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Introduction

Le fait que leau soit le
constituant majeur de
tous les systémes vivants a
conduit, pendant de nom-
breuses années, les bio-
logistes & n’envisager
le fonctionnement des
constituants de ces syste-
mes que dans un environ-
nement  essentiellement
aqueux. Cette attitude a
été confortée par la solu-
bilité élevée de la plupart
des biomolécules (& l'ex-
ception des lipides), en
milieu aqueux. Ceci expli-
que certainement [’exis-
tence dans lesprit de
nombreux  biochimistes,
d’'une antinomie quasi
fondamentale entre la no-
tion d’activité biologique
et celle d’environnement
partiellement ou totalement non-aqueux.

Ainsi, dans le domaine particulier de I'enzymologie, par exemple,
la plupart des études (production et purification des enzymes,
étude de leur structure, élucidation de leur mécanisme de
fonctionnement et de régulation) ont été effectuées en phase
aqueuse pure.

Lintervention de solvants organiques n’a ét¢ introduite que
comme moyen d¢tude du mécanisme réactionnel de certaines
enzymes. Deux principaux cas peuvent étre distingués :

e ¢lucidation du réle de I'eau : I'addition de solvants organiques
miscibles a ’eau permet d’abaisser la concentration de celle-ci
dans le milieu et de quantifier son influence sur la valeur des
paramétres cinétiques de Penzyme (k. K. Ainsi, par exemple,
'addition de dioxane a permis I'¢tude de I'étape de désacylation
des réactions d'hydrolyse catalysées par la chymotrypsine (1, 2)
et la trypsine (3, 4). De méme, I'addition de solvants pouvant
jouer un réle d’accepteur analogue a celui de l'eau, notam-
ment d’alcools, a conduit & lexplication de lactivité trans-
férase d’hydrolases faisant intervenir un intermédiaire covalent
[phosphoryl-(5, 6), glycosyl-(7, 8) ou acyl-(9, 10) enzyme].

e réactions enzymatiques & basse température : I'utilisation de
mélanges de solvants non-aqueux a permis I'¢tude du mécanisme
de réactions enzymaliques en opérant i (rés basse température, en
Pabsence de phénoménes de congélation, 11 a ainsi été possible de

* Conférence présentée au cours des Rencontres nationales
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metire en évidence et de caractériser des étapes réactionnelles
intermédiaires. Les résultats et potentialités de la cryo-
enzymologie ont ét¢ récemment passés en revue (11-13).

A coté de ces études cinétiques et mécanistiques, il apparait, de
plus en plus nettement, que Iétude du fonctionnement des
biocatalyseurs en phase striclement aqueuse ne constitue qu’un
modele trés insuffisunt de leur action in vivo, modéle dont les
limitations sont de plus en plus évidentes au fur et & mesure que
progresse la connaissance de la structure des systémes membra-
naires. En effet, la majorité des enzymes agissent non pas a I'état
libre dans le cytoplasme mais sous forme associée, notamment aux
constituants membranaires de la cellule ou des organites intra-
cellulaires, c’est-a-dire dans un micro-envirorinement trés sensible-
ment dilférent d'une phase aqueuse homogéne. Dans cette
optique, I’tude du fonctionnement des enzymes en présence de
solvants organiques permet délaborer des modéles de leur action
au niveau des structures membranaires dans des conditions
nettement dilférentes de celles de Peau pure (3, 14, 15). Maurel (16)
a montré que les effets cinétiques observés en milieu mixte eau-
solvant, précédemment attribués a la modification de la constante

I. Substrat peu soluble en phase aqueuse

Les limitations inhérentes a lutilisation de milieux totalement
aqueux lors de I'étude de systémes enzymatiques sont particu-
lierement évidentes lorsque leurs substrats ont un caractére
hydrophobe tellement marqué qu'ils présentent une solubilité
extrémement faible dans l'eau. (est notamment le cas de
nombreuses enzymes intervenant dans le métabolisme des lipides.

Ainsi, par exemple, la mise en évidence et la détermination d’une
activité phospholipase chez des champignons, Rhizopus arrhizus et
Mucor javanicus, n'a pu étre possible qu’en utilisant des conditions
d’'analyse dans lesquelles le substrat, la lécithine d’ceuf, est dissous
dans un solvant organique, |"éther isopropylique (25), Ceci évite la
solubilisation préalable des systémes enzymatiques fortement liés
aux structures membranaires, solubilisation qui peut s'accompa-
gner d’une modification importante des propriétés catalytiques de
ces systemes.

De méme, l'utilisation de mélanges solvant organique-eau permet
daugmenter la solubilité des stéroides et [acilite leur conversion
par des enzymes isolées ou par des cellules non proliférantes.
Mosbach et Larsson (26) ont décrit la transformation du composé
S de Reichstein, dissous dans une solution 4 2,5 % de DMSO dans
I'eau, en cortisol par une préparation de cellules de Curvularia
lunata incluses dans un gel de polyacrylamide dont I'activité I1-p-
hydroxylase est préservée aprés inclusion :
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oxydé en prednisolone par une préparation de A-1 dés-
hydrogénase purifiee de Corynebacterium simplex (26) :
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Une stéroide estérase de Corynebactertum a éié utilisée pour
hydrolyser I'acétate de testostérone, en solution dans un mélange
eau/DMEF, en testostérone (27). Le groupe de D. Thomas a étudié
Poxydation de I'androstérone par une préparation de (a-stéroide
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diélectrique du milieu (17), étaient en fait a relier a I’influence du
solvant sur le phénomeéne d’association enzyme-substrat. On peut,
de plus, souligner que, contrairement aux solvants utilisés pour de
telles études (dioxane, DMSO,..), les constituants lipidiques des
membranes ont une structure macromoléculaire et, de ce fait, un
mécanisme d'interaction avec les molécules protéiques trés
sensiblement différent. Ainsi, par exemple, 'immobilisation de la
lactate deshydrogénase (18) et de ’hydroxybutyrate deshydrogé-
nasc (19) en présence de lipides se traduit par une importante
augmentation de la stabilité de ces enzymes. De plus, dans de
nombreux cas, I'addition de solvants organiques au milieu de
réaction a pour conséquence un net accroissement de Iefficacité
de la catalyse enzymatique (20-23).

Au cours des derniéres années, les exemples d’utilisation
d’cnzymes en présence de solvants organiques se sont multipliés
(15, 24): raddition de solvants permet soit deflfectuer plus
efficacement des réactions enzymatiques, soit de transformer des
réactions d’hydrolyse en réactions de synthése. Nous allons passer
en revue les principaux exemples de cette nouvelle voie
d’application des bio-catalyseurs.

deshydrogénase de Pseudomonas testosteroni immobilisée, par
réticulation, en présence de NAD™ (28). La teneur optimale en
méthanol, qui favorise la solubilité du substrat dans le milieu de
réaction, est de 5% (v/v). Pour les concentrations supéricures
d’alcool, un effet dénaturant est observé. L'enzyme immobilisée
est, toutefois, nettement moins sensible & cet effel que I'enzyme
libre. La consommation de coenzyme est limitée en effectuant sa
régénération par l'oxygéne en présence de phénazine
méthosulfate (PMS).

Cremonesi et coll. (29-31) ont développé un procédé de
transformation des stéroides en systéme biphasique, dans lequel
I'enzyme et le coenzyme éventuel se trouvent dans la phase
aqueuse, alors que le substrat et le produit sont dissous dans un
solvant organique non miscible & 'eau (schéma 1) :
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EAU

@ @ ® Enzyme
®

@ S

® P

Substrat

Produit

Une telle mise en ceuvre limite I'effet dénaturant du solvant sur
'enzyme et surtout permet de bénéficier de la solubilité nettement
plus €levée du substrat et des produits dans la phase organique : la
vitesse de Ja réaction enzymatique est toujours maximale et la
récupération du produit est facilitée. Cette approche a été
appliquée & I'oxydation de différents stéroides (estradiol, estrone,
testostérone,...) dissous dans I'acétate d'éthyle par I'oxygéne en
présence de laccase A de Polyporus versicolor (29). La testostérone
peut étre oxydée en androst-4-éne-3,17 dione par le NAD ™' en
présence de f-hydroxystéroide déshydrogénase de Pseudomonas
testosteroni (30) :
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Les meilleurs résultats sont obtenus en utilisant comme solvant
'acétate de butyle dans lequel les stéroides sont environ 500 fois



plus solubles que dans I’eau. Il en est de méme dans le cas de la
réduction de la cortisone par le NADH en présence de 20-B-
hydroxystéroide déshydrogénase (31). Il est possible de n’employer
qu’une quantité catalytique de NADH, en régénérant celui-ci par
couplage de la réduction du stéroide avec I'oxydation de I’éthanol
en acétaldéhyde catalysée par lalcool déshydrogénase. La
réversion de cette derniére réaction est évitée en piégeant
Pacétaldéhyde par réaction irréversible avec le semi-carbazide :
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II. Réactions de synthése

Lorsque 'on considére les possibilités de la catalyse enzymatique,
on observe que, sur les 2 000 enzymes qui ont été répertoriées,
seule une dizaine sont utilisées a grande échelle et qu’il s’agit, pour
I'essentiel, d’hydrolases (seule la glucose isonérase fait exception).
Or, 'apport le plus significatif de la catalyse enzymatique dans le
domaine de la biotechnologie ne peut résulter que de la réalisation
de réactions de synthése. Mais, ces réactions sont des réactions
endergoniques, c’est-d-dire des réactions qui nécessitent, pour
avoir lieu dans les conditions biologiques de mise en ceuvre, un
apport énergétique réalisé généralement par l'intervention d’un
coenzyme ou d’une forme activée du substrat (ce qui correspond
au couplage de la réaction endergonique avec une réaction
exergonique). Ceci pose le probléme de I'addition d’'un coenzyme,
consommé en quantité stoechiométrique, au milieu de réaction et,
donc, de la régénération de celui-ci si 'on veut considérer un
systéme €conomiquement envisageable.

Une approche alternative de telles réactions de synthése consiste a
mettre a profit le fait que les réactions d’hydrolyse sont
généralement des réactions équilibrées. Il est donc possible, en
modifiant les conditions opératoires, de transformer une réaction
d’hydrolyse en réaction de synthése, en utilisant la méme enzyme
(un catalyseur n’ayant aucune influence sur la position d’un
équilibre réactionnel), et de transformer ainsi une hydrolase en
« synthétase ».

Si 'on considére une réaction d’hydrolyse :
A+H,O=B+C

on voit que la réversion de cette réaction peut étre prévue par
simple application de la loi d’action de masse. Il faut augmenter la
concentration des constituants B et C et/ou diminuer celle du
constituant A et de 'eau.

L’augmentation de la concentration des molécules que 'on veut
condenser est utilisée, notamment, dans la réaction de synthése de
plastéines a partir de peptides (35-39). L’intervention de solvants
organiques peut en revanche permettre :

e soit d’abaisser la teneur en eau du milieu par addition d’un
solvant miscible (alcool, DMSO, acétone,...),

On atteint ainsi un rendement de 100 9, alors que la réduction
chimique de la cortisone par le borohydrure de sodium conduit a
un rendement de 60 %, seulement.

Buckland et coll. (32) ont également utilisé des solvants organiques
non miscibles a I’eau pour effectuer I'oxydation du cholestérol en
cholesténone par 'oxygéne de Iair en présence de cellules entiéres
de Nocardia conservées sous forme congelée. Les taux de
conversion les plus élevés sont obtenus en prenant comme solvant
le toluéne, ’hexadécane, le tétrachlorure de carbone et 1'éther.
Toutefois, le tétrachlorure de carbone présente ’avantage de ne
pas étre inflammable. La vitesse de production de cholesténone est
de 7g.h™1 4 20°C en mettant 100 g de cellules en contact avec
200 ml de solution & 169 (P/V) de cholestérol dans du
tétrachlorure de carbone. Cette vitesse de réaction est environ
150 fois supérieure a celle obtenue en opérant en milieu
totalement aqueux. La présence d’eau est cependant nécessaire
car aucune activité n’est observée en utilisant une préparation de
cellules de Nocardia lyophilisées. Les cellules peuvent, en outre, &tre
séparées en fin de réaction et réutilisées.

L’effet dénaturant des solvants organiques sur certains substrats
macromoléculaires a pu étre caractérisé par des méthodes
enzymatiques : 'endonucléase S1 d’Aspergillus oryzae, spécifique
de la dégradation de TADN monocaténaire, a €té employée en
présence de concentrations ¢levées de solvants organiques
(DMSO, DMF, formamide, formaldéhyde) pour étudier le
phénoméne de dénaturation de ’ADN bicaténaire par ces solvants
(33, 34).

e soit d’abaisser la concentration du constituant A en ’éliminant
du milieu aqueux par extraction dans une phase organique non
miscible {chloroforme..) au fur et & mesure de sa formation.

1. Addition d’un solvant miscible a Peau

La concentration élevée de ’eau rend compte du fait que toutes
les réactions produisant de 1’eau soient défavorisées en phase
aqueuse. Or, I'eau est I'un des produits de nombreuses réactions de
trés grande importance biologique : synthése de liaisons peptidi-
ques, osidiques, phosphates, esters,... De ce fait, 'abaissement de la
concentration (il faudrait plutét employer le terme activité) de
I’eau peut se traduire par la transformation, a des degrés divers, de
réactions d’hydrolyse en réactions de synthése.

Ainsi, I'addition, en proportions variables, d’un mélange éthanol-
glycérol 1/1 (V/V) permet la synthése de de N-acétyl-L-tyrosinate
d’éthyle & partir de N-acétyl-L-tyrosine en présence d’a-
chymotrypsine (40) : le pourcentage volumique optimal de solvant
(éthanol-glycérol) est de 50 9, pour l'enzyme libre et 70 2 80 %,
pour l'enzyme immobilisée sur polyacrylamide. Les taux de
synthése atteints a 1’équilibre sont respectivement de 30 9, et de
40%. La méme réaction peut également &tre catalysée par la
subtilisine Carlsberg (40). Mais, dans le cas de cette derniére
enzyme, contrairement a celui de 'a-chymotrypsine, la forme libre
s’avére moins sensible a la dénaturation que la forme immobilisée.
En effet, 'un des problémes les plus importants rencontrés est le
phénomene de dénaturation qui accompagne le fonctionnement
de l'enzyme en présence de proportions élevées de solvant.
L’alcool isopropylique a été récemment signalé comme étant
particuliérement compatible avec la subtilisine Carlsberg (41).

Butler et Reithel (42) ont étudié l'influence de l'addition de
différents solvants sur la synthése de 'urée 4 partir de carbonate
d’ammonium catalysée par l'uréase, réaction qui s’accompagne de
la libération de deux molécules d’eau par molécule d’urée.
Toutefois, les conditions optimales de synthése de 'urée s’avérent
étre peu compatibles avec la stabilité de I’enzyme, d’une part, et la
solubilité du substrat, d’autre part. Ces deux derniers paramétres
sont en outre antagonistes : les solvants compatibles avec la
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stabilité de l'uréase, 'acétone en particulier, n’autorisent pas la
dissolution de quantités importantes de carbonate d’ammonium.

Dans le cas de la synthése de liaisons peptidiques, I'addition de
solvants permet également de transformer une réaction d’hydroly-
se en réaction de synthése. Alors que, dans I'eau pure, 80 %, des
liaisons Arg®?-Ile de Iinhibiteur de la trypsine extrait du soja sont
hydrolysées par cette enzyme, on observe que, en présence de
60 9, de glycérol, seulement 33 % des liaisons sont hydrolysées a
Péquilibre (42). Un effet semblable est noté pour la synthése de
benzyloxycarbonyl-L-tryptophane glycineamide en présence de
chymotrypsine, pour la condensation de glycineamide et de L-
méthionine amide sur le groupe acide carboxylique terminal de
différents peptides (42) et pour la resynthése de la ribonucléase S
(43). Leffet positif de I’addition de solvants sur la synthése de telles
liaisons peptidiques est attribué, notamment pour les faibles
teneurs en solvant, beaucoup plus a la diminution de la constante
d’équilibre de la réaction de transfert des protons du groupe acide
carboxylique au groupe aminé terminaux des substrats (42, 43).
Dans un domaine voisin, celui de la synthése de plastéines a partir
de peptides, Yamashita et coll. (37) ont montré que I'addition de
dioxane ou d'acétone avait pour effet d’augmenter la productivité
relative de plastéines & partir d’'un hydrolysat d’ovalbumine,
catalysée par la chymotrypsine immobilisée.

Des préparations de lipases purifiées de différents micro-organis
mes catalysent la synthése de liaisons esters a partir d’acide
oléique et de nombreux types d'alcools avec des spécificités
variables vis-a-vis des types d’alcools (44).

Le probléme le plus important rencontré, lors de I’étude du
déplacement d’un équilibre réactionnel par addition d'un solvant
miscible a l'eau, est certainement la nécessité d'établir un
compromis entre I'effet positif de I'accroissement de la teneur en
solvant sur le taux de synthése et l'effet négatif de ce méme
accroissement sur la stabilité. On obtient ainsi des systémes
réactionnels séduisants quant a I'efficacité de la synthése, mais qui
s‘averent inutilisables dés que I'on considére la durée de vie du
catalyseur. Une premiére solution consiste 4 utiliser I'enzyme sous
forme immobilisée : I'établissement des liaisons enzyme-support
a, en général, pour effet d’augmenter la résistance aux facteurs de
dénaturation (45). Une seconde solution est de séparer physique-
ment la phase aqueuse contenant l'enzyme de la phase
organique : ceci peut étre obtenu en utilisant un solvant non
miscible & l’eau.

2. Addition d’un solvant non miscible a I’eau

En plus, du fait quelle limite le contact direct entre 'enzyme et le
solvant, la séparation du milieu liquide en deux phases non
miscibles présente le double avantage d’offrir un réservoir
important de substrat dans la phase organique (I’enzyme
fonctionne & une vitesse maximale dans la phase aqueuse) et de
permettre une élimination continue du produit (d’ot un déplace-
ment de P'équilibre de réaction vers la synthése). Il est évident que
cette approche suppose que la solubilité du substrat et, surtout,

Conclusion

L'utilisation des enzymes en présence de solvants organiques
suscite un intérét croissant. Ce mode nouveau de mise en ceuvre
de la catalyse enzymatique s’avére, en effet, extrémement
prometteur aussi bien dans le domaine de la recherche
fondamentale que dans celui de la recherche appliquée.

L’étude du fonctionnement des enzymes en présence de solvants
non-aqueux permet de quantifier I'influence d’un milieu sensible-
ment différent de I’eau pure sur la cinétique enzymatique et
d'élaborer ainsi des modéles du comportement des biocatalyseurs
dans les cellules, au niveau des structures membranaires.

L’addition de solvants organiques miscibles ou non-miscibles au
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du produit soient plus grandes dans la phase organique que dans
la phase aqueuse. Dans le cas de molécules hydrophiles, ceci peut
élre obtenu en utilisant un contre-ion aliphatique (molécules
ioniques) ou des produits facilitant le transfert de phase. L'enzyme
peul étre, dans la phase aqueuse, soit sous forme libre, soit sous
forme immobilisée. Les avantages de ce type de mise en ceuvre ont
€té discutés par le groupe de Berezin (46, 47) et appliqués a la
synthése de haisons esters (47) et phosphates (48). La chymotrypsi-
ne absorbée sur verre poreux permet la synthése de N-acétyl-L-
tryptophanate d’éthyle avec un rendement proche de 100 % en
systéme liquide biphasique eau-chloroforme, alors que le
rendement n'est que de 0,01 % si on opére en phase aqueuse (47).
Dans un systéme analogue, une phosphatase catalyse la synthése
de glycérophosphate a partir de glycérol et de phosphate de
sodium avec un rendement de 30 %, Dans ce dernier cas, la
solubilité du produit final dans la phase organique est favorisée
par l'addition d’ions tétrabutylammonium.

Nous avons appliqué une approche semblable 4 la synthése de N-
acétyl-L-tyrosinate d’éthyle (ATE) a partir de N-acétyl-L-tyrosine
(AT) et d’é¢thanol (EtOH) en présence de chymotrysine (49) :

AT + EtOH = ATE + H,0

La phase organique (chloroforme) contient initialement I'AT
(107> M) et Iéthanol (IM). La phase aqueuse contient la
chymotrypsine immobilisée sur silice aminée activée par le
glutaraldéhyde. Le taux de synthése d’ATE, qui est maximal et
égal a4 40 % aprés 24 heures de réaction, est fortement dépendant
du pourcentage volumique de la phase aqueuse : on observe un
maximum lorsque le pourcentage d'eau est égal 4 569% et
Iefficacité de la réaction diminue trés rapidement dés que l'on
s’¢loigne, dans un sens ou dans 'autre, de cette valeur. Le pH de la
phase aqueuse est également un paramétre important : on observe
un optimum a pH 6,8, soit a une valeur nettement plus faible que le
pH optimal d’hydrolyse de 'ATE (pH 8,0).

Récemment, 'application des systémes biphasiques a la synthése
de liaisons peptidiques a été rapportée (50).

Il est également possible de concevoir des systémes biphasiques
dans lesquels la phase aqueuse est réduite a sa plus simple
expression en solubilisant I'enzyme a l'intérieur des micelles
inverses obtenues en dispersant un tensio-actif dans une phase
organique. L’enzyme ainsi dispersée dans la phase organique
conserve son activité enzymatique, ainsi que Martinek et coll. (51)
I’ont montré pour la chymotrypsine et la peroxydase solubilisées
dans des micelles de di(2-éthyl-hexyl) sulfosuccinate de sodium
(Aérosol AOT) dans l'octane. Dans le cas de la peroxydase
catalysant l'oxydation du pyrogallol en micelles inverses, on
n'observe pas de phénoméne d’inhibition par excés de substrat,
contrairement & ce qui est oblenu dans la phase aqueuse (51). La
ribonucléase, solubilisée dans un systéme identique, conserve
¢galement son activité vis-a-vis du CMP-cycelique et de I'ARN (52).
Des mesures de dichroisme circulaire ont montré que la
ribonucléase présentait, dans les micelles inverses, une structure
pratiquement identique a celle de ’'enzyme en solution dans I'eau.

milieu de réaction augmente l'efficacité de la catalyse enzymatique
lorsque le substrat présente une faible solubilité en milieu aqueux
et, surtout, permet de transformer une réaction d’hydrolyse en
réaction de synthése. Il est ainsi envisageable d’effectuer des
réactions de synthése enzymatique ne nécessitant pas ’addition de
cofacteurs, en utilisant les nombreuses hydrolases connues dans
des conditions opératoires telles que les réactions d’hydrolyse
soient transformées en réactions de synthése. Les potentialités de
ce type nouveau de catalyse, notamment dans le domaine de la
synthése de dérivés d’acides aminés et de peptides, paraissent trés
grandes et susceptibles de déboucher sur de nouvelles applications
de la calalyse enzymatique et sur le développement d'une véritable
« biochimie organique ».
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