentes techniques ont été envisagées telles que l’encapsulation, l’utilisation d’agents 

chélatants, de sels biliaires, d’acyl-carnitine ou encore différentes modifications chimiques 

(Renukuntla et al., 2013). Les modifications chimiques peuvent consister en une modification 

d’acides aminés, PEGylation ou encore acylation. Par exemple l’acylation de la tétragastrine a 

montré une amélioration de sa biodisponibilité représentée par une augmentation de la 

sécrétion d’acide gastrique. L’acylation de l’insuline sur la lysine29 de la chaîne B a permis 

une amélioration de sa biodisponibilité. En effet, cette modification chimique a amélioré la 

solubilité de l’insuline ainsi que la liaison avec l’albumine, ce qui prolonge l’action 

hypoglycémiante en augmentant le temps de circulation dans le sang (Frokjaer and Otzen, 

2005; Kurtzhals et al., 1995). 

La difficulté des peptides à passer la barrière hémato-encéphalique a été également très 

étudiée (Egleton and Davis, 1997; Witt et al., 2001). Le cerveau est une cible importante pour 

des peptides neuropharmaceutiques. L’amélioration de la biodisponibilité de ces molécules est 

donc indispensable. La somatostatine fait partie de cette catégorie de peptides et est utilisée 

pour le traitement contre le cancer, l’acromégalie (production excessive d’hormone de 

croissance) ou encore en tant qu’opioïde.  

 

 Modulation des activités biologiques 

La modification structurale des acides aminés et des peptides lors de l’acylation peut 

provoquer des modifications de l’activité biologique de ces molécules. Une étude réalisée sur 

des tensioactifs obtenus par synthèse chimique de type N-ε-acyl-lysine et N-α-acyl-acide 

aminé méthyl ester a comparé leurs activités biologiques ainsi que leurs biodégradabilités et la 

formation de micelle. Les résultats ont indiqué que la présence d’une charge cationique 

affecte l’activité antimicrobienne et hémolytique (Pérez et al., 2009). L’étude de la relation 

structure-fonction de plusieurs tensioactifs constitués d’arginine a permis de montrer que la 

présence de deux charges augmente l’activité antimicrobienne, la présence d’ester augmente 

la biodégradabilité et enfin il a été démontré que l’hydrophobicité était un paramètre influant 

négativement la toxicité et la biodégradabilité des tensioactifs (Morán et al., 2001). Une étude 

comparative de la cytotoxicité de mono- et di-acyl glycerol, acide glutamique ou mono-acyl 

glycérol, arginine a montré que les tensioactifs di-acylés vont généralement conférer une 

cytotoxicité moindre mais une phototoxicité plus importante (Figure 1.1) (Vinardell et al., 

2008). 
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Figure 1.1: Structure des tensioactifs : mono- et di-acyl glycerol acides aminés (E : acide 
glutamique ; R : arginine) 

 

 Inconvénients 

L’acylation de peptides et d’acides aminés peut également avoir une influence négative sur la 

bio-activité des molécules. En effet, les modifications structurales, la longueur de la chaîne 

carbonée du donneur d’acyle ou encore la régio-sélectivité de la réaction sont différents 

facteurs pouvant inhiber ou diminuer l’activité des biomolécules acylées. 

Par exemple, l’acylation du peptide α-conotoxine-MII sur la chaîne latérale empêche la 

formation d’une structure hélicoïdale, ce qui engendre la perte de l’activité neuro-protectrice 

de ce peptide (Blanchfield et al., 2003). La position de l’acide gras est d’une grande 

importance comme l’a démontré l’équipe de Koda au cours de l’étude de l’acylation de 

l’endomorphine-1-LAAn (n : étant le nombre de carbone de la chaîne grasse). Lors de cette 

étude, il a été observé une baisse de l’activité opioïde liée à la baisse de l’affinité de la 

molécule pour son récepteur. L’acylation ayant lieu sur l’extrémité C-terminale de 

l’endomorphine-1-L-AAn responsable de la reconnaissance de cette molécule par le récepteur 

(Koda et al., 2008). De la même manière, une étude portant sur l’acylation de molécules 
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antiépileptiques a montré l’impact de la longueur de la chaîne carbonée et donc de la polarité 

sur l’activité anti-convulsion. Il a été observé une diminution de l’activité corrélée à une 

augmentation de la longueur de la chaîne carbonée. La diminution de l’activité étant 

engendrée par une diminution de l’affinité avec le récepteur (Zhang et al., 2009). 

La connaissance des molécules bioactives ainsi que leur mode de fonctionnement est donc 

très importante dans la perspective de réaliser l’acylation de ces molécules et de permettre le 

maintien de leurs activités. 

 

 Stratégie de synthèse des acides aminés et de peptides acylés 

 Synthèse chimique 

La réaction d’acylation par voie chimique dite de Schotten Baumann (Figure 1.2), est 

classiquement utilisée à échelle industrielle pour produire des dérivés d’acides aminés ou de 

peptides. Il s’agit d’une méthode de synthèse d’amide (ou d’ester) à partir d’un chlorure 

d’acyle et d’une amine (ou d’un alcool), en phase principalement aqueuse. Dans un premier 

temps, le groupe de chlorure d’acyle réagit avec une amine (ou ester) et libère un proton. 

Dans un second temps, une base capte le proton qui pourrait diminuer le rendement de la 

réaction. Il en résulte la formation de sel de chlore et d’eau. 

 

Figure 1.2 : Acylation chimique d’une fonction amine par la réaction de Schotten Baumann 

 

Cette réaction chimique a un rendement très élevé (≥ 90 %), mais les conditions 

réactionnelles, telles qu’un pH très alcalin et la production de sels, peuvent engendrer des 

problèmes en ce qui concerne l’acylation des molécules coûteuses et fragiles telles que les 

peptides. Cette synthèse se caractérise par une absence de sélectivité qui oblige à mettre en 

place des processus de protection et de dé-protection des fonctions (Di Gioia et al., 2014) et se 

traduit par des coûts de production accrus. L’utilisation de la réaction de Schotten-Baumann a 

d’autres inconvénients comme l’utilisation de chlorures d’acyle, dont la synthèse peut être 
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coûteuse et peu éco-compatible, l’utilisation de co-solvants organiques toxiques (DMF, 

DMSO, toluène, acétone...) et la génération de larges volumes d’effluents aqueux, riches en 

sels et solvants organiques mais contenant aussi des chlorures d’acyle n’ayant pas réagi et des 

acides gras issus de la réaction d’hydrolyse. Le traitement de ces effluents, surtout lorsqu’une 

précipitation acide par ajout d’acide fort (HCl) suivie d’un rinçage abondant est utilisée pour 

formuler les molécules acylées sous forme de poudre, s’avère très coûteux. Ces 

caractéristiques peu compatibles avec une synthèse respectueuse de l’environnement et 

impliquant des risques sur le site de production amènent aujourd’hui les industriels à 

s’intéresser à des méthodes de synthèses moins polluantes aussi bien dans une logique de 

« mieux produire » que dans une logique de réponse aux pressions sociétales et législatives. 

Devant l’intérêt de l’acylation des biomolécules telles que les acides aminés et certains 

peptides, des alternatives sont à mettre en place. La voie enzymatique alternative est apparue 

comme étant une méthode d’acylation attractive. 

 

  Synthèse enzymatique 

Le développement de bioprocédés pour la production d’acides aminés / peptides acylés est 

jusqu'à présent peu décrit dans la littérature. De tels procédés seraient pourtant fort utiles pour 

la synthèse d’acide aminés/peptides acylés montrant des propriétés techno-fonctionnelles ou 

des bioactivités intéressantes in-vivo. L'un des intérêts majeurs de la voie enzymatique est de 

proposer une stratégie novatrice en une étape dans des conditions expérimentales douces et en 

évitant les étapes de protection régio-sélective des fonctions qu’on ne souhaite pas acyler 

(Schmid et al., 2001). Pour ces raisons, plusieurs études ont rapporté l’utilisation d’enzymes 

pour la synthèse de dérivés acylés de diverses biomolécules comme les aminoalcools, les 

acides aminés, les peptides ou encore les polyphénols (M Ardhaoui et al., 2004; Furutani et 

al., 1996; Gremos et al., 2011; Husson et al., 2009, 2010; Kim et al., 2003). Les études 

concernant la synthèse enzymatique de peptides/acides aminés acylés se concentrent 

généralement sur des paramètres susceptibles de contrôler l’efficacité et la régio/chimio-

sélectivité de la réaction. Par exemple, le biocatalyseur doit être sélectionné en fonction de ces 

caractéristiques : type d’enzyme, activité et spécificité de substrat (Ferrari et al., 2014; Husson 

et al., 2011). La structure et l’état d’ionisation des substrats peuvent également influencer 

considérablement la réactivité des fonctions nucléophiles au cours de la N ou O- acylation 

enzymatique (Husson et al., 2008; Maugard et al., 1997, 1998). De même, le milieu 
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réactionnel a également une influence importante sur le procédé (Wescott and Klibanov, 

1994). 

 

 Synthèse chimio-enzymatique 

La voie enzymatique peut être couplée à la voie chimique pour favoriser une réaction de 

condensation entre les substrats et l’agent acylant. Dans certains cas, la synthèse enzymatique 

a plutôt servi de technique pour générer la protection de groupements (Goujard et al., 2004; 

Kadereit and Waldmann, 2000). D’autres approches concernant l’acylation enzymatique 

d’acides aminés possédant des chaînes latérales non chargées ont été décrites dans la 

littérature. Par exemple, la O-acylation de la sérine et de la thréonine catalysée par une lipase 

dans des solvants organiques tels que l’acétone, l’acétonitrile, le 2-méthyl-2-butanol ou le 2-

méthyl-2-propanol conduit à de très faibles rendements. La faible réactivité de leurs 

groupements hydroxyles respectifs est probablement liée à leur faible solubilité dans les 

solvants organiques. Pour pallier cette difficulté, la fixation covalente par voie chimique d’un 

groupe amide sur leur groupement carboxylique a été effectuée avant leur modification par 

réaction enzymatique. Ainsi, la solubilité de ces acides aminés modifiés a notablement 

augmenté, conduisant à une synthèse enzymatique plus efficace du O-lauroyl-sérinamide et 

du O-lauroyl-thréoninamide dans un solvant organique (Zhang et al., 2005). Une étude a 

également démontré la faisabilité de la O-acylation de la sérine catalysée par une lipase dans 

un solvant organique en utilisant le substrat pré-modifié : α-Cbz-L-sérine (Valivety et al., 

1997). Le problème de solubilité dans un solvant organique a été également souligné pour 

l’acylation de dipeptides. Par exemple, une étude a démontré la possibilité de N-acyler la 

lysine présente dans un dipeptide polaire (L-Phe-α-L-Lys et L-Ala-α-L-Lys) à l’aide de lipase 

de Pseudomonas cepacia et Aspergillus niger dans l’acétonitrile après greffage chimique 

préalable d’un groupement ter-butyl sur la fonction carboxylique terminale (Gardossi et al., 

1991). La difficulté majeure rencontrée dans la N-acylation des peptides et acides aminés 

réside dans le fait que ces molécules sont polaires (log P << 0) et peu compatibles avec les 

solvants apolaires et anhydres permettant de solubiliser les donneurs d’acyles eux-mêmes 

apolaires (log P >>0) que sont les acides gras ou les esters.  
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2. Étude multi-échelle du procédé d’acylation enzymatique 

La Figure 1.3 représente les différentes échelles sur lesquelles il est possible d’intervenir afin 

d’étudier une réaction enzymatique : 

 

Figure 1.3: Représentation spatiale et temporelle des multiples échelles du procédé d’acylation 
enzymatique 

 

Trois échelles sont considérées :  

− l’échelle moléculaire permet d’améliorer la compréhension des mécanismes 

réactionnels ainsi que la sélectivité d’enzyme de structure connue.  

− l’échelle réactionnelle, envisage différents substrats et couples enzyme-milieu choisis, 

afin de comparer leurs performances et sélectivités. 

− l’échelle du procédé, différents modes de chauffage et d’agitation sont envisagés ainsi 

que l’immobilisation d’enzyme permettant d’envisager des procédés continus ainsi 

que la stabilisation et la récupération du biocatalyseur. 

 

Dans la suite de ce chapitre l’échelle réactionnelle est abordée avant l’échelle moléculaire afin 

d’évoquer directement les enzymes d’intérêt. 
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 Échelle réactionnelle 

La réaction d’acylation permet l’ajout d’un groupement acyle sur une molécule, ce 

groupement étant transféré depuis un agent acylant (Figure 1.4). 

 

 

Figure 1.4: Schéma de la réaction d’acylation catalysé par une enzyme 

 

 Enzymes catalysant la réaction d’acylation en milieu non-

aqueux 

Les enzymes hydrolytiques sont classiquement utilisées pour catalyser ces réactions. En 

particulier, les lipases qui sont des hydrolases triacylglycérol (EC 3.1.1.3), capables de 

catalyser les réactions d’acylation en milieu non aqueux. Les lipases sont déjà utilisées dans 

les industries : alimentaires, pharmaceutiques, cosmétiques et hygiéniques (Nestl et al., 2011). 

En effet, ces enzymes possèdent une spécificité de substrat large et ne nécessitent pas la 

présence de coenzyme. L’une des lipases les plus utilisées dans le domaine industriel est la 

lipase B de Candida antarctica (CALB) qui est utilisée pour la synthèse de composés 

multifonctionnels dans les solvants organiques tels que des dérivés de vitamines, de sucres, 

d’acides aminés ou de phénols (Ganske and Bornscheuer, 2005; Klibanov, 2001; Wescott and 

Klibanov, 1994; Zaks and Klibanov, 1985). 

Les lipases sont utilisées dans des milieux réactionnels dits « non conventionnels » car non-

aqueux ou avec très peu d’eau sous forme libre. Ces milieux ou solvants réactionnels sans ou 

avec très peu d’eau libre peuvent-être, comme cela sera vu plus loin, des solvants organiques, 

des liquides ioniques, des solvants eutectiques profonds ou encore des fluides supercritiques 

tels que le CO2 supercritique. Un solvant adéquat doit permettre de maintenir l’activité de 

l’enzyme ainsi que la solubilisation correcte de l’accepteur et du donneur d’acyle. Les 

solvants organiques permettent une bonne solubilité de substrats non polaires (Doukyu and 

Ogino, 2010; Hudson et al., 2005; Ogino and Ishikawa, 2001) mais la solubilisation des 

substrats polaires tels que les acides aminés et les peptides y est difficile. Le même problème 
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existe avec le CO2 supercritique, où les acides aminés et peptides sont très peu solubles. 

L’utilisation de solvants de type ioniques ou eutectiques profonds est à ce jour considérée 

comme un moyen potentiel de solubiliser correctement substrat polaires et apolaires en vue 

d’une acylation lipasique (Lozano, 2010).  

 

 Paramètres influençant les réactions en milieu non-aqueux 

2.1.2.1. La nature du milieu 

2.1.2.1.1. Solvants organiques  

Les milieux organiques constituent un environnement favorable pour les réactions 

enzymatiques et particulièrement pour l’acylation par les lipases, puisque le milieu doit 

posséder une très faible activité de l’eau afin d’éviter la réaction réverse d’hydrolyse. 

L’utilisation de ces milieux organiques permet également l’augmentation de la solubilité des 

substrats apolaires. En effet, la solubilisation des substrats au moins partielle est une condition 

importante pour réaliser une réaction enzymatique. Pour l’acylation de substrats polaires tels 

que les acides aminés et peptides, les solvants organiques polaires sont les plus adaptés car 

ceux-ci permettent une bonne solvatation (Chebil et al., 2007). Les réactions enzymatiques en 

solvants organiques présentent de nombreux autres avantages tels que l’augmentation de la 

thermo-stabilité de l’enzyme (Zaks and Klibanov, 1984), la modification de la spécificité pour 

les substrats (Carrea et al., 1995), la récupération facile du produit par évaporation du solvant. 

Cependant, le plus grand intérêt reste leur aptitude à catalyser des réactions cinétiquement et 

thermodynamiquement non favorables en milieux aqueux. Les réactions en solvants 

organiques ont été très étudiées entre 1989 (Klibanov, 1989) et la première décennie des 

années 2000. Mais en raison de leur caractère peu écologique, elles sont actuellement 

partiellement déconsidérées et des milieux alternatifs ont été suggérés. 

 

2.1.2.1.2. Liquides ioniques 

Les liquides ioniques sont des sels organiques constitués d’un anion organique ou inorganique 

et d’un cation organique. Ce type de milieu a la capacité, à température ambiante, de se 

comporter comme un solvant et leurs propriétés intrinsèques peuvent être modulées en 

fonction du choix de la nature chimique de l’anion et du cation. Actuellement, un grand 
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nombre de liquides ioniques a été décrit dans la littérature. Ils permettent d’augmenter 

considérablement l’activité et la stabilité enzymatique en comparaison avec les milieux 

réactionnels classiques et leur utilisation peut être une solution au problème de solubilité des 

composés polaires (Gordon, 2001; Jain et al., 2005; Kaar et al., 2003; L. J. Lozano et al., 

2011; Sheldon et al., 2002; van Rantwijk et al., 2003). En effet, en jouant sur la composition 

des liquides ioniques, ceux-ci possèderont un caractère plutôt hydrophobe ou hydrophile. Des 

travaux ont montré que, contrairement à l’utilisation de solvants organiques, les liquides 

ioniques ayant un caractère hydrophile permettent le maintien de l’activité de synthèse de 

CALB (Zhang et al., 2005). De plus, ce milieu réactionnel permet une amélioration de 

l’énantio-sélectivité et de la régio-sélectivité des biocatalyseurs. Ce phénomène serait dû à la 

capacité des liquides ioniques à maintenir la structure tridimensionnelle optimale de l’enzyme 

(Kim et al., 2003; Li et al., 2008; Yasmin et al., 2007). 

Husson et al., (2009) ont mené une étude sur la chimio-sélectivité et l'efficacité de l'acylation 

du dipeptide Lys-Ser catalysée par une lipase. Ils ont pu démontrer que l'utilisation du liquide 

ionique [BMIM] + [PF6] - permet d'améliorer significativement la solubilité du dipeptide Lys-

Ser, HCl, et le taux de conversion du substrat aminé (Husson et al., 2009). 

Au sein des liquides ioniques, les interactions mises en jeu peuvent affecter le micro-

environnement de l'enzyme. Bien qu'il existe une large gamme de liquides ioniques 

facilement disponibles actuellement, les données sur les propriétés de solvatation des liquides 

ioniques sont assez limitées et totalement insuffisantes pour permettre une prévision fiable du 

meilleur choix de l’association anion - cation pour la réaction. Cependant, les liquides 

ioniques ont un grand potentiel pour les biotransformations de substrats fortement polaires. 

Les liquides ioniques, même très polaires, n’inactivent pas les enzymes contrairement aux 

solvants organiques de polarité similaire, et ceux-ci peuvent être utilisés sous basse pression 

pour éliminer les produits volatiles tels que l'eau car leur tension de vapeur est très faible et 

bien inférieure à celle de l’eau (Irimescu et al., 2004). 

Néanmoins, en raison de leur coût, l’utilisation de liquides ioniques dans l’industrie ne 

pourrait être envisagée que pour la synthèse de molécules à très haute valeur ajoutée, sauf 

s’ils peuvent être complètement recyclés (Villeneuve, 2007). Par ailleurs certaines 

interrogations demeurent sur l’impact carbone de leur fabrication et sur leur toxicité 

(Docherty and Kulpa, Jr., 2005). 
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2.1.2.1.3. Milieux fondus (ou milieux sans solvants) 

L’utilisation de milieux fondus consiste à réaliser les réactions enzymatiques dans des 

systèmes sans solvant. Dans le cas de la réaction d’acylation, l’agent acylant va à la fois servir 

de substrat et de solvant réactionnel ce qui permettra d’orienter la réaction vers la synthèse de 

molécules acylées tout en respectant les exigences environnementales actuelles. En 2008, une 

étude a obtenu un rendement de conversion de 43% pour la réaction d’acylation du dipeptide 

Ser-Lys en milieux fondu avec l’acide oléique catalysée par CALB (Husson et al., 2009). Une 

autre équipe a travaillé sur la production de dérivé acylé d’alkanolamine de structure proche 

de celle des céramides à intérêt cosmétologique et alimentaire, à partir d'acides gras libres. 

Dans cette étude, l’intérêt de l’utilisation d’un milieu sans solvant a été démontré par 

l’obtention de produit de qualité industrielle que ce soit pour l'aspect physique ou la 

composition chimique de grande pureté. De plus, dans ces conditions de réaction, l’enzyme 

est à la fois très active et montre une bonne stabilité (Tufvesson et al., 2007). 

 

2.1.2.1.4. CO2 supercritique 

L’usage du CO2 supercritique en tant que solvant non-conventionnel pour la catalyse 

enzymatique émerge de plus en plus depuis une dizaine d’années. Peu cher, non-inflammable, 

non toxique, recyclable, avec une supercriticité atteinte à 31.1°C et 73.8 bars (7,4 MPa) 

seulement (conditions compatibles avec la catalyse biologique), le CO2 présente donc de 

nombreux avantages par rapport aux solvants organiques. Au-delà de son point critique, le 

CO2 est dit supercritique (Figure 1.5). 

 

Figure 1.5: Diagramme de phase du dioxyde de carbone 
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Il ne s’agit pas d’un état physique même si on parle d’état supercritique mais plutôt d’un CO2 

ayant une densité pouvant être aussi élevée que celle d’un liquide (celle de l’eau par exemple 

égale à 1 mais aussi au-delà de 1) mais avec une viscosité et une diffusivité aussi faibles que 

celles d’un gaz. En jouant sur le couple pression-température, les propriétés du CO2 

supercritique peuvent être facilement ajustées et son aptitude à solubiliser des substrats et des 

produits réactionnels plutôt apolaires et de faible poids moléculaire peut-être grandement 

modifiée selon que l’on utilise un CO2 supercritique plus ou moins dense et plus ou moins 

chaud. Une haute densité du CO2, en général associée à un bon pouvoir solvant, n’est 

d’ailleurs pas le seul facteur à considérer en catalyse enzymatique (comme en extraction de 

biomolécules d’ailleurs). En effet, lorsqu’un CO2 supercritique est chauffé à pression 

constante, sa densité diminue et donc, a priori, son pouvoir solvant également (et ce d’autant 

plus vite que la pression est basse). Mais, si les solutés sont assez volatiles, leur pression de 

vapeur dans le CO2 va augmenter et faciliter leur solubilisation, compensant ainsi la moindre 

densité et donc le moindre potentiel de solubilisation du CO2. C’est l’effet net de ces deux 

évolutions opposées, baisse de densité du CO2 et hausse de pression de vapeur des solutés, qui 

va faire qu’une évolution du couple pression-température va favoriser ou non la solubilisation 

des substrats et produits de la réaction enzymatique et donc, a priori, la catalyse enzymatique 

(Celia et al., 2005; Yasmin et al., 2006) 

L’activité et la stabilité de l’enzyme, sont également très sensibles à la pression et à la 

température du CO2. La très grande diffusivité du CO2 favorise le transfert des substrats 

réactionnels vers le site actif de l’enzyme et permet souvent d’obtenir des vitesses de catalyse 

supérieures à celles observées en solvants organiques. Ce milieu a, par exemple, été utilisé 

pour catalyser la réaction de O-acylation du 3-benzyloxypropane-1,2-diol avec de l'acétate de 

vinyle en tant que donneur d'acyle, par une lipase issue du pancréas de porc (Kmecz et al., 

2006). La lipase B de C. antarctica (CALB), sous forme immobilisée par adsorption sur des 

billes macroporeuses de résine acrylique dont le nom commercial est Novozym 435®, est la 

plus utilisée pour réaliser des réactions de synthèse en CO2 supercritique. Cette enzyme a 

ainsi été utilisée pour la synthèse par transestérification de geranyl butyrate à partir de 

géraniol et de methylbutyrate (Varma et al., 2010), pour la synthèse par estérification de 

citronellol laurate à partir β-citronellol et d’acide laurique (Habulin et al., 2007) ou encore 

pour la synthèse par transestérification d’esters méthyliques d’acides gras (biodiesel) à partir 

de triglycérides et de méthanol (Lozano et al., 2011). 
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L’utilisation de CO2 supercritique pour la biocatalyse apparait donc comme une technique 

innovante et avantageuse pour exécuter de nombreuses réactions ; cependant beaucoup reste à 

faire pour assurer simultanément la stabilité et l’activité catalytique de l’enzyme utilisée. Le 

CO2, est par ailleurs, un mauvais solvant pour les acides aminés et peptides. Enfin, en 

présence d’eau, il peut former des liaisons carbamate avec les fonctions amine des acides 

aminés/peptides pouvant potentiellement rendre ces fonctions amine non disponibles pour la 

N-acylation. Il s’agira donc de tenter de lever ces verrous afin de pouvoir envisager une 

véritable intensification de procédé de N-acylation des AA ou peptides sous CO2 

supercritique. 

 

2.1.2.1.5. Milieux biphasiques 

Les milieux biphasiques sont la combinaison de 2 milieux non-miscibles afin de pouvoir 

cumuler les avantages de chacun. De plus, ce type de milieu peut être interessant dans le cas 

de l’activation interfaciale existant chez certaines lipases. L’utilisation de ces milieux 

hétérogènes va permettre également de pallier les problèmes, coûteux et difficiles à mettre en 

œuvre, de séparation des substrats, produits, et biocatalyseurs, qui sont rencontrés lors de 

biocatalyse en milieux homogènes. Différentes combinaisons peuvent être utilisées : les 

systèmes biphasiques aqueux et non aqueux. 

Les systèmes biphasiques aqueux sont généralement constitués d’une phase majoritaire 

aqueuse et d’une deuxième phase composée du donneur d’acyle. Plusieurs études ont permis 

de démontrer l’efficacité de ce genre de système. Par exemple, l’équipe de Vaysse a étudié 

l’utilisation de milieux aqueux biphasiques sans solvant organique (aw > 0,9) pour catalyser 

des réaction d’estérification par différentes lipases (Vaysse et al., 2002). Dans cette étude, une 

émulsion est réalisée par sonication et stabilisée par ajout de polyvinylalcool. D’autres 

systèmes biphasiques sont constitués d’un solvant organique et d’une phase aqueuse afin de 

permettre de solubiliser des substrats de polarités différentes (Gerard, 2016; Ilmi et al., 2016; 

Kraai et al., 2008). La biocatalyse en milieux multiphasiques non-aqueux et sans solvant 

organique a été réalisée pour la première fois en 2002 par l’équipe de Lozano avec un milieu 

constitué de liquide ionique et de CO2 supercritique permettant ainsi de développer des 

procédés chimiques entièrement verts dans des environnements non aqueux (Habulin et al., 

2007; Lozano et al., 2002). L’intérêt de l’usage d’un milieu biphasique CO2 / liquide ionique 

réside également, dans le fait que le CO2 n’entraîne pas les liquides ioniques ce qui leur 
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permet d’enrober l’enzyme et de la rendre plus stable pendant que le CO2 véhicule les 

substrats. 

Dans cette mise en œuvre de milieux biphasiques, il est également important d’avoir une 

bonne compréhension du comportement de chacune des phases pour déterminer les conditions 

de température et de pression idéales pour obtenir une viscosité faible du liquide ionique ainsi 

qu’un bon transfert de masse (Lozano, 2010).  

 

2.1.2.1.6. Solvants eutectiques 

Les solvants eutectiques ou mélanges eutectiques profonds font partie des nouveaux solvants 

qui sont apparus ces dernières années avec l’émergence de la «chimie verte». Ces solvants 

consistent à mélanger au moins deux constituants qui peuvent s'associer par des interactions 

non covalentes pour former un mélange. Ces constituants sont des sels organiques 

(ammonium ou phosphonium) associés à des sels de métaux ou des donneurs de liaisons 

hydrogènes (Abbott et al., 2004). Le mélange est issu de l’association des différents 

constituants par des liaisons intermoléculaires non-covalentes qui sont le plus souvent des 

liaisons hydrogènes. La création de ce réseau va avoir pour effet de diminuer le point de 

fusion du mélange par rapport à ses constituants pris séparément. Contrairement aux liquides 

ioniques, cette préparation est facilement réalisable, peu nocive, possède une stabilité 

thermique et une biodégradabilité importante (Durand et al., 2015). Ces solvants possèdent 

également une teneur en eau très faible ce qui est un atout lorsque l’on veut réaliser des 

synthèses catalysées par des lipases.  

Actuellement, il n’existe que peu d’études de biocatalyse dans les solvants eutectiques. En 

2008 ont été réalisés pour la première fois des essais de transesterification par des lipases 

(Gorke et al., 2010). Les résultats obtenus avec CALB ont montré une activité plus élevée 

qu’avec des liquides ioniques et équivalente à celle obtenue en solvant organique. 

L’amélioration des performances de CALB dans les solvants eutectiques a également été 

observée dans le cas de méthanolyse d’huile de soja dans un mélange de chlorure de 

cholinium et de glycérol (Zhao et al., 2013). De plus, la même équipe a observé un impact du 

ratio molaire sur les performances de la réaction et la sélectivité. En effet, une diminution de 

la teneur en glycérol augmente l’activité thermodynamique des espèces anioniques et 

engendre donc une plus forte dénaturation des enzymes. D’autres travaux ont étudié l’impact 
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de paramètres tels que l’activité de l’eau et le pH sur des réactions catalysées par des lipases 

en solvants eutectiques. Les résultats obtenus ont permis de démontrer l’importance de 

l’hydratation des solvants eutectiques. En effet, l’augmentation de la quantité d’eau dans les 

solvants eutectiques engendre une augmentation de l’activité spécifique de CALB, des taux de 

conversion ainsi qu’une diminution de leur viscosité ce qui améliore le transfert de masse 

(Durand, 2013). L’ajout d’eau n’a pas provoqué de modification du pH puisque celui-ci 

dépend essentiellement de la nature du donneur de liaison hydrogène.  

 

2.1.2.2. Influence de la teneur en eau 

Un des principaux facteurs qui doit être maîtrisé est la teneur en eau dans le système de 

réaction. En effet, il existe une relation directe entre l’activité d’une lipase et la teneur en eau 

dans le milieu réactionnel. Afin de favoriser l’activité de synthèse plutôt que l’hydrolyse, de 

nombreuses études ont démontré l’importance de maintenir une activité de l’eau (aw) 

inférieure à 0,1 (Humeau et al., 1998a, 1998b; Wehtje et al., 1997). Mais, pour maintenir une 

activité de synthèse optimale de la lipase dans un solvant organique, une teneur en eau 

minimale est tout de même requise. Cette condition préalable est due à l’effet de l’eau sur la 

polarité du site actif, sur la flexibilité de l’enzyme et sur l’équilibre thermodynamique de la 

réaction (Furutani et al., 1996; Klibanov, 2001). De plus, même après séchage, des molécules 

d’eau restent liées à l’enzyme, contribuant à garder sa structure active et à accroître son 

activité (Zaks and Klibanov, 1988). 

Parallèlement, une teneur en eau trop importante dans le milieu réactionnel peut empêcher la 

diffusion des substrats hydrophobes vers l’enzyme et augmente considérablement l’activité 

hydrolytique enzymatique résiduelle (Valivety et al., 1993). Afin de réduire l’impact de l’eau 

au cours de la réaction plusieurs techniques sont envisageables telles que l’ajout de tamis 

moléculaire ou la diminution de la pression pour respectivement piéger ou évaporer les 

molécules d’eau résiduelles (Chamouleau et al., 2001; Husson et al., 2009; Valivety et al., 

1992). L’usage de tamis moléculaire perd cependant son efficacité une fois que ce dernier 

devient trop chargé voire saturé en eau. Des cycles de régénération ou de remplacement de ce 

tamis sont donc à envisager ce qui n’est pas très compatible avec un objectif de procédé 

performant et continu. L’usage d’un vide pour éliminer l’eau peut être très intéressant, comme 

l’a montré Tufveson en milieu fondu (Tufvesson et al., 2007). 
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Les travaux de Léonard-Nevers et al. ont porté sur l'effet de l’aw sur l'activité et 

l'énantiosélectivité de CALB (Léonard-Nevers et al., 2009). Ils ont évalué l’influence de la 

teneur en eau (0 < aw < 0,5) sur des réactions d’acylation d’alcools secondaires avec comme 

donneur d’acyle du propanoate de méthyle dans un réacteur lit fixe séché avec de l’azote 

avant de faire passer le solvant, et avec injection en continu des substrats. Les résultats 

obtenus ont montré un effet de l’aw important sur l'activité et l'énantiosélectivité de CALB. La 

Figure 1.6.1 représente le ratio énantiomérique en fonction de l’activité de l’eau avec 

différents alcools comme accepteur d’acyle. Ces résultats montrent une augmentation de 

l’énantiosélectivité lorsque l’aw est très faible pour le pentan-2-ol et l’hexan-2-ol. Lorsque 

l’activité de l’eau augmente au-delà d’un certain seuil, l’énantiosélectivité diminue excepté 

pour le butan-2-ol.  

Dans cette étude, il a été montré que la diminution de l’énantiosélectivité était due à une 

augmentation défavorable du terme entropique et donc à une différence d’énergie libre 

d’activation. L’observation d’une augmentation puis d’une diminution de l’énantiosélectivité 

pour le pentan-2-ol et l’hexan-3-ol serait induite par le passage par un seuil d’aw permettant le 

recouvrement complet des groupements polaires du biocatalyseur immobilisé.  

Sur la Figure 1.6.2 sont représentés les rendements des réactions d’acylation en fonction de la 

teneur en eau. Pour le pentan-2-ol et l'hexan-3-ol, on observe une augmentation de l’activité 

lorsque la teneur en eau est comprise entre 0 et 0,02 puis une diminution de celle-ci. Ces 

résultats représentent bien l’action de l’eau comme un nucléophile compétitif voire un 

inhibiteur compétitif d'alcools au-delà d’un certain seuil. Ce phénomène a été confirmé par 

une étude de modélisation moléculaire (Léonard et al., 2007). 
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Figure 1.6: Influence de l’activité thermodynamique de l’eau, aw, (1) sur l’énantiosélectivité de la 
lipase B de Candida antarctica pour l’acylation du pentan-2-ol (▲) et de l’hexan-3-ol (□) A du 
butan-2-ol (○) et de l’octan-4-ol (♦) B avec le méthyl propanoate comme donneur d’acyle. (2) sur 
l’activité acyltransferase L’échelle de droite se réfère à l’octan-4-ol. 

 

2.1.2.3. Influence de l’état d’ionisation 

Au cours de l’acylation enzymatique d’acides aminés ou de peptides, un complexe ionique 

peut être établi entre le substrat aminé et les acides gras libres. En effet, si le groupement 

amine de l’accepteur d’acyle est protoné il va pouvoir interagir avec la fonction carboxylate 

des acides gras par des interactions électrostatiques. Cet état d’ionisation a été démontré lors 

de réactions d’acylation dans l’hexane de la N-méthyl-glucamine, avec différents acides gras, 

catalysées par la lipase de Rhizomucor miehei. Il a également été observé que plus le ratio 

accepteur/donneur d’acyle est faible, plus la population de molécules aminées est impliquée 

dans la paire d’ions (Maugard et al., 1997, 1998). Dans ce cas, la formation de ce complexe 

ionique, détectée par spectroscopie infrarouge, peut induire une meilleure solubilisation des 
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substrats polaires dans un solvant organique anhydre, conduisant à une meilleure disponibilité 

du substrat. Dans une autre étude, la formation d’un complexe semblable n’a eu aucun effet 

sur la solubilité du substrat (6-amino-1-hexanol) dans le solvant 2-méthyl-2-butanol (Husson 

et al., 2008). Parfois, la formation d’un complexe ionique conduit à un complexe insoluble 

limitant considérablement la disponibilité des substrats de l’enzyme (Fernández-Pérez and 

Otero, 2003, 2001) 

. L’état de protonation des substrats aminés peut affecter la réactivité du groupement amine et 

donc la chimio-sélectivité de l’acylation. Cela a été démontré dans une étude concernant 

l’acylation de Lys-Ser, HCl catalysée par CALB en présence d’acide oléique dans du 2-

méthyl-2-butanol. Pour pallier cette contrainte, les auteurs ont ajouté un grand excès de 

triéthylamine (base organique tertiaire) dans le milieu réactionnel permettant ainsi une 

augmentation du rendement pouvant atteindre 36 ± 5 % (Husson et al., 2009). 

En solvant organique, (2-methyl-butanol ou hexane) l’utilisation d’une base amine tertiaire, la 

diisopropylethanolamine permet de libérer la vanyllilamine de son sel d’hydrochloride afin de 

synthétiser de la vanillyloleamide en présence d’acide oléique catalysé par CALB (Reyes-

Duarte et al., 2002). Les complexes ioniques peuvent également se former en milieux non-

conventionnels tels que les systèmes sans solvant et les liquides ioniques (Irimescu et al., 

2004; Tufvesson et al., 2007). 

 

2.1.2.4. Impact de la température 

La température est un paramètre important pour les réactions enzymatiques. En effet, chaque 

enzyme possède un intervalle de température avec un optimum pour son activité catalytique. 

Les enzymes possèdent toutes une résistance plus ou moins grande aux températures 

extrêmes. A température trop élevée, des phénomènes de dénaturation de l’enzyme peuvent 

être observés, accompagnés par une perte d’activité de l’enzyme. Ces dénaturations sont en 

général endothermiques (consommation d’énergie pour vaincre certaines liaisons hydrogène 

permettant de stabiliser la structure 3D de l’enzyme) et l’enthalpie massique de dénaturation 

ainsi que la température de dénaturation (melting point temperature, Tm) peuvent-être étudiés 

précisément par calorimétrie différentielle. Il faut noter que les dénaturations sont plus ou 

moins réversibles ce qui signifie que, à la faveur d’un refroidissement, les protéines peuvent 

subir un refolding plus ou moins partiel et montrer un potentiel catalytique résiduel lui-même 
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plus ou moins important. La bonne stabilité thermique de CALB a déjà été démontrée dans de 

nombreuses études et des activités à des températures supérieures à 100°C, voire 150°C en 

liquide ionique et CO2 supercritique ont été observées (Lozano et al., 2003; Turner and 

Vulfson, 2000). Un lien a été mis en évidence entre l’inactivation thermique et la teneur en 

eau. En effet, en milieu non-aqueux, la quantité d’eau résiduelle dans la cavité catalytique de 

l’enzyme va varier avec la température (Kiran et al., 2001). L’effet de la température peut 

également favoriser la solubilisation des substrats. 

 

2.1.2.5. Influence des substrats 

La nature des substrats peut avoir une influence importante sur les réactions. Dans le cas de 

l’acylation, le co-produit va différer en fonction du donneur d’acyle. En effet si le donneur 

d’acyle est un acide gras, le co-produit sera une molécule d’eau alors que dans le cas de 

l’utilisation d’ester, une molécule d’alcool sera formée. La différence de co-produit va avoir 

un impact sur le rendement de la réaction car l’apparition de molécules d’eau va engendrer 

l’apparition d’hydrolyse contrairement à la présence d’alcool (Villeneuve, 2007). Plusieurs 

facteurs peuvent agir sur les propriétés thermodynamiques du substrat. La longueur de chaîne 

du substrat est l’un de ces facteurs. En effet, en fonction du nombre de carbone composant 

leur chaîne, les acides gras saturés vont avoir des températures de fusion pouvant aller de -37 

à +70°C (dans la plage C8-C18). De plus, les insaturations vont également avoir un impact 

sur les propriétés des acides gras. 

L’équipe de Vaysse a étudié l’impact de la longueur de la chaîne de différents acides gras sur 

des réactions de synthèse avec sept lipases différentes à 30°C et 50°C (Vaysse et al., 2002). 

Les réactions ont été réalisées avec un mélange d’acide gras dans du méthanol. Les résultats 

obtenus ont montré des profils de spécificité de longueur de chaîne différents en fonction de 

l’enzyme ainsi que des préférences dépendant de la température de réaction. Il a été observé 

que l'estérification des acides gras à chaînes courtes (C8-C10) est plus lente que dans le cas 

des chaînes longues (C12-C18). Pour la plupart des lipases, l’estérification de l'acide 

caprylique est presque nulle, probablement en raison d’un phénomène de solvatation plus 

important pour les chaînes courtes ce qui déplacerait sélectivement l’équilibre de la réaction 

vers leur l'hydrolyse. Cette étude a également montré l’impact d’une meilleure solubilité des 

acides gras à longue chaîne (plus de 14 carbones), quand la température dépasse leur point de 

fusion (Tableau 1.2).  
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Les résultats sont représentés sous la forme d’une constante de spécificité (1/α) définie selon 

l’équation suivante : 

1

𝛼
=

𝑙𝑜𝑔([𝑥]𝑡 [𝑥]0⁄ )

𝑙𝑜𝑔([𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑐𝑒]𝑡 [𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑐𝑒]0⁄ )
 

avec [𝑥]0 et [𝑥]𝑡 la concentration molaire d’un substrat en fonction de la référence qui est le 

meilleur résultat obtenu avec le même substrat initiale et à un temps t  

Ces auteurs expliquent également l’effet de la température par une rigidité trop importante des 

acides gras de C14 à C18 à des températures inférieures à leur point de fusion même si la 

présence des chaînes courtes permet une co-solubilisation. 

 

Tableau 1.2: Constantes de spécificité de l’estérification de différents acides gras à 30°C et 50 C 
en présence de 0.125 U de CALB (Vaysse et al., 2002) 

 C8 C10 C12 C14 C16 C18 

30°C 0,00 0,06 1,00 0,68 0,31 0,23 

50°C 0,00 0,18 0,95 1,00 0,95 0,88 

 

D’autres études font part de l’effet de la longueur de chaîne carbonée du donneur d'acyle lors 

de réactions d’acylation de flavonoïde catalysées par CALB. Les résultats de ces études 

indiquent que les meilleurs rendements sont obtenus avec les chaîne courtes et qu’au-delà de 

12 carbones aucun effet n’est observé (Melika Ardhaoui et al., 2004; Katsoura et al., 2006; 

Salem et al., 2010). Dans le Tableau 1.3 sont indiqués quelques exemples de réactions 

d’acylation réalisées sur des acides aminés et des peptides en milieu non aqueux. 

 



Chapitre 1 : Étude bibliographique 

27 

Tableau 1.3: Acylation enzymatique en milieu non-aqueux 

Acylation enzymatique en milieu non-conventionnel 
 

Avec pré-modification structurale Sans pré-modification structurale 
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-
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u 
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-t-
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-aph 
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ide, 
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L-lysine 

L-lysine 

Lys-Ser 
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Β
-A
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is 
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cide 

am
ines/peptides 

ester trifluoroethyl 
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m
yristic acid ou 

m
yristic m

ethyl ester 

m
ethyl laurate 
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cide laurique 

acide oléique 

acide oléique 

A
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oléique 

A
cide oléique 

A
gent acylant 

acetonitrile 

ter-am
yl alcool 
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solvant 

D
ioxane 

2-m
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2-m
ethyl-2-
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ester, hexane 
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e sans 

solvant 

[B
M

IM
] +[PF6] - 

2-m
ethyl-2-butanol 

2-m
ethyl-2-butanol 

M
ilieu réactionnel 

lipases de 
Pseudom

onas 
cepacia and 

Aspergillus niger 

C
A

LB
 im

m
obilisée 

C
A

LB
 im

m
obilisée 

C
A

LB
 im

m
obilisée 

Lipase de 
Rhizom

ucor m
iehei 

Lipase de 
Rhizom

ucor m
iehei 

C
A

LB
 im

m
obilisée 

E
nzym

e 

N
-ε-acylation 

O
-acylation 

O
-acylation 

N
-α-acylation 

O
-acylation 

N
-ε-acylation 

N
-ε-acylation 

N
-ε-acylation 

O
-acylation 

Sélectivité 

(G
ardossi et al., 1991) 

(V
alivety et al., 1997) 

(Izum
i et al., 1997) 

(Zhang et al., 2005) 

(M
ontet et al., 1990) 

(Soo et al., 2004) 

(H
usson et al., 2009) 

(H
usson et al., 2011) 

R
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 Enzymes catalysant la réaction d’acylation en milieu aqueux 

Il existe des enzymes capables de catalyser l’acylation en milieu aqueux. Les milieux aqueux 

utilisés pour les réactions d’acylation enzymatique sont souvent des solutions tamponnées qui 

vont permettre de maintenir le pH tout au long de la réaction. Différentes classes d’enzymes 

ont la capacité de catalyser une réaction d’acylation en milieu aqueux telles que les 

aminoacylases (EC 3.5.1), les carboxyl-estérases (EC 3.1.1) ou les acyl-transférases (EC 

2.3.1). L’acylation enzymatique en milieu aqueux est intéressante, car les substrats 

peptidiques y possèdent une meilleure solubilité. 

Les aminoacylases représentent une classe d’enzymes d’intérêt pour réaliser la synthèse 

d’acides aminés acylés. De nombreuses sous-classes constituent le groupe des aminoacylases. 

Les pénicillines acylases sont les plus étudiées. La pénicilline G acylase est l’une des plus 

utilisées dans l’industrie pour la production d’antibiotiques tels que les β-lactamines 

polysynthétiques. De plus, cette enzyme catalyse l’hydrolyse de la liaison amide de la 

pénicilline G ce qui permet la synthèse de l’acide 6-aminopénicillanique qui est utilisé comme 

précurseur pour la production des pénicillines semi-synthétiques (Avinash et al., 2016). Les 

acylases I ont également été beaucoup étudiées. Elles sont notamment capables d’hydrolyser 

les N-α-acyl acides aminés ou encore de catalyser la synthèse d’acides aminés acylés en 

milieux bi-phasiques (Wada et al., 2002).  

 

Le Tableau 1.4 synthétise les différentes enzymes appartenant à la sous-classe (EC 3.5.1) des 

aminoacylases ainsi que leur activité. 
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Tableau 1.4: Classification de quelques aminoacylases (LC= longue chaîne) 
E

C
 

3.
5.

1.
11

 
Pénicilline amidohydrolase ; Pénicilline 

acylase ; ampicilline acylase 
Pénicilline + H2O ↔carboxylate + 6-

aminopénicillanate

E
C

 
3.

5.
1.

14
 

Acylase I ; L-amino-acylase; Acylase; 
Amino-acylase I 

N-acyl-L-amino acide + H2O 
↔carboxylate + L-amino acide

E
C

 
3.

5.
1.

15
 

Amino-acylase II ; Acylase II ; 
Aspartoacylase 

N-acyl-L-aspartate + H2O ↔carboxylate 
+ L-aspartate

E
C

 
3.

5.
1.

17
 

Acyl-lysine desacylase ; N-acyl-
Lamidohydrolase 

N-acyl-L-lysine + H2O ↔carboxylate + 
L-lysine

E
C

 
3.

5.
1.

60
 N-(LC- acyle) : 

-ethanolamine désacylase 
-éthanolamine amidohydrolase. 

N-(longue chaine acyle)-éthanolamine + 
H2O ↔carboxylate à LC + 

éthanolamine

E
C

 
3.

5.
1.

71
 N-féruloylglycine : 

-désacylase 
-amidohydrolase 

N-féruloylglycine + H2O ↔férulate + 
glycine

E
C

 
3.

5.
1.

81
 N-acyl-D-acide aminé : 

-désacylase 
-amidohydrolase. 

N-acyl-D-amino acide + H2O ↔acide + 
D-amino acide

E
C

 
3.

5.
1.

82
 N-acyl-D-glutamate/ 

-désacylase 
-amidohydrolase 

N-acyl-D-glumate + H2O ↔carboxylate 
+ D-glutamate

E
C

 
3.

5.
1.

83
 N-acyl-D-aspartate 

-désacylase 
-amidohydrolase. 

N-acyl-D-aspartate + H2O 
↔carboxylate + D-aspartate

E
C

 
3.

5.
1.

93
 

Céphalosporine C acylase; Glutaryl-7-ACA 
acylase; Céphalosporine acylase 

(7R)-7-(4-carboxybutanamido) 
céphalosporanate + H2O ↔ (7R)-7-

aminocéphalosporanate + glutarate

E
C

 
3.

5.
1.

55
 

N-acyl-D-glutamate désacylase ; acide gras 
à LC-L-glutamate amidohydrolase. 

N-acyl à longue chaine-Lglutamate + H2O 
↔carboxylate à longue chaine + 

Lglutamate

E
C

 
3.

5.
1.

97
 

Acyl-homosérine-lactone acylase 
N-acyl-L-homosérine lactone + H2O 

↔L-homosérinelactone + carboxylate 
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2.1.3.1. Mécanisme enzymatique des aminoacylases 

Les aminoacylases appartiennent à différentes superfamilles. Chaque superfamille se 

caractérise par des résidus catalytiques spécifiques, conduisant à différents mécanismes 

catalytiques. Certaines superfamilles regroupent des enzymes dont le mécanisme fait 

intervenir des ions métalliques et d’autres non. 

 

2.1.3.1.1. Mécanisme catalytique sans ions metalliques 

Certaines aminoacylases appartiennent à la superfamille de Ntn-hydrolase, telles que, l’acyle 

homosérine acylase, la pénicilline acylase et la céphalosporine acylase. Les enzymes de cette 

superfamille se caractérisent par une même organisation de la structure secondaire du 

domaine catalytique, malgré une homologie des séquences très faible. Elles présentent des 

mécanismes catalytiques probablement similaires. Toutefois, le trou oxyanionique (les résidus 

responsables de la stabilisation de l’oxygène de carbonyle de la liaison amide) et la liaison site 

actif-substrat différent partiellement. Ces hydrolases se caractérisent par un résidu nucléophile 

N-terminal, incorporé dans une chaine β. Ce résidu peut être une sérine, une cystéine ou une 

thréonine (Brannigan et al., 1995; Oinonen and Rouvinen, 2000). 

Le mécanisme catalytique des Ntn-hydrolases se caractérise par un seul nucléophile 

catalytique qui attaque le carbone de la liaison amide par son groupe hydroxyle de la chaine 

latérale ou le groupe thiol. De même, il joue le rôle d’une base qui accepte le proton de 

l’agent nucléophile. Au cours des étapes intermédiaires de l’acylation ou de l’hydrolyse, des 

résidus s’engagent avec le produit de chaque étape, par des liaisons hydrogènes pour la 

stabilisation du système (Figure 1.7) (Oinonen and Rouvinen, 2000). 

D’autres auteurs ont montré que le mécanisme de certaines pénicillines acylases nécessite la 

présence d’une molécule d’eau qui joue le rôle d’une base (Duggleby et al., 1995). 

Le résidu nucléophile pour la pénicilline acylase est une sérine. Ce résidu attaque le carbone 

de la liaison amide. Mais, pour cette enzyme, une molécule d’eau joue le rôle d’une base. De 

plus, deux résidus, asparagine et valine, forment le trou oxyanionique qui sert à stabiliser les 

intermédiaires de la réaction (Duggleby et al., 1995). Les mêmes résidus forment le trou 

oxyanionique dans le cas de l’ hydrolyse catalysée par une acyle homosérine lactone acylase 

(Bokhove et al., 2010). 
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Figure 1.7 : Mécanisme catalytique de la pénicilline acylase (Duggleby et al., 1995) 

 

2.1.3.1.2. Mécanisme catalytique avec ions metalliques 

Certaines amino-acylases appartiennent aux superfamilles des métallo-hydrolases et des 

zincpeptidases. Généralement, ces enzymes utilisent un ion de zinc et une molécule d’eau 

comme nucléophile et un résidu comme une base. Ces superfamilles se caractérisent par la 

présence d’un ou deux ions de zinc dans le domaine catalytique. Le mécanisme des enzymes 

possédant un seul ion de zinc est représenté dans la Figure 1.8. 
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Figure 1.8 : Mécanisme catalytique des metalloprotéases (Hernick and Fierke, 2005) 

 

Le carbonyle du substrat est polarisé par l’ion de zinc et par un glutamate. Ce résidu joue le 

rôle d’un catalyseur basique qui active l’attaque de la liaison entre le zinc et la molécule 

d’eau. Cet ion de zinc est stabilisé par une molécule d’eau, deux histidines et un autre résidu 

de l’enzyme (Glu ou His) (Hernick and Fierke, 2005).  

D’autre part, le mécanisme catalytique général des métalloprotéases comportant deux ions de 

zinc est similaire à celui des métalloprotéases comportant un seul ion de zinc. Les 

métalloprotéases mononucléaires utilisent un résidu et un ion de zinc pour stabiliser l’état de 

transition et l’intermédiaire tétraédrique alors que les enzymes binucléaires utilisent un 

deuxième ion de zinc pour la stabilisation. Le mécanisme catalytique avec deux ions de zinc 

est représenté dans la Figure 1.9. 

 

Figure 1.9 Mécanisme catalytique des hydrolases binucléaires (2Zinc) en utilisant (A) GABC 
bifonctionnel ou (B) paire de GABC (Hernick and Fierke, 2005) 
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D’autre part, pour ce groupe d’enzymes, certains mécanismes utilisent un seul résidu comme 

catalyseur basique et acide (GABC (general acide basic catalysis) bifonctionnel) et d’autres 

utilisent un résidu comme catalyseur basique et un autre résidu comme catalyseur acide (paire 

de GABC).Les types de résidus qui sont en liaison avec l’ion de zinc catalytique diffèrent 

selon la famille d’enzyme. Le Tableau 1.5 montre des exemples de familles et les résidus 

catalytiques correspondants. 

 

Tableau 1.5 : Classification des métalloprotéases (Rawlings and Barrett, 2013) 

Classe Famille Clans Résidus catalytique 

Métallo (EC3.4.24) M1-M51 

MA (M1,2, 
4,5,9,13,30,36,48) 

His, Glu, His 

MB (M6-8, 10-20) His, His /asp 
MC (M14) His, Glu, His 
MC (M15) His, His, Asp 

ME (M16, 44) His, Glu , His 
MF (M17) Lys, Asp, Glu 
MF (M24) Asp, His, Glu 

MH (M18, 20, 25, 
28, 40, 42) 

His, Asp, Glu 

 

2.1.3.2. La recherche de nouveaux biocatalyseurs : les aminoacylases de Streptomyces 
mobaraensis 

Entre 2005 et 2009 l’équipe de Koreishi a réalisé une recherche d’enzymes de type acylase 

chez le microorganisme Streptomyces mobaraensis. Plusieurs acylases ont pu être 

découvertes. Dans le Tableau 1.6 sont répertoriées les caractéristiques des aminoacylases 

découvertes chez cette bactérie. 

 

Tableau 1.6: Caractéristiques des aminoacylases de S. mobaraensis  

Nom Classe Structure 
Taille 

(kDa) 

Co-

facteurs 

Conditions 

optimales 
Références 

Aminoacylases (Sm-
AA) 

Peptidases 
M20 

monomère 

55 Zn2+/Ni 
50°C 

pH : 7-8 
(Koreishi et al., 

2009b) 

Aminoacylase 100 Co2+ 
60°C 

pH : 5,5-7,5 
(Koreishi et al., 

2005a) 

ε-lysine acylase (Sm-ela) 56 Co2+ / Zn2+ 
55°C 

pH 8-9 
(Koreishi et al., 

2005b) 

Penicilline V acylase 
β-Lactam 
acylase 

dimère 
19 + 
61 

Co2+ 
55°C 

pH 7,5-8,5 
(Koreishi et al., 

2006) 
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2.1.3.2.1. N-acyl-L-amino-acide amidohydrolase 

La première acylase découverte chez S. mobaraensis est une N-acyl-L-amino-acide 

amidohydrolase qui fait partie des métallo-enzymes (Koreishi et al., 2005a). L’originalité de 

cette enzyme est sa spécificité d’hydrolyse de tous les L-acides aminés N-α-acétylés à 

l’exception de la N-acétyl-proline. Même dans le cas de la L-lysine, l’hydrolyse est réalisée 

spécifiquement en position α. Cette aminoacylase est également capable de catalyser des 

réactions de synthèse en jouant sur les conditions de réaction. En effet, un ajout de 70% de 

glycérol à un tampon réactionnel à 37°C et pH 7 a permis d’observer la catalyse d’une 

synthèse entre des dérivés d’acide férulique et des acides aminés. Le Tableau 1.7 indique les 

rendements de conversion obtenus pour différents donneurs d’acyle avec de la L-lysine 

comme accepteur d’acyle, le meilleur rendement ayant été obtenu avec l’acide 

hydrocinnamique avec 43,2% de conversion. 

 

Tableau 1.7 : Rendement de synthèse de L-lysine α-acylée avec différents dérivés d’acide 
férulique utilisés comme donneurs d’acyle après 48h de réaction (Koreishi et al., 2005a) 

Donneur d’acyle Rendement (%) 

Acide benzoique 5,0 

Acide vanillique 4,0 

Acide phénylacétique 9,1 

Acide homovanillique 6,6 

Acide hydrocinnamique 43,2 

Acide cinnamique 32,0 

Acide férulique 35,5 

Acide caféique 24,6 

 

2.1.3.2.2. ε-lysine acylase 

L’ε-lysine acylase de S. mobaraensis (Sm-ELA), possède une activité catalytique 

spécifiquement orientée vers la liaison amide en position ε de N ε-acyl-L-lysines et réalise 

également la synthèse de N-ε-acyl-L-lysine en présence de groupements acyles aromatiques et 

aliphatiques (Koreishi et al., 2005b). Dans cette étude, l’impact de la longueur de la chaîne 
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carbonée des donneurs d’acyle a été étudié. Les différents rendements obtenus sont 

représentés dans le Tableau 1.8. Ils indiquent que la longueur et la nature des acides gras a un 

effet sur l’efficacité de la synthèse de dérivés N-ε-acyl-L-lysine. En effet, les rendements avec 

les acides gras linéaires à courte chaîne (C10, C12, C14) sont meilleurs par rapport à ceux 

obtenus avec des acides gras à chaîne plus longue et que les acides organiques, benzoique et 

cinnamique. 

 

Tableau 1.8: Rendement de synthèse de la lysine en N-acyl-lysine catalysé par Sm-eLA (Koreishi 
et al., 2005b) 

Donneur d’acyle Rendement (%) Durée de la réaction (h) 

Acide benzoique (C7) Inférieur à 1 24 

Acide octanoique (C8) 58,7 72 

Acide cinnamique (C9) 5,2 2 

Acide caprique (C10) 100 24 

Acide laurique (C12) 100 4 

Acide myristique (C14) 100 24 

Acide palmitique (C16) Inférieur à 5 72 

Acide stéarique (C18) Inférieur à 5 72 

Acide linoléique (C18:2) 58,9 72 

 

2.1.3.2.3. Pénicilline V acylase 

L’étude de la pénicilline V acylase (Sm-PVA) découverte chez S .mobaraensis a montré que 

celle-ci réalise l’hydrolyse de liaison amide de divers acides aminés / peptides N-acylés ainsi 

que leur synthèse avec une régio-sélectivité pour le groupement amine situé sur le carbone en 

position ε de la lysine des peptides (Koreishi et al., 2007). De plus, cette acylase appartient 

aux groupes des β-lactame acylases et possède une activité hydrolytique vis-à-vis de Pen V, 

NIPOAB et Pen G en plus de la capsaïcine ainsi qu’une absence d’activité vis-à-vis de 

l'ampicilline et de la céphalosporine C (Zhang et al., 2007) (Figure 1.10). 
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Figure 1.10 : Structure des substrats de la pénicilline acylase de S. mobaraensis. La flèche 
indique la liaison amide de chaque substrat (Zhang et al., 2007) 

 

2.1.3.2.4. Acylase Sm-AA 

En 2009, l’équipe de Koreishi décrit la découverte d’une aminoacylase, Sm-AA (Koreishi et 

al., 2009b). Ce monomère de 55kDa est une métalloenzyme ; cela a été vérifié en réalisant 

l’ajout de 1,10-phénanthroline, une molécule formant des complexes avec les ions 

métalliques : la perte d’activité a permis de confirmer la nature de cette enzyme. Il a été 

également observé que Sm-AA nécessite plus particulièrement la présence d’ions Zn2+ ou 

Ni2+. Les conditions optimales de la réactivité de Sm-AA ont aussi été étudiées. Un pH 

d’environ 7,5 ainsi qu’une température de 50°C semblent permettre une meilleure activité de 

l’enzyme. Le Tableau 1.9 représente la spécificité de substrat de Sm-AA pour l’hydrolyse de 

L-acides aminés N-acétylés ou N-lauroylés. Ces résultats indiquent des activités hydrolytiques 

en faveur des acides aminés N-acétylés par rapport au N-lauroylés. Les meilleures activités 

ont été obtenues avec les dérivés de méthionine, d’alanine et de cystéine. Le  

Tableau 1.10 représente les résultats obtenus dans le cadre de l’étude de l’impact de la 

longueur de la chaîne carbonée lors de l’hydrolyse de différents L-acides aminés N-acétylés. 

Ces résultats montrent que Sm-AA est capable d’hydrolyser une large gamme de longueurs de 

chaîne carbonée. 
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Tableau 1.9 : Spécificité de substrat de Sm-AA recombinant (Koreishi et al., 2009b) 

Acide aminé 
Activité spécifique (Ua.mg-1) 

N-acétyl-amino acideb N-lauroyl-amino acideC 

L-Arg 66 4 

L-Hist 59 6 

L-Ala 194 96 

L-Asn 31 6 

L-Cys 412 17 

L-Leu 60 0 

L-Met 530 (173C) 72 
a Une unité a été définie comme la quantité d'enzyme nécessaire pour hydrolyser 1 µmole de substrat dans le 
tampon A en 1 minute à 37 ° C et pH 7,5 
b Concentration en substrat, 15 mM 
c Concentration en substrat, 3 mM 
 

Tableau 1.10: Activité spécifique d’hydrolyse de Sm-AA pour différents substrats à base de 
méthionine (Koreishi et al., 2009b) 

Substrat Activité spécifique d’hydrolyse (Ua.mg-1) 

N-acétyl-L-méthionine 173 

N-butyryl-L-méthionine 169 

N-hexanoyl-L-méthionine 175 

N-octanoyl-L-méthionine 251 

N-décanoyl-L-méthionine 89 

N-lauroyl-L-méthionine 72 

N-myristoyl-L-méthionine 106 

N-palmitoyl-L-méthionine 105 
a Une unité est définie comme la quantité d’enzyme nécessaire à l’hydrolyse d’1 μmole de substrat en 1 minute à 
37°C et pH 7,5 

 

2.1.3.3. Paramètres influençant les réactions enzymatiques en milieu aqueux 

2.1.3.3.1. pH / température 

En milieu aqueux, le pH et la température sont deux paramètres très importants à maitriser. Le 

couple pH / température va avoir un impact sur les biocatalyseurs et leur activité mais 

également sur les substrats. Il est donc important de connaitre le couple pH / température 
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optimal pour obtenir la meilleure activité enzymatique. Chaque biocatalyseur va posséder un 

pH et une température optimale comme on peut le voir dans le Tableau 1.6 présenté plus haut 

et dans lequel sont indiquées les caractéristiques des acylases de S. mobaraensis. Concernant 

les substrats, le pH et la température vont agir sur leur état d’ionisation et donc influencer leur 

réactivité. 

 

2.1.3.3.2. Co-activateur / inhibiteur 

Certaines enzymes requièrent l’intervention de co-activateur pour pouvoir réagir. C’est le cas 

des amino-acylases métallodépendantes qui nécessitent la présence d’ions métalliques. Le rôle 

de ce co-activateur qui est souvent un ion zinc ou cobalt n’est pas clairement défini à l’heure 

actuelle (Koreishi et al., 2005b, 2005a, 2006, 2009b). Un excès d’ions peut également induire 

une inactivation de l’enzyme en raison d’interactions non spécifiques (Koreishi et al., 2005b). 

Des molécules peuvent également être responsables de l’inhibition de l’activité des 

aminoacylases. Dans une étude de Koreishi concernant la N-ε-acyl-L-lysine acylase issue de 

S. mobaraensis, un agent chélatant, le 1,10-phénanthroline, a été utilisé pour inhiber l’enzyme 

(Koreishi et al., 2005b). La perte d’activité s’élève à 90%. En 2009, une nouvelle 

investigation a étudié l’effet de l’excès en acide laurique sur la synthèse de N-ε-acyl-L-lysine. 

Une baisse des vitesses initiales de synthèse de lysine acylée a alors été observée. Ceci a été 

confirmé lors de la mise en œuvre d’un réacteur semi-continu avec ajout progressif d’acide 

laurique. En effet cette réaction a donné lieu à une amélioration de la vitesse initiale de cette 

réaction (Koreishi et al., 2009a). Dans le  

Tableau 1.11 sont indiqués quelques exemples de réactions d’acylation d’acides aminés et de 

peptides en milieu aqueux. Dans cette première partie les paramètres important pour l’étude à 

l’échelle réactionnelle ont été évoqués. Cependant, les études expérimentales ne permettent 

pas de répondre à certaines questions plus fondamentales telles que : quelles sont les causes 

de la sélectivité d’une enzyme pour un substrat particulier, quel est le mécanisme réactionnel 

au niveau du site actif, quelles sont les interactions des substrats avec des résidus du site 

actif ? En revanche, les simulations par modélisation moléculaire permettent de réaliser des 

études plus fondamentales et d’apporter des éléments de réponse aux questionnements sur les 

mécanismes catalytiques. 
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La partie suivante de ce chapitre bibliographique concerne les principales approches 

permettant de réaliser une étude à l’échelle moléculaire illustrée par des exemples concrets. 

 

Tableau 1.11 : Acylation en milieu aqueux 

Lysine 

L-phenylalanine 

A
sn-A

la-A
la-

A
la-A

la-A
rg-

A
rg 

L-Lysine 

Β
-A

la-H
is 

D
L-

phenylalanine 

A
cides am

inés 

A
cide 

am
ines/peptid

e 

acetyl phosphate 

acetyl-C
oA

 

A
cide m

yristique 

A
cide laurique 

A
cide 

oléique/ethyl 
oleate 

phenylacetam
ide 

A
cide gras 

A
gent acylant 

Tam
pon aqueux 

Tam
pon aqueux + 
glycérol 

M
ilieu 

réactionnel 

extrait de foie de bœ
uf 

Extrait cellulaire de 
Escherichia coli K

12 

enzym
e de 

Saccharom
yces cerevisiae 

enzym
e de Streptom

yces 
m

obaraensis 

acyl-transférase de 
C

andida parapsilosis 

pénicilline G
 acylase de 

Alcaligenes faecalis 

A
cylase I de pig kidney 

E
nzym

e 

N
-ε-acylation 

N
-α-acylation 

N
-α-acylation 

N
-ε-acylation 

N
-acylation 

N
-acylation 

N
-acylation 

Sélectivité 

(Paik and K
im

, 
1964) 

(K
rishna et al., 

1971) 

(Tow
ler and 

G
laser, 1986) 

(K
oreishi et al., 

2005b, 2005a) 

(H
usson et al., 

2011) 

(G
ong et al., 2011) 

(W
ada et al., 2002) 

R
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 Échelle moléculaire : les principales approches de modélisation moléculaire 

La modélisation moléculaire est une technique qui fait appel à de nombreuses disciplines 

telles que la biologie, la chimie et la physique dont les lois ont été utilisées pour créer des 

programmes informatiques capables d’étudier le comportement de systèmes moléculaires. La 

modélisation trouve de plus en plus d’applications comme par exemple l’étude de matériaux, 

le développement de nouvelles molécules médicamenteuses ou encore la compréhension et la 

prédiction de la sélectivité de réactions enzymatiques. Les principaux outils de modélisation 

moléculaire ainsi que quelques applications sur CALB sont décrites dans cette partie.  

 

 Structure de CALB 

Au point de départ du développement des techniques de modélisation moléculaire, il y a 

l’élucidation de nombreuses structures tridimensionnelles de biomolécules telles que des 

protéines par des techniques de cristallographie et de résolution structurale (Mala and 

Takeuchi, 2008). La première approche de détermination de la structure d’une enzyme est la 

cristallographie par rayons X. La lipase de Rhizomucor miehei fut la première structure de 

lipase étudiée par rayons X (Brady et al., 1990). De nombreuses stratégies d’obtention de 

cristaux existent actuellement mais le phénomène de cristallisation macromoléculaire est 

encore mal compris (McPherson, 1990). En effet, il n’existe pas de règles pour déterminer les 

conditions de cristallisation d’une protéine, celles-ci doivent être déterminées 

expérimentalement. La méthode de cristallographie par rayons X permet une analyse précise 

de la structure de la macromolécule étudiée par le passage d’un faisceau de rayons X qui est 

réfléchi par des plans régulièrement espacés d’un seul cristal, produisant un diagramme de 

diffraction. L’élucidation des structures tridimensionnelles de protéines d’intérêt est la 

première étape vers des études de modélisation plus précises permettant de mieux comprendre 

comment ces biomolécules interagissent. Cependant la modélisation comparative utilisant des 

structures homologues de la protéine cible peut être utilisée en cas d’absence de stucture 

tridimentionnelle. 

La structure de la lipase B de Candida antarctica (CALB) a été élucidée par cristallographie 

et diffraction aux rayons X pour la première fois en 1994 par Uppenberg (Jonas Uppenberg et 

al., 1994). Celle-ci possède un poids moléculaire de 33 kDa, est composée de 317 résidus et 

est co-cristallisée avec la N-acétyl-D-glucosamine et 286 molécules d’eau (1TCA sur Protein 
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Data Bank). La structure centrale de CALB est composée de 7 feuillets β dont le premier est 

antiparallèle aux six autres. 10 hélices α et 15 segments de boucle séparent ces 10 feuillets β 

centraux. À l’extrémité C-terminale de la protéine, 2 autres feuillets β adoptent une 

conformation en épingle à cheveux (Figure 1.11). Dans la base de données Protein Data Bank 

il existe à présent plusieurs structures disponibles co-cristallisées avec différentes molécules 

telles que 1LBS où l’enzyme cristallisée est liée de manièrecovalente au niveau de la sérine 

105 de la triade catalytique avec un inhibiteur irréversible, le N-hexylphosphonate-éthyl-ester. 

Le RMSD (root mean square deviation) calculé sur les carbones α entre les structures 1TCA 

et 1LBS est de 0,33 Å, ce qui indiquent des conformations similaires. 

 

Figure 1.11: Diagramme de la structure secondaire de CALB. Les résidus catalytiques sont 
indiqués en jaune. Les feuillets β et les helices α sont représentés respectivement par des flèches 
grises et des cylindres roses (Stauch et al., 2015). 
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À l’intérieur du site actif de CALB, cinq résidus jouent un rôle important dans le mécanisme 

catalytique : la triade catalytique est située au fond de la cavité et elle est constituée des 

résidus Ser105, His 224 et Asp187. La sérine catalytique (Ser 105) est située au fond de la 

cavité décrite comme profonde et étroite (10 Å x 4 Å de large et 12 Å de profondeur) (Jonas 

Uppenberg et al., 1994; Uppenberg et al., 1995). Deux autres résidus, Gln106 et Thr40, 

constituent le trou « oxyanionique », dont le rôle est de stabiliser les intermédiaires 

réactionnels à l'aide de liaisons hydrogène. Il a été également observé que la cavité du site 

actif peut être séparée en deux zones dont l’une est globalement hydrophobe et l’autre plus 

hydrophile. Le substrat donneur d’acyle se positionnerait plutôt dans la zone hydrophobe et 

l’accepteur en zone hydrophile (Pleiss et al., 1998). Les résidus Asp134, Gln106 et Thr40 

constituent la région polaire proche de la serine catalytique.  

 

 La mécanique moléculaire 

La mécanique moléculaire permet de modéliser un système et d’évaluer son énergie. Cette 

technique utilise différentes approximations afin de simplifier la description du système 

modélisé. En effet, la mécanique moléculaire considère les atomes comme des particules 

sphériques, de charge constante et caractérisée par leur rayon de Van der Waals. Les liaisons 

covalentes sont, quant à elles, envisagées comme des ressorts possédant une distance 

d’équilibre déterminée expérimentalement ou par des calculs quantiques. Des interactions 

électrostatiques et de Van der Waals sont possibles entre les atomes non-liés ; de plus les 

paramètres d’atomes qui constituent deux molécules structuralement corrélées sont 

transposables. De cette manière, il sera possible d’exprimer un champ de force qui est la 

forme fonctionnelle de l’énergie potentielle d’un système moléculaire en fonction de 

paramètres géométriques comme les coordonnées dans l’espace, relatives à ce système. 

La forme générale de l’équation d’un champ de force classique est : 

𝑉𝑡𝑜𝑡 =  𝑉𝑙𝑖𝑎𝑖𝑠 +  𝑉𝑛𝑜𝑛−𝑙𝑖𝑎𝑖𝑠 

𝑉𝑙𝑖𝑎𝑖𝑠 =  ∑ 𝐾𝑏(𝑏 − 𝑏0)2 + ∑ 𝐾𝜃(𝜃 − 𝐾𝜃)2

𝑎𝑛𝑔𝑙𝑒𝑠𝑙𝑖𝑎𝑖𝑠𝑜𝑛

+ ∑ 𝐾𝜑  (1 + cos(𝑛𝜑 − 𝛿)

𝑑𝑖ℎ𝑒𝑑𝑟𝑒

)

+ ∑ 𝐾𝜔 

𝑖𝑚𝑝𝑟𝑜𝑝𝑟𝑒𝑠

(𝜔 − 𝜔0)2 
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𝑉𝑛𝑜𝑛−𝑙𝑖𝑎𝑖𝑠 = ∑ {휀𝑖𝑗
𝑚𝑖𝑛 [(

𝑅𝑖𝑗
𝑚𝑖𝑛

𝑟𝑖𝑗
)

12

− 2 (
𝑅𝑖𝑗

𝑚𝑖𝑛

𝑟𝑖𝑗
)

6

] +
𝑞𝑖𝑞𝑗

4𝜋휀0휀𝑟𝑖𝑗
}

𝑛𝑜𝑛−𝑙𝑖𝑎𝑖𝑠

 

 

𝑉 = é𝑛𝑒𝑟𝑔𝑖𝑒 𝑝𝑜𝑡𝑒𝑛𝑡𝑖𝑒𝑙𝑙𝑒 

𝑏 = 𝑙𝑖𝑎𝑖𝑠𝑜𝑛𝑠 𝑐𝑜𝑣𝑎𝑙𝑒𝑛𝑡𝑒𝑠 ;  𝜃 = 𝑎𝑛𝑔𝑙𝑒 𝑑𝑒 𝑡𝑜𝑟𝑠𝑖𝑜𝑛 ;  

𝜑 = 𝑎𝑛𝑔𝑙𝑒 𝑑𝑖è𝑑𝑟𝑒 ;  𝜔 = 𝑖𝑚𝑝𝑟𝑜𝑝𝑟𝑒  

𝐾𝑏,𝜃,𝜑,𝜔 =  𝑐𝑜𝑛𝑠𝑡𝑎𝑛𝑡𝑒𝑠 𝑑𝑒 𝑓𝑜𝑟𝑐𝑒 

𝑞𝑖/𝑗 =  𝑐ℎ𝑎𝑟𝑔𝑒 𝑎𝑡𝑜𝑚𝑖𝑞𝑢𝑒𝑠 𝑝𝑎𝑟𝑡𝑖𝑒𝑙𝑙𝑒𝑠 𝑑𝑒𝑠 𝑎𝑡𝑜𝑚𝑒𝑠 𝑖 𝑒𝑡 𝑗  

휀0 = 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑡𝑎𝑛𝑡𝑒 𝑑𝑖é𝑙é𝑐𝑡𝑟𝑖𝑞𝑢𝑒 𝑑𝑢 𝑣𝑖𝑑𝑒 

휀 = 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑡𝑎𝑛𝑡𝑒 𝑑𝑖é𝑙é𝑐𝑡𝑟𝑖𝑞𝑢𝑒 𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒 𝑑𝑢 𝑚𝑖𝑙𝑖𝑒𝑢 (𝑠𝑜𝑙𝑣𝑎𝑛𝑡 𝑒𝑥𝑝𝑙𝑖𝑐𝑖𝑡𝑒 휀 = 1) 

 

L’énergie potentielle totale résulte de la somme des contributions énergétiques 

intramoléculaires telles que les étirements de liaisons chimiques (b), les torsions (θ) et 

flexions des angles dièdres (φ), les variations d’angle impropre (ω) ainsi que des interactions 

électrostatiques et de Van der Waals intermoléculaires.  

En fonction des molécules étudiées, le champ de force va varier. Dans le cas de l’étude de 

protéines, les champs de force CHARMm (Chemistry at Harvard Molecular mechanics), 

GROMOS (Groningen Molecular Simulation) et AMBER (Assisted Model Building and 

Energy Refinement) sont souvent utilisés (Brooks et al., 1983; Scott et al., 1999; Weiner et 

al., 1984). L’application de ces champs de force permet l’évaluation de l’énergie potentielle 

d’un système et donc des interactions entre les atomes en les représentant dans l’espace 

tridimensionnel. Dans le cadre de cette étude, c’est le champ de force CHARMm qui a été 

utilisé.  

La forme générale de l’équation de CHARMm est : 

𝑉𝑡𝑜𝑡 = 𝑉𝑙𝑖𝑎𝑖𝑠 +  𝑉𝑛𝑜𝑛−𝑙𝑖𝑎𝑖𝑠  + ∑ 𝐾𝑈𝐵(𝑆 − 𝑆0)2

𝑈𝑟𝑒𝑦−𝐵𝑟𝑎𝑑𝑙𝑒𝑦

 

 

Cette équation prend en compte un terme supplémentaire celui de Urey-Bradley qui est la 

contribution énergétique issue de déformations non planaires et autres étirements 

asymétriques observés sur les analyses par spectrométrie infrarouge. 
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L’optimisation de la géométrie par la minimisation de l’énergie potentielle est également une 

simulation de mécanique moléculaire dont le but est d’obtenir la conformation de la molécule 

étudiée possédant la plus faible énergie possible. Cette fonction de l’énergie potentielle va 

prendre en compte 3N variables avec N le nombre d’atomes du système étudié et les variables 

étant les coordonnées dans l’espace. La minimisation d’énergie va consister à rechercher les 

coordonnées optimisées qui vont permettre d’obtenir un système avec une géométrie 

optimisée et à son minimum d’énergie (Figure 1.12). 

 

 

Figure 1.12: Principe de l’optimisation géométrique « statique » : à partir des coordonnées 
atomiques de la conformation de départ, l’algorithme retrouve des minima locaux les plus 
proches jusqu’à obtenir la conformation la plus stable possible qui correspond à l’énergie la plus 
basse. 

 

 Docking moléculaire  

Le docking est une méthode de simulation permettant de prédire et d’étudier le mode 

d’interaction entre deux molécules, tel que le positionnement d’un ligand dans la cavité 

catalytique d’une enzyme (Leach et al., 2006; Yuriev and Ramsland, 2013). Cette technique 

permet l’identification des positions et orientations du ligand dans le site actif. Lors d’une 

simulation de docking, l’espace conformationnel du ligand est échantillonné en incrémentant 

chaque angle de torsion de manière aléatoire. Puis, chaque conformère généré est introduit 

dans la cavité cible selon différentes orientations. Ceci conduit à un ensemble de poses qui 

consistent en différentes conformations de complexes protéine/ligand favorables 

énergétiquement et géométriquement. Ces poses sont classées par des fonctions de score qui 

permettent l’évaluation de la complémentarité du ligand avec le récepteur en termes de forme, 

d’énergie électrostatique, ou de stabilisation par des interactions telles que les liaisons 

hydrogène (Gohlke and Klebe, 2002). Ceci constitue le scoring. Cette étape est l'un des défis 
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majeurs dans le développement de protocoles de docking capables d’identifier les poses les 

plus probables. 

Plusieurs études ont fait part de grandes variations de résultats en fonction du protocole de 

docking utilisé ainsi que d’un manque de précision dans le classement des poses, remettant en 

question la robustesse des modèles de complexes obtenus (Cummings et al., 2009; 

Kontoyianni et al., 2004; Warren et al., 2006). Pour contrecarrer cette limitation, de nouveaux 

protocoles de docking ont été créés dans le but de générer des poses plus fiables et 

d’améliorer leur classement (Gorelik and Goldblum, 2008; Koska et al., 2008). Par exemple, 

les travaux menés par l’équipe de Koska ont consisté à créer un protocole de docking flexible. 

Deux catégories d’algorithmes de docking sont disponibles selon qu’ils appliquent ou non la 

flexibilité sur le ligand et/ou le récepteur : le docking de corps rigides et le docking semi-

flexible ou flexible. Le docking rigide va considérer le ligand et la protéine comme deux 

corps rigides ce qui limite la précision des résultats mais permet des temps de calcul plus 

courts. Les protocoles de docking flexibles appliquent une flexibilité sur le ligand, le 

récepteur ou les deux ; dans ce cas l’espace de recherche est plus important et les temps de 

calcul sont allongés. L’équipe de Koska a travaillé à la création d’un nouveau protocole 

constitué d’un enchainement d’algorithmes adaptés choisis pour leur précision et leur rapidité 

(Koska et al., 2008). La procédure mise en œuvre se divise en trois phases. La première est 

l’exploration et l’échantillonnage de l’espace conformationnel des chaines latérales de la 

protéine qui auront été préalablement séléctionnées. Lors de la deuxième phase, l’espace 

conformationnel du ligand est à son tour exploré dans la cavité catalytique précédemment 

optimisée. Pour terminer, une optimisation du complexe protéine / ligand est réalisée. Ce 

protocole de docking flexible a été testé et validé sur plusieurs complexes protéine-ligand 

(Koska et al., 2008). De cette manière, ce protocole permet de modéliser la flexibilité de la 

protéine avant et après le placement du ligand. Des effets de type induced fit effects peuvent 

alors être pris en compte. 

 

Grâce à ces outils, la modélisation moléculaire peut être efficace pour prédire la sélectivité et 

la réactivité d’enzymes de structure connue. Le postulat de départ est que la sélectivité et la 

réactivité enzymatique sont directement liées aux modes d'interactions entre l'enzyme et les 

substrats réactionnels. Ces modes d'interactions peuvent être étudiés en construisant des 

modèles moléculaires de complexes enzyme/substrats. Afin de prédire la sélectivité 
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enzymatique, plusieurs techniques de modélisation peuvent permettre de spécifier ou mimer 

le comportement de molécules. Avec les études de modélisation moléculaire ayant déjà été 

menées sur CALB, il a été possible de mettre en place de nouvelles approches pour 

comprendre les propriétés de sélectivité de cette enzyme.  

Ainsi des travaux antérieurs (Bidouil et al., 2012; Oliveira et al., 2009) ont combiné des 

approches de docking et de dynamique moléculaire afin de déterminer la régio-sélectivité de 

CALB lors de l’acétylation de flavonoïdes. La première étape a consisté à réaliser la 

construction d'un système acyl-enzyme, correspondant à l'association de CALB avec le 

substrat donneur d'acyle. Pour ce faire, une liaison covalente entre le donneur d’acyle et la 

sérine catalytique a été créée. Puis une relaxation de la structure obtenue a été effectuée afin 

d'optimiser la position des atomes du système. Suite à cela, les orientations privilégiées du 

substrat accepteur d'acyle dans la cavité de l'acyl-enzyme ont été calculées à l'aide de 

simulations de docking, suivies de simulations de dynamique moléculaire pour optimiser la 

géométrie des systèmes. Pour identifier les poses pour lesquelles il est considéré que la 

réaction est possible, plusieurs critères issus de données de la littérature ont dû être pris en 

compte. Parmi ces critères, il y a par exemple la distance entre un groupement hydroxyle du 

ligand et la fonction carbonyle de l'acyl-enzyme ainsi que la distance entre le proton du même 

groupement hydroxyle et le résidu catalytique His224 (Figure 1.13). Le non-respect de l’un de 

ces critères suggère que la réaction d'acétylation ne peut avoir lieu. Ces travaux de 

modélisation ont été confrontés aux résultats expérimentaux et les modèles ont pu être 

validés. 

 

Figure 1.13: Critères de distance devant être respectés pour qu’une pose soit considérée comme 
productive, c’est-à-dire conduisant à la formation d’un produit. Cas de CALB. 
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Ces travaux de modélisation ont permis d'expliquer, à l'échelle moléculaire, la régio-

sélectivité et la spécificité de substrat de CALB lors de l'acylation de flavonoïdes. Cette 

approche combinant docking et dynamique moléculaire a également été expérimentée par 

l’équipe de Ferrari dans l’objectif d'étudier la chimio- et la régio-sélectivité de l’acylation de 

peptides contenant un résidu lysine par l'acide oléique (Ferrari et al., 2014). Les résultats issus 

des simulations et les résultats expérimentaux suggèrent que CALB catalyse 

préférentiellement la N-acylation de la chaîne latérale de la lysine, quels que soient les acides 

aminés constitutifs du peptide et la position de la lysine dans la séquence. Dans ces deux 

études, des simulations de dynamique moléculaire ont été menées soit sur l’acyl-enzyme 

avant le docking du substrat accepteur d’acyle (Ferrari et al., 2014), soit sur le complexe 

enzyme/substrats après docking (Bidouil et al., 2012). Dans les deux cas, ce choix 

méthodologique fut motivé par la volonté d’accommoder la structure de l’enzyme en présence 

des substrats mais aussi d’optimiser la conformation des substrats à l’intérieur de la cavité 

catalytique. La parfaite corrélation entre les résultats expérimentaux et les modèles ont montré 

l’efficacité de l’approche. 

 

 Dynamique moléculaire 

L’idée principale derrière les simulations de dynamique moléculaire est la prise en compte des 

mouvements des atomes pendant une période de temps et à une température donnée. Cet outil 

de modélisation est une méthode coûteuse en termes de temps de calcul, cependant les 

améliorations de ces dernières décennies dans le domaine de l’informatique rendent les 

simulations de plus en plus abordables (Alonso et al., 2006). La dynamique moléculaire est 

souvent couplée à d’autres méthodes telles que la méthode basée sur l’énergie libre pour 

fournir le profil d'énergie libre de la liaison protéine-ligand notamment pour la recherche de 

nouveaux médicaments (De Vivo et al., 2016). Des simulations de dynamique moléculaire 

sont également souvent utilisées en combinaison avec des simulations de docking. Cette 

approche permet de pallier l’absence de flexibilité de la protéine ainsi que l’absence de 

solvant dans le système soumis au docking et contribue à l’optimisation de la conformation 

des complexes enzyme/substrats. Dans le cas des réactions d’acylation catalysées par une 

lipase, on peut citer des travaux dans lesquels des simulations de dynamique moléculaire ont 

été menées soit sur l’acyle-enzyme avant le docking du substrat accepteur d’acyle (Ferrari et 
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al., 2014) soit sur le complexe enzyme/substrats après docking (Bidouil et al., 2012). Dans les 

deux cas, ce choix méthodologique fut motivé par la volonté d’accommoder la structure de 

l’enzyme en présence des substrats et du solvant mais aussi d’optimiser la conformation des 

substrats à l’intérieur de la cavité catalytique. La parfaite corrélation entre les résultats 

expérimentaux et les modèles ont montré l’efficacité de l’approche. Toutefois, les simulations 

de dynamique moléculaire associées au docking allongent les temps de simulation 

comparativement à des simulations de docking seul. Ceci peut diminuer l’intérêt de telles 

approches méthodologiques dans le cadre d’une démarche prédictive pour laquelle les 

simulations doivent idéalement permettre un gain de temps par rapport à l’approche 

expérimentale. 

Plusieurs études ont utilisé la dynamique moléculaire afin d’étudier la flexibilité et le 

phénomène d’activation interfaciale dans le cas de CALB. Certaines lipases possèdent au 

niveau de leur site actif un système de couvercle permettant de bloquer ou permettre  l’accès 

au site (Derewenda, 1994). Ces systèmes sont généralement constitués d’une hélice α qui, 

dans le cas des lipases, est en configuration ouverte lorsque celle-ci se trouve à l’interface 

phase hydrophobe/phase hydrophile et en présence de cette interface on observe une 

augmentation de l’activité; c’est ce que l’on appelle l’activation interfaciale (Jensen et al., 

2002). Dans le cas de CALB, les hélices α 5 et 10 sont soupçonnées de jouer ce  rôle de 

couvercle (Jonas Uppenberg et al., 1994; Uppenberg et al., 1995) ; toutefois le phénomène 

d’activation interfaciale n’a pas été démontré pour cette enzyme. Beaucoup d’études ont tenté 

de comprendre le rôle exact des hélices α 5 et 10 de CALB. L’équipe de Skjøt a construit des 

mutants de CALB in silico et a étudiéleur comportement en milieu aqueux, au cours de 

simulations de dynamique moléculaire (Skjot et al., 2009). Suite à cette étude les auteurs ont 

suggéré que l’hélice α5 fonctionne comme un couvercle. Cependant l’activation interfaciale 

n’a pas été démontrée et aucune conformation fermée de CALB n'a été observée.  

Récemment, une étude a permis de décrire les conformations ouvertes et fermées du 

couvercle (Figure 1.14) ainsi que l’état de protonation dans la structure cristalline de CALB, à 

une résolution de 0,91 Å (Stauch et al., 2015). La très bonne résolution obtenue a permis de 

relier l’état de protonation des résidus Asp145 et Lys290 à la conformation de la protéine, 

indiquant ainsi leur rôle dans les changements conformationnels de l’enzyme. Ces résultats 

expliquent l’absence d'activation interfaciale de CALB et offrent de nouveaux éléments pour 

élucider ce mécanisme, avec les conséquences qui en découlent pour les propriétés 

catalytiques et la classification des lipases. 



Chapitre 1 : Étude bibliographique 

49 

 

Figure 1.14: Les résidus Asp145 et Lys290 en conformation ouverte (A) et en conformation 
fermée (B). Représentation de la surface de CALB en conformation ouverte (C) et conformation 
fermée (D) (Stauch et al., 2015). 

 

 Mécanique quantique 

Les simulations de chimie quantique sont fondées sur les principes de la mécanique quantique 

et ont pour but l’étude d’un système moléculaire à l'échelle atomique et électronique. Ces 

méthodes de calcul visent la détermination de la fonction d’onde d’un système de N particules 

ou atomes en résolvant l’équation de Schrödinger . Il est ainsi possible de décrire le 

comportement électronique de systèmes pouvant contenir quelques dizaines d’atomes avec 

une bonne précision. Cependant les temps de calcul restent importants. 

Pour cette raison d’autres méthodes ont été mises au point, telles que la théorie de la 

fonctionnelle de la densité (DFT). Cette méthode est actuellement l’une des plus utilisées pour 

les calculs quantiques car elle est plus facile d’utilisation et moins coûteuse en temps de 

calcul. En effet, la méthode de DFT considère la densité électronique et non la fonction 

d’onde afin de décrire le système. La densité électronique est fonction de 3 variables (x, y, z) 

alors que la fonction d’onde dépend de 3N variables. De nombreuses études font état de 

l’étude de systèmes moléculaires par la DFT (De Oliveira et al., 2010; Syren et al., 2013). 
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Dans l’étude de De Oliveira (2010), la DFT est utilisée afin de comparer la réactivité des 

groupements hydroxyles de 3 flavonoïdes différents lors de l’acétylation catalysée par 

CALB : la quercétine, l’isoquercétine et la rutine. Les simulations de DFT ont été réalisées sur 

des mini-systèmes issus de simulation de docking : le premier intermédiaire tétraédrique 

l’acétyl-CALB en présence d’un flavonoïde ainsi que ce même système ayant subi des 

modifications de charge permettant d’amorcer la formation du deuxième intermédiaire. Les 

résultats ont abouti à la formation du second intermédiaire dans le cas de la rutine et 

l’isoquercétine contrairement à la quercétine ce qui est cohérent avec les résultats 

expérimentaux. 

Le mécanisme d’action de CALB a également été étudié par l’équipe de Le Joubioux dans le 

cadre de la O-acylation et de la N-acylation d'alcools et d'amines monofonctionnelles (Le 

Joubioux et al., 2011). Les conclusions furent la mise en évidence d’une chimiosélectivité de 

CALB préférentiellement dirigée vers la O-acylation au détriment de la N-acylation. Dans une 

seconde étude, une relation entre la structure de l’accepteur d’acyle et la chimioselectivité 

avait été rapportée (Le JoubiouX et al.2013). En effet, lorsque le substrat est de type 

aminoalcool à chaine courte (alaninol), la N-acylation est majoritaire et lorsque celui-ci est de 

chaine plus longue (6-amino-1-hexanol), la O-acylation est majoritaire. Au vu de ces résultats 

expérimentaux, des simulations de modélisation moléculaire ont été réalisées pour expliquer 

et comprendre cette sélectivité. À l’aide de simulations DFT et de calculs d’énergie 

d’activation, Syren tente d’expliquer n, la sélectivité en faveur de la N-acylation par la 

formation d’une liaison hydrogène intramoléculaire dans le cas des amino-alcools (Syren et 

al., 2013). En effet, il a été observé expérimentalement que le taux de conversion d’alaninol 

en molécule N-acylée est largement supérieur à celui obtenu avec le 2-butylamine. Les deux 

molécules ne différent que par la présence d’un groupement hydroxyle supplémentaire sur 

l’alaninol (Tableau 1.12). 

L’équipe de (Syren et al., 2013) propose donc d’expliquer ce phénomène par un mécanisme 

de « proton navette » qui serait facilité par la présence d’une liaison intramoléculaire entre un 

proton de la fonction amine et l’oxygène de l’hydroxyle (Figure 1.15). Les résultats de calculs 

d’énergie libre d’activation pour l’acylation de groupements amines avec le mécanisme 

«proton navette» ont montré que celui-ci était énergétiquement plus favorable que le 

mécanisme « classique ». Toutes les énergies d’activations obtenues sont cohérentes avec les 

résultats expérimentaux et confortent l’hypothèse du mécanisme de «proton navette». Il 
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semblerait également que pour les aminoalcools possédant une longue chaine, le mécanisme 

de «proton navette» ne fonctionne pas, ce qui explique leur O-acylation majoritaire. 

 

Tableau 1.12 : Constantes catalytique de N- et O-acylation d'aminoalcools avec l'acide 
myristique catalysée par CALB (Syren et al., 2013)  

 Accepteurd’acyle Constante catalytique de 
N-acylation (mn-1) 

Constante catalytique 
d’O-acylation (mn-1) 

A
m

in
o-

al
co

ol
 

 

 
1-amino-2-propanol 

29 N.D 

 

 
alaninol 

50 N.D 

 

 
4-amino-1-pentanol 

13 85 

 

 
6-amino-1-hexanol 

12 130 

Su
bs

tr
at

 m
on

o-
fo

nc
tio

nn
el

 

 

 
2-butylamine 

2,3 - 

 

 
2-butanol 

- 54 

D
io

l- 
et

 d
ia

m
in

e 

 

 
1-2-diaminopropane 

89 - 

 
1-2-propandiol 

- 320 

C
on

tr
ôl

e 
né

ga
tif

 

 

 
methoxy-2-propylamine 

19 N.D 

N.D : non détecté. 
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Figure 1.15: Mécanisme de proton navette (Syren et al., 2013) 

 

Le mécanisme catalytique de CALB pour la O-acylation a été décrit comme un mécanisme bi-

bi ping-pong incluant des états de transition passant par des intermédiaires tétraédriques 

(Fuentes et al., 2004). Celui-ci est représenté par la Figure 1.16. Une étude théorique du 

mécanisme de N-acylation réalisée à l’aide de simulations de docking, suggère la formation 

d'intermédiaires zwitterioniques (TI-Z) (González-Sabín et al., 2006). Ceux-ci résulteraient de 

l'attaque directe de l'amine sur le groupement carbonyle de l'acyl-enzyme, suivie d’une 

déprotonation assistée par l'histidine catalytique (Figure 1.17). La présence d’une molécule 

d’eau pourrait faciliter le transfert du proton. 
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Figure 1.16: Mécanisme d'acylation catalysé par la triade catalytique de CALB selon le model 
bi-bi ping-pong: A) conformation native et approche du substrat donneur d'acyle ; B) premier 
intermédiaire tétraédrique ; C) relargage de l'alcool et formation de l’acyl-enzyme ; D) 
approche de l'accepteur d’acyle ; E) formation du second intermédiaire tétraédrique ; F) 
relargage du produit et retour à la conformation initiale de l’enzyme 
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Figure 1.17: Proposition de mécanisme d’action de CALB pour une réaction de N-acylation 
(González-Sabín et al., 2006) 

 

 Méthodes hybrides : mécanique quantique/mécanique moléculaire (QM/MM) : 

Les méthodes hybrides combinent la mécanique moléculaire à la modélisation quantique 

permettant ainsi de réaliser des simulations précises couplées à des simplifications permettant 

des calculs plus rapides. La Figure 1.18 représente le principe des méthodes hybrides. QM 

désigne la région où se produit une réaction chimique et qui doit donc être prise en compte par 

une approche quantique ; MM désigne le reste du système décrit par un champ de force.  

 

 

Figure 1.18: Illustration de l’approche mixte mécaniquemoléculaire/mécanique quantique 
(QM/MM) (Groenhof, 2013) 
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L’intérêt de l’utilisation d’une méthode hybride est de combiner la précision des simulations à 

un niveau quantique avec des temps de calcul acceptables (Bruice, 2006; Friesner, 2004; Senn 

and Thiel, 2009). Une étude de la stabilité et de l’activité de CALB dans les solvants 

organiques polaires et non polaires a été réalisée par des simulations de dynamique 

moléculaire et de QM/MM. Deux aspects ont été étudiés : le changement de conformation 

global de CALB et le changement de conformation du site actif. Les résultats montrent que la 

conformation globale de CALB reste stable en présence de solvants organiques. Puis au 

niveau du site actif, il a été observé que seuls les solvants polaires atteignent et interagissent 

intensivement avec le site actif en bloquant la liaison hydrogène entre les résidus Ser105 et 

His224. L’utilisation de la méthode hybride mécanique quantique/mécanique moléculaire a 

permis de conclure, via des calculs d’énergie d’activation, que le changement de 

conformation dans la région du site actif est le principal facteur qui influence l'activité de 

CALB en présence de solvants polaires (Li et al., 2010). 

 

La modélisation moléculaire est donc constituée d’une multitude de méthodes permettant 

toute d’étudier les systèmes moléculaires allant du mécanisme catalytique à la sélectivité et 

les interactions qui les gouvernent. De nombreuses études utilisent les simulations de docking 

comme filtre conformationnel pour ensuite y associer d’autres techniques (dynamique 

moléculaire, DFT…). Les études de modélisation moléculaire peuvent ainsi fournir des 

informations cruciales afin de mieux comprendre la spécificité de substrat, la régio- et chimio-

sélectivité, l’efficacité enzymatique ou encore l’effet du solvant à l’échelle moléculaire. 

Souvent combinaison de plusieurs méthodes pour gagner en précision tout en conservant des 

temps de calculs acceptables. 

 

Dans la dernière partie de cette étude bibliographique, l’échelle du procédé enzymatique est 

abordée avec notamment l’immobilisation enzymatique ainsi que différents types de réacteurs 

permettant d’améliorer les conditions réactionnelles telles que le mélange ou le chauffage. 
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 Échelle du procédé  

 Immobilisation d’enzymes 

L’immobilisation de biocatalyseurs consiste en l’isolement physique d'enzymes au sein d'une 

matrice avec le maintien des activités catalytiques. Les enzymes sous leur forme immobilisée 

possèdent de nombreux avantages et sont plus adaptées à l’utilisation industrielle par rapport à 

leurs formes solubles. L’immobilisation rend possible la séparation et le recyclage des 

enzymes ce qui permet la diminution des coûts de production. De plus, les propriétés 

catalytiques sont maintenues voire améliorées, grâce à une meilleure stabilité de l’enzyme 

immobilisée (Cao, 2005). Par conséquent, l'immobilisation est souvent réalisée pour la plupart 

des procédés industriels ayant recours à la catalyse enzymatique.  

Par exemple, les lipases sous forme immobilisée sont très utilisées dans l’industrie afin de 

catalyser des réactions d'hydrolyse, d’alcoolyse, d'estérification ou encore de 

transestérification d'esters d'acides carboxyliques (Tan et al., 2010). Une étude portant sur la 

synthèse de biodiesel par alcoolyse de différentes huiles végétales a permis d’établir une 

comparaison entre différentes lipases immobilisées (Hernández-Martín and Otero, 2008). Les 

résultats de cette étude ont montré que Novozym® 435 (lipase B de C. antarctica 

immobilisée de manière non covalente à l’intérieur de billes de résine polymérique méso-

macroporeuses) permet une production de biodiesel ainsi que la conservation de son activité 

allant jusqu’à 85 % après neuf cycles de réaction, dans des conditions optimales, dans un 

réacteur discontinu.  

Un autre exemple est l’optimisation de la réaction d’estérification de l'acide L-ascorbique par 

de l'acide laurique par l’enzyme Novozym® 435 pour former le L-ascorbyl laurate, très utilisé 

en cosmétique pour ces propriétés antioxydantes, qui a permis d’obtenir un rendement de 

conversion de 93,2 % (Chang et al., 2009).  

 

Dans le Tableau 1.13 quelques exemples d’immobilisation de lipase sont évoqués. 
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Tableau 1.13: Exemples d’immobilisation de lipases avec différentes techniques et supports 

Adsorption « cross-
linking » Chimie-sorption Encapsulation Techniques 

octyl-glutam
ique agarose hétéro-

fonctionnel 

−
 silicea m

ésoporeuse (sba-15) 
−

 m
atériaux m

ésoporeux fluorés 

glutaraldéhyde 

glyoxyl-A
garose 

silice m
ésoporeuse 

fonctionnalisé avec de 
l’isocyanate (nco-sba-15) 

silice m
éso-m

acro-poreuse 
fonctionnalisé avec du glym

o* 
(gG

lym
o-Si(H

IPE)) 

−nanoparticules m
agnétiques 

(C
N

PM
s) de chitosane 

−fonctionnalisation : genipin ou 
glutaraldehyde 

M
atériaux d’im

m
obilisation 

−
 Lipase A

 et B
 de Candida 

antarctica 
−

 Lipase de Therm
om

yces 
lanuginosus 
−

 Lipase de Rhizom
ucor m

iehei 
−Lipase de Candida rugosa 
−Phospholipase (Lecitase ultra, LU

) 

Lipase de M
ucor m

iehei 

M
élange protéique issu de 

Iactalurus punctatus 

Lipase de H
ypocrea pseudokoningi 

Lipase de M
ucor m

iehei 

Lipases de Therm
om

yces 
lanuginosus 

Lipase de Candida rugosa 

E
nzym

e 

−
 absence de désorption en solvants organiques 

−am
élioration de la stabilité des enzym

es 

−
 m

aintien de l’activité 
−jusqu’à 3 recyclages 
−la principale lim

ite est la désorption 

−augm
entation de l’activité, de la stabilité et de la 

recyclabilité 

−augm
entation de la stabilité 

−activité hydrolytique 15x plus élevée 

−m
eilleure activité catalytique pour les 

lipaseschim
isorbées par rapport à la physisorption 

−
 am

élioration de la stabilité du biocatalyseur 

−
 stabilisation des enzym

es 
−m

aintien de l’activité enzym
atique en continu 

pendant 2 m
ois 

−genipin-C
N

PM
s = plus grande stabilité (pH

, 
tem

pérature, stockage…
) 

R
em

arques 

(R
ueda et al., 2016) 

(Jacoby et al., 
2013) 

(M
ahm

od et al., 
2015) 

(Pereira et al., 
2015) 

(C
anilho et al., 

2013) 

(B
run et al., 2011) 

(Liu et al., 2016) 

R
éférences 

* : 3-glycidyloxypropyl-triméthoxysilane  
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2.3.1.1. Les différentes techniques et matériaux utilisés pour l’immobilisation 
d’enzymes 

2.3.1.1.1. Techniques d’immobilisation 

Le choix de la méthode d’immobilisation doit permettre avant tout sa réutilisation et si 

possible aboutir à l’augmentation de la stabilité et de l’activité des enzymes. Ce choix diffère 

en fonction du catalyseur enzymatique choisi et de l’application. La Figure 1.19 représente les 

différentes techniques d’immobilisation. 

 

 

Figure 1.19: Shéma représentatif des principales techniques d’immobilisation d’enzyme 

 

 Immobilisation par physisorption 

La technique d’immobilisation par adsorption est la méthode la plus simple à mettre en 

œuvre. En effet, elle consiste à mettre en immersion le support et les enzymes, sans 

modification chimique, afin que l’immobilisation se produise par liaisons hydrogènes ou van 

der Waals. Les supports utilisés peuvent être de nature plus ou moins hydrophobe ou 

hydrophile. Avec cette technique d’immobilisation, il est donc possible d’influencer le 

pourcentage d’adsorption en jouant sur les conditions d’immobilisation. Pour cette raison, il 
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est important de bien connaitre les propriétés de l'enzyme à immobiliser telles que le point 

isoélectrique qui est le pH correspondant à la protéine non chargée et permet donc de 

maîtriser la charge de la molécule en fonction du pH et donc la physisorption. La présence de 

liaisons faibles constitue également l’inconvénient de cette technique d’immobilisation. En 

effet, ces liaisons sont réversibles et sensibles à certains paramètres, tels que le changement de 

température, de concentration ou de force ionique du milieu, ce qui peut provoquer une 

désorption irréversible du biocatalyseur. Ce phénomène de désorption conduit ensuite à la 

présence de biocatalyseur dans le mélange contenant le(s) produit(s) de réaction et complique 

ainsi le procédé de purification (Krishnamoorthi et al., 2015).  

Des recherches ont porté sur la limitation de ce phénomène notamment en jouant sur le 

diamètre des pores pour que ceux-ci correspondent à la taille des enzymes, ce qui permet une 

meilleure rétention et une amélioration de l’activité enzymatique (Serra et al., 2008). 

Egalement, des traitements peuvent rendre la surface des matériaux plus hydrophobe. Dans le 

cas de nombreuses lipases, un phénomène d’activation interfaciale intervient par un 

changement de conformation. Les sites actifs étant le plus souvent de nature hydrophobe 

Hanefeld suppose donc que l’immobilisation de lipases sur supports hydrophobes permettrait 

l’immobilisation de ces lipases dans une conformation active (Hanefeld et al., 2009). 

Cependant, pour les substrats de grande taille ou hydrophiles, la proximité de la surface du 

support hydrophobe peut bloquer l’accès au site actif. La silylation post-immobilisation est 

une méthode permettant de limiter le phénomène de lessivage des enzymes (Hartmann, 2005). 

En effet, la silylation permet de diminuer la taille des ouvertures de pores des supports 

mésoporeux. Dans une étude mené par Manyar (2008), après l’immobilisation de l’enzyme 

sur SBA-15, la taille des pores a été réduite par silylation avec un aminosilane fréquemment 

utilisé dans le processus de silanisation le (3-Aminopropyl)triethoxysilane (APTES). Les 

résultats obtenus ont permis d’éviter le lessivage tout en permettant aux substrats et produits 

de réactions de circuler (Manyar et al., 2008). 

 

 Immobilisation par chimisorption 

Pour pallier la désorption des enzymes lorsqu’elles sont immobilisées par adsorption, une des 

solutions possibles est l’immobilisation par chimisorption. En tendance, les enzymes 

immobilisées de manière covalente peuvent être utilisées dans tout type de milieu tandis que 
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les enzymes adsorbées doivent être utilisées dans des solvants organiques afin de limiter le 

phénomène de désorption. Dans ce cas, la surface des supports doit être fonctionnalisée. Il 

faut donc effectuer un choix parmi les nombreuses fonctions permettant le greffage des 

enzymes. Cette technique d’immobilisation permet une réduction des risques de desorption 

des enzymes en milieu aqueux ainsi qu’une meilleure résistance à des conditions dénaturantes 

en réduisant la flexibilité conformationnelle grâce à un ou plusieurs points d’accroches 

limitant ainsi la dénaturation et le dépliement des protéines. 

Généralement ce sont les groupements nucléophiles des chaînes latérales des acides aminés de 

l’enzyme tels que : la lysine, l'histidine, la cystéine, la tyrosine, etc. qui tendent à se lier aux 

groupements électrophiles du support. Les processus d'activation sont généralement conçus 

pour produire des groupes électrophiles sur le support (Homaei et al., 2013). Cependant, ces 

modifications chimiques réalisées en créant des liaisons covalentes avec le support sont assez 

difficiles à contrôler afin d’obtenir des lots homogènes d’enzymes immobilisées. Par exemple, 

les supports de type époxy activés sont capables de réagir chimiquement avec les 

groupements nucléophiles placés sur la surface de la protéine et sont très stables. Ils 

permettent donc de réaliser des réactions sur de longue durée. Ces supports époxy semblent 

être très appropriés pour stabiliser les enzymes industrielles par liaison covalente (Mateo et 

al., 2007). Ainsi, il est possible de trouver sur le marché plusieurs supports époxy qui sont 

recommandés pour immobiliser des protéines (par exemple Eupergit® C). La chimisorption de 

la penicilline G acylase sur Eupergit® C permet de réaliser plus de 800 cycles de réaction 

avec une conservation de 60% de son activité initiale (Kallenberg et al., 2005). La lipase de 

Mucor miehei (Mm-L) a été immobilisée par chimisorption sur SBA-15 fonctionnalisée avec 

des groupements isocyanate (NCO-SBA-15) puis mise en oeuvre pour la transestérification 

d'huile de colza avec du methanol. En comparant avec la version physisorbée sur SBA-15, il a 

été démontré une stabilité opérationnelle plus élevée. En effet, la chimisorption a permis 6 

recyclages contre 2 uniquement pour l'enzyme physisorbée (Canilho et al., 2013). 

  



Chapitre 1 : Étude bibliographique 

61 

 Autres techniques 

Encapsulation 

La meilleure technique pour éviter de trop grandes modifications structurales des enzymes est 

l'encapsulation qui consiste à piéger les enzymes dans un réseau organique ou inorganique. 

L’encapsulation fait intervenir des interactions faibles mais l’enfermement des enzymes évite 

la désorption. Le procédé sol-gel est la technique d’encapsulation la plus répandue et utilise 

souvent des silices. 

Une étude a été réalisée sur l’encapsulation de CALB et la lipase de Thermomyces 

lanuginosus (TLL) dans des billes d’alginate de calcium produites à partir d’alginate seul 

(SAC) ou modifié soit avec un anhydride dodécénylsuccinique (SAC12) soit avec un 

anhydride succinique (SAC0) (Falkeborg et al., 2015). Les activités spécifiques de CALB et 

TLL libre ou immobilisées sur les différents supports sont présentées Figure 1.20. Les 

résultats montrent que dans le cas de la TLL (Figure 1.20.B) l’immobilisation a permis 

d’augmenter l’activité spécifique de l’enzyme. De plus, l’utilisation de SAC12 a multiplié par 

3 l’activité spécifique de la TLL. Dans cette étude l’hypothèse concernant cette amélioration 

de l’activité est liée à l’activation de l’enzyme par la reconnaissance des résidus hydrophobes 

de alg-SAC. Des essais de recyclage des TLL-algSAC12 ont également montré une 

diminution de l’activité enzymatique puis un maintien de celle-ci à une valeur toujours 

supérieure à celle de la TLL libre pendant 10 cycles (Figure 1.21). 

Parallèlement, les résultats obtenus avec CALB immobilisée montrent une diminution de 

l’activité spécifique (Figure 1.20.A). CALB ne possèdant pas un important couvercle 

hydrophobe dans sa structure, aucune influence de l’ajout de SAC12 sur l’activation 

interfaciale. Les hypothèses concernant la perte d’activité spécifique sont donc l’existence de 

limitations de transferts trop importantes ou des interactions physiques ou ioniques avec le 

polymère d’alginate. 
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Figure 1.20: Activité spécifique de CALB (A) et TLL (B) libres ou encapsulées (Falkeborg et al., 
2015) 

 

 

 

Figure 1.21: Activité enzymatique de TLL libre et lors de recyclage de TLL encapsulée dans des 
billes d’alginate simple (TLL-alg) ou fonctionnalisées (TLL-alg-SAC12) (Falkeborg et al., 2015) 
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Immobilisation par réticulation 

Le cross-linking, ou réticulation, est le fait de lier les groupements terminaux des enzymes par 

des agents de liaisons. Cela permet l’obtention d’agrégats, "cross-linking enzyme aggregates" 

(CLEA) ou de cristaux, "cross-linking enzyme crystals" (CLEC) (Sheldon, 2007). Différents 

agents de réticulation peuvent être utilisés comme le glutaraldéhyde, le dextrane, le bis-

isocyanate, le bis-diazobenzidine. Le choix de l’agent de réticulation et des paramètres va 

dépendre du biocatalyseur. Par exemple, dans le cas d’une enzyme possédant peu de 

groupement amine, l’ajout d’albumine de serum bovin permet une meilleure réticulation car 

celle-ci possède de nombreux groupements amine notamment grâce à une forte présence de 

lysine (Yusof et al., 2016). Les résidus de lysine sont capables de se lier avec le 

glutaraldéhyde, ce qui permet d’éviter la dénaturation de l'enzyme. Une étude a montré que la 

BSA a un effet significatif sur l'activité de lipases (CALB et palatase) multi-CLEA. En effet, 

en présence de BSA une augmentation significative de l'activité de la lipase immobilisée est 

mesurée (Tableau 1.14) : 

 

Tableau 1.14: Activité de lipases (CALB et palatase) multi-CLEA avec et sans BSA (Mahmod et 
al., 2015) 

 Activité spécifique de la lipase (U/mg) activité (%) 

CLEA 0,783 ± 0,756 54,94 

CLEA-BSA 1,350 ±0,082 94,74 

 

Une étude portant sur la préparation de CLEA réalisée avec CALB a montré que les 

conditions optimales de préparation étaient les suivantes : précipitation à l’éthanol, 25 mM, 

d’agent de liaison, 50 mg/ml d’enzyme et un temps de contact de 45 min. Dans ces conditions 

les résultats ont montré une activité enzymatique plus importante que celle obtenue avec 

l’enzyme libre, une augmentation de la stabilité thermique, une conservation de 40% de 

l’activité initiale après 15 recyclages et une meilleure dispersion dans les solvants organiques 

(Kartal et al., 2011). 

Le Tableau 1.15 résume les avantages et inconvénients de chaque technique d’immobilisation. 
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Tableau 1.15: Avantages et inconvénients des différentes techniques d’immobilisation (Eş et al., 
2015) 

Technique 
d’immobilisation 

Avantages Inconvénients 

Physisorption 

− simple et pas cher 
− une activité catalytique élevée 
− pas de changement de conformation 

du biocatalyseur 
− absence d’utilisation de réactifs 
− réutilisation de matériel coûteux 

− faible stabilité 
− possible perte de biomolécules 
− la présence de liaisons faibles 

pourrait causer la désorption de 
biocatalyseur 

Encapsulation 

− protection du biocatalyseur 
− permet le transport des composés de 

faible poids moléculaire 
− permet un fonctionnement continu 

dû au maintien de la densité des 
cellules 

− facilite la séparation et simplifie le 
processus en aval 

− transfert de masse limité 
− faible chargement en enzyme 

Cross-linking 

− liaison forte biocatalyseur 
− diminutions du phénomène de 

désorption 
− augmente la stabilité du 

biocatalyseur 

− peut causer une altération du 
site actif 

− provoque des limitations de 
diffusion 

− forte perte d’activité 

Liaison covalente 

− liaison forte 
− forte résistance thermique 
− facilite le contact avec les substrats 
− empêche l’élution des biocatalyseurs 
− flexibilité dans la conception des 

supports et la méthode 

− limite la flexibilité de l’enzyme 
et donc son activité (même si 
parfois l’inverse est observé) 

− moins d’enzyme immobilisée 
− liaison irréversibles (même si 

exceptions telles que les 
liaisons disulfide) 

 

Il n’existe donc pas de méthode générique mais une nécessité de définir la méthode adéquate 

d’immobilisation en fonction de la nature de l’enzyme et de la réaction à catalyser. 

 

2.3.1.1.2. Types de supports conventionnels 

Dans cette partie sont évoqués les différents types de supports utilisables pour réaliser 

l’immobilisation enzymatique. L’échelle de taille des pores est présentée Figure 1.22. 

 

Figure 1.22: Échelle de taille des pores 
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 Les polymères naturels 

Les biopolymères tels que la cellulose et autres polysaccharides sont des matériaux 

communément utilisés pour réaliser l’immobilisation d’enzymes. Un autre biopolymère est le 

biochar issu de la pyrolyse de biomasse forestière qui possède un faible coût. Ce type de 

matériau possède des propriétés physico-chimiques et structurales intéressantes, variant en 

fonction de la matière première utilisée et du traitement subi : par exemple, il a été observé 

que la surface spécifique augmente avec la température de pyrolyse du biochar (González et 

al., 2012, 2013). La composition du biochar peut également avoir une importance pour 

l’immobilisation d’enzyme car ceux-ci peuvent contenir des métaux lourds qui peuvent avoir 

pour effet d’activer mais aussi d’inhiber l’enzyme. En exemple d’application de ces supports, 

la lipase de Candida rugosa a été immobilisée sur du biochar issu de la pyrolyse de coque 

d’avoine par adsorption dans des micropores. L’activité de l’enzyme a été conservée. 

 

 Les polymères synthétiques organiques 

Les polymères synthétiques organiques incluent des polymères comme le polystyrène, le 

polyéthylène ainsi que des polyosides tels que l’acétate de cellulose, le nitrate de cellulose, le 

dextrane, l’agarose ou encore l’alginate. Pour l’immobilisation des enzymes par 

physisorption, les résines acryliques sont souvent utilisées comme support. Nous pouvons 

citer l’exemple de la CALB dont les formes commerciales immobilisées sur billes de 

polymetacrylate divinyl-benzene meso-macroporeuse sont connues sous les noms "Novozym 

435" ou « Lipozym 435 ». Par exemple, lors de la résolution cinétique de p-chloro-acétate de 

mandelonitrile dans du toluene réalisée par Hanefeld (2009), l’utilisation de Novozym 435 

permet, en fin de réaction, la séparation par filtration et le recyclage de l’enzyme jusqu’à cinq 

cycles sans perte d'activité ou d’énantiosélectivité comme le montre les résultats présentés 

dans le Tableau 1.16 (Hanefeld et al., 2009). 

 

Tableau 1.16: Recyclage de CALB (Novozym 435) lors de la résolution cinétique de p-chloro-
acétate de mandelonitrile (Hanefeld et al., 2009) 

 rendement (%) (excès énantiomérique) 

Nombre de cycles 1 2 3 4 5 

(R)-p-Chloromandelonitrile acetate 98 (99) 96 (99) 98 (97) 98 (98) 98 (98) 

(S)-p-Chloromandelonitrile THP-ether 86 (90) 86 (90) 88 (93) 90 (93) 91 (93) 
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 Les supports inorganiques 

Les supports inorganiques tels que les silices, les zéolithes ou les matériaux mésoporeux 

silicatés peuvent également être utilisés afin d’immobiliser des biocatalyseurs (Lee et al., 

2009). Ce sont des matériaux inertes et stables à des températures élevées. SBA-15 (santa 

barbara amorphous N 15) et MCM-41 (Mobil Composition of Matter N 41) sont des 

matériaux mésoporeux silicatés très utilisés pour l’immobilisation par chimi- ou physi-

sorption. Leur surface peut être fonctionnalisée facilement pour faciliter la chimisorption. En 

effet, la faible stabilité des enzymes et la nécessité de recycler le biocatalyseur conduisent 

fréquemment à la chimisorption de l’enzyme. Ces matériaux possèdent également une grande 

surface spécifique ainsi que des diamètres de pores uniformes avec des volumes poreux 

importants. Ces matériaux mésoporeux silicatés sont synthétisés à partir de silane (précurseur 

de silice) et de solution micellaire de tensioactifs pour obtenir des structures poreuses 

ordonnées avec des distributions de taille de pores étroites. Le diamètre des pores peut varier 

en fonction du tensioactif et des conditions expérimentales. Cela permet de viser une large 

gamme de diamètre de pores allant de 2 à 25 nm. Des SBA-15 ayant différents diamètres de 

pores ont été synthétisées et utilisées pour l’immobilisation par physisorption de la lipase de 

Mucor miehei (Mm-L) afin de produire des esters méthyliques, avec toutefois de faibles 

vitesses réactionnelles potentiellement dues à une limitation des transferts de matière dans les 

pores (Jacoby et al., 2013). Une étude portant sur l’immobilisation par physisorption de lipase 

pancréatique de porc sur des SBA-15 en forme de tige a montré une meilleure adaptation de 

l’enzyme à un pH plus élevé ainsi qu’une meilleure stabilité thermique (Li et al., 2009).  

Pour citer un autre exemple de matériaux inorganiques, les High Internal Phase Emulsion 

(HIPE) sont des matériaux (billes ou monolithes) silicatés de type macro-méso-cellulaires 

(Carn et al., 2004). L’étude de Brun (2010) a consisté à immobiliser la lipase de Candida 

rugosa sur un support de type glymo-Si(HIPE) ([C-CR-lipase]@gGlymo-Si-HIPE). La Figure 

1.23a) représente la comparaison de cinétiques obtenues lors de la réaction d’estérification de 

l’acide oléique par le butanol avec [C-CR-lipase]@gGlymo-Si-HIPE ou l’enzyme libre. Les 

résultats obtenus indiquent une amélioration des performances catalytiques lorsque celle-ci est 

immobilisée sur les HIPEs. De plus, la chimisorption des enzymes favorise également leurs 

recyclage, jusqu’à 20 cycles (Figure 1.23.b). 
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a) 

 

 

b) 

 
Figure 1.23: Pourcentage de conversions obtenues pour la réaction d’estérification de l’acide 
oléique par le butanol. (a) ○ : [C-CR-lipase]@ g Glymo-Si(HIPE) ; et ■ : lipase Candida rugosa 
libre. b) Pourcentage de conversion obtenu sur plusieurs cycles, ○ : [C-CR-lipase]@ g Glymo-
Si(HIPE) et Δ : [C-CR-lipase]@Si(HIPE) (Brun et al., 2010).  

 

 Les supports magnétiques 

Les nanoparticules magnétiques font partie des supports qui ont récemment émergé dans le 

domaine de l’immobilisation enzymatique. Les propriétés magnétiques de ces supports les 

rendent très intéressants pour l'immobilisation. En effet, ce type de matériaux permet de 

faciliter le recyclage des enzymes ainsi que l’orientation de leur agitation dans le tube 

réactionnel (Husain, 2016). Des études ont montré que l’immobilisation d’hydrolases sur les 

nanoparticules magnétiques permettait d’améliorer la stabilité vis-à-vis de la température et 

du pH et donc une meilleure résistance à la dénaturation par rapport aux enzymes libres. De 

plus, le maintien de l’activité a été observé pendant plusieurs cycles (Khoobi et al., 2015, 

2016). La Figure 1.24 présente les résultats obtenus lors de tests d’effet du pH et de la 

température sur l’activité d’une lipase chimisorbée sur support magnétique dans la réaction 

conversion du p-Nitrophenyl palmitate en p-Nitrophenol (Liu et al., 2014). Les résultats 

indiquent une meilleure stabilité des enzymes immobilisées ainsi qu’une activité relative plus 

élevée. 
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a) 

 

b) 

 
                 c) 

 
Figure 1.24: Effet du pH a) et de la température sur l’activité relative de lipases libre (▄) ou 
immobilisé sur Fe3O4@SiO2 (●) ; c) Stabilité thermique des lipases immobilisées à 50 (▄) ou 70°C 
(●) ou libre à 50 (▲) ou 70°C (▼) (Liu et al., 2014). 

 

 Les nanotubes de carbone 

Les supports carbonés et notamment les nanotubes de carbone sont d'excellents matériaux de 

support pour l'immobilisation enzymatique. En effet, la surface importante du matériaux, 

l’efficacité pour l’immobilisation de biocatalyseurs ainsi que sa résistance mécanique sont des 

atouts pour l’immobilisation enzymatique (Feng and Ji, 2011). Malgré un coût élevé et un 

caractère pulvérulent, l’avantage de l’utilisation de nanoparticules de carbone provient 

également de la facilité de synthèse de ces supports en l’absence de tensioactifs et de réactifs 

toxiques, de l’homogénéité des particules ainsi que de leur taille adaptable (Mohamad et al., 

2015). Les nanotubes de carbones sont un enroulement de feuilles de graphites en cylindre. Il 
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existe des nanotubes de carbone à paroi unique (SWCNT) ou à paroi multiple constitué donc 

de plusieurs couches de graphite (MWCNT). Les SWCNTs sont principalement utilisés afin 

d’exploiter les propriétés électroniques du matériau. Les MWCNTs sont le plus souvent 

utilisés pour l’immobilisation de biocatalyseurs car ils permettent une meilleure dispersion 

des substrats et possèdent de propriétés électroniques moins importantes.ils sont aussi moins 

chers que les SWCNTs. L’immobilisation peut être réalisée par physi- ou chimisorption. 

Dans une étude menée par Ji (2010), la lipase de Rhizopus arrhizus a été immobilisée de 

façon covalente sur un MWCNT (Ji et al. 2010). Les résultats de la comparaison des 

performances entre l’enzyme libre et de l’enzyme immobilisée pour la résolution du mélange 

racémique (R,S)-1-Phenyl éthanol sont présentés sur la Figure 1.25. Les résultats obtenus 

montrent que l’immobilisation de l’enzyme a permis d’augmenter le taux de conversion de la 

réaction et d’améliorer la thermo stabilité de l’enzyme. 

 

 

Figure 1.25: Effet de la température de la réaction catalysée par la lipase libre ou immobilisée 
MWNT-lipase (Ji et al., 2010). 

 

2.3.1.2. Paramètres influençant l’immobilisation enzymatique 

Le support, utilisé pour immobiliser les enzymes doit présenter des propriétés physiques 

adaptées à la méthode d'immobilisation et au catalyseur choisi. Plusieurs paramètres du 

support peuvent avoir un effet sur l’immobilisation d’enzymes tels que la taille et 

l’organisation des pores ainsi que les propriétés de surface du matériau (Tableau 1.17). 
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Tableau 1.17: Paramètres à prendre en compte lors de l’immobilisation d’enzyme (Hanefeld et 
al., 2009) 

Enzyme support Facteurs spécifiques liés au 
système réactionnel 

taille de l’enzyme organique ou inorganique milieu réactionnel 
conformation, flexibilité requise 

pour le mécanisme hydrophobe ou hydrophile limitations diffusionnelles 

point isoélectrique charge de surface inhibition enzymatique 
groupement fonctionnel de 
surface/densité de charge fonctionnalisation précipitation du produit 

glycosylation stabilité chimique et mécanique viscosité du milieu 

stabilité aux conditions 
d’immobilisation aire en surface réaction thermodynamique 

présence de région hydrophobe porosité 

support/soluté non spécifique présence de région hydrophile 
taille de particule 

additifs 
 

Dans le cas de l’immobilisation par physisorption, le taux d’adsorption est plus élevé lorsque 

la taille des pores est proche, et bien sûr légèrement supérieure à celle de l’enzyme. Cela 

permet également de diminuer le taux de désorption des enzymes. En revanche cela peut 

devenir limitant du point de vue transfert de matière avec des milieux réactionnels trop 

visqueux. L’organisation des matériaux peut également varier et devenir limitante pour la 

diffusion des enzymes dans le support. Par exemple, avec un réseau de pores 

unidimensionnel, il existe un risque de bouchage de certains pores, contrairement à un réseau 

tridimensionnel ou les pores sont interconnectés. En fonction de la nature et de la composition 

des tensioactifs utilisés lors de la synthèse des matériaux, les propriétés de surface de ceux-ci 

seront différentes. En effet, les charges présentes à la surface des matériaux seront différentes 

s’ils ont été préparés à partir de tensioactifs cationiques (surface du matériau + négatif) ou 

non-ioniques. Le point isoélectrique de l’enzyme est une valeur importante pour 

l’immobilisation et est à prendre en compte dans la détermination du pH optimal 

d’immobilisation. (Jacoby et al., 2013). De la même manière, les propriétés de surface des 

supports sont importantes et il est possible de les moduler. En effet, dans le cas des matériaux 

silicatés quelques éléments inorganiques peuvent être insérés comme l’aluminium ou le titane. 

 

 



Chapitre 1 : Étude bibliographique 

71 

 Influence du type de réacteur 

Le choix d’un réacteur approprié est une tâche importante. En effet, de nombreux types de 

réacteurs sont disponibles à l’heure actuelle. Le premier niveau de séparation est la réalisation 

de réaction en continu ou discontinu, puis viennent le fait de travailler avec un catalyseur libre 

(homogène) ou immobilisé (hétérogène). La nature du milieu réactionnel, la nature du solvant 

et les substrats utilisés, doivent être compatibles avec le mode d’agitation/circulation dans le 

réacteur. Enfin le contrôle des paramètres de température, pH, pression, débit, temps de séjour 

est ici crucial. Dans cette partie ont été décrits le réacteur micro-onde et le réacteur micro-

fluidique. 

 

2.3.2.1. Influence du mode de chauffage : les réacteurs micro-ondes 

Comme vu précédemment, la température d’une réaction est un paramètre important à 

maitriser afin d’avoir le meilleur rendement de conversion et la meilleur vitesse de conversion 

possibles. Différents modes de chauffages existent. Il y a les chauffages conventionnels, basés 

sur l’usage d’un fluide caloporteur et de la conduction, et les chauffages non-conventionnels 

dont le chauffage par micro-ondes. Le chauffage par micro-onde connait depuis une vingtaine 

d’années un important essor (Collins and Leadbeater, 2007). Malgré cela, peu d’études 

traitent de la biocatalyse assistée par chauffage micro-onde. Mais ce nombre est en constante 

augmentation. Actuellement, l’effet des irradiations micro-ondes sur le système catalytique 

est encore discuté. De nombreuses études ont donc pour but de vérifier l’impact des 

irradiations micro-ondes sur les réactions impliquant un biocatalyseur. 

 

2.3.2.1.1. Principe du chauffage par micro-ondes 

Le chauffage par micro-ondes consiste à faire passer au travers d’un milieu réactionnel des 

ondes dont la fréquence est comprise entre 0,3 et 300 gigaHertz (Martínez-Palou, 2010). 

L’activation micro-onde serait due à un effet thermique engendré par l’agitation moléculaire 

qui résulte de l’inversion des dipôles (en particulier l’eau) face à l’alternance du champ 

électrique ce qui provoque des réchauffements localisés qui se propagent par la suite à 

l’ensemble du milieu par conduction ionique. L’augmentation de la température est alors 

homogène dans l’ensemble du milieu. La Figure 1.26 compare les gradients de température de 

deux modes de chauffage : micro-onde et bain d’huile. Ces résultats indiquent clairement que 
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l’irradiation par micro-ondes augmente la température de manière plus homogène en 1 minute 

de chauffage tandis que dans le tube chauffé par un bain d'huile, la chaleur se retrouve sur les 

parois du tube et non au cœur. Il est toutefois à noter que la qualité du transfert thermique peut 

être affectée par l’hétérogénéité du milieu réactionnel. 

 

 

Figure 1.26: Comparaison des gradients de températures lors d’un chauffage par micro-ondes et 
ceux par chauffage avec un bain d’huile : après 1 min d'irradiation par micro-ondes (à gauche) 
et traitement dans un bain d'huile (à droite) (Kappe, 2004). 

 

L’activation micro-onde pourrait également être liée à des effets dits non-thermiques, comme 

par exemple des interactions de type dipôle-dipôle entre les molécules polaires et le champ 

électrique, pouvant causer, par exemple, la formation d’un intermédiaire tétraédrique et donc 

favoriser les réactions, cela permettrait également une meilleure stabilité et sélectivité des 

enzymes (Fanti et al., 2015; Mazinani and Yan, 2016). 

 

2.3.2.1.2. Effet du chauffage par micro-ondes : milieux non-aqueux 

Le chauffage par réacteur micro-ondes permettrait donc d’augmenter de manière significative 

les rendements de réaction enzymatiques. L’équipe de Kidwai a réalisé en 2009 une étude 

comparative de l’acylation par CALB de l’éthanolamine avec divers acides gras en chauffage 

conventionnel et micro-ondes. Les résultats obtenus ont montré que les rendements étaient 

augmentés d’un facteur 10 sous irradiation micro-ondes comparativement au chauffage 
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conventionnel. Les vitesses de conversion étaient également améliorées. La sélectivité de 

cette réaction est orientée vers la N-acylation (Kidwai et al., 2009). 

L’équipe de Yadav a observé un rendement 190 fois plus élevé sous irradiation micro-onde 

comparativement au chauffage conventionnel dans le cadre de l’étude de l’acétylation du 

citronellol par CALB. Selon ces auteurs, cette amélioration serait due à l’augmentation de 

l’affinité de l’enzyme pour son substrat en raison de l’augmentation de la fréquence de 

collision des molécules ains que la réduction de la constante d'inhibition sous l’effet des 

irradiations micro-ondes (Yadav and Borkar, 2009). La même équipe a également montré une 

amélioration du taux de conversion de la réaction lors de transestérification du 1,2-

propanediol avec le carbonate de diméthyle pour la synthèse de carbonate de propylène par 

CALB avec un chauffage par micro-ondes par rapport à un chauffage conventionnel (Yadav 

et al., 2015). La comparaison des rendements obtenus est présentée sur la Figure 1.27. Ces 

résultats montrent la présence d’un effet thermique avec l’augmentation du rendement de 

conversion avec la température de la réaction ainsi qu’une nette amélioration du rendement 

par les effets non-thermiques issus du chauffage par irradiation micro-onde. 

L’O-acylation énantiosélective du 2-amido-phényléthanol par la lipase de Pseudomonas 

cepacia immobilisées a été réalisée au sein de liquides ioniques purs ou en mélange avec un 

solvant organique. Outre une forte influence de la nature du solvant utilisé, cette réaction a 

montré que dans un mélange liquide ionique/solvant organique aucune différence n’apparait 

entre le chauffage micro-ondes et le chauffage conventionnel (Lundell et al., 2005). 

L’utilisation des réacteurs micro-ondes permettrait donc d’intensifier les procédés de 

biocatalyse enzymatique grâce à une température plus homogène dans les milieux 

réactionnels. Une amélioration d’origine non-thermique de l’activité et de la stabilité des 

enzymes est aussi espérée. Néanmoins, les conditions opératoires doivent être adaptées à ce 

changement de mode de chauffage (nature du solvant, puissance de chauffage…). Par ailleurs, 

certaines études ont indiqué que l’irradiation micro-onde n’induisait pas toujours d’effets 

significatifs sur les taux de conversion. Aucune amélioration de la réactivité de CALB lors de 

la transesterification du butanoate d’ethyle par le butanol à 110°C, dans un réacteur micro-

onde, n’a été observée (Réjasse et al., 2006). Par contre CALB s’est avéré plus stable lors de 

la réaction menée dans ce réacteur micro-onde. 

 



Chapitre 1 : Étude bibliographique 

74 

 

Figure 1.27: Comparaison des taux de conversion de la réaction de transestérification du 1,2-
propanediol avec le carbonate de diméthyle pour la synthèse de carbonate de propylène par la 
lipase B, en réacteur conventionnel et en réacteur micro-ondes (Yadav et al., 2015). 

 

2.3.2.1.3. Effet du chauffage par µondes : milieux aqueux 

De nombreuses études ont suggéré que l'irradiation par micro-ondes n'a aucun effet sur 

l'activité enzymatique dans des solutions aqueuses. Le Tableau 1.18 synthétise quelques 

études de catalyse en milieux aqueux sous irradiations micro-ondes. La plupart des études qui 

ont concerné le chauffage micro-onde avec des réactions en milieux aqueux ont constaté 

l’absence d’effet voire un effet délétère par rapport au chauffage conventionnel. Néanmoins, 

l’équipe de Bradoo a réalisé une étude comparative du mode de chauffage sur plusieurs 

lipases et les résultats ont indiqué des taux de conversion 7 à 12 fois plus élevé avec le 

chauffage micro-onde (30 s à 1,35kW). Cependant, une incertitude sur la température réelle 

sous l’exposition aux micro-ondes ne permet pas d’affirmer clairement si cette amélioration 

est liée à un effet thermique ou non (Bradoo et al., 2002). Dans l’étude réalisée par Zhu 

(2006), l’activité hydrolytique observée possède une vitesse initiale plus élevée que lors d’une 

réaction menée en chauffage conventionnel. Mais le rendement final est inférieur. Il y aurait 

donc une inactivation thermique des biocatalyseurs (Zhu et al., 2006).  

Globalement les études sur l’effet des irradiations micro-ondes en milieu aqueux ont donné 

lieu à des résultats divergents. En effet les résultats indiquent des inactivations enzymatiques, 

des améliorations d’activité voire l’absence d’effet sur la réaction (Tableau 1.18) (Zhao, 

2010). 
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Tableau 1.18: Effet des irradiations micro-ondes sur l’activité enzymatique en milieux aqueux 
(Zhao, 2010) 

Enzyme Fréquence 
(GHz) 

Puissance 
(W.g-1) 

Température 
(°C) 

Effet Référence 

Cellulase from 
Penicillium 
funiculosum 

2,45 

0.001-0.1 35 Pas d’effet (Kabza et al., 1996) 

Trichoderma reesi 
cellulase 3 45-55 

Vitesse initiale plus 
élevée mais rendement 

plus faible 
(Zhu et al., 2006) 

γ-amilase from 
Rhizopus mold 

0-7,5 60 
Amélioration de 

l’activité enzymatique 
(Gelo-Pujic et al., 

1997) 
Lactate 

deshydrogenase 

135 

 Pas d’effet thermique (Hategan et al., 2000) 

Différentes lipases  
Augmentation du taux 

de conversion 
(Bradoo et al., 2002) 

Lipase 
d’Aspergillus 

carneus 
38-40, 90 

Amélioration du 
rendement d’hydrolyse 

(Saxena et al., 2005) 

 

2.3.2.2. Influence de l’hydrodynamique 

Lorsque l’on souhaite intensifier un procédé en bioréacteur l’hydrodynamique est d’une 

grande importance pour s’assurer d’être dans les meilleures conditions de température et de 

mélange. Lorsqu’un processus enzymatique implique un milieu réactionnel biphasique, 

l’amélioration du mélange est un point crucial. L’utilisation de micro-réacteurs échangeurs 

compacts est l’une des possibilités, lorsque l’on souhaite améliorer les performances à la fois 

thermique et hydrodynamique d’une réaction. En effet, ce type de réacteurs permet d’avoir 

une surface d’échange de chaleur importante ainsi qu’une bonne capacité de mélange grâce à 

des géométries spécifiques complexes.  

Il existe différents types de réacteurs-échangeurs. Certaines études ont réalisé des 

comparaisons entre plusieurs réacteurs. Ainsi, l’équipe de Elgue a réalisé une étude 

comparative de trois réacteurs pour intensifier une réaction d'estérification de l’éthanol avec 

l’acide oléique en continu catalysée par CALB en milieu aqueux. Les trois réacteurs étudiés 

sont représentés sur la Figure 1.28. Les réacteurs micro-fluidiques de Corning et Chart 

Industries sont deux réacteurs de type mélangeur statique qui permet un mélange par leur 

forme géométrique. Le 3ème réacteur, Nitech Solutions COBR (Continuous Oscillatory 

Baffled Reactor), réalise un mélange dynamique par un dispositif de pulsation dans des tubes 

chicanés (Elgue et al., 2013). Dans ce dernier, il y a création d’un flux laminaire permettant 

d’obtenir des temps de séjours supérieurs par rapport aux systèmes d'écoulement turbulents. 
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Dans le cas du réacteur Corning, la géométrie utilisée pour réaliser le mélange est une 

géométrie en forme de cœur. Ce type de réacteur est caractérisé par un bon mélange, mais 

également des distributions de temps de séjour contrôlées, des coefficients d’échange 

thermique élevés ainsi que des coefficients de transfert de matière importants ont été mis en 

évidence (Moreau, 2014). Les résultats de l’étude comparative menée par Elgue et al., ont 

donc permis de prouver que les 3 réacteurs étudiés sont adaptés pour réaliser des réactions 

enzymatiques en milieux biphasique. Plus précisément, il s’est avéré que le réacteur Nitech 

était plus efficace en ce qui concerne les transferts de masse en permettant de moduler 

facilement le temps de séjour. Concernant les deux réacteurs Corning et Chart, il a été observé 

un transfert de masse dépendant du débit mais des performances intéressantes ainsi qu’une 

meilleure fiabilité et un coût moindre comparativement au réacteur Nitech. Dans une étude de 

Novak (2015), les performances de plusieurs types de réacteurs (continu avec recyclage de 

l’enzyme, discontinu et micro-fluidique) ont été comparées pour la synthèse d'acétate 

d'isoamyle catalysée par CALB dans un système biphasique. Les résultats obtenus ont 

confirmé l'efficacité élevée du réacteur micro-fluidique (Corning Advanced-Flow™). 

 

 

Figure 1.28: Conceptions externes et internes pour les réacteurs Corning, Chart et Nitech (Elgue 
et al., 2013) 
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Chapitre 2 : Matériels et méthodes 

1. Étude théorique : modélisation moléculaire 

 Outils informatiques 

− Ordinateur : bi-processeur Intel Xeon 4CPU L5420 (2,5 Ghz, 30 cœurs de calculs, 16 Go 

de mémoire) 

− Logiciel : Discovery Studio 4.1 (Accelrys, Inc).  

 

 Simulations de docking flexible 

 Construction des structures 

1.2.1.1. Structure des ligands 

Les outils du module Builder de Discovery Studio 4.1 ont été utilisés pour réaliser la 

construction des structures tridimensionnelles des acides aminés et peptides étudiés. Le 

champ de force CHARMM a été appliqué sur chaque structure. Cette étape permet le typage 

des atomes qui est une étape importante avant de réaliser une minimisation. En effet, cette 

étape assure que le système moléculaire est correctement paramétré et que les résultats 

pourront être exploités. L’étape suivante est la réalisation d’une correction géométrique (clean 

geometry) permettant d’ajuster la longueur des liaisons ainsi que les angles. Suivi d’une étape 

de minimisation des énergies des systèmes de 2000 itérations avec l’algorithme : Steepest 

Descent. 

 

1.2.1.2. Structure de CALB et de l’acyl-CALB 

La structure cristallisée 1LBS a été choisie dans la protein data bank (PDB) pour réaliser cette 

étude. Ce cristal de l’enzyme CALB est composé de six chaînes protéiques. Chacune de ces 

chaînes est constituée de 317 acides aminés, et contient un inhibiteur éthyl-hexylphosphonate 

lié de manière covalente à la sérine catalytique. La triade catalytique de CALB est constituée 

des résidus : Ser105, His224 et Asp187. Les chaînes contiennent aussi un dimère de N-acétyl-

glucosamine lié au résidu asparagine 74. De plus, 92 molécules d’eau sont adsorbées à la 

chaîne A. Dans les études de modélisation moléculaire portant sur cette lipase, la forme 

cristalline 1LBS fait partie des structures les plus citées. En effet, la présence de l’inhibiteur 
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phosphonate fournit des informations expérimentales sur le mode d’ancrage et l’orientation du 

ligand vis-à-vis des résidus de trou oxyanionique : Thr40 et Gln106. La structure de l’oléoyl-

CALB construite et optimisée dans les travaux de thèse de Ferrari (2014) a été utilisée comme 

point de départ pour notre étude. La construction de cette structure a été réalisée en plusieurs 

étapes : 

− suppression de l’inhibiteur éthyl-hexylphosphonate et du dimère N-acétyl-

glucosamine 

− addition des atomes d’hydrogène 

− ajustement de l’état de protonation des résidus à un pH neutre.  

−  la structure est solvatée avec des molécules d’eau de type TIP3P. 

− le système est neutralisé avec un contre-ion  

 

Par la suite, des simulations de dynamique moléculaire ont été réalisées afin d’étudier à la fois 

la stabilité structurale de l’oléyl-CALB et le positionnement de la chaîne acyle carbonée à 

l’intérieur de la cavité. Les différents acyl-enzymes utilisés dans cette étude ont été construits 

en modifiant la chaîne du système oléyl-CALB. L’énergie des systèmes a été minimisée afin 

de réajuster la position des atomes. 

 

 Définition du site actif 

La définition du site actif permet d’indiquer la zone dans laquelle le ligand va être amarré. 

Afin de définir le site actif la méthode dite des cavités a été employée. Cette méthode 

considère les cavités présentes à la surface de l’enzyme comme des sites de liaison probables. 

Le schéma sur la Figure 2.1 représente les deux étapes de cette recherche du site actif : 

− dans un premier temps, une grille tridimensionnelle (x, y, z) est créée autour de la 

protéine avec un espacement de 0,5 Å, puis chaque point de cette grille est classé 

comme étant libre ou occupé par la structure de la protéine 

− dans un second temps, les points libres sont progressivement éliminés jusqu’à 

atteindre la structure de la protéine 
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A 

 

B 

 
Figure 2.1: Schéma représentant les étapes de la recherche de cavité au sein d’une grille 
tridimensionnelle avec espacement de 0,5 Å : (A) détermination des espaces occupés par la 
protéine et des espaces vides, (B)élimination progressive des points jusqu’à atteindre la zone 
souhaitée (Venkatachalam et al., 2003). 

 

Cet outil conduit à l’obtention de plusieurs sites possibles. Le choix du site est donc ensuite 

réalisé sur la base des connaissances de l’enzyme étudiée comme les résidus catalytiques par 

exemple. Dans le cas de CALB, la cavité de site actif est déjà bien connue. En effet, la cavité 

catalytique de CALB a été décrite comme profonde et étroite de dimension : 10 Å x 4 Å de 

largeur et 12 Å de profondeur (J. Uppenberg et al., 1994). Cette cavité est divisée en deux 

zones : l’une hydrophobe constituée de résidus aliphatique tels que Leu140, Ala141, Leu144, 

Val149, Val154, Asp187, Ile189, His224, Leu278, Ala281, Ala282, Ile285 et Val286 ainsi 

qu’une petite zone à caractère plus hydrophile causé par la présence des résidus Thr40, 

Asp134 et Gln157. 

 

 Simulation de docking 

Le docking moléculaire est une méthode de calcul permettant la prédiction du positionnement 

d’un ligand à l’intérieur du site actif de la protéine cible. Cette méthode utilise des 

algorithmes permettant d’explorer l’espace conformationnel du ligand et de le positionner 

selon différentes orientations dans le site actif. Il existe plusieurs types d’algorithmes de 

docking permettant ou non d’appliquer une flexibilité sur l’enzyme et le ligand. 
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1.2.3.1. Algorithme de docking rigide 

Le protocole ligandfit est constitué de plusieurs étapes dont l’enchainement est représenté sur 

la Figure 2.2 (Venkatachalam et al., 2003). 

 

Figure 2.2: Organigramme des étapes principales suivies par l’algorithme de docking LigandFit 

 

L’étape qui suit la définition du site actif est l’échantillonnage de l’espace conformationnel du 

ligand selon une méthode stochastique (Monte Carlo). La génération et la sélection des 

différents conformères du ligand sont réalisées selon la méthode suivante. À partir d’une 

conformation initiale n du ligand, chaque angle de torsion de la molécule est soumis à une 

incrémentation aléatoire, ce qui permet d’obtenir un nouveau conformère n+1 (Oldfield, 

2001). Chacun des conformères obtenus va être ensuite placé à l’intérieur du site actif selon 4 

orientations conduisant à 4 positionnements différents du ligand (Figure 2.3). 
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Figure 2.3: Représentation des 4 orientations (a, b et c) selon lesquelles le ligand est placé dans la 
cavité du récepteur. représentation des 4 positionnements générés pour un ligand donné (a’, b’ 
et c’) (Venkatachalam et al., 2003) 

 

L’étape suivante consiste à évaluer la concordance de forme du ligand dans le site actif, 

appelé filtre géométrique. Ce protocole utilise un principe de comparaison mathématique basé 

sur la représentation du ligand et de la cible sous la forme d’un ensemble de points dans 

l’espace cartésien tridimensionnel. Les poses présentant une bonne concordance géométrique 

avec le site actif cible sont retenues à l’issue du filtre géométrique. L’énergie d’interaction est 

alors évaluée comme étant la somme des contributions des forces de Van der Waals et 

électrostatiques. Cette énergie est calculée selon l’équation ci-dessous (terme de Lennard 

Jones 9-6) : 

𝐸 = ∑ 휀𝑖𝑗 [2 (
𝑟 ∗𝑖𝑗

𝑟𝑖𝑗
)

9

− 3 (
𝑟 ∗𝑖𝑗

𝑟𝑖𝑗
)

6

] +
332.1

휀
∑

𝑞𝑖𝑞𝑗

𝑟𝑖,𝑗
𝑖,𝑗

𝑖,𝑗
 

 𝑟 ∗𝑖𝑗= √𝑟 ∗𝑖 𝑟 ∗𝑗 : distance entre les atomes i du ligand et j de la protéine avec r* le 
rayon de Van der Waals de l’atome 

 휀𝑖𝑗 = √휀𝑖휀𝑗 avec ε = paramètre d’énergie de l’atome i du ligand et j de la protéine 
 ε : la constante diélectrique du terme électrostatique 
 q : les charges électriques des atomes i et j 

 

Pour chaque conformère du ligand, ces étapes sont répétées jusqu’à atteindre le nombre 

maximal de conformères fixé par le modélisateur. La dernière étape consiste à classer les 

différents complexes acyl-enzyme / ligand, appelés également « poses », ayant favorablement 
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passé les filtres géométriques et énergétiques. Le classement de ces poses (scoring) est réalisé 

en appliquant des fonctions de score. Dans le cas présent, le scoring des poses est déterminé 

sur la base d’un consensus associant plusieurs fonctions de score, de manière à améliorer la 

fiabilité du classement. Le consensus score définit le nombre de poses retenues et les classe en 

fonction du score obtenu par chaque pose selon chaque fonction de score et du nombre de fois 

où une pose apparaît dans le meilleur classement de chaque fonction de score. Les 6 fonctions 

de scores utilisées sont : PLP1 et PLP2 (Gehlhaar et al., 1995), LigScore1 et 2 (Krammer et 

al., 2005), Jain (Jain, 1996) et PMF (Muegge, 2006; Muegge and Martin, 1999). À l’issue de 

ce consensus de score, le classement d’une pose correspondra au nombre d’apparition de cette 

pose dans les différents classements établis par les fonctions de score utilisées. 

 

1.2.3.2. Algorithme de docking flexible 

L’équipe de Koska (2008) a mis au point un protocole permettant de réaliser un docking 

flexible rapide et précis (Koska et al., 2008). Le cheminement des différentes étapes de ce 

protocole sont représentées sur la Figure 2.4. 

 

Figure 2.4: Protocole de docking flexible issu de l’étude de Koska (2008). Protocole en trois 
étapes : génération des conformations des chaînes latérales des résidus flexibles de la protéine ; 
génération des conformations de ligand et placement des ligands rigides dans chaque cavités ; 
flexibilité des chaînes latérales affinements en présence du ligand. 
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Ce protocole a été mis au point en s’inspirant d’autres protocoles existants, notamment pour le 

choix des algorithmes utilisés permettant d’appliquer une flexibilité sur les chaînes latérales 

de résidus choisis. 

Le choix des résidus sur lesquels la flexibilité a été autorisée, s’est porté sur ceux constituant 

la région hydrophobe du site actif : Leu140, Ala141, Leu144, Val149, Ser150, Ala151, 

Val154, Ile189, Lys290, Leu278, Ala281, Ala282, Ile285 et Ala286. Ont été également 

sélectionnés, les résidus du trou oxyanionique (Thr40, Gln106), la triade catalytique (Ser105, 

His224, Asp187) ainsi que les résidus à caractère hydrophile Asp134 et Gln157. 

La première étape utilise l’algorithme ChiFlex qui permet d’explorer l’espace 

conformationnel des chaînes latérales des résidus sélectionnés et de minimiser leur énergie au 

travers du champs de force CHARMM (Annexe 1) (Spassov et al., 2007). Pour chaque 

conformation des récepteurs ainsi générées, les points chauds d’interactions correspondant 

aux zones polaires et apolaires sont localisés. En parallèle, l’algorithme Catconf est utilisé 

pour échantillonner les conformations du ligand, permettant ainsi de générer rapidement un 

large panel de conformations (~50 conforméres.mn-1) (Li et al., 2007; Smellie et al., 1995a, 

1995b, 1995c). 

À l’étape suivante, l’algorithme LibDock est appliqué afin de permettre un docking rapide et 

précis des ligands dans les récepteurs (Diller and Merz, 2001). Un docking rigide guidé par 

les identifications des correspondances entre les points chauds de la protéine et les 

groupements polaires et apolaires du ligand est alors réalisé. Les poses possédant des 

interactions favorables entre le ligand et le récepteur vont ensuite subir une minimisation de 

l’énergie par CHARMM, permettant la flexibilité du ligand dans le site actif. 

Les deux dernières étapes de ce protocole vont permettre d’affiner les résultats en appliquant 

la flexibilité des résidus du site actif préalablement sélectionnés. Les algorithmes ChiRotor et 

CDOCKER sont basés sur le champ de force CHARMM. ChiRotor va permettre d’affiner le 

positionnement des chaînes latérales flexibles, la minimisation et le calcul des énergies en 

présence du ligand dans la cavité. Un schéma détaillé du processus est présenté en annexe 2. 

Pour finir l’algorithme CDOCKER va affiner les différentes poses du ligand dans un 

récepteur considéré comme rigide, réaliser une minimisation et calculer l’énergie d’interaction 

au sein de chaque système (Wu et al., 2003). La stratégie de parallélisation de ces différentes 

étapes est représentée sur la Figure 2.5. 
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Figure 2.5: Stratégie de parallélisation appliquée lors du protocole Flexible Docking (Koska et 
al., 2008) 

 

 Analyse des résultats 

1.2.4.1. Critères de distance 

À l’issue du calcul de docking les complexes enzyme/ligand les plus probables sont obtenus. 

La première analyse réalisée sur ces complexes est la mesure de deux distances impliquées 

dans le mécanisme catalytique (Figure 2.6):  

 [1] l’azote nucléophile de la fonction amine devant être acylée doit être à moins de 4 

Å du carbone électrophile de l’acyl-enzyme afin qu’une attaque nucléophile puisse 

avoir lieu 

 [2] un proton de la fonction amine devant être acylée doit être à moins de 4 Å de 

l’histidine catalytique afin de permettre un transfert 

 

Le respect de ces deux critères indique la possibilité qu’un complexe puisse conduire à la 

formation du 2ème intermédiaire tétraédrique et donc à la production de molécule acylée. De 

tels complexes sont qualifiés de productifs. 
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Figure 2.6: Critères de distance pour une réaction d’acylation efficace, catalysée par CALB. 

 

1.2.4.2. Énergie d’interaction électrostatique 

Les énergies d’interactions électrostatiques entre les résidus du site actif et la lysine ont été 

calculées. La détermination de l’énergie d’interaction électrostatique repose sur la méthode 

d’intégration exacte et sphérique autour des atomes. Les valeurs de l’énergie d’interaction ont 

été calculées selon l’équation ci-dessous qui correspond à l’intégrale de la densité d’électrons 

(obtenue par modélisation à partir d’une librairie d’atomes multipolaire) de la molécule A 

multiplié par le potentiel électrostatique de la molécule B, ou réciproquement (Domagała et 

al., 2011). 

𝐸𝑒𝑙𝑒𝑐 =  ∫ 𝜌𝐴𝜑𝐵𝑑𝑟𝐴 =  ∫ 𝜌𝐵𝜑𝐴𝑑𝑟𝐵 

 

La détermination de ces énergies d’interactions électrostatiques a été réalisée par l’équipe 

BioMod du laboratoire de Cristallographie, Résonance Magnétique et Modélisations de la 

Faculté de Sciences et Technologie de Vandœuvre-lès-Nancy. 
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2. Étude expérimentale 

 Production des aminoacylases 

 Souches utilisées 

Souche sauvage : Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 

Souches mutantes S. ambofaciens ATCC 23877: 

− ΔSAM23877_1734::scar 

− Δ SAM23877_1485::scar 

− SAM23877_1485::scarSAM23877_1734::scar 

− SAM23877_1485::scarSAM23877_1734::scarSAM23877_0977::scarSAM23877_6191::scar 

 

Les mutants simples et double ont été construits au cours d’un travail précédent (Ferrari, 2014). La 

souche chez laquelle tous les gènes codant pour des amino-acylases potentielles chez S. ambofaciens 

ont été délétés a été construite au cours de ce travail dans le cadre d’un partenariat avec l’UMR 1128 

DynAMic (Dyamique des Génomes et Adaptation Microbienne). Ces souches sont conservées à -80°C 

dans une solution de 15-20% de glycérol.  

 

 Obtention du quadruple mutant S. ambofaciens SAM23877_1485::scar  

Le système REDIRECT (Gust et al., 2003) gènes des 4 gènes codant pour des amino-acylases 

potentielles chez S. ambofaciens ATCC 23877, SAM23877_1485, SAM23877_0977, 

SAM23877_1734 and SAM23877_6191 comme décrit dans des travaux précédents (Bunet et 

al., 2008; Pang et al., 2004). La cassette de mutagénèse aac(3)-IV-oriT utilisée pour le 

remplacement des gènes a été synthétisée par PCR à partir de pSPM88T pour 

SAM23877_1485, SAM23877_0977 et SAM23877_1734 ou de pIJ773 pour SAM23877_6191. 

Les caractéristiques de ces plasmides ainsi que les amorces utilisées sont regroupées dans le 

Tableau 2.1 et le Tableau 2.2. E. coli BW251113/pKD20 a ensuite été transformée, dans un 

premier temps par le BAC contenant le gène de l’acylase ciblée puis avec le produit de PCR 

contenant la cassette de mutagenèse permettant de remplacer le gène de l’acylase par 

recombinaison homologue. E. coli ET12567/pUZ8002 a ensuite été transformée avec les BAC 

mutés ainsi obtenus pour réaliser l’étape de conjugaison avec S. ambofaciens ATCC23877. 
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Les remplacements des différents gènes ont été confirmés par PCR avec des amorces 

flanquant les différents gènes ciblés (Tableau 2.2). 

 

Tableau 2.1: Liste des souches, BAC et plasmides utilisées pour l’obtention du mutant 
SAM23877_1485::scarSAM23877_1734::scarSAM23877_0977::scarSAM23877_6191::scar 

Souches, BACs ou plasmides Caractéristiques principaux Source ou 
référence 

E. coli ET12567/pUZ8002 

Souche contenant un plasmide 
permettant la mobilisation du cosmide 

recombinant lors de la conjugaison avec 
Streptomyces 

(Macneil et al., 
1992) 

E. coliBW25113/pKD20 
Souche utilisée pour la mutagénèse 
dirigée par PCR (gam, bet, exo, bla) 

(Datsenko and 
Wanner, 2000) 

BAB8ZA11, BAA10ZD3, 
BAA12ZH2, BAB3ZC8 

BACs issus de la banque de données de 
génome de S. ambofaciens (cat) portant 

des gènes codant pour des acylases 

(Ferrari, 2014.) 

BAB8ZA11::neo/∆SAM23877_1485::
aac(3)IV +oriT 

SAM23877_1485 remplacépar la 
cassette apramycine et le gène cat par le 

gène neo 

BAA10ZD3::neo/∆SAM23877_1734::
aac(3)IV+oriT 

SAM23877_1734 remplacé par la 
cassette apramycine et le gène cat par le 

gène neo 

BAB3ZC8::neo/∆SAM23877_0977::a
ac(3)IV+oriT 

SAM23877_0977 remplacé par la 
cassette apramycine et le gène cat par le 

gène neo 

BAA12ZH2::neo/∆SAM23877_6191::
aac(3)IV+oriT 

SAM23877_6191 remplacé par la 
cassette apramycine et le gène cat par le 

gène neo 
pIJ773 oriT, aac(3)IV (Gust et al., 2003) 

pPSM88T pOSV503 dérivé contenant  oriT 

(Raynal et al., 
2006) ; A. 

Thibessard, pers. 
Com) 
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Tableau 2.2: Liste des amorces utilisées pour l’obtention du mutant 
SAM23877_1485::scarSAM23877_1734::scarSAM23877_0977::scarSAM23877_6191::scar. 

verif_sam
1485_F 

verif_sam
1485_F 

verif_sam
1485_F 

verif_sam
1485_F 

verif_sam
1485_F 

verif_sam
1485_F 

verif_sam
1485_F 

verif_sam
1485_F 

verif_sam
1485_F 

verif_sam
1485_F 

disrupt_sam
6191_R 

disrupt_sam
6191_F 

disrupt_sam
0977_R 

disrupt_sam
0977_F 

disrupt_sam
1734_R 

disrupt_sam
1734_F 

disrupt_sam
1485_R 
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N
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3
) 

 

Les nucléotides en gras sont identiques aux séquences présentes aux extrémités des gènes des différentes acylases. 
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 Milieux de culture et conditions de production de l’extrait protéique 

Quelle que soit la souche utilisée, la production d’aminoacylases de S.ambofaciens se déroule 

en plusieurs étapes. La première est l’étape de germination des spores dans du milieu ICS 

pendant 48h, à une température de 28°C, sous une agitation de 250 rpm. Pour réaliser cette 

étape, un volume de 100μL de spores est introduit dans 40mL de milieu ICS contenu dans une 

fiole d’Erlenmeyer stérile. L’étape suivant est la mise en pré-culture des bactéries obtenues à 

l’issue de l’étape de germination, en ensemençant du milieu de pré-culture « Koreishi » avec 

10% (v/v) de la culture précédente (germination). La pré-culture est réalisée pour une durée 

de 48 heures dans les mêmes conditions de température et d’agitation. Cette étape de 

préculture permet d’obtenir une croissance bactérienne importante. Pour terminer, l’étape de 

production des aminoacylases est réalisée en ensemençant le milieu de culture « Koreishi » 

avec 3% (v/v) de la pré-culture. Cette étape dure 7 jours et se déroule à 28°C et 250rpm. Les 

compositions des milieux de cultures sont détaillées dans le Tableau 2.3. 

 

Tableau 2.3: Compositions des milieux de cultures utilisés lors de la production du mélange 
d’aminoacylases par S. ambofaciens 

Milieu Composition Proportion 

ICS 

Saccharose 15 g.L-1 

(NH4)SO4 10 g.L-1 

NaCl 3 g.L-1 

KH2PO4 1 g.L-1 

MgSO4, H20 0,2 g.L-1 

CaCO2 1,25 g.L-1 

Cornsteep (12,5 g.L-1) 400 mL.L-1 d’ICS 

Koreishi 

(pré-culture ; pH 6,5) 

Glucose 10 g.L-1 

Dextrines blanches 10 g.L-1 

Extrait de levure 5 g.L-1 

Hydrolysat de caséine 5 g.L-1 

CaCO2 1 g.L-1 

Koreishi 

(culture ; pH 7) 

Extrait de viande 40 g.L-1 

Amidon soluble 40 g.L-1 

Hydrolysat de caséine 20 g.L-1 

MgSO4, H20 20 g.L-1 

K2HPO4 2 g.L-1 
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 Traitement des surnageant de culture 

2.1.4.1. Lyse des cellules 

La lyse des cellules a pour but de récupérer la totalité des protéines, intra- et extracellulaires. 

La lyse est réalisée par l’intermédiaire d’un disrupteur de cellule (Constant cell disruption 

system). Les cellules sont ainsi lysées par une succession de cycles de pression-

décompression. Dans notre cas, la suspension bactérienne va subir deux passages au travers 

du cell disruptor à 1500 bars. L’élimination des débris cellulaires est ensuite effectuée par 

centrifugation à 8200 g, à 4 °C pendant 15 min (Avanti 30, Beckman) et le surnageant est 

récupéré. 

 

2.1.4.2. Précipitation des protéines 

L'addition de sulfate d'ammonium à forte concentration diminue la quantité d'eau disponible 

pour solvater les protéines qui précipitent. La précipitation s’effectue sous agitation pendant 2 

heures à température ambiante en présence de sulfate d’ammonium, (NH4)2SO4, à 60% de la 

saturation. Les protéines précipitées sont ensuite récupérées après une centrifugation à 8200 g, 

à 4 ℃, pendant 20 min (Avanti 30, Beckman). Le culot solide est ensuite re-solubilisé dans du 

tampon de réaction, Tris-HCl (25mM) NaCl (50mM) à pH 8.  

 

2.1.4.3. Dialyse et diafiltration 

À l’issue de la précipitation des protéines, l’excès de sulfate d’ammonium, doit être éliminé. 

En fonction du volume à traiter deux techniques ont été utilisées. 

Une dialyse est réalisée contre du tampon Tris-HCl (25mM) NaCl (50mM) à pH 8. Lors de la 

dialyse, le transfert de sel se produit dans le sens de la solution la plus concentrée vers la 

solution la moins concentrée. La solution protéique est placée dans un boudin réalisé à l’aide 

de membranes de dialyse dont le seuil de coupure est de 12-14kDa (Spectrum laboratories, 

Inc.). Les boudins sont ensuite placés dans un bain de 10L de tampon Tris-HCl (25mM) NaCl 

(50mM) à pH 8. Un changement de tampon est répété 6 fois. Après 24 heures, le dialysat est 

récupéré.  

La diafiltration permet le traitement de volumes plus importants. Dans ce travail, cette 

technique a été utilisée pour traiter des volumes de solutions protéiques de plusieurs centaines 



Chapitre 2 : matériels et méthodes 

91 

de millilitres. Celle-ci a été réalisée sur un pilote Pilote Cogent ® μScale (Millipore, 

Molsheim, France). La diafiltration est réalisée au travers d’un empilement de membranes 

planes en cellulose régénérée présentant un seuil de coupure de 1 kDa. Le principe de la 

diafiltration est de maintenir le volume de retentât (fraction contenant les protéines) constant 

en ajoutant du tampon Tris-HCl (25mM) NaCl (50mM) à pH 8. Le perméat va contenir les 

sels et autres petites molécules provenant de la solution protéique initiale. 

 

2.1.4.4. Concentration des protéines 

Pour obtenir une fraction concentrée contenant des peptides de masse inférieure à 10 kDa, une 

ultrafiltration par centrifugation (système Amicon Ultra-15 ; Millipore, Billerica, MA, Etats-

Unis) est réalisée. Le volume de la solution à concentrer est déposé dans le compartiment « 

rétentat » et centrifugé 30 min à 5000 g à température ambiante (20°C). De même que 

précédemment, dans le cas d’un volume élevé à traiter, il est possible d’utiliser l’ultrafiltration 

tangentielle avec le même pilote que précédemment. La différence réside dans l’absence 

d’ajout de tampon. 

 

 Immobilisation des aminoacylases de S. ambofaciens 

Dans le cadre du projet d’ANR-15-CE07-0023 : « Intensified & Sustainable Enzymatic 

Acylation Processes on Innovative Macroporous/Mesoporous Materials », les enzymes issues 

de la culture de S. ambofaciens ont été immobilisées sur un support silicaté mésoporeux SBA-

15. La fabrication de ce matériau ainsi que l’immobilisation des enzymes ont été réalisés par 

l’équipe Nouveaux Assemblage Nano-Organisés du laboratoire Structure et Réactivité des 

Systèmes Moléculaires Complexes à la Faculté de Sciences et Technologie de Vandœuvre-

lès-Nancy. 

 

 Synthèse de SBA-15 (Santa Barbara amorphous 15) 

La SBA-15 a été synthétisée selon le procédé sol-gel (ou solution-gélification) en conditions 

acides en présence du tensioactif structurant P123 ainsi que le précurseur de la silice, le 

tétraméthylorthosilicate (TMOS) (Figure 2.7). Le procédé sol-gel consiste en l’hydrolyse et la 

polycondensation du précurseur TMOS en dehors des micelles formées par le tensioactif 
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P123. Des lavages successifs à l’éthanol permettent ensuite d’éliminer le tensioactif et libérer 

la porosité de la silice. 

P123
TMOS

HCl 1M

40 °C, 24 h
100 °C, 48 h

SBA-15

TMOS = Si(OMe)4

P123 = HO
O

O
O

H20 2070

a. b.  
Figure 2.7: a) Synthèse SBA-15, b) Image MET d’une SBA-15 

 

La silice SBA-15 a été caractérisée par plusieurs méthodes. L’adsorption-désorption d’azote 

est la méthode utilisée pour déterminer la surface spécifique des silices avec la méthode BET 

(Brunauer, Emmett et Teller) ainsi que la distribution du diamètre des pores par la méthode 

BJH (Barrett, Joyner et Halenda). La courbe enregistrée (Figure 2.8) montre un isotherme 

caractéristique de solides mésoporeux de type 2D-hexagonaux. Les silices SBA-15 

synthétisées aux laboratoires SRSMC ont une surface spécifique de 877 m2/g, un volume 

poreux de 1,1 cm3/g et un diamètre des pores de 9,8 nm. 

 

 
Figure 2.8: Isotherme d’adsorption d’une SBA-15 avec en insert la distribution du diamètre 
moyen des pores ; Surface spécifique = 877 m2/g ; volume poreux = 1,1 cm3/g ; diamètre des 
pores = 9,8 nm 

 

La diffraction des rayons X aux petits angles (ou SAXS pour Small Angle X-ray Scattering) 

permet de déterminer la structure des silices SBA-15, ainsi que la distance de Bragg (d) et le 



Chapitre 2 : matériels et méthodes 

93 

paramètre de maille (a) (Figure 2.9). Dans notre cas, les silices SBA-15 sont de structure 2D-

hexagonale avec d = 10,9 nm et a = 12,6 nm. 

 

 

Figure 2.9: Diffractogramme SAXS d’une silice de type SBA-15 ; Distance de Bragg d = 10,9 
nm ; paramètre de maille a = 12,6 nm 

 

L’infrarouge permet de déterminer le type de liaisons présentes dans l’échantillon analysé. 

Dans le cas d’une silice de type SBA-15, les liaisons visibles sont les ponts siloxanes Si-O-Si, 

à 800 cm-1, 1000-1250 cm-1 et 1850-2000 cm-1 (Figure 2.10). Les liaisons O-H des silanols 

sont également présentes, que ceux-ci soient impliqués dans des liaisons hydrogènes (3000-

3500 cm-1) ou non (3750 cm-1). Enfin, le spectre permet de remarquer qu’il reste du 

tensioactif malgré son extraction grâce aux bandes à 1650 et 2950 cm-1. 

 

Figure 2.10: Spectre infrarouge d’une SBA-15 
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La physisorption d’acylase a été réalisée par simple contact entre l’enzyme et la SBA-15 dans 

une solution de tampon TRIS-HCl 25 mM, NaCl 50 mM (pH = 8) et agité pendant 3h à 250 

rpm (Figure 2.11). Puis le mélange a été filtré, rincé avec le tampon TRIS-HCl 25 mM, NaCl 

50 mM (pH = 8), et laissé sécher une nuit à l’air libre.  

 

 
Figure 2.11: Physisorption d’acylase sur SBA-15 

 

 Fonctionnalisation du SBA-15 

Une fois la silice SBA-15 synthétisée et analysée, celle-ci a été fonctionnalisée par plusieurs 

groupements organiques afin de pouvoir créer des liaisons covalentes avec les enzymes. Dans 

un premier temps, les silices ont été fonctionnalisées par un groupement glutaraldéhyde, très 

utilisé pour l’immobilisation d’enzymes, qui permettra la formation d’une liaison imine avec 

une amine d’un groupement lysine par exemple. Le greffage d’une fonction organique est 

réalisé par réaction des silanols de surface de la silice sur les groupements trialkoxysilane 

d’organosilanes. Ici une fonction amine a tout d’abord été greffée par chauffage au reflux 

dans le toluène de SBA-15 en présence d’aminopropyltriéthoxysilane (Figure 2.12). La silice 

SBA-15-glu est ensuite obtenue par réaction avec du glutaraldéhyde dans une solution de 

TRIS (trishydroxyméthylaminométhane). 

 

SBA-15
(EtO)3Si NH2

toluene, 120 °C, 16 h

Si NH2

Si
OH

S
B
A
-1

5

O O

TRIS 0,2 M, pH = 6
rt, 4 h

Si N

Si
OH

S
B
A
-1

5

O

SBA-15-amine SBA-15-glu

 

Figure 2.12: Fonctionnalisation de SBA-15 par un groupement glutaraldéhyde 

 

En faisant varier la proportion d’organosilane par rapport à la SBA-15, il est possible 

d’obtenir plusieurs taux de fonctionnalisation de groupements organiques dans la silice. 

Celui-ci est déterminé selon la formule : 
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𝜏 =  
𝑛𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑚𝑜𝑙𝑒𝑠 𝑑′𝑜𝑟𝑔𝑎𝑛𝑜𝑠𝑖𝑙𝑎𝑛𝑒

𝑛𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒𝑠 𝑑𝑒 𝑚𝑜𝑙𝑒𝑠 𝑑′𝑜𝑟𝑔𝑎𝑛𝑜𝑠𝑖𝑙𝑎𝑛𝑒 + 𝑛𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑚𝑜𝑙𝑒𝑠 𝑑𝑒 𝑠𝑖𝑙𝑖𝑐𝑒
 𝑥 100 

 

Ainsi, si le nombre de moles d’organosilane est égal au nombre de moles de silice, le taux de 

fonctionnalisation théorique sera égal à 50%. Les différents taux permettront de chimisorber 

plus ou moins d’enzymes et de comparer l’efficacité des différents biocatalyseurs ainsi 

synthétisés. Dans notre cas, les synthèses ont été effectuées pour des taux théoriques de 50, 10 

et 5%. La silice SBA-15-amine fonctionnalisée à un taux de 50% sera notée SBA-15-

amine50%. L’immobilisation est réalisé par contact entre l’enzyme et la SBA-15 dans une 

solution de tampon TRIS-HCl 25 mM, NaCl 50 mM (pH = 8) et agité pendant 3h rotavapor à 

100 mbars et 24 h sur le plateau rotatif. Puis le mélange a été filtré, rincé avec le tampon 

TRIS-HCl 25 mM, NaCl 50 mM (pH = 8), et laissé sécher une nuit à l’air libre.  
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 Mise en œuvre des réactions enzymatiques 

 Types de réacteurs 

Plusieurs types de réacteurs ont été utilisés pour la mise en œuvre des réactions d’hydrolyse et 

d’acylation. Les réacteurs utilisés sont présentés en Figure 2.13. 

 

A 

 

B 

 

C 

            
Figure 2.13: Réacteurs enzymatiques utilisés au cours de ce travail. (A) réacteur Carousel 12 
Plus Reaction Station™ (B) réacteur Multiwave 3000 SOLV Anton Paar (C) réacteur 
Corning®Advanced-Flow™ Reactors LF. 

 

2.3.1.1. Réacteur agité mécaniquement, chauffage conventionnel 

Le Carousel 12 Plus Reaction Station™ a été utilisé pour réaliser les réactions d’acylation de 

la lysine avec Novozym435®. Equipé de barreau aimanté et thermo régulé, ce réacteur permet 

de réaliser 12 réactions en parallèle (Figure 2.13.A). Les réactions d’acylations catalysées par 

les aminoacylases de S. ambofaciens ont quant à elles étaient réalisées dans des tubes à vis 

équipés de barreaux aimantés et chauffés par une plaque chauffante thermo régulée (IKA). 

Les réactions réalisées dans ces deux réacteurs ont des volumes réactionnels de 2ml. 
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2.3.1.2. Réacteur agité mécaniquement, chauffage micro-onde 

Afin de réaliser une étude sur l’impact du mode de chauffage, un réacteur réalisant un 

chauffage par irradiation micro-onde a été utilisé, le Multiwave 3000 SOLV Anton Paar 

(Figure 2.13.B). Afin de garantir la mesure de température, un tube témoin, sans enzyme, 

dans lequel est placée une sonde, est utilisé. L’évolution de la température et de la pression au 

cours de la réaction a été contrôlée pour vérifier le bon déroulement de l’expérimentation. 

L’influence du mode de chauffage a été étudiée pour les réactions d’acylation catalysées par 

CALB et les aminoacylases de S. ambofaciens. Les expériences en réacteurs micro-ondes ont 

été réalisées à 45, 55 et 70°C (environ 30 W). Le volume réactionnel des réactions sous 

micro-onde est de 8 ml et l’agitation est assurée par l’intermédiaire d’un barreau aimanté. 

 

2.3.1.3. Réacteur micro-fluidique, chauffage conventionnel 

Le réacteur Corning®Advanced-Flow™ Reactors LF est constitué de blocs modulables 

contenant les plaques réactionnelles en verre entourées par une double enveloppe permettant 

la régulation thermique (Figure 2.13.C). La géométrie interne en forme de cœur de ce réacteur 

a été conçue pour permettre un bon mélange (Elgue et al., 2013), des distributions de temps de 

séjour contrôlées, des coefficients d’échange thermiques élevés ainsi que des coefficients de 

transfert de matière important (Saien et al ., 2006 ; Lavric and Woehl, 2009). Le montage 

expérimental utilisé est représenté sur la Figure 2.14.  

 

 

Figure 2.14: Schéma du montage utilisé pour réaliser les réactions de synthèse en réacteur 
micro-fluidique : 1 : bain d’huile chauffé par l’intermédiaire d’un plaque chauffante ; 2 : 
pompes ; 3 : plaques micro-fluidiques ; 4 : bain marie. A : tube à vis agité et thermostaté 
contenant le milieu réactionnel sans enzyme et B : tube à vis pour les réactions agitées 
mécaniquement. 
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Celui-ci est constitué d’une succession de plaques thermostatées par un bain marie à 45°C et 

de 2 pompes LC-20-AT Shimadzu. Un bain d’huile à 45°C permet de maintenir à la 

température voulue le mélange réactionnel et un second tube dans lequel sont réalisées des 

réactions en batch, avec une agitation par un barreau aimanté. Ce second tube sert à réaliser, 

en parallèle, et à titre de comparaison, la même réaction enzymatique que celle réalisée dans 

le réacteur micro-fluidique. Le volume interne de ce montage est de 12 ml. 

 

 Réactifs 

Une liste des produits chimiques utilisés dans cette étude est indiquée dans le Tableau ci-

dessous : 

 

Tableau 2.4: Différents produits utilisés pour réaliser les réactions enzymatiques : 

 produits Pureté (%) Fournisseur 

Biocatalyseur Novozym 435 (CALB) - Sigma-Aldrich 

Molécules acylées 

L-Lysine 99 Sigma-Aldrich 

Lys-Ser 99 Bachem 

Leu-Gln-Lys-Trp 95 Genosphere 

Glycine 99 Sigma-Aldrich 

Gly-Gly 99 Sigma-Aldrich 

Methyl-Gly 99 Sigma-Aldrich 

Ter-butyl-Gly 99 Acros-organics 

Agents acylants 

Acide caprylique 98 Fluka 

Acide laurique 99 Sigma-Aldrich 

Acide palmitique 99 Sigma-Aldrich 

Acide oléique 99 Sigma-Aldrich 

Substrats d’hydrolyse 
N-α-acétyl-Llysine 99 Sigma-Aldrich 

N-ε-acétyl-L-lysine 99 Sigma-Aldrich 

Solvants réactionnels 

2-méthyl-2-butanol 99,4 Sigma-Aldrich 

Triéthylamine 99,5 Sigma-Aldrich 

Trizma Base 99 Sigma-Aldrich 

NaCl 99 Bachem 
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 Hydrolyse enzymatique 

Les hydrolyses de N-α-acétyl-L-lysine et de N-ε-acétyl-L-lysine sont réalisées avec les 

extraits protéiques de S. ambofaciens afin de détecter la présence des aminoacylases. Le 

produit de ces réactions d’hydrolyse est la lysine. La réaction hydrolytique est effectuée dans 

un bain d’huile thermostaté à 37°C. Dans des tubes à vis contenant le tampon Tris-HCl 

(25mM) NaCl (50mM) à pH 8, 0,5 g.L-1 d’extraits protéiques et 4 mM de substrat sont 

ajoutés. La présence de lysine est vérifiée par chromatographie sur couche mince et 

chromatographie liquide à haute performance. 

 

 Synthèse enzymatique 

2.3.4.1. En milieu aqueux en réacteur agité et micro-fluidique 

La réaction de synthèse d’oléoyl- ou de lauroyl-lysine a été réalisée. Dans un volume 

réactionnel de 2 mL de Tris HCl 25 mM, NaCl 50 mM ajusté à pH8, sont ajoutés la lysine 

(0,12 M) et l’acide laurique ou oléique (0,24 M) ainsi les aminoacylases issus de la culture de 

S. ambofaciens, libres ou immobilisées (0,5 g.L-1). Le mélange subit une étape de sonication 

de 2,5 min à 40 % de la puissance maximum de l’appareil ULTRASONIC PROCESSOR 

(Bioblock Scientific, Thermofisher) afin d’émulsifier l’acide gras dans le tampon aqueux. Les 

réactions sont réalisées à 45°C avec des agitations variables de 50, 250 et 500 rpm. Pour des 

réactions préliminaires en réacteur micro-fluidique, la réaction d’acylation de la lysine par 

l’acide oléique a été étudiée. L’acide oléique a été choisi pour sa température de fusion faible 

lui permettant d’être fluide à température ambiante afin d’éviter d’éventuel problème de 

bouchage. Les concentrations en substrat et en extrait protéique sont les mêmes que 

précédemment mais pour un volume réactionnel de 15 ml total. Les échantillons ont été 

récupérés et dilués 10 fois avec du méthanol (100 %). Chaque réaction est répétée deux ou 

trois fois.  

 

2.3.4.2. En solvant organique en réacteur agité 

L’accepteur d’acyle (0,12 M) et le donneur (0,24 M) sont ajoutés dans un volume réactionnel 

dans 2 mL de 2-methyl-2-butanol (M2B2) préalablement déshydraté sur tamis moléculaires 

4Å. De la triéthylamine a été ajoutée au milieu réactionnel en excès (2,4 mol L-1) pour 
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privilégier la forme neutre de groupes amino (Reyes-Duarte et al., 2002). Puis le mélange 

subit une étape de sonication de 2,5 min à 40 % de la puissance maximum de l’appareil 

ULTRASONIC PROCESSOR (Bioblock Scientific, Thermofisher) et est laissé une nuit sous 

agitation (250 rpm) et à la température de réaction afin de solubiliser au mieux le substrat 

accepteur d’acyle. La réaction d’acylation est démarrée par l’ajout de 10 g L-1 de Novozym 

435® (CALB). Les réactions sont réalisées à 55°C et 250 rpm. Les échantillons prélevés en 

cours ou en fin de réaction ont été dilués 10 fois avec de l’eau/méthanol (80/20, v/v). CALB a 

été éliminé par filtration. Tous les échantillons sont ensuite stockés à température ambiante 

Chaque réaction est répétée deux ou trois fois. 

 

 Méthodes analytiques 

 Réactifs et solvants 

Une liste des produits chimiques utilisés dans cette étude est indiquée dans le Tableau ci-

dessous : 

 

Tableau 2.5: Différents produits utilisés pour réaliser les réactions enzymatiques : 

 Produits Fournisseurs 

Dosage acides aminés 

Sodium Borate Sigma B 

β-mercaptopropionic acid Fluka 

Ortho-phthalaldehyde Sigma P 

4-Chloro-7-nitrobenzofurazan Fluka 

Sodium phosphate mono basic dehydrate Fluka 

Disodium hydrogenphosphate Fluka 

Acetonitrile Carlo-Erba 

Dosage acide gras et 

produits acylés 

Methanol Carlo-Erba 

acide trifluoroacétique Sigma-aldrich 

n-undecylenoyl-l-Phénylalanine SEPPIC 

Standard lysine acylés Gencust 

Chromatographie sur 

couche mince 

Butanol Sigma-aldrich 

Acide acétique Carlo-Erba 

ninhydrine Sigma-aldrich 
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 Chromatographie sur couche mince 

La CCM est basée sur la migration différentielle des constituants des échantillons en fonction 

de leur polarité. La migration s’effectue sur un gel de silice déposé sur une plaque 

d’aluminium, les échantillons étant entraînés en fonction de leur polarité par un éluant 

apolaire. Des dépôts de 5μL d’échantillons sont réalisés sur une plaque de silice (Silica gel 60, 

Merck). La plaque est ensuite placée dans une enceinte fermée hermétiquement contenant 

l’éluant (n-butanol 60%, acide acétique 20% et eau distillée 20%). Après séchage, les 

composés sont révélés par pulvérisation d’une solution de ninhydrine qui forme des 

complexes colorés avec les groupements amines primaires. Pour le développement de la 

coloration, la plaque est placée dans un four à 110 °C pendant 3 minutes. 

 

 Dosage acide aminé 

Le dosage de la lysine produite lors des hydrolyses est réalisé par chromatographie liquide à 

haute performance. La Figure 2.15 ci-dessous représente un schéma des équipements qui 

constitue la chaine LC-20, de la marque SHIMAZU utilisée. 

 

 

Figure 2.15: Schéma de la chaîne HLPC pour le dosage des acides aminés 
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La méthode utilisée pour réaliser la séparation et la quantification de la lysine a été développé 

par Shimadzu®. Afin de détecter les acide aminé une étape de dérivatisation des acides aminés 

par de l’ortho-phtaldéhyde (OPA) est réalisée, ce qui permet d’observer une fluorescence à 

460 nm après excitation à une longueur d’onde de 350 nm (Figure 2.16). Suite à cette étape de 

dérivatisation, 2 μL de l’échantillon sont injecté dans le système de colonnes et la séparation 

est réalisé dans la colonne de chromatographie C18 (150x4,6 ; 5 µm Alltech, États-Unis) à un 

débit de 1 mL.mn-1. La composition des réactifs de dérivatisation est donnée dans le Tableau 

2.6. Les colonnes sont thermo-statées à 45°C. Puis un gradient d’acétonitrile est appliqué afin 

de désorber les molécules (Tableau 2.7.B). La composition des phases mobiles est décrite 

dans le Tableau 2.7.A. 

 

Tableau 2.6: Composition des réactifs de dérivatisation 

Réactif Composition 

Tampon Sodium 

Borate 
1,55 g acide borique dans 250 mL d’eau miliQ (ajuster le pH à 9 avec 

NaOH 30% (30g NaOH dans 100 mL)) 

A 100 µL de β-mercaptopropionic dans 100 ml tampon borate 
 

B 200 mg OPA dans 30 mL acetonitrile et 100 mL tampon borate 

C 1g NBD-Cl dans 100 mL acetonitrile 

 

 

Figure 2.16: Réaction de dérivatisation des acides aminés par l’OPA 
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Tableau 2.7: (A) Composition des phases mobiles pour le dosage des acides aminés ; (B) 
gradients de phases mobiles pour le dosage des acides aminés 

A  

Phase mobile Composition 

A NaH2PO4 0,78 g.L-1, Na2HPO4 1,79 g.L-1 

B Phase A 600 mL, Acétonitrile 300mL 

C Acétonitrile 80% (v/v), eau distillée (20 v/v) 

B  

Temps % de phases mobiles 

0 à 1 min phase A : 95% et phase B : 5% 

1 à 10 min phase A : 5% et phase B : 95% 

10 à 15 min phase B : 100% 

15 à 16 min phase A : 100% 

16 à 21 min phase C : 100% 

21 à 34 min phase A : 95% et phase B : 5% 

 

 Dosage et étude structurale des acide gras et produits acylés 

Afin de réaliser le dosage des substrats et produits de réactions ainsi que de réaliser une étude 

structural des produits formé un couplage chromatographie liquide/spectrométrie de masse a 

été utilisé (ThermoFisher Scientific, San Jose, CA, USA). La séparation est réalisée après 

injection de 10 µL par une colonne C18 amide (Grace/Alltech, Darmstadt, Germany) ainsi 

que d’une pré-colonne C18 amide (150x2,1. 5µm) (Grace/Alltech, Darmstadt, Germany). Les 

colonnes sont thermo-statées à 25°C. Puis un gradient de méthanol est appliqué afin de 

désorber les molécules (Tableau 2.8.B). La composition des phases mobiles est indiquée dans 

le Tableau 2.8.A. 

La détection des molécules se fait par l’intermédiaire d’un détecteur à barrette de diode 

(PDA) ainsi que d’un analyseur de masses correspondant à une trappe ionique LQT (Linear 

Trap Quadripole) avec une source d’ionisation positif de type ESI+ (ElectroSpray Ionisation). 
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Tableau 2.8: (A) Composition des phases mobiles pour la séparation et le dosage des substrats et 
produits d’acylation ; (B) gradients de phases mobiles pour la séparation et le dosage des 
substrats et produits d’acylation 

A  
Phase mobile Composition 

A 
méthanol/eau/acide trifluoroacétique (80:20:0.1, v/v/v) 

à l’exception des réactions avec l’acide caprylique méthanol/eau/acide 
trifluoroacétique (50:50:0.1, v/v/v) 

B méthanol/acide trifluoroacétique (100:0.1, v/v) 
B  

Temps % de phases mobiles 

0 à 5 min phase B : de 0 à 100% 

5 à 23 min phase B : 100% 

23 à 25 min Phase B : de 100 à 0 % 

 

Afin de déterminer la structure des produits formés au cours des réactions d’acylation la 

fragmentation par spectrométrie de masse a été utilisée. Les éléments constitutifs d’un 

spectromètre de masse permettant la fragmentation sont indiqués sur la Figure 2.17. Après 

séparation des molécules par CLHP, celles-ci vont être ionisées par un premier analyseur 

(SM) en fonction de l’ion d’intérêt. L’ion parent obtenu va subir une fragmentation au niveau 

de la chambre de collision puis passer au travers d’un deuxième analyseur (SM2) qui va 

fournir les valeurs m/z des ions fils ainsi obtenus. Les spectres obtenus sont ensuite retraités 

par le logiciel Xcalibur® soft (THERMO) et permettre l’identification structurale des 

molécules étudiées. Les conditions utilisées lors de la spectrométrie de masse sont indiquées 

dans le Tableau 2.9. 

 

Figure 2.17: Schéma des constituants d’un spectromètre de masse et détails sur la chambre de 
collision (Husson, 2008) 
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Tableau 2.9: Paramètres de l’analyse par spetrométrie de masse  

Paramètres Valeurs 

Tension de l’électrospray 4,5 Kv 

Gaz de source (ionisation) 

Gaz de nébulisation 30 UA.min-1 

Gaz auxiliaire 10 UA.min-1 

Gaz rideau 10 UA.min-1 

Capillaires de transfert 
Température 250°C 

Tension 49 V 

Tension optique de transfert 

Tube lens 120 V 

Split lens -34 V 

Front lens -4,25 V 

 

 Dosages des protéines 

2.4.5.1. Bradford 

La concentration protéique des échantillons est déterminée selon la méthode de Bradford 

(Bradford, 1976). La méthode de Bradford est un dosage colorimétrique au bleu de 

Coomassie G-250, après sa liaison aux résidus arginine et aux résidus hydrophobes des 

protéines. Le réactif de Bradford est préparé à partir de 10 mg de bleu de Coomassie G-250 

solubilisé dans 5 mL d’éthanol 95% et additionné de 10 mL d’acide phosphorique (pour un 

volume final de 100 mL par ajout d’H2O). Un volume de 20 μL de solution protéique à doser 

est ajouté dans 980 µL de réactif de Bradford et laissé 15 min dans l’obscurité, puis 

l’absorbance est mesurée à 595 nm. La concentration en protéines est alors déterminée en se 

référant à une courbe de calibration réalisée à partir d’une solution étalon (de 0,5 à 2 g/L) 

d’albumine de sérum bovin (BSA). 

 

2.4.5.2. BCA 

Une seconde méthode de dosage protéique a été utilisé, la méthode BCA (BiCinchoninic acid 

Assay). Ce dosage colorimètrique est basé sur l’utilisation d’acide bicinchoninique qui est un 

réactif colorigène qui forme un complexe de couleur pourpre avec le Cu(I) produit issu de la 

réduction de Cu(II) par les protéines. Ce complexe pourpre absorbe entre 540 et 590 nm et 

plus généralement à 562 nm. Deux réactifs sont utilisés pour réaliser ce dosage : les réactif A 

et B dont les compositions sont présentés dans le Tableau 2.10. Le mélange des réactifs se fait 
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avec un ratio de 50 de réactif A pour 1 de réactif B ce qui engendre un mélange de couleur 

verte de faible stabilité. À un volume de 100 μL de solution protéique à doser, sont ajoutés 

2ml du mélange de réactif. Puis le mélange échantillon réactif est incubé soit 120 min à 25°C 

soit 30 min à 37°C, avant la mesure de l’absorbance à 562 nm. Les concentrations protéiques 

sont ensuite déterminées par comparaison avec une gamme d’étalonnage réalisé sur la BSA. 

 

Tableau 2.10: Composition des réactifs A et B pour le dosage BCA 

 Composition 

Réactif A 

Dans NaOH 0,1 N : 

− acide bicinchoninique 

− carbonate de sodium 

− tartrate de sodium 

− bicarbonate de sodium 

Réactif B Solution de sulfate penta-hydrate de cuivre (II). 

 

 Détermination d’activité enzymatique 

L’activité spécifique d’une enzyme pour une réaction définie la vitesse à laquelle celle-ci va 

produire de la lysine dans le cas de l’hydrolyse d’α- ou ε-acétyle-lysine ou dans le cas de la 

réaction d’acylation le produit formé ou le substrat consommé. L’activité spécifique a été 

calculée selon la formule ci-dessous : 

𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡é 𝑠𝑝é𝑐𝑖𝑓𝑖𝑞𝑢𝑒 =
𝑇𝑎𝑢𝑥 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑛𝑣𝑒𝑟𝑠𝑖𝑜𝑛 (𝑚𝑚𝑜𝑙 ℎ⁄ )

𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑝𝑟𝑜𝑡é𝑖𝑞𝑢𝑒 (𝑔)
 

 

 Détermination d’un facteur d’efficacité relative 

Lors des analyses par CLHP-MS-MS pour les échantillons des réactions menées en réacteur 

micro-onde, des difficultés ont été rencontrées lors de la détection UV. Pour cette raison un 

étalon interne (le n-undecylénoyl-l-Phénylalanine) inerte vis-à-vis des substrats et produit de 

réaction et de temps de rétention différent, a été ajouté afin de pouvoir corriger l’abondance 

relative du produit de la réaction et ainsi comparer les résultats entre eux. Les résultats des 

réactions réalisées en réacteur micro-onde sont exprimés au travers d’un facteur d’efficacité 

relative, θ (Téta) défini par la formule ci-dessous : 
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𝜃 =
𝐴𝑏𝑜𝑛𝑑𝑎𝑛𝑐𝑒 𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒[𝑋]

𝐴𝑏𝑜𝑛𝑑𝑎𝑛𝑐𝑒 𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒[𝑋𝑟𝑒𝑓]
× 100 

 

ou [X] et [X]ref sont les aires sous les pics du produit monoacylé issu des spectres MS. 

[X]ref de référence est l’aire sous le pic correspondant à 24h de réaction en chauffage 

conventionnel. Ce choix est lié aux résultats précédents qui ont indiqué un équilibre 

thermodynamique atteint à 24h de réaction. Cette constante de spécificité est donc de 1 pour 

la référence et est comprise entre 0 et 1 pour les autres échantillons. 

En réacteur conventionnel, des réactions de 1h et 24h ont été réalisées. Les réactions en 

chauffage conventionnel pendant 24h constituent le maximum car il a été observé, que dans 

les conditions réactionnelles utilisées, l’équilibre thermodynamique était atteint à 24h. Le 

facteur θ pour cette réaction référence est égale à 1 et constitue donc le 100 % avec lequel 

sont comparés les autres échantillons.  
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Chapitre 3 : Étude de l’acylation enzymatique de la lysine à l’échelle 

moléculaire 

 

1. Introduction 

L’acylation enzymatique est une stratégie permettant d’envisager l’obtention de dérivés 

d'acides aminés/peptides à propriétés bioactives et/ou techno-fonctionnelles. L’un des intérêts 

majeurs de la voie enzymatique est de proposer des synthèses innovantes dans des conditions 

expérimentales douces et avec une régio-sélectivité importante qu’il est difficile d’atteindre en 

synthèse chimique (Jiang et al., 2002; Schmid et al., 2001). En effet, la maîtrise de la 

sélectivité de la réaction est d’une importance capitale, car les modifications structurales 

subies par les biomolécules vont modifier ses propriétés (effet bénéfique ou délétère) et/ou lui 

conférer de nouvelles propriétés recherchées. 

De nombreuses études rapportent l’utilisation d'enzymes pour la synthèse de dérivés acylés de 

diverses biomolécules (Melika Ardhaoui et al., 2004; Furutani et al., 1996; Gremos et al., 

2011; Husson et al., 2009, 2010; Kim et al., 2003). Actuellement, le biocatalyseur le plus 

utilisé dans l’industrie est la lipase B de Candida antarctica (CALB). Cette enzyme est très 

étudiée pour la synthèse de composés multifonctionnels dans les solvants organiques tels que 

des dérivés de vitamine, des sucres, des acides aminés ou des phénols (Ganske and 

Bornscheuer, 2005; Klibanov, 2001; Wescott and Klibanov, 1994; Zaks and Klibanov, 1985). 

Ces études portent généralement sur l’impact de divers paramètres sur l'efficacité de la 

réaction tels que : la nature de l'enzyme, la structure du substrat, la nature du milieu 

réactionnel… La problématique de la sélectivité de ces réactions est quant à elle peu étudiée. 

Il s’agit pourtant d’une question scientifique cruciale dans le cas de l’acylation d’acides 

aminés et de peptides dont la structure contient souvent plusieurs groupements fonctionnels 

de même nature. 

Des études se sont focalisées sur la compréhension de la sélectivité de CALB lors de 

l’acylation de composés polyfonctionnels. De Oliveira (2009) a proposé une méthodologie 

permettant de discriminer des complexes enzyme-substrats « productifs », c’est-à-dire 

capables de conduire à des produits acylés, et des complexes « non productifs ». Cette 

méthodologie consiste à mesurer des distances importantes entre les groupements 

potentiellement acylables du substrat et les résidus catalytiques Ser105 et His224 ou encore 
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entre l’acyle devant être transféré et les résidus du trou oxyanionique Thr40 et Gln106. Dans 

une autre étude, Ferrari (2014) applique cette méthode avec succès pour prédire la 

régiosélectivité et la chimiosélectivité de CALB lors de la N-acylation de différents peptides. 

Par ailleurs, des simulations reposant sur la même approche méthodologique ont permis 

d’expliquer l’absence d’acylation de la quercetine en présence de CALB par la présence 

d’interactions hydrophobes entre le flavonoïde et les résidus Ile189 et Ile285 ainsi que des 

interactions électrostatiques avec les résidus Asp134 et Gln157 (Bidouil et al., 2011). 

L’ensemble de ces travaux souligne l’importance non seulement de la conformation des 

complexes enzyme/substrats, mais également des interactions au sein de ces complexes.  

Ce chapitre est consacré à l’étude, au niveau moléculaire, de l’acylation de la lysine catalysée 

par CALB en présence d’acides gras comme donneurs d’acyles. Le but est d’améliorer la 

compréhension des causes de la sélectivité de cette réaction. Le postulat de départ étant que la 

sélectivité réactionnelle est liée aux modes d’interaction entre l’enzyme et ses substrats, 

différentes simulations ont été réalisées à l’aide d’outils de modélisation moléculaire dans le 

but de proposer des modèles de complexes enzyme/substrats. La lysine constitue ici un 

substrat de choix pour l’étude de la régio-sélectivité de la réaction d’acylation catalysée par 

CALB car elle possède deux groupements NH2 : l’un en position N-terminal sur le carbone α, 

l’autre situé à l’extrémité de la chaîne latérale sur le carbone ε (Figure 3.1). L’état de 

protonation des fonctions amines de la lysine pouvant impacter la réactivité de ces 

groupements, une base forte la triéthylamine est ajoutée expérimentalement. 

 

 

Figure 3.1: Structure de la lysine 

 

2. Choix du protocole de docking 

Le docking est une méthode permettant de prédire les modes d’interactions les plus probables 

d’un ligand au sein du site actif d’une enzyme, en générant un échantillonnage 
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conformationnel de complexes enzyme/ligand représentatifs de la réalité. Dans le cadre de 

cette étude, la cible pour le ligand est un acyl-enzyme résultant de la liaison covalente du 

substrat donneur d’acyle sur la sérine catalytique et le ligand est une lysine. La construction 

de cet acyl-enzyme a été réalisée selon la méthode proposée dans les travaux de Ferrari 

(2014), en s’inspirant du positionnement d’un inhibiteur co-cristallisé avec l’enzyme, afin de 

positionner correctement la chaîne grasse. Puis la géométrie du système a été optimisée par 

des simulations de dynamique moléculaire afin de proposer un modèle robuste d’acyl-

enzyme.  

Plusieurs protocoles sont disponibles afin de réaliser les simulations de docking. Dans un 

premier temps le module LigandFit, utilisé dans plusieurs études antérieures portant sur la 

réaction d’acylation de biomolécules catalysée par CALB (Bidouil et al., 2011; De Oliveira et 

al., 2009; Ferrari et al., 2014), a été testé. Ce protocole de docking considère l’acyl-enzyme 

cible comme un élément rigide, tandis que le ligand est considéré comme un élément flexible. 

Il se déroule en plusieurs étapes : recherche conformationnelle appliquée au ligand, docking 

du ligand dans la cible, minimisation du complexe enzyme/ligand et scoring qui permet le 

classement des différents complexes obtenus. L’étape finale de minimisation peut être insérée 

ou non dans le protocole ; celle-ci permet l’ajustement de la conformation de l’enzyme en 

présence du ligand.  

Des simulations ont été réalisées avec ou sans minimisation du complexe enzyme/ligand afin 

d’observer l’impact de cette étape sur les résultats de docking. Les résultats obtenus ont 

indiqué que lorsqu’une minimisation post-docking est réalisée, la lysine est majoritairement 

orientée avec son groupement α-NH2 vers le fond de la cavité. En revanche, sans cette étape 

de minimisation post-docking c’est le groupement ε-NH2 de la lysine qui s’approche des 

résidus catalytiques. L’étape de minimisation post-docking semble donc avoir un fort impact 

sur l’orientation du ligand et le classement des poses issues du docking et suggére un 

ajustement conformationnel de la cavité de l’acyl-enzyme en présence de la lysine.  

Afin de mieux comprendre les raisons de ce phénomène, les conformations de la cavité 

catalytique de l’acyl-enzyme avec ou sans étape de minimisation post-docking ont été 

comparées. Le schéma sur la Figure 3.2 représente les différents angles d’observation des 

complexes. Sur la Figure 3.3 la sphère rouge représente la zone dans laquelle le logiciel 

recherche la cavité catalytique, matérialisée par un ensemble de points blancs ou verts.  
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Figure 3.2: Schéma des résidus catalytiques et du trou oxianionique  

 

               Profil 1                   Profil 2 

A 

 
B 

               Face 

C 

 
Figure 3.3: Représentation de la chaîne lauroyle reliée à la sérine catalytique et de la région sur 
laquelle la recherche de cavité est effectuée (sphère rouge). A: vue latérale du site actif avant 
minimisation (blanc) ; B: vue latérale du site actif après minimisation (vert) ; C: superposition 
des deux cavités 
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Sur cette figure, il est possible d’observer que les deux cavités sont de tailles similaires, mais 

présentent des géométries légèrement différentes. En effet, le fond de la cavité est plus étroit 

en l’absence de minimisation post-docking (Figure 3.3.A) que lorsque la conformation des 

complexes a été minimisée (Figure 3.3.B). Ceci pourrait expliquer les résultats de docking 

obtenus, une cavité plus étroite étant plus accessible à la chaîne latérale de la lysine qu’à sa 

chaîne principale. La Figure 3.3.C représente la superposition des deux cavités : la couleur 

verte représente la cavité après minimisation et en blanc sans minimisation. Sur cette figure il 

apparait que les deux cavités ne se superposent plus en profondeur du site. En effet, si l’on 

observe l’acyl-Ser105 de face, sans minimisation, la cavité est orientée vers la gauche, c’est-

à-dire le trou oxyanionique. En revanche, après minimisation, la cavité est orientée vers la 

droite où se situe l’His224. Cette étude préliminaire indique une adaptation conformationnelle 

de l’acyl-enzyme en présence de la lysine (phénomène d’induced fit effect) et suggère la 

nécessité de prendre en compte la flexibilité de la protéine et plus particulièrement des résidus 

de son site actif dans les simulations de docking. De plus, il semblerait que dans le cas d’un 

ligand de petite taille comme la lysine, de petites modifications du site actif comme celles 

apportées par l’étape de minimisation ont un impact important sur les résultats de docking.  

Un protocole de docking flexible a donc été utilisé pour les études suivantes (Koska et al., 

2008). La flexibilité a été appliquée aux chaînes latérales de résidus sélectionnés, bordant la 

cavité catalytique. 

 

3. Acylation de la lysine catalysée par CALB : Étude expérimentale et théorique de la 

régiosélectivité 

L’objectif de cette étude est de définir les raisons de la régiosélectivité à l’échelle moléculaire 

et de répondre aux questions scientifiques suivantes :  

 La géométrie des complexes enzyme/substrats et notamment le respect des distances 

catalytiques sont-ils des critères suffisants pour discriminer des complexes productifs 

et non productifs ?  

 Est-il possible de prédire la régio-sélectivité de la réaction et si oui quelle est la 

méthodologie la plus appropriée ? 

 Quels sont les règles qui régissent cette régiosélectivité ? Existe-t-il des résidus clés et 

des interactions spécifiques peuvant expliquer cette sélectivité ? 
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Dans l’étude suivante, une méthodologie associant des simulations de docking et des calculs 

d’interaction a été développée pour comprendre et prédire la régioselectivité de CALB lors de 

l’acylation de la lysine par différents acides gras. Dans le souci de proposer un outil prédictif 

pertinent, des méthodes de simulations peu coûteuses en temps de calcul ont été privilégiées. 

 

Les résultats de cette étude sont présentés sous la forme d’une publication soumise dans le 

journal Process Biochemistry, suivi de résultats complémentaires.  
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 Abstract 

The selectivity of L-lysine acylation by lauric acid catalysed by Candida antarctica lipase B 

(CALB) was investigated combining experimental and theoretical methodologies. 

Experiments showed the near-exclusive acylation of lysine ε-amino group; only traces of 

product resulting from the acylation of lysine α-amino group were observed fleetingly. 

Molecular modelling simulations were performed aiming to understand the molecular rules 

for selectivity. Flexible docking simulations combined with structural investigations into 

lysine/CALB binding modes also suggested the preferential acylation of the lysine ε-amino 

group without, however, excluding the acylation of the lysine α-amino group. Electrostatic 

interaction energy between lysine and the residues covering the catalytic cavity was 

calculated in order to understand the discrimination between the two lysine amino groups. 

Key interactions with the polar region covering the catalytic triad were identified and a 

plausible explanation for selectivity was proposed. 

 

Keywords: lysine acylation, docking, selectivity, electrostatic energy, Candida antarctica lipase B
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 Introduction 

Amino acids and peptides include molecules presenting various positive effects (antioxidant, 

opioids, anti-hypertensive, anti-cancer...) that are receiving increasing interest from 

pharmaceutical, cosmetic and nutraceutical industries (Chi et al., 2015; Harris et al., 2013; 

Hernández-Ledesma et al., 2011; Lindqvist et al., 2015). However, their polarity may limit 

their transfer through cell membranes and their efficiency may be restricted by their short 

half-life due to potential hydrolysis catalysed by endo-proteases. One possibility to 

circumvent these problems consists in acylating their structure with a fatty acid chain, leading 

to derivatives with improved activities and/or new techno-functional properties (Bordes and 

Holmberg, 2015; Craik et al., 2013). Previous studies showed that acylation of peptides could 

facilitate their transport through biological membranes by increasing their lipophilic 

properties. In addition, this could protect them against endogenous proteolytic attack and thus 

increase their stability (Nestor and others, 2009). Acylated derivatives of amino acids are 

commonly used as surfactants that are important ingredients in cosmetics, due to their 

excellent surface-active properties, combined with interesting biological activities and low 

potential for toxicity (Morán et al., 2004). Acylation process can be performed by either 

enzymatic or chemical pathways. Major advantages of using enzymes instead of chemical 

catalysts are a high selectivity leading to the grafting of acyl chains on specific positions and 

the possibility to apply mild reaction conditions that respect the green chemistry requirements. 

Hydrolytic enzymes and mainly lipases (EC 3.1.1.3) are most often used to catalyse such 

reactions in non-aqueous media, and besides already applied to industrial bioprocesses in  the 

food, pharmaceuticals and cosmetics area (Nestl et al., 2011). In addition to broad substrate 

specificities, lipases do not require any coenzyme. Moreover, some of them are highly stable, 

especially when immobilized. The lipase B from Candida Antarctica (CALB) has already 

been used in many acylation bioprocesses applied to a wide range of compounds as vitamins, 

sugars, amino acids or phenols (Ganske and Bornscheuer, 2005; Husson et al., 2011; Soo et 

al., 2004). Development of such bioprocesses and control of selectivity requires that 

enzyme/substrates binding modes as well as molecular rules for selectivity are understood in 

depth. To achieve this, several studies reported the use of molecular modelling simulations, 

especially based on docking methodologies.  

In case the enzyme structure is known, docking appears as an efficient method to predict the 

preferred orientations of substrates within the target catalytic cavity and then to analyze 

interactions (Leach et al., 2006; Yuriev and Ramsland, 2013). Poses issued from docking 
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calculations are ranked using score functions, based on binding affinity approximation 

(Gohlke and Klebe, 2002). This ranking step represents a decisive stage in docking protocols 

that may strongly impact the accuracy of the models. Many molecular modelling studies 

aiming to understand substrate specificity as well as selectivity have already been performed 

on CALB-catalyzed reactions. An approach combining docking and molecular dynamics 

simulations was applied to study the regioselectivity of CALB during flavonoid acetylation at 

the molecular level (Bidouil, 2012; Oliveira, 2009). Similarly, the acylation of lysine-based 

peptides was studied and the regioselectivity of the reaction was successfully predicted 

(Ferrari et al., 2014). Regardless of the peptide structure, simulation results suggested the 

preferential N-acylation of the lysine lateral chain. This was also evidenced in experiments. 

The lysine structure has two amino groups that are prone to acylation. One is located at the 

end of the lysine lateral chain (position ε), and the other on the carbon α. Lysine acylation 

catalyzed by the lipase from Rhizomucor miehei has already been investigated experimentally 

(Montet et al., 1990; Soo et al., 2004). Results showed the exclusive acylation of lysine ε-

amino group but no clear explanation was given for this selectivity. The present work aimed 

to study CALB-catalyzed acylation of lysine with lauric acid. Experimental evidence was 

given for selectivity whereas models brought a deep knowledge of lysine/CALB binding 

modes. Molecular rules for selectivity were determined through electrostatic interaction 

energy calculations. 

 

 Materials and methods 

 Enzymatic reactions 

3.3.1.1. Chemicals and enzyme 

Novozym 435® (lipase B from C. antarctica immobilized on an acrylic resin) with propyl 

laurate synthesis activity of 7000 PLU g−1 and protein grade of 1–10% was from Novo 

Nordisk A/S (Bagsværd, Denmark). Lysine and lauric acid were purchased from Sigma-

Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France). 2-Methyl-2-butanol (M2B2) and triethylamine of 

HPLC quality were purchased from Carlo Erba (France). 

 

 



Chapitre 3 : Étude de l’acylation enzymatique de la lysine à l’échelle moléculaire 

118 

3.3.1.2. Syntheses 

L-lysine (0,12 M) and Lauric acid (0,24 M) were solubilized in 2 mL of 2-methyl-2-butanol 

previously dehydrated on 4 Å molecular sieves, for 12 h at 55°C. Amines have increased pKa 

values in organic solvents compared to aqueous solutions (Rõõm et al., 2007). To ensure that 

the amine groups of the lysine were not protonated a large excess of triethylamine was added 

to the reaction medium (2.4 mol L−1). Only scarce acylation reaction did actually occur when 

no triethylamine was added to the medium (results not shown). The acylation reaction was 

started by the addition of 10 g.L−1 of the enzymatic preparation Novozym 435®. The reaction 

medium was stirred at 250 rpm and kept at 55°C. Samples were withdrawn over time, diluted 

with methanol/water (80/20, v/v), and then, stored at ambient temperature before LC–MS 

analysis. At the end of the reaction, the enzyme was removed by filtration. Each reaction was 

repeated at least thrice.  

 

3.3.1.3. Analysis of reaction media 

The synthesis of lysine derivatives was followed on a HPLC–MS-MS system (ThermoFisher 

Scientific, San Jose, CA, USA) consisting in a binary delivery pump connected to a 

photodiode array detector (PDA) and a LTQ ion trap as mass analyzer (Linear Trap 

Quadrupole) equipped with an atmospheric pressure ionization interface operating in positive 

electrospray mode (ESI+). Chromatographic separation was performed on a C18 column (150 

mm × 2.1 mm, 5 μm porosity – Grace/Alltech, Darmstadt, Germany) equipped with a C18 

pre-column (7.5 mm × 2.1 mm, 5 μm porosity – Grace/Alltech Darmstadt, Germany) at 25°C. 

Mobile phases consisted in methanol/water/TFA (80:20:0.1, v/v/v) for the phase A and 

methanol/TFA (100:0.1, v/v) for the phase B. Acylated peptides were eluted using a linear 

gradient from 0% to 100% of B for 5 min and then an isocratic step at 100% of B for 10 min, 

at a flow rate of 0.2 mL min−1. Mass spectrometric conditions were as follows: spray voltage 

was set at +4.5kV; source gases were set for sheath gas, auxiliary gas and sweep gas at 30, 10 

and 10, respectively (in arbitrary units min−1); capillary temperature was set at 250°C; 

capillary voltage was set at 48 V; tube lens, split lens and front lens voltages were set at 120 

V, -34 V and -4.25 V, respectively. Full scan MS spectra were performed from 100 to 1000 

m/z and additional MS2 scans were realized in order to get structural information based on 

daughter ions elucidation. Raw data were processed using Xcalibur software (version 2.1 

Thermo Scientific). 
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 Molecular modeling simulations 

3.3.2.1. Computational resources 

Several modules of the software Discovery Studio 4.1 (Accelrys, Inc.) were used in this study:  

 CHARMm: force field for molecular mechanics (Brooks et al., 1983)  

 Flexible Docking: module for docking simulations including receptor and ligand 

flexibility (Koska et al., 2008) 

 Calculate binding energies: module for estimation of binding energy between a 

receptor and a ligand (Tirado-Rives and Jorgensen, 2006) 

Simulations were carried out on a computer cluster equipped with 2 Quad Core Intel Xeon 

processors L5420, 2.5 GHz and 16 GB of RAM on a Linux Platform. 

 

3.3.2.2. Lysine construction 

The three-dimensional structure of lysine was built using the Builder module of the program-

package Discovery Studio 4.1. All atoms were typed by applying the general CHARMm force 

field. The resulting structure was submitted to a geometric correction aiming to remove 

atomic disorder. 

 

3.3.2.3. Acyl-enzyme construction 

The 1LBS PDB entry was chosen as the reference structure for CALB. The 1LBS crystal 

structure is composed of six independent protein chains per asymmetric unit. Each of these 

chains consists of 317 amino acids, one ethyl-hexyl-phosphonate (HEE) inhibitor covalently 

bound to the catalytic serine (Ser105), one N-acetyl-glucosamine (NAG) dimer covalently 

bound to the residues Asn74. The main interest of this structure is the presence of the inhibitor 

that provides experimental evidence for the orientation of the acyl moiety towards the 

oxyanion hole and more generally, towards the residues constituting the catalytic cavity. The 

acyl-enzyme model was built according to the procedure previously described by Ferrari et al. 

(2014) with adaptation to lauroyl chain (Ferrari et al., 2014). Asp134 was modelled as 

protonated as observed in high resolution crystal structure (Stauch et al., 2015).  
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3.3.2.4. Flexible Docking protocol 

A protocol of docking including the flexibility of both the ligand and the lateral chain of 

residues constituting the binding site was used (Koska et al., 2008). The first step used the 

ChiFlex algorithm (CHARmm based molecular mechanics) to explore the conformational 

space of flexible residues and generate a set of low energy conformations of the protein 

(Spassov et al., 2007). For each of these, hotspots corresponding to polar and non-polar zones 

were identified. Parallely, the Catconf algorithm was used to search low energy 

conformations of the ligand (~50 conformers.mn-1) (Li et al., 2007; Smellie et al., 1995a, 

1995b, 1995c). Then, each ligand conformation was docked rigidly against each conformation 

of the protein aligning with the hotspots, using the LibDock program (Diller and Merz, 2001). 

Finally, refinement of side chain positions in the presence of the ligand and then, final 

refinement of docked poses in the presence of the receptor were performed with ChiRotor and 

CDOCKER, respectively (Wu et al., 2003). For each final pose, the CHARMm energy and 

the interaction energy were calculated. The poses were sorted by the CHARMm energy and 

the top scoring poses were retained. 

In the present study, the flexibility was applied to the residues: Thr40, Ser105, Gln106, 

Asp134, Leu140, Ala141, Leu144, Val149, Val154, Gln157, Asp187, Ile189, Hist224, 

Leu278, Ala281, Ala282, Ile285 and Val286 (Figure 3.4). The root mean square deviation 

(RMSD) was computed on these residues, referring to the input structure. 

 

 

Figure 3.4: View of the CALB active site pocket. Residues of CALB for which side chains were 
considered as flexible during docking simulations are marked. 
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3.3.2.5. Analysis of docking results 

3.3.2.5.1. Distance criteria 

Inside the active site of CALB, five residues play an important role in the catalytic 

mechanism: Ser105, His224 and Asp187 residues forming the catalytic triad and the oxyanion 

hole residues Gln106 and Thr40. The catalytic serine is located at the bottom of the cavity 

described as a deep and narrow channel (10Å x 4Å wide and 12Å deep) (Uppenberg et al., 

1995, 1994). The two oxyanion hole residues stabilize the reaction intermediates through 

hydrogen bond interactions with the main chain N-H moieties and Thr40 O-H hydroxyl. It 

was also observed that the active site cavity can be separated into two areas, one of which is 

globally hydrophobic and the other mostly hydrophilic. The acyl donor substrate is assumed 

to lodge all along the hydrophobic area whereas the acyl acceptor substrate is acknowledged 

to access the catalytic triad through the hydrophilic area (Pleiss et al., 1998). The residues 

Asp134, Gln106, and Thr40 constitute a polar region surrounding the catalytic serine. Based 

on these structural insights, the likeliest complexes issued from docking simulations were 

analysed taking into account two distance requirements (Figure 3.5):  

 

 [1]: the nitrogen atom to be acylated must be at a distance lower than 4 Å from the 

acyl-enzyme electrophilic center so that a nucleophilic attack can happen. 

 [2]: the acidic proton of the amino group to be acylated must be at a distance lower 

than 4 Å from the catalytic histidine so that a proton transfer could occur. 

 

Respect or non-respect of these criteria has previously (De Oliveira et al., 2009) been 

presumed to correlate with the formation of productive complexes that could lead to the 

formation of the 2nd tetrahedral intermediate and then to the product. 
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Figure 3.5: Theoretical distance criteria (d1 and d2) to be met by productive complexes. 

 

3.3.2.5.2. Electrostatic interaction energy 

To obtain accurate electrostatic energies, a multipolar atom model was used. The electron 

density was transferred from ELMAM2 database modelling protein atom types and common 

chemical groups (Domagała et al., 2011).  The interaction energy values were computed as an 

integral over the electron density 𝜌𝐴 of molecule A multiplied by the electrostatic potential 

𝜑𝐵 of molecule B, or reciprocally (Domagała et al., 2011). 

𝐸𝑒𝑙𝑒𝑐 =  ∫ 𝜌𝐴𝜑𝐵𝑑𝑟𝐴 =  ∫ 𝜌𝐵𝜑𝐴𝑑𝑟𝐵 

 

Determination of the electrostatic interaction energy was executed by using numerical method 

of exact integration around selected atoms (Volkov et al., 2004), taking into account the 

electron density overlap of atoms, as implemented in the MoProSuite software (Jelsch et al., 

2005). The methodology was for instance applied to complexes of human aldose reductase to 

discriminate the electrostatic energy of ligand inhibitors (Fournier et al., 2009). 
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 Results and discussion 

 Study of lysine binding modes within CALB  

3.4.1.1. Flexible Docking results 

A molecular modelling approach was developed to study the regioselectivity of lysine 

acylation catalysed by CALB, assuming that the binding mode of the amino acid within the 

catalytic cavity plays a decisive role. The strategy consisted in building a target-model of 

acyl-enzyme firstly and then, to submit lysine to flexible docking simulations. 41 complexes, 

also called "poses", associating the acyl-enzyme lauroyl-CALB and the acyl acceptor lysine 

were obtained. These poses were grouped according to the orientation of lysine within the 

cavity, either its α- or its ε-amino group pointing towards the catalytic triad. For more clarity, 

these two orientations are designated by the symbols α and ε in the remainder of the article. 

26 out of the 41 poses showed the lysine α-amino group orientated towards the cavity bottom 

(α orientation), whereas the 15 other poses showed a reversed orientation of the lysine (ε 

orientation). 

These complexes were then subjected to various supplementary analyses aiming to deepen 

knowledge and understanding of lysine binding modes. First, the active site flexibility was 

studied. The choice of the flexible residues fell on the catalytic triad Ser105, His224 and 

Asp187, the oxyanion hole residues Thr40 and Gln106, and several residues covering the 

hydrophobic area of the cavity Leu140, Ala141, Leu144, Val149, Ser150, Ala151, Val154, 

Ile189, Lys290, Leu278, Ala281, Ala282, Ile285 and Ala286. The root mean square deviation 

(RMSD) applied to the side-chain of flexible residues was calculated by comparing with the 

input acyl-enzyme structure. Whatever the orientation α or ε of the lysine ligand, the most 

flexible residues were Ile189, Asp187, His224, Asp134, Gln106, with a maximum for Gln157 

(RMSDα = 2.00±0.08 Å and RMSDε = 2.00±0.21 Å). The orientation α led to a higher RMSD 

value for the residue His224 than the orientation ε (RMSDα = 0.94±0.12 Å and RMSDε = 

0.48±0.21 Å). Conversely, the residue Asp187 was more mobile in the orientation ε compared 

with the orientation α (RMSDα = 0.68±0.14 and RMSDε = 1.08±0.24). However, this residue 

is not directly in contact with the ligand. 

The Figure 3.6 shows the two main orientations of the His224 lateral chain observed among 

the complexes. Important distances ensuring that the active conformation of the enzyme is 

maintained and that the catalytic mechanism could occur are also indicated.  
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The conformation presented on the Figure 3.6.A respected the distances allowing hydrogen 

atom transfers involved in the catalytic pathway. In contrast, in some complexes, the His224 

lateral chain was observed to rotate leading to a wrong conformation and then distance to 

Asp187 was increased (Figure 3.6.B). The capacity of the poses issued from docking to react 

was studied through two distance measurements (Figure 3.5). The first one corresponded to 

the distance between the electrophilic carbon atom of the acyl donor (lauroyl:C) and the 

nucleophilic nitrogen atom of the acyl acceptor (lysine:N) (distance 1). The second one 

provided information on the proximity between the hydrogen atom of the group becoming 

acylated and the His224:Nε (distance2). These distance criteria have already been 

successfully used to explain and even predict the selectivity of acylation reactions (De 

Oliveira et al., 2009; Ferrari et al., 2014). When the lysine was in the α orientation, the 

distance 1 was lower than 4Å for 8 out of 26 poses, vs. 7 poses out of 15 in the case of the ε 

orientation. These results showed that, whatever the orientation of the lysine, the substrate 

could approach the electrophilic centre of the acyl-enzyme. The distance 2 seemed more 

difficult to meet and was respected in 4 poses out of 26 for the orientation α vs. 5 out of 15 for 

the orientation ε. Combining the two distance criteria led to 2 and 4 correct poses for the 

orientations α and ε, respectively. In a previous study, rigid docking simulations were carried 

out on the peptides SK, SYK, KYS and LQKW against oleoyl-CALB target (Ferrari, 2014). 

When comparing with the present study, peptides seemed overall closer to the catalytic triad 

than lysine. However, results remained difficult to compare as both the acyl-enzyme and the 

ligand were different. 

Figure 3.7 represents the distance d1 according to the distance d2 for each pose issued from 

docking simulations. Poses were grouped, depending on the orientation α or ε of lysine. Trend 

lines showed that the distance criteria were respected for some systems belonging to both 

groups of poses. However, when lysine adopted the α orientation, the proximity of the NH2 

moiety to His224 seemed difficult to meet. This result was consistent with previous 

observations relating to the rotation of the His lateral chain. 

Anyway, these theoretical results suggested that the acylation of both amino groups of lysine 

could occur, leading to two distinct mono-acylated products. A possible limitation to the 

acylation of the lysine α-amino group could be the hydrogen transfer from the lysine α-amino 

group to His224, due to the non-favourable orientation of imidazole ring. However, at the 

docking stage, no theoretical evidence could be found to really discriminate between the two 

acylation sites. 
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Figure 3.6: Main conformations of the catalytic cavity observed among the acyl-enzyme 
complexes issued from docking. A: one example of complex showing a correct conformation of 
the catalytic machinery. B: one example of complex showing an unfavorable orientation of the 
His224 lateral chain. Distances theoretically involved in hydrogen atom transfers are indicated 
(in Å). For more clarity, the lysine is not shown. 
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Figure 3.7: Distances d1 and d2 for each pose issued from docking, depending on lysine 
orientation. ▲(‒): poses in the orientation ε ; ■ (‐‐): poses in the orientation α. 

 

3.4.1.2. Experimental validation 

The synthesis of lauroyl-lysine catalysed by CALB was carried out and the formation of 

products was monitored through HPLC-MS2 analyses. Acylation reactions were performed at 

55°C during 72 h, in 2-methyl-2-butanol as solvent, in the presence of tri-ethylamine (TEA) 

to control the ionization state of the substrate amino groups (Reyes-Duarte et al., 2002). 

Lauric acid:lysine molar ratio was 2:1. Mono-lauroyl-lysine products and di-lauroyl-lysine 

have a molecular mass of 328 ([M+H]+) and 510, respectively. On the basis of mass analysis, 

the presence of one major mono-acylated product was observed. In order to discriminate 

between α- and ε-lauroyl-lysine, the corresponding standards were analyzed and their Mass 

Spectrometry (MS)2 profiles were generated by fragmentation of the parent ions (Figure 3.8). 

Fragmentation of α-lauroyl-lysine led to one major daughter ion (m/z = 293) corresponding to 

[(Lauroyl-K) – 2H2O + H]+, and two minor daughter ions (m/z = 147 and m/z = 266) 

corresponding to [(K) + H]+ and [(lauroyl-K) – H2O – COOH + H]+, respectively. 

Fragmentation of ε-lauroyl-lysine led to one major daughter ion (m/z = 266) corresponding to 

(lauroyl-K) – H2O – COOH + H]+, and one minor daughter ion (m/z = 147) corresponding to 

[(K) + H]+. According to these indications, experimental evidence supported that the major 
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product formed during the reaction was ε-lauroyl-lysine. These results are consistent with a 

previous study about the acylation of various lysine-based peptides catalysed by CALB with 

oleic acid, showing that the selective acylation of the lysine ε-amino group occurred (Ferrari 

et al., 2014; Soo et al., 2004). In rare cases, traces of α-lauroyl-lysine were detected at the 

beginning of some reactions. Theoretical experiments left a doubt about the selectivity of the 

reaction although structural elements strongly suggested the preferential acylation of the 

lysine ε-amino group. It seems that distance criteria required for the catalytic mechanism are 

more easily met for the ε  orientation than for the α orientation but this criterion would not 

constitute a sufficient basis for bringing theoretical evidence for the selectivity of the reaction. 

Therefore, energetic criteria were also explored aiming to enhance the robustness of our 

models and their predictive capacity, while at the same time trying to limit simulation costs.  

 

 

Figure 3.8: Mass analyses of α-lauroyl-lysine (A) and ε-lauroyl-lysine (B) standards (m/z=329). 
MS2 spectrum after fragmentation of the parent ion. 
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 Energetical analysis of poses 

3.4.2.1. C-DOCKER interaction energy 

In order to discriminate poses obtained from the Flexible Docking workflow, the C-DOCKER 

interaction energy was used (Koska et al., 2008). A correlation research was performed 

aiming to determine if there was a significant relationship between the distance criteria and 

the CDOCKER energy. Then, the relevance of these combined parameters to justify the 

regioselectivity of lysine acylation was evaluated. As shown in Table 3.1, no significant 

correlation was found between the CDOCKER energy and the respect of distance criteria. A 

low 0.33 correlation was found between lysine orientation and the CDOCKER energy, the 

orientation ε leading to a stronger interaction energy compared with the orientation α. 

However there was no clear and strong evidence of the selective acylation of the lysine ε-

amino group. Overall, it would seem that ranking and post-docking tools, considered 

separately or combined with distance criteria, were not sufficient to match perfectly with 

experimental results. Many studies reported that the prediction of binding affinities turns out 

to be really difficult and require extensive computational time (Irwin and Shoichet, 2016; 

Leach et al., 2006). Consequently, ranking of poses is identified as a difficult challenge that 

cannot be ignored when evaluating docking accuracy (Erickson et al., 2004). This question 

appears increasingly difficult to address when applied to highly flexible ligands or in the case 

of important conformational changes in the protein structure upon ligand binding.  

 

Table 3.1: Correlation coefficients between the CDOCKER energy and respect of distance 
criteria or lysine orientation.  MoPro Eelec is the sum of electrostatic energies between lysine and 
the active site residues marked in Fig. 3.4 or between lysine and the residues Ser105 and His224.  

correlation 

C-DOCKER 

Interaction 

energy 

MoPro Eelec  

Electrostatic energy 

MoPro  Eelec 

E(Ser105)+E(His224) 

Energy / respect of distance criteria 0.11 0.57 0.78 

Energy / lysine orientation 0.33 0.13 0.36 

 

3.4.2.2. Electrostatic interaction energy 

More detailed research was carried out into the way lysine interacts with CALB catalytic 

pocket, while maintaining the objectives of discriminating between the two groups of poses (α 

or ε orientation) and limiting simulation costs. Electrostatic interaction energies using a 
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multipolar atom model were calculated between lysine and the catalytic residues; Figure 3.10 

focuses more specifically on Ser105 and His224.  

Figure 3.10 shows electrostatic interaction energies of poses depending on lysine orientation; 

poses were also grouped depending on their proximity to the catalytic triad. Whatever the 

lysine orientation, almost all of the poses not respecting the distance criteria led to positive 

(repulsive) electrostatic interaction energies towards either Ser105 or His224, or more often 

towards both residues (Figure 3.10.A and B). This trend seemed quite understandable as poses 

not respecting the distance criteria were unlikely to interact in a favorable way with the 

catalytic residues.  

The H-N-H…Nε2 interaction between one of the lysine NH2 groups and His224 is potentially 

a hydrogen bond and is electrostatically favorable. For instance, in the  pose L15 complex 

with strongest Eelec(Lys,His224)=-50kJ/mol, the hydrogen bond contribution Eelec(H…Nε2) 

reaches -32kJ/mol. On the other hand, the Eelec(Lys,Ser105Lauroyl)=-62 kJ/mol attractive 

interaction in complex L15 is mainly due to the hydrogen bond between the lysine NH2 

group and the oxygen O=C of the ester group in the acylated Ser105 as Eelec(H…O)=-

50kJ/mol. A few poses not respecting the distance criteria led to negative electrostatic 

interaction energies towards Ser105 and His224 (L22, L40, L06 and L19), presumably due to 

attractive interactions between other atoms that were not concerned by the distance 

measurements. 

The two poses in the orientation α respecting the distance criteria led to attractive electrostatic 

interaction energies towards Ser105 but not towards His224 (Figure 3.10.A). 

Inspection of complex L29 shows indeed a relatively long distance d2=3.9Å between the NH2 

group and His224. Moreover, the Eelec value between lysine and His224 in both productive  

complexes is rendered non favorable (Figure 3.10) due to the proximity of the electronegative 

lysine carboxylic oxygen atoms with His224: d(O…Nε2)=4.3Å in L29 and 3.3Å in L37 

(Figure 3.9). Interaction diagrams brought out hydrogen bond and van der Waals interactions 

between the lysine and the residues Ser153, Thr40, Gln157 and Thr40, stabilizing the lysine 

α-amino-group close to the catalytic serine but far from the catalytic histidine. Poses in the ε 

orientation respecting the distance criteria gave negative electrostatic interaction energies 

towards both catalytic residues Ser105 and His224 (Figure 3.10.B: L15, L25, L26). Thus, 
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these poses could be qualified as productive as these were geometrically and energetically 

favorable to the formation of the tetrahedral intermediate of the resulting reaction product.  

 

 

Figure 3.9: -Conformation L37 of the catalytic cavity observed among the acyl-enzyme 
complexes issued from docking. 

 

These results confirmed that lysine in the ε orientation could successfully approach the 

catalytic triad and interact with it, contrarily to lysine in the α orientation that came hardly 

close to the catalytic His224. At this stage, the respect of distance criteria combined with 

favorable electrostatic interactions with the catalytic residues Ser105 and His224 strongly 

suggested a trend that perfectly met experimental data, leading to the preferential acylation of 

the lysine ε- amino group.  

The Eelec values of lysine with Ser105 and His224 correlate well with the two distance criteria 

being respected (c=78%) which involved these same two residues. The Eelec values summed 

over all the selected active site residues show a correlation of 57% with d1+d2 criteria. This 
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suggests that ligand poses which are not in catalytic position generally have not recovered 

electrostatic attractions equivalent to the hydrogen bonds formed with Ser105 and His224. 

 

 

Figure 3.10: Electrostatic interaction energies between the catalytic residues Ser105 and His224 
and lysine in the orientation α (A) or ε (B). Poses were grouped according to the proximity of 
lysine to the catalytic triad. Poses respecting the distance criteria are given on the right.  

 

 Molecular rules for selectivity 

In order to deepen scientific knowledge of the causes that govern the selectivity in lysine 

acylation reaction, electrostatic interaction energies between lysine and the residues 

constituting the catalytic cavity were calculated. Location of these residues is shown on 

Figure 3.4. The average Eelec energies are presented on Figure 3.11. Poses were grouped 

according to their orientation and their proximity to the catalytic triad.  

Figure 3.11 A and B allowed studying the effect of lysine position on electrostatic interaction 

energies, for one given orientation of the ligand. When lysine adopted the ε orientation close 

to the cavity bottom, the main interactions were observed with residues of the catalytic triad 

and the polar Asp134. Interactions with the catalytic Ser105 and His224 logically disappeared 
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in poses not respecting the distance criteria. Thus, the catalytic residues appeared as crucial 

interaction spots stabilizing lysine in a correct orientation within the cavity. The contribution 

of these residues to a hydrogen bond network imposing electrostatic interaction restrictions to 

the substrates was firstly mentioned by researchers who elucidated CALB structure 

(Uppenberg et al., 1994).  

The role of Asp134 in positioning of acyl acceptor substrates was confirmed in a study 

relative to CALB-catalyzed acylation of flavonoids (Bidouil et al., 2011).  In the present 

study, this residue and lysine substrate are not charged, but have the potential to form strong 

hydrogen bonds. Indeed the interaction Eelec value of lysine with Asp134 was found to be 

attractive in the  poses respecting distance criteria in the range -22 to -60 kJ/mol. In the two 

 poses, the energy was -10 and +5 kJ/mol).   

Poses in the orientation α close to the cavity bottom led to interactions with Ser105, Asp187 

and other polar residues facing away from the catalytic triad like Gln157, Ser153 and Asp145. 

The absence of attractive interaction with His224 was coherent with observations relative to 

distance criteria being generally not fulfilled. Repulsion from the oxyanion hole residues is 

also suggested. Poses distant from the cavity bottom lost interaction with Ser105 while 

gaining interaction with Glu188 and Asp187. Whatever the proximity of lysine to the cavity 

bottom, a lack of interaction with Asp134 was noticed. These results suggested lysine in the α 

orientation could be stabilized within the cavity but in a wrong configuration that was 

unlikely to be productive. 

Figure 3.11 C and D compared interactions aiming to determine the driving forces leading to 

productive or not productive orientation of lysine. In the case of poses far from the catalytic 

triad, lysine interacted with Asp187, regardless of its orientation. Orientation α led to 

interaction with Asp145 instead of Asp134 observed for orientation ε. As a reminder, Asp145 

is positioned in the active site opposite to the catalytic triad. In the case of poses close to the 

catalytic triad, differences were observed depending on the orientation of lysine. The 

orientation ε led to strengthened interactions with the catalytic triad and Asp134. In 

orientation α, lysine gained interaction with residues facing away from the catalytic triad such 

as Asp145, Ser153, and Gln157. 
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Figure 3.11: Average electrostatic interaction energies within lysine/acyl-CALB complexes. 
Poses were grouped according to the orientation of lysine (α in blue or ε in black), and its 
proximity to the catalytic triad. 

 

 Conclusion 

A methodology combining docking simulations and interaction energy calculations was 

proposed to examine the regioselectivity of lysine acylation catalyzed by C. antarctica lipase 

B at a molecular level. Experiments showed the near-exclusive acylation of lysine ε-amino 

group; this trend was also suggested by docking simulations. Indeed, the best poses according 
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to the CDOCKER energy revealed two main orientations of the lysine within the catalytic 

cavity, depending on whether the ε- or the α-amino group of lysine pointed towards the 

catalytic triad (orientations ε or α, respectively).  

However, more detailed analysis of the complexes suggested that the α orientation led to 

poses where the lysine amino group lies broadly far from the catalytic His224 or where the 

electrostatic interaction energy between the lysine substrate and His224 is not attractive. 

Visual inspection of the docked poses shows that in the  orientation, the lysine carboxylate 

group, which is close to the -amino group moiety, leads to an electrostatically unfavorable 

position and may hinder the ligand anchoring. Moreover, the presence of the bulky COOH 

group near the NH2 group in  position may cause some steric hindrance while the  position 

is more accessible and shows more stereochemical/conformational flexibility.       

Instead, lysine would seem attracted by other polar residues facing away from the catalytic 

triad. Binding in the orientation ε appeared quite different, as criteria relative to the proximity 

of lysine to the catalytic machinery seemed easier to meet compared with the orientation α. 

Furthermore, favorable interactions were observed between lysine and residues constituting a 

small polar area covering the catalytic triad and some neighboring residues, namely Asp134.  

Calculation of the accurate electrostatic interaction energy using a multipolar atom model 

appeared as a pertinent method to characterize the interaction network within 

enzyme/substrates complexes and to discriminate between the models issued from docking. In 

the present case study, modelling results helped determine the molecular rules for selectivity 

in lysine acylation. Favorable electrostatic interactions with the catalytic residues His224, 

Ser105, Asp187 and Asp134 appeared as good indicators of the reaction feasibility. More 

broadly, global evaluation of electrostatic interactions helped determining the driving forces 

responsible for the reaction selectivity. 
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 Contribution de l’article 

Cette étude a permis la mise au point d’une méthodologie destinée à prédire la régiosélectivité 

de CALB lors de l’acylation de la lysine et à améliorer la compréhension du mécanisme 

responsable de cette sélectivité. Les résultats obtenus ont donc permis d’apporter des éléments 

de réponse aux différentes questions scientifiques posées précédemment. 

Pour la mise au point de cette méthodologie la première étape a consisté à générer des 

complexes acyl-enzyme/substrat en utilisant un protocole de docking dans lequel une 

flexibilité a été autorisée sur un ensemble de résidus constituant la cavité catalytique (Koska 

et al., 2008). La flexibilité des résidus du site actif a été évaluée par des calculs de RMSD par 

rapport à l‘acyl-enzyme de départ. Il a été observé que les résidus : Ile189, Asp187, His224, 

Asp134, Gln106 et Gln157 possèdent les RMSD les plus importants, avec un maximum pour 

Gln157. Ces résultats ont permis d’observer que globalement l’orientation n’avait que peu 

d’impact sur les mouvements des chaines latérales. Cependant, un phénomène de 

retournement de l’His224 a été observé. Celui-ci provoquerait un éloignement entre les 

atomes du cycle imidazole impliqué dans un transfert de proton faisant parti du mécanisme 

catalytique et les deux autres résidus catalytiques qui l’entourent (Ser105 et Asp187). En 

observant ce phénomène en fonction de l’orientation de la lysine, il est apparu que ce 

positionnement défavorable de l’His224 ce produit le plus souvent avec l’orientation α.  

Puis la mesure des distances évoquées par De Oliveira (2009) a été prise en compte afin de 

réaliser un tri des complexes issus du docking. Les résultats ont suggéré une acylation 

préférentielle de la fonction amine ε de la lysine sans pour autant écarter la possibilité d’une 

acylation au niveau de la fonction amine α. Or expérimentalement, un produit mono-acylé est 

observé, correspondant à l’acylation de la fonction amine ε de la lysine. Il semble donc que 

ces critères de distance soient nécessaires mais non suffisants pour discriminer les complexes 

« productifs » et les complexes « non-productifs ». Dans le but de renforcer la robustesse des 

modèles, des calculs de l’énergie d’interaction électrostatique au sein des complexes ont été 

menés  (Domagała et al., 2011) et ont permis de montrer le caractère non-productif des 

complexes correspondant à une orientation α de la lysine. Ces travaux montrent l’intérêt de 

coupler différents outils de modélisation afin d’éviter les faux-positifs. En effet, le docking 

seul n’écarte pas la possibilité d’une acylation de la fonction amine α de la lysine. En 

revanche, une méthodologie associant le docking et des calculs d’énergie d’interaction 
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électrostatique conduit à des résultats parfaitement cohérents avec les résultats expérimentaux 

et semble prometteuse pour prédire la régiosélectivité de l’acylation d’acides aminés. 

Dans une seconde partie l’étude s’est penchée sur l’identification de résidus, interactions, 

pouvant être à l’origine de la régiosélectivité observée expérimentalement. Pour cela, des 

calculs d’énergie d’interaction électrostatique ont été réalisés sur un certain nombre de résidus 

constituant la cavité catalytique. Les résultats obtenus ont mis en évidence l’implication de 

certains résidus dans le positionnement de la lysine par rapport aux résidus catalytiques. Par 

ailleurs, l’Asp134 est apparu comme un résidu clé permettant d’attirer le ligand vers le fond 

de la cavité. Une interaction favorable avec celui-ci accompagnée d’interactions favorables 

avec les résidus catalytiques (notamment His224 et Ser105) semble être un bon indicateur de 

la faisabilité de la réaction. 

Dans la suite de ce chapitre des résultats complémentaires portant sur l’impact de la structure 

du substrat donneur d’acyle sur l’acylation catalysée par CALB sont présentés. 
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4. Résultats complémentaires 

L'effet de la longueur de chaîne carbonée du donneur d'acyle sur l'efficacité des réactions 

catalysées par CALB est un paramètre qui peut influer sur la réaction. Il a déjà été abordé 

dans plusieurs études expérimentales. Certaines ont conclus que lors de l’acylation de 

flavonoïde par CALB le taux de conversion total dépendait de la longueur de la chaîne du 

donneur d’acyle et que le taux de conversion le plus élevé était obtenu avec la chaîne la plus 

courte (Katsoura et al., 2006; Salem et al., 2010). Dans un autre travail portant sur l’acylation 

de flavonoïde il a été observé qu’au-delà de 12 carbones la longueur de la chaîne acyle n’a 

aucun effet (Melika Ardhaoui et al., 2004). 

Il semble donc intéressant d’étudier si la longueur de la chaîne influence également la réaction 

d’acylation d’acides aminés. Pour cela des simulations de modélisation moléculaire ont été 

menées pour étudier l’impact de la longueur de la chaîne acyle sur la faisabilité et la 

sélectivité de l’acylation de la lysine catalysée par CALB. Des simulations de docking 

flexible ont été réalisées avec différents systèmes acyl-enzyme : capryloyl-, lauroyl-, 

palmitoyl- et oleoyl-CALB, possédant respectivement 8, 12, 16 et 18 carbones. Tous les 

acides gras étudiés sont saturés à l’exception de l’acide oléique qui présentee une insaturation 

sur le carbone n°9. 

Quelles sont les questions scientifiques associées à cette étude ? 

- La nature de la chaîne acyle a-t-elle un effet sur la conformation de la cavité 

catalytique ?  

- La nature de la chaîne acyle a-t-elle un effet sur les modes d’interaction de la lysine 

avec la cavité ? 

- Les réponses à ces différentes questions peuvent-elles apporter des indications quant à 

la faisabilité, l’efficacité et la sélectivité réactionnelle ? 

 

Effet de la chaîne acyle sur l’orientation de la lysine : 

Les simulations ont permis d’obtenir respectivement 34, 41, 38 et 36 poses avec le caproyl-, 

lauroyl-, palmitoyl- et oléoyl-CALB. Quelle que soit la longueur de la chaîne acyle, 2 

orientations de la lysine sont observées, la fonction α-NH2 ou la fonction ε-NH2 pointant vers 
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le fond de la cavité catalytique. Sur l’ensemble des complexes obtenus, la lysine est 

majoritairement orientée avec le groupement amine N-terminal vers le fond de la cavité. 

 

Effet de la chaîne acyle sur la conformation de la cavité catalytique : 

Le RMSD moyen a été déterminé pour l’ensemble des résidus flexibles par comparaison avec 

leur positionnement initial dans l’acyl-enzyme. Le RMSD total sur les résidus flexibles est de 

0,66±0,02 avec la chaîne capryloyle, 0,99±0,02 avec les chaînes lauroyle et palmitoyle et 

0,94±0,01avec la chaîne oleoyle. Ces résultats indiquent que globalement, quelle que soit la 

longueur de la chaîne acyle, le docking de la lysine dans la cavité désorganise peu la structure 

protéique. Ceci est particulièrement observé avec la chaîne acyle la plus courte (C8), 

conduisant au RMSD le plus faible. La Figure 3.12 indique les valeurs moyennes de RMSD 

obtenues pour chaque résidu étudié. Ces résultats indiquent que, quelle que soit la longueur de 

la chaîne acyle, le résidu présentant la plus grande flexibilité est la Gln157, tandis que les 

résidus les moins mobiles sont Thr40, Val154, Ile285, Val286 et Ile189. La longueur de la 

chaîne acyle ne modifie pas significativement la mobilité des résidus, sauf dans le cas de la 

chaîne palmitoyle au niveau des résidus Asp187, His224, Asp134, Gln106 et Gln157. On 

constate que ces résidus concernés sont tous impliqués dans le mécanisme catalytique excepté 

la Gln157. On observe également que l’His224 est significativement plus mobile en présence 

des chaînes acyles les plus courtes (≤ 12 carbones).  

 

 

Figure 3.12: Valeurs moyennes des RMSD calculées par résidu pour chaque acyl-enzyme 
étudiés. 
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Lorsque l’on prend en compte l’orientation de la lysine dans la cavité catalytique, aucune 

différence significative n’est observée dans le cas du capryloyl-CALB et de l’oléoyl-CALB 

(Figure 3.13.A et D). Avec les chaînes lauroyle et palmitoyle, l’orientation α conduit à un 

RMSD plus élevé que l’orientation ε au niveau de l’His224 (Figure 3.13.B et C). 

 

 

Figure 3.13: Valeurs moyennes des RMSD par résidu pour chaque acyl-enzyme étudié en 
fonction des deux orientations de la lysine dans la cavité. Orientation α (vert) : le groupement α-
NH2 de la lysine est dirigé vers le fond de la cavité ; orientation ε (bleu) : le groupement ε de la 
lysine est dirigé vers le fond de la cavité. 
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Comme montré précédemment sur la Figure 3.6, la chaîne latérale de l’His224 a tendance à 

effectuer une rotation en présence de la lysine dans l’orientation α. La Figure 3.14 représente 

la superposition des différentes conformations du résidu His224 au sein des complexes 

obtenus, en fonction de la chaîne acyle. Cette représentation permet de visualiser que, dans le 

cas de la chaîne capryloyle (C8), la chaîne latérale de l’His224 est très mobile quelle que soit 

l’orientation α ou ε de la lysine. En revanche, pour les chaînes lauroyle (C12) et palmitoyle 

(C16), un retournement de la chaîne latérale de l’His224 est observé majoritairement pour 

l’orientation α de la lysine, conduisant à une augmentation des distances entre les atomes des 

résidus catalytiques. En ce qui concerne l’acylation par l’acide oléique (C18 :1), l’His224 est 

correctement positionnée, quelle que soit l’orientation α ou ε de la lysine. Ces résultats 

suggèrent i) une acylation peu efficace avec la chaîne acyle capryloyle quelle que soit 

l’orientation de la lysine, en raison d’une grande mobilité de l’His224 ; ii) une acylation 

préférentielle de la fonction amine ε de la lysine avec les chaînes lauroyle et palmitoyle ; iii) 

une absence de sélectivité mais une bonne efficacité réactionnelle avec la chaîne oléoyle. 

 

 

Figure 3.14: Superposition des conformations adoptées par l’His224 au sein des complexes issus 
des simulations de docking flexible, selon l’orientation α (vert) ou ε (bleu) de la lysine. 

 

Effet de la longueur de la chaîne acyle sur la conformation des complexes E/S : 

Les distances interatomiques moyennes impliquant les résidus catalytiques (Ser105 et His224) 

sont indiquées dans le Tableau 3.2. Ces distances renseignent sur la faisabilité du transfert 

d'électrons et de protons impliqués dans le mécanisme catalytique. Dans ce tableau figurent 

également les distances entre les résidus du trou oxyanionique et le carbonyle lié à la serine 

impliqués dans des liaisons hydrogène stabilisant la chaîne acyle. 

Pour chaque acyl-enzyme, deux liaisons hydrogène entre le carbonyle et les groupements 

amines de la Thr40 et de laGln106 ont été observées. Ces liaisons permettent de stabiliser 

l’acyl-enzyme et facilitent l'attaque nucléophile du substrat accepteur d'acyle. 
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Lorsque l’on compare les distances moyennes mesurées entre les résidus de la triade 

catalytique, il apparait que les distance entre les résidus Asp187 et His224 sont globalement 

plus importantes lorsque la lysine est orienté en α, comparativement à l’orientation ε, ce qui 

n’est pas favorable au mécanisme catalytique. De plus, ces distances diminuent lorsque la 

longueur de la chaîne acyle augmente, ce qui semble cohérent avec les observations faites 

précédemment sur la mobilité de la chaîne latérale de l’His224 (Tableau 3.2.A). 

Le Tableau 3.2.B représente les moyennes des deux critères de distance impliquant la lysine 

et les résidus de la triade catalytique, en fonction de l’orientation de la lysine. Pour la 

distance : HN1-lys - Nε2-His224, les résultats indiquent que le ligand est toujours plus proche de 

l’His224 lorsqu’il est orienté en ε, et ce, quelle que soit la longueur de la chaîne acyle. Pour 

les mesures de la distance N1-lys-C1acyl, les résultats sont significativement différents 

uniquement pour les chaînes palmitoyle et oléoyle, les distances les plus courtes étant 

obtenues avec l’orientation ε de la lysine. 

La Figure 3.15 représente la distance N1-lys-C1-acyl en fonction de la distance H1-Lys-N ε2-His pour 

chaque acyl-enzyme et chacune des orientations de la lysine. Les zones grisées matérialisent 

le respect des critères de distance. Pour la chaîne capryloyle des poses dans les deux 

orientations respectent les critères de distance, suggérant une absence de sélectivité de la 

réaction. Pour les chaînes acyle plus longues, les courbes de tendance suggèrent une 

sélectivité en faveur de la fonction amine ε de la lysine, la sélectivité étant d’autant plus 

marquée que la chaîne acyle est longue. Ainsi, les modèles suggèrent une acylation 

strictement sélective de la lysine par l’acide oléique. 
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Tableau 3.2: Distances moyennes interatomiques en fonction de la nature de la chaîne acyle et de 
l’orientation alpha ou epsilon de la lysine. A : distances entre les résidus catalytiques et les 
résidus du trou oxyanionique ; B : distances entre les résidus catalytiques et la lysine. 

A 

 

B 

 

 

Orientation alpha 

Triade catalytique 

Distances interatomiques (Å) C8 C12 C16 C18 :1 

Oγ-Ser105 - Nε2-His224 3.59±0,23 3,73±0,06 3,44±0,06 3,13±0,00 

HNδ1-His224 - Oδ1-Asp187 3,28±0,35 3,91±0,21 2,96±0,23 2,39±0,09 

HNδ1-His224 - Oδ2-Asp187 3,45±0,38 3,78±0,26 3,02±0,21 2,60±0,10 

Trou 

oxyanionique 

HNGln106 - OO=C acyl-enzyme 2,37±0.14 2,47±0,00 2,41±0,00 1,92±0,00 

HNThr40 - OO=C acyl-enzyme 2,31±0.14 2,35±0,02 2,28±0,02 2,12±0,01 

Orientation epsilon 

Triade catalytique 

Distances interatomiques (Å) C8 C12 C16 C18 :1 

Oγ-Ser105 - Nε2-His224 3,58±0,09 3,57±0,08 3,31±0,01 3,13±0,00 

HNδ1-His224 - Oδ1-Asp187 3,07±0,33 3,15±0,35 2,42±0,14 2,45±0,19 

HNδ1-His224 - Oδ2-Asp187 3,28±0,37 3,10±0,30 2,59±0,14 2,34±0,14 

Trou 

oxyanionique 

HNGln106 - OO=C acyl-enzyme 2,39±0,00 2,48±0,00 2,36±0,03 1,19±0,00 

HNThr40 - OO=C acyl-enzyme 2,26±0,03 2,32±0,02 2,31±0,03 2,6±0,02 

Distances interatomiques (Å) orientation C8 C12 C16 C18 :1 

HN1lysine - Nε2-His224 
α 5,38±0,46 5,73±0,33 5,55±0,35 5,78±0,01 

ε 4,25±0,61 4,79±0,59 3,53±0,46 4,07±0,02 

N1lysine – C1acyl 
α 5,73±0,47 5,89±0,36 5,77±0,40 5,88±0,00 

ε 4,92±0,53 5,26±0,56 4,43±0,53 4,00±0,00 
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Figure 3.15: Distance Nlys-Cacyl en fonction de la distance HLys-NHis pour chaque complexes des 
deux orientations α (■) et ε (▲) : A: capryloyl-CALB ; B: lauroyl-CALB ; C: palmitoyl-CALB ; 
D : oleoyl-CALB 
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Pour conclure sur cette étude de l’impact de la chaîne acyle sur la réaction d’acylation de la 

lysine, les informations recueillies au niveau des modèles suggèrent que, quelle que soit la 

chaîne acyle, l’orientation de la lysine a un faible impact sur la conformation du site actif, 

excepté au niveau du résidu His224. En effet, lorsque la lysine est orientée en α, la chaîne 

latérale de l’His224 a tendance à effectuer une rotation, l’éloignant de sa conformation 

initiale. Ce phénomène est particulièrement marqué dans le cas des chaînes acyles courtes. 

Les modèles suggèrent une sélectivité favorisant l’acylation de la fonction amine ε de la 

lysine ainsi qu’une efficacité réactionnelle supérieure dans le cas des chaînes acyle longues. 

 

Les résultats expérimentaux relatifs à cette étude sont présentés dans le chapitre suivant. 
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5. Conclusions du chapitre 

Cette étude de l’acylation de la lysine à l’échelle moléculaire a permis de développer une 

méthodologie destinée à améliorer notre compréhension des causes de l’efficacité et de la 

sélectivité réactionnelle. Cette approche est prometteuse pour prédire les performances d’une 

réaction et guider le choix de substrats d’intérêt. Cette méthodologie est constituée dans un 

premier temps de simulations de docking flexible (Koska et al., 2008), permettant d’explorer 

l’espace conformationnel du ligand et des chaîne latérales de résidus appartenant à la cavité 

catalytique. Le respect de distances impliquées dans le mécanisme catalytique est apparu 

comme un critère nécessaire mais insuffisant pour conclure sur la faisabilité et la sélectivité 

de la réaction. La robustesse des modèles a pu être améliorée en intégrant des calculs 

d’énergie d’interaction électrostatique. Notamment, les énergies d’interaction électrostatique 

au niveau des résidus catalytiques Ser105 et His224 ont permis de discriminer les complexes 

enzyme/substrats « productifs » et les complexes « non productifs » et de conclure à la fois 

sur la faisabilité de l’acylation et sur la sélectivité de la réaction. L’application de cette 

méthodologie à l’acylation de la lysine par l’acide laurique a suggéré l’acylation sélective de 

la fonction amine ε de la lysine, ce qui a pu être vérifié expérimentalement.. 

Dans un second temps, les causes de cette sélectivité ont été recherchées. Pour cela, les 

modèles ont été analysés selon différents critères comme le maintien de la conformation de la 

triade catalytique en présence du ligand ou encore la mobilité des résidus de la cavité 

catalytique. Une observation importante concerne le résidu catalytique His224 dont la chaîne 

latérale effectue un mouvement de rotation l’éloignant de sa position initiale. Ce phénomène 

est observé le plus souvent lorsque la lysine adopte l’orientation α ; il semble s’atténuer à 

mesure que la chaîne acyle s’allonge En outre, le calcul de l’énergie d’interaction 

électrostatique au sein des complexes a permis de mettre en évidence l’implication de certains 

résidus dans le positionnement de la lysine vis-à-vis du site catalytique. Ainsi l’Asp134 a été 

identifié comme un résidu important pour le bon positionnement du substrat accepteur d’acyle 

tandis que les résidus Gln157, Ser153 et Asp145 situés à l’opposé de la triade catalytique 

semblent détourner la lysine. 

En complément de cette étude, l’impact de la nature du donneur d’acyle sur l’acylation de la 

lysine a été étudié. Ce travail a confirmé la mobilité de la chaîne latérale de l’His224, 

phénomène particulièrement marqué dans le cas de l’orientation α de la lysine. L’analyse des 

distances d’intérêt au sein des complexes a permis de suggérer une sélectivité favorisant 
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l’acylation de la fonction amine ε de la lysine ainsi qu’une efficacité réactionnelle plus 

importante avec l’acide oléique, comparativement aux autres donneurs d’acyle. 

 



Chapitre 4 : Étude de l’acylation enzymatique à l’échelle réactionnelle 

147 

Chapitre 4 : Étude de l’acylation à l’échelle réactionnelle 

1. Introduction 

Lors des réactions d’acylation enzymatique de nombreux paramètres sont mis en jeu : la 

nature du substrat, du milieu réactionnel, du biocatalyseur ou encore les conditions 

opératoires telles que la température, le pH. Ce chapitre va donc concerner l’étude de 

l’acylation de biomolécules par voie enzymatique à l’échelle réactionnelle.  

Une première étude présentée sous la forme d’une publication soumise au journal 

« Engineering in Life Sciences » porte sur la recherche de nouveaux biocatalyseurs de type 

aminoacylases. Les biocatalyseurs ont par la suite été comparés à CALB qui est le 

biocatalyseur commercial le plus utilisé pour la catalyse de la réaction d’acylation. Il s’agit 

donc ici d’étudier des couples enzyme-milieu choisis, afin de comparer leurs performances, 

leurs sélectivités… Puis, dans une seconde partie, nous étudierons l’impact de la nature des 

substrats donneurs et accepteurs d’acyle sur la sélectivité et les performances réactionnelles. 

 

2. Recherche de biocatalyseurs originaux pour l’acylation d’acides aminés et de 

peptides 

Les enzymes hydrolytiques, et principalement les lipases, sont les plus largement utilisées 

pour catalyser ces réactions d’acylation. Néanmoins, leur mise en œuvre implique l’utilisation 

de milieux non aqueux comme milieu réactionnel. Cela limite l’acylation de molécules 

polaires telles que les acides aminés ou les peptides. Une alternative aux lipases est 

l’utilisation d’acylases. Ces enzymes ont été décrites comme capables de catalyser l’acylation 

d’acides aminés ou de peptides avec des acides gras en milieu aqueux. Ces enzymes sont 

produites par divers micro-organismes, y compris par les bactéries filamenteuses du genre 

Streptomyces. En effet, la présence de plusieurs aminoacylases a déjà été mise en évidence 

dans des surnageants de culture de Streptomyces mobaraensis (Koreishi et al., 2005 (a), 2005 

(b), 2006, 2007, 2009 (a), 2009 (b); Zhang et al., 2007). En dehors de ces études, la N-

acylation enzymatique d’acides aminés ou de peptides en milieu aqueux est absente de la 

littérature.  

Le présent travail a donc consisté à identifier et caractériser des activités aminoacylases dans 

un extrait brut de Streptomyces ambofaciens ATCC23877 ainsi qu’une comparaison de 
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séquences génétiques afin d’identifier dans le génome de S. ambofaciens les gènes 

susceptibles de coder pour ces aminoacylases. Une étude comparative de la régiosélectivité de 

l’extrait brut de S. ambofaciens ATCC23877 et de la lipase B de Candida antarctica (CALB) 

a également été réalisée dans le cas de l’acylation de la lysine et de différents peptides 

contenant de la lysine.  

 

Les résultats de cette étude sont présentés sous la forme d’une publication soumise au journal 

Engineering in Life Sciences. 
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 Practical application 

The potential of aminoacylase activities from Streptomyces ambofaciens, for the acylation of 

amino acids and peptides, was investigated. At least one enzyme of a crude extract from S. 

ambofaciens (probably the product of SAM23877_1734 gene) was able to catalyze the 

acylation of lysine on the amine group of the -carbon but also of the -carbon in a buffered 

medium. Interestingly, the crude extract from S. ambofaciens also catalyzed the acylation of 

two peptides on their N-terminal position. Such an original and interesting enzyme activity 

could constitute an alternative to chemical acylation of amino-acids and peptides. It could 

allow the development of enzymatic processes for the acylation of a wide variety of amino-

acids (in  position) and peptides (in N-terminal position) in an environmentally friendly 

medium. 

 

 Abstract 

The presence of aminoacylase activities was investigated in a crude extract of Streptomyces 

ambofaciens ATCC23877. First activities catalyzing the hydrolysis of N-α or ε-acetyl-L-

lysine were identified. Furthermore, the acylation of lysine and different peptides was studied 

and compared with results obtained with lipase B of Candida antarctica (CALB). Different 

regioselectivities were demonstrated for the two classes of enzymes. CALB was able to 

catalyze acylation only on the ε-position whereas the crude extract from S. ambofaciens 

possessed the rare ability to catalyze the N-acylation on the α-position of the lysine or of the 

amino-acid in N-terminal position of peptides. Two genes, SAM23877_1485 and 

SAM23877_1734, were identified in the genome of Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 

by comparison with the previously identified sequences of aminoacylases from Streptomyces 

mobaraensis. The products of these two genes were responsible for major aminoacylase 

hydrolytic activity. Furthermore, it was demonstrated that the hydrolysis of N-α-acetyl-L-

lysine could be attributed to the product of SAM23877_1734 gene. 

 

 Introduction 

Through their emulsifying, antimicrobial or surfactant activities, N-(long/short)-chain-fatty-

acyl-L-amino acids or peptides are of great interest and are suitable for cosmetic, 

pharmaceutics or food industries (Koreishi et al., 2005b; Wada et al., 2002). N-acylated 
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amino acids or peptides are currently chemically produced using mainly fatty acid chlorides 

as acyl donors. This chemical pathway called Schotten Baumann has been already described 

for the acylation of amino acids and protein hydrolysates (George et al., 1998; Rondel et al., 

2009). Unfortunately, this chemical process has the disadvantage of producing by-products 

like salt, which has to be removed in order to obtain valuable final products (Wada et al., 

2002). This process could be advantageously replaced by an enzymatic process. Lipases are 

the most currently used enzymes to synthesize bioactive molecules, but their use involves the 

utilization of organic solvent as reaction medium. This limits the acylation of polar molecules 

such as amino acids or peptides (Soo et al., 2004). Studies reported the use of neoteric media 

such as ionic liquids, allowing the improvement of the solubility of peptides such as Lys-Ser 

in [Bmim]+[PF6]- in comparison with 2-methyl-2-butanol and of the reaction performances 

(Husson et al., 2009). However, depending on the peptide, the solubility can be still low and the 

viscosity of ionic liquids can lead to mass transfer limitations husson (Husson et al., 2011). An 

alternative to lipases is the use of acylases. These enzymes are able to catalyze the acylation 

of amino acids or peptides with fatty acids in aqueous media (Koreishi et al., 2009a, 2009b, 

2007, 2006, 2005a, 2005b). These enzymes are produced by various microorganisms 

including the filamentous bacteria from Streptomyces genus. Four acylases able to catalyze 

the N-acylation of amino acids have been previously identified from Streptomyces 

mobaraensis. The first one is Sm-AA, a monomer of 55 kDa belonging to the peptidase M20 

family. This enzyme has an optimal pH from 7 to 8 and an optimal temperature of 50°C. Sm-

AA has the ability to hydrolyze amino acids acylated with long or short fatty chains (C2 to 

C16) (Koreishi et al., 2009b). The second enzyme is Sm-eLA (55 kDa monomer) which has 

been identified as a ε-lysine-acylase (Nε-acyl-L-lysine amidohydrolase). Sm-eLA presents an 

optimal pH at 8 and is stable at temperatures up to 50°C for 1h at pH 8. This enzyme 

efficiently catalyzes the N-acylation of the lysine side chain with fatty acids or aromatic 

compounds as acyl donors in an aqueous buffer. The reaction yield can reach 90% or even 

higher values using 10 mM of fatty acid and 0.5 M of L-lysine (Koreishi et al., 2005b). The 

third acylase is Sm-PVA (61kDa, 19kDa dimer) which belongs to the penicillin V acylase 

family. It has an optimal pH of 8 and is stable at temperatures up to 55°C. It efficiently 

catalyzes the synthesis of β-lactam antibiotics, capsaicin derivatives; N-lauroyl-acyl-amino 

acid and N-fatty-acyl-peptide derivatives. This enzyme was also shown to catalyze the 

acylation of lysine-containing dipeptides, only on the side chain of lysine, with lauric acid as 

acyl donor (Koreishi et al., 2006).The last enzyme (short-chain-acyl aminoacylase) is a metallo-

enzyme (100 kDa monomer) which is stable at temperatures up to 60°C for 1h at pH 7.2. It 
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catalyzes the hydrolysis of the amide bonds in various N-α-acylated-L-amino acids except the 

N-acetyl-L-proline. This acylase also catalyzes the deacylation of 7-aminocephalosporanic 

acid and cephalosporin C (Koreishi et al., 2005a). Contrary to the three previous enzymes, the 

gene encoding this aminoacylase has not been identified in S. mobaraensis genome. Another 

acylase, FR901379 acylase which is able to deacylate a precursor of micafungin, used in the 

treatment of candida emia, has also been found in the culture broth of Streptomyces sp. no. 

6907 (FERM BP-5809) (Ueda et al., 2011). 

These studies suggested that the Streptomyces genus might be an interesting bacterial source 

of original aminoacylases. For this reason, the presence of such enzymes in another species of 

Streptomyces, Streptomyces ambofaciens ATCC23877 whose genome sequence is available 

(Thibessard et al., 2015), has been investigated. 

Both hydrolytic and synthetic activities of these enzymes were studied. More particularly, 

abilities of S. ambofaciens extracts to catalyse the acylation of aminoacids and peptides was 

compared to that of lipase B from Candida antarctica (CALB). 

 

 Materials and methods 

 Bacterial strains and plasmids 

Bacterial strains, plasmids and Bacterial Artificial Chromosomes (BACs) used in this study 

were listed in Table 4.1. Streptomyces strains were manipulated as previously described 

(Bunet et al., 2014; kieser et al., 2000). Escherichia coli strains were cultivated in LB medium 

(Sambrook et al., 1989). Antibiotics were added to the cultures when appropriate. 

 

 DNA manipulation 

Isolation, cloning, and manipulation of DNA were carried out as previously described in 

(kieser et al., 2000) for Streptomyces and in (Sambrook et al., 1989) for E. coli. Amplification 

of DNA fragments by PCR was performed with Taq DNA polymerase (NEB) or Takara 

polymerase (Fermentas), according to the manufacturer’s instructions. When needed, PCR 

products and restriction fragments were purified from agarose gels with the High Pure PCR 

product purification kit (Roche). 
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Table 4.1: List of strains, plasmids and BACs used in this work. 

Strains, BACs or plasmids Principal characteristicsa Source or Reference 
S. ambofaciens ATCC23877 Wild-type (WT) (Pinnert-Sindico, 1954) 
S. ambofaciens SAM23877_1734::scar The SAM23877_1734 gene in-

frame-deleted 
This work 

S. ambofaciens SAM23877_1734::scar 
The SAM23877_1734 gene in-
frame-deleted 

This work 

S. ambofaciens 
SAM23877_1485::scarSAM23877_1734::scar 

The SAM23877_1485 and 
SAM23877_11734 genes in-
frame-deleted 

This work 

S. ambofaciens 
SAM23877_1485::scarSAM23877_1734::scar 
SAM23877_0977::scarSAM23877_6191::scar 

The four acylase encoding 
genes of S. ambofaciens are in 
frame-deleted 

This work 

E. coliDH5 General cloning strain and 
strain used in bioassays 

(Hanahan, 1983) 

E. coli ET12567/pUZ8002 Non-methylating strain with 
mobilization plasmid for 
conjugation with Streptomyces 

(Macneil et al., 1992), 
2000) 

E. coliBW25113/pKD20 Strain used for the PCR-
targeting mutagenesis (gam, 
bet, exo, bla) 

(Datsenko and Wanner  

BAB8ZA11, BAA10ZD3, BAA12ZH2, 
BAB3ZC8 

BACs from the genomic library 
of S. ambofaciens (cat) carrying 
acylase gene 

(Choulet et al., 2006)  

BAB8ZA11::neo/∆SAM23877_1485::aac(3)IV 
+oriT 

SAM23877_1485 replaced by 
an apramycin cassette and the 
cat gene by the neo gene  

This work 

BAA10ZD3::neo/∆SAM23877_1734::aac(3)IV+
oriT 

SAM23877_1734 replaced by 
an apramycin cassette and the 
cat gene by the neo gene 

This work 

BAB3ZC8::neo/∆SAM23877_0977::aac(3)IV+or
iT 

SAM23877_0977 replaced by 
an apramycin cassette and the 
cat gene by the neo gene 

This work 

BAA12ZH2::neo/∆SAM23877_6191::aac(3)IV+
oriT 

SAM23877_6191 replaced by 
an apramycin cassette and the 
cat gene by the neo gene 

This work 

pIJ773 oriT, aac(3)IV (Gust et al., 2003) 
pPSM88T pOSV503 derivative containing 

oriT 
(Raynal et al., 2006) ; A. 
Thibessard, pers. com. 

pOSK1111 Conjugative plasmid with the 
xis and int genes of pSAM2 

 (Raynal et al., 2006) 

pUWLFLP Conjugative plasmid with the 
synthetic flp(a) gene 

(Fedoryshyn et al., 2008) 

abla, ampicillin resistance gene; neo, kanamycin resistance gene; aac(3)IV, apramycin (apra) resistance gene; oriT, origin of 
transfer; gam, inhibitor of the host exonuclease V; bet, single-stranded DNA binding protein; exo, exonuclease promoting 
recombination along with bet; cat, chloramphenicol resistance gene; xis and int: excisionase and integrase of pSAM2, 
respectively; flp(a): gene encoding the FLP recombinase. 
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 In-frame deletion of genes encoding acylase in S. ambofaciens 

The REDIRECT system (Gust et al., 2003) was used to make an in-frame deletion of the four 

genes encoding acylase in S. ambofaciens ATCC 23877, SAM23877_1485, 

SAM23877_0977, SAM23877_1734 and SAM23877_6191, as described in previous works 

for other genes (Bunet et al., 2008; Pang et al., 2004). The aac(3)-IV-oriT mutagenesis 

cassette used for gene replacement was synthesized by PCR using pSPM88T (for the three 

first genes; A. Thibessard, personal comunication; (Raynal et al., 2006)) or pIJ773 (for 

SAM23877_6191; (Gust et al., 2003)) as templates and the primer pairs described in Erreur ! 

Source du renvoi introuvable.. E. coli BW251113/pKD20 (Datsenko and Wanner, 2000)) 

was first transformed with the BAC containing the acylase gene of interest, and then with the 

PCR product (aac(3)-IV-oriT mutagenesis cassette) to replace the targeted gene by 

homologous recombination. The chloramphenicol resistance gene of the vector pBelo-BAC11 

was replaced by a kanamycin resistance gene, using the same strategy. E. coli 

ET12567/pUZ8002 was transformed with the mutated BACs for conjugation with S. 

ambofaciens ATCC23877. Gene replacements were confirmed by PCR analysis using primer 

sets flanking the targeted genes and/or Southern blot analyses. To get in frame deleted 

mutants, the cassette was removed using the excisionase and integrase of pSAM2 as described 

in (Raynal et al., 2006), except for SAM23877_6191, for which the cassette was removed 

using the synthetic gene encoding the Flp recombinase optimized for expression in high-GC 

bacteria (Raynal et al., 2006). Only the start and stop codons of the genes remained after 

deletion. All primers used to confirm the gene deletion are described in Table 4.2. Single 

mutants were obtained for SAM23877_1485 and SAM23877_1734. A double mutant strain 

for these genes was obtained from the single mutant strain S. ambofaciens 

ΔSAM23877_1485::scar (Table 4.1) in which the SAM23877_1734 gene was replaced by the 

aac(3)-IV-oriT mutagenesis cassette. The cassette was then removed as described above. A 

quadruple mutant in which the four genes encoding acylase identified in the genome of S. 

ambofaciens was also constructed in this way (Table 4.1). 

 

 Media and culture conditions for aminoacylase production 

All S. ambofaciens strains were stored as spore suspensions (107 to 108 Units Forming 

Colony.mL-1) at -80°C. The first step of the culture protocol was a culture in the ICS medium. 

This medium consisted of sucrose 15 g.L-1, corn steep 5 g.L-1, (NH4)2SO4 10 g.L-1, KH2PO4 1 
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g.L-1, NaCl 3 g.L-1, MgSO4.7H2O 0.2 g.L-1 and CaCO3 0.2 g.L-1. Medium pH was adjusted at 

6.8 prior to sterilization at 121°C for 20 min. Fourty mL of this medium were inoculated with 

100 μL of spore suspension. After 48 h culture, 2.5 mL of ICS medium were transferred in 25 

mL of culture medium for the pre-culture step. The composition of this culture medium was: 

meat extract 40 g.L-1, soluble starch 40 g.L-1, casein hydrolysate 20 g.L-1, MgSO4 20 g.L-1, 

and K2HPO4 2 g.L-1 (Koreishi et al., 2005b). The pH of the culture medium was set at 7 before 

sterilization at 121°C for 20 min. The preculture was performed for 48 h and then, 5 ml of this 

preculture were used to inoculate 95 ml of the same fresh culture medium for the main culture 

step. This last culture was maintained for 7 days as a maximum production of enzymes was 

identified at this time. All the cultures were carried out in baffled flasks, except the main one, 

at 250 rpm and 28°C. All the components of the culture media were purchased from Sigma-

Aldrich, except sucrose and yeast extract, from Fluka, (NH4)2SO4 (99%), NaCl, CaCO3 and 

acetonitrile, from Carlo Erba. 
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Table 4.2: Oligonucleotide primers used in this work. 

verif_sam
1485_F 

verif_sam
1485_F 

verif_sam
1485_F 

verif_sam
1485_F 
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The bold nucleotides are identical to the sequences at the extremities of the acylase genes. The primers labelled with an 
asterisk were used to check the in-frame deletion. 
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 Preparation of enzyme solution  

At the end of the main culture, in order to disrupt the bacterial cells, the whole suspension was 

submitted to 4 passages in a Cell disrupter (Constant system Cell-D) at 2.5 kbars. Then, the 

cellular debris were removed by centrifugation at 8600 x g, at 4°C for 20 min. Thereafter, 

some ammonium sulfate was added to the supernatant to 60 % of saturation to precipitate 

proteins of the supernatant including acylases and agitation was maintained for 1 h, at room 

temperature. The precipitate was recovered by centrifugation at 8600 x g at 4°C for 20 min 

and was dissolved in 25mM Tris-HCl buffer, NaCl 50mM, at pH 8. The solution was dialyzed 

7 times (cutoff at 12.5 kDa) against the same buffer. This solution will be mentioned as S. 

ambofaciens crude extract in the following experiments. 

The protein separation step was carried out on a low-pressure ion exchange liquid 

chromatography (AKTA purifier 100, GE Healthcare) on a Q Sepharose (quaternary 

aminomethyl Sepharose) column (1.6 x 10 cm, column, volume: 20 mL). Mobile phase 

consisted of Tris-HCl 25 mM and NaCl 50mM. The column was loaded with 5 mL of the 

protein solution. Proteins were eluted using a gradient of NaCl (step: 0, 0.1, 0.2, 0.25, 0.3, 

0.35, 0.4, 0.45, 0.5 and 1.0 M of NaCl) at a flow rate of 2 mL.min-1. Each step of the gradient 

was hold during 1 column volume. 

Each collected fraction was concentrated using Amicon® ultra-15 centrifugal filter devices 

(molecular weight cutoff: 10K, Millipore). Fifteen mL of the protein solution were transferred 

into the device and centrifuged for 30 min at 5000 x g at room temperature. Protein 

concentrations were assayed according to the Bradford method using bovine serum albumin 

as standard (Bradford, 1976). 

 

 Enzyme assays 

The hydrolytic activity of aminoacylases was determined in each sample using N-α-acetyl-L-

lysine or N-ε-acetyl-L-lysine as substrate. The enzymatic hydrolysis of N-α/ε-acetyl-L-lysine 

was carried out in test tubes. In a typical reaction, 0.2 mL of the substrate (40 mM) and 0.3 

mL of enzymatic sample were added in 1.5 mL of Tris-HCl (25mM) NaCl (50 mM) at pH 8. 

The hydrolysis reaction was started by the addition of the enzyme sample. Reaction media 

were kept at 37°C and stirred at 250 rpm. Samples of 50 μL were withdrawn for analyses. The 
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reaction was stopped after 24h by soaking in cold water and stored at −18°C before HPLC 

analysis. Each reaction was performed in triplicate. 

The enzymatic acylation of lysine, Ser-Tyr-Lys (SYK) and Leu-Gln-Lys-Trp (LQKW) were 

carried out in test tubes. With S. ambofaciens crude extract as biocatalyst, the reaction 

medium consisted of the acyl-acceptor (0.12 M) and acyl-donor (0.24 M) in 2 mL of Tris-HCl 

(25 mM), NaCl (50 mM) at pH 8. Reaction media were stirred at 250 rpm and kept at 45°C. 

With CALB-catalyzed reactions, substrates were added in 2 mL of M2B2 previously 

dehydrated on 4 Å molecular sieves. The initial water activity of the medium was decreased 

below 0.1 to limit the hydrolytic activity of CALB. Triethylamine was added to the reaction 

media in a large excess (2.4 mol.L−1) to favor the neutral form of amino groups. After 

solubilization of the substrates for 12 h at 55°C, the acylation was started by the addition of 

10 g.L−1 of CALB. Reaction media were stirred at 250 rpm and kept at 55°C for CALB-

catalyzed reactions. 50 μL samples were withdrawn over time for analyses. These samples 

were diluted with methanol/water (80/20, v/v) and stored at −18°C before LC–MS analysis. 

Each reaction was repeated at least twice. Novozym 435® (lipase B from C. antarctica 

immobilized on an acrylic resin) with propyl laurate synthesis activity of 7000 PLU g-1 and 

protein grade of 1–10% was from Novo Nordisk A/S. Lysine and oleic acid were purchased 

from Sigma-Aldrich, K, SYK and LQKW with 99% of purity were acquired from Bachem. 

 

 Analysis of the reaction media 

Quantitative analysis of the lysine, produced in hydrolysis reaction, was performed by high-

pressure liquid chromatography (HPLC). The separation of sample constituents was carried 

out according to the Shimadzu method® by derivatization of amino acids with the ortho-

phtaldehyde (OPA) which, once excited with a wavelength of 350 nm, emits fluorescence to 

460 nm. In hydrolytic reactions, the production of lysine of each reaction was monitored 

using HPLC (LC 20 AD – VP, Shimadzu, France) equipped with a fluorescence detector (RF-

10A): excitation wavelength: 350 nm, emission wavelength: 460 nm. The column used was a 

C18 (150 × 4.6 mm – 5 μm, Apollo, France) maintained at 45° C. The elution was performed 

using a gradient fed at a constant flow rate of 1.0 mL.min-1 as following: 95 % reagent A and 

5 % reagent B for 1 min., 95-0 % reagent A and 5-100 % reagent B for 9 min., 100 % buffer 

B for 5 min., 100-0 % reagent B for 1 min. The column was then washed with acetonitrile (80 
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%) for 5 min. The column temperature was controlled at 45°C. Mobile phases consisted of 

NaH2PO4 0,78 g.L-1, Na2HPO4 1.79 g.L-1 for A phase and 600 mL of A phase added at 300 

mL of acetonitrile for B phase. 

Qualitative and semi quantitative analysis of aminoacid and peptide acylated derivatives were 

carried out on a HPLC–MS system (ThermoFisher Scientific, San Jose, CA, USA) consisting 

in a binary delivery pump connected to a photodiode array detector (PDA) and a LTQ ion trap 

as mass analyzer (Linear Trap Quadrupole) equipped with an atmospheric pressure ionization 

interface operating in positive electrospray mode (ESI+). Chromatographic separation was 

performed on a C18 amide column (150 mm × 2.1 mm, 5 μm porosity – Grace/Alltech, 

Darmstadt, Germany) equipped with a C18 amide pre-column (7.5 mm × 2.1 mm, 5 μm 

porosity – Grace/Alltech Darmstadt, Germany) at 25°C. Mobile phases consisted of 

methanol/water/TFA (80:20:0.1, v/v/v) for A and methanol/TFA (100:0.1, v/v) for B. 

Acylated peptides were eluted using a linear gradient from 0% to 100% of B for 5 min and 

then an isocratic step at 100% of B for 10 min, at a flow rate of 0.2 mL min−1 . Mass 

spectrometric conditions were as follows: spray voltage was set at +4.5kV; source gases were 

set for sheath gas, auxiliary gas and sweep gas at 30, 10 and 10, respectively (in arbitrary 

units min−1); capillary temperature was set at 250°C; capillary voltage was set at 48 V; tube 

lens, split lens and front lens voltages were set at 120 V, −34 V and −4.25 V, respectively. Ion 

optic parameters were optimized by automatic tuning using a standard solution of oleoyl SYK 

at 0.1 g.L−1 infused in mobile phase (A/B, 50:50) at a flow rate of 5 μL.min−1. Full scan MS 

spectra were performed from 100 to 1000 m/z and additional MS2 scans were realized in order 

to get structural information based on daughter ions elucidation. Raw data were processed 

using Xcalibur software (version 2.1 Thermo Scientific). 

 

 Results and discussion 

 Research for an aminoacylase activity in a crude extract of Streptomyces ambofaciens 

ATCC23877 

Aminoacylase activities and regio-selectivity were studied according to the Koreishi method 

(Koreishi et al., 2005b, 2005a, 2009a) performing hydrolytic reactions using both N-α- and N-

ε-acetyl-L-lysine as substrates. Hydrolytic reactions were followed by the analysis of the 

lysine release. After 7 days of culture, the crude extract from the culture of S. ambofaciens 
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ATCC23877 presented an aminoacylase activity which catalyzed the hydrolysis of amide 

bond in both N-α and N-ε-acetyl-L-lysine. A specific hydrolytic activity of 0.13 mmollys.h-1.g 

protein-1 was observed with N-α-acetyl-L-lysine, and 0.11 mmollys.h-1.g protein-1 with N-ε-

acetyl-L-lysine. Similar hydrolytic activities were previously identified in S. mobaraensis 

crude extract (Koreishi et al., 2005a). The hydrolysis of the amide bond of N-α-acetyl-L-

lysine was assigned to both a short-chain-acyl aminoacylase (Koreishi et al., 2005a) and ε-

lysine acylase (Sm-eLA) (Koreishi et al., 2009a) whereas the hydrolysis of the amide bond of 

N-ε-acetyl-L-lysine was only catalyzed by Sm-eLA (Koreishi et al., 2009a). 

Aminoacylase synthetic activities of S. ambofaciens crude extract regarding the acylation of 

lysine by oleic acid was investigated. The regio-selectivity of the reaction catalyzed by S. 

ambofaciens crude extract was compared to that obtained with the commonly used CALB 

(Husson et al., 2009, 2011; Izumi et al., 1997). A mass spectrometry based method has 

previously been developed and validated to determine enzyme regio-selectivity from 

fragments provided by LC-MS-MS (Ferrari et al., 2014; Husson et al., 2009). The acylation of 

lysine by oleic acid catalyzed by the S. ambofaciens crude extract led to the formation of one 

mono-acylated product with a molecular mass of 410 which was detected at a retention time 

of 7,84 min. The fragmentation of this pseudo molecular [M+H]+ parent ion (m/z = 411) led 

to one major daughter ion (m/z = 375) corresponding to [(Oleoyl-K) – 2H2O + H]+, and two 

minor daughter ions (m/z = 147 and m/z = 348) corresponding to [(Oleoyl-K) + H]+ and 

[(Oleoyl-K) – H2O – COOH + H]+, respectively (Figure 4.1.B). With CALB, a different 

mono-acylated product was detected at a retention time of 8,18mn. The same molecular mass 

was measured (MM = 410) but the MS2 profile is different, presenting only one daughter ion 

(m/z = 348), corresponding to [(Oleoyl-K) – H2O – COOH + H]+ (Figure 4.1.D). The 

comparison of this fragmentation profile with that of both standard molecules of α-oleoyl-

lysine and ε-oleoyl-lysine confirmed that CALB preferentially catalyzes acylation on the ε 

amino group of lysine whereas S. ambofaciens crude extracts catalyze acylation on α position 

(Figure 4.1.A and C). 
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Figure 4.1: Mass analysis of oleoyl-lysine synthesized using either the crude extract of 
S. ambofaciens ATCC23877 (B) or CALB (D) and standards (A and C). A and C: MS2 spectra 
obtained after fragmentation of ion parent (m/z=410) relative to the standards α-oleoyl-lysine 
and ε-oleoyl-lysine, respectively; B and D: MS2 spectra of the products obtained after acylation 
reaction catalyzed by S. ambofaciens crude extract and CALB, respectively (ion parents m/z= 
410). 
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To confirm these enzymatic specificities, reactions were performed with two peptides 

including a lysine residue in their sequence, i.e. SYK and LQKW. SYK acylation with oleic 

acid catalyzed by S. ambofaciens crude extract led to the formation of one mono-acylated 

product characterized by a molecular mass of 660 and a retention time of 5.39 min. This was 

identified as a product acylated on the serine residue. Indeed, the MS2 profile showed the 

presence of an oleoyl-serine fragment [(Oleoyl-SY)-H2O+H+] (m/z = 515.10) and of YK 

peptidic fragments [(YK) – H2O + H+] (m/z = 291,91) and [(YK) + H +] (m/z = 309.94). The 

same MS2 profile was obtained by fragmenting the standard molecule N-α-oleoyl-SYK 

(Figure 4.2). In previous study, CALB was shown to catalyze SYK acylation mainly on the 

lysine side chain (Ferrari et al., 2014). These results suggested the selective N-acylation on α 

position for aminoacylases. 

This trend was confirmed with the tetrapeptide LQKW which was acylated on the α-amino 

group of leucine by the crude extract of S. ambofaciens (Figure 4.3). Indeed, analyses of the 

product highlighted the formation of one mono-acylated molecule and the MS2 profile 

showed the presence of the fragments [(KW) + H+] (m/z = 332.93), [(QKW) + H+] (m/z = 

460.93), [(Oleoyl-LQ) + H+] (m/z = 505.86), and [(Oleoyl-LQK) + H+] (m/z = 633.97).  

This specificity differs from the one of CALB as a previous study showed that CALB 

catalyzed LQKW acylation mainly on the lysine side chain (Ferrari et al., 2014). It has also to 

be noticed that no acylation of peptides on N-terminal position occurred with Sm-PVA from 

S. mobaraensis. This enzyme was shown to catalyze only the acylation of the lysine side 

chain whatever the position of this amino acid in a dipeptide (Koreishi et al., 2006). 

Thus, the present study showed that the enzymes of the crude extract of S. ambofaciens 

ATCC23877 catalyzed the acylation of the amino group located in α position of lysine or of 

the amino-acid in the N-terminal position of a peptide such as SYK and LQKW whereas 

CALB and Sm-PVA led to the selective acylation of lysine in ε position whatever the peptidic 

sequence. This regio-selectivity is of great interest because aminoacylases from 

S. ambofaciens appear to be susceptible to catalyze the acylation of any peptides or amino 

acids, on their α-amino group, preserving the functional side chains that may be responsible 

for biological activities. 
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Figure 4.2: Mass analysis of oleoyl-SYK synthesized using the crude extract of S. ambofaciens 
ATCC23877. A: single ion chromatogram of the acylated product [M+H+] parent ion (m/z=661); 
B: MS2 spectrum after fragmentation of the ion parent; C: MS2 spectrum after fragmentation of 
the standard N-α-oleoyl-SYK. 
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Figure 4.3: Mass analysis of oleoyl-LQKW synthesized using the crude extract of S. ambofaciens 
ATCC23877. A: single ion chromatogram [M+H]+ parent ion (m/z=703); B: MS2 spectrum after 
fragmentation of the ion parent. 
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 Partial purification of amino acylases from S. ambofaciens ATCC23877 

Four different aminoacylases were identified or detected in S. mobaraensis extracts (Koreishi 

et al., 2005b, 2006, 2009b). To check the presence of several enzymes in S. ambofaciens 

ATCC23877, proteins from S. ambofaciens crude extracts were fractionated by ionic low 

pressure chromatography on a Q Sepharose column. The determination of aminoacylase 

activity in each fraction showed that α-aminoacylase activity could be separated from ε-

aminoacylase activity (Table 4.3). The α-aminoacylase activity was mainly measured in 

fractions 5 and 6 (respectively 2.9 and 1.8 mmollys.h-1.g protein-1) whereas the ε-aminoacylase 

activity was found in the fractions 3 and 4 (respectively 0.49 and 0.45 mmollys.h-1.g protein-1). 

This result suggested that several aminoacylases might be synthesized by S. ambofaciens 

ATCC23877.  

Two aminoacylases from S. mobaraensis are known to catalyze the hydrolysis of N-α/ε-

acetyl-L-lysine. The S. mobaraensis short-chain-acyl aminoacylase catalyzes mainly the 

hydrolysis of N-α-acetyl-L-lysine with a specific activity of 41 units.mg-1 and Sm-eLA is 

characterized by a specific activity of 3370 units.mg-1 for the hydrolysis of N-ε-acetyl-L-

lysine (1 units = the amount of enzyme required to hydrolyze 1 μmol of substrate in 50 mM 

Tris-HCl buffer, pH 8.0 in 1h at 37°C). Sm-eLA has been biochemically and genetically 

characterized. To date, the gene coding the short-chain-acyl aminoacylase has not been 

identified. However, two other acylases, the N-(short/long)-chain-fatty-acyl-L-amino acids 

acylase (Sm-AA) and the penicillin V acylase (Sm-PVA), have been described in S. 

mobaraensis and their respective genes have been identified. 
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Table 4.3: Hydrolytic activity towards N-α/ε-acetyl-L-lysine in each collected fraction during 
low-pressure ion exchange liquid chromatography .  

Fraction number 

Specific activity 

(mmollys.h-1.gprotein
-1) 

N-α-acetyl-L-lysine N-ε-acetyl-L-lysine 

0 0.1 0.27 

1 0.07 0.04 

2 0.03 + 

3 0.05 0.49 

4 0.06 0.45 

5 2.9 0.13 

6 1.8 0.09 

7 0.9 0.1 

8 0.3 0.18 

9 0.09 + 

+: presence of an enzyme activity, which was not quantifiable 

 

 Analysis of the S. ambofaciens ATCC23877 genes encoding acylase 

The genome of S. ambofaciens ATCC23877 has been sequenced (Thibessard et al., 2015). 

Therefore, the genes potentially encoding acylases have been searched using tblastn and the 

products of the S. mobaraensis genes as "baits". As mentioned above, three acylases have 

been identified and characterized in S. mobaraensis, Sm-PVA, Sm-AA and Sm-eLA 

(accession numbers: BAF51977, BAI44523.1 and BAH59036, respectively). 

The tblastn analysis revealed that the genome of S. ambofaciens ATCC23877 contains three 

genes encoding acylases which share high level of identity and similarity with the 

S. mobaraensis enzymes (Supplemental Figure 1). Thus, the product of SAM23877_1734 

showed 86% identity (93% similarity) with Sm-AA while the protein SAM23877_1485 
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shared 80% identity (85% similarity) with Sm-eLA. The third identified acylase, 

SAM23877_0977, was homologous to Sm-PVA (69% identity / 77% similarity). 

Interestingly, another gene product of S. ambofaciens ATCC23877 (SAM23877_6191) has 

also homology with Sm-AA but with a lower level of identity/similarity (55%/68%, 

Supplemental Figure 1D) suggesting the presence of a fourth enzyme with a potential acylase 

activity. Like SAM23877_1734 and Sm-AA, this last protein belongs to the M20 Peptidase, 

carboxypeptidase yscS-like family (cd05675). One candidate product of this last gene could 

be a protein similar to the short-chain-acyl amino acylase detected but not characterized in S. 

mobaraensis (Koreishi et al., 2005a).  

To correlate the acylase activities observed in the crude extract of the wild-type strain S. 

ambofaciens ATCC23877 with the putative genes encoding acylase identified from the 

genome analysis, several deletion mutants were constructed. A quadruple mutant in which the 

four genes encoding acylase were in frame deleted 

(SAM23877_1485::scarSAM23877_1734::scarSAM23877_0977::scarSAM23877_6191

::scar strain) as well as a double mutant, SAM23877_1485::scarSAM23877_1734::scar, 

have been constructed. In addition, SAM23877_1485 and SAM23877_1734 were in-frame 

deleted (see Materials and Methods) giving rise to the mutants SAM23877_1485::scar and 

SAM23877_1734::scar (Table 4.1).  

The hydrolytic activity against N-α and N-ε-acetyl-L-lysine as substrates was determined in 

the crude extract from each mutant. As expected, no hydrolytic activity was found with the 

quadruple mutant. These results confirmed that this enzymatic activity was due to at least one 

of these four genes encoding acylase. We then analyzed the aminoacylase activity of the crude 

extract from the double mutant strain SAM23877_1485::scarSAM23877_1734::scar. The 

concomitant deletion of SAM23877_1485 and SAM23877_1734 resulted in a dramatic 

decrease in the hydrolytic activity against both α and ε acetyl-lysine. Indeed, the deletion of 

these two genes induced an 85% loss in the specific hydrolysis of N-α-acetyl-L-lysine (0.02 

mmollys.h-1.gprotein-1 vs 0.13 mmollys.h-1.gprotein-1) and a 75% reduction of N-ε-acetyl-L-lysine 

hydrolysis (0.03 mmollys.h-1.gprotein-1 vs 0.11 mmollys.h-1.gprotein-1). From these results, it can be 

concluded that the aminoacylase activities are in large part due to the products of the genes 

SAM23877_1485 and SAM23877_1734. Consequently, the activities of the products of these 

two genes were further characterized. 
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 Partial purification and research for a SAM23877_1485 and SAM23877_1734 specific 

activity 

Two single mutant strains deleted either for SAM23877_1485 or SAM23877_1734 were 

analyzed for their aminoacylase activities to precise the enzyme activity related to each of 

these genes. Before the enzyme activity determination, a separation of the proteins from the 

crude extract was performed by ionic low pressure chromatography following the same 

protocol as with the wild-type strain. The enzyme activity was then assayed in each collected 

fraction. The Table 4.4 highlighted the fractions in which the enzyme activity was 

significantly different compared to the wild type strain. 

Concerning the hydrolysis of N-ε-acetyl-L-lysine, a similar enzyme activity was measured in 

fractions from crude extracts from S. ambofaciens ATCC23877 and from the 

ΔSAM23877_1734::scar mutant. On the contrary, a dramatic decrease in the enzyme activity 

was observed in the fractions collected from the Δ SAM23877_1485::scar mutant (Table 4.4). 

This result suggested that the product of the SAM23877_1485 gene would be an amino-

acylase catalyzing the specific hydrolysis of N-ε-acetyl-L-lysine. 

Regarding hydrolysis of N-α-acetyl-L-lysine, although the enzyme activity was quite similar 

in the fractions from the wild-type strain and that from the Δ SAM23877_1485::scar mutant, a 

low activity was measured in the same fractions from a crude extract from the 

ΔSAM23877_1734::scar mutant. This result supported the hypothesis that SAM23877_1734 

would encode a second aminoacylase, different from the product of SAM23877_1485 and 

specific for the hydrolysis of N-α-acetyl-L-lysine. This regio-specificity of the enzyme 

encoded by SAM23877_1734 is surprising because the enzyme Sm-AA produced by S. 

mobaraensis was not able to catalyze N-acetyl-L-lysine hydrolysis (Koreishi et al., 2009b). 
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Table 4.4: Hydrolysis of N-α-acetyl-L-lysine or N-ε-acetyl-L-lysine in selected fractions resulting 
from the separation of the proteins of the crude extracts of the S. ambofaciens wild type strain 
and mutant strain. 

Bacterial strain 

Aminoacylase activity 
with N-ε-acetyl-L-lysine 

as substrate 

(mmollys.h-1.gprotein-1) 

 Aminoacylase activity 
with N--acetyl-L-lysine 

as substrate 

(mmollys.h-1.gprotein-1) 

Fraction 3 Fraction 4  Fraction 5 Fraction 6 

S. ambofaciens ATCC23877  0.49 0.45  2.9 1.8 

Δ SAM23877_1485::scar 0.02 0.02  1.1 1.8 

ΔSAM23877_1734::scar 0.68 0.54  0.04 0 

 

To conclude, two aminoacylases catalyzing the hydrolysis of N-acetyl-L-lysine have been 

identified in S. ambofaciens ATCC23877. The first one, the product of SAM23877_1734, has 

the propensity to hydrolyse the α amide bond of N-α-acetyl-L-lysine, whereas the second one, 

encoded by SAM23877_1485, catalyzes mainly the hydrolysis of N- ε -acetyl-L-lysine. These 

two enzymes were the source of most of the hydrolytic activity of S. ambofaciens crude 

extract. However, a probable existence of other aminoacylases potentially able to catalyze the 

hydrolysis of N-α/ε-acetyl-L-lysine has been highlighted. These last enzymes could also be 

responsible for the interesting acylation activity that was determined with lysine, SYK or 

LQKW as acyl acceptors. Indeed, this original regiospecificity of these aminocylases, 

different from that of lipases such as CALB, led to the N-acylation in amino group and then 

preserve the functional side chains of any amino acids or peptides. However, further 

characterization and use of these enzymes imply the heterologous production of each of the 

aminoacylases identified in S. ambofaciens and their purification. This would broaden the 

perspectives of enzymatic acylation of bioactive molecules with enzymes exhibiting original 

selectivity. 
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Supplemental figure1: 
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 Contribution de l’article 

Cette étude a permis de mettre en évidence la présence d’activité aminoacylases dans un 

extrait brut de S. ambofaciens ATCC23877 puis de réaliser une comparaison de spécificité 

avec la lipase B de CALB dans le cas de l’acylation de la lysine et de différents petits 

peptides. Ainsi, la capacité des aminoacylases produites par S. ambofaciens à catalyser 

l’acylation de la lysine et de peptides sur leur groupement amine en position N-terminale a pu 

être mise en évidence. 

Dans un premier temps, l’activité de synthèse a été mise en évidence dans l’extrait brut en 

réalisant l’acylation de la lysine ainsi que les peptides SYK et LQKW avec l’acide oléique. 

Les résultats ont conduit à démontrer une régiosélectivité majoritairement orientée vers les 

groupements amines en position N-terminale à la différence de la régiosélectivité de CALB. 

Les aminoacylases présentes dans l’extrait brut de S. ambofaciens possèdent donc un potentiel 

très prometteur concernant la synthèse d’acides aminés/peptides acylés. En effet, en plus de 

leur aptitude à réaliser la réaction d’acylation en milieu aqueux, leur régio-sélectivité orientée 

vers les groupements N-terminaux est un atout très peu décrit à ce jour, qui permettrait 

d’envisager l’acylation de ces molécules sans modifier les chaînes latérales des acides aminés 

ou des peptides et donc de limiter ainsi le risque de la perte de leurs fonctionnalités.  

La régiosélectivité a également été observée au travers de réactions d’hydrolyse de l’α- et de 

l’ε-acétyl-lysine, mises en œuvre comme méthodes rapides de criblage d’activité. Après la 

confirmation de la présence d’activités au sein de l’extrait brut, celui-ci a subi une étape de 

semi-purification. Les activités hydrolytiques ont été recherchées dans les différentes fractions 

obtenues. Les résultats ont indiqué la présence de plusieurs enzymes possédant des 

régiosélectivités différentes : l’une spécifique du groupement acétyle sur le groupement amine 

en position N-terminale et l’autre sur l’amine de la chaine latérale de la lysine.  

La comparaison des séquences génomiques de S. ambofaciens a été réalisée avec les gènes 

des aminoacylases précédemment découvertes chez S. mobaraensis (Koreishi et al., 2005a, 

2005b, 2006). Ces comparaisons ont montré une similitude de 78% entre SAM23877_0977 et 

Sm-PVA, de 85% entre SAM23877_1485 et Sm-eLA, ainsi que de 93% entre Sam-AA et 

SAM23877_1734. De plus, ces analyses ont permis la découverte d’une quatrième séquence, 

SAM23877_6191 possédant seulement 65% de similitude avec Sm-AA. L’étude de mutants 

de délétion a permis d’attribuer la spécificité de l’activité hydrolytique pour la liaison amine 

en position α à la protéine produite par le gène SAM23877_1734 et la spécificité envers la 
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liaison amine en position ε pour la protéine issue de SAM23877_1485. Il est donc démontré 

que l’activité hydrolytique obtenue à partir de l’extrait brut est majoritairement issue de ces 

deux enzymes. 

 

Dans la suite de ce chapitre, nous nous sommes référés à plusieurs paramètres-clé de la 

réaction d’acylation à savoir, la nature du substrat et la nature des catalyseurs utilisés de 

l’influence des substrats sur la réaction d’acylation. 
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3. Résultats complémentaires 

 Impact de la longueur de la chaîne du donneur d’acyle sur la régiosélectivité 
de la réaction d’acylation 

Les performances d’acylation d’acides aminés et de peptides contenant de la lysine effectuées 

par CALB et les aminoacylases de S. ambofaciens, ont été comparées en utilisant les acides 

caprylique, laurique, palmitique et oléique possédant respectivement 8, 12, 16 et 18 carbones 

ainsi qu’une insaturation pour l’acide oléique (Figure 4.4). Les analyses structurales des 

produits de réaction ont été réalisées par chromatographie liquide couplée à un spectromètre 

de masse comme décrit précédemment. 

 

Figure 4.4: Structures moléculaires des acides gras étudiés 

 

Les Figure 4.5 et Figure 4.6 présentent les spectres MS2 obtenus après fragmentation des 

produits mono-acylés majoritairement formé lors des réactions d’acylation de la lysine avec 

les différents acides gras. L’acylation de la lysine par l’acide caprylique catalysée par CALB a 

conduit à la formation d’un produit mono-acylé avec une masse moléculaire de 272. 

Conformément aux résultats obtenus précédemment avec l’acide oléique, la fragmentation de 

cette molécule a généré l’apparition d’un ion fils majoritaire (m/z = 210) correspondant à 

[(capryloyl-K) – H2O - COOH + H] + et d’un ion fils minoritaire (m/z = 237) correspondant à 

[(capryloyl-K) – 2H2O + H] + (Figure 4.5.A1). Sur la Figure 4.5.A2 sont présentés les 

résultats obtenus avec les aminoacylases de S .ambofaciens. La formation d’un produit de 

même masse moléculaire a été observé (MM = 272) mais de profil de MS2 différent. En effet, 

l’ion fils majoritaire est celui correspondant à [(Capryloyl-K) – 2H2O – + H] + (Figure 4.5A2). 
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Ces profils sont cohérents avec la formation d’α-capryloyl-lysine avec les aminoacylases et 

d’ε-capryloyl-lysine avec CALB. Sur la Figure 4.5.B1 et B2, la même comparaison entre les 

deux biocatalyseurs est réalisée pour la réaction d’acylation de la lysine avec l’acide laurique. 

L’analyse de ces spectres correspondant au produit mono-acylé de masse moléculaire 328 

indique à nouveau un ion fils majoritaire correspondant à [(lauroyl-K) – H2O - COOH + H] + 

dans le cas de CALB alors qu’avec les aminoacylases l’ion fils majoritaire correspond au 

[(lauroyl-K) – 2H2O + H] +. Les ions fils observés indiquent dont également la formation d’α-

lauroyl-lysine avec les aminoacylases et d’ε-lauroyl-lysine avec CALB.  

 

 

Figure 4.5: Spectre MS2 après fragmentation d’acyl-lysine : A: capryloyl-lysine ; B :lauroyl-
lysine, synthétisés par (1) CALB ou (2) le mélange d’aminoacylases issues du surnageant de 
culture de S. ambofaciens ATCC 23877. 

 

Les spectres correspondant à la fragmentation des produits mono-acylés issus des réactions 

d’acylation de la lysine avec l’acide palmitique (MM = 384) et l’acide oléique (MM = 410) 



Chapitre 4 : Étude de l’acylation enzymatique à l’échelle réactionnelle 

176 

sont présentés en Figure 4.6. L’étude structurale des ions fils lors de ces deux réactions 

permet de conclure, comme précédemment à une régiosélectivité orientée vers le groupement 

en position ε pour CALB et en position α pour les aminoacylases. Il apparaît donc que ni la 

taille de la chaîne carbonée, ni la présence d’une insaturation n’ont d’impact sur la 

régiosélectivité de la réaction quel que soit le biocatalyseur testé. 

 

 

Figure 4.6: Spectre MS2 après fragmentation d’acyl-lysine : A: palmitoyl-lysine ; B : oleoyl-
lysine, produits par (1) CALB ou (2) le mélange d’aminoacylases issues du surnageant de culture 
de S. ambofaciens ATCC 23877. 

 

Dans chacun des cas évoqués il arrive que des traces du second produit mono-acylé 

apparaissent, sauf dans le cas de l’acylation par l’acide oléique catalysée par CALB où ce 

phénomène n’a pas été constaté. Ces résultats sont cohérents avec ceux obtenus dans le 

chapitre 3 indiquant une régiosélectivité d'autant plus marquée que la chaîne acyle est longue. 
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Pour conclure sur ces résultats, des régiosélectivités différentes ont été mises en évidence 

entre les aminoacylases de S. ambofaciens et CALB quelle que soit la longueur de la chaîne 

carbonée du donneur d’acyle utilisé avec la lysine ou les peptides contenant la lysine. 

 

 Impact de la nature du biocatalyseur sur les performances de la réaction 

Après avoir étudié la régiosélectivité des aminoacylases de S. ambofaciens et de CALB avec 

des donneurs d’acyles de différentes longueurs de chaîne ainsi que la lysine et des peptides 

contenant une lysine, les performances de ces enzymes ont été mesurées, à partir d’une 

réaction modèle : l’acylation de la lysine par l’acide laurique. En l’absence de molécules 

standards solubles permettant de suivre la synthèse des produits, les cinétiques ont été 

réalisées par le suivi de la concentration en acide gras.  

La Figure 4.7 présente les cinétiques d’acylation de la lysine catalysée par CALB (A) ou les 

aminoacylases (B). Ces suivis de disparition de l’acide laurique mettent en évidence des 

vitesses initiales différentes en fonction du biocatalyseur. En effet, lorsque la réaction est 

catalysée par CALB la vitesse initiale de disparition de l’acide gras est très rapide, 49 ± 3 

mM.h-1. Avec les aminoacylases celle-ci est de 3,4 ± 0,4 mM.h-1 (Figure 4.7 Cet D). La vitesse 

initiale est bien supérieure pour CALB mais il faut remarquer que la comparaison entre ces 

deux biocatalyseurs est difficile car outre le fait que les milieux réactionnels sont différents : 

i) la concentration de CALB immobilisée sur les billes de Novozym 435® est inconnue, ii) 

l’extrait protéique issus de la culture de S. ambofaciens contient 4 aminoacylases différentes 

dont l’activité respective n’est pas connue. Dans une récente étude la quantité d’enzyme par g 

de support de Novozym 435® a été estimée à 85 mg (dos Santos et al., 2016). Si l’on 

considère cette estimation, la concentration en CALB dans cette réaction serait de 0,85 g.L-1. 

Sachant que lors des réactions catalysées par les aminoacylases, 0,5 g.L-1 de l’extrait 

protéique contenant le mélange des aminoacylases a été ajouté il est possible que la faible 

vitesse initiale mesurée soit due à une plus faible concentration en enzyme lors de cette 

réaction. 

L’équilibre thermodynamique de la réaction est atteint avant 24h dans le cas de CALB, alors 

qu’avec les aminoacylases, celui-ci arrive plus tardivement, environ 40h (Figure 4.7 A et B). 

Cependant dans les deux cas, le taux de conversion obtenu à l’équilibre thermodynamique 

(environ 24h) est du même ordre de grandeur, de l’ordre de 40 %.  
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CALB immobilisée 

A

 

Mélange d’aminoacylases de S. 

ambofaciens 

B

 
C 

 

D 

 
Figure 4.7: Suivis cinétiques de la consommation de l’acide laurique (0,24 M) lors de la réaction 
d’acylation de la lysine (0,12 M) catalysée par : A CALB (Novozym435®) ou B le mélange 
d’aminoacylases issues du surnageant de culture de S. ambofaciens ATCC 23877. Détails des 5 
premières heures de réaction en C pour CALB et en D pour les aminoacylases. 

 

 Impact de la longueur de chaîne carbonée du donneur d'acyle sur les 
performances de la réaction catalysée par CALB 

L'effet de la longueur de chaîne carbonée du donneur d'acyle lors de réaction de synthèse 

catalysée par CALB est un paramètre qui a déjà été étudié lors de réaction d’acylation de 

flavonoïdes tels que l’isoquercetine (Melika Ardhaoui et al., 2004; Katsoura et al., 2006; 

Salem et al., 2010). Les résultats obtenus avaient permis de conclure que le taux de 

conversion était dépendant de la longueur de la chaîne du donneur d’acyle. En effet, les 

résultats les plus élevés avaient été obtenus avec les chaînes courtes alors qu’au-delà de 12 

carbones aucun effet n’avait été observé. La réaction d’acylation de la lysine catalysée par 

CALB a été mise en œuvre en présence de 3 donneurs d’acyle différents : les acides laurique, 

palmitique et oléique. Les différences de structure entre ces trois acides gras vont leur 

conférer des propriétés différentes (température de fusion, solubilité, flexibilité...) pouvant 
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avoir un impact sur le déroulement de la réaction. Les conditions de réactions ont été 

maintenues identiques afin de comparer uniquement l’influence de la nature du donneur 

d’acyle. Les cinétiques obtenues sont représentées sur la Figure 4.8 et les vitesses initiales de 

disparition du substrat dans le Tableau 4.5. Les vitesses initiales de réactions semblent très 

différentes. En effet, il apparaît clairement que dans le cas de l’acide palmitique, la réaction 

démarre lentement avec une vitesse initiale de 5,6 ± 4 mM.h-1 alors que des vitesses de 49 ± 3 

et 61 ± 1,4 mM.h-1 sont déterminées pour les acides laurique et oléique. De plus, les cinétiques 

montrent que quelle que soit la nature du donneur d’acyle, l’équilibre thermodynamique de 

ces réactions semble toujours être atteint rapidement, avant 24h de réaction. L’atteinte rapide 

de l’équilibre thermodynamique peut être due au fait que le système réactionnel est constitué 

d’enzymes immobilisées pouvant engendrer des limitations de transfert de masse, à la faible 

solubilité de la lysine dans le M2B2, à une inhibition par le produit, ou encore à une perte 

rapide de l’activité de l’enzyme. 

 

Figure 4.8: Suivis cinétiques de consommations des acides gras (0,24 M) lors de la réaction 
d’acylation de la lysine (0,12 M) catalysée par CALB (Novozym 435®) 
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Tableau 4.5: Vitesses initiales apparentes de disparition (mM.h-1) des donneurs d’acyles 
catalysée par CALB (Novozym 435®) 

 Vitesse initiale apparente de disparition (mM.h-1) 
Acide laurique (C12) 49 ± 3 

Acide palmitique (C16) 5,6 ± 4 
Acide oléique (C18 :1) 61 ± 1,4 

 

Les taux de conversion obtenus sont de : 54 ± 5 % pour l’acide oléique, 42 ± 10 % pour 

l’acide laurique ainsi que de 6 ± 2 % pour l’acide palmitique (Figure 4.9). Il n’y a pas de 

différence significative entre les taux de conversion obtenus avec l’acide laurique et l’acide 

oléique. Cependant, le faible taux de conversion obtenu pour l’acide palmitique possédant 16 

carbones est remarquable. D’après les résultats obtenus lors des études de modélisation 

moléculaire, cette différence ne semble pas être liée à la taille de l’acide gras qui encombrerait 

le site actif de CALB, déjà décrit comme étroit et profond. En effet, les résultats des 

simulations de modélisation moléculaire présentés dans le chapitre précédent n’avaient pas 

permis d’observer d’impact de la longueur de la chaîne carbonée sur la faisabilité de la 

réaction. Les résultats obtenus expérimentalement peuvent donc permettre de conclure que les 

différences de taux de conversion ne sont pas dues à la taille de l’acide gras mais plutôt aux 

conditions opératoires qui doivent être adaptées aux propriétés de l’acide gras qui varient avec 

la longueur et la saturation de la chaîne carbonée.  

La Figure 4.9 illustre la relation entre la température de réaction, la température de fusion de 

l’acide gras et le taux de conversion de la lysine en acyl-lysine. Dans le cas de l’acide 

palmitique, la température de la réaction (55°C) est inférieure à la température de fusion de 

l’acide gras (63°C), ce qui n’est pas le cas pour les deux autres acides gras étudiés. Ce 

paramètre pourrait donc expliquer le faible taux de conversion obtenu avec l’acide palmitique. 

L’effet de la température peut également être dû à une rigidité trop importante des acides gras 

lorsque les températures sont inférieures à leur point de fusion (Vaysse et al., 2002). Afin de 

vérifier cette hypothèse, la réaction d’acylation de la lysine avec l’acide palmitique a été 

réalisée à 65°C. La comparaison des taux de conversion obtenus lors des réactions réalisées à 

55 et 65 °C est présentée sur la Figure 4.10. Ces résultats indiquent qu’à une température de 

fusion supérieure à celle de l’acide palmitique aucune différence significative n’est observée 

lors de l’acylation de la lysine par CALB. Il semble donc que la température de fusion élevée 

de l’acide palmitique ne soit pas la cause du faible taux de conversion obtenu.  
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Figure 4.9: Taux de conversions pour la réaction d’acylation de la lysine (0,12 M) avec l’acide 
laurique, palmitique et oléique (0,24 M) catalysée par CALB à 48h. (-- = température de travail 
= 55°C) 

 

 

Figure 4.10: Taux de conversion pour la réaction d’acylation de la lysine (0,12 M) avec l’acide 
palmitique (0,24 M) catalysée par CALB à 48h de réaction à 55 et 65°C. 

 

Soo et son équipe (2004), ont réalisé une étude sur la recherche des conditions optimales 

d’acylation de la lysine avec l’acide palmitique ou l’acide oléique catalysée par la lipase de 

Rhizomucor miehei. Malgré l’optimisation des conditions réactionnelles par la planification 

expérimentale, cette étude n’a pas permis d’obtenir des rendements supérieurs à 33 % avec 

l’acide oléique et 16% avec l’acide palmitique, à des températures respectives de 56,6 et 69,3 

°C. Ces résultats ont été en accord avec les rendements théoriques obtenus (15 % avec l’acide 

palmitique et 32 % avec l’acide oléique) ce qui valide leur méthode de planification. Les 
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surfaces de réponse obtenues indiquent que les rendements de réaction sont très faibles ce qui 

est décrit par Soo comme typiquement lié à des problèmes de stabilité enzymatique. Dans le 

cas de l’acylation catalysée par la lipase de R. miehei, il semblerait donc que la température de 

fusion ne soit pas la cause des faibles taux de conversion de l’acide gras bien que ce soit un 

paramètre à prendre en compte. 

Les résultats des travaux réalisés ici avec CALB montrent une activité spécifique nettement 

supérieure dans les conditions opératoires utilisées par rapport aux résultats obtenus par Soo 

(Tableau 4.6). Les plus faibles activités spécifiques sont obtenues avec l’acide palmitique que 

ce soit avec CALB ou la lipase de R. miehei. Il semble que pour l’acylation de la lysine, 

CALB possède une préférence pour les chaînes courtes, lorsque qu’elles sont saturées. 

Cependant l’acide oléique semble être le donneur d’acyle préférentiel pour la réaction 

d’acylation catalysée par CALB alors que celui-ci possède 18 carbones. Cette différence peut 

être liée à la présence d’une insaturation. Ces résultats sont cohérents avec ceux obtenus lors 

de l’étude à l’échelle moléculaire (chapitre 3). CALB semble être le catalyseur le plus 

intéressant pour la réaction d’acylation d’acide aminé et d’acide gras puisque l’utilisation de 

cette enzyme permet l’obtention des activités spécifiques les plus importantes. 

 

Tableau 4.6: Comparaison des conditions opératoires lors de l’acylation de la lysine entre notre 
étude et celle de Soo et al. 2004 (PA : acide palmitique ; OA : acide oléique ; LA : acide laurique) 

 Soo et al. 2004 Cette étude 

Enzyme 

Quantité d’enzyme immobilisé (mg.g-1) 

Lipozyme RM IM 

(188 mg/g de support) 

Novozym 435 

(85 mg/g de support selon Dos 

Santos et al. 2016) 

Concentration d’enzyme (g.L-1) 11,6 0,85 

Lysine (mM) 33 120 

Temps (h) 96 48 

Taux de conversion (%) 
PA : 16 

OA : 33 

PA : 12 

OA : 54 

Activité spécifique 

(mmol de lysine consommé .h-1.g-1 d’enzyme) 

 

PA : 0,004 

OA : 0,01 

LA : 1,3 

PA : 0,35 

OA : 1,6 
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 Impact de la nature du substrat accepteur d’acyle 

Les résultats obtenus lors de l’acylation de la lysine et de peptides contenant une lysine ont 

montré une régiosélectivité de CALB majoritairement dirigée vers le groupement amine de la 

chaîne latérale de la lysine. Des traces de produit résultant de l’acylation de la fonction amine 

en position N-terminale sont parfois observées de façon transitoire. La question de l’acylation 

en position N-terminale d’acides aminés autres que la lysine se pose. Cette étude va donc 

porter sur la capacité de CALB à catalyser l’acylation d’une fonction amine N-terminale. La 

glycine a été choisie comme molécule modèle pour cette étude, en raison de la simplicité de 

sa structure.  

La Figure 4.11 représente les structures moléculaires et les logP des substrats étudiés. Le logP 

étant une mesure de solubilité différentielle entre octanol et eau (𝑙𝑜𝑔 𝑃 =  𝑙𝑜𝑔(𝐶𝑜𝑐𝑡𝑎𝑛𝑜𝑙 𝐶𝑒𝑎𝑢⁄ )). 

Une valeur de logP négative indique que l’on peut considérer la molécule hydrophile et 

inversement un logP positif indique que la molécule sera plus apolaire car plus soluble dans 

l’octanol. L’acylation de la glycine avec l’acide laurique catalysée par CALB a été réalisée ; 

et un taux de conversion de la lysine de 8 ± 4 % a été obtenu. Ce faible taux de conversion 

n’est pas surprenant dans la mesure où l’unique site d’acylation possible est la fonction amine 

N-terminale de la glycine. Les hypothèses émises afin d’expliquer ce faible taux de 

conversion sont : la faible réactivité de l’acide aminé, la faible solubilité de la glycine dans le 

solvant organique et le mauvais positionnement du ligand dans la cavité catalytique. Afin de 

déterminer les causes les plus plausibles de ce phénomène, différentes expériences ont été 

réalisées, dont les résultats ont été confrontés avec ceux issus de simulations de modélisation 

moléculaire. L’acylation par l’acide laurique de différents accepteurs d’acyle a été menée : le 

dipeptide gly-gly ainsi que les composés méthyl-glycine et ter-butyl-glycine. Les structures 

moléculaires de ces substrats sont représentées sur la Figure 4.11, ces substrats présentant un 

encombrement stérique et un caractère hydrophile/hydrophobe plus ou moins important.  
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Figure 4.11: Structures moléculaires des accepteurs d’acyles étudiés et leurs logP. 

 

Le taux de conversion obtenu avec chacun de ces substrats est représenté en fonction de leurs 

logP sur la Figure 4.12. Les taux de conversion obtenus sont supérieurs avec chacun des 

substrats testés par rapport à la glycine. La comparaison des performances réactionnelles 

obtenues avec la glycine, la méthyl-glycine et la ter-butyl glycine semble indiquer que 

l’augmentation de la solubilité de l’accepteur d’acyle dans le milieu réactionnel engendre une 

nette augmentation du taux de conversion allant jusqu’à 100 % pour la ter-butyl-glycine.  

Concernant le dipeptide gly-gly, une amélioration du taux de conversion est observée 

comparativement à la glycine. Toutefois, ceci ne peut s’expliquer par la solubilité du 

dipeptide, celle-ci étant légèrement inférieure à celle de la glycine. De plus, le taux de 

conversion obtenu est significativement supérieur à celui observé avec la méthyl-glycine qui 

possède une solubilité dans le solvant organique bien supérieure. 

Il semblerait donc que la solubilité du substrat ne soit pas le seul paramètre affectant 

l’efficacité réactionnelle. Pour tenter d’aller plus loin dans la compréhension des résultats 

observés expérimentalement, des simulations impliquant ces substrats ont été menées selon la 

méthodologie mise au point précédemment.  
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Figure 4.12: Taux de conversion pour la réaction d’acylation de gly-gly, glycine, méthyl-glycine 
et ter-butyl-glycine (0,12 M) par l’acide laurique (0,24 M), catalysée par CALB ( -- = logP du 
M2B2) 

 

Dans cette étude, la méthodologie de modélisation moléculaire décrite précédemment 

(chapitre 3), associant simulations de docking et calculs d’énergie d’interaction électrostatique 

a été appliquée afin d’expliquer les résultats expérimentaux. Des simulations de docking 

flexible ont été réalisées avec chacun de ces substrats en utilisant comme cible l’acyl-enzyme, 

lauroyl-CALB. À l’issue de ces simulations, les complexes obtenus ont été étudiés en 

considérant le respect des critères de distance entre le groupement amine N-terminale des 

substrats et les deux résidus catalytiques Ser105 et His224. Puis, pour chaque complexe 

respectant les critères de distance, les énergies d’interaction électrostatique impliquant les 

résidus de la cavité ont été déterminées. Les moyennes des énergies sont représentées sur la 

Figure 4.13. Les énergies d’interactions électrostatiques impliquant la Ser105 et l’His224 

confirment la possibilité pour CALB de catalyser l’acylation de chacun de ces substrats.  

Dans le cas de la glycine, les résultats obtenus indiquent la présence d’interactions favorables 

avec la Ser105 et légèrement favorables avec l’His224. On note une interaction défavorable 

avec le résidu polaire Asp134, identifié précédemment comme un point d’interaction crucial 

pour le bon positionnement du substrat accepteur d’acyle. Ceci suggère une efficacité 

catalytique moindre vis-à-vis de ce substrat, ce qui semble cohérent avec les résultats 

expérimentaux et valide les hypothèses émises antérieurement. 
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La méthyl-glycine semble établir peu d’interaction avec les résidus de la cavité catalytique de 

l’enzyme. Ceci pourrait expliquer le taux de conversion plus faible que celui obtenu dans le 

cas de gly-gly, malgré une meilleure solubilité de la méthyl-glycine. En effet, les interactions 

établies avec certains résidus permettent probablement de guider le ligand vers le fond de la 

cavité et contribuent à son bon positionnement.  

Dans le cas de la ter-butyl-glycine de faibles interactions favorables sont également 

suggérées, sauf avec le résidu catalytique Asp187 avec lequel une forte énergie d’interaction 

est obtenue ce qui est favorable au transfert de proton de l’His224 vers l’Asp187. Il semblerait 

donc que la nette augmentation de solubilité constitue un critère déterminant pour l’efficacité 

de la réaction, ce substrat conduisant au plus haut taux de conversion. Au vu de ces résultats, 

il semblerait donc que le blocage du groupement carboxyle de la glycine améliore le taux de 

conversion de la réaction en augmentant la solubilité du substrat. Par ailleurs, ceci semble 

permettre l’établissement d’interactions clés avec la cavité catalytique de l’enzyme, 

notamment avec le résidu Asp134.  

 

Figure 4.13: Graphique en toile des moyennes des moyennes des énergies d’interactions 
électrostatiques des résidus de la cavité catalytique pour chaque complexe en fonction de la 
nature de l’accepteur d’acyle. 
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Cette étude de l’impact de la nature de l’accepteur d’acyle a montré que la solubilité du 

substrat aminé peut être un facteur limitant pour leur acylation. Pour pallier cette limitation, il 

est possible de modifier la structure du substrat en greffant un groupement alkyle sur la 

fonction carboxyle. Dans une étude portant sur l’acylation de la sérine, un groupement amine 

a été greffé sur la fonction carboxyle afin d’améliorer la solubilité du substrat. Les rendements 

de O-acylation ont été améliorés jusqu’à 93 % (Zhang et al., 2005).  

Précédemment, le rôle de l’accessibilité des fonctions amines au site actif a été discuté 

(Ferrari et al., 2014). En effet, la forme étroite et profonde de la cavité a déjà été mise en 

cause dans la régiosélectivité de l’acylation de la lysine, dirigée majoritairement vers la 

fonction amine en position ε. Il est donc possible d’imaginer qu’un substrat de très petite taille 

comme la glycine peine à établir les interactions requises pour son bon positionnement dans la 

cavité, ce qui peut causer un problème d’ancrage du ligand dans la cavité. 

Quoi qu’il en soit, l’efficacité de la réaction repose sans doute à la fois sur des éléments 

macroscopiques comme la solubilité du substrat aminé et des éléments à l’échelle moléculaire 

comme les interactions avec des résidus clés. En l’état actuel de nos connaissances, il 

demeure difficile d’établir la nature des éléments qui prédominent.  
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4. Conclusion générale 

L’objectif de ce chapitre était d’étudier l’acylation enzymatique à l’échelle réactionnelle 

considérant les différents acteurs de la réaction (le substrat à acyler, l’agent acylant et 

l’enzyme). Tout d’abord, des catalyseurs capables de catalyser des réactions de N-acylation 

ont été recherchés, tels que les aminoacylases, en particulier dans un surnageant de culture de 

S. ambofaciens ATCC23877. 

Trois enzymes possédant de fortes homologies de séquences peptidiques avec celles des 

aminoacylases découvertes par l’équipe de Koreishi ainsi qu’une 4ème avec une homologie 

moindre ont pu être mises en évidence. Suite à cette découverte, la capacité de réaliser la N-

acylation en milieu aqueux et la spécificité de ces enzymes concernant la réaction d’acylation 

de la lysine ainsi que des peptides SYK et LQKW ont été comparées avec celles de CALB. La 

capacité des aminoacylases de S. ambofaciens à catalyser l’acylation du groupement amine en 

position N-terminale des acides aminés et des peptides a ainsi pu être mise en évidence. Cette 

régiospécificité présente un intérêt important car elle permettrait, potentiellement, d’acyler les 

acides aminés et les peptides sans modifier leurs chaînes latérales. 

La seconde partie de ce chapitre a été consacrée à l’étude de l’influence des substrats sur la 

réaction d’acylation d’acides aminés. Dans un premier temps, une étude de l’influence de la 

longueur de la chaîne carbonée du substrat donneur d’acyle sur la régiosélectivité a été 

réalisée. Il a été observé que la longueur de la chaîne carbonée n’avait pas d’effet significatif 

sur la régiosélectivité de la réaction d’acylation de la lysine quel que soit le biocatalyseur, ce 

qui est cohérent avec les résultats obtenus précédemment dans le chapitre 3. Une étude sur 

l’influence de la longueur de la chaîne carbonée sur les performances réactionnelles a 

également été réalisée sur la réaction d’acylation de la lysine catalysée par CALB. Différents 

donneurs d’acyles de longueurs de chaînes différentes, saturés ou insaturés, ont été étudiés. 

Les meilleurs taux de conversion ont été obtenus avec l’acide laurique et l’acide oléique. Il a 

été constaté que l’acide palmitique n’était pas un substrat de choix pour cette réaction. 

L’impact d’un changement de substrat accepteur d’acyle a également été étudié. La taille des 

substrats est importante car la forme profonde et étroite de la cavité catalytique de CALB peut 

engendrer des phénomènes stériques pouvant impacter la réaction. De plus, l’acylation 

d’acides aminés et de peptides en solvant organique est limitée par la solubilité de ces 

molécules. Pour pallier ce problème, plusieurs voies semblent intéressantes à explorer, telles 

que le changement de température ou encore, la modification structurale des substrats. Dans la 
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littérature, des méthodologies sont décrites telles que la sonication ou l’utilisation 

d’homogénéiseur à haute pression, afin d’améliorer la dispersibilité des particules de substrat 

dans le milieu réactionnel ((Husson et al., 2009).  
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Chapitre 5 : Étude de l’acylation enzymatique à l’échelle du procédé 

 

1. Introduction 

Ce chapitre est consacré à l’aspect procédé de la réaction d’acylation. En effet, à cette échelle 

il est possible d’intervenir à divers niveaux tels que l’immobilisation de biocatalyseurs ainsi 

que sur les différents modes de chauffage et d’agitation. Le choix du réacteur doit être adapté 

aux conditions de la réaction : continu ou discontinu, catalyseur libre (homogène) ou 

immobilisé (hétérogène), nature du milieu réactionnel, nature du solvant et des substrats 

utilisés. 

Dans une première partie l’immobilisation des aminoacylases de S. ambofaciens, 

biocatalyseurs décrits dans le chapitre précédent, a été réalisée. Pour cela, des matériaux 

mésoporeux silicatés ont été utilisés pour réaliser la chimisorption et la physisorption des 

aminoacylases et ainsi rendre possible leur récupération puis leur réutilisation, cet aspect étant 

important dans une logique de réduction des coûts à l’échelle industrielle. Puis, dans une 

seconde partie, l’influence du mode de chauffage sur la catalyse a été étudiée par comparaison 

des résultats obtenus par chauffage conventionnel ou par chauffage micro-onde en catalyse 

hétérogène avec Novozym 435® en solvant organique et en catalyse homogène avec les 

aminoacylases de S. ambofaciens en milieux aqueux. Enfin, l’importance de 

l’hydrodynamique a été étudiée par une comparaison des performances catalytiques des 

aminoacylases en milieu aqueux selon que l’on utilise une agitation par barreau aimanté ou 

bien une agitation en réacteur micro-structuré micro-fluidique. 

 

2. Immobilisation d’un mélange d’aminoacylases de S. ambofaciens sur un matériau 

mésoporeux silicaté 

Dans le chapitre précédent, la présence d’activités aminoacylases a été mise en évidence dans 

un extrait brut issu d’une culture de S. ambofaciens ATCC23877. Cette étude a permis de 

mettre en évidence la présence de 4 aminoacylases différentes et d’identifier les deux 

enzymes responsables de l’activité de synthèse d’acides aminés/peptides acylés. Ces enzymes 

présentent un grand intérêt car elles se sont révélées capables de réaliser la réaction 

d’acylation en milieu aqueux avec une régio-sélectivité orientée vers les groupements N-
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terminaux. Cette régiosélectivité permettrait d’acyler les acides aminés et peptides 

fonctionnels tout en conservant leurs chaînes latérales limitant ainsi le risque de perdre leurs 

fonctionnalités.  

Comme décrit dans le chapitre bibliographie, à l’échelle industrielle les enzymes sont souvent 

mises en œuvre sous forme immobilisée afin de permettre leur recyclage et de faciliter la 

séparation avec les produits de réactions et substrats résiduels non réagis (Cao, 2005). Pour 

cette raison l’immobilisation des aminoacylases de S. ambofaciens ATCC 23877 sur un 

matériau de silicate mésoporeux, le SBA-15, a été étudiée. Dans cette étude, deux méthodes 

d’immobilisation ont été comparées : la chimisorption et la physisorption, avec pour objectif 

d’identifier les conditions préférentielles d’usage des aminoacylases. 

 

Les résultats de cette étude sont présentés sous la forme d’une publication intitulé « N-

acylation of lysine catalyzed by immobilized aminoacylases from Streptomyces ambofaciens 

in aqueous medium » parue dans le journal Microporous and Mesoporous Materials. 
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 Abstract 

Aminoacylases (EC 3.5.1.1.4 ) of Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 were immobilized 

by chemical and physical adsorption onto SBA-15 mesoporous silica materials. The activity 

of the immobilized aminoacylases was firstly evaluated by considering the hydrolysis 

reactions of N-α- and ε-acetyl-lysine, used as a rapid method of screening. After chemical 

adsorption, a significant loss of activity was observed probably due to a conformational 

change of the aminoacylases structures upon immobilization. When the immobilization was 

performed by physisorption a higher amount of enzyme (0.20 against 0.05 mg per mg of 

support) could be adsorbed onto the mesoporous silica material. The physisorbed enzyme also 

presented a higher hydrolytic activity as compared to the chemisorbed one. Recycling of the 

supported enzymes was performed three times with no loss of the specific activity. 

Furthermore, a better thermostability in comparison with the free enzymes was also observed 

when using aminoacylases physisorption. Finally, lauroyl-lysine synthesis was catalyzed for 

the first time by immobilized aminoacylases. The crude extract from S. ambofaciens exhibited 

the rare ability to catalyze the N-acylation on amino group in the α-position of the lysine 

whereas the lipase B of Candida antarctica catalyzed the acylation of lysine on its amino 

group in -position. This particular and original regioselectivity was maintained with 

immobilized enzymes. 

 

 Introduction 

The N-acylation reaction allows the synthesis of peptides derivatives exhibiting bioactive 

and/or techno-functional properties (Bordes and Holmberg, 2015; Craik et al., 2013). The 

peptides can present several biological activities: antioxidant, opioids, anti-hypertensive, anti-

tumor... The improvement of the bioavailability of peptides and bioactive proteins used as 

drugs is a great challenge. Indeed, the delivery of these drugs via oral route occurs in 60% of 

cases. Moreover, polar peptides usually have difficulties to go through the epithelio-intestinal 

barrier with a bioavailability around 1-2% (DeVane, 2009; Hamman et al., 2005). Acylation is 

one of the solutions for this issue. For example, it has been demonstrated that the length of the 

carbon chain of the acylating agent plays a role in the protection against the in vitro proteases 

(Asada et al., 1994).  

The N-acylation reaction is also used for the production of amino-acids based biosurfactants. 

These molecules are widely used for their potential interest in pharmaceutical, cosmetic, 
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cleaning and food domains. Now, the impact on the environment, the biodegradability and the 

biocompatibility have become factors with equivalent importance compared with the surface 

properties of these molecules (Morán et al., 2004). The research of new bio-surfactant 

molecules remains challenging. Several studies showed that the use of amino-acids and 

protein hydrolysates as raw materials to synthetize surfactants can increase the product 

performances while reducing the product costs (Foley et al., 2012; Pinazo et al., 2016). 

Furthermore, the wide variety of amino acids and fatty acids available allows the development 

of a large diversity of bio-surfactants with various properties (Chandra and Tyagi, 2013). 

Acylated amino acids or peptides synthesis at an industrial scale is generally based on the 

Schotten-Baumann chemical reaction. This process requires the use of acyl chlorides and 

organic solvents under highly alkaline conditions, generates by-products such as salted and 

organic effluents to be recycled, and is not regio- nor chemicaly selective. Consequently, the 

development of bioprocesses for acylated amino acids/peptides production is of major interest 

although they are until now barely described in the literature. One of the main advantages of 

the enzymatic route is to offer a synthesis strategy in soft experimental situations and to 

provide regioselective acylation reaction (Schmid et al., 2001). Hydrolytic enzymes, and 

especially lipases, are used to catalyze acylation reactions. 

However, the use of lipases requires non-aqueous environments, such as organic solvents or 

ionic liquids for the acylation of polar molecules such as amino acids or peptides. For 

example, lysine acylation in ε-position using oleic (69,3°C) and palmitic acids (56,6°C), 

catalyzed by immobilized lipase from Rhizomucor miehei , Lipozyme IM®, in organic 

solvent, was reported with 33 and 16% conversion rate, respectively (Soo et al., 2004). In 

other study, lipase B of Candida antarctica (CALB) was used to perform peptides acylation. 

Then, 36 % and 32 % convertion rate were obtained for acylation of Lys-Ser and carnosine in 

ε-position using oleic acids and CALB in organic solvent (Husson et al., 2009, 2011). An 

alternative to lipases is aminoacylases (EC 3.5.1) which represent great interest in synthesis of 

acylated amino acids thanks to their ability to catalyze acylation reaction in aqueous media 

(Koreishi et al., 2006). These enzymes are produced by different microorganisms, including 

filamentous bacteria like bacteria from the Streptomyces genus. Four acylases have been 

previously identified from Streptomyces mobaraensis, including a ε-lysine acylase which has 

catalytic activity specifically oriented towards amine group in ε position and demonstrates the 

ability of aminoacylases to achieve N-ε-acyl-L-lysines synthesis (Koreishi et al., 2005b, 

2005a, 2006, 2007, 2009b, 2009a). The specific N-acylation on -position was reported as 
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very low with only 5% in comparison with the N-acylation on -position that can reach 40% 

(Zhang et al., 2007). This is to the best of our knowledge the higher yields obtained for N-

acylation with acylases. Furthermore, until now, no study concerned immobilization of such 

aminoacylases with the aim of developing a robust process for amino acid or peptides 

acylation in aqueous medium. 

Immobilization of enzyme is a crucial step for most of the industrial processes. Indeed, the 

immobilization makes possible the separation and the recycling of the enzymes, resulting in 

reduced production costs. Furthermore, the catalytic properties are maintained or even 

improved, thanks to a better stability of the immobilized enzyme (Cao, 2005). There are 

different ways to encapsulate the enzyme such as physical adsorption, physical entrapment, 

cross-linking or covalent attachment i.e. chemical adsorption (Sheldon and Pelt, 2013). 

Among the solid supports reported to date, organized mesoporous silica materials are supports 

of choice for enzyme immobilization responding to both environmental and technical 

requirements, such as ordered mesopores with tuned sizes, high surface area and pore volume 

(Hartmann, 2005; Lee et al., 2009; Magner, 2013). In addition, silica, especially the ones 

prepared by sol-gel chemistry (Zhang et al., 2012), are also known to be safe, not only for the 

environment, but also for the human body within a certain dose (“Complementary Medicine 

Evaluation Committee, 16th meeting,” n.d.). These supports have thus been used for the 

immobilization of various enzymes such as chloroperoxidaxe, glucose oxidase or lipases to 

design supported biocatalysts (Blin et al., 2005; Galarneau et al., 2006; Han et al., 2002). 

SBA-15 is of peculiar interest since it possesses a regular hexagonal array of pores with 

uniform diameter, a very high specific surface area and an important pore volume. It is also 

inert and stable in elevated temperature (Jacoby et al., 2013), and has good mechanical 

stability. Moreover, its surface can be easily functionalized for future covalent attachment of 

proteins (Canilho et al., 2013).  

In the acylases class, the penicillin G acylase has been immobilized onto a wide variety of 

supports (Hassan, 2016; Kallenberg et al., 2005). For example, penicillin G acylase 

immobilizations onto MCM-41 mesoporous silicas and silica-based macro–mesoporous 

monolith by both physisorption and chemisorption were described, allowing the reuse of  

biocatalysts for penicillin G hydrolysis (He et al., 2000; Wang et al., 2013). Despite their 

important role in various processes, in particular the ones involving N-acylation, the 

immobilization of other types of acylases is barely considered. For example, magnetic Fe3O4 

nanoparticles were used for aminoacylases chemisorption through aldehyde linking, 
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improving the enzyme activity compared to the free one (Feng et al., 2016). Better stability 

regarding temperature and storage together with retention of the activity was also achieved 

with aminoacylase–polyethyleneimine cross-linked enzyme aggregates (Vaidya et al., 2012). 

 

The present work consists in immobilization trough both physical and chemical adsorption of 

aminoacylases from Streptomyces ambofaciens ATCC 23877 onto a SBA-15 mesoporous 

silicate material. Prior to the covalent linkage of the enzymes, the silica support was 

functionalized. The obtained supported biocatalysts were used to catalyze the N-acylation on 

the α-position of the lysine. The efficiency and reusability of the aminoacylases immobilized 

via physisorption and chemisorption were compared. 
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 Materials and methods 

Pluronic P123 triblock copolymer, (EO)20(PO)70(EO)20 and (3-aminopropyl)triethoxysilane 

(APTES), 98%, were purchased from Sigma-Aldrich. Tetramethoxysilane (TMOS), 98%, was 

bought from Alfa Aesar. Glutaric dialdehyde, 25% in water, and 3-

glycidoxypropyltrimethoxysilane, 97%, were obtained from Acros Organics. All chemicals 

were used as received without further purification. Novozym 435® (lipase B from C. 

antarctica immobilized on an acrylic resin) with propyl laurate synthesis activity of 7000 

PLU g-1 and protein grade of 1-10% was from Novo Nordisk A/S. Lysine and oleic acid were 

purchased from Sigma-Aldrich, K with 99% of purity were acquired from Bachem. 

Aminoacylases were produced from S. ambofaciens. 

 

 Aminoacylases of S. ambofaciens production 

S. ambofaciens strains was stored as spore suspensions (107 to 108 Units Forming Colony. 

mL-1) at -80 °C. The first step of the culture protocol was a culture in the ICS medium 

(Insoluble complex medium). Medium pH was adjusted at 6.8 prior to sterilization at 121 °C 

for 20 min. 40 mL of this medium were inoculated with 100 μL of spore suspension. After 48 

h of culture, 2.5 mL of ICS medium were transferred in 25 mL of culture medium for the pre-

culture step. The composition of this culture medium was described by Koreishi et al. in 2005. 

The pH of the culture medium was set at 7 before sterilization at 121 °C for 20 min. The 

preculture was performed for 48 h and then, 5 ml of this preculture were used to inoculate 95 

ml of culture medium as described by Koreishi et al., 2005. This last culture was maintained 

for 7 days as a maximum production of enzymes was identified at this time. All the cultures 

were carried out in baffled flasks at 250 rpm and 28 °C. All the components of the culture 

media were purchased from Sigma-Aldrich, except sucrose and yeast extract, from Fluka, 

(NH4)2SO4 (99%), NaCl, CaCO3 and acetonitrile, from Carlo Erba. At the end of the main 

culture, in order to disrupt the bacterial cells, the whole suspension was submitted to 4 

passages in a Cell disrupter (Constant system Cell-D) at 2.5 kbars. Then, the cellular debris 

were removed by centrifugation at 8600 x g, at 4 °C for 20 min. Thereafter, some ammonium 

sulfate was added to the supernatant to 60% of saturation to precipitate proteins of the 

supernatant including acylases and agitation was maintained for 1 h at room temperature. The 

precipitate was recovered by centrifugation at 8600 x g at 4 °C for 20 min and was dissolved 

in 25 mM Tris-HCl buffer, NaCl 50 mM, at pH 8. The solution was dialyzed 7 times (cutoff at 
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12.5 kDa) against the same buffer. This solution will be mentioned as S. ambofaciens crude 

extract in the following experiments 

 

 Support preparation 

Synthesis of SBA-15: SBA-15 silicas were synthesized by sol-gel process according to a 

standard procedure in the presence of structure-directing agents (Olkhovyk and Jaroniec, 

2005). In a typical synthesis: 2.66 g of P123 were dissolved in 100 mL of a chlorhydric acid 

solution (1 M). Then, 4.17 g of TMOS, the inorganic precursor, were added and the mixture 

was stirred at room temperature during 30 min. Afterwards the solution was transferred into 

an autoclave and heated at 40 °C during 24 h following by a heating at 100 °C during 48 h. 

The mesoporous silica material was obtained after surfactant extraction by ethanol during 48 

h using a Soxhlet apparatus. The powder was then dried under vacuum one night to afford 

SBA-15 as a white powder. 

Chemical functionalization of SBA-15: Mesoporous silicas types SBA-15 were 

functionalized with organic functions like glutaraldehyde or glycidyle. These functions allow 

the grafting of enzymes through reactions with the amines they contained via imine (with 

glutaraldehyde) or aminoalcohol formation (with glycidyle function) (Chong and Zhao, 2004; 

Wang et al., 2013). Grafting of amine function was made by reaction between silanols on the 

silica surface and trialkoxysilane moieties of aminopropyltriethoxysilane (APTES) (Figure 

5.1, red path). The silica SBA-15-glu was then obtained by reaction with glutaraldehyde. 

 

SBA-15

NH2

O O

TRIS 0.2 M, pH = 6
rt, 4 h

N O
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Figure 5.1: SBA-15 glutaraldehyde (red path) and glycidyle (black path) functionalizations 
followed by aminoacylases chemisorption 
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By varying the proportion of APTES compared to SBA-15, two functionalization rates of 

organic functions in the silica were obtained: 50 and 10% (functionalization rate = (moles of 

organosilane / moles of organosilane + moles of silica) x 100). The obtained materials are 

labeled as SBA-15-Rx, where x stands for the silica/organic group molar ratio (10 or 50%) 

and R refers to the organic group (amine, glutaraldehyde or glycidyle). The SBA-15-aminex 

precursors are prepared as follow:  

SBA-15 (1 g) was suspended in toluene (50 mL), APTES (3.7 g for x = 50% or 410 mg for x 

= 10%) was added and the mixture warmed at 110 °C under stirring during 16 h. After 

cooling, the mixture was filtrated, washed two times with toluene, two times with ethanol and 

dried one night under vacuum to afford SBA-15-aminex% as a white powder. 

 

Glutaraldehyde (glu) has been attached to SBA-15-aminex according to the following 

procedure: 

SBA-15-aminex% (1 g for x = 50% or 750 mg for x = 10%) was suspended in TRIS buffer 

(40 mL for x = 50% or 30 mL for x =10%, 0.2 M in water, pH = 6), glutaraldehyde, 25% in 

water (3.5 g for x = 50% or 700 mg for x = 10%) was added and the mixture stirred at room 

temperature 20 min at 100 mbar and 4 h at atmospheric pressure. The mixture was filtrated, 

washed three times with distilled water and dried one night under vacuum to afford SBA-15-

glux% as a brown powder. 

 

SBA-15 has been functionalized with glycidyle function (glymo) as follow:  

SBA-15 (1 g) was suspended in toluene (50 mL), 3-glycidoxypropyltrimethoxysilane 

(GPTMS) (3.8 g for x = 50% or 450 mg for x = 10%) was added and the mixture warmed at 

110 °C under stirring during 16 h. After cooling, the mixture was filtrated, washed two times 

with toluene, two times with acetone and dried one night under vacuum to afford SBA-15-

glymox% as a white powder. 
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 Adsorption of aminoacylases of S. ambofaciens 

Chemical adsorption of aminoacylases:  

The chemical adsorption of the enzyme on the functionalized support was made in a TRIS 

buffer solution at pH = 8. 300 mg of SBA-15-Rx were suspended in 54 mL of the Tris buffer 

solution. Then 2.3 mL of the aminoacylase solution (13 mg/mL) were added and the mixture 

was stirred at room temperature during 3 h under a pressure of 100 mbar and during 24 h 

under atmospheric pressure. The supported biocatalyst was obtained after filtration and 

washing two times with TRIS buffer. After drying one night under air either the brown SBA-

15-glux%-acylase or the white SBA-15-glymox%-acylase powders were recovered. 

 

Physical adsorption of aminoacylases:  

SBA-15 (100 mg) was suspended in TRIS buffer (20 mL, 25 mM in water, NaCl 50 mM, pH 

= 8), aminoacylases solution (4.6 mL, 13 mg/mL) was added. The mixture was stirred 3 h at 

room temperature, filtrated, washed three times with TRIS buffer and dried one night under 

air to afford SBA-15-acylase as a light brown powder. 

 

 Characterization of the materials 

Nitrogen adsorption–desorption isotherms were carried out at −196 °C over a wide relative 

pressure (P/P0) range from 0.010 to 0.995 with a volumetric adsorption analyzer TRISTAR 

3000 manufactured by Micromeritics. Before measurements, the samples were outgassed 

under vacuum (pressure = 0.13 mBar) at 25°C during 16 hours. The specific surface area of 

each sample was calculated by the Brunauer–Emmett–Teller (BET) method. The pore 

diameter and the pore size distribution were determined from the adsorption branch of the 

corresponding isotherm using the Barret–Joyner–Halenda (BJH) method (Barrett et al., 1951). 

Small angle X-ray scattering (SAXS) experiments were performed using a SAXSess mc2 

instrument (Anton Paar) with a line collimation setup. The system uses a Cu(Kα) radiation 

source in a sealed tube (λ = 0.1542 nm). A CCD detector positioned at 309 mm from the 

sample was used to collect the scattering signals. Powder samples were placed between two 
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Kapton foils in a powder cell. Diffraction data were acquired during 30 min of exposure time. 

All data were corrected for the background scattering from the empty cell with Kapton. 

All solid-state NMR spectra were acquired on a Bruker DSX300 spectrometer, with a 

magnetic field strength of 7.05 T. Samples were placed in a 4 mm zirconia rotors. 29Si 

CPMAS NMR spectra were recorded with a relaxation delay of 2.5 s for 29Si and 3 s for 13C at 

10 kHz spin rate with 30° flip angle. The contact times for cross-polarization were 2 ms for 
29Si and 3 ms for 13C, with a pulse sequence repetition delay of 0.02 s for 29Si and 0.04 s for 
13C and the scan number was 5000. The spectra were acquired using 40 kHz spectral for 29Si 

and 50 kHz spectral for 13C width. 

Diffuse reflectance infrared Fourier transformed (DRIFT) analyses were obtained on Harrick 

HVC-2CI equipment using the Harrick HVC- DRP cell. The functionalized mesoporous 

powder was mixed with a non-absorbing KBr matrix (5 wt%). In order to evacuate 

physisorbed water, each sample was kept under vacuum over 30 min before analysis (10−4 

mbar). The KBr reference and the samples were measured in the same conditions to determine 

the mesoporous reflectance, R, defined as the ratio of sample reflectance (Rs) over KBr 

reflectance (Rr). The spectra are shown in pseudo-absorbance (−log R) mode. 

Elementary analyses were performed on a Thermo Finnigan EA 1112 apparatus equipped 

with a Porapak chromatographic column. The system is managed by the Eager 300 software. 

Dosed elements are C, H, N and S. Results have a ± 0.2% absolute precision and are validated 

by at least 2 trials. Weighing at µg accuracy was made on a Sartorius M2P Precision Balance. 

UV-Visible experiments were carried on 1 cm length and 3 mL volume quartz cells on a Cary 

3E type spectrophotometer. 

 

 Enzyme activity assays, stability and reusability 

Hydrolysis reaction: 

The aminoacylase activity was determined in each sample using N-α-acetyl-L-lysine as 

substrate. The enzymatic hydrolysis of N-α-acetyl-L-lysine was carried out in test tubes. In a 

typical reaction, 0.2 mL of the substrate (40 mM) and different concentration of free or 

immobilized enzymes (0.25 or 1.25 mg/ml) were added in Tris-HCl (25 mM) NaCl (50 mM) 

at pH 8 for a 2 mL final volume. The hydrolysis reaction was started by the addition of the 
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enzyme. Reaction media were kept at 37 °C and stirred at 250 rpm during 24h. Samples of 50 

μL were withdrawn for HPLC analyses. The reaction rate was calculated from the 

measurement of lysine concentration released during the hydrolysis. Conversion rate was 

expressed as the percentage of lysine released from acetyl-lysine by free or immobilized 

enzymes. 

For stability test, free or immobilized enzyme was kept one night at 55 °C and then 

convertion rate and enzyme activity were determined at optimal temperature (37 °C) after 

24h. For immobilized enzyme the initial activity (set as 100%) was used to calculate the 

relative hydrolytic activity to determine the stability. 

For recycling experiments, activity of immobilized aminoacylase was cyclically measured 3 

times and relative hydrolytic activity of immobilized enzymes was determined considering the 

first one used as reference (set as 100%). The specific activity of the aminoacylases was 

defined as the amount (mg) of aminoacylases to hydrolyse 1µmol of α-acetyl-lysine in 1 

minute at 37°C. This activity can be evaluated according to the following formula: 

𝑆𝑝𝑒𝑐𝑖𝑓𝑖𝑐 𝑎𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑦 (𝑆𝐴) =
𝑟𝑒𝑎𝑐𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑟𝑎𝑡𝑒 (µ𝑚𝑜𝑙 𝑚𝑛⁄ )

𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒𝑖𝑛 𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 (𝑚𝑔)
 

 

Acylation reaction: 

The enzymatic acylation of lysine was carried out in test tubes. Using S. ambofaciens crude 

extract as biocatalyst, the reaction medium consisted of the acyl-acceptor (0.12 M), acyl-

donor (0.24 M) and 1.25 mg/ml of protein in 2 mL of Tris-HCl (25 mM), NaCl (50 mM) at 

pH 8. Reaction media were stirred at 250 rpm and kept at 45 °C during 48h. To perform 

CALB-catalyzed reactions, substrates were added in 2 mL of 2-methylbutan-2-ol (M2B2) 

previously dehydrated on 4 Å molecular sieves. The initial water activity of the medium was 

decreased below 0.1 to limit the hydrolytic activity of CALB. Triethylamine was added to the 

reaction media in a large excess (2.4 mol/L) to favor the neutral form of amino groups. After 

solubilization of the substrates for 12 h at 55 °C, the acylation was started by the addition of 

10 g/L of CALB. Reaction media were stirred at 250 rpm and kept at 55 °C for CALB-

catalyzed reactions during 48h. 50 μL samples were withdrawn over time for analyses. These 

samples were diluted with methanol/water (80/20, v/v) before LC–MS analysis. The relative 
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synthetic activities obtained with immobilized enzymes were compared with free enzymes 

activity set at 100%. 

 Analysis of the reaction media 

Quantitative analysis of the lysine was performed by high-pressure liquid chromatography 

(HPLC). The separation of sample constituents was carried out according to the Shimadzu 

method® by derivatization of amino acids with the ortho-phtaldehyde (OPA) which, once 

excited with a wavelength of 350 nm, emits fluorescence to 460 nm. In hydrolytic reactions, 

the production of lysine of each reaction was monitored using HPLC (LC 20 AD – VP, 

Shimadzu, France) equipped with a fluorescence detector (RF-10A): excitation wavelength: 

350 nm, emission wavelength: 460 nm. The column used was a C18 (150 × 4.6 mm – 5 μm, 

Apollo, France) maintained at 45 °C. The elution was performed using a gradient fed at a 

constant flow rate of 1.0 mL.min-1 as following: 95% reagent A and 5% reagent B for 1 min, 

95-0% reagent A and 5-100% reagent B for 9 min, 100% buffer B for 5 min, 100-0% reagent 

B for 1 min. The column was then washed with acetonitrile (80%) for 5 min. The column 

temperature was controlled at 45 °C. Mobile phases consisted of NaH2PO4 0.78 g.L-1, 

Na2HPO4 1.79 g.L-1 for A phase and 600 mL of A phase added at 300 mL of acetonitrile for B 

phase. 

Qualitative and semi quantitative analysis of amino acid and peptide derivatives were carried 

out on a HPLC–MS system (ThermoFisher Scientific, San Jose, CA, USA) consisting in a 

binary delivery pump connected to a photodiode array detector (PDA) and a LTQ ion trap as 

mass analyzer (Linear Trap Quadrupole) equipped with an atmospheric pressure ionization 

interface operating in positive electrospray mode (ESI+). Chromatographic separation was 

performed on a C18 amide column (150 mm × 2.1 mm, 5 μm porosity – Grace/Alltech, 

Darmstadt, Germany) equipped with a C18 amide pre-column (7.5 mm × 2.1 mm, 5 μm 

porosity – Grace/Alltech Darmstadt, Germany) at 25 °C. Mobile phases consisted of 

methanol/water/TFA (80:20:0.1, v/v/v) for A and methanol/TFA (100:0.1, v/v) for B. 

Acylated peptides were eluted using a linear gradient from 0% to 100% of B for 5 min and 

then an isocratic step at 100% of B for 10 min, at a flow rate of 0.2 mL.min−1. Mass 

spectrometric conditions were as follows: spray voltage was set at +4.5 kV; source gases were 

set for sheath gas, auxiliary gas and sweep gas at 30, 10 and 10, respectively (in arbitrary 

units min−1); capillary temperature was set at 250 °C; capillary voltage was set at 48 V; tube 

lens, split lens and front lens voltages were set at 120 V, −34 V and −4.25 V, respectively. 
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Full scan MS spectra were performed from 100 to 1000 m/z and additional MS2 scans were 

realized in order to get structural information based on daughter ions elucidation. Raw data 

were processed using Xcalibur software (version 2.1 Thermo Scientific). 

 

 Results and discussion 

 Chemisorption of aminoacylases: supports characterization and hydrolysis activity 

The materials were fully characterized at each step of the supported biocatalyst preparation. 

The nitrogen sorption isotherms, the pore size distribution and the SAXS patterns of SBA-15-

R50% were depicted in Figure 5.2 (A, B and C). The bare silica SBA-15 and all the 

functionalized mesoporous silica exhibited a type IV isotherm, characteristic of the 

mesoporous materials according to the IUPAC classification (Sing, 1985). 

Considering the glutaraldehyde organic group, a decrease of the specific area, of the pore 

volume and of the average pores diameter was noted at each step of the functionalization 

(Table 5.1, Figure 5.2 A and 1B), confirming the grafting of the organic moieties. For 

example, from 877 m2/g for SBA-15, the specific area declined to 259 and 495 m2/g for SBA-

15-amine50% and SBA-15-amine10%, respectively (entries a, b and e). This can be attributed 

to the presence of the propylamine chains into the mesopores. The difference between the two 

targeted functionalization loading can be explained by the larger amount of organosilane 

engaged in the reaction to obtain a 50% loading than for 10 %. The only exception was the 

increase in specific area and pore volume between SBA-15-amine10% and SBA-15-glu10% 

(entries e and f). This may be explained by glutaraldehyde polymerization, resulting in 

formation of microporosity which could increase specific area and pore volume (Cestari et al., 

2004; Kamari et al., 2009). This phenomenon would not occur in SBA-15-glu50% because the 

two aldehyde functions of glutaraldehyde could react on the more numerous amine functions.  

After enzyme chemisorption, in addition to a further decrease of the specific area, the pore 

volume and the average pore diameter, the shape of the SBA-15-glu50%-acylase isotherm 

around 0.5 of relative pressure (Figure 5.2 Ad) indicated bottle-neck type pores (ALOthman, 

2012), which might be caused by the presence of enzymes.  

From the SAXS experiments it can be concluded that the structure of the SBA-15 was not 

modified during either the functionalization step or the chemisorption of the enzyme. Indeed, 

the three reflection peaks q1:q2:q3 of 1: √3: 2 (Figure 5.2 C), which is characteristic of a 2D 
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hexagonal arrangement of the mesoporous channels were clearly observed on the SAXS 

patterns after functionalization or immobilization steps 

The efficiency of the SBA-15 functionalization was also shown by the FTIR analysis (Figure 

5.2D). First remark that can be made was the strong disappearance of the silanols signals 

(3000-3750 cm-1), in particular the sharp band at 3740 cm-1 characteristic of the free silanols 

disappears, due to their consumption by APTES during the first step of amine grafting. One 

characteristic amine signal at 1590 cm-1 also appeared after functionalization. A second 

typical signal, non-represented on this figure, was also present at 4900 cm-1. These two 

signals strongly decreased after reaction with glutaraldehyde and two others appeared: one of 

the imine at 1650 cm-1 and one of the aldehyde at 1720 cm-1.  

Secondly, after the enzyme chemisorption (Figure 5.2 D.d), the aldehyde signal disappeared 

whereas the imine signal increased, which was consistent with the aldehyde consumption by 

enzymes’ amines thus forming imines. Finally, characteristic signals of the enzymes amides 

between 1510 and 1680 cm-1 further confirmed the enzyme chemisorption inside the 

mesoporous silica. 

29Si CP-MAS NMR spectroscopy was used to confirm the covalent linkage of the 

organosilane onto the mesoporous silica. Spectra of SBA-15-amine50%, SBA-15-glu50% and 

SBA-15-glu50%-acylase are given in Figure 5.2 E. These functionalized materials showed 

four peaks around -61, -69, -103 and -113 ppm respectively due to T2 [(SiO)2Si(OR)C], T3 

[(SiO)3SiC], Q3 [(RO)Si(OSi)3] and Q4 [Si(OSi)4], where R = H, Me or Et. The presence of Tn 

coordination of Si atoms supports the fact that the propylamine linker was covalently attached 

to the silica support. Integration of the Tn and Qn signals allowed the calculation of a real 

functionalization loading according to the formula ∫Tn/(∫Tn + ∫Qn). The obtained value of 59% 

for SBA-15-amine50% was consistent with the theoretical value of 50%. The 

loadingscalculated by the same method for SBA-15-glu50% and SBA-15-glu50%-acylase, 

respectively of 57 and 56%, showed that the organic moieties were stable during 

functionalization with aldehyde and enzyme immobilization. The functionalization 

loadingsfor SBA-15-glymo50% and SBA-15-glymo50%-acylase were 24 and 26% respectively. 

The higher grafting loading of amine by the use of APTES compared to glycidyle by the use 

of GPTMS was already observed on functionalization in porous silica powders (Lazghab et 

al., 2010) and SBA-15 (Jung et al., 2010). This may be due to the steric hindrance of the 

larger GPTMS chain compared to the one of APTES since the GPTMS trimethoxysilane 
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group should be more reactive than the APTES triethoxysilane group (Bernards et al., 1991; 

Loy et al., 2000). 

 

  

 
 

  
 

Figure 5.2: SBA-15 (a, ■), SBA-15-amine50% (b, ▲), SBA-15-glu50% (c, ●) and SBA-15-glu50%-
acylase (d, ♦) nitrogen sorption isotherms (A), average pore diameter distribution (B), SAXS 
patterns (C), FTIR spectra (D), 29Si CPMAS NMR spectra (E) and 13C CPMAS NMR spectra 
(F) 
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13C CPMAS NMR spectra of SBA-15-amine50%, SBA-15-glu50% and SBA-15-glu50%-

acylase are given in Figure 5.2 F. The three peaks observed at 43.8, 26.3 and 10.6 ppm for 

SBA-15-amine50% correspond at the three carbon atoms of the propyl chain. After reaction 

with glutaraldehyde, new signals appeared around 150 ppm, which may be attributed to the 

carbon atoms of the imine functions, and around 60 ppm, which may correspond to the carbon 

atoms in α position of the nitrogen atom. The spectrum was in accordance with literature 

(Jung et al., 2010), as the aldehyde carbon signals were also barely visible. Enzymes 

chemisorption was visible due to the new signal around 180 ppm which can be related to 

amides carbon atoms (Canilho et al., 2013). In the SBA-15-glymo50% spectrum (given in SI) 

the peaks were consistent with the incorporation of the glycidyle chain (Varghese et al., 

2016). With this functionalizations the enzymes chemisorption on the NMR spectra was 

barely visible. This can be explained by the low amount of enzymes present in the material, 

making their detection by NMR difficult. 

All 13C and 29Si CPMAS NMR spectra done are given in supporting information also with 

elementary data analysis. The latter also confirmed the incorporation of the organic groups 

and enzymes in the silicas. 

After chemisorption, the quantity of enzyme truly contained into the silica materials was 

determined by UV-Visible analysis of the filtrate, and subtracting the value calculated to the 

initial enzyme mass. By this way, the enzyme amount into both SBA-15-glu50%-acylase and 

SBA-15-glu10%-acylase was of 0.054 mg of enzymes per mg of material. Thus, a 

functionalization loading of 50% was not useful to support a maximal amount of enzymes. As 

the initial solution contained 0.1 mg of enzymes per mg of material, the chemisorption yield 

was 54%. 

To compare the linker influence onto enzyme immobilization and efficiency for reactions, 

SBA-15 was also functionalized with glycidyle functions at two loadings: 50 and 10% (Figure 

5.1, black path). 

Replacing glutaraldehyde by glycidyle the same evolution was noted concerning the nitrogen 

adsorption-desorption isotherms, the mesopores size distributions, the SAXS patterns and the 

infrared spectra. From Table 5. 1 (a, h, i, j, and k) a decrease of the specific area, porous 

volume and average pore diameter during the functionalization or immobilization step can be 

noticed. Enzyme immobilization was also confirmed by FTIR. The enzyme amount contained 

into the silica was also calculated by UV-Visible, both loadings of functionalization allowed 
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an immobilization of 0.036 mg of enzymes per mg of material. Thus, a 36% yield of 

immobilization, nearly 20% less than with the glutaraldehyde functionalized silicas was 

obtained. Surprisingly, glycidyle moiety is considered more reactive towards enzymes (as not 

only amine but also hydroxyl and thiol groups can react on it) than glutaraldehyde, and 

usually allows a greater amount of enzyme to be immobilized. As an example, 20% more of 

carbonic anhydrase was immobilized in SBA-15 by covalent attachment with glycidyle than 

with glutaraldehyde (Fei et al., 2016). A higher difference of 30% more of lipase of Candida 

rugosa was immobilized in Eupergit C (Knezevic et al., 2006), the same was noted with 

invertase immobilization onto siliceous mesostructured cellular foams (Szymańska et al., 

2007). However, Jung et al. described that this reactivity can be counter-productive as it can 

induce a multipoint attachment with enzymes, thus denaturing them (Jung et al., 2010). In the 

present case, the difference may be due to the lower content of glycidyle moiety (25%) than 

glutaraldehyde (50%) grafted in the silicas. Moreover, as the enzymes will not react in the 

same way towards glutaraldehyde or glycidyle group, it can be assumed that that all types of 

aminoacylases present in the S. ambofaciens crude extract will not be covalently linked onto 

the support. This can explain the different immobilized enzyme amount between SBA-15-

glux%-acylase and SBA-15-glymox%-acylase. 

 

Table 5. 1: Main characteristics of functionalized silicas with glutaraldehyde or glycidyle 

Entry Material 
SBET 

(m2/g)a 

Vpor 

(cm3/g)a 

Øpore 

(nm)a 

dBragg 

(nm)b 

a0 

(nm)b 

a SBA-15 877 1.1 9.8 10.9 12.6 

b SBA-15-amine50% 259 0.42 8.1 10.9 12.6 

c SBA-15-glu50% 220 0.30 6.4 11.0 12.7 

d SBA-15-glu50%-acylase 176 0.23 6.1 10.9 12.6 

e SBA-15-amine10% 495 0.72 8.9 10.9 12.6 

f SBA-15-glu10% 629 0.88 8.2 10.7 12.4 

g SBA-15-glu10%-acylase 307 0.46 7.4 10.9 12.6 

h SBA-15-glymo50% 454 0.67 8.4 10.9 12.6 

i SBA-15-glymo50%-acylase 344 0.61 8.5 10.8 12.5 

j SBA-15-glymo10% 552 0.80 8.6 10.9 12.6 

k SBA-15-glymo10%-acylase 351 0.66 8.9 10.8 12.4 
aDetermined by N2 sorption isotherms. bDetermined by SAXS experiments. 
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After detailed characterization, the obtained supported biocatalysts were tested for hydrolysis 

of N-α-acetyl-L-lysine reaction since it is a faster screening method for evaluating biocatalyst 

efficiency. 

The conversion rates of the N-α-acetyl-L-lysine hydrolysis, catalyzed by chemisorbed 

aminoacylases onto SBA-15 supports functionalized by glutaraldehyde or glycidyle function 

(SBA-15-glu/glymo10%-acylase) are presented in Figure 5.3A. Comparing with the activity of 

the free enzyme a dramatic decrease of hydrolytic activity was noted. Indeed, only 5 to 6% of 

N-α-acetyl-L-lysine were hydrolyzed by SBA-15-glu/glymo10%-acylase within 24 hours, 

while the free enzyme gave rise to a 100% conversion rate within the same period. In 

accordance with literature, this loss of activity for the chemisorbed enzymes can be related to 

mass transfer limitation such as lower concentration of substrate or buffer ions at the support 

surface. This may induce changes in pH and ionic strength which are no longer optimal for 

the enzyme. For example, in a study dealing with O2-dependant enzymes, Bolivar et al. 

described that the loss of activity of immobilized glucose oxidase was partly due to decreased 

concentration of oxygen at the material surface (Bolivar et al., 2013).  

Other factors that can explain the loss of activity are the presence of covalent bonds between 

enzyme and support, leading to a limited accessibility to the active site. Moreover, the enzyme 

stiffening by covalent bonds can involve a conformational changes, as a consequence during 

the catalytic reaction the access of the substrate to the active sites, the efficiency of the 

catalytic reaction and the release of the obtained products can be adversely modified(Hoarau 

et al., 2017). As an example, Van Langen et al. used a site titration to show that penicillin G 

acylase lost up to 80% of its activity by immobilization as a cross-linking aggregate or 

chemisorption onto Eupergit C (van Langen et al., 2002). Chemisorption of the same enzyme 

in epoxy-functionalized macrocellular heterogeneous silica-based monoliths decreased the 

catalytic activity by more than half (Wang et al., 2013). 

Since the optimum pH of the operating enzyme might be shifted after its immobilization, the 

hydrolysis of N-α-acetyl-L-lysine was performed under various pH. An increase of the 

activity was observed under alkaline conditions. The hydrolysis yields varied from 1 to 10 

when the operating pH was changed from 6 to 10 (Figure 5.3 B). However, the efficiency of 

the supported biocatalyst remains still lower than the free enzyme. In previous studies in the 

laboratory, the optimum pH found for acylases was around 8, to obtain a 100% yield in the N-

α-acetyl-L-lysine hydrolysis reaction (data not shown). Since basic pH can modify and even 
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destroy the mesoporous silica structuration, nitrogen sorption analysis and SAXS experiments 

were performed after reaction at pH 10 to determine the textural and structural properties of 

the supports (see supporting information). No change of its characteristics was observed. 

As the immobilization by chemisorption led to dramatic decrease of activity, a physisorption 

procedure was developed to evaluate if weaker bonds may allow greater flexibility, stability 

and reusability of supported enzymes. 

 

A 

 

B      SBA-15-glu10%-acylase  

 
Figure 5.3: Hydrolytic enzyme activity assays obtained for chemisorbed supports (A) and with 
SBA-15-glu10%-acylase under various pH (B) 

 

 Physisorption of aminoacylases: supports characterization and hydrolysis activity 

Immobilization conditions for physisorption onto naked SBA-15 were similar to those used 

for chemisorption in terms of pH, buffer and temperature. Presence of the enzyme onto SBA-

15 was evidenced by Infrared (Figure 5.4 A). Indeed, the major absorption bands of the 

peptide's group vibrations were observed in the range between 1200-2000 cm-1. The amide I 

band (1600-1700 cm-1) predominantly originates from the C=O stretching vibrations of the 

peptide bond groups and the amide II band (1510-1680 cm-1) arose from N-H in-plane 

bending and C-N stretching modes of the polypeptide chains. The amide III band arising from 

the N-H bending, C-C and C-N stretching vibration was detected at 1460 cm-1. The sharp 

band at 3740 cm-1 characterizes the free silanols. Below 1200 cm-1, vibrations of the silica 

framework are mainly at the origin of the peaks. To determine the maximum quantity of 

acylases that can be adsorbed onto SBA-15, the adsorption isotherm was built. 
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The curve reported in Figure 5.4 B was fitted according to the Langmuir equation: 

𝑄𝑒𝑞 =  
𝑄𝑚𝑎𝑥𝐾𝐿[𝐶]𝑒𝑞

1 + 𝐾𝐿[𝐶]𝑒𝑞
 

where Qeq and Qmax respectively stand for the quantity of adsorbed acylase and the maximal 

quantity of adsorbed acylase. 

 

A Langmuir constant KL of 8.0 ml.mg-1 and a maximum quantity of adsorbed enzymes Qmax 

of 0.25 mg per mg of material were determined. Comparing to values described with 

penicillin G acylase (Sun et al., 2009), with a Langmuir constant KL of 29 ml.mg-1 and a Qmax 

of 0.19 mg per mg of SBA-15, it appeared that the crude extract of aminoacylases exhibited 

low affinity for the carrier. However, the amount of physisorbed aminoacylases from S. 

ambofaciens was in the same range as compared to the ones obtained with penicillin G 

acylase adsorbed onto various kinds of mesoporous silica such as SBA-15 (0.19 mg per mg of 

SBA-15) or MCM-41 (0.23 mg per mg of material) (He et al., 2000). 

According to this, a quantity of 0.2 mg of enzymes per mg of material was adsorbed to 

evaluate the catalytic efficiency of the supported biocatalyst. Since to reach this value the 

concentration of enzymes in the starting solution was 0.6 mg per mg of material, the 

adsorption yields can be estimated to be 33%. 

The isoelectric point of aminoacylases crude extract from S. ambofaciens was not determined. 

As the one of penicillin G acylase is around 7 (Sun et al., 2009) and the one of SBA-15 is 2.3 

(Kokunešoski et al., 2010), so, the chosen pH for adsorption experiment (pH = 8) seems to not 

be the optimum one. Indeed, under this pH both the surface of silica and of the aminoacylases 

are negatively charged and repulsive forces between the supports and the enzyme occur, 

leading to a decrease of the adsorption efficiency. However, the adsorption pH was not 

modified since pH = 8 is the more favorable for the aminoacylases extracts, and also showed 

the best yield (100%) for N-α-acetyl-L-lysine hydrolysis reaction (data not shown). 

The difference in the enzyme amount between chemisorbed (0.05 mg of enzyme per mg of 

material) and physisorbed enzyme (0.2 mg/mg) was consistent with that described by other 

studies. For example, the quantity of Mucor miehei lipase physisorbed onto SBA-15 silicas 

was almost twice higher (0.43 mg of enzyme per mg of material) than the amount of  enzyme 
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chemisorbed onto isocyanate-functionalized SBA-15 (0.28 mg/mg) (Canilho et al., 2013). The 

difference was higher with penicillin G acylase physisorbed onto SBA-15 (0.35 mg per mg of 

material) and chemisorbed onto the glycidyle-functionalized one (0.11 mg/mg) (Sun et al., 

2009). 

 

    

Figure 5.4: FTIR spectrum of SBA-15-acylase (A) and acylase adsorption isotherm on SBA-15 
(B) 

 

Using physisorbed acylase for hydrolysis of N-α-acetyl-L-lysine, and comparing results with 

the ones achieved with the free enzyme, a decrease of the activity was also noted (Figure 5.5 

A). However, in that case the loss of activity was less drastic than that for the chemisorbed 

acylase. Within 24 hours the efficiency of the physisorbed acylase was about 25% of the one 

of the free enzyme against around 5% for the chemisorbed acylase. This observation is in 

accordance with literature. Indeed, He et al. also reported that penicillin G acylases 

immobilized by chemisorption onto MCM-41 silica had 4 times less activity than the one 

immobilized by physisorption (He et al., 2000). A decrease of penicillin G acylase activity 

after physisorption on macrocellular heterogeneous silica-based monoliths was also reported 

(Wang et al., 2013). However, as penicillin G acylase chemisorbed with glutaraldehyde 

linking onto cubic mesoporous silica KIT-6 presented more than twice higher activity than 

that of the physisorbed one onto the same material (Lü et al., 2008), it is difficult to predict 

the most suitable immobilization procedure that depends on the biocatalyst, the nature of the 

supports and the considered reaction.  
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The ability to reuse a biocatalyst is an important factor that can determine the economic 

viability of a biocatalytic process. In this study, the capability of SBA-15-acylase to be 

repeatedly was investigated. After each run, materials containing acylase were washed with 

Tris.HCl/NaCl buffer and filled with fresh substrate solution. The relative efficiency of the 

biocatalyst for N-α-acetyl-L-lysine hydrolysis was depicted in Figure 5.5 B. The results 

indicated that the supported biocatalyst activity was partially preserved but declined from 25 

and 30% after two successive reuses. This decrease can arise from either a desorption of 

enzyme during reactions, or washing steps, or a loss of the enzymatic specific activity. To 

decide between these two hypotheses, the specific activity was calculated for each cycle. This 

determination was performed by measuring the proteins concentration in washing water. By 

this way, a desorption phenomenon was identified as the main cause of reaction yield 

decrease. In fact, when the immobilization was carried out by physisorption, the interactions 

between the enzyme and the support are weak. Consequently, the leaching of the enzyme can 

occur. It is interesting to note that the specific activity was constant during the 3 cycles 

(Figure 5.5 B).The thermal stability of the immobilized enzyme was also investigated. To do 

so, reaction temperature was maintained 12 hours at 55 °C and reduced at 37 °C, which was 

the optimal temperature for hydrolytic reaction. 

On Figure 5.5 C was represented the relative enzyme activity obtained in thermal stability 

tests with free or immobilized enzymes. The initial enzyme activity (set as 100%) was used to 

calculate the relative enzyme activity. The diagrams highlighted a loss of enzyme activity of 

78% with free enzyme and 58% with SBA-15-acylase. These results showed that 

physisorption of enzymes on supports led to better thermal resistance, as confinement effect 

in a material may prevent from aggregation or denaturation by reducing extensive 

conformational changes (Urabe et al., 2007). Physisorption thus increases the capacity of 

aminoacylases to face extreme thermal conditions. 
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A 

 

B 

 

C 

 

Figure 5.5: (A) Hydrolytic activity with physisorbed acylase and free acylases; (B) Relative 
enzyme activity and relative specific activity of hydrolytic enzyme activity assays after re-use for 
3 cycles; (C) Relative enzyme activity for hydrolytic enzyme activity assays: in normal 
conditions (37 °C, 250 rpm) (grey) or after one night at 55 °C (black) catalyzed by free enzymes 
or SBA-15-acylase 

 

 Synthesis of lauroyl-lysine 

After materials synthesis characterization, and hydrolytic trials, focus was made on the 

aminoacylases synthetic activity and comparison with commercial immobilized CALB 

(Novozym435®). In this case, N-lauroyl-lysine was synthesized by reaction between lysine 

and lauroic acid in aqueous medium. 

The thermodynamic equilibrium of the reaction was achieved in less than 24 h with Novozym 

435. A longer time was requested (about 40 h) to reach this equilibrium for supported 

aminoacylases (data not shown). Nevertheless, in both cases, the conversion rate obtained at 
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thermodynamic equilibrium was about 40%. In Figure 5.6, the relative activities obtained with 

immobilized enzymes versus free enzymes (set at 100%), for synthesis of α-lauroyl-lysine 

were represented. The biocatalyst designed by the physisorption of the aminoacylases onto 

SBA-15 exhibited about a third of the activity of the free enzyme. This result was promising 

and optimization will be performed in future work to enhance the yield.  

It should be noted that as observed for the N-α-acetyl-L-lysine hydrolysis, physisorbed 

aminoacylases were more efficient than chemisorbed ones. For the N-lauroyl-lysine 

production, physisorption provided a 9-fold increase as compared to chemisorption. This 

supports our hypothesis that chemisorption induced conformational changes on enzymes, thus 

denaturing them, as seen in hydrolysis reaction. 

 

  

Figure 5.6: Synthetic enzyme activity assay with immobilized enzyme: SBA-15-glu10%-acylase, 
SBA-15-glymo10%-acylase and SBA-15-acylase comparison with free enzyme. (N.D: non 
detected) 

 

Lysine acylation reaction catalyzed by commercial immobilized CALB (Novozym435®) with 

lauric acid led to mono-acylated product with a molecular mass of M = 328 MS2  . 

Fragmentations for structural elucidation of this product generated two daughter ions, major 

ion (m/z = 266) corresponding to [(lauroyl-K) – H2O - COOH + H]+ and minor ion (m/z = 

293) corresponding to [(lauroyl-K) – 2H2O + H]+. The MS2 profiles were consistent with MS2 

spectrum of mono-acylated standards, indicating the production of ε-lauroyl-lysine. No α-

lauroyl-lysine was detected (Figure 5.7.A). 
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Figure 5.7: MS2 spectra of lauroyl-lysine synthesized using  

 

Surprisingly, when lysine acylation was catalyzed by free aminoacylases of S. ambofaciens 

another mono-acylated product with the same molecular mass (M = 328) but different MS2 

profile was formed (Figure 5.7.B). The major daughter ion corresponded to [(lauroyl-K) – 

2H2O – + H]+ (m/z = 293) and the MS2 spectrum was consistent with the production of α-

lauroyl-lysine. Up to now, this specific reaction has never been performed with free or 

immobilized enzymes.  

In Figure 5.7 C and D the MS2 profiles obtained with SBA-15-glu10%-acylase or SBA-15-

acylase were the same as the one obtained with the free enzyme. It can be concluded that the 

immobilization of aminoacylases onto SBA-15 support by chemisorption or physisorption did 

not change the regioselectivity of the lysine acylation reaction. 
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It should be outlined that it is the first time that the N-acylation on the α-position of the lysine 

or of the amino-acid in N-terminal position of peptides was performed with free or 

immobilized aminoacylases in aqueous medium. This opens new perspectives for the 

development of this type of enzymes and its complementary use compared to existing 

biocatalysts for acylated aminoacids synthesis. 

 

 Conclusion 

The present work reports for the first time the original regiospecificity of aminoacylases from 

S. ambofaciens for the N-acylation of lysine in -position.  An  immobilization procedure 

using physisorption is proposed allowing to maintain this regiospecificity and presenting 

performances higher than the  already reported ones. It is important to note that this reaction 

was conducted in aqueous media, by opposition with previously described reactions taking 

place in organic solvents and ionic liquids. This is of utmost importance in the framework of 

acylation of polar molecules such as aminoacids and peptides. In future work, in order to 

improve the reusability of the supported biocatalyst, silylation and immobilization onto meso-

macro materials will be considered to reduce desorption and improve synthetic activity 

performances of these original biocatalysts. 
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 Contribution de cet article 

Ce travail avait pour objectif de développer un procédé de N-acylation enzymatique de la 

lysine en position  catalysée par les aminoacylases de S. ambofaciens immobilisées sur un 

support mésoporeux silicaté. L’immobilisation de ces enzymes devrait conduire à une 

meilleure stabilité globale de ces dernières ainsi qu’à la possibilité de les recycler, ce qui 

permettrait le développement de stratégie de biocatalyse en réacteur continu.  

Dans une première partie les aminoacylases ont été immobilisées par chimisorption sur des 

supports SBA-15 fonctionnalisés par 2 molécules : le glutaraldéhyde (glu) ou le 3-

glycidyloxypropyl-triméthoxysilane (glymo). Le maintien de l’activité enzymatique a été 

évalué par la mesure de l’activité hydrolytique de l’acétyl-lysine puis de l’activité de synthèse 

de lauroyl-lysine Dans le cas des aminoacylases chimisorbées, les activités hydrolytiques et 

synthétiques ont été retrouvées avec de meilleurs résultats avec le SBA-15-glu-acylase avec 

un taux de greffage de 10 %. Cependant une importante perte d’activité a été observée, suite à 

l’immobilisation des aminoacylases par rapport aux enzymes libres. Différentes hypothèses 

peuvent expliquer cette perte d’activité telles que des limitations de transfert de masse au 

cœur du matériau, le blocage du site actif lors de l’immobilisation ou encore à de nombreuses 

liaisons covalentes lors de la chimisorption induisant une rigidification de l’enzyme. 

Dans une seconde partie, l’immobilisation par physisorption a été étudiée. Les résultats 

obtenus ont montré un taux d’immobilisation et des activités enzymatiques supérieurs à ceux 

obtenus lors de l’immobilisation par chimisorption. Des investigations ont été réalisées sur la 

stabilité thermique ainsi que sur le potentiel de recyclage de ces enzymes physisorbées. Les 

résultats ont indiqué que l’immobilisation par physisorption a permis de stabiliser les enzymes 

lors d’un traitement thermique par rapport à l’enzyme libre. Cette stabilité conférée aux 

enzymes physisorbées a été confirmée après le recyclage des enzymes jusqu’à trois cycles. 

Cependant un phénomène de désorption a été mis en évidence lors de ces recyclages, avec des 

pertes allant jusqu’à 25 % à chaque cycle. Fait intéressant, l’activité spécifique enzymatique 

des enzymes demeurant sur le support à quant à elle été maintenue pendant 3 cycles. 

En perspective, plusieurs pistes peuvent être explorées. Dans un premier temps, la synthèse de 

supports méso-macroporeux fonctionnalisés est envisagée afin d’augmenter la surface 

disponible pour éventuellement augmenter le taux d’immobilisation, tout en diminuant surtout 

les limitations de transfert de matière. Enfin, concernant le problème de désorption des 

enzymes, une étape de silylation post-physisorption des enzymes est envisagée.  
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3. Intensification du procédé d’acylation en réacteur micro-onde ou micro-fluidique 

Dans cette partie le choix du réacteur a été étudié. En effet, de nombreux paramètres sont à 

prendre en compte lors de la réalisation de la réaction afin d’orienter correctement le choix du 

réacteur. Ces paramètres sont le milieu réactionnel, les substrats utilisés, le biocatalyseur 

utilisé, le type de catalyse utilisée (homogène / hétérogène) en procédé continu ou discontinu. 

Dans cette partie deux types de réacteurs vont être étudiés : d’une part un réacteur agité 

mécaniquement et chauffé par irradiation micro-onde et d’autre part un réacteur micro-

fluidique utilisant le chauffage conventionnel. 

Dans un premier temps, l’influence du mode de chauffage a été étudiée en solvant organique 

avec CALB et en milieu aqueux avec les aminoacylases de S. ambofaciens, par comparaison 

entre le chauffage dit « conventionnel » c’est-à-dire via un bain d’huile sur une plaque 

chauffante thermostatée et le chauffage par irradiations micro-onde. L’irradiation par micro-

onde peut influencer la réaction par un effet thermique dû à un chauffage plus homogène du 

milieu réactionnel ainsi qu’un effet non-thermique pouvant être lié à une agitation 

moléculaire, favorisant le contact entre les molécules ou encore des interactions entre les 

molécules polaires et le champ électrique qui favoriseraient la formation d’intermédiaire 

tétraédrique (Fanti et al., 2015; Mazinani and Yan, 2016). Les effets non-thermiques sont 

étudiés par comparaison entre le chauffage par irradiation micro-onde et le chauffage 

conventionnel à une même température. En ce qui concerne l’acylation par des aminoacylases 

en milieu aqueux un réacteur micro-fluidique a été mis en œuvre afin d’améliorer le mélange 

de l’acide gras en milieu aqueux. Dans ce cas de milieu biphasique, l’hydrodynamique est 

d’une grande importance. Des comparaisons ont été réalisées entre les résultats de catalyse 

obtenue avec un réacteur agité mécaniquement par un barreau aimanté et un réacteur micro-

structuré micro-fluidique utilisant une géométrie en forme de cœur pour réaliser et favoriser le 

mélange, adapté pour les mélanges de milieux biphasiques (Elgue et al., 2013). 

 

 Influence du mode de chauffage : conventionnel & microonde : CALB en 
solvant organique 

Considérant les résultats obtenus dans le chapitre précédent sur la longueur de la chaîne de 

l’agent acylant sur les performances réactionnelles, les réactions d’acylation de la lysine 

catalysées par CALB ont été réalisées avec les acides oléique et laurique. 
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En l’absence de standard d’ε-lauroyl- et d’ε-oléoyl-lysine, les résultats ont été obtenus à partir 

d’une quantification par spectrométrie de masse à l’aide d’un standard interne, l’undecenoyl-

phenylalanine. Ils sont donc représentés par un facteur d’efficacité relative, le facteur θ 

(§2.4.7 Chapitre 2).  

𝜃 =
𝐴𝑏𝑜𝑛𝑑𝑎𝑛𝑐𝑒 𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒[𝑋]

𝐴𝑏𝑜𝑛𝑑𝑎𝑛𝑐𝑒 𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒[𝑋𝑟𝑒𝑓]
× 100 

ou [X] correspond à l’aire du pic de produit monoacylé issue des spectres MS et [X]ref l’aire 

du pic de référence correspondant à 24h de réaction en chauffage conventionnel (équilibre 

thermodynamique atteint) 

 

Dans un premier temps, les effets non-thermiques de l’irradiation par micro-onde ont été 

étudiés. Sur la Figure 5. 8 sont représentés les facteurs θ correspondant au rapport entre la 

quantité produite dans une condition donnée et celle obtenue après 24h de réaction en 

chauffage conventionnel. Lors de la comparaison entre deux réactions d’une heure mais de 

mode de chauffage différent, une amélioration de θ passant de 4 % avec le chauffage 

conventionnel à 13 % avec l’irradiation par micro-onde a été mise en évidence. Les résultats 

obtenus en 1h30 en réacteur micro-onde indiquent une augmentation d’un facteur 16 par 

rapport au chauffage conventionnel pendant 1h. Aucun impact de l’irradiation sur la 

régiosélectivité de l’enzyme n’est observé. Ces résultats montrent que l’irradiation par micro-

onde permet une augmentation de la vitesse de réaction pour la production d’ε-lauroyl-lysine. 

Cette même étude a également été réalisée pour la réaction d’acylation de la lysine avec 

l’acide oléique, les résultats sont représentés sur la Figure 5. 9. La même tendance est 

observée pour cette réaction avec un facteur θ de 3 % pour 1h en chauffage conventionnel à 

27 % pour 1h en réacteur chauffé par micro-onde. De plus, une amélioration de la production 

d’ε-oléoyl-lysine d’un facteur 15 est obtenu entre 1h30 en réacteur micro-onde et 1h de 

chauffage conventionnel. Cet effet favorable observé peut être dû soit à une meilleure 

homogénéisation de la température, soit à des effets non-thermiques (Réjasse et al., 2007, 

2006, 2004). 
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Figure 5. 8: Comparaison des facteurs θ de la réaction d’acylation de la lysine avec l’acide 
laurique catalysé par CALB dans du M2B2 à 55°C, en réacteur conventionnel et en réacteur 
micro-ondes histogramme à motif : conventionnel ; plein : micro-onde. 

 

 

Figure 5. 9: Comparaison des facteurs θ de la réaction d’acylation de la lysine avec l’acide 
oléique catalysé par CALB dans du M2B2 à 55°C, en réacteur conventionnel et en réacteur 
micro-ondes histogramme à motif : conventionnel ; plein : micro-onde. 

 

La synthèse d’oléoyl-lysine a également été réalisée en réacteur conventionnel et micro-onde 

à 70°C. La comparaison des échantillons correspondant à 24h de réaction réalisée à 55°C et 

70°C en chauffage conventionnel montre un facteur 13,5 fois plus élevé en faveur de la 

réaction à 70°C, ce qui nous permet de confirmer la présence d’un effet thermique très 

conséquent sur l’augmentation de l’activité enzymatique. 

Les résultats présentés en Figure 5. 10 sont les facteurs θ calculés avec comme référence 

l’échantillon à 24h de chauffage conventionnel à 70°C. Les résultats obtenus pour 
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l’échantillon à 1h de chauffage conventionnel indiquent une vitesse de réaction qui est accrue 

par rapport aux réactions réalisées à 55°C puisque à 1h de réaction, un facteur de 11 % est 

obtenu à 70°C contre 3 % seulement à 55°C. Une nette amélioration du facteur   est observée 

puisque ce dernier passe de 11 % à 57 %  (facteur 5) en utilisant le chauffage micro-onde par 

rapport au chauffage conventionnel durant 1h à 70°C, révélant une action autre que 

simplement thermique du chauffage micro-onde sur la réaction. En augmentant le temps de 

réaction sous réacteur micro-onde à 3h les performances sont quasi équivalentes à celle 

obtenues en 24h de réaction en chauffage conventionnel. 

 

 

Figure 5. 10: Comparaison des facteurs θ de la réaction d’acylation de la lysine avec l’acide 
oléique catalysé par CALB dans du M2B2 à 70°C, en réacteur conventionnel et en réacteur 
micro-ondes histogramme à motif : conventionnel ; plein : micro-onde. 

 

En conclusion de cette étude comparative du mode de chauffage, il apparaît clairement que les 

performances réactionnelles sont très dépendantes de la température appliquée, mais 

également du mode de chauffage. Dans le cas de l’acylation de la lysine catalysée par CALB, 

l’irradiation par micro-onde permet toujours une augmentation significative de l’activité 

enzymatique par rapport au chauffage conventionnel. 

Les résultats obtenus indiquent donc l’implication d’effets thermiques et non-thermiques dans 

l’intensification des réactions étudiées. Les effets non thermiques pouvant être la présence 

d’une agitation des groupements polaires des substrats et/ou CALB agissant sur la réactivité 

des molécules. Ces résultats sont cohérents avec les études sur les effets des irradiations 

micro-onde sur CALB. En effet des études ont montré que CALB possède une stabilité 

thermique comparable entre le chauffage conventionnel et les irradiations par micro-onde 
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(Kidwai et al., 2009; Rouillard et al., 2014; Rouillard and Thiery, 2013). La présence d’effets 

non-thermiques a également été observée sur CALB en réalisant des comparaisons de mode 

de chauffages à même température. Ces effets sont généralement favorables au chauffage 

micro-onde et permettent un accroissement de la vitesse de la réaction. Dans une étude 

réalisée par Réjasse (2004), une amélioration de la stabilité de Novozym 435® a été observée 

lors d’une comparaison entre chauffage conventionnel et chauffage par irradiation microonde. 

L’hypothèse émise ici est la présence de modifications de la flexibilité de la protéine sous 

l’effet du champ électromagnétique ce qui lui confèrerait des propriétés différentes et une 

stabilité améliorée (Réjasse et al., 2004). 

La biocatalyse sous irradiation micro-onde est dépendante de la température, du solvant, de la 

puissance mais surtout de la nature de l’enzyme utilisée. La réaction de N-acylation catalysée 

par CALB semble être adaptée à ce mode de chauffage, il serait donc intéressant d’optimiser 

cette réaction dans ce type de réacteur. De plus une étude menée par Rouillard (2014), a 

montré que la puissance de l’irradiation pouvait avoir un impact positif mais aussi négatif en 

fonction de la réaction ; il serait donc intéressant d’observer cette effet sur la N-acylation 

d’acide aminé (Rouillard et al., 2014). 

 

 Influence du mode de chauffage : aminoacylases en milieu aqueux 

Dans la littérature, les effets des irradiations micro-ondes sur l’activité enzymatique en milieu 

aqueux sont très divergents. Certaines études ont conclu à une amélioration de l’activité 

enzymatique (Bradoo et al., 2002). D’autres n’ont constaté aucun effet et certaines ont 

constaté une inactivation de l’enzyme (Zhao, 2010; Zhu et al., 2006). Les effets des 

irradiations micro-ondes sur une réaction enzymatique en milieu aqueux semblent donc varier 

en fonction de la composition du milieu et du biocatalyseur. La possibilité d’intensifier, en 

réacteur micro-onde, la réaction d’acylation de la lysine avec l’acide laurique lorsque celle-ci 

est catalysée par le mélange d’aminoacylases de S. ambofaciens a donc été étudiée et des tests 

par ajout progressif de solvant ont été réalisés. En possession du standard α-lauroyl-lysine, le 

produit a pu être quantifié directement. La Figure 5. 11 représente donc les taux de conversion 

de réactions réalisées après 1h à 45°C, soit dans le tampon Tris (25 mM) NaCl (50 mM) à pH 

8, soit dans du M2B2 ou dans un mélange tampon/M2B2 (50/50). Ces résultats montrent une 

baisse de rendement de 9 % en chauffage conventionnel à 1,7 % avec le chauffage par 

irradiation micro-onde lorsque la réaction est réalisée en milieu aqueux. Il semblerait donc 
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que les irradiations micro-ondes ont dans le cas de cette réaction un effet inhibiteur pouvant 

être dû à une inactivation des enzymes. 

 

 

Figure 5. 11: Taux de conversion après une 1h de synthèse d’α-lauroyl-lysine catalysée par les 
aminoacylases de S. ambofaciens dans différents milieux réactionnels. Histogramme à motif : 
conventionnel ; plein : micro-onde. 

 

Des tests complémentaires ont été réalisés en solvant organique-aqueux 100 % et 50 %. Les 

résultats montrent une perte d’activité enzymatique déjà présente lors de la réaction réalisée 

en chauffage conventionnel. Cette perte d’activité est donc également liée à la présence de 

solvant organique. Lors du chauffage par irradiations micro-ondes, la perte d’activité est 

également constatée. Il semble donc que la réaction d’acylation catalysée par S. ambofaciens 

(i) ne soit pas réalisable en présence de solvant organique et (ii) que cette même réaction en 

milieu aqueux ne soit pas compatible avec un chauffage par irradiation micro-onde. 

L’intensification ne semble pas pouvoir être envisagée par irradiations micro-ondes dans le 

cas de la mise en œuvre des réactions d’acylation par les aminoacylases de S. ambofaciens. 

Cependant, il n’est pas impossible qu’en modifiant le pH, la force ionique, la nature du 

tampon et la puissance d’irradiation, de meilleurs résultats puissent tout de même être 

obtenus. C’est une voie qui serait tout de même intéressante à explorer étant donné l’intérêt 

catalytique des amino-acylases.  
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 Influence du mode d’agitation 

Puisque l’intensification des aminoacylases ne semble pas pouvoir être envisagée en réacteur 

microonde, un autre mode d’intensification a été étudié. La réaction avec les aminoacylases 

ayant lieu en milieu biphasique, l’influence du mode d’agitation sur la réaction d’acylation de 

la lysine avec l’acide oléique catalysée par les aminoacylases de S. ambofaciens dans un 

milieu aqueux a été étudiée. Dans un premier temps, la réaction a été réalisée en système agité 

par un barreau aimanté à 250 rpm avec une sonication préalable des substrats pour favoriser la 

formation d’une émulsion. Les rendements obtenus avec et sans sonication sont présentés 

dans le Tableau 5. 2. Une amélioration significative du rendement est obtenue avec l’ajout de 

l’étape de sonication, celle-ci permet donc une amélioration de l’émulsion dans la réaction et 

démontre l’importance de l’homogénéisation du milieu. L’étape de sonication a donc été 

maintenue par la suite pour les autres réactions.  

Dans un second temps, la vitesse d’agitation a été étudiée. Les résultats ont indiqué qu’à 50 

rpm la vitesse d’agitation est trop faible, que l’émulsion n’est pas stable et qu’une séparation 

de phases apparaît, alors qu’à 500 rpm aucune différence significative n’est obtenue par 

rapport à 250 rpm. En effet,  il a été décrit qu’un bon mélange augmente le taux de conversion 

de la réaction, par contre, une agitation trop forte peut induire la désactivation des enzymes et 

donc une réduction de l’efficacité de la réaction (Ingesson et al., 2001). Dans l’étude de 

Mussatto (2008), la désactivation des enzymes est expliquée par la présence de trop fortes 

forces de cisaillement présentes lors d’une agitation excessive (Mussatto et al., 2008). Ces 

observations montrent l’importance de la mise en œuvre d’une agitation permettant un bon 

mélange afin de pallier les limitations de transfert de masse, ainsi que l’obtention d’un milieu 

le plus homogène possible sans appliquer trop de contraintes sur les biocatalyseurs.  

 

Tableau 5. 2: Rendement de la réaction d’acylation de la lysine et de l’acide oléique catalysées 
par les aminoacylases de S. ambofaciens à 45°C dans du tampon Tris (50 mM) NaCl (25 mM) à 
pH 8 avec ou sans sonication et à différentes vitesses d’agitation. 

 Rendement à 24h (%) 

Sans sonication 250rpm 12 ± 1 

Sonication 

50 rpm < 0 

250 rpm 18 ± 2 

500 rpm 16 ± 3 
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Les résultats obtenus confirment l’aspect primordial de la réalisation d’un bon mélange ; à 

cette fin, des réacteurs de type microstructurés microfluidique ont été développés. 

Les cinétiques de synthèse d’oléoyl-lysine avec agitation par barreau aimanté et agitation en 

réacteur micro-fluidique à différents débits sont représentées sur la Figure 5. 12 et les 

rendements de ces réactions sont indiqués dans le Tableau 5. 3. Les cinétiques ont été 

réalisées en parallèle soit en réacteur batch agité soit en réacteur batch avec recirculation du 

milieu réactionnel dans un réacteur microstructuré microfluifique (Corning®Advanced-

Flow™ Reactors LF). 

Les résultats obtenus montrent qu’à un débit de 0,5 ml.mn-1 aucune différence significative 

n’est observée, avec les réactions sous agitation mécanique à 250 rpm après 24h de réaction. 

Cependant, une augmentation du débit en réacteur micro-fluidique à 1 ml.mn-1 a pour 

conséquence une amélioration significative de la réaction permettant d’obtenir très 

rapidement 33 ± 8 % de taux de conversion. L’équilibre thermodynamique est en effet atteint 

au bout de 3h seulement alors qu’il n’est toujours pas atteint après 24 h dans les autres 

conditions. L’agitation par réacteur micro-fluidique semble donc permettre une amélioration 

de la réaction probablement en réduisant les contraintes causées par l’agitation sur les 

biocatalyseurs tout en permettant un bon maintien du mélange. 

 

 

Figure 5. 12: Concentration en α-oléoyl-lysine (M) produite sur 24h de reaction par les 
aminoacylases de S. ambofaciens à 45°C dans du tampon Tris (50 mM) NaCl (25 mM) à pH 8 
dans différentes conditions d’agitation. 

0,00

0,01

0,02

0,03

0,04

0,05

0 5 10 15 20 25

[a
lp

h
a-

o
lé

o
yl

-l
ys

in
e

] 
M

temps (h)

µfluidique 1ml/mn µfluidic 0.5ml/mn conventionnel



Chapitre 5 : Étude de l’acylation enzymatique à l’échelle du procédé 

227 

Tableau 5. 3: Rendement de la réaction d’acylation de la lysine et de l’acide oléique catalysées 
par les aminoacylases de S. ambofaciens à 45°C dans du tampon Tris (50 mM) NaCl (25 mM) à 
pH 8 en réacteur micro-fluidique à différents débits en comparaison avec les résultats de 
réaction à 250 rpm. 

Conditions d’agitation (avec sonication) Rendement à 24h (%) 

250 rpm 18 ± 2 

µfluidique (0,5 ml.mn-1) 14 ± 2 

µfluidique (1 ml.mn-1) 33 ± 8 

 

En conclusion, ces résultats préliminaires ont permis de montrer que l’agitation en réacteur 

microstructuré permet d’intensifier significativement la réaction d’acylation de la lysine avec 

l’acide oléique catalysée par les aminoacylases de S. ambofaciens en milieu aqueux. 

L’utilisation d’un réacteur microstructuré permettrait donc d’améliorer le micromélange et de 

favoriser les interactions enzymes-substrat en milieu biphasique   
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4. Conclusion du chapitre 

L’objectif de ce chapitre était de trouver des conditions de mise en œuvre permettant 

l’intensification de la réaction d’acylation, que ce soit pour les lipases ou les acylases. 

Plusieurs voies sont possibles pour atteindre cet objectif : i) immobiliser le catalyseur pour le 

stabiliser et pouvoir le recycler, ii) étudier l’impact d’un procédé microonde, iii) comparer des 

configurations de réacteurs, sachant que dans un milieu biphasique, le mélange est primordial. 

Une étude préliminaire sur l’immobilisation des aminoacylases de S. ambofaciens a été 

réalisée. En effet, ces enzymes récemment découvertes et décrites dans le chapitre 4 possèdent 

des propriétés très intéressantes telles que la catalyse de la réaction d’acylation en milieu 

aqueux des acides aminés ou des peptides bioactifs en particulier sur la fonction amine en 

position α. C’est pourquoi une immobilisation de ces enzymes parait pertinente en vue de leur 

mise en œuvre en réacteur continu et de leur recyclage. 

Au cours de cette étude sur l’immobilisation de ces enzymes, différentes méthodes 

d’immobilisation ont été comparées afin de cibler la méthode adéquate. Les résultats obtenus 

ont permis de montrer que l’immobilisation par chimisorption engendrait une perte d’activité 

hydrolytique et synthétique importante alors qu’une physisorption permettait l’immobilisation 

d’une plus grande quantité d’enzyme. L’immobilisation a permis d’améliorer la thermo-

stabilité des enzymes et de réaliser trois recyclages, tout en maintenant l’activité spécifique 

des enzymes. Cependant un phénomène de désorption a été mis en évidence lors de ces 

recyclages, avec des pertes allant jusqu’à 25 % à chaque cycle. Il a également été observé une 

perte d’activité par rapport aux enzymes libres probablement liée à des limitations de transfert 

de masse ou un accès réduit au site actif ou à une perte de flexibilité. Pour pallier ces 

problèmes, en perspective de ce travail, l’ajout d’une étape de silylation afin d’empêcher la 

désorption des enzymes ainsi que l’emploi de matériaux de type méso-, macroporeux sont 

envisagés pour favoriser les transferts de masse cruciaux pour la catalyse 

Dans une seconde partie, la biocatalyse sous irradiations micro-ondes a été étudiée. Tout 

d’abord, les effets de ce type de chauffage ont été observés en catalyse hétérogène avec 

Novozym435® en solvant organique. Les résultats obtenus ont indiqué que la réaction de N-

acylation catalysée par CALB semble être adaptée à ce mode de chauffage. L’impact positif 

de l’augmentation de la température sur les taux de conversion a été démontré ainsi que la 

présence d’effets non thermiques également responsables d’une amélioration des 

performances de la réaction. Par contre, les réactions de N-acylation en catalyse homogène 
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avec les aminoacylases de S. ambofaciens en milieu aqueux ont permis de mettre en évidence 

une incompatibilité de ce mode de chauffage sur cette réaction, dans nos conditions 

réactionnelles. Les influences respectives ou combinées du pH, de la molarité, de la force 

ionique et de la nature du tampon tout comme de la puissance du chauffage µonde sur 

l’acylation dans l’eau demeurent cependant intéressantes à étudier. 

L’utilisation du chauffage par micro-ondes semble donc être une piste intéressante pour 

l’intensification de la réaction de N-acylation par CALB en solvant organique. 

Dans une dernière partie, le mode d’agitation a été étudié dans le cas de l’acylation en milieu 

aqueux par les aminoacylases. La N-acylation étant réalisée ici en présence d’une émulsion de 

l’acide gras dans le tampon de réaction, l’optimisation de l’aspect hydrodynamique semble 

importante. Les résultats obtenus ont permis d’établir que l’utilisation d’un réacteur 

microstructuré permettait d’augmenter significativement le taux de conversion de ces 

réactions et également leurs vitesses. 
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Conclusion générale 

L’objectif de ces travaux de thèse était d’étudier les voies possibles d’amélioration de la 

réaction de N-acylation d’acides aminés par voie enzymatique par une approche multi-

échelle : moléculaire, réactionnelle et procédé. L’intérêt de la N-acylation d’acides aminés a 

déjà été largement décrit. En effet, ces molécules constituent une classe d'agents tensioactifs 

avec d'excellentes propriétés de surface, des activités biologiques intéressantes, un faible 

potentiel de toxicité et un faible impact environnemental. Pour pallier les limitations de cette 

voie enzymatique par rapport à la voie chimique actuellement utilisée dans l’industrie, ce 

travail a cherché à améliorer la compréhension de cette réaction à différentes échelles. 

 

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés à la catalyse de la réaction de N-

acylation de la lysine par CALB. À l’échelle moléculaire, les questions scientifiques 

auxquelles nous avons cherché à apporter des réponses étaient les suivantes : 

 Y-a-t-il des changements conformationnels induits par la lysine ? (induced fit 

effect) 

 L’orientation de la lysine a-t-elle un impact sur la conformation des résidus de la 

cavité et notamment les résidus catalytiques ? 

 Les réponses à ces différentes questions peuvent-elles être corrélées à la 

faisabilité, l’efficacité et la sélectivité réactionnelle ?  

 Quelles sont les règles qui régissent cette régiosélectivité ? (Chapitre 3 : échelle 

moléculaire) 

 

À l’échelle moléculaire, le but recherché était de développer un outil d’amélioration de la 

compréhension du mécanisme réactionnel d’une enzyme de structure connue et déjà utilisée 

dans l’industrie, CALB. Dans le souci de proposer un outil prédictif pertinent, des méthodes 

de simulation peu coûteuses en temps de calcul ont été privilégiées. Pour cela une 

méthodologie associant des simulations de docking et des calculs d’interactions a été 

développée.  

Au point de départ de cette étude, l’acyl-CALB et le ligand étudié ont été obtenus à partir de 

l’acyl-enzyme construite et optimisée lors des travaux de thèse de Ferrari (2014), afin de 
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réaliser les simulations de la réaction d’acylation. Pour réaliser cette étude, nous nous sommes 

concentrés sur la réaction de N-acylation de la lysine par l’acide laurique. En effet, cet acide 

aminé est un substrat de choix pour réaliser une étude sur l’efficacité et la régiosélectivité de 

CALB. 

L’échantillonnage de l’espace conformationnel du lauroyl-CALB et de la lysine a été réalisé 

par un protocole de docking flexible au cours duquel la flexibilité de chaines latérales 

d’acides aminés représentatifs du site actif a été explorée. Le protocole choisi a été mis au 

point par l’équipe de Koska en 2008. Les résultats ont montré que la lysine pouvait être 

orientée avec l’un ou l’autre de ces groupements NH2 vers le fond du site actif. Les différentes 

poses issues de la simulation de docking flexible ont ensuite été étudiées. Tout d’abord par la 

mesure de deux critères de distances déjà décrits dans plusieurs études comme permettant de 

trier les complexes obtenus, ceux ne respectant pas les critères de distance étant considérés 

comme « non-productifs » (De Oliveira et al., 2009; Ferrari et al., 2014). Les résultats obtenus 

ont indiqué plusieurs poses respectant les critères de distances indépendamment de 

l’orientation malgré une distance par rapport à l’His224, résidu catalytique, qui semble 

limitante en orientation α. Les résultats expérimentaux ont montré une N-acylation de la 

lysine dirigée sur son groupement NH2 en position ε, l’α-lauroyl-lysine n’ayant été observé 

que dans de très rares cas et sous forme de trace. Ces résultats semblent donc indiquer que les 

critères de distances, dans le cas de l’acylation de la lysine, sont nécessaires mais non 

suffisants pour trier les complexes « productifs », des complexes « non-productifs ».  

Afin de pallier cette limitation, une étape supplémentaire de calcul d’énergie d’interaction 

électrostatique des résidus Ser105 et His224 a été réalisée (Domagała et al., 2011). Ces 

calculs ont permis l’obtention de résultats très intéressants montrant que l’orientation en 

position α de la lysine ne permet dans aucun des cas l’interaction avec l’Histidine catalytique. 

Alors que, pour l’orientation ε, une nette concordance apparait entre le respect des critères de 

distance et les énergies électrostatiques d’interaction. Ces résultats indiquent donc clairement 

une régiosélectivité dirigée vers le groupement amine en position ε, cohérente avec les 

résultats expérimentaux. Il semble que l’association de simulations de docking flexible, de 

mesures de distances ainsi que des calculs d’énergie d’interaction électrostatique sur les poses 

respectant les critères de distances constitue une méthodologie permettant de prédire 

l’efficacité et la régiosélectivité de réactions d’acylation catalysées par CALB avec peu de 

temps de calcul. 
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L’étude suivant a eu pour but de comprendre les règles de cette régiosélectivité. Tout d’abord, 

l’observation de la flexibilité des résidus par détermination de RMSD par rapport à l‘acyl-

enzyme de départ a permis d’observer que, globalement, l’orientation n’avait que peu 

d’impact sur les mouvements des chaines latérales. Cependant, un phénomène de 

retournement de l’His224 a été observé. Celui-ci provoquerait un éloignement entre les 

atomes du cycle imidazole impliqué dans un transfert de proton faisant parti du mécanisme 

catalytique et les deux autres résidus catalytiques qui l’entourent (Ser105 et Asp187). En 

observant ce phénomène en fonction de l’orientation de la lysine, il est apparu que ce 

positionnement défavorable de l’His224 ce produit le plus souvent avec l’orientation α. Ce 

phénomène met en cause l’His224 dans la régiosélectivité de cette réaction de N-acylation. 

En complément de cette étude, la détermination des énergies d’interactions électrostatiques a 

été réalisée sur les résidus représentatifs de la cavité catalytique afin d’identifier d’éventuelles 

interactions pouvant causer cette régiosélectivité. Les résultats obtenus ont permis d’identifier 

l’implication de certains résidus dans l’éloignement ou le rapprochement avec les résidus 

catalytiques, tels que l’Asp134 qui est apparu comme un résidu permettant de tirer le ligand 

vers le fond de la cavité. 

 

En complément de cette étude une question supplémentaire a été considérée : 

- La nature de la chaîne acyle a-t-elle un effet sur la conformation de la cavité 

catalytique et sur les modes d’interaction de la lysine avec la cavité ? 

 

Dans cette étude de l’impact de la chaîne carbonée sur la réaction d’acylation, des simulations 

de docking flexible ont été réalisées sur plusieurs acyl-CALB présentant des chaînes 

carbonées de longueur différente : capryloyl-, lauroyl-, palmitoyl- et oléoyl-CALB. Les 

résultats ont montré que la nature de la chaîne carbonée de l’acyle avait un impact. En effet, 

l’analyse de toutes les distances d’intérêt au sein des complexes suggère une sélectivité 

dirigée sur la fonction amine ε de la lysine ainsi qu’une efficacité réactionnelle plus 

importante avec l’acide oléique, comparativement aux autres donneurs d’acyle. Ce qui a été 

vérifié expérimentalement dans le chapitre suivant. 
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Au cours de cette étude de la N-acylation de la lysine par CALB à l’échelle moléculaire une 

méthodologie permettant d’améliorer la compréhension des règles régissant la sélectivité et la 

réactivité de CALB a été développée. 

Cet outil associant docking et calcul d’énergie d’interaction électrostatique semble pertinent 

afin d’envisager l’efficacité et la sélectivité d’une réaction d’acylation catalysée par CALB. 

Cet outil pourrait permettre de cribler rapidement les ligands pouvant être acylés efficacement 

par CALB et prévoir la nature du produit qui sera obtenu. Une meilleure compréhension des 

interactions entre le site actif et le ligand peut également guider ce choix. Ces informations 

sur les interactions avec les résidus du site actif peuvent également donner des indications 

intéressantes lorsque l’on souhaite effectuer de l’ingénierie enzymatique. Il serait intéressant 

de réaliser les calculs d’énergies d’interactions électrostatiques de la Ser105 et de l’His224 

pour tous les acyl-CALB étudiés. Enfin, tester la méthodologie mise au point sur d’autres 

acides aminés et peptides permettrait d’explorer in-silico les possibilités d’acylation de CALB 

et ainsi de faciliter et d’orienter les prises de décision quant au choix des expériences à 

réaliser préférentiellement. 

De plus, à titre indicatif, un calcul DFT permettrait peut-être de valider une énergie 

d’activation moins importante lorsque l’acylation est dirigée vers le groupement NH2 en 

position ε. 

 

À l’échelle réactionnelle, nous avons tenté d’apporter des éléments de réponse à la question 

suivante : 

 Quel est l’impact d’un changement de biocatalyseur, de substrats, sur la 

sélectivité et les performances ? (Chapitre 4 : échelle réactionnelle) 

 

À l’échelle réactionnelle, l’objectif de notre étude était de déterminer expérimentalement 

le potentiel de différents biocatalyseurs lors de réactions de N-acylation de différents substrats 

acylés, aussi bien au niveau réactionnel qu’au niveau de la sélectivité. Pour cela, cette étude a 

démarré par une évaluation de l’activité aminoacylase dans un surnageant de culture de 

S.ambofaciens ATCC23877. Des activités d’hydrolyse de lysines acétylées sur leur 

groupement amine en position α et ε ont été observées ainsi qu’une activité d’acylation de 

lysine, SYK et LQKW avec l’acide oléique. En comparant les produits acylés obtenus lors de 
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ces réactions, avec les produits des mêmes réactions, mais catalysées par CALB des 

différences ont été observées. En effet, en réalisant une étude structurale par CLHP-MS-MS 

des molécules acylées issus de ces réactions, une différence de régiosélectivité a été montrée 

entre les deux biocatalyseurs. Il est apparu que les aminoacylases de S. ambofaciens possèdent 

une régiosélectivité majoritairement dirigée vers le groupement N-terminal de la lysine alors 

que dans le cas de CALB, la lysine est préférentiellement acylée sur le groupement amine en 

position ε. Cette différence de sélectivité vient donc s’ajouter au fait que les aminoacylases 

réalisent l’acylation en milieu aqueux contrairement à CALB. Ces enzymes possèdent donc 

un potentiel très prometteur concernant la synthèse d’acide amines/peptides acylés. En effet, 

la régiosélectivité orientée vers les groupements N-terminaux est un atout très peu décrit à ce 

jour, et qui permet d’acyler ces molécules sans modifier leurs chaînes latérales et donc leurs 

fonctionnalités. Ce potentiel des aminoacylases à acyler de nombreux acides aminés ou 

peptides devra être confirmé en élargissant les investigations à des substrats azotés autres que 

la lysine ou les peptides SYK et LQKW. 

En complément de cette étude, il a été observé que la nature du donneur d’acyle et notamment 

la longueur de sa chaîne carbonée n’avait pas d’impact sur la régiosélectivité quel que soit le 

biocatalyseur utilisé. De plus, des taux de conversion équivalents ont été obtenus dans le cas 

de l’acylation de la lysine avec l’acide laurique. L’utilisation d’un extrait protéique contenant 

plusieurs enzymes empêche la détermination de l’activité spécifique de l’enzyme afin de 

comparer véritablement avec CALB. Pour cette raison l’extrait protéique de S. ambofaciens a 

été étudié par comparaison des séquences génomiques de S. ambofaciens avec les gènes des 

aminoacylases précédemment découverte chez S. mobaraensis. Les résultats obtenus ont 

montré : 78% de similitude entre SAM23877_0977 et Sm-PVA, 85% de similitude entre 

SAM23877_1485 et Sm-eLA, ainsi que 93% de similitude entre Sam-AA et 

SAM23877_1734. Une quatrième séquence, SAM23877_6191 possédant 65% de similitude 

Sm-AA a également été découverte. Afin de rechercher la ou les enzymes responsables de 

cette activité aminoacylase des mutants de délétion ont été construits et leurs activités 

étudiées. À partir de ces résultats deux aminoacylases ont été identifiées comme responsables 

de l’activité hydrolytique dirigé vers l’N-acétyl-L-lysine avec deux sélectivités différentes. En 

effet, le produit du gène SAM23877_1485 réalise principalement l’hydrolyse de l’N-ε-acetyl-

L-lysine alors que le produit du gène SAM23877_1734 possède la capacité d’hydrolyser 

préférentiellement la N-α-acétyl-L-lysine. Il est donc possible d’imaginer que le produit du 
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gène SAM23877_1734 soit principalement responsable de l’acylation régiosélective sur le 

groupement N-terminal de la lysine ainsi que des deux peptides SYK et LQKW. 

D’autres études à l’échelle réactionnelle ont été réalisées plus spécifiquement sur CALB afin 

d’observer l’impact de la nature des substrats. Tout d’abord l’impact de la nature du donneur 

d’acyle en comparant les taux de conversion obtenus ainsi que la nature du produit dans le cas 

de l’acylation de la lysine. Il est apparu qu’avec les longueurs de chaînes carbonées de : 8, 12 

et 16 carbones la régiosélectivité est très majoritairement orienté vers la N-acylation en 

position ε même si quelques traces d’α-acyl-lysine peuvent apparaitre. Lors de l’acylation de 

la lysine avec l’acide oléique seul l’ε-oléoyl-lysine a été observé. Ces résultats sont 

parfaitement cohérents avec ceux obtenus précédemment lors de l’étude réalisée à l’échelle 

moléculaire. Au niveau des performances réactionnelles, les meilleurs résultats ont été 

obtenus avec l’acide laurique et l’acide oléique. Il a également été constaté que l’acide 

palmitique n’était pas un substrat de choix pour cette réaction. Puis, une étude expérimentale 

et théorique a été réalisée sur l’impact de la nature du substrat accepteur d’acyle. Cette étude a 

permis d’observer que dans le cas d’une réaction catalysée par CALB en solvant organique 

plusieurs paramètres devaient être pris en compte. En effet, la forme profonde et étroite de la 

cavité catalytique de CALB peut engendrer des phénomènes stériques pouvant impacter la 

réaction.  

Au cours de cette étude de la N-acylation enzymatique à l’échelle réactionnelle, les 

aminoacylases de S. ambofaciens et CALB ont montré un potentiel très intéressant pour la 

réalisation de cette réaction proposant des régiosélectivités différentes dans des milieux 

réactionnels différents. Pour les réactions catalysées par CALB, des donneurs d’acyles 

préférentiels ont été identifiés, les acides laurique et oléique. Il serait intéressant de tester ces 

réactions dans des milieux originaux tels que des solvants eutectiques… Il serait également 

intéressant de rechercher au travers de la modélisation moléculaire les raisons du faible taux 

de conversion obtenu lors de l’acylation de la lysine avec l’acide palmitique. En effet, 

quelques différences avaient été observées au niveau des résultats de RMSD pour les 

simulations réalisées avec cette acyle-enzyme. De plus, la faible solubilité des acides aminés 

en solvant organique a été mise en cause, en particulier dans le cas de l’acylation de la 

glycine. Afin d’éliminer ce problème, plusieurs voies sont envisageables comme la 

modification structurale du substrat ou encore le changement de température de réaction et 

l’amélioration de la dispersion du substrat (sonication, cell disrupteur).  
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Les aminoacylases de S. ambofaciens ont un fort potentiel du point de vue de la 

régiosélectivité tout en catalysant cette réaction en milieu aqueux. Il semble que le gène 

codant pour l’enzyme responsable de cette activité ait été identifié ; pour cette raison la 

production hétérologue ainsi que la purification de cette enzyme est en cours de réalisation. 

En attendant, la capacité de ce mélange d’aminoacylases à acyler d’autres acides aminés et 

peptides doit être explorée. 

 

Enfin à l’échelle du procédé, dans une dernière partie de cette étude, nous sommes attachés à 

répondre aux  questions suivantes : 

 Quel est l’impact de l’immobilisation sur les aminoacylases de S. ambofaciens ? 

Quel est l’impact du mode de chauffage, d’agitation sur les performances 

réactionnelles ? (Chapitre 5 : échelle du procédé) 

 

À l’échelle du procédé, l’objectif était de trouver des conditions de mise en œuvre 

permettant d’améliorer la réaction de N-acylation quel que soit le biocatalyseur utilisé 

(immobilisé ou libre). Dans le cas des aminoacylases de S. ambofaciens, celles-ci étant sous 

forme soluble, une étude préliminaire portant sur la possibilité de les immobiliser a été 

réalisée. Les résultats obtenus ont montré que l’immobilisation par chimisorption engendrait 

une perte d’activité hydrolytique et synthétique alors qu’une physisorption permettait 

l’immobilisation d’une plus grande quantité d’enzyme. La perte d’activité peut être attribuée à 

des limitations diffusionnelles ou encore à de trop fortes contraintes appliquées sur les 

enzymes dont on ne connait pas la structure, mais qui pourrait être multimérique comme c’est 

souvent le cas avec les acylases. Malgré cela, l’activité synthétique ainsi que la 

régiosélectivité des aminoacylases ont été maintenues. De plus, l’immobilisation par 

physisorption a permis d’améliorer la thermo-stabilité des enzymes et a permis 3 recyclages 

avec un maintien de l’activité spécifique des enzymes. Cependant, un important phénomène 

de désorption a été mis en évidence lors de ces recyclages. Cette étude préliminaire a permis 

de déterminer les conditions adéquates d’immobilisation des aminoacylases qui sera une étape 

importante dans l’amélioration de la N-acylation en position N-terminale des acides aminés et 

des peptides. En attendant, d’autres possibilités d’amélioration de cette réaction catalysée par 

les aminoacylases ont été explorées en catalyse homogène. Les aminoacylases réalisant la N-
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acylation en présence d’une émulsion de l’acide gras dans le tampon de réaction, l’étude de 

l’optimisation de l’aspect hydrodynamique nous a semblé pertinente. Pour cela, une étude 

comparative de l’impact de l’agitation a été réalisée par comparaison entre agitation par un 

barreau aimanté et par module microfluidique. Les résultats de cette étude montrent que la 

qualité du mélange est effectivement un paramètre important à prendre en compte dans le cas 

de cette réaction et il semble que l’utilisation du réacteur microstructuré microfluidique 

permettrait d’augmenter significativement le taux de conversion et également les vitesses de 

ces réactions. Dans ce chapitre, le mode de chauffage a également été étudié soit en catalyse 

homogène sur les aminoacylases de S. ambofaciens en milieu aqueux, soit en catalyse 

hétérogène sur CALB (Novozym435®). Les résultats obtenus avec CALB ont indiqué que la 

réaction de N-acylation de la lysine par les acides laurique et oléique semble être adaptée à ce 

mode de chauffage. En effet, l’augmentation de la température et des effets non thermiques 

ont permis l’amélioration de la production d’acyl-lysine. Le chauffage par irradiation 

microondes semble être une voie intéressante pour intensifier la réaction de N-acylation par 

CALB en solvant organique. Cependant les expérimentations réalisées en milieu aqueux avec 

les aminoacylases de S. ambofaciens ont montré l’incompatibilité de ce mode de chauffage 

sur cette réaction, dans nos conditions réactionnelles. 

Au cours de cette étude de la N-acylation à l’échelle du procédé, l’objectif était la recherche 

de réacteurs adaptés aux conditions de réaction ainsi que l’immobilisation des aminoacylases 

produites au laboratoire afin d’élargir les possibilités d’amélioration du procédé d’acylation 

par ces enzymes. 

A cette fin, un scale-up de la production des aminoacylases de S. ambofaciens est une étape 

nécessaire afin de pouvoir les caractériser. Des premiers essais ont déjà été réalisés dans un 

réacteur de type air-lift. Ensuite, concernant l’immobilisation de ces enzymes l’ajout d’une 

étape de silylation est en cours de réalisation afin de pouvoir utiliser la physisorption tout en 

limitant ou empêchant le phénomène de lessivage de l’enzyme durant le procédé. L’usage de 

matériaux de type mésoporeux assez large, ou macroporeux est envisagé afin de favoriser les 

transferts de masse cruciaux pour la catalyse en milieu hétérogène. 

Le chauffage par microonde semble être bien adapté à l’acylation catalysée par CALB. 

Cependant, les conditions de mise en œuvre restent à optimiser par la mise en place d’un plan 

d’expériences. Concernant, les aminoacylases, il faudrait vérifier si la perte d’activité est due 

à des conditions opératoires non adaptées à ce mode de chauffage ou à une inactivation des 

enzymes. Par ailleurs, en réacteur microfluidique, une amélioration du taux de conversion par 
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rapport à une agitation mécanique avec un barreau aimanté a été constatée. Cette piste semble 

très prometteuse pour l’intensification des réactions de N-acylation au regard de ces premiers 

résultats préliminaires. 
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Annexe 1: Schéma résumé de l’algorithme ChiFlex (Koska et al., 2008) 

 

  

, -----------------------------
t,.j Start loop for i from 1 to n 

~ 1 Choose residue i 1 

1 30 Protein structure J Construct complete structure by 
~ making ali possible combination 

Sample side-chain of the partial structures and 
conformations of residue i energy minimize using CHARMm 
and energy minimize using 

1 Select a set of n residues 

1 

CHARMm 

for flexibility testing 

Accept conformation if 
1 Remove ali side-chain ~ pass energy threshold 

atoms of selected residues and degeneracy checking Output: multiple conformations 
with vary ing side-chain 
conformations of the selected 
re si dues 

1 

1 End loop for i 1 
1 ------------- -- --------------J 

1 Output: a set of partial 
structures ~ 



Annexes 

257 

Annexe 2 : Schéma résumé de l’algorithme ChiRotor (Koska et al., 2008) 

 

 

r-+1 Start loop for i from 1 to n 
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Construct complete structure using 
the lowest Energy conformer of each 
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1 
Sample side-chain 
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Select a set of n residues 
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1 
1 

chains 

l 
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1 Start loop for i from 1 to n 
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Energy minimize side-chain 1 1 
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Replace side-chain conformation i 
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Save the best 2 ~ 
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conformations for residue i ' 1 
1 
1 
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j_ 
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1 End loop for i 1 1 
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1 End loop for i J 
' , ___ ____________ _ 

-------------- __t-
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1 Output: One lowest energy 
structure 1 



 

 

Approche multi-échelle pour l’étude de la réaction de N-acylation enzymatique d’acides aminés 

La réaction de N-acylation d’acides aminés ou de peptides permet l’obtention de dérivés de ces molécules présentant des propriétés 
bioactives et/ou techno-fonctionnelles, avec une biodisponibilité, une hydrophobie et une stabilité accrue. Les acides aminés acylés ont 
été largement décrits comme constituant une classe d'agents tensioactifs avec d'excellentes propriétés de surface, des activités 
biologiques intéressantes, un faible potentiel de toxicité et un faible impact environnemental. Actuellement réalisée de manière chimique 
à l’échelle industrielle, l’acylation de ces acides aminés ou peptides présente des contraintes en termes de sélectivité réactionnelle et 
d’innocuité vis-à-vis de l’environnement ainsi qu’en termes de coût de retraitement des effluents polluants. Une alternative à cette voie 
chimique est l’utilisation d’enzymes capables de catalyser ces réactions d’acylation. Dans la littérature, différents couples d’enzymes et 
de solvants ont déjà été décrits. Néanmoins, les performances réactionnelles de ces systèmes demeurent parfois limitées. L’objectif de 
cette thèse a donc été l’amélioration du procédé d’acylation par une approche à différentes échelles. À l’échelle moléculaire, une étude a 
été réalisée avec la lipase B de Candida antarctica (CALB). Une approche de modélisation moléculaire a été utilisée afin de mettre au 
point une méthodologie associant des simulations de docking et des calculs d’interaction permettant d’améliorer la compréhension et 
permettre la prédiction de la régiosélectivité de CALB lors de l’acylation de la lysine par différents acides gras. Des études ont également 
été conduites à l’échelle réactionnelle, notamment avec la recherche de nouveaux biocatalyseurs de type aminoacylases dans l’extrait 
brut de Streptomyces ambofaciens. La régiosélectivité et les performances de la réaction catalysée par ces enzymes ont été comparés à 
celles de CALB. Les résultats ont mis en évidence un potentiel très prometteur des aminoacylases de S. ambofaciens concernant la 
synthèse d’acide aminés/peptides acylés. En effet, en plus de leur aptitude à réaliser la réaction d’acylation en milieu aqueux, ces 
enzymes possèdent une régio-sélectivité qui diffère de celle de CALB. Cette régio-sélectivité orientée vers les groupements N-terminaux 
est un atout très peu décrit à ce jour, car elle permet d’acyler ces molécules sans modifier les chaînes latérales des acides aminés ou des 
peptides et donc leurs fonctionnalités. Dans la dernière partie de ces travaux, des études à l’échelle procédée ont été menées. Tout 
d’abord, l’immobilisation des aminoacylases sur des matériaux mésoporeux silicatés a été réalisée et différentes méthodes 
d’immobilisation ont pu être comparées. Cette étude a permis de proposer une méthode d’immobilisation des aminoacylases de S. 
ambofaciens par physisorption, permettant de conserver l’activité spécifique pendant au moins 3 cycles. Puis, dans une dernière partie, 
l’intensification de la réaction d’acylation en réacteur microondes ou microstructurés a été abordée. Les expérimentations réalisées dans 
un réacteur chauffé par irradiation micro-onde ont montré que ce type de réacteur était adapté à la réaction d’acylation catalysé par 
CALB sous sa forme immobilisée commerciale (Novozym435®) en solvant organique, ce qui n’est pas le cas avec des aminoacylases de 
S. ambofaciens libres, en milieux aqueux. Pour cette réaction, d’autres méthodes d’intensification ont été envisagées, notamment en 
réacteur microstructuré de type microfluidique. L’efficacité du mélange étant primordiale notamment en milieu biphasique, celle-ci a pu 
être améliorée avec un taux de conversion supérieur dans ce réacteur comparativement à un réacteur classique agité mécaniquement. 

Mots clés : N-acylation, catalyse enzymatique, modélisation moléculaire, lipase, aminoacylase, immobilisation d’enzyme 

 

Multi-scale approach for the study of enzymatic N-acylation reaction of amino acids 

N-acylation of amino acids or peptides results in bioactive and/or functional molecules showing increased bioavailability, hydrophobicity 
and stability. Acylated amino acids have been broadly described as being a kind of surfactant with great surface chemistry properties, 
interesting biological activities, weak toxicity and low environmental impact. Acylation of amino acids or peptides is being performed 
chemically at industrial scale. It creates constraints in term of reaction selectivity, environmental safety and cost of polluted wastewater 
treatment.  Enzymatic catalysis is an alternative to chemical acylation reaction. Several enzyme/solvent pairs have already been described 
in the literature. Their performance are however somewhat limited. The objective of this thesis work was thus to improve the capacity of 
acylation processes at different scales. At the molecular scale, a study was performed using Candida antarctica’s (CALB) lipase B. 
Molecular modeling was used to create a methodology coupling docking simulation and interaction calculus that would allow for a better 
understanding of CALB regioselectivity during lysine acylation by different fatty acids. Studies were also conducted at the reaction level, 
especially by searching for new aminoacylase-type of biocatalysts in Streptomyces ambofaciens raw extract. Regioselectivity and 
performance of these enzyme’s catalytic reactions were compared to those of CALB. Results brought into light a promising potential 
from S. ambofaciens’ aminoacylases in synthesizing acylated amino acids/peptides. Indeed, on top of their ability to catalyse acylation 
reaction in aqueous solution, these enzymes have a different regioselectivity compared to CALB’s. Regioselectivity targeting N-terminal 
groups is a rarely researched phenomenon allowing acylation to be performed without modifying amino acids or peptides lateral chains 
and hence their functionality. In the last part part of this work, studies at process scale were performed. Aminoacylase were first 
immobilized on mesoporous silicates and several immobilisation methods were compared. Using physisorption, a method for the 
immobilisation of S. ambofaciens’ aminoacylases was developed to reach a conserved specific activity during 3 cycles. Finally, 
intensification of acylation reaction was examined in microwave or microstructured reactors. First, an experimental set up was performed 
in an heated reactor using microwaves irradiation. This kind of reactor was demonstrated as being adapted to acylation reaction using a 
commercial immobilized form of CALB (Novozym435®) as catalyst in organic solvent. The microwave reactor was however not suited 
for free S. ambofaciens aminoacylase in aqueous solution. For that latter reaction, intensification had to be approached through other 
aspects of the process. Hydrodynamic appeared indeed as an important aspect for this reaction occurring in a biphasic medium composed 
of fatty acids and aqueous solution. A microstructured microfluidic reactor was hence tested. Conversion yield were increased with this 
system. This study demonstrated how mixing quality was an important factor for acylation reaction and could be a way to intensify the 
enzymatic process at larger scale. 

Keywords: N-acylation, enzymatic catalysis, molecular modelisation, lipase, aminoacylase, enzyme immobilisation 
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