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HybCat4Bio — Préambule

Préambule

La raréfaction des ressources fossiles ainsi que le changement climatique nous imposent un
remodelage complet de notre mode de pensée et de production. Des pans entiers de notre société
sont totalement revus et modifiés pour se réorienter vers des procédés plus écologiques et
respectueux de notre planéte. La science ne fait en aucun cas exception a ce changement de
route, elle se doit de montrer I’exemple et étre pionniére dans le domaine de 1’innovation. La
catalyse joue un role essentiel et actif dans le developpement de notre société. En effet, plus de
80 % des produits manufacturés de notre quotidien ont vécu une étape de catalyse lors de leurs
processus de création (textiles, engrais, pots catalytiques ou encore médicaments). Deux types
de catalyse nous intéressent parmi les différents domaines catalytiques. Ainsi, nous avons la
catalyse chimique hétérogéne (utilisation de métaux supportés), qui est trés versatile et peut
fonctionner dans une large gamme de conditions (températures, solvants, pressions). Puis, nous
avons la biocatalyse, qui elle, utilise des catalyseurs biosourcés (enzymes, microorganismes)
dans des réactions en conditions douces (températures, pH et milieux aqueux). Ces procédés
catalytiques utilisent traditionnellement un catalyseur unique. Cependant, cet emploi limite
fortement le panel de réactions envisageables. Afin d’ouvrir de nouvelles voies réactionnelles,
une combinaison de deux catalyseurs de nature différente est une des solutions envisagées.
Effectivement, la « catalyse hybride » (ou catalyse chemoenzymatique) a connu un essor sans
précédent au cours de ces 20 derniéres années. Une augmentation croissante du nombre de
publications rapportant des travaux de développement de la catalyse hybride de type « one-
pot/one-step » (1P1S) est effectivement observée, avec 1 publication en 2005 et 6 en 2019 pour
un total de 36 en déecembre 2019.

Mon projet de thése vise a valoriser une molécule issue de la biomasse : le 5-
hydroxyméthylfurfural (HMF, entrée 1, Tableau 1), en synthons d’origine biosourcée a haute
valeur ajoutée au travers de la mise en ceuvre de procédés hybrides. En tant que molécule
plateforme, le HMF donne accés a différents produits aux applications variées
(pharmaceutiques, bioénergie, polymeéres, cosmétiques...) selon les types de réactions 3. Par
exemple, une éthérification du HMF permet de synthétiser 1’¢thoxyméthylfurfural (EMF,
entrée 6, Tableau 1). Cette molécule présente un potentiel élevé comme composants du
carburant pour véhicules automobiles 3°. Ou encore, une oxydation de la fonction alcool du
HMF permet d’obtenir le 2,5-dicarboxaldéhydefurane (DCAF, entrée 3, Tableau 1) qui s’est

avéré étre trés intéressant comme matériel de départ pour des applications incluant les
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fongicides et les produits pharmaceutiques ’. Un récapitulatif des principaux synthons issus de
la transformation du HMF est disponible dans le Tableau 1.

Tableau 1: Valorisation du 5-hydroxyméthylfurfural (HMF) en 2,5-dihydroxyméthylfurane (DHMF), 2,5-
dicarboxaldéhydefurane (DCAF), acide 5-hydroxyméthyl-2-furancarboxylique (HFCA), acide 2,5-
furandicarboxylique (FDCA), éthoxymeéthylfurfural (EMF) et diméthylfurane (DMF).

Entrée Structure Acronyme Applications
OH
1 o 9 HMF -
W
OH
2 o] OH DHME Polyesters,
| p polyuréthanes
(I) Fongicid lyme
ongicides, polyméres,
3 |° L2 DCAF composés
Y pharmaceutiques
OH
4 o 0 HFCA
| P Polyesters
OH
(o)
5 HO | c; o FDCA Polyamides, polyester
OH
07 0
6 W o EMF Biodiesels
(o}
7 | DMF Biodiesels
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L’acide 2,5-furandicarboxylique (FDCA, entrée 5, Tableau 1) est une des molécules les
plus recherchées, car sous forme polymeérisée, ses propriétés se rapprochent du polyéthylene
térephtalate (PET, polymere utilisé pour la fabrication de produit en plastique) et du
polytéréphtalate de butyléne (PBT, polymeére qui possede des propriétés thermoplastiques). Le
FDCA s’est avéré étre un substitut fiable a ses polyméres d’origine pétrosourcée . La
construction de nouveaux synthons a haute valeur ajoutée d’origine biosourcée (connus aussi
sous la dénomination « building blocks ») pour la synthése de nouveaux biopolymeres s’illustre
également avec la synthese de structures qui incluent des fonctions amines. Ces dernieres sont
des précurseurs intéressants pour de nouveaux polymeres biosourcés comme les polyamides,
les polyimides, les polyaspartimides, les polyurées, les polyhydroxyuréthanes, les polyimines
et polyenamines 8. Ainsi I’introduction de fonctions amines dans la structure du HMF ménerait
a une catégorie de synthons appelés furfurylamines. Un des moyens les plus efficaces
d’introduire cette fonction dans la structure du HMF est d’effectuer une réaction de transfert
d’amine sur la fonction aldéhyde. Les transaminases qui font partie de la classe des transférases
% permettent de venir substituer une fonction cétone par une fonction amine dans des conditions
réactionnelles douces (pH neutre, température ambiante). Il s’agit de I’un des moyens les plus
efficaces pour synthétiser des molécules avec des fonctions amines. Cependant, le fait
d’effectuer une réaction de transfert d’amine seule sur le HMF méne uniquement a son
équivalent aminé le 5-hydroxyméthylfurfurylamine (HMFA). Afin de pouvoir obtenir les
différents blocs décrits dans le Schéma 1, une oxydation des fonctions alcools ou aldéhyde du

HMF est nécessaire.

Catalyseur d’oxydation
hétérogeéne supporté

OH NH, NH, NH,
o o o O
| o | o NHy | o o >
/ / / oH
HMF FDMA AMFA AMFC

Transaminase

Schéma 1 : Schéma réactionnel général représentant le procédé hybride pour la valorisation directe du HMF en
2,5-diaminométhylfurane (FDMA), 5-aminométhylfurfural (AMFA) et acide 5-aminométhylfuranoique (AMFC)

au travers d’une combinaison de nanoparticules métalliques supportées et d’une transaminase.
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Ainsi, le but du projet HybCat4Bio est de combiner 1’utilisation des nanoparticules
métalliques supportées pour des réactions d’oxydations et des transaminases pour des réactions
de transferts d’amines pour se diriger vers la synthese directe de furfurylamines grace au
développement de procedés hybrides a partir du HMF. Le procédé général est résumeé dans
le Schéma 1. La définition méme d’un procédé hybride est 1’utilisation de deux catalyseurs de
nature différente dans un méme réacteur ou méme milieu réactionnel. Le fait de vouloir
combiner ces deux types de catalyseur nous amene donc a mener une réflexion sur le type de
catalyse hybride que nous voulons mettre en ceuvre. Par conséquent, I’état de I’art du présent

manuscrit se focalisera sur trois grandes parties.

La premiére analysera les différentes configurations mettant en ceuvre des procédés
catalytiques hybrides. Elle aura pour vocation de déterminer « Quels sont les avantages et les
limitations de telles configurations ? ». La seconde partie présentera les voies de synthése par
catalyse hétérogéne et biocatalytique des furfurylamines a partir du HMF en mettant en
lumiere les conditions d’obtention de ces molécules. La derniére partie présentera un état de
I’art sur les méthodes d’immobilisation des transaminases, approche utilisée lors de mes
travaux de these et qui a permis d’étudier la combinaison du biocatalyseur avec les

nanoparticules métalliques supportées.
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1 Contexte

Le principe de la catalyse hybride est d’associer deux catalyseurs de nature différente afin
qu’ils travaillent ensemble. Ce nouveau type de synthese suscite de plus en plus d’intérét pour
de nombreuses raisons. Depuis la formalisation du concept de « chimie verte » par Anastas et
Warner 0, les scientifiques ont cherché des synthéses alternatives plus efficaces, moins voraces
en énergie, économiquement viables et plus respectueuses de 1’environnement. Par exemple, 1a
mise en ceuvre de procédés hybrides permet de s’affranchir des étapes intermédiaires de
purification des composés. Ou encore, 1'utilisation d’un milieu réactionnel commun aux deux
catalyseurs éviterait 1’emploi de plusieurs solvants et 1’application d’une seule source de
chauffage. Cela permettrait également de synthétiser des produits chimiques a haute valeur
ajoutée de maniere plus efficace et durable. Pour que deux catalyseurs de nature completement
opposée fonctionnent dans un méme pot reéactionnel, un effet synergique et/ou complémentaire
entre les deux catalyseurs est alors souhaitable. Cet effet réside dans le fonctionnement
simultané des deux catalyseurs favorisés par la proximité de leurs sites actifs respectifs qui
permet une diffusion optimale des substrats et intermédiaires réactionnels. Cela est possible
uniquement si le milieu réactionnel offre des conditions adaptées pour chacune des deux
réactions. Cette combinaison nécessite une compatibilité totale entre les catalyseurs en matiere
de conditions de fonctionnement, de réactifs impliqués dans la réaction, ainsi qu’en ce qui
concerne la technologie de processus choisie pour exécuter la réaction . Cependant, de telles
réactions produisent souvent un empoisonnement croisé des deux catalyseurs par leurs substrats
et produits respectifs. Ainsi, nous verrons les avantages et inconvénients des différentes
configurations de procédés hybrides afin de déterminer le procédeé le plus adapté pour mettre a

I’épreuve 1’idée définie dans le préambule.

1.1 Procédés hybrides

Les procédés hybrides peuvent se définir selon plusieurs niveaux d’intégration qui
répondent eux-mémes a différentes problématiques. Heuson et al. *2 ont défini quatre grandes
categories qui recouvrent les différents types de procédes hybrides présents dans la littérature
(entrée 2 a5, Tableau 2).
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Tableau 2 : Récapitulatif des différents niveaux d’intégration des procédés hybrides issus de Heuson et al. 1

Entrée Procédé hybride Schéma

1 v =

1 two-pots/two-steps: 2P2S . A
&) T2
' ¢

2 two-pots/one-step: 2P1S Q-+
|
(ga "ot
S |
— —
—5 {9
3 one-pot/two-steps: 1P2S
¢ i) (¢
. Ay
4 one-pot/one-step: 1P1S

Matériaux multicatalytiques
hybrides : MMCH

Seul le procédé 2P2S (entrée 1, Tableau 2) correspond a une cascade réactionnelle

classique et n’entre pas dans la catégorie des procédés hybrides. Dans ce cas, une purification
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(ou isolement) du produit intermédiaire est nécessaire avant de promouvoir 1’action du second
catalyseur. Ce type de syntheése nécessite ’utilisation de plusieurs milieux réactionnels. Ce
genre de cascade ne correspond pas aux critéres recherchés dans 1’objectif de ma thése et ne
sera donc pas étudie. Les procédés 1P1S (entrée 4, Tableau 2) sont ceux qui sont les plus
complexes a mettre en ceuvre, car ils présentent de nombreux verrous (inhibition inter
catalyseurs et par les substrats et produits de réactions, milieux réactionnels de nature trés
différente pour chaque catalyseur...). Ainsi, des alternatives traduites par les procédés 2P1S et

1P2S (entrée 2 et 3, Tableau 2) ont été mises au point.

1.2 Procédé hybride 2P1S

Le premier niveau d’intégration correspond aux procédés « two-pots/one-step » (2P1S,
entrée 2, Tableau 2) ou les deux catalyseurs opérent dans un méme réacteur, mais dans deux
milieux réactionnels différents grace a la présence d’une interface solide, telle qu’une
membrane, ou liquide (Figure 1). Un procédé de ce type pourrait nous étre avantageux.
Effectivement, les nanoparticules métalliques supportées utilisées pour des réactions
d’oxydation en phase liquide nécessitent généralement un solvant organique. A contrario, les

transaminases fonctionnent en milieux aqueux.

" [ o @~
Séparation I Séparation
par une membrane 'mllde \ \ / par une interface

Figure 1 : Schéma explicatif du procédé hybride 2P1S issus de Heuson et al. 2

La clé dans ce genre de procédé est 1’utilisation d’une interface sélective qui évite un
empoisonnement croisé entre catalyseurs. Deux milieux réactionnels différents, séparés par une

interface solide (membrane poreuse) ou liquide par laquelle diffusent les substrats, pourraient
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étre une solution en vue de la mise en ceuvre d’un procédé hybride pour la production directe

de furfurylamines a partir de HMF.

1.2.1 Synthése bicompartimentée : Séparation solide

L’un des principaux avantages d’un procédé 2P1S, grace a I’utilisation d’'une membrane
poreuse, concerne 1’évitement d’un empoisonnement mutuel des deux catalyseurs. Cela peut
également permettre 1’isolement direct des produits de réaction. Enfin, la compartimentation
des phases permet une modulation propre de chaque milieu réactionnel ou chaque type de
catalyse a lieu. Plusieurs exemples de mise en ccuvre de procédés hybrides 2P1S sont présents
dans la littérature >, Sato et al. 2! ont combiné une oxydation de Wecker (utilisation d’un
catalyseur CuCI/PdCl;) dans un milieu aqueux H.O/MeOH (7/1, v/v) et une réduction
enzymatique (utilisation d’une alcool déshydrogénase) dans un milieu tamponné/isopropanol
(3/1, viv) dans l’optique de synthétiser de maniére énantiosélective le composé 1-
phényléthanol. Le catalyseur CuCl/PdCl, prend en charge 1’oxydation du styréne en
acétophénone. Or les ions cuivre inhibent I’activité de I’alcool déshydrogénase lorsque les deux
catalyseurs sont présents dans le méme milieu réactionnel, ce qui empéche la conversion

enzymatique en 1-phényléthanol (Schéma 2).

Styréne Acétophénone Acétophénone 1-phényléthanol
0 0 oH
SCH, —» 1y —
NADP~
Oxydation de Wecker par Réduction enzymatique par
un catalyseur CuCl/PdCl, une alcool déshydrogénase
Milieu réactionnel Milieu réactionnel
(H,O/MeOH) (Tampon/iso-propanol)

Schéma 2 : Schéma général réactionnel du procédé hybride 2P1S mis au point par Sato et al 2 pour la synthése

directe de 1-phényléthanol a partir de styréne.

Afin de parer a ce probléeme, les auteurs ont utilise une membrane de
polydimethylsiloxane (PDMS) (adapté du travail de Runge et al. %) pour séparer les deux
milieux réactionnels (H.O/MeOH pour I’oxydation et tampon/isopropanol pour la partie

enzymatique). Les propriétés hydrophobes de la membrane permettent a 1’acétophénone formé
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de passer du milieu de réaction d’oxydation de la premiére étape au milieu tamponné pour étre
réduite de maniére enzymatique. L’inhibition du biocatalyseur par les ions cuivre est alors
évitée due a I’incapacité de ces derniers a traverser lamembrane. Dans ce type de procédé 2P1S,
les composes sont formés dans un seul « pot » réactionnel et il n’est pas nécessaire de purifier
le composé intermédiaire acétophénone. Cependant, le fait d’avoir une membrane directement
au contact des deux phases liquides peut mener a différents problémes. Dans I’exemple présenté
ci-dessus, les auteurs ont pu constater une fuite du solvant (MeOH) de la partie oxydative dans
le milieu réactionnel avec I’enzyme, ce qui menait a des rendements moins importants en
cétone. Ainsi ils se sont vus obligés d’ajouter le milieu réactionnel contenant I’enzyme, une fois
I’oxydation de Wecker compléte. D’autres exemples d’application qui utilise des membranes

de PDMS sont disponibles dans la littérature 23-2°,

Nous avons donc pu constater que 1’utilisation d’'une membrane permettait de limiter les
phénoménes d’inhibition entre catalyseurs. Cette méme membrane a été utilisée pour la
synthése de composés aminés énantiomériquement purs au travers de I’utilisation d’une
transaminase (Schaaf et al .26, Schéma 3). Les auteurs ont proposé un réacteur biphasique séparé
par une membrane de PDMS ou une réaction de couplage carbone-carbone est effectuée par un
catalyseur homogeéne au Pd. La cétone obtenue passe a travers la membrane et est convertie par

une transaminase pour donner I’amine énantiomériquement pure correspondante.

Membrane de PDMS
qui facilite le
transport de

I'acétophénone

Pd
O NH
0 CuTC TA D
)J\ B(OH), S :
48\ ' ©/ ©/\
acide Acétophénone
Thioesters phénylboronique NH; o

A

Schéma 3 : Schéma général réactionnel du procédé hybride 2P1S mis au point par Schaaf et al 26 pour la synthese

directe et énantiosélective de composés aminés optiquement purs.

Initialement la réaction de couplage était effectuée dans un solvant apolaire (heptane).
Cependant, les auteurs ont pu constater une dégradation de la membrane due a ’utilisation de

ce solvant apolaire, ce qui les a poussés a moduler le premier milieu réactionnel, ¢’est-a-dire la
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réaction de couplage. Cette modulation a eu pour conséquence de diminuer le rendement en
cétone de 99 % a 78 %.

La compartimentation des deux milieux réactionnels a permis aux auteurs de récupérer
facilement et indépendamment les deux phases liquides, et donc de facto, les produits aminés
souhaités. Cependant, I’utilisation d’'une membrane PDMS, malgré les différents avantages
conséquents, ne sont pas sélective des molécules qui diffuse a travers la membrane.
Effectivement, les membranes de PDMS facilitent le transport des molécules hydrophobes.
Ainsi méme si cela empéche une inhibition des catalyseurs enzymatiques par le catalyseur au
palladium (qui ne peut pas passer la membrane), les produits inerrants a la réaction de couplage
(acide phénylboronique par exemple) initial non converti peuvent potentiellement traverser la
membrane et parasiter la seconde réaction. Cela a progressivement mené a une baisse du pH du
milieu réactionnel enzymatique et donc une inactivation de 1’enzyme. En conclusion, la
tolérance de la membrane peut limiter la modulation des milieux réactionnels. La fragilité de
ces membranes n’en fait pas une solution idéale pour le développement de notre procédé
hybride. De plus, la non-sélectivité de la membrane vis-a-vis des molécules est également un
probléme. Une alternative est l’utilisation de deux catalyseurs en tandem dans des

compartiments différents reliés par un pont liquide (membrane liquide) 1921:26-29,

1.2.2 Synthése bi-compartimentée : séparation liquide

Dans ce type de procédé, un transporteur peut étre utilisé pour transférer de maniére
spécifique le produit intermédiaire entre deux compartiments contenant un milieu réactionnel
spécifique aux deux catalyseurs utilisés. Dans ce cas, il y nécessité de maitriser chaque milieu
réactionnel pour favoriser le transfert du produit intermédiaire. Similairement a 1’utilisation
d’une membrane, ce type systéme présente tout d’abord ’avantage de permettre une
récupération aisée du produit final. Gimbernat et al. ont récemment décrit un systéme 2P1S
pour la production de HMF a partir de D-glucose dans un réacteur multi-compartiment 2’ (Figure
2). lls ont mis a profit la combinaison d’une glucose isomérase immobilisée (la Sweetzyme®)
et d’un catalyseur acide (Amberlyst 15), pour convertir le D-glucose en D-fructose dans une
premiére phase aqueuse dite « donneuse » puis pour convertir le b-fructose en HMF dans une
seconde phase aqueuse dite « réceptrice ». Les deux phases aqueuses étaient separées par une

phase liquide organique insoluble dans I’eau, le méthylisobutylcétone (MIBK) tandis que le D-
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fructose formé dans la phase donneuse était extrait puis transporté grace a un complexe formeé
par I’aryle boronique 3,5-DCPBA et I’ Aliquat336, un sel d’ammonium quaternaire. Ce procédé
a permis une synthése directe du HMF sans isolement de 1’intermédiaire D-fructose. De plus,
dans la mesure ou I’aryle boronique 3,5-DCPBA était sélectif du D-fructose et non du D-
glucose, le transfert facilité du D-fructose limitait les molécules indésirables dans la phase
aqueuse réceptrice. Les auteurs ont ainsi atteint un rendement d’extraction en D-fructose de

55,3 % sur 70,1 % de D-glucose isomérisé avec un rendement final en HMF de 4,1 %.

Kikltll] biphasique pour la \\
b Ll HOH OH HOH,C OH
yroduction de HME €9 2
I s HO HO
LOH

CH H,0H

C
O,
(2]

OH ~ W OH
MI BK Y -B(OH), —’T ) h Y-B(OH), MI BK
H,0 | v H,0
CH,0H HOH,C  OH HOH,C  OH
o) HO HO o
Q1) g—z:mon g—z:n,oa o” (] “ou
OH o:“ " OH OH 5-HMF
Glucose ructose k J
L S48 ..’~"_-_, _J ‘ 3H+
O 8 'f'

¢ Catalyseur
\\ Glucose | somerase / K = /

Figure 2 : Schéma du procédé hybride 2P1S issu des travaux de Gimbernat et al. 27 pour la production directe de

HMF a partir de D-glucose.

Une maniere d’augmenter le rendement d’extraction du fructose serait d’adapter les
travaux de Draffin et al. 3°. Ces auteurs ont synthétisé un acide boronigque hautement lipophile
(Figure 3) qui permet un transport plus efficace des sucres (fructose et glucose) a travers les
membranes organiques liquides supportés (o-nitrophenyloctyl ether supporté sur du

polypropylene poreux par exemple).

Figure 3 : Structure d’un acide boronique lipophile désigné par Draffin et al. 3° pour le transport amélioré des

sucres au travers des membranes liquides supportées.
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Contrairement a I’acide boronique utilisé¢ par Gimbernat et al., le transporteur pourrait
potentiellement transporter deux molécules de D-fructose a la fois (selon les calculs de
modélisation effectués). Il augmenterait donc le rendement de D-fructose extrait de la phase
aqueuse donneuse (Figure 2) et ainsi le rendement en HMF. Le travail sur la structure des
molécules permettant un transport sélectif de certains sucres représente donc une piste trés

intéressante pour I’amélioration des procédés hybrides de types 2P1S.

En conclusion, les procédés 2P1S, ou synthese multi-compartimentée, apportent une
solution efficace aux problémes d’inhibition dus a d’empoisonnement mutuel (travail de Sato
et al.?) des catalyseurs (systtme membranaire). Cependant des problémes de limitation et de
diffusion de substrats entre les différents milieux réactionnels peuvent apparaitre (travail de
Schaaf et al. %), ce qui entraine des rendements moins importants pour les produits finaux. De
plus en fonction des milieux réactionnels utilisés, une dégradation de la membrane peut étre
observée. Une solution pour parer a ces probléemes de rendement est la mise au point de

procédé 1P2S. Dans ce cas-ci, une barriére temporelle sépare 1’utilisation des deux catalyseurs.

1.3 Procédés 1P2S et 1P1S

1.3.1 Procédé 1P2S

Dans les procédés hybrides 1P2S, I’ajout du second catalyseur est uniquement effectué
une fois que la premiére réaction catalytique est a atteint son rendement maximal possible en
produit intermédiaire désiré. Le principe de ce type de procédé est résumé en Figure 4. Les
avantages sont une mise en ceuvre dans un seul réacteur et une économie d’énergie due a
’utilisation d’un seul milieu réactionnel et par conséquent d’une seule source de chauffage.
D’autre part, I’ajout du second catalyseur permet la transformation directe de I’intermédiaire
désiré, et potentiellement compliqué a isoler, ce qui a pour conséquence le contrdle du
rendement en produit final. Une des limitations principales est la temporalité. Effectivement,
ce type de procédé est limité par la cinétique de la premiere réaction. Un autre challenge des
procédés 1P2S est de trouver des catalyseurs qui peuvent opérer de facon efficace dans des

conditions réactionnelles similaires 3137,
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Figure 4 : Schéma explicatif du procédé hybride 1P2S issu de Heuson et al. (?

Les exemples de procédés hybrides 1P2S sont particulierement décrits dans la syntheése
de composés pharmaceutiques * avec des études qui concernent notamment la recherche de
conditions réactionnelles similaires. Par exemple avec le travail de Burda et al. *. Dans cet
exemple les auteurs ont choisi un catalyseur hétérogéne au palladium pour coupler un acide
boronique (molécule 2, Schéma 4) et un composé cétone (molécule 1, Schéma 4) dans un milieu
aqueux au travers d’un couplage de Suzuki. Une fois le composé intermédiaire formé, il est
transformé au travers d’une réaction de réduction asymétrique (molécule 4, Schéma 4) grace a
I’alcool déshydrogénase (ADH, Rhodococcus sp), pour la synthése d’alcools énantiomériques
purs. Le procéde est représenté dans le Schéma 4.

OH

[Pd(PPh3),Cl,] (S)-ADH
1
T = AN — O
—+
B(OH), O O
9 3 4
2

Schéma 4 : Représentation du procédé hybride 1P2S adapté de Burda et al. 3 pour la synthése énantiosélective

d’alcool optiquement pur via une catalyse au palladium couplée & une alcool déshydrogénase (ADH).

Les auteurs ont d’abord essayé un procedé 1P2S avec un ajustement du pH a 7 avant
d’initier la partie biocatalytique, qui a donné seulement 44 % de conversion (ee >99%). Apres
investigation des différents paramétres qui peuvent expliquer ce rendement, il s’est avéré que
I’activité enzymatique était impactée, non pas par le catalyseur au palladium en lui-méme, mais

par son ligand phosphane nécessaire a la réaction de couplage. Effectivement, une concentration
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de 4 mM de ligands a mené a une perte d’activité enzymatique de 44 %. De plus, seulement
14 % de P’activité enzymatique initiale étaient retrouvés en présence d’un exces d’acide
phénylboronique. Trois paramétres furent donc adaptés pour permettre la réduction dans le
méme milieu réactionnel : pas d’ajout de ligands phosphane, 1’acide boronique utilisé ne doit
pas étre en exces et sa conversion doit étre compléte. Ces compromis ont mené a la mise au
point d’un procédé hybride 1P2S avec une conversion finale de 91 % du substrat initial et un
exces énantiomérique (ee) >99 % de I’alcool. Le rendement final obtenu lors du procédé 1P2S
était similaire a celui du procédé 2P2S (respectivement 91 et 93 %). La modulation et
I’adaptation d’une des deux étapes aux conditions de la premiére ont donc permis aux auteurs
de développer leur procédé 1P2S, évitant ainsi I’isolement du composé intermédiaire (pour sa
conversion directe. La mise au point d’un procédé 1P2S passe donc par I’adaptation d’une des
deux étapes aux conditions opératoires de 1’étape suivante. Cet exemple illustre une des forces
du procédeé 1P2S, ou chaque étape peut étre modulée indépendamment en fonction de

I’inhibition subie par un des deux catalyseurs dans le milieu réactionnel.

Il est également possible de moduler la nature du milieu réactionnel afin qu’il convienne
directement aux deux catalyseurs. Paris et al. “° ont utilisé des transaminases en réaction 1P2S.
Dans ce travail, un couplage de Suzuki, catalysé par un catalyseur au palladium (PdCI2/TPPTS)
était effectué pour synthétiser une molécule biarryl (Schéma 5) qui était ensuite converti en

amine, grace a une transaminase.

o N
B(OH),
T o NH,
Br- + . -
% PdClL,/TPPTS N transaminase N :
' |
— > Ar—r S (I
(0} s P ™ P
/\ /@)j\ DES 80% DES 10%
- +
Br—;
LN
(HO),B < DES : Deep Eutectic Solvent

TPPTS : Tris(3-sulfonatophenyl)phosphine hydrate

Schéma 5 : Représentation du procédé hybride 1P2S adapté de Paris et al. 4° pour la synthése énantiosélective

d’amine grace au couplage d’une catalyse hétérogene au palladium et d’une transaminase.

Pour cette étude les auteurs ont testé une gamme de transaminases (TAS,
Chromobacterium violaceum (Cv), (S)-Arthrobacter (ArS) et la (R)-sélective ATAs de (R) -

Arthrobacter (ArR) ainsi qu’une gamme d’enzyme commercial (Codexis). Ils ont utilise un
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milieu réactionnel constitué d’un mélange de tampons (tampon phosphate) et de solvants
eutectiques profonds (DES pour Deep Eutectic Solvents). L’utilisation de DES a permit une
meilleure solubilisation des réactifs (acide boronique notamment), ce qui a induit une quantité
de produits transformés supérieure lors de la réaction de Suzuki.

Cependant, si la concentration en réactif (acide boronique pour la réaction de couplage)
a pu étre augmentée jusqu’a 200 mM pour la réaction de Suzuki, la seconde étape enzymatique
a démontré son efficacité uniquement jusqu’a 75 mM. Pour obtenir des rendements >90 %, la
réaction de Suzuki a nécessité des teneurs en DES au moins égales a 50 % tandis que ’activité
enzymatique était impactée au-dela de 15 % de DES dans le milieu réactionnel. Au vu de ces
résultats, les auteurs ont donc développé un procédé ou la réaction de Suzuki a lieu dans un
solvant contenant 80 % de DES et 200 mM de réactifs initiaux. Une fois la conversion complete
validée, le milieu réactionnel est dilué jusqu’a une concentration de 25 mM finale et pour un
pourcentage de 10 % de DES pour permettre la réalisation de la réaction enzymatique
(Schéma b5).

Ce procédé hybride 1P2S a abouti a la synthese de plusieurs composés biarlyamines
avec des conversions >99 %. Cet exemple démontre que le travail d’adaptation des conditions
réactionnelles peut étre effectué en fonction des capacités de conversion du catalyseur
métallique contrairement au travail de Burda et al. *° qui ont proposé un travail d’adaptation

par rapport aux conditions de fonctionnement du biocatalyseur.

Dans le cas ou I'implémentation d’un procédé 1P2S ne peut pas passer par une
modulation des milieux réactionnels, car les activités catalytiques des deux catalyseurs sont
trop faibles ou inexistantes dans les conditions de 1’autre, une des solutions est de venir protéger
un des deux catalyseurs. Le Schéma 6 présente la réaction mise au point par Sand et
Weberskirch pour la synthése directe d’aldéhyde en partant d’un ester. Ici, une lipase (Candida
antarctica, CAL-B) permet d’hydrolyser un ester en milieux aqueux qui est ensuite oxydé par
une micelle composée de bipyridine fonctionnalisée avec le composé servant de support a un
métal (ici le cuivre) ! de transitions pour catalyser 1’oxydation en aérobie d’alcool primaire en

milieu aqueux 2.

46



HybCat4Bio — Etat de I’art

O 3 A &
©/\ Hydrolyse

Cu Oxydation
Esters Alcools Aldéhyde

Schéma 6 : Représentation du procédé hybride 1P2S adapté de Sand et al. *2 pour la synthése d’aldéhyde a partir

d’ester grace a la combinaison d’une lipase et de nanoparticules de cuivre.

Ici, la micelle permet la compartimentation du cuivre et prévient les interactions qui
meénent a une inhibition de 1’enzyme par le cuivre. La lipase CAL-B (en milieu aqueux) permet
donc d’hydrolyser les esters. L’alcool formé diffuse ensuite de I’extérieur de la micelle
(hydrophile) vers le cceur du nano réacteur micellaire pour étre oxydé par le complexe de cuivre.
Le procédé s’apparente a un procédé hybride 1P2S, car les micelles qui contiennent le
complexe de cuivre sont ajoutées au milieu réactionnel seulement apres neutralisation de ’acide
résultant de 1’hydrolyse de ’ester et apres la confirmation de la formation de ’alcool. Ainsi,
I’utilisation du second catalyseur, emprisonné dans le nanoréacteur micellaire, permet

d’effectuer une cascade catalytique dans un méme milieu réactionnel.

Pour conclure, les exemples présentés montrent que les procédés hybrides 1P2S peuvent
étre développés en fonction de la compatibilité des milieux réactionnels avec les catalyseurs.
D’une part, ils permettent d’adapter indépendamment les milieux réactionnels pour permettre
une efficacité maximale de chaque étape catalytique. D’autre part, si une adaptation des milieux
réactionnels n’est pas possible, une protection de I’un des deux catalyseurs peut étre envisagée

pour le rendre applicable dans le milieu de 1’autre catalyseur.

1.3.2 Procédé 1P1S

L’entrée 4 du Tableau 2 et la Figure 6 présentent le procédé 1P1S ou les deux
catalyseurs sont présents dés le début de la réaction dans le méme milieu réactionnel pour la
synthese directe du produit. Contrairement aux procédés 2P1S, ce type de mise en ceuvre ne
nécessite pas 1’utilisation de deux phases réactionnelles. Et, contrairement aux procédés 1P2S,
aucune action d’ajout du second catalyseur n’est nécessaire au cours du procédé. Cependant, le
fait de pouvoir combiner deux catalyseurs dans un seul et méme milieu réactionnel implique
une coopération totale entre les deux catalyseurs. Cette compatibilité peut mener a une synergie

potentielle due a la proximité des sites actifs. Cependant, 1’optimisation de tous ces différents
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parametres (tempeératures, solvant, concentration des réactifs) implique une flexibilité moins
importante dans le choix des catalyseurs et un risque d’incompatibilité plus élevé entre les deux
catalyseurs. Ce procédé permet une potentielle synergie entre les catalyseurs, ce qui peut mener
a un déplacement de 1’équilibre de la réaction. Par exemple, en combinant une réaction
thermodynamiquement irréversible a une réaction équilibrée en une seule étape, 1’équilibre

général est déplace en faveur du produit souhaité (Figure 5).

Substrat imitial ——— = | Compo_se_s ——» Produit final
—_— intermédiaires
L J

! L

I

Réaction équilibrée ] ]
Réaction thermodynamiquement
favorable

Figure 5 : Représentation générale d’une combinaison de réaction équilibrée et thermodynamiquement favorable.

Comme illustré en Figure 5, une telle combinaison permettrait de favoriser la formation
du composé intermédiaire grace a la seconde réaction qui permet de « tirer » 1’équilibre dans le
sens désiré. Ainsi, si les différents problemes inhérents aux procédés hybrides (milieux
réactionnels communs, inhibition mutuelle) sont résolus, cela permettrait un acces facilité a de
nombreuses molécules. Les premiers exemples de ce type de mise en ceuvre (1P1S) ont été
développés entre les années 1980 a 2000. En décembre 2019, 36 publications faisaient état de

la mise au point d’un procédé hybride 1P1S *,

¢\o,§; :
4
Figure 6 : Représentation schématique d’un procédé hybride 1P1S issu de Heuson et al. 12

Lors du développement des procédes hybrides 1P1S, I’un des challenges est de trouver
des conditions réactionnelles qui soient adaptees aux catalyseurs utilisés. Par exemple, Mutti et
al. ** ont combiné un catalyseur a ’iridium pour 1’oxydation d’alcools racémiques suivie par
une réduction asymetrique catalysée par une alcool deshydrogénase dans le but d’obtenir des
alcools optiquement purs (Schéma 7). Les auteurs ont dii chercher un accepteur d’hydrogéne
spécifique au catalyseur métallique, mais pas de I’enzyme et un systeme de réduction qui

n’interfére pas avec I’étape d’oxydation.
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Schéma 7 : Schéma réactionnel du travail effectué par Mutti et al. ®® pour la synthése directe d’alcools
optiquement purs dans un procédé hybride 1P1S combinant un catalyseur hétérogéne a I’iridium et une alcool

déshydrogénase.

Ces derniers ont trouvé les parametres qui permettent aux deux réactions du procédé
hybride 1P1S de fonctionner dans le méme milieu réactionnel. lls ont également inclus une
étape enzymatique avec la formate déshydrogénase pour régénérer le NADH, cofacteur
nécessaire a la réduction de I’intermédiaire cétonique catalysée par I’alcool déshydrogénase.
Cette combinaison de trois catalyseurs leur a permis d’obtenir un rendement en alcool > 99 %
et < 0,1 % concernant la cétone intermédiaire. Ce procédé hybride a donc permis la synthése
d’une molécule pure a partir d’'un mélange racémique avec un exces énantiomérique de 40 %

obtenu dans les meilleures conditions.

Un autre exemple de résolution d’un mélange racémique est le travail de Rios-Lombarda
et al. °. Un catalyseur au ruthénium a permis une isomérisation d’un composé alcéne en cétone
qui est ensuite réduite par une oxydoréductase pour générer 1’alcool désiré (Schéma 8), le tout

en procéde 1P1S.

R, OH Isomerls?tlon R, Blored,uc.tlon R, OH
oxydative assymétrique .
NS
R‘/H)\ R, —> R‘M R, RI/H)\ R,
R3 R3 R3

+
Alcool allylique Intermédiaire NADPH NADP Alcool réduit

oxydé o) )Oi final
)J\ N / ee >99%

Schéma 8 : Schéma réactionnel du travail effectué par Rios-Lombarda et al. *° pour la synthése directe d’alcools
optiquement purs a partir d’un mélange racémique dans un procédé hybride 1P1S combinant un catalyseur au

ruthénium et une oxydoréductase.
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Les auteurs avaient déja reporté une cascade catalytique combinant un complexe de
ruthénium et une transaminase pour la synthése de composés aminés optiquement purs “. Ils
avaient observé une inhibition du complexe de ruthénium par I’enzyme ce qui les a conduits a
la mise au point d’un procédé en deux étapes. En étudiant les deux étapes séparément et en
présence d’autres catalyseurs, les auteurs ont démontré qu’aucune inhibition significative
n’était observée de la part des deux catalyseurs. En conséquence, une synthése ou les deux
catalyseurs étaient présents des le début de la réaction a pu étre mise au point. Les rendements
du procedé en 1P2S étaient plus élevés (compris entre 86 et 90 %) que ceux obtenus dans le
procédé 1P1S (compris entre 60 et 85 %). Cependant, la ou le procédé 1P2S nécessitait de
chauffer a 50 °C pour la premiére étape (isomérisation oxydative de 1’alcool), les auteurs ont
réussi a mettre au point le procédé 1P1S avec une température globale de 30 °C le tout en 24h
de réaction contre un temps supérieur a 24 h pour le procédé 1P1S. La combinaison des deux
catalyseurs permet de tirer la réaction vers les alcools énantiomériquement purs durant tout le
temps ou le biocatalyseur est actif. Une des explications possibles pour expliquer la différence
de rendements est la désactivation prématurée du catalyseur enzymatique ce qui ne permet pas

de dépasser un rendement final de 85 %.

Ces exemples démontrent que la mise au point de procédés 1P1S peut s’effectuer en
ajustant les paramétres du milieu réactionnel ou en modifiant la nature des catalyseurs. Une
autre méthode élégante qui permet de parer aux différents problémes d’inhibition est la
compartimentation des catalyseurs au sein du méme milieu réactionnel, telle que le
développement de nanoréacteurs micellaires qui contiennent I’un des deux catalyseurs *’. La
compartimentation a également permis la combinaison d’un biocatalyseur avec une
métalloenzyme artificielle 8, ou encore la synthése en quantité conséquente d’une molécule
pharmaceutique *°. Les exemples de procédés hybrides présentés nous ont montré que ces
derniers permettaient une synthése rapide, simple et efficace de composés a haute valeur

ajoutée, comme la synthése de composés optiquement purs a partir d’un mélange racémique.
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1.4 Procédés Hybrides avec des cellules entiéres

La catalyse hybride peut également employer des cellules complétes contenant le
biocatalyseur. En plus d’éviter des étapes de lyses et de purification enzymatique, le fait de
conserver I’enzyme a ’intérieur des cellules lui permet d’obtenir une protection Vis-a-vis de
I’environnement extérieur grace a la membrane cellulaire. Par exemple Xu et al *° ont combiné
une réaction photocatalytique avec des cellules entieres pour la synthése d’alcools chiraux. Les
auteurs ont pu obtenir un rendement en alcools de 93 % avec un ee > 99 %. La réaction est

décrite dans le Schéma 9.

R, R, R,
Cellules T
OH blue LED
X ue s N (0) complétes T OH
R —> R » Ry~

Z o Photocatalyseur Z Z

Schéma 9 : Schéma réactionnel du travail effectué par Xu et al. * pour la synthése d’alcools optiquement purs

dans un procédé hybride 1P1S combinant un photocatalyseur et des cellules complétes.

Afin de mettre au point une telle cascade, les auteurs ont di sélectionner un systéme
photocatalytique capable d’effectuer une carbonylation décarboxylative en milieux aqueux
pour gue ce systeme soit compatible avec la réduction asymétrique qui suit. Les auteurs ont
donc opté pour un systéme combinant un photocatalyseur (permettant la formation d’un
intermédiaire radical benzylique sous lumiére LEDSs) pour la décarboxylation du substrat initial
puis son oxydation en cétone. Avant de mettre en ceuvre le procédé 1P1S, les auteurs ont testé
la réaction de réduction asymétrique avec une carbonyle réductase (Kluyveromyces
thermotolerans, Kt-CR). Malgré des rendements importants (90 %) avec des ee>99 %, I’ajout
considérable de cofacteur (NADPH) ne rendait pas le procédé viable pour une future application
industrielle. Les auteurs ont donc essayé d’ajouter directement le milieu de culture enzymatique
de la Kt-CR. IlIs ont donc pu constater que 1’intermédiaire (Schéma 9) était assez hydrophobe
pour traverser la membrane cellulaire et ainsi donner un rendement de 92 % (ee>99 %) lors de
la réduction asymétrique avec les cellules entieres. De plus, le fait d’utiliser des cellules entiéres
a donc permis de mettre en place un recyclage intracellulaire du NADPH, ce qui a supprime
I’ajout extérieur de ce cofacteur dans le milieu réactionnel. De ce fait, en plus d’économie

d’énergie et de temps, ce procédé procure également une économie sur ’utilisation de réactifs.
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Cependant, aprés avoir mis en ceuvre un procédé 1P1S, les auteurs ont constaté une forte
inhibition du procédé en général. Ils ont donc émis I’hypothese que I’alcool formé était réoxydé

sous I’influence du photo catalyseur (Figure 7).

-« OH  blue LEDs “ o < Seconde oxydation 1P1S
RE — &l
= o Photocatalyseur =

Cellules complétes

Figure 7 : Représentation du procédé 1P1S mis en place par Xu et al. >°

Les auteurs ont donc effectué un procédé 1P2S avec 1’ajout des cellules complétes
contenant la Kt-CR une fois la conversion complete du substrat initial validé. Ce procédé les a
menés a des rendements de 85 % pour le composé présenté dans 1’exemple avec un exces

énantiomérique de 99 %.

Sirasani et al. °* ont combiné des cellules modifiées d’E. coli capables de produire de
maniere accrue du dihydrogéne qui était ensuite utilisé avec un catalyseur métallique
biocompatible pour une hydrogénation directe d’alcénes. Un résumé de leur étude est
disponible en Figure 8. Le travail des auteurs s’est focalisé sur la sélection d’un métal de
transition biocompatible avec les cellules génétiquement modifiées de E. coli. Finalement un
catalyseur au palladium supporté sur PEl/silice gel a été sélectionné. Aprés des tests sur une
quinzaine de substrats avec des rendements variants de 71 a 92 %, les auteurs ont pu conclure
que ce procédé était viable pour des réactions directes d’hydrogénation combinant des cellules

d’E. coli modifiées et un catalyseur métallique biocompatible.
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Figure 8 : Schéma récapitulatif du travail de Sirascini et al. 3 pour des réactions d’hydrogénation d’alcénes dans

un procédé hybride 1P1S combinant des cellules d’E. coli et un métal biocompatible.

D’autres exemples de catalyse hybride comprenant des cellules enti¢res sont disponibles
dans la littérature. 52535353 Une autre maniére de protéger les catalyseurs contre des conditions
extérieures non favorables est I’utilisation d’une coquille protectrice sous forme de micelles. Il
existe également des systemes d’encapsulation compléte de 1’un des deux catalyseurs pour parer

a tout empoisonnement potentiel entre les deux entités. 3

Le domaine de la « catalyse hybride » apparait donc comme une solution innovante pour
les procédés 1P1S %8, Ainsi I’ouverture vers la combinaison avec d’autres types de catalyse se
concrétise de plus en plus. *>16°6 |a catalyse hétérogeéne et la biocatalyse supportée peuvent
également étre combinées avantageusement. Le premier exemple a été reporté en 1980 avec la
combinaison d’une glucose isomérase et d’un Pt/C appliquée a la préparation du b-mannitol >
61 L’approche de la catalyse hybride hétérogéne simplifie énormément le processus de
séparation des catalyseurs du milieu réactionnel. En effet dans ce cas les catalyseurs peuvent
étre séparés par simple filtration ou centrifugation. A ce jour seulement une quinzaine de
publications font état de procédé 1P1S combinant deux catalyseurs supportés sur différents

supports pour la mise au point d’un procédé 1P1S 2,
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1.5 Matériaux multi-catalytiques hybrides

Comme vu ci-dessus, les exemples, les concepts et les procédés qui peuvent étre qualifiés
de catalyse hybride sont nombreux. Cependant, il existe un concept de catalyseurs encore trés
peu etudié et qui présente de nombreux avantages : les matériaux multicatalytiques hybrides
(MMCH). Une revue récemment publiée par Heuson et al. ®2 fait état de ces nouveaux
catalyseurs présents dans la littérature. Les matériaux multicatalytiques hybrides (MMCH) se
définissent par la co-immobilisation sur un méme support de deux types de catalyseurs de nature
fondamentalement différente. Il est donc question de la synthése d’un nouveau type de
catalyseurs. Potentiellement, il offre une synergie supérieure aux différents procédés vus
jusqu’ici. Comparé a un procédé 1P1S, les centres actifs respectifs des deux catalyseurs sont
présents sur le méme support ce qui les contraint a étre proches. Cette proximité permet
potentiellement un effet synergique amélioré di a la facilité de transfert des substrats. Différents
termes sont employés dans la littérature pour définir ce genre de catalyseur, les MMCH 12 ou
les « enzymes-metal hybrid catalysts ». % Cette étude bibliographie les définira par le terme de
MMCH. La Figure 9 représente schématiquement un MMCH et le procédé de transformation

qu’il peut effectuer. Ce type de catalyseur sera un des objectifs de cette these.

+ﬁq |

Figure 9 : Représentation schématique d’un matériel multicatalytique hybride (MMCHs) issu de Heuson et al. *2

La description de tels catalyseurs est relativement récente. Les exemples de publication
faisant état de la synthese de catalyseurs innovants débutent majoritairement a partir des
années 2010. Par exemple, le travail de Filice et al. en 2013 décrit la synthése de catalyseurs
« enzyme métal nanobiohybrides » . Méme si cet exemple ne correspond pas exactement a la
définition d’un MMCHSs, il fournit un excellent exemple de co-immobilisation de

nanoparticules supportées (NPs) et d’une enzyme. Effectivement dans ce travail, en mixant une
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solution enzymatique et une solution de nanoparticules (Pd, Ag ou Au) les auteurs ont
synthétisé un nouveau catalyseur. Les NPs métalliques sont immobilisés directement sur la
protéine (lipase). Cette derniére joue le role d’agent réducteur, de stabilisateur et de support
pour les NPs tout en conservant son activité. L’enzyme et les nanoparticules ont pu conserver
leur activité qui a mené a une double réaction séquentielle. De plus, en fonction des conditions
sélectionneées, les auteurs étaient capables de favoriser I’activité de I’un ou I’autre catalyseur.

Cependant I’absence de support a considérablement limité la recyclabilité du catalyseur.

A cause de leur robustesse et du panel de réactions qu’elles peuvent effectuer, les lipases
sont présentes dans beaucoup d’exemples de catalyseurs hybrides 7. Par exemple, Wang et
al. ® ont co-immobilisé des lipases sur un support de carbone-nitrile avec des nanoparticules
de palladium pour des réactions de transestérification a partir d’un ester et d’un alcool. Zhang
et al. ®, quant & eux, ont synthétisé un noyau catalytique polymérisé sur lequel les
nanoparticules de palladium sont immobilisées. Ce dernier est revétu avec du SiO2 sur lequel
la lipase CAL B est adsorbée. La séparation spatiale des catalyseurs leur permet de fonctionner
sans aucune inhibition et dans un milieu réactionnel commun pour une réaction de résolution
cinétique d’amines. Un an plus tard, Zhang et al. 87 ont décrit la synthése de nanoparticules
mésoporeuses comme support hétérogéne pour des catalyses en tandem. De la méme maniere,
I’immobilisation séparée des nanoparticules et de la lipase sur ce support leur a permis de
fonctionner en tandem sans avoir a souffrir d’inactivation mutuelle. Un des parameétres clés de
la synthése de ce type de catalyseur était le contr6le de la dispersion des différents catalyseurs
utilisés. Effectivement, une immobilisation trop proche des différents sites actifs peut mener a
une inactivation mutuelle déja observée dans les différents procédés 1P1S. La coopération et

co-immobilisation entre les différents catalyseurs est donc un sujet primordial. 636876

1.6 Conclusion intermédiaire

Les procédes 2P1S sont régulierement confrontés a des limitations de diffusion de
substrat a travers les membranes, ou encore, lors de 1’utilisation d’un milieu biphasique, des
problémes de transports de substrat entre les différents milieux sont observés. A contrario, les
procedés 1P2S permettent d’adapter indépendamment les étapes pour s’affranchir de ce genre
de probleme. Mais une adaptation du milieu réactionnel, en fonction de I’activité de 1’un des
catalyseurs, est nécessaire. Les procédes 1P1S ont prouvé leur efficacité pour la synthése de

composés a haute valeur ajoutée, cependant, leur mise en ceuvre nécessite 1’étude de tous les
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parametres qui peuvent influencer les deux types de catalyse. Le concept de catalyse hybride
est particulierement intéressant dans le contexte des bioraffineries, avec la biomasse comme
une source de matiére alternative aux processus usuels de fabrication pétrosourcés. /" C’est
pourquoi le domaine émergeant de la catalyse hybride s’est également tourné vers la
valorisation la biomasse lignocellulosique. 11 s’agit de la ressource renouvelable la plus
importante sur terre, elle est majoritairement composee de trois biopolymeres : la cellulose,
I’hémicellulose et la lignine, qui une fois dégradé peuvent mener a la production catalytique de

nombreux composés d’origine biosourcée 882,
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2 Accessibilité aux furfurylamines a partir du HMF
2.1 Réactions d’aminations réductrices sur le HMF

Le HMF (Figure 10) est majoritairement obtenu par la déshydratation des
monosaccharides issus de la dépolymeérisation de la biomasse (fructose, le glucose, le sucrose,
la cellulose et ’inuline). 7/ Comme décrit précédemment le HMF est I’'une des molécules
plateformes biosourcées les plus importantes avec un large panel de production déja décrit. Sa
premiére description remonte a 1895 ou deux scientifiques (Dull et Kiermayer) ont découvert
cette molécule indépendamment 7. Dull a reporté la découverte du HMF en faisant chauffer de
I’insuline et de I’acide oxalique sous pression. Kiermayer a reporté un processus similaire, mais

en utilisant de la canne a sucre comme substrat initial.

OH

W

Figure 10 : Structure du HMF.

Le HMF est un composé qui posséde un cycle furane, une fonction alcool et une fonction
aldéhyde. En tant que molécule plateforme, il donne accés a différents produits aux applications
variées selon les types de réactions ®. L’introduction de fonctions amines dans une molécule
avec un cycle furane donne acces aux furfurylamines. Ainsi nous comparerons 1’introduction
de fonctions amines par voie chimique et biocatalytique afin de déterminer quel est le meilleur
moyen d’introduire une fonction amine dans cette structure. Une fois le meilleur moyen
sélectionner, nous comparerons également les voies chimiques et biocatalytiques d’oxydation

afin de déterminer quel type de catalyse employer pour cette partie de la réaction.

2.1.1  Voie chimique

Les furfurylamines peuvent entrer dans la composition de nouveaux polymeéres

d’origine biosourcée. Les monomeéres qui composent ces polymeres sont donc issus de dérivés
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furfuryliques biosourcés 8. Les furfurylamines peuvent étre obtenues par une voie d’amination
réductrice chimique ou biocatalytique. Par voie chimique, les furfurylamines sont obtenues
communément au travers d’une amination réductrice de la fonction carbonyle du groupement
furfural en conditions douces avec des réactifs peu colteux. Cependant, ces procédés requierent
souvent ’utilisation de groupements protecteurs, plusieurs étapes de synthése et des produits
réducteurs toxiques 384, Afin de remédier a ces inconvénients, plusieurs chemins catalytiques
ont été développés ces derniéres années 8-, Un des exemples les plus frappants est la méthode
développée par Chatterje et al (entrée 1, Tableau 3). lls ont développé un catalyseur (Rh/Al20s)
permettant I’amination réductrice directe de composeés furaniques en furfurylamines dans des
conditions réactionnelles douces (2 h a 80 °C dans une solution aqueuse d’ammoniaque a 28 %
(mol). Ils ont ainsi pu obtenir une conversion de 100 % avec une sélectivité de 91,5 % pour la
furfurylamine. Cependant les conditions utilisées ne sont pas viables pour y ajouter un
biocatalyseur dans 1’optique du développement d’un procédé hybride. Le second exemple
d’obtention d’amine primaire a partir du HMF s’est effectué au travers du travail de la synthése
du FDMA par Wang et al. 8 (entrée 4, Tableau 3). Dans cet exemple les auteurs ont achevé la

synthése du FDMA directement a partir du HMF. Le processus est récapitulé en Schéma 10.

O Réactions O Amination NH:
; de Ritter | O NH

o OH 0 HN ., :

| | (4] | Y

/ CH,CN / 1.NH; H,,

TFMS Nickel-Rney, MeOH
HMF Y,
NAMF 2. HCI, H,0 FDMA

Schéma 10 : Réaction générale employée par Wang et al.8” pour la synthése du FDMA a partir du HMF.

Cependant ce travail inclut un travail en plusieurs étapes avec la synthése préalable du
composé NAMF avant hydrolyse acide de ce dernier dans un second temps pour 1’obtention du
FDMA. Chandra et al. ® (entrée 5, Tableau 3) ont également réussi a synthétiser sélectivement
le HMFA (95 %) et la furfurylamine (99 %) au travers de I’utilisation de nanoparticules de
ruthénium supportées. Cependant le procéde inclut I’utilisation d’ammoniaque, d’une pression
de dihydrogéne et de MeOH comme solvant. Ces conditions sont beaucoup trop drastiques pour
pouvoir espérer y introduire un biocatalyseur. Le travail de Ayedi et al. ®® (entrée 7, Tableau 3)

a également permis de synthétiser la furfurylamine a partir du composé furfural (Schéma 11).
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Schéma 11 : Réaction générale employée par Ayedi et al. *° pour la synthése de la furfurylamine a partir du

furfural.

Apreés avoir étudié les deux réactions séparement (conensation du furfural avec de
I’hydroxylamine pour donner le furfuryloxime puis réduction de ce dernier en furfurylamine),
les auteurs ont réussi a mettre au point une réaction en un seul pot réactionnel avec un rendement
de 98 % final en furfurylamine. Le procédé s’effectue en deux étapes avec d’abord la réaction
d’amination (furfural/NH2NOH.HCI/Na,COz avec un ratio molaire de 1/1,2/0,6) puis I’ajout de

zinc dans le méme milieu réactionnel, le tout en 15 h de réaction.

Les voies d’amination réductrice chimique permettent donc bien d’obtenir le HMFA (et
le FA) de maniere sélective a partir du HMF (entrée 1,5 et 14, Tableau 3), mais dans des
conditions qui ne sont pas susceptibles d’y accueillir un biocatalyseur, que ce soit dans un
procédé hybride 1P1S ou 1P2S. En plus, ces synthéses peuvent présenter d’autres types
d’inconvénients (sous-produits non valorisables) dus a la sensibilité¢ du cycle furane aux
conditions réductrices et la tendance de ces chemins a former des amines secondaires et/ou
tertiaires %%, En addition, ces synthéses sont déja multi-étapes, et la présence de réactifs

inhérents a ces étapes pourraient venir inhiber le biocatalyseur utilisé.

Les autres procédés présents dans la littérature font état de procédés d’amination
réductrice, mais ces réactions incluent généralement une condensation entre une molécule
possédant une fonction amine et le HMF ce qui mene a la formation d’amine secondaire

(Tableau 3).
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Tableau 3 : Synthese des voies d'acces chimiques aux furfurylamines et leurs dérivés.

Entrée Compo_se, Catal)_/s_eur/ Références Sélectivité
synthétisé Conditions
Rh@AIl,O3 0
1 Amine primaire 2 h, 80 °C, solution Chatterje et al. 8 HII\:/I'?:?SZ g)o/
aqueuse d’ammoniaque 70
2 Amine _ FeNi, Hz Chieffi et al. & -
secondaire Réacteur en continu
Dérivés aminés Pd@AIl>0; . o5
3 du THF 120 °C, 20 h Jiang et al. -
. . Nickel raney 87 Q
4 Amine primaire NHa. Ha, MeOH Wang et al. FDMA 60 %
. L Ru-NP ® FA 99 %
5 Amine primaire NHs, Hy MeOH Chandra et al. HMEA 95 %
6 Amine Complexe de ruthénium Xuetal.® -
secondaire
7 Amine primaire Zinc metal Ayedi et al. % FA 98 %
8 Amine PA@C, Ha, H:0 Rigo et al. % .
secondaire e g '
9 Amine Pd@MOFs, Hy, EtOH Karve et al. % -
secondaire
10 Amine Amlnatlon r.edyctrlce Roylance et al, % i
secondaire électrochimique
11 Amine primaire RUtherllI"L_"T sHuzpporte Nishimura et al. % FA 50-60 %
12 Amine primaire Raney-Co NHz, Ha Zhou et al. % FA 98.9 %
. L Ru@HZSM-5, NH3, Ha, .99 0
13 Amine primaire MeOH, 100 °C Dong et al FA 76 %
. . Ni@SBA-15, NH3, Hp, 100 0
14 Amine primaire 100 °C, 4h. MeOH, H,0 Chen et al. HMFA 89.8 %
15 Amine Catalyseurs au Pd, NHs, Garcia-Ortiz et al. i
secondaire Ha, N2, MeOH lol
Amine s 1 102
17 . Catalyseurs a I’or Zhu et al. -
secondaire

*FA : furfurylamines, HMFA : 5-hydroxyaminomethylfurfural, FDMA : 2,5-diaminofurfural
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2.1.2 Voie biocatalytique

Les enzymes sont utilisées dans un grand nombre de secteurs industriels, tels que
I’alimentation, les textiles, les produits pharmaceutiques, les détergents, etc. 1°%1%4 Parmi la
grande diversité d’enzymes disponibles dans la nature, les enzymes dépendantes du pyridoxal
5'-phosphate (PLP) représentent 4 % des enzymes classées par la commission des enzymes. 1%
Dans le cadre de mon projet de these, nous avons choisi de nous tourner vers cette alternative
efficace et simple pour effectuer I’animation réductrice des dérivés furaniques. L’un des
avantages conséquents de ces enzymes est leur capacité a convertir efficacement les
groupements carbonyles en amines primaires en milieu aqueux et a température ambiante. %2
Les transaminases (TA) font partie de cette catégorie et permettent de transférer un groupe
amino d’un donneur sur le groupe carbonyle d’un accepteur. Afin de réaliser ce transfert, les
TA nécessitent que le PLP soit lié au site actif par une liaison de type base de Schiff avec le
groupe e-amino d’une lysine du site actif 1% Le mécanisme des TA est basé sur la formation
de I’intermédiaire imine entre le substrat et le PLP dans le site actif de I’enzyme. Le mécanisme
est présenté en Figure 11°,

NH,
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Figure 11 : Mécanisme de transamination issu de Heuson et al. °

Une réaction de transamination correspond a I’enchainement de 2 demi-réactions. La
premiere (fleches pleines, Figure 11) permet de former le co-produit carbonylé. Le PMP formé

est ensuite lié au substrat accepteur et la seconde demi-réaction entre en ceuvre (fléches en
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pointillé, Figure 11). Cette derniere correspond au processus inverse de la premiere demi-
réaction et permet de transferer le groupement amino présent sur le coenzyme sur le substrat

accepteur.

La premiére mention d’une transaminase remonte a 1930 avec les travaux de Needham %7
qui a mis en relation la quantité de glutamine, d’aspartate et d’oxaloacétate dans le muscle du
pigeon. Depuis cette découverte, de nombreuses TA ont été utilisés en synthese, notamment
pour I’obtention d’amines chirales. 1%81%° En effet, la synthése d’amines optiquement pures est
un défi important, car ce sont des produits de grande valeur ou des intermédiaires clés pour un
grand nombre de composés bioactifs. 1%° Par rapport a d’autres procédés tels que la catalyse
hétérogene ou la chimie organique, les réactions enzymatiques possedent des avantages non
négligeables comme une sélectivité élevée. 1% De plus, elles fonctionnent dans des conditions
réactionnelles douces et sont biodégradables. 1! Récemment, plusieurs w-transaminases ont été
décrites pour la synthése de furfurylamines a partir de dérivés furaniques. % Dunbabin et al. ont
notamment achevé la synthése de 5-hydroxymethylfurfurylamine (HMFA), 2,5-
dimethylaminefurane (FDMA), et acide 5-aminomethyl-2-furancarboxylique (AMFC)

(représenté en Figure 12).

1

H,N (0) NH, o NH,
O DX

4.

O
W
2 3

bt

Figure 12 : Structure des différents produits aminés obtenus aprés amination réductrice par voie biocatalytique
par Dunbabin et al. ®2 1. Furfuryl amine (FA) 2. 5-hydroxymethylfurfurylamine (HMFA) 3. Acide 5-aminomethyl-
2-furancarboxylic (AMFC) 4. 2,5-dimethylaminefurane (FDMA) 5. 1-methylfurfurylamine (MFA).

Ainsi I’obtention de furfurylamines par voie biocatalytique s’effectue dans des conditions

beaucoup plus douces (température ambiante, milieux aqueux tamponnés) que celles par voie
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chimique (température >60 °C, pression d’hydrogeéne, solvant organique). De plus les
transaminases présentent une sélectivité beaucoup plus élevée envers le produit aminé sans
former des amines secondaires/tertiaires, le tout en une seule étape. Ainsi nous validons ici
I’idée définie dans le préambule, il est choisi d’utiliser des transaminases afin d’effectuer une

réaction de transfert d’amine sur le HMF qui pourront nous mener directement au HMFA.

L’idée est de combiner une transaminase et un catalyseur d’oxydation pour aller vers la
production de furfurylamines. L’objectif final était de mettre en ceuvre une réaction hybride
« one-pot/one-step », ¢’est-a-dire ou les deux catalyseurs sont présents au début de la réaction
dans le méme pot réactionnel. La difficulté majeure était donc de trouver des conditions qui
conviennent parfaitement aux deux catalyseurs afin d’arriver @ une conversion maximale de
HMF. D’autre part, la combinaison d’une transaminase et d’un catalyseur d’oxydation dans le
méme pot réactionnel pourra mener a différentes structures de furfurylamines en fonction de la
sélectivité du catalyseur hétérogene utilisé. Comme tres peu d’études décrivent la conversion
du HMF et ses dérivés en équivalents animés, la premiére partie de notre travail se focalisera

donc sur la sélection et caractérisation d’une transaminase capable d’effectuer ces réactions.

A contrario, I’oxydation du HMF par des catalyseurs hétérogénes métalliques est une
réaction tres étudiée. Cette réaction peut mener a deux produits majoritaires qui possédent des
fonctions aldéhydes et donc susceptibles d’étre convertis en furfurylamines par une
transaminase. Il s’agit du 2,5-dicarboxaldéhydefurane (DCAF) et de I’acide 5-aldéhyde-2-
furancarboxylique (AFCA). Comme il sera indiqué plus tard le FDMA (obtenu a partir du
DCAF) ne sera pas un synthon visé au cours de ces travaux de thése. De ce fait, la molécule
cible de la partie oxydation du procédé sera le composé AFCA. La partie suivante se penchera

donc sur la synthése sélective de ce composé a la fois de maniere chimique et biologique.

2.2 Syntheése spécifique des composés d’oxydations

2.2.1 Synthese specifique du composé AFCA

2.2.1.1 Svynthése de ’AFCA par catalyse hétérogéne

La synthese spécifique du composé AFCA a partie du HMF par catalyse hétérogene est
beaucoup moins décrite dans la littérature. Un seul exemple a été trouvé datant de 1990. 1*2
Dans ce travail Vinke et al. ont étudié 1’oxydation du HMF par un catalyseur de platine supporté

sur alumine et en milieu liquide. La conversion et la sélectivité du catalyseur ont été étudiées
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grace a plusieurs parameétres, tels que la température, le pH, la concentration initiale en substrat
et la concentration en oxygéne. Les auteurs ont conclu que 1’oxydation du HMF par un
catalyseur au platine passe en majorité par un intermédiaire AFCA. Le fait d’employer une voie
oxydative menant sélectivement a la molécule AFCA serait idéal dans le cadre d’une réaction
hybride. Effectivement une fois sa structure confirmée, une réaction d’animation réductrice sur

I’aldéhyde restant meénerait directement a I’AMFC.

2.2.1.2 Synthése de I’AFCA par biocatalyse

Similairement & la catalyse hétérogene, les exemples de synthese par biocatalyse
sélective du composé AFCA ne sont pas légion dans la littérature 13315, Qin et al '3 se sont
employés a définir et tester une multitude de systemes pour la synthese spécifique des différents
produits d’oxydation du HMF. La synthése de I’AFCA était effectuée par un systeme laccase-
TEMPO. Ce dernier a joué le role de médiateur et a notamment permis 1’oxydation de la
fonction alcool restante sur le composé intermédiaire HFCA. L’oxydation de la fonction alcool
est généralement une étape limitante dans la plupart des réactions d’oxydation. In fine, trois
laccases différentes ont été testées avec ce systeme pour obtenir des rendements finaux allant
de 68 4 82 % en AFCA. L’emploi d’une aryl-alcool oxydase (AAQ) par Carro et al 4 leur a
permis d’effectuer une conversion presque compléte en AFCA du HMF. Etonnamment, dans
leur cas, la seconde fonction aldéhyde n’est pas immédiatement consommée pour étre
transformée en acide et donner le FDCA. Les auteurs ont di mettre au point une cascade
catalytique qui inclue une UPO pour finaliser la conversion. Ce manque de réactivité est

potentiellement di au fait que ’AAO n’accepte pas I’AFCA comme substrat.

Une nouvelle laccase découverte par Zhang et al. 11® a permis une conversion du HMF
(23,5 %), mais avec une sélectivité de 82,5 % pour I’AFCA. Apreés optimisation des conditions
réactionnelles et en utilisant le médiateur TEMPO, les auteurs ont réussi a convertir la totalité
du HMF présent dans le milieu réactionnel avec une sélectivité >80 % pour le composé AFCA.
Cependant ils ont da utiliser une quantité importante d’enzyme libre (50 U). Contrairement a la
voie de synthéese par catalyse hétérogene, les voies biocatalytiques proposent des syntheses
spécifiques de ce composé. Mais la synthése spécifique par voie biocatalytique du composé
AFCA nécessite I'utilisation d’enzyme spécifique et/ou une cascade catalytique couplée avec
un médiateur ce qui implique des conditions de mise en ceuvre relativement compliquées. De
plus ’emploi de cascades catalytiques implique I’emploi de nombreuses molécules (cofacteur

enzymatique, réactions spécifiques de conditions) qui pourraient potentiellement venir inhiber
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le catalyseur hétérogene d’oxydation. Afin d’avoir une vision plus compléte de la capacité des
catalyseurs a convertir le HMF en AFCA, les différentes voies de transformation pour
I’obtention du FDCA sont étudiées. Effectivement, nous supposons ici qu’en contrdlant la
cinétique d’oxydation, grace a I’utilisation d’un catalyseur apte a convertir le HMF en FDCA
et/ou le mécanisme passe par la formation du composé AFCA, une transamination serait

effectuée pour la production directe de I’AMFC.
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2.2.2 Synthese specifique du FDCA

2.2.2.1 Synthése du FDCA par catalyse hétérogene

Une de ses premieres oxydations catalytiques remonte a 1993 avec le travail de
Verdeguer 7 ou la mécanistique d’oxydation a été étudiée avec un catalyseur au platine. Ce
point a déja été discuté, et le passage par I’intermédiaire AFCA a été constaté. Le FDCA,
comme son homologue, I’acide téréphtalique, se caractérise par ses deux fonctions acides
carboxyliques pouvant mener a une large panoplie de polyméres. Comme évoqué
principalement, I’obtention du PEF & grande échelle pourrait remplacer le PET (pétrosourcé).
De nombreux procédés catalytiques sont disponibles pour 1’obtention du FDCA, cependant un
des plus exploités est la transformation du HMF gréce a une catalyse avec des nanoparticules
d’or supportées 18121 T utilisation de nanoparticules supportées permet de parer a ’utilisation
de métal oxydant (comme le manganeése et le chrome) qui est généralement utilisé en conditions
stoechiométriques. De plus ces derniers sont relativement toxiques et ne peuvent pas étre
recyclés. Le Tableau 4 donne un apercu des différents types de catalyseurs utilisés pour la

conversion du HMF en FDCA en milieux aqueux.

Tableau 4 : Tableau récapitulatif des catalyseurs hétérogene d'oxydations chimiques utilisé pour la conversion du
HMF en FDCA.

Entrée Métal Références
1 Pt 122-128
2 Pd 129-132
3 Au 118-121
4 Au-Cu 133,134
5 Au-Pd 135-137
6 Ru 138-140
7 Autres 141-1%0
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Les supports les plus communs pour 1’oxydation du HMF en FDCA sont le CeO: et le
TiO2. Bien que ces catalyseurs permettent une conversion efficace dans des milieux aqueux,
I’ajout d’une base est souvent nécessaire pour augmenter le rendement réactionnel en FDCA.
Or I’ajout d’une base dans le milicu contenant le biocatalyseur pourrait amener a une
dégradation de ce dernier. Lors de 1’oxydation du HMF en FDCA par des catalyseurs supportés
a ’or, I’étape limitante est généralement la conversion du HFCA en AFCA (conversion de la

fonction alcool en aldéhyde, Figure 13).

OH OH (lI) 0]
(@] /O — @] O — | @] O [» HO @) @]
| | / |
% % OH OH % OH
HFCA AFCA

FDCA

Etape limitante

Figure 13 : Représentation de 1’étape limitante lors de 1’oxydation du HMF par des nanoparticules d’or supportées.

Pour parer a ce probleme, une des solutions est d’employer des -catalyseurs
bimétalliques. Par exemple, des catalyseurs Au-Cu supporté sur TiO2 permettent d’augmenter
Iactivité catalytique et d’augmenter la conversion du HFCA vers le FDCA 3313 a synergie
observée entre les particules de cuivre et les particules d’or a permis de conserver une activité
catalytique plus importante que pour le catalyseur a 1’or seule. Cela peut étre dii a I’effet
stabilisant des particules de cuivre sur le support du catalyseur. En conclusion, dans I’optique
de la mise en ceuvre d’un procédé hybride qui passerait par la formation spécifique d’AFCA,
I’emploi de nanoparticules d’or semble contre-indiqué. Le fait que la formation du composé
AFCA soit limitante laisse supposer que ce dernier sera immédiatement consommé une fois
former pour mener au FDCA. Ainsi la transaminase n’aura pas le temps d’agir pour convertir
la fonction aldéhyde en amine. Cette activation est apparemment faisable grace a ’utilisation
du palladium et/ou du platine %4, Ainsi, plusieurs catalyseurs bimétalliques Au-Pd ont été
synthétisés %5137, L’idée est de pouvoir combiner deux types de métaux aux propriétés
catalytiques différentes pour obtenir une synergie et ainsi un catalyseur plus efficace et actif.
La présence mutuelle d’Au et de Pd permet des réactions concomitantes d’oxydations des

fonctions alcool et aldéhyde présentes sur le HMF. En conclusion I’utilisation d’un catalyseur
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bimétallique Au-Pd dans des conditions réactionnelles douces permettrait peut-étre la formation
majoritaire d’AFCA sans formation prédominante de FDCA. Cela pourrait mener a un

rendement quantitatif d’ AFCA.

L’utilisation de catalyseurs au platine semble plus indiquée pour la formation du
compose AFCA. Si ce dernier est un intermédiaire consequent de la formation du FDCA, en
modulant les conditions réactionnelles, nous pourrions réussir a limiter la conversion en FDCA
et ainsi, laisser le temps a la transaminase d’agir pour convertir la fonction aldéhyde en amine.
Bien d’autres exemples de catalyse hétérogene qui utilisent toute une variété de supports et de
métaux existent dans la littérature 1410, Nous pouvons donc supposer que le platine est un bon
compromis pour notre systeme hybride si la cinétique d’oxydation est minuticusement
contrélée pour arréter la réaction a I’intermédiaire AFCA. Si la catalyse hétérogéne chimique
offre un grand choix de catalyseurs et une sélectivité élevée en fonction du produit d’oxydation
désiré, cela implique I’utilisation de bases et de solvants qui ne sont potentiellement pas
acceptables pour I’enzyme. Afin d’étre parées a toutes les issues et de pouvoir effectuer une
comparaison, les voies d’oxydation biocatalytique du FDCA sont également étudiées dans la

littérature.

2.2.2.2 Synthése du FDCA par biocatalyse

La production et synthése biocatalytique du FDCA peut s’effectuer de nombreuses
maniéres (Figure 14). Au sein des voies biocatalytiques, on peut séparer deux grandes
catégories : la production directe du FDCA gréace a des cellules entiéres ou I’amélioration d’une
voie métabolique du microorganisme pour la production directe de ce composé. L’autre option
est la synthése directe en utilisant des enzymes. La production du FDCA est trés bien
documentée dans la littérature °>-1%7, Cette partie ne se voudra donc pas exhaustive du mode
de production biocatalytique du FDCA, mais essaiera de mettre en évidence les avantages et
inconvénients comparés a la production par catalyse hétérogene. Un des premiers exemples de
synthése de ce composé remonte a 1996 ou Van Deurzen et al. ¥ ont utilisé une
chloroperoxidase (CPO) pour I’oxydation sélective du HMF en FDCA avec 74 % de rendement
et un seul sous-produit majoritaire (HFCA). L’oxydation sélective en FDCA par des enzymes
peut nécessiter une cascade catalytique afin de pousser la conversion jusqu’a 1’acide
carboxylique 113115199160 [ e fajt d’utiliser une cascade catalytique est commun, car la
conversion du HMF en FDCA implique une série de trois réactions d’oxydation consécutive.

Une seule enzyme est rarement capable de prendre en compte autant de réactions.
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Catalyse enzymatique
- Ingénierie métabolique
- Catalyse via cellule
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Figure 14 : récapitulative des différentes voies biocatalytiques pour la production du FDCA.

Par exemple, Qin et al. *** ont dii coupler I’action d’une galactose oxydase pour obtenir
le DCAF, puis de pousser 1’oxydation grace a un systéme laccase/H202 pour convertir les
fonctions aldéhydes en acides carboxyliques. Karich et al. %, quant & eux ont réussi a prouver
la compatibilité entre des enzymes peroxygénases non spécifiques (UPO) et des oxydases
fongiques pour convertir le HMF en FDCA. Mais comme mentionnée précédemment, afin
d’obtenir des rendements conséquents, les auteurs ont di avoir recours a des quantités
conséquentes d’enzymes (environ 50 U pour 1 mg de produit), ce qui est loin d’étre réaliste
pour un passage a I’échelle industrielle. Une cascade catalytique encore plus évoluée a été mise
au point par Jia et al. 1*° ls ont tiré profit de la dualité de deux enzymes avec un systéme interne
de recyclage d’H20O> pour la production de FDCA.

Comme le HMF est un produit naturellement présent dans les voies métaboliques et
qu’a une trop haute concentration il est potentiellement létal, des enzymes spécifiques doivent
étre capables de le dégrader. Le travail de Djikman et al. *%! a permis de découvrir une 5-
hydroxymethylfurfural oxydase. En identifiant les génes responsables de sa production, les
auteurs ont pu produire 1’enzyme spécifique dans une souche d’E. coli. De nombreux autres
exemples d’oxydation du HMF en FDCA par catalyse enzymatique existent 12719, |es voies
catalytiques pour la production de FDCA grace a 1’ingénierie métabolique de microorganismes

sont présentes dans la littérature %176, Cette partie ne sera pas traitée, car elle concerne moins
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le sujet de catalyse hybride. Une combinaison entre des nanoparticules métalliques et ce genre
de catalyseurs impliquerait une adsorption des nanoparticules directement a 1’intérieur de la
cellule. Cela est hors de notre champ d’expertise. En revanche, une biocatalyse par des cellules
entieres reste une option envisageable. Effectivement, similairement aux procédés hybrides, des
cellules entiéres possédant des enzymes oxydantes spécifiques sont une piste a envisager, dans
la mesure ou cela serait un gain de temps, d’argent et d’énergie. Par exemple le travail de Qhang
etal 1’7 les auteurs ont réussi a synthétiser sélectivement le HFCA sans inhibition de la cellule.

D’autres exemples de synthése du HFCA par des cellules entiéres existent 178179,

3 Immobilisation enzymatique : introduction du concept

Afin d’améliorer I’efficacité des TA et d’utiliser cette enzyme dans une application
industrielle, I’étape logique suivante consiste a immobiliser les TA sur un support solide. Cela
afin d’assurer leur stabilité dans des conditions de réaction difficiles, leurs récupérations et par

conséquent, leurs réutilisations.

L’ immobilisation enzymatique permet une recyclabilité et un turn-over plus important &,
Elle peut étre classée en quatre catégories principales : 1) la liaison covalente ; 2) I’adsorption ;
3) I’immobilisation par affinité ; et 4) le piégeage. La littérature décrit une grande variété de
matériaux qui peuvent étre utilisés comme supports pour I’immobilisation des enzymes en
fonction de I’application souhaitée. Plusieurs avantages sont liés a I’immobilisation d’enzymes,
notamment le fait que I’enzyme immobilisée peut étre facilement retirée du mélange réactionnel
et peut fournir une protection contre les conditions difficiles (température, agents oxydants ou
surfactants). 1% Différentes méthodes d’immobilisation ont été décrites pour I’immobilisation
des TA 8L, Comme la méthode d’immobilisation utilisée au cours de ma thése f(it une méthode
d’adsorption, cette partie de 1’état de I’art sera majoritairement focalisée sur la méthode par

adsorption.

L’une des premiéres occurrences de TA immobilisés a été rapportée par lkeda et al .*®2en
1974, ou ils ont immobilisé de maniere covalente une aspartate aminotransférase sur une
Sepharose B activé par CNBr. Ce dernier est un polymeére constitué de chaines d’agarose. Ils
ont testé la conversion steechiométrique du L-aspartate en oxaloacétate avec un exces de 2-
oxoglutarate 2. 1ls ont rapporté une immobilisation de 60 % avec une activité conservée de
20 % par rapport a I’enzyme libre. Les auteurs ont démontré I’ utilité de leur systeme immobilisé

en montrant que I’enzyme immobilisée conservait son activité aprés 24 heures a 37 °C. La
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raison de cette étude est de déterminer quel type d’immobilisation de la transaminase pourrait
conduire & une amélioration des parametres généraux (gamme de pH, température, co-solvant,
recyclabilité, stockage). Cela afin de déterminer la meilleure option pour les inclure dans une
réaction one-pot en combinaison avec des nanoparticules supportées. Cependant, certains

facteurs physico-chimiques peuvent influencer les performances de I’enzyme immobilisée
180,183

L’immobilisation par adsorption repose sur I’interaction physique entre le support et
I’enzyme, et comprend des modes de liaison tels que les forces de Van der Waals, les
interactions ioniques et la liaison hydrogéne 1°. Bien sdr, ces liaisons ne sont pas aussi fortes
que les liaisons covalentes, mais elles présentent plusieurs avantages, tels que la non-
modification de la structure native de 1’enzyme, la protection du site actif tout en conservant
son activité. Tout comme I’immobilisation covalente, des supports organiques et inorganiques

sont disponibles pour une immobilisation par adsorption des TA.

Afin d’obtenir une immobilisation plus rapide et plus simple des enzymes, I’un des
développements les plus prometteurs est I’insertion d’une séquence 6x-His-tag dans le géne
codant. En effet, cette insertion va permettre I’immobilisation par adsorption sur plusieurs ions
métalliques tels que Ni*, Cu?*, Co?* ou Fe>*** grace a de faibles interactions entre I’histidine et
les ions métalliques. Dold et al. ont utilisé cette technigque afin d’immobiliser une transaminase
de Variovorax paradoxus sur des microbilles magnétiques polyvinyliques non poreuses
fonctionnalisées avec de I’acide iminodiacétique (IDA) 84 L’IDA joue le réle de ligands qui
forment un complexe chélaté avec I’ion métallique et seront capables de lier I’enzyme étiquetée
His. Les trois ions métalliques possédent des caractéristiques et des propriétés différentes : Cu?*
est reconnu pour avoir une forte capacité de liaison, mais une faible spécificité, Co?* a une
bonne spécificité, mais une mauvaise efficacité de liaison. Le Ni?* semble étre un bon
compromis avec une efficacité de liaison et une spécificité par les enzymes relativement bonnes.
Connaissant ces parametres, les auteurs ont obtenu la meilleure activité lors de la liaison avec
Ni* avec une activité relative de 100 % par rapport aux enzymes libres contre 85 % pour Co?*
et 21 % pour Cu?*. Les auteurs ont supposé la formation d’un complexe Cu?*-PLP qui peut
expliquer la faible activité relative dans ce cas. De plus, une activité relative de 17 % a été
observée a 60 °C alors que I’enzyme libre n’a montré aucune activité. De plus, la TA

immobilisée a montré une forte activité a pH 11 et apres 38 jours de stockage a 4 °C.

Cassimje et al. ont utilisé le méme concept pour produire un nouveau support porteur
basé sur des verres a porosité contrélée (CPG). Ils ont enduit le CPG de divers polyméres
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(hydrophiles, hydrophobes, semi-hydrophobes) et ajouté des ligands afin d’y fixer des ions
métalliques 8. En immergeant directement le lysat cellulaire avec le nouveau support, ils
peuvent immobiliser completement I’enzyme en 20 minutes avec une agitation orbitale. En
utilisant le support revétu de chlorure de vinylbenzyle (PVC), les auteurs ont mesuré avec
succes I’activité dans un modeéle de réaction de transamination (amination du 1-
phénoxypropane en utilisant la 1-phényléthyl-amine comme donneur) ou le lysat n’a exprimé
aucune activité catalytique. Ceci est probablement d{l au caractére hydrophobe du support qui
a empéché la dénaturation de I’enzyme dans de telles conditions. La stratégie globale est
présentée dans la Figure 15. Cette méthode d’immobilisation nous permettrait donc
d’immobiliser spécifiquement les transaminases taguées sans passer par une étape préalable de

purification.
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Figure 15 : stratégie globale d’immobilisation par adsorption issu de Cassimje et al. 18

Malgre les interactions plus faibles que la formation d’un lien covalent pour
I’immobilisation des TA, la technique d’adsorption semble étre un bon compromis afin
d’obtenir un catalyseur efficace et réutilisable. En plus de propriétés similaires a I’attachement
covalent, I’'immobilisation sur certains supports permet une transamination directement dans un
solvant organique. Nous avons donc opté pour une immobilisation sur un support EziG™. Cette

méthode d’immobilisation par adsorption nous apportera plusieurs avantages. Le premier est
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I’immobilisation spécifique des protéines taguées. Effectivement, comme I’immobilisation a
lieu par interaction avec le tag-histidine, nous pouvons espérer une immobilisation directement
a partir du lysat cellulaire en nous affranchissant de ’étape de purification. De plus cette
méthode d’immobilisation ne requiert aucun emploi de produits potentiellement toxiques ni
d’étape de préparation du support, telle que 1’ajout d’un linker. C’est donc un gain en termes de

produits utilisés, de temps et d’énergie.

4 Conclusion

En conclusion, 1’étude des différents procédés hybrides nous a permis de mettre en lumiere
les avantages et inconvénients de chaque procédé. Les procédés 2P1S, malgré une modulation
indépendante des milieux réactionnels propres a chaque catalyseur, peuvent se voir confrontés
a des limitations de diffusion de substrat a travers les membranes. Ou encore, lors de
I’utilisation d’un milieu biphasique, des problémes de transports de substrat entre les différents
milieux. A contrario, les procédés 1P2S permettent d’adapter indépendamment les étapes pour
s’affranchir de ce genre de probléme. Mais une adaptation du milieu réactionnel en fonction de
I’activité¢ de 'un des catalyseurs est nécessaire et peut mener a une baisse significative du
rendement final. Les procédés 1P1S ont prouvé leur efficacité pour la synthése de composés a
haute valeur ajoutée, cependant, la mise en ceuvre de ce type de procédés nécessite 1’étude de
tous les paramétres pouvant influencer les deux types de catalyse mis en ceuvre. Le fait de
pouvoir combiner deux catalyseurs dans un seul et méme milieu réactionnel implique une
coopération totale entre les deux catalyseurs. Cette compatibilité peut mener a une synergie due

a la proximité des sites actifs.

L’obtention de synthons aminés (AMFC), grace a la mise en ceuvre d’un procédé
hybride 1P2S, a partir du HMF nécessite une oxydation préalable. Pour la synthése de ce
compose il est nécessaire de controler minutieusement la cinétique d’oxydation du HMF afin
de ne pas former l'acide 5-hydroxyméthyl-2-furancarboxylique (HFCA), et 1’acide 2,5-
furandicarboxylique (FDCA) et obtenir uniquement le 5-aldéhyde-2-furancarboxylique
(AFCA). Cela va permettre a la transaminase d’agir sur la fonction aldéhyde pour obtenir
I’AMFC. Ou, a contrario, si la transaminase agit plus vite, et transforme le HMF en HMFA, il
sera nécessaire de sélectionner un catalyseur capable d’oxyder sélectivement le HMFA en

AMFC.
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L’introduction de la thése permettra donc de mener la réflexion effectuée afin de
déterminer quel chemin réactionnel emprunter pour synthétiser des furfurylamines directement

a partir du HMF, ainsi que le type de procédé que nous allons mettre en ceuvre.
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Introduction : Développement d’un procédé hybride pour la synthése directe de

furfurylamines a partir du HMF : réflexion et stratégie
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Comme décrit dans le préambule, une combinaison entre une enzyme de la classe des
transférases, une transaminase, et des nanoparticules métalliques supportées (NPs), a été
sélectionnée pour réaliser le développement d’un procédé hybride pour la synthese directe de
furfurylamines a partir du HMF. Il nous a permis d’identifier deux synthons susceptibles de
nous intéresser, le FDMA et I’AMFC. Nous avons choisi de focaliser le travail sur la production
de ’AMFC. La structure unique de ce dernier, une fonction amine et une fonction acide
carboxylique reliées par un cycle furane, font de lui acide aminé non-naturel valorisable sous
de nombreuses formes. En effet, a partir de ce synthon, une polymeérisation peut étre envisagée
pour la formation de polyamides, ou une réaction d’amidation ou d’estérification pour la
synthése de nouveaux tensioactifs d’origine biosourcée. Les différents chemins potentiels
menant a I’AMFC qui combinent une oxydation et un transfert d’amine sont décrits en Figure
16.

O
TA O OH NPs
W
l HMF l l
NH, O 0
| Jii
HMFA [ ) W NPs e
l NPs HFCA DCAF
Voie 1 NH? 0
AMFA o O o o o
| NPs TA |
l AFCA
NH,
| O O
| / 'I
OH
I AMFC I

Figure 16 : Composés chimiques obtenus a partir de 1’oxydation (NPs : nanoparticules métalliques supportées)
des groupes hydroxyle et carbonyle de l'acide 5-hydroxyméthylfurfural (HMF) : 2,5-dicarboxaldéhydefurane
(DCAF), acide 5-hydroxyméthyl-2-furancarboxylique (HFCA), 5-aldéhyde-2-furancarboxylique (AFCA) et acide
2,5-furandicarboxylique (FDCA) et de I’animation réductrice (TA : transaminase) des dérivés carbonylés
correspondants  5-hydroxymeéthylfurfurylamine (HMFA), 5-aminométhyle-2-furancarboxaldéhyde (AMFA),
I'acide 5-aminométhyl-2-furancarboxylique (AMFC).
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La synthése spécifique de I’AMFC peut s’imaginer de deux maniéres. Premié¢rement, Si
la transaminase (TA) est utilisée en premier, la conversion du HMF menera au HMFA (Figure
16, voie 1). Cette voie parait envisageable, car Dunbabin et al. ont démontré I’efficacité des TA
a transformer le HMF en HMFA avec d’excellents rendements (respectivement 75 % et 89 %
avec la MBA et I'IPA comme donneur d’amine) ‘. Dans ce cas-1a, il faudra sélectionner un

catalyseur d’oxydation actif sur le HMFA.

La deuxieme voie passe par une oxydation spécifique du HMF en AFCA (voie 2, Figure
16). Une fois celle-ci réalisée, la transaminase peut alors étre ajoutée au milieu réactionnel pour
convertir ce composé en AMFC. Cependant, comme il est décrit dans la littérature, la
production d’AFCA n’est pas chose aisée et la majorité des publications s’emploie a décrire la
synthése directe du FDCA. Cela pourrait engendrer un rendement inférieur en AMFC di a la
présence de produit(s) d’oxydation non transformable(s) en équivalents aminés, tels que
I’HFCA ou le FDCA. Le Tableau 5 résume les différents défis a surmonter pour la mise en

ceuvre de ces deux chemins réactionnels.

Tableau 5 : Défis identifiés pour la synthése directe de I’acide 5-aminométhyl-2-furancarboxylique a partir du

HMF gréce a la mise place d’un procédé hybride 1P2S.

Défis voie réactionnelle 1 Défis voie réactionnelle 2
Sélection d’une transaminase Sélection d’un catalyseur d’oxydation
Etane 1 capable de convertir le HMF  capable d’oxyder sélectivement le HMF en
P en HMFA AFCA
Sélection d’un catalyseur
d’oxydation capable Sélection d’une transaminase capable de
Etape 2 d’oxyder le HMFA en convertir ’AFCA en AMFC
AMFC
- Ajustement des conditions réactionnelles pour permettre aux deux
Deéfis . . A i
COMMUNS catalyseurs de fonctionner efficacement dans le méme milieu
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L’¢tude de ces deux chemins réactionnels conduisant au développement d’un procédé
hybride 1P2S sera étudiée dans la premiére partie (chapitres 1 et 2) de cette these. Le chapitre 1
s’emploiera a caractériser les différents catalyseurs chimique et biologique pour sélectionner la
meilleure voie. Le chapitre 2 se focalisera sur 1’¢laboration du procédé hybride sélectionné au
travers du chemin choisi. Il mettra également en lumiére les limitations pour envisager le

développement d’un procédé 1P1S.

La seconde grande partie (chapitres 3 et 4) s’emploiera a étudier le développement d’un
procédé hybride 1P1S. Dans ce cas, le déefi principal réside dans la mise au point des conditions
réactionnelles favorisant le fonctionnement des deux catalyseurs dans le méme pot réactionnel.
Effectivement, les transaminases travaillent généralement en conditions douces (température
30-70 °C, milieux aqueux tamponnés) tandis que les catalyseurs chimiques travaillent en
conditions plus dures (solvant organique, température supérieure a 100 °C). Le Tableau 6
présente les défis identifiés pour la synthése directe de I’AMFC au travers de la mise au point

d’un procédé hybride 1P1S.

Tableau 6 : Défis identifiés pour la synthése directe de I’acide 5-aminométhyl-2-furancarboxylique a partir du

HMF au travers de la mise place d’un procédé hybride 1P1S.

Défis

Sélection d’un catalyseur
d’oxydation capable d’opérer sur le
HMF et sur le HMFA

Sélection d’une transaminase
capable de convertir I’ensemble des
Défis produits d’oxydation du HMF
possédant une fonction aldéhyde

Ajustement des conditions
réactionnelles pour permettre aux
deux catalyseurs de fonctionner
efficacement dans le méme milieu

Il faudra donc vérifier si les catalyseurs chimiques peuvent travailler en milieux aqueux
a des températures comprises entre 30 et 70 °C ou si parmi la diversité des transaminases
existantes, certaines peuvent travailler dans des conditions similaires a celles des NPs

supportées. Afin d’optimiser notre réaction, la notion de recyclabilité est a prendre a compte.
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Comme constatée dans 1I’étude bibliographique, la présence de deux catalyseurs de nature
differente dans le méme milieu réactionnel peut mener a des problémes d’inhibitions mutuels.
Ces problemes peuvent provenir du catalyseur en lui-méme ou des réactifs nécessaires aux deux
réactions. Une des solutions potentielles est donc une immobilisation du biocatalyseur.
Ajoutons a cela que, si les deux catalyseurs sont présents en méme temps dans le milieu
réactionnel, une compétition réactionnelle est a envisager (voie 1 et/ou 2, Figure 16). S’il
s’avere que la transamination est plus efficace cinétiqguement, le catalyseur chimique aura un
seul substrat a transformer : le HMFA. Mais a contrario, si I’oxydation est plus efficace,
plusieurs molécules possédant une ou deux fonctions aldéhydes (DCAF, AFCA) seront
potentiellement présentes au sein du milieu réactionnel. La sélection d’une transaminase
capable d’opérer sur tous les dérivés d’oxydation est donc nécessaire afin de limiter les sous-
produits non désirables (HFCA, FDCA) qui pourraient limiter le rendement final en

furfurylamines.

Le chapitre 5 s’emploiera a décrire et valider la preuve de concept pour la synthése d’un
matériau multicatalytique hybride pour I’obtention directe de I’AMFC a partir du HMF. Enfin,
la derniere partie (chapitre 6) présentera 1’application des procédés hybrides développés
préalablement pour la valorisation d’autres synthons d’origine biosourcée en leurs équivalents
aminés. Ce chapitre permettra notamment d’ouvrir les possibilités d’acces a de nouvelles

structures peu décrites jusqu’ici dans la littérature.
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Chapitre 1 : Caractérisation et sélection de catalyseurs pour la synthese directe

de furfurylamines dans un procédé hybride « one-pot/two-steps »
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1 Etude des biocatalyseurs pour la conversion de substrats furfuryliques

En vue de la mise au point de notre premier procédé en 1P2S, nous avons commencé par
réaliser I’¢tude et la sélection de la meilleure transaminase a utiliser pour nos étapes de transferts
d’amines. Une transaminase Q7NWG4 (Chromobacterium Violaceum, Cv-TA) fournie par le
professeur Thierry Gefflaut, ICCF, Clermont-Ferrand, France a été sélectionnée pour débuter
I’étude. Dans D’attente de pouvoir produire de nouvelles transaminases potentiellement plus
efficaces (thermostables, etc.) nous avons commenceé notre étude avec cette derniére en vue de
la réalisation d’une premiére réaction hybride. Elle avait déja été décrite comme efficace sur
les composés possédant un cycle furanique . Cette transaminase a été surexprimée, et utilisée

dans un premier temps sous la forme de lysat cellulaire (Cell free extract, CFE).

1.1 Etude d’une transaminase pour la conversion de substrats furfuryliques

Pour débuter notre étude de cette enzyme, nous avons commencé par adapter au
laboratoire le test basé sur la méthylbenzylamine (MBA). Ce test, qui est surement le plus
communément usité, utilise donc la MBA comme donneur d’amine avec le pyruvate de sodium
comme accepteur. La réaction de transamination conduit alors a la production d’acétophénone
(e = 12000 Mt.cm™, pH 8) dont la formation peut étre suivie par spectrophotométrie a 245 nm

(Schéma 12) grace a la conjugaison de la fonction carbonyle avec le cycle benzénique 8.

o ) NH,
TA
)H(ONa /l\H/ONa
o / } o
Pyruvate
> i Alanine
de sodium H,N 0

v Suivi spectrophotométrique a
245 nm de la formation de
I’acétophénone

MBA Acétophénone

Schéma 12 : Schéma réactionnel de la réaction de transamination du pyruvate de sodium en L-alanine avec la

MBA comme donneur d’amine.

Outre la possibilité d’un suivi facile de I’avancement réactionnel, ce test a été choisi,
car I'utilisation de ce donneur permet de déplacer 1’équilibre de la réaction et de mieux

appréhender I’efficacité de la transaminase pour [’accepteur testé. L’équilibre
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thermodynamique du couple méthylbenzylamine (MBA)/acetophénone est en effet largement

en faveur du co-produit carbonylé %,

Une activité de 138 mU. puits™ est déterminée pour la Q7NWGA4. Aprés avoir confirmé
que la transaminase était active, nous nous sommes employés a des essais de transamination
sur les différents dérivés obtenus par oxydation du HMF. Cependant I’absorbance importante
des composés AFCA et DCAF a 245 nm (A d’absorbance de 1’acétophénone lors du test) ne
permettent pas d’effectuer le test a la MBA. La Q7NWG4 est décrite comme étant strictement
(S)-énantiosélective, un changement de test a donc été effectué avec un autre donneur d’amine,

la L-alanine.

Ce test découplé est basé sur I'utilisation d’une lactate déshydrogénase (LDH), dont le

principe est présenté ci-dessous (Schéma 13).

Transaminases
QTINWG4
o NH,
‘ o pH 8, 30°C
Substrats furfural UR | 0 R Furfurylamines
R =CH,OH, CHO, CO,H ) \ Y. R =CH,OH, CHO, CO,H
o (0] NaP,pH S8 O
30°C
OH ONa| ————>» ONa
LDH
L-alanine Pyruvate lactate
NADH NAD'

Suivi spectrophotomeétrique de la disparition du NADH a 340 nm

Schéma 13 : Schéma du test a la LDH pour mesurer 1’activité de la Cv-TA sur différents substrats furfuryliques.

Le co-produit carbonylé formé de la L-alanine est le pyruvate, qui est lui-méme réduit
par la LDH en lactate. Cette seconde enzyme fonctionne grace a un cofacteur, le NADH
(e = 6220 Mt.cm™) qui est oxydé en NAD" (Schéma 13). La disparition du NADH peut alors
étre suivie par spectrophotométrie a 340 nm ce qui permet de suivre I’avancement de la
réaction. La conversion du pyruvate en lactate permet de tirer 1’équilibre réactionnel vers la
formation du produit aminé. L utilisation de ce test d’activité nous permettra de déterminer si
la transaminase sélectionnée (Cv-TA, Q7NWG4) posséde une activité sur le HMF, I’AFCA et
le DCAF. Les activités spécifiques de la Cv-TA sur les trois produits furfuryliques testés et les

structures des substrats et produits formeées sont résumées dans le Tableau 7.
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Tableau 7 : Activités spécifiques mesurées de la Cv-TA sur le HMF, ’AFCA et le DCAF au travers d’un test
découplé a la LDH (Tampon de phosphate de sodium 100 mM (pH 8), 2 mM de substrat, 5 U. mI** LDH, 0,5
mg.ml* NADH, 0,1 mM PLP, 0,1 mg.mI! Cv-TA CFE, et 10 mM L-alanine).

Entrées 1 2 3
HMF AFCA DCAF
Substrats OH o) 0
I
(o) /O HO [0) /O (o) /O
W W W
Activités (mU.mg™?) 535 715 545
AMFA
HMFA AMFC 7
o NH,
OH o | P
Produits aminés o NH, HO o NH,
W | FDMA
NH,
o NH,
W

Ces tests nous permettent donc de confirmer les possibles chemins réactionnels définis
dans I’introduction. Pour le développement du procédé 1P2S, les deux chemins réactionnels
seraient possibles (voies 1 et 2, Figure 16) avec la confirmation de 1’activité de la Cv-TA sur le
HMF et ’AFCA (respectivement 535 et 715 mU.mg™) qui forment respectivement du HMFA
et de ’AMFC. De plus I’activité obtenue sur le DCAF nous indique que la transaminase
sélectionnée est active sur tous les produits furfuryliques qui possédent une fonction aldéhyde.
Il est important de noter que le produit de transamination du DCAF peut étre le composé AMFA
ou FDMA, ou un mélange des deux. Ce test ne nous permet pas de discriminer entre les deux.
Nous pouvons donc supposer que lors de la mise en ceuvre des procédés hybrides avec la
Q7NWG4, si le biocatalyseur est toujours actif dans les conditions définies, nous pouvons
affirmer que la transaminase sélectionnée sera active sur les différents produits d’oxydation du

HMF qui ménent a des furfurylamines.

1.2  Immobilisation de la Cv-TA

Une fois notre transaminase sélectionnée, nous nous sommes intéressés a son

immobilisation sur un support solide. La selection de ce support nous permettra potentiellement
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d’augmenter la recyclabilité du biocatalyseur et de parer a de potentiels empoisonnements
croisés avec les NPs métalliques supportées. Le support EziG™ (EnginZyme AB, Suéde) est
décrit par Cassimjee et al. comme un support d’immobilisation enzymatique efficace pour les
transaminases, leur conférant notamment une stabilité augmentée dans les solvants organiques
189 Son utilisation est trés simple a mettre en ceuvre, I’immobilisation s’effectuant par
adsorption spécifique de la protéine grace a son tag 6x-His. En effet les doublets non liants des
atomes d’azotes présents sur le groupement imidazole des histidines du tag vont pouvoir venir
chélaté les ions Fe?* présents sur la surface des billes EziG™ via des liaisons faibles. De plus,
sa spécificité d’adsorption envers la protéine taguée permet une incubation directe avec le lysat
cellulaire pour une immobilisation directe de 1’enzyme d’intérét. Cette méthode

d’immobilisation nous évite donc une étape de purification enzymatique.

1.2.1  Sélection du ratio d’immobilisation sur les trois supports EZiG™,

L’immobilisation de la Cv-TA a été étudiée sur trois types de supports EziG™ : OPAL,
AMBER et CORAL. Ces trois supports se différencient par la nature du polymere qui les
recouvre. Le support OPAL est hydrophile (recouvert de polyacrylonitrile), le support AMBER
est semi-hydrophile (recouvert d’un copolymére de styréne et d’acrylonitrile) et le support
CORAL est hydrophobe (recouvert de chlorure de polyvinylbenzyle). La Figure 17 montre le
taux d’immobilisation de la Cv-TA en fonction du ratio enzyme/support. Le lysat cellulaire
contenant la Cv-TA a été incubé avec le support pendant 1 h en milieu tamponné (phosphate de
sodium, pH 8, 100 mM) et la quantité de protéines présente dans le surnageant a été dosée par
la méthode de Bradford. Les trois supports posseédent une capacité d’adsorption protéique
similaire, quel que soit le rapport protéines/support (p/p ; en mg) testé : environ 35 % pour le
rapport 1/1, 50 % pour le rapport 1/3, 70 % pour le rapport 1/6. Les trois derniers ratios (1/9,
1/12 et 1/15) ne présentent pas de différences significatives avec un taux d’immobilisation qui
varie entre 75 % et 85 % pour les trois supports. Afin de limiter la consommation de supports
et la quantité d’enzyme, le ratio, 1/3 a été sélectionné pour la suite des manipulations. Comme
il sera montré par la suite ce ratio s’est avéré étre suffisant pour maintenir 1’activité enzymatique

nécessaire pour nos transformations.
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Figure 17 : Pourcentages de protéines immobilisées sur EziG™OPAL, EziGT™CORAL et EziGT™MAMBER a
température ambiante pour 6 rapports protéines/support différent (p/p, en mg) : 1:1 (mm), 1:3 (=), 1:6 (=), 1:9 (
=), 1:12 (=9), et 1:15 (=3).

1.2.2  Cinétique d’immobilisation de la Cv-TA sur les supports EziGTM

Nous avons ensuite étudié la cinétique d’immobilisation de la Cv-TA. La quantité
d’enzyme immobilisée a alors été suivie au cours du temps a intervalles réguliers par dosage de
Bradford du surnageant. La Figure 18 présente la cinétique d’immobilisation de la Cv-TA sur
les trois supports OPAL, CORAL et AMBER. Le support OPAL possede une capacité de
fixation légérement plus efficace que les supports CORAL et AMBER avec 60 %
d’immobilisation au bout de 60 min d’incubation contre 48 % pour AMBER et 50 % pour
CORAL. Cependant, comme nous 1’avons observé précédemment, les trois supports possedent
globalement la méme capacité de fixation avec un taux d’immobilisation qui varie entre 60 et
65 % au bout de 180 min d’incubation. Dans le cas de I’OPAL, aucune évolution significative
n’est observée aprés 60 min (environ 60 % a 120 et 180 min). Les paramétres suivants sont
donc retenus pour la suite des manipulations : 60 min d’incubation a température ambiante avec

un ratio protéines/support de 1/3 (p/p, mg).
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Figure 18 : Pourcentage de protéines immobilisées sur EziG™OPAL (), EZiG™Amber (®) and EziG™ Coral

(®) a température ambiante avec un ratio 1 : 3 (p/p, mg) a 15, 30, 45, 60, 120 et 180 min.

1.2.3 Transamination du HMF et de I’AFCA avec la Cv-TA immobilisée

Une cinétique de réaction de transamination du HMF et de I’AFCA est ensuite
effectuée avec la Cv-TA immobilisée afin de choisir le support le plus performant. Le test a la
LDH est utilisé pour mesurer I’activité de I’enzyme immobilisée. Dans la mesure ou dans le cas
présent le test est réalisé de maniére découplée, par prélevement de milieu réactionnel, et dosage
de la quantité de pyruvate produite par la LDH, il ne permet plus de déplacer I’équilibre de la
transamination. Aussi il est normal que les rendements atteints ne soient pas optimaux, puisque
liés a ID’équilibre thermodynamique des couples Alanine+tHMF/Pyruvate+HMFA et
Alanine+AFCA/Pyruvate+AMFC, et ce test sert donc principalement a étudier la cinétique de
I’enzyme en début de réaction. I1 est aussi intéressant d’observer que durant 1’incubation, les
billes prennent une couleur jaune méme quand la Cv-TA n’est pas présente dans le milieu. Cette
couleur est due a I’adsorption du PLP directement sur le support. Aprés 10 min, dans le cas du
HMF (Figure 19) une conversion de 48 % est observée avec le support OPAL contre 36 et 38 %
avec les supports CORAL et AMBER respectivement. Aprés 60 min, les trois supports
atteignent une conversion d’environ 50 %. Si I’on compare la TA immobilisée avec sa forme
libre, on peut également constater que dans le premier cas la cinétique de transamination est

plus efficace (50 % en 30 min contre 43 % lorsque I’enzyme est libre).
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Figure 19 : Activités de Cv-TA@EziG™OPAL (©), Cv-TA@EziG™AMBER (®), Cv-TA@EziG™CORAL (@

), et le blanc correspondant sans enzyme (®) sur le HMF a 30 °C. L’avancement de la réaction a été suivi

spectrophotométriquement a 340 nm (disparition du NADH, test découplé a la LDH).
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De la méme maniére, dans le cas de ’AFCA (Figure 20), le meilleur support est
EziG™OPAL, avec 41 % de conversion de I’AFCA en AMFC en 60 minutes a 30 °C.
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Figure 20 : Activités de Cv-TA@EziG™OPAL (©), Cv-TA@EziG™ AMBER (®), Cv-TA@EziG™CORAL (
@), et le blanc correspondant sans enzyme (o) vers AFCA a 30 °C. L’avancement de la réaction a été suivi

spectrophotométriquement a 340 nm (disparition du NADH, test découplé a la LDH).

La encore, on constate également que la conversion de I’AFCA en AMFC est deux
fois plus rapide lorsque 1’enzyme est immobilisée : il faut seulement 30 minutes pour atteindre
61 % de conversion dans le cas de I’enzyme immobilisée, alors qu’il en faut 60 avec I’enzyme
libre. Une des explications a cette différence pourrait résider en la saturation du support EziG
en PLP, le rendant peut-étre plus accessible a la transaminase que lorsqu’il est sous forme
soluble dans le milieu. Nous pouvons également supposer que I’immobilisation sur support
OPAL permet un repliement favorable de la protéine, et donc, une accessibilité facilitée du
substrat au site actif.

Ainsi, en conclusion, le support OPAL, en plus d’avoir une capacité d’immobilisation
plus efficace que les deux autres supports, permet une conversion plus efficace du HMF et de
I’AFCA comparée a I’enzyme libre. Le fait que le support OPAL soit le plus performant peut
peut-étre s’expliquer par la nature hydrophile du polymere qui recouvre les billes de silice,
fournissant ainsi un environnement favorable a I’enzyme en milieux aqueux. Les deux autres
supports, qui sont hydrophobe et semi-hydrophobe, sont donc moins adaptés dans ce type

d’environnement. Afin de confirmer ces hypotheses, des essais de transaminations avec une
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augmentation graduelle de pourcentage en co-solvant (type DMSQO) pourraient étre effectués
afin de déterminer si la présence d’un solvant organique permet d’observer une meilleure
activité avec les supports CORAL et AMBER et une activité diminuée avec le support OPAL.

Dans le cadre de nos manipulations, le support retenu est donc le support EziG™@OPAL.

1.2.4 Recyclabilité de la Cv-TA@EziG™OPAL

Pour déterminer la recyclabilité de la Cv-TA@EziG™OPAL, nous avons utilisé un
ratio (S)-MBA : AFCA de 1: 1 (mol). Ce donneur a été selectionné pour sa capacité a tirer la
réaction vers le produit aminé (équilibre thermodynamique favorable) comme énoncé
précédemment et ainsi déterminer le temps de réaction nécessaire pour obtenir une conversion
compléte du substrat. Cela nous a donc permis d’obtenir une conversion totale du substrat initial

en 5 h de réaction lors du premier cycle (Figure 21).
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Figure 21 : Conversion de ’AFCA en AMFC obtenu au cours de 3 cycles d’utilisation de I’OPAL Cv-
TA@EziGTM : cycle 1 (m), cycle 2 (®) et cycle 3 (A). La concentration en AMFC a été mesurée a 245 nm par
HPLC-DAD apres 0,5, 1, 2, 3, 4 et 5 h (cycle 1), ainsi que 24 h (cycle 2) et 72 h (cycle 3).

Le second cycle de transamination a été réalisé aprés que la Cv-TA@EziG™OPAL a
été maintenue a 4 °C dans une solution tamponnée (pH 8, phosphate de sodium, 100 mM)
pendant 16 h. Seulement 30 % de conversion ont été obtenus en 5 h, et la conversion totale a
pu étre obtenue apres 24 h. Ceci montre ’instabilité de la Cv-TA, méme lorsqu’elle est
immobilisée sur support solide. Un dernier cycle a été effectué juste apres le deuxiéme cycle de

transamination (ré-incubation directe du catalyseur, sans maintien a 4 °C). Nous obtenons
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seulement 13 % de conversion aprés 5 h de réaction et la conversion totale a pu étre obtenue
aprés 72 h. Par conséquent, I’immobilisation de la Cv-TA sur EzZiIGT™MOPAL ne semble étre
réellement avantageuse que pour la récupération facile du biocatalyseur et une séparation
simplifiée des produits de la réaction. Malgré cela, le maintien d’une partie de I’activité sur
plusieurs cycles laisse espérer la possibilité a terme d’effectuer plusieurs cycles hybrides, apres

optimisation, ou potentiellement immobilisation sur un autre support.

1.2.5 Influence du pH sur [’activité de la Cv-TA libre et immobilisée.

Afin de caractériser au mieux notre systéme, nous avons également étudié 1’influence
du pH sur ’activité de la Cv-TA libre et immobilisée sur le HMF seul. En effet, dans les études
précédentes, nous avons utilisé un tampon phosphate de sodium a pH 8 pour la mise en ceuvre
des transaminases. Cependant, la réaction d’oxydation par catalyse hétérogene en phase liquide
nécessite souvent des pH plus élevés et 1’utilisation d’une base. Nous avons donc effectué des
réactions de transamination a pH 8 et 9 avec la Cv-TA libre et immobilisée au travers d’un test

a la (S)-MBA afin de déterminer si I’enzyme possédait une activité a des pH supérieurs a 8.

La Figure 22 représente 1’évolution de la DO a 245 nm (formation de I’acétophénone)
en fonction du temps aux pH 8 et 9. Lors de I’essai avec la Cv-TA libre, une conversion de
78 % est observée en 45 min & pH 8. Aucune conversion n’est observée lorsque la réaction est
effectuée a pH 9. Lorsque la réaction est effectuée avec la Cv-TA@EziG™OPAL (Figure 23),
la méme tendance est observée. Une conversion de 60 % est obtenue en 45 min lorsque la
réaction a lieu dans le tampon pH 8, mais aucune conversion n’est observée dans le tampon
pH 9. Cela signifie donc que I’immobilisation ne permet pas a I’enzyme d’étre plus résistante

a des pH supérieurs a 8.

Au vu de ces résultats, quelle que soit la voie mécanistique sélectionnée, un pH 8 ou
inférieur sera nécessaire afin de permettre au biocatalyseur de fonctionner efficacement. Cela
implique donc que le criblage des catalyseurs chimiques devra s’effectuer dans les conditions

de fonctionnement de la transaminase (milieu aqueux tamponné a pH 8).
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Figure 22 : Cinétique de transamination du HMF en HMFA par la Cv-TA dans le tampon phosphate de sodium
100 mM a pH 8 (m) et 9 (&) avec les deux blancs correspondant sans enzyme a pH 8 (X) et 9 (=2). Suivi de la

formation de 1’acétophénone a 245 nm.
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Figure 23 : Cinétique de transamination du HMF en HMFA par la Cv-TA@EziG™OPAL dans deux tampons
phosphate de sodium 100 mM a pH 8 (m) et 9 (&) avec les deux blancs correspondants sans enzyme a pH 8 (X)

et 9 (==3). Suivi de la formation de I’acétophénone a 245 nm.

92



HybCat4Bio - Chapitre 1

1.2.6 Influence de la température sur la conversion du HMF/AFCA par la Cv-TA libre et
immobilisée

Nous avons étudié I’influence de la température sur I’activité enzymatique de la Cv-TA
libre et immobilisée. La température est I’'un des parametres clés pour la mise au point d’un
procedé hybride 1P1S. Les NPs supportées effectuent de maniére générale des réactions de
catalyse a des températures supérieures a 100 °C. Nous devons donc déterminer si I’enzyme
sélectionnée est capable de travailler a des températures plus élevées et, comme il sera testé
plus tard, si nous pouvons abaisser la température de fonctionnement des NPs. L’activité de la
TA a été testée a 60 °C via le test découplé a la LDH (Schéma 14). Cette température a été
sélectionnée, car comme il sera vu plus tard, elle s’est avérée suffisante pour permettre aux NPs
supportées d’avoir une activité catalytique sur le HMF et le HMFA. L’étude de la réaction de
transamination est effectuée avec les deux substrats HMF et AFCA, pour a la fois confirmer le
comportement de I’enzyme et avoir des données sur les deux voies réactionnelles envisagées

dans 1’introduction.

Transaminase
0 QINWG4 NH, Etape 1 :
v réaction enzymatique
v prélévement du milieu

% / réactionnel
Substrat furfural Furfurylamines
R=OH, CO,H R=O0H, C=0, CO,H

0 0 NaP, pHS 0

0 R pIIS, 30°C (0] R

30°C Etape 2: Suivi
OH ONa —— ONa ¥ Ajout d’une solution spectrophotométrique a
NH, 0 LDH OH contenant la LDH et 340 nm de la disparition
: le NADH du NADH

(L)-alanine  pyruvate lactate

NADHY Nap’

Schéma 14 : Test a la LDH découplé pour mesurer I’activité de la Cv-TA sur différents substrats furfuryliques a
30et 60 °C.

Dans le cas du HMF, la Figure 24 montre la cinétique de réaction pour la Cv-TA libre a
30 et 60 °C. Une conversion de 53 % est obtenue avec la Cv-TA libre a 30 °C apres 90 min de
réaction contre 31 % a 60 °C obtenus en 90 min. De plus, dans le cas du test a 60 °C, cette
conversion est obtenue en 15 min. Au-dela de ce palier, aucune décroissance de la DO n’est
observée, ce qui laisse suggérer une inactivation de I’enzyme. De la méme maniére, I’activité
de la Cv-TA@Ezig™OPAL est mesurée a 30 C et 60 °C sur le HMF (Figure 25). Similairement

a I’activité observée avec la Cv-TA, une conversion est observée dans les 15 premieres minutes
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d’incubation a 60 °C (45 %). Lorsque ce palier est dépassé, aucune évolution de la DO n’est

observée. A 30 °C, 51 % de conversion sont obtenus en 60 min de réaction.
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Figure 24 : Cinétique de transamination du HMF en HMFA par la Cv-TA & 30 et 60 °C. Suivi de la disparition du
NADH a 340 nm pour I’enzyme libre 4 30 °C (m), blanc (sans enzyme) a 30 °C (X), I’enzyme libre 4 60 °C (&)

blanc (sans enzyme) a 60 °C (®).
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Figure 25 : Cinétique de transamination du HMF en HMFA par la Cv-TA@EziG™OPAL a 30 et 60 °C. Suivi de
la disparition du NADH a 340 nm a 30 °C (&), blanc (sans enzyme) a 30 °C (), a 60 °C (m) blanc (sans enzyme)
460 °C (®).
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Dans le cas de I’AFCA, I’activité de la Cv-TA est testée a 60 °C (libre et immobilisée,
respectivement Figure 26 et Figure 27) dans les mémes conditions que déecrites précédemment.
Lorsque I’enzyme est libre, aprés 90 minutes de réaction, nous obtenons une conversion de
43 % de ’AFCA en AMFC a 60 °C contre 62 % de conversion a 30 °C. L’absence de
conversion totale a 30 °C est pour rappel dd a 1’équilibre thermodynamique entre le donneur
d’amine (L-alanine) et le produit carbonylé formé (pyruvate). Dans le cas ou la Cv-TA est
immobilisée, seulement 37 % de conversion ont été observés aprés 60 minutes d’incubation a
60 °C. De plus, 34 % sont observés au bout de seulement 10 minutes, confirmant I’instabilité
de la Cv-TA a 60 °C méme immobilisée. Cependant, au-dela de ce temps réactionnel, aucune
variation de DO n’est observée laissant supposer une inactivation de 1’enzyme méme
immobilisée. De plus une décoloration des billes, passant de jaune a blanche, tend a confirmer
cette hypothese. La couleur blanche pourrait correspondre a I’inactivation enzymatique corrélée

au détachement (et/ou dégradation) du PLP préalablement immobilisé sur le support.
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Figure 26 : Cinétique de transamination de I’AFCA en AMFC par la Cv-TA & 30 et 60 °C. Suivi de la disparition
du NADH a 340 nm pour 1’enzyme libre a 30 °C (&), blanc (sans enzyme) a 30 °C (X), I’enzyme libre a 60 °C (
m) blanc (sans enzyme) a 60 °C (®).
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Figure 27 : Activités de la Cv-TA@EziG™ OPAL (m) sur PAFCA a 60 °C, et le blanc correspondant sans

enzyme (®). L’avancement de la réaction a été suivi avec le test découplé a la LDH.

Dans le cas des deux substrats, la formation d’un précipité blanchatre (enzyme libre et
immobilisée) dans le milieu a 60 °C laisse suggérer une dénaturation rapide de I’enzyme. Aucun
précipité n’est observé dans le milieu a 30 °C. Ces résultats montrent I’instabilité de la Cv-TA
libre & 60 °C. L’immobilisation de la Cv-TA sur support solide n’aide donc pas a la protéger
d’une dénaturation thermique. Malgré une conversion relativement importante des substrats,
une dénaturation rapide est observée, ce qui ne permet pas de I’introduire directement dans le

milieu & 60 °C dans I’optique d’un procédé hybride 1P1S.
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2 Conclusion intermédiaire

En conclusion, le support OPAL a été sélectionné pour réaliser 1I’immobilisation
enzymatique qui sera mise en ceuvre dans notre procédé hybride. Cette immobilisation
permettra notamment de faciliter la récupération enzymatique et la séparation des produits
finaux. De plus il présente la meilleure activité de conversion sur les substrats HMF et AFCA.
La Cv-TA a montré son incapacité a fonctionner a des pH supérieurs a 8. Comme un pH plus
¢levé est généralement utilisé pour des réactions d’oxydation en phase liquide, nous avons
choisi de ne pas descendre le pH et de garder 8. De plus, afin d’éviter toute compétition entre
le catalyseur chimique et la transaminase, il est décidé d’effectuer I’étape de transamination a
température ambiante. Dans un second temps, compte tenu de la perte d’activité significative
de la Cv-TA a 60 °C, il est décidé de garder 30 °C pour la température de transamination. Ces
résultats nous permettent d’affirmer que I’implémentation d’un procédé 1P1S ne sera pas
possible avec 'utilisation de la Q7NWG4. Sa dénaturation trop rapide (environ 15 min) a 60 °C
ne nous permet pas d’introduire le biocatalyseur directement a cette température dans 1’optique
d’un procédé 1P1S. Pour mettre au point un tel procédé, nous aurons besoin d’une enzyme
stable et active thermiquement. A ce stade et au vu des résultats, le développement d’un procédé
hybride 1P2S parait donc plus vraisemblable. Comme la Cv-TA a démontré sa capacité a
convertir a la fois ’AFCA et le HMF en AMFC et HMFA, le criblage de catalyseur sur le
HMFA et sur I’AFCA déterminera donc de quelle maniere implémenter le procédé hybride. Le

rappel des voies réactionnelles ainsi que les défis inerrants sont disponibles en Figure 28.

Procédé Hybride 1P2S Voie mécanistique 1 :

Défis : trouver un catalyseur d’oxydation actif sur
composé HMFA et fonctionnant a basse
température

OH Cv-TA OH HMFA

NPs
supportées

(o) /0 (0] NH, | —— Ho (o) NH,
| / ? P |

Donneur Co-produit
d'amine carbonylé

NS

Etape de transamination validée
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Procédé Hybride 1P2S Voie mécanistique 2 :

Défis : trouver un catalyseur d’ oxydation sélectif
du composé AFCA et fonctionnant a basse

température
NPs
OH supportées 0 AFCA| Ov-TA O
o O —— Ho o 0 HO O NH,
| Y | Y/ / ; | Y
HMF Donneur Co-produit AMFC

d'amine carbonylé

Etape de transamination validée

Figure 28 : Récapitulatif des voies réactionnelles envisagées pour le développement d’un procédé hybride 1P2S
pour la synthése directe d’AMFC a partir du HMF.
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3 Criblage de catalyseurs hétérogenes chimiques

Avant de nous intéresser au criblage des catalyseurs hétérogenes d’oxydation chimiques,
nous avons au préalable réalisé la caractérisation de I’ensemble des produits intermédiaires et
finaux pouvant apparaitre au cours des réactions mises en jeu, de maniére a pouvoir les suivre,
notamment par la mise au point d’une méthode HPLC. La synthése des différents standards
aminés a ¢té effectuée. Le HMFA, ’AMFA et I’AMFC sont synthétisés a partir de leurs
équivalents carbonylés, respectivement le HMF, le DCAF et ’AFCA.

3.1 Synthese des standards

Le HMFA et ’AMEFC ont ainsi été obtenus purs avec un rendement >99 % sous forme
respective d’une huile jaune et d’un solide jaunatre. La structure de I’AMFA a pu étre confirmée

par RMN, mais sa purification n’a pas encore pu étre réalisée.

3.1.1 Synthese du HMFA

La synthese du HMFA s’est effectuée directement a partir du HMF au travers d’une
réaction de transfert d’amine par biocatalyse en utilisant la Cv-TA (Q7NWG4). La conversion
compléte du HMF est validée par HPLC-DAD et RMN 1 H.
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Figure 29 : Spectre RMN 1H (D20, 300 MHz) du HMFA.
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La Figure 29 présente le spectre RMN *H du HMFA pur obtenu. Les protons présents
sur le cycle furane sont caractérisés par deux doublets présents a 6,33 et 6,40 ppm. Les protons
en alpha de la fonction alcool sont visibles sous forme d’un singulet a 4,51 ppm tandis que ceux
en alpha de la fonction amine sont visibles sous la forme d’un singulet a 4.07 ppm. Les autres
caractérisations du HMFA (DEPT 135, DEPT45, COSY) sont disponibles en annexes A.

3.1.2 Synthese de I’AMFA

Concernant la synthése de I’AMFA, un rapport molaire substrat/donneur d’amine de 1/1 est
effectué afin de convertir une seule des fonctions aldéhydes disponibles sur le DCAF. La

réaction est suivie par HPLC.
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Figure 30 : Suivi HPLC-DAD a 280 nm de la réaction de transamination du DCAF en AMFA par la Cv-TA atl5
(bleu), t60 (vert) et t120 min (rouge).

Sur la Figure 30, on peut observer la disparition progressive du DCAF (RT=16,6 min) et
’apparition d’un pic majoritaire a 11 min avec une absorbance maximale a 280 nm. Cependant,
un second pic apparaissant a 7,8 min et avec une absorbance maximale a 210 nm est observé.
Ce pic est presume étre le FDMA. Pour le verifier, 500 pl du milieu brut réactionnel sont
prélevés pour étre analysés par RMN 1 H. Aprés confirmation de la structure du produit, le
milieu est purifié¢ sur colonne échangeuse d’ions, cependant aprés plusieurs volumes de colonne
a I’ammoniac 30 %, aucune trace d’un produit aminé n’est observée en sortiec de colonne. Sa
structure est cependant confirmée sur le spectre RMN réalisé sur 1’échantillon brut réactionnel.
Il est donc assumé que le pic avec un temps de rétention de 11 min sur le spectre HPLC
correspond a I’AMFA.
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Figure 31 : RMN *H entre 4 et 10 ppm du milieu réactionnel de la synthése de ’AMFA et du FDMA a partir du
DCAF & 180 min.

La Figure 31 présente la RMN *H du milieu réactionnel brut de la synthése de ’AMFA.
Les protons du FDMA sur le cycle furanique sont visibles sous la forme d’un singulet a
6,45 ppm. Les 4 protons présents en alpha des fonctions amines sont visibles sous la forme d’un
singulet a 4,11 ppm. La structure de I’AMFA est quant a elle visible tout d’abord avec le
singulet caractéristique de la fonction aldéhyde a 9,39 ppm et les deux protons en alpha de la
fonction amine a 4,18 ppm. Le premier proton du sur le cycle furane est visible a 6,78 ppm et
le second a 7,45 ppm.

En conclusion en partant du DCAF comme substrat initial, deux produits de réaction
sont observés dans le milieu réactionnel ; I’AMFA et le FDMA. Cela signifie que la Cv-TA
utilisée n’est pas spécifique d’une fonction aldéhyde dans le DCAF. De ce fait ’AMFA n’a pas
pu étre quantifié par HPLC-DAD.

101



HybCat4Bio - Chapitre 1

3.1.3 Synthése de ’AMFC

La synthese et la purification de I’AMFC ont été réalisées de la méme maniére que celles
décrites pour le HMFA. La synthése de I’AMFC s’est effectuée directement a partir de I’AFCA
au travers d’une réaction de transfert d’amine par biocatalyse en utilisant la Cv-TA (Q7NWG4).

_6.92
T-6.91
6.

6.

4,21

Figure 32 : Spectre RMN 1H (D20, 300 MHz) de I’AMFC.

Le substrat de départ utilisé ici fut ’AFCA. Apres avoir confirmé la conversion compléte
en AMFC, ce dernier est isolé au travers d’une purification sur colonne échangeuse d’ions
(DOWEX 50WX8) et caractérisé par RMN *H. La Figure 32 présente le spectre RMN de
I’AMFC pur obtenu. L’AMFC se caractérise par deux signaux sous forme de doublets a 6,57 et
6,92 ppm qui correspondent aux deux protons portés par le cycle furanique. Le dernier pic est
celui correspondant aux protons en alpha de la fonction amine qui apparaissent sous forme d’un
singulet a 4,27 ppm. Les autres caractérisations sont disponibles en annexes A. Une fois les
différents produits de réactions possibles en notre possession, nous nous sommes attelés aux
criblages de catalyseurs, le premier pour 1’oxydation du compos¢ HMFA en AMFA et/ou

AMEFC et le second pour 1’oxydation spécifique du HMF en AFCA

3.2 Catalyseurs chimiques sélectionnés pour le criblage
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Pour mener cette étude, 15 catalyseurs hétérogenes ont été testés. 4 métaux différents

(Au, Pd, Pt et Ru) ont été immobilisés sur une variété de supports afin de tester leurs capacités

a oxyder selectivement le HMF en AFCA ainsi que leurs capacités a convertir le HMFA en

AMFC. Le descriptif de ces catalyseurs est présenté dans le Tableau 8.

Tableau 8 : Catalyseurs hétérogenes pour réaliser le criblage de I’oxydation du HMF et du HMFA (*déterminé

par ICP).

Dénomination du

) , . A
catalyseur Meéthode de préparation Pourcentage de métal Support

C1 Réduction-précipitation 2.3% Au Al;Os

Cc2 Sol immobilisation 1.8% Au Amberlyst-15

C3 Sol immobilisation 1.6 % Au CaO

C4 Sol immobilisation 1.6 % Aupva Cao

C5 Sol immobilisation 1.8 % Au CeO,

C6 Sol immobilisation 1.8% Au MgO

Cc7 Réduction-précipitation 1.7%Pd Al,03

Cc8 Sol immobilisation 09%Pd TiO;

C9 Imprégnation humide 6.3 % Pt SiO;

C10 Imprégnation humide 1.5%Ru Caio(PO4)s(OH)2

C11 Sol immobilisation 0.9 % Au-0,1% Pd TiO;

C12 Sol immobilisation 0.3 % Au-0,7 % Pd ZrO,

C13 Co-précipitation 0.8 % Au-0,8 % Pt TiO

Ci4 Co-précipitation 0.7 % Pt-0,8 % Pd Al>O3

Ci15 Co-précipitation 1.0 % Pt-1,0 % Pd TiO;
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3.3 Criblage de nanoparticules métalliques supportées pour I’oxydation sélective du
HMFA en AMFC

Au total, 15 catalyseurs métalliques hétérogenes ont été criblés sur le HMFA (Schéma 15)

a petite échelle (1 mL), dans des fioles scellées en verre, afin de limiter 1’évaporation.

NPs métalliques
OH )
supporteées
| O NH, ___, HO | O NH,
/ 60°C, pH 8 /
HMFA AMFC

Schéma 15 : Equation bilan attendue pour 1’oxydation du HMFA en AMFC.

Les catalyseurs C1, C13, C14 et C15 (entrée 1, 13, 14 et 15, Tableau 9) se sont révélés
inactifs dans les conditions utilisées. Deux catalyseurs (C3 et C5, entrée 3 et 5, Tableau 9) ont
oxydé une petite quantité de HMFA en AMFA. lls générent respectivement 2,0 et 1,34 mM
d’AMFA. Le taux de conversion reste cependant faible pour considérer ces catalyseurs comme
des candidats sérieux pour la réalisation d’une catalyse « one-pot/two-steps ». Il semblerait que
I’étape limitante de ces catalyseurs soit I’oxydation de la fonction alcool en fonction aldéhyde,
car aucune trace d’AMFC n’est détectée dans les milieux réactionnels malgré la présence de la
fonction aldéhyde aprés 48 h de réactions. Deux autres catalyseurs (C8 et C12, entrée 8 et 12,
Tableau 9) produisent également de I’AMFA (1,04 et 1,98 mM) pour les deux. Il est intéressant
de noter dans ce cas la présence de HMF (0,38 et 0,05 mM). Cela laisse supposer que certains
catalyseurs soient actifs sur la fonction amine du HMFA pour la convertir en fonction aldéhyde.
Cette réaction est une « désamination oxydative » et sera étudiée plus tard dans ce manuscrit.
Ce type de réaction n’était pas attendue, elle mene par conséquent a un rendement inférieur en
furfurylamines. L’objectif restant la production majoritaire d’AMFC, ces catalyseurs ne sont

pas considérés comme des candidats potentiels.

Il semble que les deux voies réactionnelles (oxydation et désamination oxydative) soient
en compétition dans le cas de plusieurs catalyseurs et oxydent méme le HMF formé en dérivés
d’oxydation. C’est le cas des catalyseurs C4 et C6 (entrée 4 et 6, Tableau 9) qui produisent
respectivement 2,4 et 2,7 mM d’AMFC contre 2,9 et 1,3 mM de HMF. Ces catalyseurs vont
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méme plus loin en convertissant le HMF en AFCA dans le méme milieu réactionnel

(respectivement 1,07 et 3,44 mM d’AFCA). Le catalyseur C10 pousse méme 1’oxydation

jusqu’au FDCA (1,3 mM, entrée 10, Tableau 9). La présence d’une compétition forte entre ces

deux voies réactionnelles pour la seule étape d’oxydation nous empéche de considérer ces

catalyseurs pour I’'implémentation d’un procédé hybride 1P2S. Dans le cas de cette voie

mécanistique, 1’introduction des NPs supportées vient apres 1’étape de transamination ou le

HMF est supposé étre enticrement consommé. Le fait d’observer du HMF dans le milieu

réactionnel serait donc un retour en arriére.

Tableau 9 : Concentration des réactifs (en mM) mesurée par HPLC-DAD pour 15 catalyseurs d’oxydations

apres 48 h a 60 °C dans un tampon KH,PO, (pH 8, 100 mM).

Entrée  Code | HMFA AMFA AMFC  HMF  AFCA FDCA  DCAF
1 c1 9,5 - ; ; ] ) )
2 c2 7,30 1,74 0,12 0,83 - - ;
3 Cc3 7.9 2,0 - - ; ) ]
4 c4 1,23 2,43 2,36 2,90 1,07 - -
5 C5 8,65 1,34 - - ; ] ]
6 6 2,66 - 2,67 1,36 3,44 - -
7 c7 5,35 1,97 1,74 0,92 - - -
8 c8 8,57 1,04 - 0,38 - ] ]
9 c9 4 1,79 0,22 1,66 1,39 - 0,93
10 C10 7,50 0,44 0,02 0,73 - 1,30 -
11 c11 4,90 1,70 2,32 1,06 - ] ]
12 c12 7,96 1,08 - 0,06 - ] ]
13 C13 9,8 - ; ; } ) ]
14 Cl4 9,9 - - - } ) ]
15 Cc15 10 - - - ] ) ]
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Les catalyseurs C7 et C11 (entrée 7 et 11, Tableau 9) sont les catalyseurs qui présentent
les meilleurs résultats. 1ls générent respectivement 1,74 et 2,32 mM d’ AMFC, pour seulement
1 et 0,9 MM de HMF. Les catalyseurs C11 et C7 ont converti environ 5 mM de HMFA et
environ 50 % de cette conversion correspond a I’AMFC (respectivement 2,7 et 2,4 mM). De
plus, malgré la conversion en produit intermédiaire (AMFA, 1,9 et 1,7 mM) avant 1’obtention
d’AMFC, aucun produit d’oxydation du HMF n’est détecté a 48 h dans le milieu réactionnel.
Ces résultats nous indiquent que la voie d’oxydation du HMFA est prédominante par rapport a
la désamination oxydative. Ces deux catalyseurs sont donc les meilleurs candidats obtenus lors
de ce criblage vis-a-vis de la réaction d’oxydation du HMFA. Cependant la présence d’une voie
de désamination oxydative impacte le rendement final en furfurylamine et I’efficacité du
catalyseur. Pour rappel, I’introduction a défini deux voies majoritaires qui nous permettent
d’accéder a ’AMFC a partir du HMF au travers de I'utilisation de catalyseurs hétérogenes
d’oxydation et de transaminases. La premicre passe par la transamination du HMF en HMFA
puis I’oxydation de ce dernier. Cependant, comme vue Ci-dessus, 1’étape d’oxydation du HMFA
(avec les catalyseurs possédés) n’est pas sélective de la production d’AMFC (rendement

maximal d’environ 27 % et désamination oxydative observée).

De ce fait, les 15 mémes catalyseurs sont testés pour déterminer si I’un d’entre eux peut
oxyder sélectivement le HMF en AFCA afin d’implémenter la seconde voie mécanistique

pensée au début de ce chapitre.
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3.4 Criblage de nanoparticules métalliques supportées pour I’oxydation sélective du
HMF en AFCA

Au total, 15 catalyseurs meétalliques hétérogenes ont eté criblés sur le HMFA
(Schéma 16) a petite echelle (1 mL), dans des fioles scellées en verre, afin de limiter

I’évaporation.

OH NPs métall’iques
supportées
| ‘; 7 — HO i (; Vi
60°C, pH 8
HMF AFCA

Schéma 16 : Equation bilan attendue pour I’oxydation du HMF en AFCA.
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Figure 33 : Concentrations en HMF (=a), HFCA (=m), AFCA (=a) FDCA (=) mesurées par HPLC-DAD apreés
réaction pendant 24 h, a 60 °C avec les 15 catalyseurs oxydatifs sélectionnés.

Les résultats sont présentés en Figure 33. Les catalyseurs C1, C3, C5, C8, C13, C14

et C15 se sont révélés inactifs dans les conditions utilisées. Les catalyseurs C7 et C11 ont formé
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les mémes quantités d’AFCA, mais avec respectivement uniquement 2,2 et 5,2 mM consommés
de HMF. Ces résultats indiquent que, dans les conditions proposeées, les catalyseurs favorisent
la conversion de 1’aldéhyde en acide carboxylique. Les catalyseurs C2, C10 et C12, quant a
eux, produisent sélectivement 0,5, 0,7 et 0,7 mM d’AFCA respectivement. Ces résultats
suggerent que dans le cas de ces catalyseurs, 1’étape limitante est la conversion de 1’aldéhyde
en acide carboxylique. Cependant, ils ont été considérés comme de mauvais candidats a cause
du faible taux de conversion du HMF (respectivement 0,5, 0,7 et 0,8 mM consommé). Pour les
catalyseurs C4 et C6 (Au@CaO et Au@MgO) une conversion supérieure a 99 % du HMF est
observée. Cependant, seulement une petite quantité d’AFCA est observée dans le milieu
(respectivement 0,8 et 0,9 mM). Dans le cas de ces catalyseurs, 1’oxydation de 1’alcool semble
étre 1’étape limitante. En effet, la production de HFCA est respectivement de 8 et 9 mM pour
les catalyseurs Au@CaO et Au@MgO. De plus on peut remarquer que la production de FDCA
semble étre concomitante avec la production d’AFCA (0,8 mM d’AFCA pour 0,7 MM de
FDCA pour le C4 et 0,9 pour 0,2 mM pour le C6). Ce résultat nous conforte dans I’idée que
I’oxydation de la fonction alcool en aldéhyde est I’étape limitante, car une fois le composé
AFCA formé, il est converti en FDCA. Ces catalyseurs n’ont donc pas été retenus a cause de
leur faible capacité a oxyder la fonction alcool en aldéhyde. Le catalyseur le plus prometteur
est le Pt@SiO> (C9), qui apres 24 h d’oxydation a 60 °C méene a 8 mM d’AFCA et 2 mM de
FDCA. L’absence de HFCA dans le milieu réactionnel suggeére un mécanisme réactionnel

similaire & celui des catalyseurs C2, C10 et C12 avec I’oxydation de I’aldéhyde en étape

limitante.
. 0
Voie 1 !
I o) (0]
| /
0 /
|
0O OH DCAF o o
W HO |0 N~ HO |0 Y
Y/
HMF / OH
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HO ‘ (0] OH
I YV,
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Figure 34 : Proposition des deux chemins et intermédiaires pour 1’oxydation du HMF en FDCA.

Le chemin réactionnel d’oxydation passerait dans ce cas alors par un intermédiaire
DCAF (Figure 34, voie 1) par opposition aux catalyseurs Au@CaO et Au@MgO qui forment
d’abord le HFCA (Figure 34, voie 2). Cette hypothese est corroborée par le fait que le DCAF
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n’a pas été détecté dans aucun des milieux réactionnels, méme a 1’état de traces. Comme la
Figure 33 présente les résultats a 24 h, nous pouvons assumer I’hypothése que le DCAF formé
a déja été consommé pour donner de I’AFCA. Une cinétique d’oxydation avec des points
intermédiaires sera nécessaire pour valider le comportement du catalyseur. Le catalyseur
Pt@SiOz sélectionné pour la réalisation de notre premiére voie hybride a alors été caractérisé

de maniére plus compléte avant son utilisation en syntheése.

3.5 Caracterisation du catalyseur Pt@SiO>

00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Taille des particules (nm)

AN

Figure 35 : Image TEM du Pt@SiO; et représentation graphique de la taille des nanoparticules.

Les résultats de I’analyse TEM (Figure 35.1) confirment que de trés petites
nanoparticules métalliques de Pt ont été obtenues (environ 1,5 nm, Figure 35.2). L’activité
catalytique élevé de ce catalyseur, déterminée lors du criblage de catalyseur pour I’oxydation
du HMF peut donc étre expliquée. En effet, il est généralement admis que les petites
nanoparticules métalliques présentent une activité catalytique améliorée grace a la combinaison
de grandes proportions d’atomes de surface a haute énergie. Il est également nécessaire
d’obtenir une distribution précise des tailles. Une dispersion trés élevée de nanoparticules de Pt

a été obtenue méme avec la charge métallique relativement élevée de 6,3 % en poids (ICP).

3.6 Confirmation du comportement du catalyseur Pt@SiO>
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Une étude de la cinétique d’oxydation du HMF lors de la premiére étape du procedé
hybride 1P2S (que nous détaillerons par la suite) nous a permis de confirmer I’hypothése émise
sur le comportement du catalyseur Pt@SiOz. En opposition aux catalyseurs supportés a 1’or (C4
et C6, Au@CaO et Au@MgO) qui ont montré une forte quantité de HFCA produite dans le
milieu, nous avons pu détecter le DCAF en proportion plus importante que celle du HFCA lors
de I'utilisation du catalyseur au platine (Figure 36). 17 % de DCAF ont €té détectés apres 15 h
de réaction dans un volume réactionnel de 10 ml a partir de 10 mM de HMF. Nous pouvons

donc assumer que 1’étape limitante des catalyseurs a 1’or est I’oxydation de la fonction alcool

en aldéhyde.
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Figure 36 : Concentrations de HMF (=a), HFCA (mm), AFCA (=) FDCA (=a) et DCAF (=) mesurées par
chromatographie liquide a haute performance avec détection par barrette de diodes (HPLC-DAD) apres 0, 15, 24,
et 40 h. la réaction chimio-catalytique oxydative a été réalisée a 60 °C pendant 40 h dans 10 mL de tampon
phosphate de sodium & pH 8, sur 10 mM de HMF et 20 mg Pt/SiO, (rapport substrat/métal 1/20).

A contrario, pour le platine supporté sur silice, I’oxydation de 1’aldéhyde semble étre
I’étape limitante. Effectivement, une fois le DCAF formé celui-ci est converti en AFCA, mais
la double oxydation semble étre une limite, cela pourrait expliquer pourquoi la quantité de
FDCA n’augmente pas drastiquement une fois que I’AFCA est formé dans le milieu réactionnel.
La Figure 37 propose donc un chemin réactionnel pour la formation des composés AMFC et
FDCA a partir du HMF en utilisant le Pt@SiO».
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HMF
Voie d’oxydation minoritaire l l Voie d’oxydation majoritaire
8 0
N o [
1 & \[0\ Vi
~  OH v
HFCA DCAF
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Transamination l oxydation
AMFC FDCA

Figure 37 : Proposition de chemins réactionnels pour la formation d’AMFC et de FDCA directement a partir du
HMF dans un procédé hybride 1P2S.

Lors du criblage d’oxydation du HMFA décrit précédemment dans ce chapitre de cette
these, nous avions observé la formation indésirable de HMF et de dérivés d’oxydation, laissant
supposer une reaction de désamination oxydative paralléle & I’oxydation. Nous nous sommes

ainsi intéressés pour finir a comprendre un peu mieux ce phénomene, d’autant qu’a notre
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connaissance, aucun travail similaire n’avait encore jamais été réalisé sur la désamination
oxydative de molécules aminées a 1’aide de catalyseurs chimiques hétérogénes. De plus cela
nous permettra de valider le chemin réactionnel sélectionné et confirmer ainsi le comportement

du catalyseur sur le HMFA.

Pour réaliser ces observations, nous nous sommes focalisés sur le Pt@SiO», qui avait été
utilisé et sélectionné pour mettre en ceuvre un procédé 1P2S pour la production d’AMFC. Le
Schéma 17 représente ainsi le schéma réactionnel test que nous avons mis en place pour étudier

la réaction de désamination oxydative du HMFA.

OH Pt@SiO, OH
O NH2 > O /O
W 60°C , pH 8 W
48 h

Schéma 17 : Schéma réactionnel de la réaction de désamination oxydative sur le HMF par le catalyseur Pt@SiO..

Par rapport au criblage effectué, un point intermédiaire a 24 h est effectué pour essayer
de déterminer par quelle intermédiaire passe cette réaction. Le Tableau 10 présente les
concentrations mesurées a 24 et 48h par HPLC-DAD.

Tableau 10 : Concentrations des produits réactionnels mesurées par HPLC-DAD at0, 24 et 48 h lors de la réaction
de désamination oxydative du HMFA par le catalyseur Pt@SiOs.

Concentrations des réactifs (mM)
Temps | LvEA HMF AMFA  AFCA  DCAF  AMFC Bilan
(h) carbone
0 10 0 0 0 0 0 100
24 6,74 0,96 0,76 0,81 0,59 0,12 99,8
48 4 1,66 1,79 1,39 0,93 0,22 99,9

A la vue de ces résultats, on constate une nette augmentation de la concentration en HMF,
et en ses dérivés oxydés, en parallele de la consommation d’HMFA et de la production d’AMFA
et d’AMFC. En fait, aprés 24 h de réaction 73 % des composés formés a partir du HMFA sont

des dérivés issus de la désamination de celui-ci. Apres 48 h, cette tendance apparait moins
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prononcee, avec 66 % des composés formés a partir du HMFA, méme si ce pourcentage
demeure tout de méme trés important. Ainsi afin de pouvoir déterminer un potentiel mécanisme
des études supplémentaires a différents pH seraient nécessaires pour voir si ce parametre aurait

une influence sur la formation des composés.

4 Conclusion

En conclusion, ce chapitre avait pour objectif de déterminer quelle voie réactionnelle
emprunter pour le développement d’un procédé hybride pour la production d’AMFC
directement a partir de HMF. Nous avons donc dans un premier temps vérifié la capacité de la
transaminase de Chromobacterium Violaceum (Cv-TA, Q7NWG4) a convertir le HMF et ses
dérivés d’oxydations en leurs équivalents aminés. Une fois cela vérifié nous nous sommes
attelés a tester les capacités d’oxydations de 15 catalyseurs chimiques sur le HMFA et le HMF.
Le criblage de catalyseurs sur 1’oxydation du HMFA s’est montré peu optimal. Le meilleur
catalyseur (C4, Au@CaO) a montré une sélectivité de 27 % pour I’AMFC en 48 h de réaction.
Cependant, une réaction parasite a été identifiée dans ce sens réactionnel. Il s’agit d’une
désamination oxydative (réalisée par plusieurs catalyseurs), convertissant ’HMFA en HMF, et

réduisant d’autant les rendements en furfurylamines.

Le criblage d’oxydation du HMF nous a parmi d’identifier un catalyseur de platine
supportée sur silice (C11) qui est sélectif de I’AFCA (80 % en 24 h) dans nos conditions de
réactions (60 °C, milieu aqueux tamponné). La voie réactionnelle n°2 définie dans
I’introduction s’avere donc plus prometteuse pour aboutir a la formation d’une quantité
maximale d’AMFC, la molécule que nous ciblons en priorité dans ce travail. Ce faisant, la
prochaine étape de cette thése s’est trouvée étre la mise au point d’un premier procédé
hybride 1P2S avec en premier lieu l’oxydation sélective du HMF en AFCA, puis la
transamination de ce dernier en AMFC par la Q7TNWG4,
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Chapitre 2 : Développement d’un procédé hybride « one-pot/two-steps » pour la
formation d’acide 5-amino 2-furanoique (AMFC) a partir du 5-
hydroxyméthylfurfural (HMF)
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1 Validation de la preuve de concept

Suite aux précédents criblages, je me suis attelé a la mise en ceuvre du procédé hybride
en mode 1P2S passant par la formation d’AFCA comme intermédiaire. La stratégie était alors
de réaliser en premier lieu la réaction d’oxydation chimique du HMF en AFCA avec le
Pt@SiOz, a 60 °C, puis une fois la quantité en ce dernier maximale, de stopper la réaction
d’oxydation en laissant refroidir le milieu afin d’y ajouter dans un second temps le donneur
d’amine ((S)-MBA) et la transaminase (Q7NWG4). Cette réaction a ainsi été menée sur 10 mM
de HMF, et un rapport en (S)-MBA/AFCA de 1/1 (mol) a ensuite été utilisé (Schéma 18).

Cv-TA@EziG™OPAL

. NH
OH Pt@Sio, 0 (QINWG4) 2
o O o o0 o O
| / W W
NaP, pH 8 OH NaP, PLP OH
60°C pH 8,60°C
HMF AFCA AMFC
E \NH, E ;O
(S)-MBA Acétophénone

Schéma 18 : Catalyse hybride « one-pot/two-steps » appliquée a la conversion du 5-hydroxymeéthylfurfural (HMF)
en acide 5-aminométhyl-2-furancarboxylique (AMFC), combinant le catalyseur hétérogéne Pt/SiO; et la

transaminase Chromobacterium violaceum (Cv-TA) immobilisée sur EzZiGT™OPAL.

Cette preuve de concept a été effectuée sur un réacteur de 1 ml (disponible en annexes
B, Figure 90). Afin d’étudier plus précisément la cinétique de réaction et son fonctionnement,

une mise en échelle du procédé 1P2S est effectuée dans un réacteur de 10 ml.
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2 Développement et optimisation d’un procédé hybride 1P2S

La réaction a alors été réalisée dans un volume final de 10 ml pour pouvoir effectuer
une purification des produits désirés, mais tout en gardant un volume gazeux identique aux
criblages précédents. Lors de ce premier test, la conversion compléte du HMF n’a cependant été
observée qu’apres 48 h (malgreé le fait que le volume de la phase gazeuse était proportionnellement
identique a celui utilisé lors de I’étape de criblage des catalyseurs chimiques). La concentration
du compose intermediaire (HFCA) a atteint une valeur maximale de 0,9 mM (9 %) apres 24 h de
réaction jusqu’a de nouveau disparaitre aprés 64 h. Tandis que lors du criblage d’oxydation, a
24 h de réaction le milieu réactionnel comprenait déja 80 % d’AFCA et 20 % de FDCA. Une
hypothése qui peut expliquer la différence de cinétique est la mise en ceuvre du procédé en lui-
méme. L’utilisation de 1’étuve comme systeme de chauffage n’est peut-&tre pas adaptée a un
réacteur plus important. Le volume de milieu réactionnel n’est peut-&tre pas chauffé de maniere
uniforme. Ainsi, I’activité catalytique est moins élevée et par conséquent la cinétique d’oxydation

est moins rapide, laissant apparaitre plus d’intermédiaires.
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Figure 38 : Concentrations de HMF (=), HFCA (mm), AFCA (=) FDCA (=) et AMFC (=) mesurées par
chromatographie liquide a haute performance avec détection par barrette de diodes (HPLC-DAD) apres 0, 24, 40,
48, 64 et 68 h. La premiére étape chimio-catalytique oxydative a été réalisée a 60 °C pendant 64 h dans 10 mL de
tampon phosphate de sodium a pH 8, sur 10 mM de HMF et 20 mg Pt/SiO, (rapport substrat/métal 1/20). La
seconde étape de transfert d’amine a été réalisée a température ambiante pendant 4 h avec 10 mg de Cv-TA
immobilisée sur 30 mg de support EzZiG™OPAL.
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Ainsi, aprés 64 h de réaction, seuls I’AFCA et le FDCA ont pu étre observés, avec
une concentration de 5,2 mM et 4,8 mM respectivement, ce qui est bien inférieur (dans le cas
de ’AFCA) au rendement obtenu lors des criblages. Malgré cela, 1’étape de transamination a
été initiée. Apres 4 h a température ambiante, la conversion compléte de I’AFCA en AMFC a
pu étre observée. Cette premiére tentative nous a donc permis d’obtenir un premier rendement
prometteur de 53 % en AMFC. Une fois purifié sur une colonne échangeuse de cation
(DOWEX 50W X8), j’ai pu récupérer 50 % en AMFC.

Bien que seul du FDCA ait été observé comme co-produit a la fin de cette premiére
tentative, et que, comme nous 1’avons observé, celui-ci est également un produit valorisable,
nous avons cherché a améliorer le rendement en AMFC du systéme en 1P2S en réalisant une
seconde tentative. Pour cela nous avons choisi d’effectuer 1’étape de transamination plus tot.
En étudiant la cinétique d’oxydation, nous avons constaté que la quantit¢ d’AFCA commence
a diminuer a partir de 40 h ou elle atteint son maximum (73 %, Figure 38). Nous avons donc
choisi pour ma seconde tentative de réaliser I’étape de transamination aprés 40 h (Figure 39).
Cette fois, a 40 h la concentration en AFCA était de 7,7 mM (77 %), avec une trés faible
concentration résiduelle en HFCA (0.37 mM, 4%). De la méme maniére que précédemment,
une conversion complete de 'AFCA en AMFC a pu étre observée apres 1’ajout de la
transaminase et du donneur d’amine, avec un rendement final de 77 % en AMFC. De cette
maniere, nous avions bien réussi a maintenir une concentration en FDCA plus faible avec un
rendement de 21 % contre 45 % lors de la premiére tentative, montrant une nette amélioration

du procédé hybride comme escompté.
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Figure 39 : Concentrations de HMF (=), HFCA (mm), AFCA (=a) FDCA (=), DCAF (=) et AMFC (=)
mesurées par chromatographie liquide a haute performance avec détection par barrette de diodes (HPLC-DAD)
apres 0, 15, 24,40 et 44 h. La premiére étape chimio-catalytique oxydative a été réalisée a 60 °C pendant 40 h dans
10 mL de tampon phosphate de sodium & pH 8, sur 10 mM de HMF et 20 mg Pt/SiO; (rapport substrat/métal 1/20).
La seconde étape de transfert d’amine a été réalisée a température ambiante pendant 4 h avec 10 mg de Cv-TA
immobilisée sur 30 mg de support EzZiGT™OPAL.

Notons que 1’étape de transamination ayant été réalisée plus t6t, une petite quantité de
HFCA a également été maintenue apres 1’étape de transamination, méme si celle-ci s’est révélée
anecdotique (1,5 %). Cette impureté a d’ailleurs pu facilement étre séparée des deux produits
principaux pendant I’étape de purification, et un rendement final de 67 % et 20 % ont pu étre
obtenus pour I’AMEFC et le FDCA, respectivement.

Afin de pousser un peu plus loin I’optimisation de ce premier procédé hybride pour
la production de I’AMFC, I’influence de la présence de I'I[PA comme donneur d’amine a la
place de la MBA a ét¢é étudiée. L’IPA est en effet un donneur d’amine plus prometteur dans le
cadre de la mise en ceuvre de procédés de chimie verte, car son nombre d’atomes est minimal,
comparé a la MBA notamment. Dans le cadre de la synthése de petites molécules comme
I’AMFC, ce nombre d’atome et d’autant plus important puisqu’il serait dommageable de
produire une molécule qui comporte 6 carbones a partir d’une qui en contient 8 comme la MBA.

Ce faisant, nous avons réalisé une troisieme tentative en utilisant cette fois un rapport
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IPA/AFCA de 10/1 (mol) lors de I’étape de transamination aprés 40 h. La cinétique de cette
réaction est présentée dans la Figure 40.
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Figure 40 : Concentrations de HMF (=), HFCA (mm), AFCA (=a) FDCA (=), DCAF (=) et AMFC (=)
mesurées par chromatographie liquide a haute performance avec détection par barrette de diodes (HPLC-DAD)
aprés 0, 15, 24,40 et 44 h. La premiére étape chimio-catalytique oxydative a été réalisée a 60 °C pendant 40 h dans
10 mL de tampon phosphate de sodium a pH 8, sur 10 mM de HMF et 20 mg Pt/SiO; (rapport substrat/métal 1/20).
La seconde étape de transfert d’amine a été réalisée a température ambiante pendant 4 h avec 10 mg de Cv-TA
immobilisée sur 30 mg de support EzZiGT™OPAL.

Un profil similaire en réactifs et produits a été observé a chaque temps de réaction, méme
si la concentration de FDCA s’est avérée légerement plus élevée apres 40 h, avec 2,4 mM
(24 %). Finalement, 6,7 mM d’AMFC (67 %) et 2,7 mM de FDCA (27 %) ont tout de méme
pu étre obtenus avec ce donneur d’amine. De la méme maniére que précedemment, seulement
1 % de HFCA a eté detecté a la fin du procedé hybride. Apres purification, des rendements de
57 % en AMFC et 20 % en FDCA ont pu étre récupéres.

Ainsi, avec une consommation compléte de HMF en 48 h, et 77 % de rendement en
AMFC dans le meilleur des cas, ce résultat représente le premier développement d’une catalyse

hybride 1P2S jamais décrite pour la synthése ce synthon directement a partir du HMF. Ajoutons
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que ce procédé fonctionne de maniére équivalente avec la MBA et I’IPA comme donneur. Si
I’on compare aux résultats de la littérature, on pourra également noter que le rendement est ici
substantiellement supérieur a celui décrit par Dunbabin et al. (47 %) alors qu’ils ont également
utilisé la (S)-MBA et la Cv-TA, mais en partant de ’AFCA directement. Notons également que
les procédés en synthése organique plus conventionnelle développés jusque-la n’ont permis
d’atteindre que 60 %. A cela il convient de rajouter que notre procédé est effectué en milieu
aqueux, et n’utilisent pas de réactifs couteux et toxiques. Pour finir, bien qu’il n’ait pas été
développé dans cet objectif, notre procédé hybride a permis de synthétiser et du FDCA en
concentration importante, et de 1’obtenir sous forme pure apres une simple purification sur
résine échangeuse d’ions. Ces résultats trés prometteurs ont donc naturellement fait 1’objet
d’une premicre publication dans ChemCatChem en Janvier 2021, qui est adjointe a la fin de ce

manuscrit 1. Nous avons méme eu I’honneur de faire une couverture présentée en Figure 41.

Une fois cette premiére étape accomplie, nous nous sommes donc tout naturellement
tournés vers la mise en ceuvre d’un procédé hybride 1P1S qui permettrait un acces direct a
I’AMEC. Pour cela, le présent chapitre a permis de mettre en évidence certains verrous a lever
pour la mise au point de cette réaction. Premierement, I’utilisation d’une transaminase
thermostable sera essentielle pour la mise au point d’un tel procédé. Effectivement, les NPs
métalliques supportées n’ont montré aucune activité a 30 °C, il faut donc effectuer ce procédé
a une température minimale de 50 °C. Dans un second temps, il faut trouver des NPs
métalliques supportées qui peuvent agir sur le composé HMFA et qui ne favorisent pas la
réaction de désamination oxydative dans la mesure ou cet intermédiaire sera obligatoirement

présent dans le milieu si la transaminase est ajoutée des le début de la réaction.
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Figure 41 : Couverture du ChemCatChem pour la valorisation du procédé hybride 1P2S sur la conversion du HMF

en AMFC.
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Chapitre 3 : Sélection et caractérisation des catalyseurs chimique et enzymatique
pour le développement du procédé hybride « one-pot/one-step »
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1 Introduction

Le chapitre précédent s’est conclu par le développement d’un procédé hybride de
type 1P2S combinant des nanoparticules de platines supportés sur de la silice et une
transaminase (Cv-TA, Uniprot Access Number : Q7NWG4) immobilisée sur un support
EziG™@OPAL. Suite & cela nous nous sommes donc tournés vers la mise au point d’un
procédé en 1P1S.1? Afin d’aboutir a ce procédé, certains verrous identifiés dans le chapitre 1
ont été pris en compte. Premierement, la Cv-TA a montré une instabilité thermique a 60 °C,
méme si une conversion de 37 % de ’'HMF en HMFA a été obtenue en 10 min, mais avec une
totale inactivation de 1’enzyme apreés ce temps de réaction. Il fallait donc trouver une
transaminase thermostable afin de pallier ce premier verrou. Ainsi, dans le cadre d’une
collaboration avec 1’équipe du professeur Uwe Bornsheuer de I'université de Greifswald
(Allemagne), nous avons étudié la thermostabilité de 5 transaminases que son groupe nous a
fait parvenir. Le second objectif fut de trouver un catalyseur chimique sélectif du HMFA et qui
ne réalise pas de désamination oxydative (voir chapitre 1). Cependant, si un catalyseur
parvenait a étre trouvé pour I’oxydation du HMFA en AMFC, le développement d’un
procédé 1P1S implique que le HMF puisse étre converti a la fois par la transaminase pour
former ’HMFA (Figure 42), et par les NPs métalliques supportées pour former les produits
DCAF, HFCA, AFCA et FDCA (Figure 42). L’idéal serait donc de trouver un catalyseur
chimique a la fois actif sur le HMFA et le HMF et une transaminase active sur tous les dérivés
d’oxydation possédant une fonction aldéhyde. Dans le cas contraire, il faudrait jouer sur la
cinétiqgue des deux catalyseurs en présence pour limiter la formation de certains des

intermédiaires.

Or de maniére intéressante, nous avons constaté que la transformation du HMF en HMFA
par la transaminase est beaucoup plus rapide (en heures) que la conversion du HMF en dérivés
oxydés par les catalyseurs chimiques testés jusque-la (en jours). De plus, le fait d’adapter les
conditions de fonctionnement du catalyseur chimique a celles de I’enzyme nous permet
d’émettre 1’hypothése que la cinétique de transamination sera toujours efficace vers la
formation des furfurylamines. Ainsi, en cas de difficulté, il nous serait possible de favoriser la
réaction de transamination afin de produire du HMFA en grande majorité, rendant la recherche
d’un catalyseur chimique sélectif du HMFA prioritaire sur sa capacité a oxyder les autres

COMpOSEs.
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Figure 42 : Structure des produits potentiels obtenus lors de la mise en ceuvre du procédé hybride 1P1S combinant
des nanoparticules métalliques supportées et une transaminase a partir du 5-hydroxyméthylfurfural (HMF). Produit
d’oxydation : 2,5-dicarboxaldéhydefurane (DCAF), acide 5-hydroxyméthyl-2-furancarboxylique (HFCA), 5-
aldéhyde-2-furancarboxyliqgue (AFCA) et acide 2,5-furandicarboxylique (FDCA). Dérivés monoaminés 5-
aminométhyle-2-furancarboxaldéhyde (AMFA), 5-aminométhyl-2-furancarboxylique (AMFC) et 5-
hydroxyméthylfurfurylamine (HMFA). Dérivés diaminés : diaminométhylfurane (FDMA).

Cette partie s’articulera donc autour de deux chapitres, premiérement, la production et
la caractérisation de nouvelles transaminases incluant I’étude de leur activité et stabilité
thermique, ainsi que leurs pH optimaux. Dans un deuxiéme temps, nous étudierons la synthése
et le criblage d’un panel de nouveaux catalyseurs pour la conversion du HMFA en

furfurylamines.
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2 Production de nouvelles transaminases potentiellement thermostables.

Les plasmides contenant les génes des 5 transaminases présumées thermostables (décrits

dans le Tableau 11) ont été recus de 1’équipe du Prof. Bornscheuer (Biotechnology and

Enzyme Catalysis) faisant partie de I'université de Greifswald (Allemagne). Le gene de la

B9AZ94 de Burkholderia multivorans (Bm-TA) a été recu cloner dans un plasmide pET24b.

Les quatre autres genes codant pour les enzymes 121XB4 de Burkholderia sp (Bsp-TA),
D1C7Z3 de Sphaerobacter thermophilus (St-TA), AOKEO1 de Burkholderia sp (Bu-TA) et
3HMU de Ruegeria pomeroyi (Rp-TA) ont été recu clonés dans un plasmide pET22a.

Tableau 11 : Description des différentes enzymes.

class 111

UniProt acc. num. Nom Géne Or,ga-m.sme Masse
d’origine (Da)
Aminotransferase, ;o0 uCGDL_40 Burkholderia
B9AZ94 class 1 - - 48831
. 17 multivorans CGD1
superfamily
Adg‘g_s;’r'n”i“:g_‘;‘_’“'” BCh11DRAFT 03  Burkholderia sp.
121XB4 18 Chi-1 50616
oxononanoate
aminotransferase
Aminotransferase Sphaerobacter
D1C7Z3 class-I11 Sthe_2449 b - 49764
thermophilus
AOKEO1 Aminotransferase Bcen_6450 Burkholderia sp. 49157
Q5LMU1 Aminotransferase, SPO3471 Ruegeria pomeroyi 50 686

Afin de tester la production de ces enzymes, nous avons commencé par utiliser les

conditions classiques de production de la Q7NWG4 (milieu LB). Le gel d’¢lectrophorese sur

agarose effectué sur les lysats cellulaires de cette production est présenté en Figure 43.
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Figure 43 : Gels d’¢électrophorése réalisés sur les lysats cellulaires aprés la lyse cellulaire (French Press, 2.4 bars,

1. BO9AZ94 2. 121XB4 3. D1C7Z3 4. AOKEO1 5. 3HMU)

On y observe une bande qui sature aux alentours de 50 kDa pour la B9AZ94, mais
uniquement des bandes de tres faibles intensités pour les quatre autres enzymes, ce qui laisse
présager uniquement la production de la Bm-TA. Afin de Vérifier la production des TA, et de
confirmer ou d’infirmer ces suppositions, trois tests enzymatiques sont effectués. Les activités
enzymatiques sont récapitulées dans le Tableau 12. Les tests avec la L-alanine et la (S)-MBA
sont similaires a ceux décrits dans le chapitre 1. Le test avec I’isopropylamine (IPA) permet
quant a lui de directement suivre la disparition du HMF a 280 nm et est donc un test plus direct

que les deux autres. Son principe est récapitulé dans le Schéma 19.

v Suivi OH OH
uivi .

. Transaminases
spectrophotométrique o 9 o NH,
a280 nmdela | Y/ | Y/
disparition du HMF

HMF
NH, 5 HMFA
Isopropylamine Acétone

Schéma 19 : Récapitulatif du test enzymatique avec I’isopropylamine (IPA). Suivi de la disparition du HMF a
280 nm.
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Tableau 12 : Quantité de protéines totales et activités (mU.mg™) obtenues sur les lysats cellulaires (production en

LB) des 5 transaminases.

Donneur d’amine

L-alanine (S)-MBA IPA

Activités (mU.mg de protéines totales)

Accepteur
Entrée Enzymes Protéines HMF Pyruvate HMF HMF
mg.ml*

1 BO9AZ94 8,32 118,27 50,07 8,38 8,96
2 121XB4 5,96 34,03 - - -
3 D1C7Z3 6,62 29,54 - i ]
4 AOKEO1 6,53 28,66 - - -
5 3HMU 6,93 34,33 - - -

Rappelons pour commencer que la L-alanine est considérée comme un donneur
universel des (S)-amine-TA, et est donc en théorie un témoin positif de 1’activité des enzymes.
Dans le cas de ce premier test, une tres nette différence d’activité a été observée entre la
B9AZ94 (entrée 1, Tableau 12 : 118,27 mU.mg™ de protéines totales) et les 4 autres enzymes
(comprise entre 28 et 34 mU.mg™ de protéines totales (entrées 2 a 5, Tableau 12)). Ce faisant,
soit le HMF n’est pas substrat de ces derniéres, soit, celle-ci n’ont pas été produites, et I’activité
détectée provient en fait de I’activité résiduelle des amine-TA de E. coli. La seconde hypothése
semble se confirmer avec le test utilisant la (S)-MBA et le pyruvate, dans la mesure ou aucune
activité n’a été observée pour les enzymes autres que la BOAZ94, alors que 1’équipe du Prof.
Bornscheuer nous a pourtant confirmé le fait que ces enzymes sont censés accepter ce donneur.
Aussi, associés au fait qu’aucune bande intense ne soit observée sur le gel (Figure 43), nous
avons pu décemment conclure qu’aucune de ces 4 enzymes n’avait été produite, et que la pente

résiduelle observée avec le test a I’alanine était due aux transaminases constitutives de E. coli.

Concernant la Bm-TA, une activité d’environ 8 mg.ml™? (entrée 1, Tableau 12) a été
trouvé pour les tests utilisant la (S)-MBA et I’IPA comme donneurs et le HMF comme

accepteur. Cette activité en utilisant directement le lysat cellulaire nous indique que la BOAZ94
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accepte bien le HMF et que la mise en ceuvre du procédé hybride sera possible apres vérification
des différents parametres (tempeérature, pH, immobilisation). Cependant afin de pouvoir
caractériser complétement cette enzyme, il apparait nécessaire de la purifier afin que les

enzymes constitutives de E. coli ne faussent pas les données.

Afin de voir si nous pouvions tout de méme produire les 4 enzymes restantes, nous
avons ensuite choisi de retenter une série de productions en faisant varier divers parametres
pouvant influencer fortement cette derniere, comme la composition du milieu, la température
d’incubation, ou la quantit¢ d’IPTG utilis€¢ pour induire 1’expression des protéines. Une
premiére nouvelle production a donc été réalisée dans un milieu Terrific-Broth (24 g.L
d’extrait de levures, 20 g.L "t de Tryptonet 5,04 g.L ! de glycérol). La présence d’environ 5 fois
plus d’extraits de levure devait favoriser une croissance d’E. coli. Nous avons également
abaissé la température de la phase d’induction avec une valeur comprise entre 20 °C et 25 °C,
qui était plus en accord avec les conditions fournies par le laboratoire partenaire de Greiswald.
Une température d’induction trop importante aurait pu amener a une non-production des
enzymes. Afin de vérifier les différentes étapes de production durant ce nouvel essai et
d’infirmer la présence des enzymes 121XB4, D1C7Z3, AOKEOQ1 et 3HMU, trois prélévements
ont été réalisés au cours de la production. Un premier a été prélevé juste avant 1I’induction, un
second juste avant 1’étape de FP avant de vérifier la présence des enzymes dans les cellules, le
troisieme étant I’analyse du culot récupéré apres lyse. Ce dernier préleévement a en effet été
réalisé afin de vérifier que les enzymes ne précipitent pas avec les débris cellulaires. A chaque

fois, la production de BOAZ94 effectuée en paralléle a été utilisée comme témoin positif.

En résultats, I’absence de bandes dans le prélévement aprés induction (Figure 44.A)
confirme que les 4 enzymes ciblées ne sont toujours pas produites dans ces nouvelles
conditions. La présence d’une bande épaisse pour la BOAZ94 nous indique que la production a
pourtant bien fonctionné. Sans surprise, aucune bande n’était également révélée dans les
prélevements avant induction (Figure 44.B), y compris pour la B9AZ94. La Figure 44.C
présente les gels d’électrophorese du lysat cellulaire. Comparées a la production précédente,
des bandes legérement plus épaisses sont visibles aux alentours de 50 kDa, mais qui restent la
encore trop faibles pour confirmer la présence des protéines dans le cas des 4 autres enzymes.
En revanche dans la Figure 44. D, qui représente le gel d’électrophorése des débris cellulaires,
une large bande peut étre observée pour la B9AZ94, mais aussi 12IXB4. Ceci peut d’une part
laisser supposer qu’une grande partie de la BOAZ94 se retrouve dans les débris cellulaires, soit

a cause d’une mauvaise lyse, soit parce qu’elle précipite lors de cette dernicre étape. Mais cela
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permet aussi de supposer que la 121XB4 a bel et bien été produite en faible quantité au moins,
mais que notre méthode de lyse, pourtant douce et contrélée, ne nous permet pas de la récupérer
intacte. Aussi il sera intéressant dans un second temps d’optimiser cette étape afin de voir s’il
est possible d’en récupérer une partie. Les enzymes D1C7Z3, AOKEO1 et 3HMU quant a elles
ne montrent aucune bande, méme dans les debris cellulaires, on peut donc en conclure que ces

trois enzymes ne sont pas produites.
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Figure 44 : Gels d’électrophorese réalisés sur les lysats cellulaires aprés french press A) Production apres
induction a ’IPTG B) Témoin sans induction a I’'IPTG C) Lysats cellulaires obtenus aprés FP D) Débris cellulaires
obtenus aprés FP (1. BO9AZ94 2. 121XB4 3. D1C7Z3 4. AOKEOQ1 5. 3HMU).
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Au final, méme si les 4 enzymes n’ont toujours pas pu étre produites dans ces nouvelles
conditions, ces derniéres se sont avérées plus optimales que les précédentes pour la BOAZ94.
En effet, une quantité supérieure de protéines totales a été obtenue (10.76 mg.ml* de protéines
totales, Tableau 13 contre 8.32 mg.ml* de protéines pour la production précédente,
Tableau 12).

Tableau 13 : Protéines totales et activités obtenues sur les lysats cellulaires (production en TB) des 5 enzymes

thermostables.

L-alanine (S)-MBA

Activités (mU.mg™ de protéines totales)

Entrée Enzymes Protéines HMF Pyruvate
mg.ml?
1 B9AZ94 10,76 117,85 75,96
2 121XB4 9,26 28,16 -
3 D1C7Z3 11,49 26,79 -
4 AOKEO1 9,71 27,14 -
5 3HMU 10,56 20,31 -

Les résultats observés sur les gels d’électrophorese ont ainsi, de la méme maniére que
précédemment, pu étre confirmés au niveau de la mesure des activités, en particulier avec le
test a la (S)-MBA ou seule la Bm-TA montre une activité sur le pyruvate (entrée 1, Tableau 13).
De maniere intéressante également, des activités spécifiques tres similaires a celles obtenues
préecédemment ont pu étre mesurées avec la B9AZ94. 1l en va d’ailleurs de méme pour les
activités résiduelles observées avec le test a 1’alanine dans le cas des autres enzymes, qui

semblent donc bien dues aux enzymes constitutives de E. coli recupéré apres la lyse cellulaire.

D’autres productions ont également été effectuées par la suite en faisant varier les
parametres (IPTG, temps d’induction, température d’induction), mais malheureusement nous
n’avons pas réussi a obtenir les 4 autres enzymes, quelles que soient les conditions testées. Des

discussions avec nos homologues de Greifswald sont d’ailleurs en cours en ce moment pour
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essayer de comprendre d’ou peut venir ce probléme. Ainsi, en conclusion de cette partie, seule
la BOAZ94 a pu étre produite, mais elle s’est avérée trés active sur le HMF, et a donc été
sélectionnée pour wune caractérisation plus fine, notamment au niveau de sa
thermostabilité/thermoactivité.

3 Purification de la BOAZ94

Afin d’éviter toute interférence négative entre la présence de protéines non désirées
présentes dans le lysat cellulaire et le catalyseur chimique mis en ceuvre lors du procédé en
1P1S, nous avons choisi pour cette fois de travailler sur enzyme purifiée. Ceci nous a de plus
permis sa caractérisation de maniére fine. Ainsi, nous avons profité de la présence d’un Tag 6x-
His en position C-terminale de 1I’enzyme pour pouvoir la purifier sur résine IMAC. La Figure 45
représente les différentes fractions récupérées apres la purification de la B9AZ94, suite a son

¢lution a I’aide d’un tampon a concentration croissance en imidazole.
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Figure 45 : Gels d’électrophorése (gauche) effectués sur les différentes fractions de la purification de la B9AZ94

(1. Eaux de lavage 2. Fraction de téte 3. Fraction de corps 4. Fraction de queue).

On peut constater que comme espéré la fraction de corps présente une bien bande isolée
aux alentours de 50 kDa qui se retrouve en plus faible intensité dans les fractions de téte et de

queue, confirmant la bonne récupération de 1’enzyme. Notons également que si la présence des
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autres protéines d’E. coli n’est pas flagrante dans les eaux de lavage, c’est probablement, car

celles-ci sont trés diluées (Figure 46).
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Figure 46 : Concentrations en protéines déterminées par Bradford & 595 nm post-purification de la BOAZ94 pour
les fractions de lavage, de téte, de corps et de queue.

La fraction de corps a ainsi été récupérée et dialysée deux fois, une premiere fois afin
de diminuer la quantité en imidazole et la seconde avec du sulfate d’ammonium afin de la
conserver sous forme précipitée. Nous avons en effet choisi cette méthode de conservation, car
elle est plus simple a mettre en ceuvre que la lyophilisation, et car, les transaminases 1’acceptent
en général assez bien. Evidemment 1’activité de I’enzyme précipitée a été vérifiée, et celle-ci
peut bien étre conservée de cette facon sans trop de perte. Pour terminer, I’activité spécifique
de I’enzyme purifiée a été mesurée avec la (S)-MBA comme donneur et le pyruvate comme

accepteur, et une valeur d’environ 1 U. mg™ a pu étre obtenus dans ces conditions & 25 °C.
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4 Caractérisation de la BOAZ94

Une étude de I'influence des différents parameétres (pH, température, oxydant...) sur
I’activité de la Bm-TA purifiée a ensuite été réalisée grace a un équipement recu au cours de
ma theése, le CARY UV 3500, qui a permis de mettre au point un protocole généralisé pour la
détermination directe de paramétres cinétiques enzymatiques, notamment lorsque le

biocatalyseur est immobilise.

4.1 Influence du pH sur Pactivité enzymatique

Nous avons ainsi commenceé par étudier I’influence du pH sur 1’activité de I’enzyme. Une
gamme de pH allant de 5,5 a 8 a pour cela été préparée. Un tampon citrate a 100 mM a été
utilisé pour les pH 5,5 et 6, un tampon phosphate de potassium a 100 mM pour les pH 6 a 8, et
un tampon TRIS (100 mM) pour le pH 8. Un recouvrement avec deux tampons aux pH 6
(tampon citrate et phosphate de potassium) et 8 (tampon phosphate de potassium et TRIS) a été
effectué afin de vérifier I’effet tampon sur I’activité enzymatique. L’activité maximale (100 %)
de laBm-TA aainsi été mesurée a pH 7,3 (Figure 47). On peut constater qu’elle conserve 94 %
de son activité apH 7,4 et 80 % a pH 7,5. Au-dela de ce pH, I’activité chute pour se situer entre
56 et 70 %. De manicre intéressante, aucun effet tampon n’est observé entre le tampon

phosphate de potassium et le tampon TRIS.
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Figure 47 : Réaction de transamination du pyruvate par la Bm-TA sur une gamme de pH allant de 5,5 & 8 avec la
(S)-MBA comme donneur d’amine. (pH 5,5 et 6 tampon citrate (=) 100 mM, pH 6 & 8 KH,PO, (=1)100 mM et
pH 8 tampon TRIS (=2)100 mM).
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Du cote des pH acides, celle-ci diminue trés vite entre 7 et 6. Notons également qu’a pH 6,
un fort effet du tampon est observé entre le citrate et le phosphate, avec seulement 5 % d’activité
contre 14 % respectivement.

Au vu de ces résultats, nous avons donc choisi d’utilisé un tampon phosphate pour le reste

de nos expérimentations, avec une valeur de pH a 7,3.

4.2 Etude de ’immobilisation de la Bm-TA

Apres avoir détermine le pH optimal de la Bm-TA, nous nous sommes ensuite intéressés
a choisir le meilleur support pour son immobilisation afin de voir si cela nous permettrait de la
recycler, et/ou d’améliorer sa stabilité. Contrairement au chapitre précédent ou I’immobilisation
était directement faite sur le lysat cellulaire, ici la Bm-TA a été utilisée purifiée et nous avons
commencé par une étude du taux d’immobilisation sur les trois supports EziGT™MOPAL,
CORAL et AMBER que nous avions précédemment testés, en faisant varier le ratio

enzyme/support (g/g) lors de I’'immobilisation.

4.2.1 Sélection du support

De la méme maniere que précédemment, I’enzyme était mise en solution dans un
tampon phosphate de potassium pH 7,34 100 mM avec 1 mM de PLP puis incubée avec chacun
des 3 supports EziG™ selon 3 ratios enzyme/support différents (1/5, 1/10 et 1/15, g/g). Ensuite,
20 ul de surnageant étaient prélevés a 15, 30, 45 et 60 min et dosés par Bradford. La Figure 48

décrit les pourcentages d’immobilisation aprés 60 min d’incubation.
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Figure 48 : Pourcentage d’immobilisation de la Bm-TA aprés 60 mn d’incubation a température ambiante dans
un tampon KH,PO4 100 mM, pH 7,3 mesurée par Bradford a 595 nm sur OPAL (=), CORAL (=) et AMBER (

=),
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Pour les ratios 1/10 et 1/15, environ 100 % de la quantité d’enzyme se sont retrouvés
immobilisés sur les trois supports. Le ratio 1/5 montre en revanche des disparités : seulement
62 % de I’enzyme sont immobilisés dans le cas du support OPAL contre 93 % et 76 % pour les
supports CORAL et AMBER respectivement. Les deux derniers supports possedent donc une
capacité d’immobilisation plus importante pour cette transaminase. On remarque également que
le taux d’immobilisation augmente avec 1’hydrophobie du support, allant de 62 % pour le
support OPAL le plus hydrophile jusque 93 % pour le support CORAL le plus hydrophobe.
Afin de limiter les quantités de support et d’enzyme, nous avons ainsi sélectionné le ratio
enzyme/support de 1/5 pour effectuer les tests d’activité. Une cinétique d’immobilisation est
disponible en annexes C. Une incubation a température ambiante pendant une heure
(similairement a la Q7NWGH4) est suffisante pour immobiliser un maximum de 1’enzyme.

Aucune évolution significative n’est observée aprés 60 minutes.

4.2.2 Testd’activité de la Bm-TA@EziGTM

La Figure 49 présente les pourcentages d’activité obtenus avec la Bm-TA@EziG™ (ratio
1/5) en utilisant le test (S)-MBA/pyruvate (Figure 6, gauche) et le test (S)-MBA/HMF
(Figure 49, droite) comme accepteur. Malgré un taux d’immobilisation plus faible, on peut
constater que le support OPAL est légerement plus efficace que les deux autres. Effectivement,
les supports CORAL et AMBER montrent seulement une activité résiduelle de 82 et 83 % avec
le pyruvate lorsque I’enzyme est immobilisée sur le support OPAL. Ces résultats sont confirmés
par les tests enzymatiques réalisés sur le HMF ou une activité résiduelle de 82 % et 83 % est

retrouvée respectivement sur les supports CORAL et AMBER (Figure 49, droite).
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Figure 49 : Rendement d’activité de la Bm-TA@EziG™ (OPAL, CORAL et AMBER) sur le pyruvate (=) et sur
le HMF (=) mesurés a 245 nm par la mesure de 1’augmentation de la concentration en acétophénone. (Donneur
(s) -MBA).
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Aussi il est probable que la variation d’activité entre les différents supports ne soit pas
uniquement due a I’enzyme, et a sa stabilisation/repliement, mais surement a d’autres facteurs,
comme peut-étre adsorption et la disponibilit¢ du PLP sur le support. L’environnement
hydrophile du support OPAL pourrait en effet peut-étre permettre la fixation d’une plus grande
quantité de PLP, ayant pour conséquence de diminuer le taux d’immobilisation enzymatique,
mais en permettant a I’enzyme d’avoir du PLP en grande quantité et rapidement. Ces différentes
hypothéses pourraient expliquer pourquoi, malgré un taux d’immobilisation plus faible, le
support OPAL présente une activité légérement supérieure aux deux autres supports. Cette
hypothése semble étre confirmée par les résultats de la Figure 50 qui présente le taux de
conversion du pyruvate au cours du temps avec la (S)-MBA comme donneur lorsque la Bm-TA
est immobilisée avec un ratio 1/5 (g/g) sur les trois supports.
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Figure50 : Taux de conversion du pyruvate en alanine par la Bm-TA@EziG™OPAL (=), Bm-
TA@EziG™CORAL (m), Bn-TA@EziG™AMBER (=) avec un ratio d’immobilisation 1/5 (enzyme/support,

a/g).

On peut constater une conversion compleéte du substrat initial apres 4 h de réaction pour
le support OPAL tandis que les supports CORAL et AMBER atteignent un taux de conversion
respectif de 60 et 58 % en 4 h de réaction. Cela nous permet de confirmer la encore la sélection
du support OPAL pour le développement du procédé 1P1S au cas ot I’enzyme nécessiterait une

immobilisation.
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4.3 Influence d’oxydants chimiques sur la transamination

L’étape oxydative du procédé hybride 1P1S, prise en charge par le catalyseur chimique,
pourrait potentiellement utiliser un oxydant afin d’accélérer la réaction vers la formation
d’AMFC. En effet, plusieurs travaux préliminaires effectués au sein du laboratoire sur les
nanoparticules métalliques utilisées ici, ont montré que la présence d’oxydants chimiques
pouvait grandement renforcer 1’activité de ceux-ci. Aussi, nous avons choisi de vérifier la
capacité de I’enzyme a supporter la présence de ce type d’oxydants dans le milieu réactionnel.
Pour cela nous avons mesuré 1’activité de I’enzyme en présence d’H202 et de KMnOsa. Ici,
’activité de la Bm-TA et de la Bm-TA@EziG™OPAL est alors mesurée a I’aide du test a la
(S)-MBA et du pyruvate, en présence de 5 concentrations de chaque oxydant (0,5, 1, 2, 3, 4 et
5 mM). En résultat, une dénaturation tres rapide de 1I’enzyme libre et immobilisée a été observée
en présence de KMnOs (méme a 0,5 mM). Aucune activité initiale n’a été mesurée en présence

de cet oxydant.

La Figure 51 représente les pourcentages d’activités mesurées sur la transamination du
pyruvate en présence d’une concentration graduelle de H2Oo. 1l est important de noter que ces
pourcentages d’activités correspondent a une activité initiale mesurée, mais qu’une
dénaturation rapide de I’enzyme a été observée (apparition d’un plateau sur la courbe de DO)

pour les concentrations allant de 1 a 5 mM de H20..
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Figure 51 : Activité initiale mesurée sur la transamination du pyruvate avec la (S)-MBA comme donneur en
présence d'une concentration graduelle de H,0; (0, 0.5, 1, 2, 3, 4 et 5 mM) avec le Bm-TA libre (=) et immobilisée
sur le support EzZiIG™OPAL ().
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Une diminution de I’activité initiale d’environ 17.5 % est constatée lorsqu’on ajoute
0,5mM de H.O> dans le milieu réactionnel comparé au milieu sans oxydant pour la Bm-TA
libre. La diminution de 1’activité est relativement similaire lorsque I’enzyme est immobilisée
(25 %). Sur une faible concentration en H202 (ici 0.5 mM), le fait d’immobiliser I’enzyme ne
permet pas de conserver une activité supérieure. Cependant, lorsqu’on introduit 5 mM de H.O>
dans le milieu réactionnel la Bm-TA@EziG™OPAL conserve 65 % de son activité initiale
contre seulement 40 % pour la Bm-TA. On peut donc supposer que le fait d’immobiliser
I’enzyme permet de la protéger partiellement contre une suroxydation par un oxydant chimique,

mais seulement dans une durée tres limitée.

A partir de ces résultats, et si nous confirmons que ’ajout d’un oxydant chimique permet
effectivement d’augmenter la conversion du HMFA en AMFC, la quantité de H20> ajoutée

dans le milieu réactionnel ne devra pas excéder 0,5 mM.

4.4  Stabilité et activité thermique

Apres I’étude du pH, et I’influence de la présence d’oxydants dans le milieu réactionnel,
I’étude de I’impact de la température a été étudiée sur I’activité de la Bm-TA. Une gamme de
températures allant de 15 °C a 85 °C avec un pas de 5 °C a été testée. Nous avons utilisé une
fois encore le spectrophotométre CARY 3500, qui posséde 8 cuves et peut étre subdivisé en 1,2
ou 4 zones de températures indépendantes, afin d’accélérer cette étape. Ici, I’activité a eté
mesurée avec le test a la MBA et le HMF directement comme accepteur afin d’étre au plus pres
des conditions réactionnelles finales. Dans le cas de I’enzyme immobilisée, un ratio
enzyme/support de 1/5 (g/g) a été utilisé comme décrit précédemment. La Figure 52 présente
les résultats obtenus lors de cette étude. Dans le cas de ’enzyme libre comme de I’enzyme
immobilisée, on remarque que le maximum d’activité se situe a 60 °C. Passe cette température,
une perte progressive de 1’activité est observée jusqu’a environ 9 % de son activité maximale
pour I’enzyme libre a 85 °C et environ 30 % pour I’enzyme immobilisée. Nous pouvons donc
conclure ici que le fait d’immobiliser I’enzyme lui permet de conserver une meilleure activité
thermique. La perte progressive de I’activité a 60 °C suggére que cette température est la
température de dénaturation de ’enzyme. Cette hypothese a été étayée par la mesure de la
température de dénaturation de la Bm-TA en utilisant I’appareil PROMETHEUS. Cet appareil
est équipé d’une rampe de températures qui permet de déplier lentement la protéine, libérant

ainsi les résidus aromatiques présents au sein de la protéine qui se traduit par un point
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d’inflexion de la fluorescence de cette dernicre, qui est mesuré 1’appareil. Concernant la Bm-
TA, une température d’environ 59 °C a ainsi été mesurée, correspondant parfaitement avec
I’activité thermique maximale mesurée a 60 °C. Cette température représente donc la valeur
maximale a ne pas dépasser dans notre procédé en 1P1S. Ajoutons également que si
I’immobilisation de I’enzyme permet de limiter sa dénaturation au-dessus de 60 °C, elle ne
permet en revanche pas d’obtenir une meilleure thermoactivité maximale, et n’apporte donc pas

de réel avantage a cette température, tout du moins sur ce point.
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Figure 52 : Thermo activité de la Bm-TA (=) et de la Bm-TA@EziG™OPAL (=) mesurées au CARY UV 3500
par I’intermédiaire du test avec la (S) -MBA (mesure de ’augmentation de 1’acétophénone a 245 nm) de 15 °C a
85 °C avec un pas de 5 °C.
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Figure 53 : Stabilité thermique de la Bm-TA a 30 (@), 35 (@), 40 (@), 45 (), 50 (@), 55 (@), 60 (@) et 65 °C (
) mesurée au CARY UV 3500 aprés 16, 24 et 48 h d’incubation dans un tampon KH>POs, 100 mM, pH 7,3.

Activité mesurée gréace au test avec la (S)-MBA et le HMF comme accepteur.

Nous avons ensuite étudié la thermostabilité de BOAZ94 avec ’enzyme libre dans un
premier temps (Figure 53). Pour cela I’enzyme a été incubée pendant 48 h (temps approximatif
de nos procédés hybrides) aux différentes températures suivantes : 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60 et
65 °C. Un prélevement a intervalles réguliers était alors effectué, et I’activité de 1’enzyme était
ensuite mesurée a 30 °C avec la MBA et le HMF. En résultats, nous pouvons remarquer que
jusque 55 °C, I’enzyme possede toujours 100 % de son activité initiale apres 48 h d’incubation.
A partir de 60 °C, une chute est observée et seulement 80 % de I’activité initiale sont récupérés
au bout des deux jours. Ceci semble concorder avec la température de dénaturation de 1’enzyme
est située aux alentours de 59 °C. Notons également qu’a partir de 65 °C, la Bm-TA se dénature
rapidement au cours du temps et que seulement 35 % de I’activité initiale sont récupérés apres
48 h d’incubation. Ces résultats sont étayés par I’observation d’un précipité blanchatre dans le
milieu qui correspond probablement a 1I’enzyme dénaturée. Ce faisant, en nous basant sur ces
résultats, nous avons sélectionné une température maximale de 55 °C pour la mise au point d’un
procédé en 1P1S avec I’enzyme libre afin d’étre s(rs de pouvoir conserver son activité sur toute

la durée de la réaction.
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Figure 54 : Stabilité thermique de la Bm-TA@EziG™OPAL a (@), 35 (@), 40 (®), 45 (=), 50 (@), 55 (@), 60 (
®) et 65 °C (@) mesurée au CARY UV 3500 aprés 16, 24 et 48 h d’incubation dans un tampon KH2PO4, 100 mM,
pH 7,3. Activité mesurée grace au test avec la (S)-MBA sur le HMF.

De la méme maniére, 1’étude de thermostabilité de la Bm-TA@EziG™OPAL a été
effectuée a 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60 et 65 °C sur 48 h (Figure 54). Ici nous pouvons constater,
avec surprise, une perte d’activité au cours du temps des 30 °C. En effet, aprés 48 h
d’incubation, a cette température seulement 88 % de ’activité initiale sont retenus. La perte
d’activité est ensuite d’autant plus forte que la température augmente. Seuls 66 % de 1’activité
sont retrouvés aprés 48 h & 45 °C. A la température de dénaturation de I’enzyme (60 °C), une
perte de 90 % est observée en 48 h. Et une compléte dénaturation de 1’enzyme est observée a
65 °C sur le méme temps. Ajoutons que sur le plan macroscopique, les milieux réactionnels qui
ont subi une perte d’activit¢é voyaient le support (initialement jaune) se décolorer
progressivement jusqu’a devenir blanc. Nous avons alors supposé que cette décoloration était
corrélée a la dénaturation enzymatique, et qu’elle traduisait la perte d’activité. Au regard des
hypothéses précédentes, cela semble confirmer que le support OPAL n’est pas le meilleur pour
maintenir la stabilité de ’enzyme, et que la différence d’activité entre les supports serait bien
liee a une interaction différente avec le PLP, qui apporte d’ailleurs la couleur jaune au support
apres I’immobilisation. Il serait ainsi intéressant d’étudier la thermostabilité de I’enzyme sur
I’AMBER et le CORAL pour voir si leur plus grande hydrophobie n’améliore pas cet aspect.
Aussi, dans les conditions présentes, I’immobilisation de la Bm-TA sur le support
EziG™OPAL, excepté le fait qu’elle permette de récupérer et potentiellement recycler
I’enzyme, n’a pas montré une amélioration de sa stabilité thermique, et ne semble donc pas

pertinente pour la mise au point du procédé en 1P1S.
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5 Synthese et caractérisation de nouveaux catalyseurs

Commencons par rappeler que le chapitre 1 de la partie résultats & discussions de cette
these nous a permis de constater que les 15 catalyseurs que nous avions criblés dans un premier
temps possédaient déja une activité sur le HMFA. Cependant, une compétition entre deux
chemins réactionnels, la désamination oxydative et I’oxydation de la fonction alcool, avait été
observée. La recherche du catalyseur chimique s’est donc focalisée sur la sélection d’un
catalyseur capable de convertir le HMFA en furfurylamine(s) sans réaliser de désamination
oxydative. Pour cela, nous avons réalisé 1’étude de 23 nouveaux catalyseurs, majoritairement a

base d’or, dans la mesure ol ce métal semblait le plus prometteur concernant ce dernier point.

Contrairement a précédemment, ou plusieurs méthodologies de syntheses avaient été
utilisées (imprégnation humide, co-précipitation, réduction-précipitation), tous les catalyseurs
ont cette fois-ci été préparés en utilisant un protocole de « sol immobilisation ». Cette procédure
se définit par la formation d’une suspension colloidale de nanoparticules métalliques qui est
réduite puis immobilisée sur le support adéquat. Comme décrit dans la littérature, le support
joue un role important dans les propriétés catalytiques des catalyseurs chimiques. Pour avoir un
apercu des différents supports, deux supports réductibles (TiO2 et CeO», capables de stocker et
fournir de 1’oxygéne lors des réactions) ont été choisis. Le SiO; a quant a lui été selectionné
pour sa capacité inerte. Les MgO et CaO ont été choisis pour leurs propriétés basiques, alors
que le ZrO2 pour sa composition en sites a la fois acides et basiques. Toujours en utilisant la
méme approche de synthese, trois catalyseurs bimétalliques Au-Pd ont également été
synthétisés avec différents ratios sur du TiO2. La synthese de ces derniers a été effectuée dans
le but d’observer un effet de synergie potentiel entre les nanoparticules de palladium et d’or.
Comme vu dans la littérature, les NPs d’or sont plus efficace pour convertir la fonction aldéhyde
en acide carboxylique 313 tandis que les nanoparticules de palladium peuvent potentiellement
activer la fonction alcool pour la convertir en aldéhyde. Nous espérions donc pousser
I’oxydation vers la formation de ’AMFC en couplant les propriétés catalytiques des
nanoparticules d’or et de palladium. Afin de servir de référence a cette comparaison, le
Pd@TiO2 a donc éteé ajouté a la liste des catalyseurs criblés. Pour finir, ajoutons que le support
EziGT™@OPAL, jusque-1a utilisé pour I’immobilisation des enzymes, a également été inclus a
la liste, notamment dans 1’objectif a plus long terme d’envisager la création d’un matériau
multicatalytique hybride a partir de ce dernier. De maniere additionnelle, des nanoparticules de

palladium et de platine ont également été immobilisées sur ce support, dans la méme optique.
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De la méme maniére, nous avons €¢galement ajouté a la liste des supports pour I’immobilisation

des nanoparticules d’or, le UiO-66_NH.. Ce metal-organic framework (MOF), a été testé dans

la mesure ou il devrait permettre une co-immobilisation sous forme compartimentée d’enzymes

et de nanoparticules métalliques. 1l était donc intéressant de voir si nous pouvions au préalable

déja immobiliser des nanoparticules d’or secules sur ce matériau, et si ces derniéres étaient

actives pour des réactions d’oxydation. Au final, la liste compléte des catalyseurs est présentée

dans le Tableau 14. La caractérisation XPS de certains catalyseurs est disponible en annexe C.

Tableau 14 : Liste des catalyseurs utilisés pour ’oxydation du HMFA.

o M
Entrée Code du % Metal Métal Support Procédé
catalyseur content
1 c1 1,13 Au AlLO; Reéduction-
précipitation
2 C3 1,6* Au CaO
3 C4 2.29* AUpva CaO
Sol
4 C5 6,87* Au CeO; immobilisation
5 C6 1,8* Au MgO
6 C8 0,9* Pd TiO,
7 C10 1,5% Ru Cao(PO:)((OH): 'mf]fr%?ggo”
Sol
8 C12 0.28 -0,47* Au-Pd yA(OF . o
immobilisation
9 C13 1.04-0.48** Au-Pt TiO,
10 c14 0.9-0,03* Pt-Pd Al,Os Co-précipitation
11 Ci15 0.96-0.92* Pt-Pd TiOy
Imprégnation
12 C16 5,6* Au OPAL humide a I’excés
du solvant
13 C17 1** Ru SiO,
14 C18 G Ru SiO, Sol
immobilisation
15 C19 2** Au Fes;0q
16 C20 2%* Pd FE304
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17 Cc21 2% Pd FesOq4
18 Cc22 1,92* Au CeO;
19 Cc23 0,61* Au Si02
20 C24 2%* Au UiO-66_NH:
21 C26 2%* Pd CN
22 c27 2% Ir CN
23 C28 2%* Pt CN
24 C29 1.41* Pd OPAL
25 C30 0.83* Pt OPAL
26 C31 1.80* Au TiO2
27 C32 0,49* Au MgO
28 C33 0,09* Au Zro;
29 C34 1,57* Pd MgO
30 C35 0,95* Pd TiO2
31 C36 0.16-0.5* Au-Pd TiO2
32 C37 0.32-0,17* Au-Pd TiO2
33 C38 0.43-0,13* Au-Pd TiO2

*Déterminé par ICP ** valeurs nominales
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6 Criblage des catalyseurs pour I’oxydation du HMFA.

6.1 Criblage en vial de 2 mL

Un premier criblage manuel (en vial) similaire a celui effectué dans le chapitre 1 a été
réalisé dans un premier temps afin de faire une présélection de catalyseurs actifs sur le HMFA.
Les conditions étaient ajustées par rapport aux résultats d’activités enzymatiques obtenus
préecédemment. De la méme fagon que précédemment, les réactions ont été réalisées dans des
vials de 2 mL scellés afin de limiter 1’évaporation. Comme nous 1’avons relevé dans le sous-
chapitre précédent, la Bm-TA sous forme libre et immobilisée commence a présenter une
certaine instabilité dans le temps a partir de 60 °C. Aussi, pour cette raison, nous avons abaissé
la température de notre nouveau criblage a 50 °C dans ’espoir de trouver des catalyseurs plus
compatibles encore avec I’enzyme. De la méme maniére, nous avons choisi de nous placer a un
pH de 7,3 afin de rester au plus proches des conditions optimales de fonctionnement de la
transaminase. Les résultats du criblage réalisé sur les 33 catalyseurs placés dans ces conditions
(Figure 55) sont ainsi presentés en Figure 56. Nous pouvons dans un premier temps constater
que les conditions ici utilisées nous ont permis limiter tout mécanisme de désamination
oxydative. Effectivement aucune trace de HMF n’est observée dans les milieux avec aucun des
catalyseurs. La diminution du pH, & une valeur de 7,3, semble ainsi étre un parametre important

concernant cette réaction parasite, comme cela le sera confirmé par la suite.

NPs métalliques
OH .
supporteées
i O N, ___ HO 0 NH,
|
% 50°C,pH 7.3 %
HMFA AMFC

Figure 55 : Schéma réactionnel de ’oxydation du HMFA en AMFC.

Parmi les 33 catalyseurs testés, 9 catalyseurs ont ainsi montré la capacité a produire de
I’AMFC dans leur milieu aprés 48 h de réaction a 50 °C. Pour commencer, les catalyseurs C35
et C37 (Pd@TiO2 et Aug32-Pdo17@TiO», entrée 30 et 32, Tableau 14) n’ont montré qu’une
faible conversion du HMFA en AMFC (respectivement 4,8 et 3,5 %). Contrairement a ce que
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nous avions espéré, le fait de doper les nanoparticules d’or avec du palladium n’a pas permis

d’augmenter la conversion du HMFA en AMFC.
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Figure 56 : Pourcentage de conversion du HMFA (E3) et rendement envers I’ AMFC (@) observé lors du criblage
d’oxydation manuel par 33 catalyseurs dur le HMFA a 50 °C dans un tampon phosphate de potassium (pH7.3, 100
mM).
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Les catalyseurs Au@MgO et Au@CaO ont quant a eux montré une conversion élevée
du HMFA (>99 % et 84 % respectivement), mais seuls 18 % et 51 % d’AMFC ont été détectés
aprés 48 h d’oxydation. Ajoutons que la réaction ne semble pas non plus s’étre arrétée au niveau
de I’aldéhyde (AMFA) car celui-ci disparait également du milieu réactionnel et n’est pas

retrouvé apres 48 h (Figure 57).

NH,,

K[;O)—(o > |
|
% OH \

Pics inconnus
AMFC

== 245nm

= 280nm
Absence d’AMFA
et de HMFA

Va

Figure 57 : Chromatogramme HPLC du milieu réactionnel pour I'oxydation du HMFA en vial par le catalyseur
Au@CaO (C4).

En revanche, ’apparition d’un précipité dans le milieu réactionnel, tout au long de la
réaction, nous a laissés penser qu’en plus de 1’oxydation, ces catalyseurs étaient peut-étre en
mesure de catalyser la polymérisation des composés aminés. Cette observation sera d’ailleurs
confirmée par la suite lors de la réaction en 1P1S, et de plus amples caractérisations de ce

polymere sont actuellement en cours.

10 nuied.

Figure 58 : Images TEM de Au@CaO (A 10 nm, B 20 nm).

Cela dit, dans le cas spécifique du catalyseur Au@CaO, le fait d’observer une
conversion compléte de I’intermédiaire (HMFA) était un résultat trés encourageant. De plus,

cela semble cohérent avec le type de support utilisé dans la mesure ou plusieurs travaux de la
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littérature 18119 décrivent la nécessité pour que 1’or puisse effectuer 1’oxydation de la fonction
alcool, que celle-ci soit deprotonnée. Or le CaO présente des sites basiques qui pourraient

mimer la présence d’une base dans le milieu réactionnel.

De maniére inattendue, le catalyseur C24 (Au@UiO-66 NH2) a montré 1'un des
meilleurs taux de conversion avec 52 % d’AMFC produits aprés 48 h de réaction. Cependant,
il est tout de méme intéressant de noter que, dans le cas de ce support, le milieu réactionnel
s’est graduellement teinté de violet tout au long de la réaction, laissant supposer un relargage
important des nanoparticules d’or dans le milieu réactionnel. Notons également que la présence
de pics caractéristiques du ligand organique du MOF, I’acide 2-aminotéréphtalique, ont été
détectés en RMN 'H du surnageant, décrivant soit un mauvais ringage du MOF aprés sa
synthése, soit une certaine instabilité de ce dernier dans les conditions de réaction actuelles,
pouvant étayer la présence de ce relargage. Ajoutons que 1’activité ici détectée semble tout de
méme bien étre due aux nanoparticules immobilisées sur le support solide, et non a celles en
solution, car celles-ci sont censées étre trés peu, voire pas, actives sous cette forme. Ceci a
d’ailleurs été confirmé par la suite lors du second criblage, qui est décrit plus bas dans ce

chapitre.

En réponse a la question poseée concernant la possibilité de réaliser un matériau
multicatalytique hybride avec le support utilisé pour I’enzyme, parmi les catalyseurs C16, C29
et C30 (respectivement AU@OPAL, PA@OPAL et Pt@OPAL) le catalyseur au palladium est
le seul a avoir fait preuve d’une véritable activité, avec presque 69 % du HMFA consommé,
mais seulement 9 % d’AMFC formés. A contrario les catalyseurs a I’or et au platine ont montré
seulement 12 % et 29 % de conversion du HMFA, et se sont arrétés a la production d’AMFA,
confirmée en HPLC-DAD. Aucune trace d’AMFC n’est observée dans le cas de ces deux

catalyseurs.

Ajoutons également que I’utilisation d’EziGT™OPAL comme support pour les
nanoparticules d’or n’a pas semblé étre idéal dans la mesure ou, contrairement au Pd la
concentration en métal est restée raisonnable avec 1,4 %, celle de I’or avoisinant les 5,6 % s’est
révélée beaucoup plus élevée qu’attendue. Or ce type de comportement pourrait traduire une
agglomération des nanoparticules d’or entre elles a la surface du matériau, et donc la diminution
de leur capacité catalytique, cette derniere étant trés généralement inversement proportionnelle
a la taille des nanoparticules. Concernant le platine en revanche, le taux d’immobilisation s’est
révelé particulierement bas (0,8 %), et il se peut que la quantité de métal ne soit simplement pas
suffisante. Evidemment, une derniére hypothése concerne la nature méme du support, qui peut
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conférer de propriétés catalytiques différentes aux 3 métaux. Malgreé tout, ces trois catalyseurs
ont tout de méme été incorporés lors de notre criblage suivant pour confirmer ou infirmer ces

premieres observations.

Pour terminer, le catalyseur qui s’est montré de loin le plus efficace pour la production
d’AMFC lors de ce premier criblage a été le Au@TiO2 avec 97 % de conversion du HMFA
apres 48 h, pour un rendement de 79 % en molécule cible. Notons que, comme le Au@CeO,
qui a également montré une certaine activité avec 44 % de conversion et 16 % d’AMFC formés,
Ce catalyseur utilise un support réductible. Ce faisant, il se peut que ce type de support puisse
effectivement aider a cette étape d’absorption, faillant alors la réaction d’oxydation dans son
ensemble. Ajoutons que I’analyse TEM de ces deux catalyseurs a confirmé la présence de trés
petites particules d’or (environ 3 nm, Figure 59), compatibles avec une bonne activité

catalytique.

En conclusion de ce premier criblage, nous avons donc pu obtenir un premier set de
différents catalyseurs capables de convertir le HMFA en AMFC, sans réaliser de réaction de
désamination oxydative dans ces conditions. Parmi eux, on citera en priorité, le Au@TiOz, le
Au@Ui0-66_NH2, le Au@CaO et le Au@CeO.. De maniere tres intéressante également, et
contrairement a ce que nous pouvions attendre, ces catalyseurs se sont révélés actifs a basse
température (50 °C), ainsi qu’a un pH de 7,3, proche de la neutralité. L’ensemble de ces
résultats nous laisse ainsi présager de la possibilité de réussir a mettre au point notre systeme
de production de ’AMFC, a partir du HMF, en passant par le HMFA comme molécule

intermédiaire, comme proposé précédemment.
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20 nm

Figure 59 : Images TEM de Au/TiO2 (A 10 nm, B 20 nm) et de Au/CeO- (C 10 nm D 20 nm).

Afin de confirmer puis de compléter ces premiers résultats, et en accord avec les tests
précédemment effectués sur la transaminase, nous avons voulu reproduire ce premier criblage,
en en profitant pour tester également I’ajout d’oxydants chimiques dans le milieu. Cependant,
afin de ne pas perdre trop de temps lors de cette étape, mais également d’ouvrir la possibilité
par la suite de faire varier un nombre de conditions réactionnelles plus important, nous avons
choisi de réaliser la mise au point d’une méthode de criblage automatisée cette fois, basée sur
un équipement a haut débit, le BioLectorPro®. De maniére cocasse, cet appareil est
normalement destiné au criblage de fermentations microbiennes, et n’a d’ailleurs jamais été
reporté pour I’étude de catalyseurs chimique, domaine qui en est tres éloigné. Cependant,
plusieurs de ses propriétés techniques se sont révelées comme de précieux avantages pour nos
criblages, comme la possibilité¢ d’avoir une phase gaz plus importante (les plaques n’étant pas
hermétiquement fermées, mais 1’évaporation du milieu étant tout de méme contrélée par
saturation de la cuve en vapeur d’eau), une bonne agitation et homogénéisation du milieu, un
maintien précis de la température (contrairement a 1’étuve utilisée jusque-la), ou encore et
surtout la possibilité de faire des prélévements automatisés tout au long de la réaction a I’aide

du robot de pipetage qui lui est couplée.
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6.2 Mise au point d’un programme robotisé pour le criblage de catalyseurs chimiques
pour oxydation du HMFA en AMFC

Le BioLector Pro® (BLP) est un appareil initialement concu pour des applications
biologiques. Il permet en particulier d’effectuer des fermentations avec un contrdle précis de la
croissance en microorganisme, du pH et de la concentration en oxygene dissout, parametres
qu’il permet d’ailleurs de mesurer tout au long de I’expérience a 1’aide de capteurs intégrés a
chaque « fermenteur ». Egalement équipé d’un systéme de microfluidique intégré, il offre la
possibilité d’effectuer du fed-batch, ce qui est particuliérement pratique pour étudier I’influence
d’un composé sur la culture. L’ensemble des réactions prennent alors la forme au sein du
BioLector Pro d’une seule plaque, composée de 48 puits (ou « fermenteurs ») qui sont donc
controlables et observables de maniéere indépendante. Pour ajouter a la flexibilité de
I’équipement, ce dernier a été intégré par la plateforme REALCAT a un automate de pipetage
permettant d’effectuer des prélévements a des temps voulus, afin de pouvoir réaliser des
analyses et caractérisations a I’issue de 1’expérience sur ces derniers. Ce sont donc toutes ces
fonctionnalités que nous avons choisi de détourner pour pouvoir réaliser le criblage de nos
catalyseurs chimique de la maniere la plus contrélée et robuste possible. Une telle expérience
peut alors étre conduite comme présenté dans la Figure 60. La premiére étape de cette routine
robotisée consiste a préparer la plaque en introduisant les milieux réactionnels et le catalyseur
désiré (microorganisme, enzyme, ou dans notre cas catalyseur chimique). Ensuite, la plaque est
fermée avec deux films. Le premier un film en caoutchouc permettant de sceller la plaque tout
en la rendant utilisable avec les aiguilles du robot. Le second, imperméable sauf a certains
endroits précis, permet quant a lui de limiter 1’évaporation des milieux réactionnels. Une fois
la plaque introduite dans le BLP, le programme est lancé et un premier prélevement (30 pl) des
milieux réactionnels (considéré comme le début de la réaction) est effectué avec les aiguilles
de prélévements. Le programme robot est disponible en annexe. Chaque prélévement est alors
stocké dans une plaque 96 puits, scellés par un film, recouverte d’un couvercle afin de limiter
I’évaporation et placé a 4 °C sur le plateau du robot jusqu’a ce que I’expérimentateur vienne la
chercher pour analyser I’avancement de la réaction par HPLC-DAD. La plaque est alors incubée
(250 °C dans notre cas), pendant toute la durée de 1’expérience, et des prélévements successifs

sont effectués pour réaliser la cinétique réactionnelle.

152



HybCat4Bio — Chapitre 3

Etape 1:
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Figure 60 : Illustration du circuit effectué par le BLP pour le criblage de catalyseur d’oxydation en phase liquide pour la conversion du HMFA en AMFC.
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Afin de mettre au point ce nouveau criblage, plusieurs problémes ont di étre au
préalable résolus, comme la méthode de prélevement des échantillons. En effet, les aiguilles
présentes sur le robot de pipetage n’étaient initialement pas prévues pour venir prélever dans
un milieu contenant un catalyseur hétérogene en suspension. De ce fait des grains de catalyseurs
pouvaient boucher ces dernieres et fausser le volume prélevé. Apres plusieurs essais, un temps
de décantation de 3 min s’est révélé suffisant pour permettre aux catalyseurs chimiques de se
déposer au fond des puits et ainsi de ne pas géner les prélevements. Nous avons également
constaté qu’une agitation trop importante faisait déborder le milieu réactionnel et venait imbiber
les films positionnés sur la plaque 48 puits. Un maximum de 400 rpm est apparu comme idéal
éviter ce débordement. Notons que ce second probléeme n’est apparu qu’avec une seule des deux
plaques a notre disposition. En effet, le BioLector Pro est en mesure d’utiliser deux types de

plaques différents : les round-plates (RP) et les flower-plates (FP) représentées en Figure 61.

Figure 61 : Illustration d’une Round-plate (RP, gauche) et d’une Flower-plate (FP, droite).

Les premiéres sont assez classiques, alors que les secondes, avec leur puits en forme de
fleur, sont en mesure d’augmenter le taux de transfert d’oxygene depuis la phase gaz pour une
méme vitesse d’agitation. Un premier essai a tout de méme été réalisé en premier lieu avec les
plaques & puits ronds. Cependant aprés 24 h de réactions, comme nous le craignions, aucune
conversion du HMFA n’avait été observée. Un second essai a donc été réaliseé en utilisant cette
fois les puits en forme de fleur. Cette fois, la structure particuliére des puits semble avoir
effectivement offert une oxygénation du milieu suffisante, mais aussi surement une meilleure
homogénéisation de ce dernier, le depdt des nanoparticules sur les parois en fin
d’expérimentation étant moins important. Ceci confirme 1’intérét du Biolector Pro et de ses
plaques par rapport a un systéme de criblage en plaques classique. Ajoutons que les conversions
observées au bout de 24 h de réaction se sont révélées similaires a celles du criblage observe en
vials, bien qu’en général légérement inférieur dans le cas du BLP. Les conditions finales

retenues pour 1’incubation sont présentées dans le Tableau 15.
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Tableau 15 : Conditions retenues pour le criblage des catalyseurs d'oxydation sur le HMFA effectué au BLP.

. ) Repos avant Volume
Agitation Température Plaque Temps prélévement pipetté
400 rpm 50 °C FP 48 h 180 min 30 pl

Le programme utilisé au BLP est disponible en annexe C (Figure 105).

6.2.1 Résultats du criblage pour la conversion du HMFA

La mise au point de cette méthode haut débit, qui a été utilisée a la fois pour le criblage
de catalyseurs hétérogénes sur le HMFA et pour la mise au point de conditions 1P1S (résultats
présentés dans le chapitre suivant) nous a permis de réaliser I’étude compléte désirée en
seulement 3 mois de travail effectif avec environ 300 réactions criblées en 10 jours. Pour
comparer, en utilisant 1’agitateur rotatif orbital et les vials scellés, la mise au point de la
réaction 1P2S nous avait pris environ une année pour un nombre de tests nettement inférieur

(environ une centaine).

6.2.1.1 Validation de la méthode au BLP

Le Tableau 16 présente la comparaison (rendement de conversion du HMFA et
rendement en AMFC) entre le criblage manuel et le criblage automatisé des catalyseurs (BLP).
Avec une différence moyenne de 7 % au niveau de la conversion du HMFA et de 5 % en AMFC
produit (basée seulement sur les catalyseurs ayant produit de I’AMFC), les résultats obtenus
entre le criblage manuel et le criblage automatisé se sont donc bien montrés comparables. De
plus, la aussi, les meilleurs catalyseurs détectés lors du premier criblage se sont montrés les plus
prometteurs, validant nos résultats précédents. L’exception de I’Au@CeO> peut peut-étre tout
de méme étre mise en avant, dans la mesure ou cette fois, seuls 4,2 % d’ AMFC ont été produits.
Cela dit, le criblage n’ayant pas été répété, il est possible qu’il s’agisse d’une erreur de

manipulation dans le cas présent.
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Tableau 16 : Conversion du HMFA mesurée par HPLC-DAD apres 48 h d'oxydation au BLP et en vials.

Entrée cgt%(ljjsgﬂr Vial BLP Différence Vial BLP Différence
% de CIE:R)I/E?O“ du % d’ AMFC
1 C1 0 0 0 - - -
2 C3 7,3 9,2 19 1,4 1 0,1
3 c4 100 97 3 50,9 413 9,6
4 C5 36,8 25,3 115 - - -
5 cs8 26,2 9 17,2 - - -
6 C10 19 28,5 9,5 - - -
7 C12 37,8 21,6 16,2 - - -
8 C13 9,7 6,2 35 - - -
9 Cl14 19,23 14 5,23 - - -
10 C15 23,74 21 2,74 - - -
11 C16 13 5,6 7,4 - - -
12 C18 1,66 3,6 1,94 - - -
13 C19 36,42 38,67 2,25 - - -
14 C20 14,89 29,16 14,27 - - -
15 c21 28,25 33,9 5,65 - - -
16 C22 66,59 43,51 23,08 15,8 4,2 11,6
17 C23 5,07 14,29 9,22 - - -
18 C24 67,88 76,1 8,22 51 39,9 111
19 C26 3,01 3,28 0,27 - - -
20 c27 2,88 2,04 0,84 - - -
21 C28 13,7 6,95 6,75 - - -
22 C29 69 71,8 3,14 9,1 6,8 2,3
23 C30 25,7 31,3 5,6 - - -
24 C31 87,4 84,1 1,37 79 84,4 54
25 C32 25,63 27 13,3 11,4 7,2 4,2
26 C33 6,5 17,5 11 - - -
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27 C34 21,2 12,4 8,8 - - -
28 C35 89 73,4 16,5 4,8 4,2 0,6
29 C36 17,8 29 11,2 - - -
30 C37 22,6 19,8 2,8 3,5 7 3,5
31 C38 - - - - - -
32 Au NPs 0 0 0 0 0 0

A P'inverse, Au@TiO2 s’est de nouveau révélé treés efficace, avec un rendement en
AMFC produit meilleur de 5 %, et surtout I’absence dans ces conditions de sous-produits
d’oxydation, presque tout le HMFA converti ayant été transformé en AMFC. Notons pour finir
que les résultats obtenus avec le Au@CaO sont a comparer avec précaution a cause de
I’existence du phénomeéne de polymérisation supposé, qui était difficilement contrélable ici.
Concernant les autres catalyseurs, il est intéressant de remarquer que, comme précédemment,
certains d’entre eux, a I’instar du C35 par exemple, présentaient une bonne activité sur le HMFA
(73 % dans le cas de ce dernier) sans pour autant produire d’AMFC (4 %). Ceci concorde
d’ailleurs avec la nature de certains de ces catalyseurs, comme le C35 justement, qui est un au
palladium immobilisé sur TiOa2, et qui toujours d’apres la littérature favorise généralement la
production du carbonyle sur celle de I’acide. La méme observation peut également étre faite
concernant le C29 (Tableau 16, entrée 22) ou une conversion d’environ 70 % du HMFA est
observée pour environ 10 % d’AMFC formés dans le milieu réactionnel aprés 48 h de réaction.
Ces catalyseurs pourront alors se révéler intéressants dans le cas ou nous aimerions réaliser la
production d’AMFA a la place de I’AMFC, travaux qui n’ont pas ét¢ menés durant cette thése,

mais qui seront réalisés dans la continuité du projet.

Il convient de préciser également que nous avons profité de ce second criblage pour
évaluer la capacité d’oxydation des nanoparticules d’or seules, sans support, notamment dans
I’optique de confirmer I’activité de celles immobilisées sur 1’UiO-66_NH> (C24).
Heureusement, avec ces dernieres, aucune conversion du HMFA n’a été observée. Ces résultats
nous ont donc confirmé que 1’oxydation du HMFA par le C24 était bien due au catalyseur en

lui-méme et non au relargage des nanoparticules dans le milieu.

Suite a ces résultats encourageants, nous nous alors sommes demandeés si nous pouvions

augmenter la production d’AMFC en ajoutant un oxydant chimique comme ¢évoqué
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précédemment. Ainsi, le H2Oz et le KMnO4 (0,5 mM chacun) été criblés avec les 32 catalyseurs

dans les mémes conditions que préecédemment.

6.2.1.2 Criblage de catalyseurs au BLP en présence d’un oxydant

Le Tableau 17 présente les rendements de conversion obtenus lors du criblage avec
I’ajout de 0,5 mM d’H202 ou de KMnOsx. Si les résultats varient assez d’un catalyseur a I’autre,
les 4 meilleurs précédemment sélectionnés n’ont pas vu leur activité vis-a-vis du HMFA
augmenter de maniere significative en présence de 1’'un des deux oxydants. Notons tout de
méme que le C24 (Au@UiO-66_NH?>) a tout de méme vu sa sélectivité vis-a-vis de la formation
de I’AMFC augmenter avec I’H20>. Notons que cette absence de variation peut étre due au fait
que ce type d’oxydant n’intervienne pas dans le mécanisme catalytique (ce qui est probable),
mais également que leur concentration ne s’est pas trouvée suffisante que pour avoir un effet

détectable.

Tableau 17 : Conversion du HMFA et rendement d’obtention de I’AMFC mesuré par HPLC-DAD aprés 48 h
d'oxydation au BLP avec 0,5 mM de H,0; et KMnOa.

Oxydant Oxydant
Entrée Code Air H:0.  KMnOx Air H:0.  KMnOs
catalyseur

% de conversion du HMFA Sélectivité envers I’AMFC (%)
1 c1 0 3,66 4,25 ; ] ]
2 C3 9,2 23,9 21,72 1 1,2 0,3
3 C4 97 100 92,15 41,3 37,4 46,3
4 C5 25,3 31,6 18,28 - - -
5 C8 9 3,32 6,98 - - -
6 C10 28,5 31,1 31,87 - - -
7 C12 21,6 9,66 31,3 - - -
8 C13 6,2 13,7 8,44 - - -
9 Ci4 14 4,87 3,76 - - -
10 C15 21 3,67 4,03 - - -
11 C16 5,6 8,51 11,15 - - -
12 C18 3,6 4,65 8,47 - - -
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13 C19 38,67 22,02 14,24 - - -
14 C20 29,16 0,73 11,74 - - -
15 c21 339 30,3 18,23 - - -
16 C22 43,51 39,76 44,76 4,2 8 21,6
17 C23 14,29 4,61 13,72 - - -
18 C24 76,1 57,22 38,41 39,9 46,2 26,9
19 C26 3,28 11,52 8,27 - - -
20 c27 2,04 3,64 12,35 - - -
21 Cc28 6,95 16,09 18,58 - - -
22 C29 71,8 68,6 71,7 6,8 3,7 8,3
23 C30 31,3 63,4 66,6 - 0 0
24 C31 84,1 88,7 86,8 84,4 78 81,9
25 C32 27 85,8 86,4 7,2 8,6 7
26 C33 17,5 93 100 - - -
27 C34 12,4 20,7 6,1 - . .
28 C35 73,4 73,4 74,9 4,2 55 8,6
29 C36 29 28.8 30 - - -
30 C37 19,8 38,4 46,4 7 5 8,3
31 C38 - - - - - -
32 Au NPs - - - - - -

6.2.1.3 Etude détaillée des capacités catalytiques des meilleurs catalyseurs

Les quatre catalyseurs ayant présenté les meilleurs résultats ont ensuite été comparés en
détail pour leur capacité a convertir ’'HMFA en AMFC, mais également en AMFA. La
Figure 62 compare ainsi les différentes concentrations des furfurylamines dans les milieux
réactionnels apres 48 h d’oxydation réalisés en vials et au BLP, en incluant également les
résultats obtenus en présence des oxydants chimiques. Il est important de préciser que le calcul
du rendement en AMFA était basé sur une analyse semi-quantitative car nous n’avons pas réussi

a le purifier.
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Si ’on s’attarde donc sur les résultats obtenus pour ces 4 catalyseurs, on peut noter
qu’avec le Au@CaO (C4) on réalise bien 100 % de conversion du HMFA en 48 h quelle que
soit la condition réactionnelle étudiée. Comme précisé précédemment, aucune trace d’AMFA
n’est également observée avec ce catalyseur, et de la méme manicre, le rendement en AMFC a
48h se situe en moyenne autour des 44 %, ce qui est tres prometteur. Rappelons également que
la formation d’un précipité est observée, a chaque fois, et que ce rendement devrait pouvoir étre
amélioré en contrdlant finement la cinétique de la réaction. Dans le cas du catalyseur Au@TiO>
(C31), les quatre criblages donnent le meilleur rendement final en AMFC, situé entre 82 % a
87 %, ce malgré la présence d’HMFA résiduel. Cela dit, comme le Au@CaO, presque aucune
trace d’AMFA n’est observée avec ce catalyseur, et il s’aveére donc également trés prometteur
pour la mise au point du procédé en 1P1S. Concernant le catalyseur Au@UiO-66_NH> (C24)
une certaine homogénéite entre les conditions réactionnelles testées est également observée, a
I’exception du celle utilisant du KMnO4 comme oxydant, ou la conversion du HMFA et le
rendement en AMFC se sont trouvés nettement inférieurs a ceux des autres conditions.
Cependant, ces résultats ne sont pas suffisamment significatifs que pour que nous puissions
effectivement conclure quant au réle de I’oxydant dans cette perte d’activité. Cela dit, avec un
rendement en AMFC proche des 50 % dans les autres conditions, ce catalyseur a lui aussi été
fortement considéré pour la mise au point de la 1P1S. Le Au@CeO: enfin, s’est montré comme
décrit plus tot, globalement moins efficace que les 3 premiers, avec une production en AMFA
nettement supeérieure a celle en AMFC. Notons également que celui-ci ne s’est pas révélé étre
le plus efficace pour la production de cet intermédiaire, les catalyseurs au palladium évoqués

plus tot s’avérant ici encore plus prometteurs pour cette synthése alternative.

100% 100%
80% - 1 B
60% -
40%
20% -

. LINANL

de production (AMFA & AMFC)

Rendement de conversion (HMFA) et

0% T T
HMFA AMFA AMFC HMFA AMFA AMFC

Furfurylamines Furfurylamines

Rendement de conversion (HMFA) et
de production (AMFA & AMFC)

160



HybCat4Bio — Chapitre 3

100% 100%

80% - 80% A

60% - 60% -

40% - 40% -

N
Q
=
1
N
S
=
|

de production (AMFA & AMFC)

Rendement de conversion (HMFA) et
de production (AMFA & AMFC)
|
Rendement de conversion (HMFA) et

i . H lnl |

HMFA AMFA AMFC HMFA AMFA AMFC
Furfurylamines

3
X

Furfurylamines

Figure 62 : Rendement de production des furfurylamines apres 48 h d’oxydation du HMFA réalisés en vials
(HMFA ==, AMFA =, et AMF C=3), au BLP (HMFA mm, AMFA =3, et AMFC =3), au BLP + 0,5 mM de H,0;
HMFA mm, AMFA =3, et AMFC =), BLP + 0,5 mM de KMnO4 (HMFA mm, AMFA ==, et AMFC ==) pour le
catalyseur Au@CaO (A) Au@TiO: (B), Au@UiO-66_NH; (C), et Au@CeO; (D).

7 Conclusion

Malgre cela, au travers des différents criblages effectués au cours de ce chapitre, quatre
catalyseurs (Au@CaO (C4), Au@CeO> (C22), Au@UiO-66_NH. (C24) et Au@TiO, (C31))
ont montré leur efficacité pour I’oxydation du HMFA en AMFC sans induire de mécanisme de
désamination oxydative. lls ont été sélectionnés pour la suite de ma these, avec comme objectif
premier la mise en ceuvre d’un procédé hybride de type 1P1S pour la production de I’AMFC.
L’ajout d’un oxydant chimique n’a en revanche pas permis d’augmenter les rendements en
produit, contrairement a ce qui était espéré. Concluons également sur le fait que, malgré
quelques légéres variations observées au niveau de rendements, notre nouvelle approche de
criblage de catalyseurs chimique s’est avérée efficace dans le cas de I’oxydation du HMFA,
avec des résultats tres comparables a ceux obtenus en vials. Cette méthode représente, a notre
connaissance, la premiére jamais mise au point grace a I’utilisation du BioLectorPro® pour des
catalyseurs chimiques, et fera donc 1’objet d’une publication dédiée. Une fois ces 4 catalyseurs
sélectionnés, nous nous sommes donc tournés vers le criblage des conditions réactionnelles
pour la mise au point de notre 1P1S en utilisant & nouveau notre méthode robotisée basée sur le

BioLector Pro®. Les résultats associés feront 1’objet du prochain chapitre.
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Chapitre 4 : Mise en ceuvre d’un procédé hybride « one-pot/one-step » pour la
formation d’acide 5-amino 2-furanoique (AMFC) a partir du 5-
hydroxyméthylfurfural (HMF)
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1 Mise en place du procédé hybride 1P1S avec le Biolector Pro®

Comme décrit dans le précédent chapitre, nous avons mis au point une nouvelle
méthodologie de criblage automatisée, basée sur 1’utilisation du BioLector Pro, permettant de
tester des catalyseurs hétérogénes (solides) a 50 °C, tout en réalisant des prélevements a
intervalle régulier. Aussi nous avons décidé de 1’utiliser de nouveau pour la mise au point des
parametres de notre réaction en 1P1S, afin de pouvoir en explorer un nombre plus important.

Pour rappel, la réaction que nous visions dans ce chapitre est celle décrite dans le Schéma 20.

Bm-TA@EziGT™MOPAL
+
NPs d'or supporté
OH CJ) 0
|/ |/ |/
HMF Donneur Co-produit  AMFA AMFC
d'amine carbonylé

Schéma 20 : Systéme catalytique hybride 1P1S étudié pour la formation de furfurylamines a partir de HMF.

En nous basant sur nos résultats précédents, nous avons montré que la conversion
complete du HMF en HMFA était possible en seulement quelques heures, avec une quantité
d’enzyme minimal, grice a sa forte activité envers ce substrat. Nous avons de fait supposé que
I’étape limitante du procédé hybride serait la réaction d’oxydation, réalisée par le catalyseur
chimique hétérogeéne. L’enjeu de cette partie de 1’étude était donc de 1) étudier la capacité des
deux catalyseurs & cohabiter dans le méme milieu réactionnel et 2) trouver la bonne proportion
entre les deux de maniere a économiser I’enzyme au maximum, tout en maintenant une bonne
vitesse pour 1’oxydation chimique. Ce faisant, nous avons utilis¢ comme parametres initiaux a
croiser quatre quantités de catalyseurs chimiques (1, 2, 4 et 8 mg) et trois quantités d’enzyme
(200, 400 et 600 ug) immobilisées sur le support OPAL en respectant le ratio 1/5 (g/g), soit 1,
2 et 3 mg de support OPAL. Ainsi 12 combinaisons de catalyseurs ont été testées, et ce pour
chacun de catalyseurs chimiques sélectionnés. A ce propos, en accord avec les conclusions
précédentes, les quatre catalyseurs sélectionnés pour cette étude étaient donc le Au@CaO (C4),
le Au@Ce0O; (C22), le Au@UiO-66_NH2 (C24) et le Au@TiO2 (C31). Nous avions constaté

dans le chapitre précédent que I’immobilisation enzymatique ne permettait pas d’améliorer la
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stabilité thermique de la Bm-TA. Cependant, cette derniére a tout de méme démontré sa capacité
a convertir la totalité du HMF en HMFA en quelques heures. Une immobilisation est donc
sélectionnée afin de parer a tout empoisonnement croisé entre catalyseurs lors des réactions
hybrides 1P1S.

Le Tableau 18 résume la nomenclature utilisée pour les différentes combinaisons testées
ici. Celle-ci de décompose de la fagon suivante : « Hybx(c)-n» est utilisé pour nommer chaque
condition, ou «n» définit la quantité de supports enzymatiques, et donc par extension la
quantité d’enzymes immobilisées, et ou « X » définit directement la quantité de catalyseurs
chimiques introduite. Le sigle « (C) » définit quant a lui le code du catalyseur utilisé dans la

réaction hybride.

Tableau 18 : Définition de la nomenclature du procédé hybride 1P1S mis en ceuvre avec le BLP.

Quantité de catalyseurs (mg)
Bm-TA  Support 1 2 4 8
(H9) (mg)
200 1 Hyb1)1 Hyb)-1 Hyba)-1 Hybg(c)-1
400 2 Hybio)-2 Hyba)-2 Hyba)-2 Hybg()-2
600 3 Hyb1()-3 Hyb)-3 Hyba)-3 Hybg()-2

1.1  Procédé hybride combinant la Bm-TA@EziG™OPAL et Au@CeO>

Concernant les résultats obtenus, nous commencerons par vous présenter ceux qui se
sont révélés les moins prometteurs, avant de nous tourner vers les réactions qui ont le mieux
fonctionné. Ainsi, comme planifié d’aprés les criblages précédents, le catalyseur Au@CeO>
s’est révélé étre le moins performant. Pour rappel, ce dernier avait montré des rendements en
oxydation du HMFA allant jusqu’a 16 % en AMFC au maximum, avec une conversion
d’environ 40 % du substrat en 48 h de réaction. Parmi les 12 conditions testées ici pour la 1P1S
avec ce catalyseur, aucune formation d’AMFC supérieure a 5 % n’est observée, quel que soit
le rapport en catalyseur mis en ceuvre, alors que la conversion du HMF varie elle entre 80 et

95 % comme espérer avec 1’enzyme, avec une production équivalente en HMFA.

Compte tenu des résultats ici obtenus, nous observons une diminution importante de

I’efficacité du catalyseur Au@CeO: lorsqu’il est mis en présence directe de la Bm-
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TA@EziG™OPAL et du donneur d’amine. Le comportement de la Bm-TA@EziG™OPAL
était quant a lui Iégérement impacte par la présence du catalyseur chimique avec une conversion
du HMF en HMFA légérement incompleéte, la ou les blancs sans catalyseur chimique ont montré
une conversion totale en 48 h de réaction. La quantité d’enzyme minimale a introduire en
réaction pour réaliser cette conversion a donc pu étre définie a 200 pg (sur 1 mg de support
OPAL (Hybx()-1)) dans les présentes conditions. Ceci est corrélé avec le fait que plus la quantité
en Au@CeO; augmente, plus la conversion du HMF décroit. Effectivement en présence de
8 mg de catalyseurs (Hybs(c22)-1), la conversion du HMF tombe & 80 % contre 95 % en présence
de seulement 1 mg (Hyb1c22)-1) de catalyseur chimique dans le milieu réactionnel, démontrant
I’influence directe de ce dernier. En revanche, les faibles quantités d’AMFC formées
(inférieures a 5 %) ont quant a elles été détectées seulement a partir de 4 mg en catalyseur

chimique dans le milieu réactionnel.

Dans ces conditions, 1’étape limitante de la 1P1S était trés clairement 1’oxydation
chimique, bien que ce ne soit pas étonnant au vu de la faible efficacité du catalyseur mesurée
des les précédents criblages. Cela dit, plusieurs hypothéses peuvent étre émises pour tenter
d’expliquer cette perte d’activité entre les deux conditions de criblage. En effet, dans le cas de
la 1P1S, I’enzyme est non seulement introduite dés le début de la réaction avec le catalyseur
chimique, mais ¢’est également le cas du co-substrat (ici la (S)-MBA) qui peut également venir
empoisonner le métal. Cette hypothése est d’ailleurs étayée par le travail de Murzin et al. %
qui ont travaillé sur ’amination du myrténol, un autre substrat bio-sourcé, au travers de
’utilisation de nanoparticules d’or supportées sur un panel de supports oxydés. De manicre
intéressante, cette réaction passait d’abord par I’oxydation de I’alcool en cétone, puis par sa
conversion en imine puis enfin en amine, les trois étapes devant étre catalysées par le méme
métal supporté. Ce que les auteurs ont alors pu constater est que la présence de sites acides sur
le support du métal favorisait I’accumulation des fonctions amines a sa surface. Ainsi, dans le
cas de notre réaction, une telle accumulation pourrait également avoir conduit a une inactivation
de ce dernier. De plus, I’analyse BET a montré que ce catalyseur en particulier possédait une
faible surface spécifique (10 m2. g). Dés lors, il est probable qu’il soit plus sensible a ce type
d’inhibition. Un test d’oxydation du HMFA en présence d’une quantit¢ d’amines (donneur

utilisé pour la synthése) variable sera ainsi nécessaire afin d’étayer cette hypothése.
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1.2 Procédé hybride combinant la Bm-TA@EziG™OPAL et Au@CaO

Le catalyseur Au@CaO a quant a lui montré une conversion complete HMFA comme
nous pouvions ’attendre (Figure 63). Cependant, comme précédemment, le rendement en
AMFC n’a pas dépassé les 45 %, et le bilan carbone s’est révélé incorrect, traduisant la
formation du précipité brun que nous avons une fois de plus pu observer a I’issue de la réaction.
Comme nous n’avons pas réussi a isoler I’AMFA et a le quantifier, ce dernier est représenté

sous forme barrée rouge dans les cinétiques.
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Figure 63 : Evolution de la concentration des produits réactionnels (HMF=, HMFAmm, AMFA ez et AMFC e=
) au cours du temps dans le procédé hybride effectué avec le BLP et combinant le catalyseur Au@CaO et la Bm-
TA@EziG™OPAL pour la réaction Hybgcs) -1. Les prélévements ont été analysés aprés 16, 24, 32 et 48 h par
HPLC-DAD & 210 (HMFA), 245(AMFC) et 280 (HMF).

Malgré cela il s’agit d’un résultat trés prometteur, car, en controlant mieux la cinétique
entre 24 h et 32 h de réactions, nous devrions pouvoir augmenter ce rendement. Si I’on étudie
plus précisément la cinétique observée justement, on s’apercoit tout d’abord que le HMF est
entierement converti en 16 h de réaction, comme escompte, ce qui traduit le fait que cette fois,
I’enzyme ne semble pas impactée par ce catalyseur. Notons que I’ensemble de la conversion
semble bien étre faite en HMFA puisqu’aucun autre produit (d’oxydation) n’est effectivement
détecté apres 16h en HPLC. La concentration de dernier décroit d’ailleurs également de maniere
tres rapide deés qu’il est formé, avec seulement 29 % restant a 16h de réaction, pour déja 40 %
d’AMFA et 30 % d’AMFC. L’AMFC augmente quant a lui bien lentement mais surement pour
passer de 30 % dés 16h de réaction, a 45 % apreés 24h, puis 45 % a 32 h. Evidemment, il est fort
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probable que cette concentration soit fortement minorée tout au long de la réaction par la
formation concomitante du précipité. Cependant, & 48 h, ce dernier n’est plus qu’a 5 %.
L’ AMEFC est donc bien consommeé entre 32 h et 48 h, et si polymeére il y a il en est bien I’un des
synthons constitutifs. Cependant, compte tenu de la réactivité probablement encore plus
importante de la fonction aldéhyde de I’AMFA, il est également probable que celui-Ci
intervienne également dans la polymérisation, méme s’il est difficile de le vérifier dans 1’état
actuel des choses. On pourrait alors également imaginer une attaque nucléophile des fonctions
amines des différents synthons en présence (dont le HMFA) sur la fonction aldéhyde de
I’AMFA. Si ce mécanisme s’avere véridique, la continuité de ce projet pourrait mener a la mise
au point d’un nouveau polyimine composé de plusieurs monomeres, dont la composition
pourrait alors peut-étre étre modulée, afin notamment de lui conférer des propriétés mécaniques
différentes. Notons également, qu’au vu du fait que seul ce catalyseur chimique semble produire
un tel précipité, il est presque certain que ce soit le support de ce dernier qui joue un role
prépondérant dans cette polymérisation. Ceci concorde avec le fait que ce dernier possede des
sites actifs basiques qui pourraient effectivement favoriser ce type de réactions entre les amines

et fonctions carbonyle/acide des molécules présentes dans le milieu réactionnel.

Afin d’essayer d’éclaircir ce phénomeéne, plusieurs analyses ont été tentées sur le résidu
formé, aprés sa collecte et son lavage en fin de réaction. Cependant, les difféerentes RMN des
liquides effectuées n’ont pas encore permis d’¢élucider sa structure malgré une solubilité dans
le DMSO-Ds. L’hydrophobicité du potentiel polymeére obtenu a été confirmé par notre
incapacité a le solubiliser dans le solvant DO pour des analyses RMN. Cela nous laisse donc

bien suggéré un enchainement de cycle furane avec des propriétés relativement hydrophobes.

Dans toutes les réactions hybrides, ’entiéreté du HMF a été consommeée pour donner
du HMFA. Ce qui laisse supposer que I’enzyme est peut impacter par la présence du catalyseur
chimique. De maniére intéressante, la formation d’AMFC n’est détectée qu’a partir de
I’introduction de 4 mg de catalyseurs dans le milieu réactionnel (Hyb(ca)s-1, Hyb(cas-1 Hyb(caa-

2, Hyb(cajs-2, Hyb(ca)s-3, Hyb(ca)s-3, Figure 64).

168



HybCat4Bio — Chapitre 4

=
o

O P N W b U1 O N 0O ©
1

Concentrations mesurée des réactifs
(mM)

S N N N Y sy
I S S N 2N SN S N BN SN S,

Code de réactions hybrides

Figure 64 : Concentration mesurée en HPLC-DAD du HMFA (mmm) et de ’AMFC (==)a t32 h pour les
12 réactions hybrides combinant la Bm-TA immobilisée sur support OPAL et le catalyseur Au@CaO (C4).

De plus, nous pouvons constater une diminution de la concentration en AMFC avec
I’augmentation de la quantité d’enzyme introduite. Seulement 10.6 % et 13.8 % d’AMFC sont
formés dans les réactions Hyb(cays-3, Hyb(cajs-3 aprés 32 h contre 17.6 et 45 % dans les réactions
Hyb(cays-1, Hyb(caps-1 respectivement. Ces résultats sont corrélés avec 1’observation d’un
précipité brun plus « opaque » dans le cas des réactions Hyb(cay-1 et Hyb(cays-1, ce qui laisse
supposer une polymérisation plus efficace. Si on part de I’hypothése que la polymérisation est
induite par le catalyseur, on peut donc constater un effet support de ’enzyme qui diminue
’activité catalytique de ce dernier. Ainsi, afin de déterminer si la cause de I’inhibition est due

au support ou a ’enzyme, une répétition des manipulations avec I’enzyme libre est nécessaire.

Concernant la détermination structurale du précipité brun, seule I’analyse en
spectrométrie de masse MALDI-Tof a permis de mettre en évidence la présence de pics compris
entre 908 et 910 Da (Figure 65). La masse molaire moyenne des différentes furfurylamines
présente dans le milieu étant de 131 g.mol? et si 1’on suit ’hypothése que les trois
furfurylamines réagissent entre elles, cela nous donnerait un polymére composé d’environ
7 unités (Tableau 19). Cependant, nous ne sommes pas certains que ce type de calcul soit
effectivement pertinent, et il sera donc de toute maniére essentielle d’essayer d’analyser plus

en détail le solide obtenu, notamment avec 1’aide des polyméristes de I’'UCCS.
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Tableau 19 : Calcul du nombre d’unités supposé du polyimine formé.

Furfurylamine HMFA AMFA AMFC
Masse mlt?llalre 127 125 141
(g-.mo™™)
Moyenne
(g.mo"Y) 131

masse molaire totale

moyenne masse molaire

Nombre unité

910
=——=694 =7

x104 Polymer_DHB_DMF 0:83 MS Raw
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"

x10 Polymer_DHB_THF 0:C1 MS Raw

mi

Figure 65 : Spectre MALDI-TOF du précipité brun récupéré aprés mise en ceuvre du procédé hybride 1P1S
combinant 8 mg d’Au@CaO et 200 pg de Bm-TA immobilisée sur 1 mg de support OPAL.
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1.3 Procédé hybride combinant la Bm-TA@EziG™OPAL et Au@UiO-66_NH> ou
Au@TiO;

Concernant les deux autres catalyseurs chimiques, qui étaient les plus prometteurs, nous
analyserons leurs résultats de maniére simultanée. La Figure 66 représente ainsi le pourcentage

d’AMFC mesuré dans les milieux réactionnels aprés 48 h de réaction.
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Rendement en AMFC

Figure 66 : Rendement en AMFC dans différents milieux réactionnels apres 48 h de mise en ceuvre du procédé
hybride combinant des nanoparticules métalliques supportées (Au@TiO2 E= et Au@UiO-66_NH,E=) et une

transaminase immobilisée (Bm-TA@EziG™OPAL). Les concentrations sont mesurées par HPLC-DAD a 245 nm.

Concernant le catalyseur Au@TiO>, qui avait permis d’obtenir un rendement d’environ
85 % en AMFC lors du criblage des catalyseurs chimiques, celui n’a pas montré d’activité réelle
dans le cas de la 1P1S, quelle que soit la proportion en catalyseur. Effectivement des
rendements inférieurs a 5% en AMFC sont aux mieux observés aprés 48 h. Ceci peut trés
probablement s’expliquer par un empoisonnement de ce dernier par I’enzyme. En effet, les
seules productions d’AMFC sont observées dans les milieux réactionnels réalisés avec les ratios
enzyme/catalyseur chimique les plus faibles (Hyb(ca1)1-4, Hyb(ca1)1-8, et Hyb(cs1)2-8). D’autant
que la encore, une conversion du HMF en HMFA allant de 80 % a 95 % suivant les conditions

a pu étre observée, montrant 1’efficacité de ’enzyme. De maniére intéressante, le TiO2 est
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similaire au CeOy, il posséde a la fois des sites actifs acides et basiques. 1l est donc possible que
ces derniers jouent la encore un role prépondérant dans I’inhibition. Le rendement supérieur en
AMFC pour le TiO2 peut étre expliqué par une surface spécifique supérieure a celle du CeO>
(environ 44 m?.g? contre 10 m2.g™ pour le CeO,). Ainsi, la plus grande surface spécifique
permettrait de réduire I’impact des inhibitions pour le catalyseur Au@TiO». De plus on peut
constater que plus la quantité d’enzyme augmente, plus le rendement en AMFC diminue. Une
hypothése pouvant expliquer cela est un potentiel leaching de 1’enzyme du support qui viendrait
entrainer une inhibition du catalyseur chimique ou un effet du support directement entrainant
des problémes de diffusion du substrat & la surface du catalyseur. Afin d’étayer cette hypotheése,
un test de Bradford directement sur le milieu réactionnel serait nécessaire afin de vérifier la

quantité de protéine dans le milieu réactionnel.

A contrario, le catalyseur Au@UiO-66_NH> semble moins impacté par ce type
d’inhibition. En effet, si les rendements en AMFC obtenus aprés 48 h demeurent inférieurs a
ceux obtenus lors du criblage 14 % contre pres de 50 % respectivement, ces résultats restent
malgré tout prometteurs. De maniére tres intéressante, ici encore, on observe une corrélation
inversement proportionnelle entre le ratio enzyme/catalyseur chimique et la production
d’AMFC. Ainsi, a 200 ug d’enzyme, 4 et 8 mg de catalyseur chimique sont suffisants pour
obtenir de I’AMFC, avec un rendement bien meilleur a 8 mg, la ou la méme tendance peut étre
observée pour 400 pg d’enzyme, mais avec des rendements inférieurs, et ou, avec 600 pg
d’enzyme en présence dans le puits, seule la condition a 8 mg d’Au@UiO-66_NH> a donné lieu
a la production d’AMFC en 48 h. Cela pourrait alors peut-&tre étre expliqué par la nature méme
du support qui, composé de ligands téréphtaliques, chélatant des clusters de Zr, ne présente a
priori pas de sites acides ou basiques disponibles. Cette explication, additionnée a une surface
spécifique importante (726 m2. g1) pourrait expliquer ’activité catalytique supérieure. De la
méme maniére, la présence du substituant amino sur le cycle benzénique du ligand ne favorise
peut-étre pas 1’adsorption du donneur d’amine sur ce dernier. Ainsi, au final, c’est le catalyseur
qui a donné les meilleurs résultats avec un rendement en AMFC d’environ 17 % dans le milieu

réactionnel apres 48 h (Figure 67).
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Figure 67 : Evolution de la concentration des produits réactionnels (HMF =3, HMIFA mm, et AMFC =m) au cours
du temps dans le procédé hybride effectué avec le BLP et combinant le catalyseur Au@CaO et la Bm-
TA@EziG™OPAL pour la réaction Hybgczs) -1. Les prélevements ont été analysés apres 16h, 32 h et 48 h par
HPLC-DAD 4 210 (HMFA), 245(AMFC) et 280 (AMFA) nm.

Ce rendement a été observé dans le cas du procédé Hybgcos) -1. La cinétique de la
réaction correspondant a cette condition est détaillée dans la Figure 67. Aprés 16 h, on peut
noter que tout le HMF a été converti en HMFA, traduisant le fait que I’enzyme est toujours
suffisamment en présence de ce catalyseur chimique. Notons que de faibles quantités d’AMFA
peuvent déja étre détectées (non-représenté ici car non quantifié). Apres 32 h de la réaction, une
conversion d’environ 34 % du HMFA a pu étre observée pour donner 15 % d’AMFC, et 4 48 h,
la concentration en AMFC est 18 %, avec 44 % de consommation du HMFA. L’autre produit
correspond certainement a I’AMFA (pic en HPLC). Aussi, ces conditions semblent étre une
bonne premiere base pour la mise au point d’un procédé en 1P18S efficace. D’autant que comme
nous I’avons évoqué précédemment, ce type de support, pourrait permettre une

compartimentation des deux catalyseurs, et ainsi de limiter leur inhibition croisée. %2

Cependant, précisons que nous avons également constaté une dégradation du Au@UiO-
66_NH., avec un phénomeéne de leaching des nanoparticules d’or dans le milieu réactionnel.
Ce dernier est d’ailleurs surement en partie responsable du rendement modéré obtenu avec ce
catalyseur chimique, et sa limitation devrait ainsi pouvoir représenter une piste d’amélioration

prometteuse pour le procéde.
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Tous les procédés hybrides mis en ceuvre lors du criblage au BLP ont été effectués en
immobilisant la Bm-TA. Aussi, afin de vérifier si le support OPAL ne serait pas également
responsable d’une partie de I’inhibition de 1’activité des catalyseurs chimiques, ces réactions
ont été reproduites en testant cette fois également 1’enzyme sous sa forme libre. Ajoutons que
cette fois egalement, les tests ont été réalisés en vials, afin de nous rapprocher des conditions
mises en ceuvre pour les 1P2S, et de voir si une agitation rotative a la place d’orbitale ne
permettait pas une meilleure conversion du HMFA en AMFC. Afin limiter le nombre
d’expérimentations, seules les meilleures conditions obtenues lors du criblage au BLP ont été
reprises et testées en vial. La conversion du HMF et la production d’AMFC a 48 h obtenues en
résultat de ces expérimentations sont présentées dans le Tableau 20.

Tableau 20 : Taux de conversion et rendement en AMFC pour la reproduction du procédé 1P1S en vial.

Bm-TA libre (200 pg) Bm-TA@EziG™OPAL

AU@TIO: Conversion Rendement | Conversion Rendement
HMF AMFC HMF AMFC
4 mg 5% 4.2 % 92 % 31%

8 mg 80 % 55% 91 % 18 %
Au@UiO- Conversion Rendement | Conversion Rendement
66_NH: HMF AMFC HMF AMFC
4 mg 71 % 7.5 % 63 % 7%
8 mg 94 % 12 % 80 % 9%

La premiére chose que nous pouvons constater a travers ces résultats, est que le fait de
reproduire les procédés en vial n’a pas permis d’augmenter ni la conversion du HMF ni le
rendement en AMFC, a part pour la condition avec 8 mg d’Au@TiO, et I’enzyme immobilisée.
A titre d’exemple, si I’on s’intéresse a la condition qui avait donné le meilleur rendement en

AMFC lors du criblage, utilisant 8 mg de catalyseur et I’enzyme immobilisée, seuls 9 %
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d’AMFC peuvent étre obtenus aprés 48 h. Aussi, si I’on cherche a expliquer la diminution de
ces rendements, on peut tout d’abord remarquer qu’un taux de conversion compris entre 70 et
95 % du HMF est observé en fonction des conditions réactionnelles utilisées, traduisant une
diminution globale de I’activité de la transaminase. La conversion du HMF en HMFA semble
de plus étre inférieure avec 1’enzyme libre par rapport a I’enzyme immobilisée dans le cas du
Au@TIiO2, ce qui pourrait démontrer un c6té protecteur de 1I’immobilisation, peut-étre contre
I’action mécanique de ce dernier. Cependant de maniére surprenante, avec le Au@UiO-
66_NH2, ce phénomeéne est inversé, et qui plus est, dans les deux cas 1’augmentation de la
quantité en catalyseur chimique ne semble pas s’accompagner d’une diminution de I’activité de
la transaminase. Aussi, il est difficile de réellement conclure quant au phénomene a I’ceuvre ici,
et la reproduction de ces expérimentations semble impérative. Notons qu’aucuns produits
d’oxydations du HMF par le catalyseur chimique n’est détecté ici, ce qui aurait pu expliquer un

tel comportement.

En revanche, de maniere logique, plus la quantité en catalyseur chimique augmente, et
plus le rendement en AMFC augmente. Cependant, la encore, avec 18 % d’AMFC produits
lorsque I’on combine 8 mg d’Au@TiO: et 200 ug de Bm-TA immobilisée contre 3.1% avec
I’introduction de 4 mg de catalyseurs. Les rendements inférieurs observés par rapport au
criblage du HMFA peuvent potentiellement étre expliqués par des problemes de diffusion a la
surface du catalyseur. Des manipulations supplémentaires en faisant varier la masse de
catalyseur introduite dans le milieu réactionnel seraient nécessaire afin de d’étudier la
conversion du HMFA en présence d’enzymes. Concernant le Au@UiO-66_NH> les
rendements inférieurs pourraient étre expliqués par des problémes de diffusion du substrat a
I’intérieur des pores du MOF. Effectivement ces derniers pourraient voir leur entrée se boucher

par ’enzyme ou le support présent dans le milieu réactionnel.

De maniere générale, ces derniers résultats ne permettent pas réellement de conclure
quant a une tendance entre I’utilisation de I’enzyme libre et immobilisée, et il sera important de

les reproduire afin de vérifier leur pertinence.

La conversion moindre observée avec 1’enzyme libre peut étre expliquée par une
inhibition due aux NPs. L’introduction de I’enzyme libre dans le milieu réactionnel méne a des
taux de conversion moins importante du HMF par rapport a ’enzyme immobilisée. Cela est
intéressant étant donne que nous avions observé une stabilité thermique plus importante lorsque

I’enzyme est libre que lorsqu’elle immobilisée. Il y a donc une inhibition de ’activité de

175



HybCat4Bio — Chapitre 4

I’enzyme libre liée a la présence du catalyseur chimique. La Figure 68 représente la structure

3D de la B9AZ94 avec les acides amineés polaires en bleu.

Figure 68 : Représentation de la structure 3D de la Bm-TA (Unipro Acess Number : B9AZ94) avec les acides

aminés polaires représentés en bleu.

Nous voyons qu’une quantité importante d’acides aminés polaires est disposée en
surface de la protéine. Le repliement différent de la protéine, lorsqu’elle est libre, permet peut-
étre a ces acides aminés de venir interagir avec le catalyseur et ainsi diminuer la conversion
finale du HMF.
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2 Conclusion

Un procédé hybride en 1P1S, permettant une production d’AMFC a partir de HMF, a pu
étre développé. Dans le meilleur des cas, nous avons pu obtenir 45 % de rendement en AMFC
au bout de 32 h de réaction, avec le Au@CaO (C4) comme catalyseur chimique. 1l est important
tout de méme de préciser que ce rendement diminue fortement entre 32 h et 48 h, avec une
consommation de I’AMFC par le catalyseur, et que de maniére générale, une réaction parasite,
probablement de polymeérisation, vient diminuer le rendement en furfurylamines obtenues tout
au long du procedé. Concernant les deux autres catalyseurs chimiques les plus prometteurs
(Au@TIO2 et Au@UiO-66_NH2>), nous avons obtenu une production finale en AMFC de 18 %
(réaction en vial) et 17 % (réaction au BLP) respectivement. Bien que nous soyons loin des
rendements obtenus avec la 1P2S, ces réactions présentent plusieurs pistes d’amélioration.
Ainsi dans un premier temps, une diminution du leaching des nanoparticules d’or sur le UiO-
66_NH: pourrait étre envisagée, en changeant par exemple la méthode d’immobilisation utilisée
pour la synthése du catalyseur. D’autre part, 1’ajout d’une pression d’air ou d’oxygene pourrait
étre envisagé pour 1’étape d’oxydation. Cependant, ce type d’expérimentation n’est pas
réalisable en vials et difficilement avec le BioLector, et la recherche d’un nouvel équipement
pour ce type conditions semble étre une étape prioritaire. Le réacteur SPR (proposé par
REALCAT) semble une solution envisageable. Enfin, une nouvelle série de catalyseurs
chimiques pourrait également étre envisagée. La transaminase quant a elle a globalement
montré une excellente efficacité pour la conversion du HMF en HMFA, quelles que soient les
conditions mises en ceuvre. L’immobilisation de cette derniere sur d’autres supports pourrait
tout de méme étre envisagée, notamment de maniére a la rendre encore moins sensible a la

présence des catalyseurs chimiques, voire méme d’envisager son recyclage.

Sur le plan technique, notons que nous avons su adapter le BioLector Pro pour le criblage
de réactions d’oxydation en 1P1S avec des catalyseurs hétérogeénes (solides) en phase liquide,
et que ce systeme permet desormais un prélevement automatique du milieu réactionnel toutes
les 8 h. C’est notamment la mise au point de cette approche robotisée qui nous a permis de
réaliser le procédé hybride en 1P1S durant le temps imparti pour cette thése, avec environ un
mois de travail effectif pour cette derniére. Pour comparaison en utilisant un systéme de criblage
manuel, il nous a fallu environ un an de travail pour implémenter le procédé hybride 1P2S

présenté dans le chapitre 2.
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Pour finir, rappelons que cette réalisation représente la premiere réaction hybride en 1P1S

francaise et nous espérons qu’elle pourra ouvrir la voie & de nombreux autres, en démontrant

I’intérét, mais aussi la faisabilité, de la combinaison de catalyseurs chimiques et biologiques

pour la syntheése de composés d’intéréts.

178



HybCat4Bio — Chapitre 5

Chapitre 5 : Etude et Synthése d’un matériau multicatalytique hybride (MMCH)
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Le concept de catalyse hybride vise a combiner deux catalyseurs de nature totalement
différente dans I’optique d’ouvrir de nouveaux chemins réactionnels. Comme décrit dans
I’introduction de cette thése, la catalyse hybride peut se graduer en plusieurs niveaux (2P1S,
1P2S et 1P1S). Les chapitres précédents ont ainsi permis de présenter les résultats obtenus pour
un nouveau concept de procédé hybride en 1P2S puis en 1P1S visant la production d’AMFC a
partir du HMF. Cependant il serait dans 1’absolu possible d’aller encore plus loin au niveau du
degré d’intégration des deux catalyseurs mis en jeu, avec 1’élaboration d’un matériau multi-
catalytique hybride (MMCH). Cette partie s’att¢lera donc a décrire des résultats, certes
préliminaires, mais trés encourageants que nous avons réussi a obtenir pour la conception d’un
tel catalyseur. Ayant déja acquis une longue expérience concernant I’immobilisation des
enzymes sur les supports EziG™, celle-ci se révélant particuliérement simple a mettre en
ceuvre, nous avons choisi d’utiliser ce support pour tenter la combinaison de ces derniéres avec
nos nanoparticules métalliques. Notons également que le criblage décrit en chapitre 3 de ce
manuscrit avait permis de montrer que le catalyseur Pd@EziG™OPAL était capable de
convertir environ 69 % du HMFA pour produire 9 % d’AMFC en 48 h de réaction a 50 °C, ce
qui nous laissait sous-entendre le fait que ce support pourrait également permettre d’obtenir des

nanoparticules actives sur nos substrats.

Les trois métaux ayant donné les meilleurs résultats tout au long des criblages de cette
thése, I’Au, le Pd et le Pt, ont été sélectionnés pour étre déposés sur le support EziG™OPAL,
avec un objectif de 2 % massique. L’ICP réalisée sur ces trois catalyseurs a montré un
pourcentage de 5,6 % pour 1I’Au, 1,4 % pour le Pd et 0,8 % pour le platine. La valeur
anormalement élevée concernant le catalyseur a 1’Au laisse suggérer que la taille des
nanoparticules a été mal contrélée pendant la synthese. De ce fait des agglomérats d’or ont pu
se former a la surface du support, ce qui pourrait expliquer un pourcentage aussi élevé. Notons
que contrairement aux deux autres, une nouvelle technique d’immobilisation par imprégnation
en exces de solvant avait été utilisée pour ce catalyseur, ce qui pourrait également expliquer ce
résultat. Ainsi, une technique d’immobilisation par « sol-immobilisation » est préférée dans
’objectif d’éviter de reproduire ce résultat. Le catalyseur Pd@EziG™OPAL, quant a lui
possede une valeur proche de 1’objectif, laissant supposer une dispersion des nanoparticules
relativement homogénes a la surface du support. Le Pt quant a lui ne nous a pas permis
d’atteindre une charge en métal aussi élevée que visée, ce qui est peut-étre dii a la nature du
support. Une fois les trois catalyseurs obtenus, ceux-ci ont donc été incorporeés dans le criblage

d’oxydation du HMFA a la fois en vial et au BioLectorPro (décrit dans le chapitre 3). Le
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Au@EziG™OPAL et le Pt@EziG™OPAL n’ont ainsi pas conduit a la production d’AMFC, et
n’ont d’ailleurs pas montré une grande activité sur le HMFA, avec 12 et 29 % de conversion
respectivement. Ceci est en accord avec les charges en métal éloignées de la cible imposée pour
la synthese, et il est possible que ces catalyseurs puissent tout de méme étre actifs avec des
nanoparticules de taille plus contrélée, notamment au vu de la faible conversion du HMFA tout
de méme détectée. Aussi, il sera important d’effectuer de nouvelles synthéses pour ces deux
métaux, afin de pouvoir réellement évaluer leur activité une fois immobilisée sur le
EziG™OPAL. Le Pd@EziG™OPAL a donc, quant & lui, conduit & une conversion de presque
69 % du HMFA pour donner 9 % d’AMEFC.

Suite a ces premiers résultats, nous avons donc choisi de continuer avec le
PAd@EziG™OPAL, et de tenter I’immobilisation de la Bm-TA purifiée sur celui-ci. Pour cela,
la méme méthode qu’utilisée précédemment a été employée afin d’obtenir le catalyseur Bm-
TA+Pd@EziG™OPAL, a partir de 200 ug d’enzyme et de 2 mg de PA@EziG™OPAL. La
capacité de ce catalyseur a effectuer la réaction de transamination a ensuite directement vérifié
sur le HMF a température ambiante (pour éviter toute oxydation du HMFA formé). L’analyse
HPLC au bout de 6 heures a démontré que Bm-TA+Pd@EziG™OPAL était capable de
convertir la totalité du HMF présent dans le milieu réactionnel en HMFA (Figure 69). Aucune

inhibition due au palladium n’a donc été observée.
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Figure 69 : RMN *H du milieu réactionnel aprés 6 h de transamination avec le Bm-TA@Pd@EziG™OPAL a

température ambiante.

Une fois la capacité de transamination du catalyseur vérifiée, celui-ci a directement été
testé selon le procédé hybride. De la méme maniere que pour la mise au point du procédé en
1P1S, nous avons choisie de faire varier le ratio enzyme/nanoparticules métallique, ayant
précédemment démontré que celui-ci pouvait avoir une influence importante sur I’efficacité des
deux réactions successives. Aussi, cing ratios enzyme/nanoparticules (g/g) ont été testés
(200 pg d’enzymes immobilisées sur 2, 4, 8, 12 et 20 mg de PA@EziG™OPAL (notés Pd., Pda,
Pds, Pd12 et Pd2o respectivement)). Comme décrit précédemment, la premiére condition, avec
2mg de PA@EziG™OPAL (Pd;) n’a pas présenté de limitations concernant 1’étape de
transamination, et il en a évidemment été de méme pour les autres ratios testés. Concernant
I’étape d’oxydation, les résultats ont quant & eux été beaucoup plus nuancés comme attendu.
Ceux-ci sont présentés dans le Tableau 21. De maniere tres intéressante, une conversion du
HMFA en AMFC (5 %) a pu étre observée a partir du Pdi2. Ce taux de conversion s’est vu
augmenter jusqu’a 8 % dans le cas du Pd2o. Notons de plus qu’une conversion de 18 % et 28 %
du HMFA a respectivement pu étre observés avec ces deux catalyseurs. Cependant, rappelons
que, comme dans le cas de la mise au point de la 1P1S, I’activité du catalyseur chimique se

trouve fortement diminuée dans les conditions communes mises en place.
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Ces résultats démontrent ainsi que, d’une part, une fois de plus I’importance du ratio
entre ’enzyme et le catalyseur chimique. Mais surtout qu’en optimisant les conditions
d’immobilisation et les conditions réactionnelles, il serait peut-&tre envisageable d’aboutir a la
production d’un catalyseur multi-catalytique hybride efficace pour la conversion du HMF en
AMFC, ou au moins en AMFA.

Tableau 21 : Taux de conversion at 48 h obtenu lors de la mise en ceuvre du procédé hybride 1P1S contenant le
MMCH Bm-TA@Pd@EziG™OPAL pour la conversion directe du HMF en AMFC.

Catalyseur PA@OPAL (mg) 2 4 8 12 20
B9AZ94 immobilisée (ug) 200 200 200 200 200
Code de réaction Pd: Pds Pds Pdi2 Pd2o
HMF 0% <1% <1% <1% 1%
HMFA >99 % >99 % >99 % 82 % 2%
AMFC 0% 0% <1%

Afin d’améliorer ce catalyseur, ’emploi des supports CORAL et AMBER pourra ainsi
étre envisagé. Mais il sera également intéressant, comme nous 1’avons évoqué précédemment,
d’envisager d’autres supports, comme le UiO-66_NH> par exemple, qui pourraient permettre
une meilleure compartimentation des catalyseurs, ainsi qu’une protection du catalyseur
chimique vis-a-vis du donneur d’amine. En paralléle de ces manipulations, nous avons réussi
la synthese d’un MMCH pour la formation directe d’AMFC a partir de HMF. Ce catalyseur
hybride consiste en des NPs de palladium adsorbé sur le support OPAL avec une immobilisation
enzymatique venant la recouvrir. Jusqu’ici toutes les réactions ont été effectuées en milieux
aqueux pour permettre a I’enzyme de fonctionner au maximum de ses capacités. Cependant une
implémentation du procédé en milieu organique peut étre envisagée. Dans cette optique, une
adaptation des conditions de fonctionnement du catalyseur chimique a I’enzyme serait
effectuée. Il a été prouvé que la transamination était possible grace a I’immobilisation sur un
support EziG™@AMBER. De ce fait, un éventail de solvants pourrait étre testé. Cela nous
permettrait probablement une oxydation plus selective du HMF envers les composés désirés

susceptibles d’étre convertis en dérivés aminés dans un second temps.
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Chapitre 6 : Extension des procédés hybrides pour la synthese de nouvelles
amines issues de la biomasse
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1  Sélection de synthons utilisés comme substrats

Forts de nos premiers résultats obtenus pour la conversion du HMF en AMFC a I’aide de
procédés hybrides combinant transaminases et nanoparticules métalliques chargées de réaliser
I’oxydation des fonctions alcool et carbonyle présentes, nous avons voulu voir si NOUS pouvions
étendre ce concept a d’autres synthons, en particulier issus de la biomasse. Ainsi, plusieurs
substrats présentant ce type de fonctions, et pouvant conduire a la formation de composés
aminés valorisables, ont été sélectionnés. La structure de ces molécules est décrite en Figure 70.

oH HO OH HO
~ NN

glycerol 1.5-pentanediol 1.6-hexanediol
OH OH
HO Q_/
OH OH
Sorbitol Acide kojique Alcool furfurylique
OH OH
WOH
“'OH
OH
Acide Lactobionique Myrtenol

Figure 70 : Structure des molécules criblées pour la valorisation du procéde hybride.

La premiere molécule que nous avons choisie est le glycérol. 1l s’agit d’un co-produit
géneré lors de la production de biodiesel et sa valorisation peut, par exemple, se traduire par
une conversion en acide glycérique et tartronique, qui sont eux-mémes des « building blocks »
a haute valeur ajoutée 12, Cependant, I’animation du glycérol reste trés peu étudiée 1%. De la
méme maniére, le 1,5-pentanediol et le 1,6-hexanediol ont été sélectionnés pour leur capacité

potentielle a former du bio-nylon, les diamines correspondantes entrant dans la synthese de ce
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type de polymeres a travers polycondensation avec des diacides. Dans notre exemple, I’idée
était de pouvoir peut-étre envisager la production de ces deux types de fonctions directement a
partir a partir du dialcool pour une potentielle polymeérisation in situ comme pour I’AMFC.
L’alcool furfurylique a lui été sélectionné, car sa transformation permettrait la synthése d’une
nouvelle furfurylamine (amine furfurylique) qui pourrait également étre valorisable. L’acide
kojique est un métabolite naturel produit par des champignons. Cette molécule et ces dérivées
possedent de nombreuses propriétés telles qu une activité antimicrobienne, antivirale ou encore
pesticide 1%, La synthése d’un nouveau dérivé aminé pourrait mener a une amélioration de ses
activités (meilleure pénétration des membranes bactériennes par exemple). Le sorbitol et ’acide
lactobionique ont quant a eux été sélectionnés a cause de la grande concentration en fonctions
alcools. De ce fait, des molécules multifonctionnelles avec des fonctions carbonyles, amine et
acide carboxylique pourraient étre synthétisés de maniére rapide. Notons également que la
transamination des sucres est un domaine encore assez mal connu, et 1’oxydation de ces derniers
pourrait peut-étre permettre de générer de nouveaux substrats a étudier dans ce cadre. Le dernier
substrat que nous avons sélectionné était le myrténol. Ce terpénoide fait partie de composés qui
trouvent des applications dans de nombreux secteurs comme la pharmaceutique, I’industrie
agroalimentaire et la parfumerie %. Les molécules issues de cette famille présentent
généralement un centre asymétrique et de nombreux groupes fonctionnels extrémement
intéressants d’un point de vue réactivité. Les terpenes aminés, en plus d’étre des molécules
plateformes a haute valeur ajoutée, peuvent ainsi étre impliqués dans la synthése fine d’agents
anticancéreux 1%. Un des problémes majeurs pour ’obtention de ces molécules clés est leur
provenance. Effectivement, comme la plupart des ressources utilisées aujourd’hui, la synthese
de ces molécules est issue de ressources fossiles et donc non pérenne. C’est pour cela qu’une
alternative est donc absolument indispensable dans ce contexte. La synthése de terpénes aminés,
notamment a partir de myrténol se fait grace a une catalyse hétérogene 191:195.197.197-206
principalement par une réaction de type « one-pot » en présence de métaux supportés sur une
variété de supports oxydés (TiO2, CeO2 par exemple). Cependant cette synthese présente de
nombreux désavantages, notamment la présence de réactions secondaires indésirables. Ces
réactions réduisent donc la sélectivité du catalyseur. De plus ces syntheses sont colteuses en
énergie (synthese effectuée a 180 °C, sous atmosphére azote a 9 bars de pression). Trouver une
approche intégree et durable, a basse tempeérature, dans un solvant non toxique, représente donc
un challenge trés intéressant pour la valorisation de ce type de composés et la production

d’amines terpénique en général.
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2 Réactions d’oxydations sur les substrats sélectionnés

Afin d’étudier la transposition de notre systeme sur ces molécules, nous avons commencé
par étudier leur réactivité vis-a-vis de 1’étape d’oxydation, simplement parce que ces derniéres,
contrairement au HMF, ne possédent pas de fonction carbonyle transaminables. Pour cela, nous
avons choisi de tester sur elle mes quatre catalyseurs ayant déja prouvé une bonne capacité
catalytique lors des études précédentes (chapitre 3 et 4) : Au@CaO (C4), Au@CeO, (C22),
Au@UiO-66_NH, (C24) et Au@TiO. (C31). Les mémes conditions (50 °C) qu’utilisees
préecédemment (chapitre 3) pour I’étape d’oxydation ont été miseS en ceuvre pour ce criblage en
vial de 2 ml. Les combinaisons catalyseur/substrat qui ont montrés une conversion, ainsi que

les produits résultants de ces oxydations sont présentés dans le Tableau 22.

Apres 48 h de réaction, comme nous avons tout d’abord pu le constater, ni le glycérol,
ni l’acide lactobionique, ni le sorbitol n’ont montré de conversion significative. Une
analyse RMNH réalisée sur les milieux bruts réactionnels ne montrait aucune apparition de
nouveaux pics caractéristiques d’un produit. Les cinq autres substrats (1,5-pentanediol, 1,6-
hexanediol, furfural alcool, acide kojique et myrténol) ont quant a eux pu étre convertis en

aldéhyde et/ou acide carboxylique avec au moins un des catalyseurs.

Concernant le 1,5-pentanediol et le 1,6-hexanediol (entrée 1 et 2, Tableau 24), seul le
catalyseur Au@CaO a montré une activité, avec apparition uniquement de 1’acide 1,5-
pentandioique et 1’acide 1,6-hexanedioique aprés 48 h de réaction (Annexe D, Figure 106 et
Figure 108). Dans le cas de ces deux substrats, les résultats suggéraient donc que la formation
de la fonction aldéhyde était 1’étape limitante et que la fonction acide carboxylique
correspondante était immédiatement formée une fois 1’aldéhyde présent dans le milieu. De
maniére additionnelle, n’ayant pas observé de monoacide, les deux fonctions alcool semblent
autant réactives que celles des mono-acides correspondants. Cela supposait donc que la mise
en ceuvre du procédé hybride 1P2S serait difficile a mettre en ceuvre, les intermédiaires
possédant une fonction aldehyde étant présents que de maniéres transitoires dans le melange
réactionnel. En conclusion, seul un procédé 1P1S semblerait envisageable avec ces deux
substrats, en espérant que les groupements aldéhydes formés seraient plus rapidement pris en

charge par la transaminase que par le catalyseur chimique.

Dans le cas de I’alcool furfurylique et de 1’acide kojique (Annexe D, Figure 110 et

Figure 112), les quatre catalyseurs ont montré une activité. Dans le cas de 1’alcool furfurylique,
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les trois catalyseurs Au@CeO- (C22), Au@UiO-66_NH> (C24), et Au@TiO2 (C31), ont réalisé
la production de furfuryl aldéhyde et d’acide furoique (entrée 3 et 4, Tableau 24). A contrario,
le seul produit visible dans le cas du catalyseur Au@CaO était 1’acide furoique. Aussi, nous
avons pu supposer que pour les 3 premiers catalyseurs, la formation de I’acide était peut-étre
I’étape limitante, la ol pour le Au@CaO il s’agissait surement de celle de 1’aldéhyde. Dans le
cas de I’acide kojique, 1’acide carboxylique correspondant était observé en présence des quatre

catalyseurs, sans que I’aldéhyde ne soit détectable.

Tableau 22 : Schémas réactionnels des réactions d’oxydation en phase liquide sur 1) le 1,5-pentanediol 2) le
1,6-hexandiol 3) le furfuryl alcool 4) I’acide kojique 5) le myrténol.

Entrée Substrats Catalyseur Produits
(o} 0
1 HO >~ "o _Au@C0 ll()w()ll
L.5-pentanediol acide dipentanoique
0

OH
) HO o o OH Au@Cao HOM

1.6-hexanediol

Au@CaO o (o) o o)
o oOH AU@TiO, ) 7 W
3 @—/ OH
Au@CeO,
Furfuryl alcool Au@UiO-66 NH, Furfural aldéhyde Acide furoique
OH (0]
(0] Au@CaO o
. OH
| Au@TiO, |
4 HO HO
Au@CeO,
(0] i (0]
Au@UiO-66 NH,
Acide kojique Acide 5-hydroxy-4-pyronoique

OH (0] HO O
Au@CaO -
Au@TiO, N
5
Au@CeO,

Aun@UiO-66 NH,
Myrténol Myrténal Acide myrténique

Enfin, concernant 1’oxydation du myrténol (entrée 5, Tableau 24), d’excellents résultats

ont pu étre obtenus. L’analyse RMN *H réalisée sur les milieux réactionnels avec le Au@UiO-
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66_NH: (B), le Au@CaO (C), le Au@TiO2 (D) et le Au@CeO: (E) est disponible en Figure
71.

H
Ha.\ OH He O HO__O
Hb Hd Hg
Myrtenol Myrtenal Acide myrténoique
/ Hc Hd \
E.

LU i
\ " )
4 He Hd )

—_—— T T T T T T T T T
105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 0.0
f1 (ppm)

Figure 71 : RMN H de la réaction d’oxydation du myrténol a t48 h a 50 °C. Les réactions sont effectuées dans
un vial de GC fermés de 2 ml. La solution mére est composée de 10 mM de myrténol dans un tampon phosphate
de potassium 100 mM & pH 7,3 et mis a ’étuve sur un carrousel a 25 rpm et a 50 °C. 4 mg du catalyseur désiré
sont ajoutés au milieu. (A. Blanc réactionnel sans catalyseur B. Réaction avec le catalyseur Au@UiO-66_NH- C.
Réaction avec le catalyseur Au@CaO D. Réaction avec le catalyseur Au@TiO, E. Réaction avec le
catalyseur Au@CeO,).

Au vu de la diversité des signaux émis par le myrténol et de ses derives, I’analyse des
résultats a principalement été effectuée sur deux pics caractéristiques : les protons situés sur la
double-liaison (Hb, Hd et Hg) et les protons en alpha de la fonction alcool (Ha et Hc). Le

premier point qu’il est intéressant de noter est que chaque réaction a montré une consommation
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du myrténol supérieure a 95 %. Cela a été confirmé par la complete disparition des signaux des
protons Ha et Hb situés respectivement & 3,97 et 5,51 ppm. Dans un second temps, ces résultats
témoignent d’un contrdle de la production en acide en fonction du catalyseur utilisé. A ce titre,
les catalyseurs Au@UiO-66_NH2, Au@TiO. et Au@CeO; ont tous les trois produits presque
exclusivement du myrténal. Cela se traduit par I’apparition des pics correspondant aux protons
Hc et Hd respectivement a 9,31 ppm et 7.07 ppm. Une faible quantité d’acide myrténoique a
tout de méme pu étre observee avec le Au@CeO: et le Au@TiOz, a travers la présence du pic
correspondant aux protons a 6,34 ppm bien que celui-ci soit presque inexistant avec le
second catalyseur. Ajoutons que dans le cas du Au@UiO-66_NH2 une forét de pics situés entre
6 et 8 ppm a également été observée. Ceux-ci pics correspondent probablement a un relargage
d’acide téréphtalique depuis le support UiO-66_NH>. Comme nous 1’avions précédemment
déja remarqué. Le catalyseur Au@CaO (Figure 71.C) a, a I’inverse, montré une production
exclusive d’acide myrténoique. Cela est confirmé par la présence unique du pic caractéristique

a 6,34 ppm. Ce faisant, il est alors intéressant de constater que ces résultats sont en accord
avec ceux observés sur les autres substrats de cette étude, mais également avec les tendances
constatées lors de la conversion du HMFA. Le Au@CaO semble en effet étre globalement bien
plus actif que les autres, et conduit toujours a la formation exclusive d’acide en 48 h de réaction
dans ces conditions. Ajoutons qu’aucune trace d un précipité n’a été détectée ici, ce qui conforte
notre hypothese concernant une polymérisation de I’AMFC en présence de ce catalyseur a cause
de la présence de la fonction amine de ce dernier, fonction absente ici. Notons également
qu’aucun donneur d’amine n’était encore présent dans ces conditions, et que ce dernier pourrait

peut-étre également impliquer dans un tel processus.

En conclusion de ce premier criblage, nous avons donc pu observer la conversion de 5 des
substrats que nous avions sélectionnés pour la diversification de notre procédé hybride. Ceux-
ci ont été sélectionnés pour la suite des études.

3 Premiers essais concernant la mise en ceuvre d’un procédé hybride en 1P1S
sur les 5 substrats précédemment sélectionnés.

Suite a cette premiere étude, nous avons dans un premier temps directement voulu éprouver
notre procédé hybride en 1P1S pour la conversion des composes bio-sources sélectionnés.
Compte tenu du fait que le Au@CaO a trés clairement été le catalyseur qui a fait preuve de la

meilleure activité envers ces substrats, nous avons choisi de ne tester que lui pour cette étude.
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Concernant 1’étape de transamination, celle-Ci a été réalisée avec la Bm-TA, immobilisée sur
EziG™OPAL, et avec la (S)-MBA comme donneur d’amine de la méme maniére que

précédemment.

Pour les deux premiers substrats, le 1,5-pentanediol et le 1,6-hexanediol, il a été difficile
de pouvoir réellement quantifier leur conversion par RMN, la structure des produits aminés
formés (1,5-diaminepentane et 1,6-diaminehexane) leur étant trés proche. Malgré cela,
I’apparition d’un pic a 2.31 ppm correspondant probablement aux protons en alpha de la
fonction amine des composés a pu étre observée, traduisant le fonctionnement du systéeme
hybride. Ceci a pu étre confirmé également par la présence des pics caractéristiques de
I’acétophénone a 7,58, 7,69 et 8.00 ppm (groupement phényle) ainsi qu’a 2,68 ppm (singulet,
méthyle en alpha de la cétone, annexes D Figure 107 et Figure 109). La trop faible intensité des
signaux rend la quantification par RMN difficile. D’une maniére générale la RMN est précise
a5 %. De ce fait, si nous voulons quantifier ces réactions, une méthode HPLC devra étre mise
au point. Notons a propos qu’aucune trace des intermédiaires aldéhydes n’a été observée dans
le milieu réactionnel, ce qui démontre encore une fois un rapport de vitesse entre I’oxydation
et la transamination trés favorable pour cette derniere aux quantités en catalyseurs utilisées. De

la méme maniére, comme escomptée, aucune trace de diacide n’a ici été observée.

Dans le cas de I’alcool furfurylique, aprés 48 h de réaction, aucune trace du
furfuraldehyde n’a également été observée, alors que la encore, les pics caractéristiques de
I’acétophénone a 2,68, 7,58, 7,69 et 8.00 ppm étaient bien présents (Annexe D, Figure 111). De
la méme fagon que précédemment, I’apparition d’un pic a 4.21 ppm a permis de confirmer la
présence de la furfurylamine, et donc la faisabilité du procédé en 1P1S. De la méme maniere

que précédemment, la quantification est difficile.

A P’inverse, I’acide kojique n’a quant a lui visiblement pas été oxydé dans les mémes
conditions. D’une part, aucun pic d’aldéhyde ou d’acide n’a pu étre détecté, mais surtout
I’absence d’un pic correspondant a I’amine potentiellement formée par la transamination, ainsi
que des pics caractéristiques de 1’acétophénone confirment qu’effectivement aucun aldéhyde

n’a été produit en 48 h (Annexe D, Figure 113).

Pour ce qui est du myrtenol, qui était le substrat le plus prometteur avec une conversion
compléte lors du criblage précédent, nous avons choisi de réaliser les tests en 1P1S avec les 4
catalyseurs au lieu du Au@CaO uniquement. La Figure 72 présente ainsi les résultats RMN H

des milieux reactionnels bruts apres 48 h (A. Blanc réactionnel sans catalyseurs
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B. Catalyseurs Au@UiO-66_NH, C. catalyseur Au@CaO D. Catalyseur Au@TiO. E.

Catalyseur Au@CeOy).
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Figure 72 : RMN *H (300 MHz, D,0) a t48 h des produits présents dans le procédé hybride « one-pot/one-step »
lors de la synthése de la myrténylamine & partir du myrténol. Les réactions ont été effctuées en vial de GC scellés
(2 ml) sur 10 mM de myrténol dans un tampon KH,PO4 100 mM pH 7,3 avec 10 mM de (S)-MBA et 1 mM de
PLP. On introduit 4 mg de catalyseur et 200 pg de Bm-TA immobilisée sur un support EziG™@OPAL A. Blanc
réactionnel sans catalyseur B. Myrténylamine C. Au@UiO-66_NH; (C24) D. Au@CaO (C4) E. Au@TiO2(C31)
F. Au@CeO; (C22).

Pour commencer, quel que soit le catalyseur utilisé, aucune trace du myrtenal n’a été
observée dans le mélange aprés 48 h, les pics caracteristiques correspondants aux protons Hc
(9,31 ppm) et Hd (7.07 ppm) n’étant pas présents sur les spectres RMN. Pour le Au@UiO-
66_NH2, le Au@TiO: et le Au@CeOy, seul le produit aminé, la myrténylamine (Annexe D,

Figure 115) semble avoir été produit, avec ses pics caractéristiques a 3.52 ppm (He, Hf) et
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5.69 ppm (H1). Méme si son rendement reste assez faible, ce composé est observé avec chacun
des catalyseurs sauf avec le Au@CaO. Ces deux observations démontrent tout de méme, une
fois encore 1) la capacité de la transaminase a prendre en charge 1’aldéhyde formé (myrténal)
mais également 2) sa vitesse importante comparée a 1’oxydation. Concernant le Au@CaO, tout
le myrtenol semble avoir été consomme, comme espéré, cependant, aucune trace de la
myrtenylamine, ni méme de I’acide myrténoique n’a pu étre détectée en RMN. De manicre
additionnelle, aucun produit inconnu ne semble apparaitre sur le spectre, ce qui laisserait penser
a la formation, ici encore, d’un produit sous forme solide. De la méme manicre que pour la
synthése d’AMFC, des études plus approfondies devront étre réalisée pour comprendre ce qui

se passe effectivement avec ce catalyseur.

En conclusion de cette étude, I’exploitation du procédé hybride 1P1S sur des substrats
biosourcés a permis de mettre en évidence trois nouvelles réactions hybrides sous forme de
preuve de concept, menant a de nouveaux synthons aminés. Notre procédé hybride a ainsi
permis la formation de 1,5-diaminopentane, d’hexamethylenediamine, de la furfurylamine
correspondant au furfural, et de myrténylamine. Malgré cela, dans tous les cas, I’activité du
catalyseur s’est vue largement diminuée par rapport a celle mesure lors du criblage en absence
de I’enzyme et du donneur d’amine, mettant encore une fois en évidence les phénomenes
d’empoisonnement croisés entre catalyseurs. Cela dit, I’enzyme a su montrer dans les
conditions utilisées une bonne acceptation des substrats carbonylés produits, ainsi qu’une
vitesse de transamination largement supérieure a celle de 1’oxydation des aldéhydes en acides

correspondants, évitant ainsi la formation de ces derniers comme espérée.

Malgreé cela, I’oxydation ayant été trés fortement ralentie, seuls de faibles rendements
en produits aminés ont pu €tre obtenus avec chacune des réactions. Aussi, afin d’essayer
d’améliorer ces derniers, en particulier pour le myrténol, nous nous sommes tournés vers le test
du procédé en 1P2S cette fois. Pour cela nous avons commence par étudier plus finement la
cinétique d’oxydation de celui-ci. La Figure 73 représente le suivi cinétique de I’oxydation du
myrténol par le catalyseur Au@TiO2 sur 48 h a 50 °C. La méme manipulation a été effectuée
avec le catalyseur Au@CeO; (C22) et celui-ci a eu un comportement similaire a I’Au@TiO>
(C31). Pour plus de clarté, le zoom est effectué entre 5.2 et 7.8 ppm ou I’on peut facilement
observer la disparition et I’apparition des pics caractéristiques présents sur la double liaison des
differents substrats et produit de réaction. Une consommation complete du myrténol a été
observée aprés 32 h de réaction (disparition du pic Hb a 5.51 ppm). Cependant, le pic

caractéristique de 1’acide myrténoique (-7, 6,34 ppm) était déja présent lors de ce prélévement.
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Figure 73 : Suivi cinétiqgue RMN de I’oxydation du myrténol par RMN*H a 8,16,24,32,40 et 48 h par un catalyseur
Au@TiO; dans un milieu tamponée (pH 7.3, 100 mM) a 50°C.

Ainsi, afin d’éviter la formation de I’acide myrtenoique comme produit secondaire, nous
avons choisi d’ajouter la transaminase apres seulement 24h d’oxydation, dans 1’espoir que la
suroxydation ne serait alors pas observée, et que le catalyseur chimique pourrait tout de méme
finir de convertir la quantité de myrténol restante. Comme nous sommes en RMN, nous
pouvons estimer une conversion >95 % du myrténol en myrténal aprés 24 h d’oxydation a
50 °C.

Aussi, dans la mesure ou cette fois nous cherchions a commencer par la mise au point
d’un systéme en 1P2S, nous avons choisi d’écarter le Au@CaO dans un premier temps, celui-
ci n’étant réellement viable qu’en systéme 1P1S de par sa capacité a rapidement convertir le
myrtenal en acide myrtenoique. De la méme maniére, le Au@UiO-66_NH: n’a pas non plus
été testé, car le relargage de son ligand pourrait s’avérer problématique lors des études suivantes

pour I’isolement des produits.
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4 Synthése de la myrténylamine a I’aide du procédé hybride 1P2S

De la méme facon que ce que nous avons décrit dans le chapitre 2 de ce manuscrit pour
I’obtention de I’AMFC, un procédé en 1P2S a été testé pour la synthése de la myrténylamine a
partir du myrténol. Les conditions réactionnelles sélectionnées ont été les mémes que pour la
1P2S précédente, a savoir 50 °C, dans le tampon de la Bm-TA, avec la (S)-MBA comme
donneur d’amine, et une réaction en vials. Concernant les catalyseurs, la Bm-Ta sous sa forme
libre et immobilisée sur EziG™OPAL a été utilisée, et nous avons sélectionné le Au@TiO et
le Au@CeO, compte tenu des résultats et postulats précédemment énoncés. De la méme
maniére, en nous appuyant sur 1’étude cinétique décrite juste avant, nous avons démarré la
seconde étape, de transamination a température ambiante (24 h), au bout de 24h d’oxydation,
afin d’éviter la formation de 1’acide myrtenoique. Malgré le fait que la Bm-TA soit
thermostable, nous avons choisi de ne pas appliquer la méme température pour la seconde étape
afin de limiter la formation d’acide myrténoique dans le milieu réactionnel. En faisant cela,
nous espérons une conversion complete du myrténal en myrténylamine pour un rendement final

>09 %. Les résultats obtenus dans ces différentes conditions sont résumés en Figure 74.
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Figure 74 : RMN H (D20, 300 MHz) a t 48 h du procédé hybride 1P1S dans un tampon KH,PO4 pH 7.3 100 mM
a 50°C sur 10 mM de myrténol avec 10 mM de (S)-MBA comme donneur d’amine et ImM de PLP. Une
combinaison de 4 mg de catalyseur chimique et 200 pug de Bm-TA immobilisé sur 1 mg de EzZiGT™MOPAL sont
introduits dans des vials de GC de 2 ml et mis a tourner a 25 rpm a 50°C. A. Blanc de réaction (sans catalyseur)
B. Blanc sans enzyme, Au@CeO; C. Blanc sans enzyme, Au@TiO, D. Au@CeO; + Bm-TA libre E. Au@CeO;

+ Bm-TA immobilisée F. Au@TiO, + Bm-TA libre G. Au@TiO, + Bm-TA immobilisée.
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Le spectre A représente ainsi la RMN du blanc réactionnel sans aucun catalyseur aprés
48 h de réaction. Comme attendu, seul le myrténol est présent dans le milieu réactionnel
(protons Hb et Ha). Ce premier blanc nous indique que le myrténol n’est pas dégradé
thermiquement ou oxydé naturellement dans ces conditions. Les Figure 74.B et C représentent
les blancs réactionnels uniquement en présence d’Au@TiO2 et Au@CeO:> respectivement.
Comme attendu en 24h, les résultats sont similaires a ceux obtenus lors de la cinétique
d’oxydation, avec une conversion quasi totale du myrténol en myrtenal (Hc et Hd), et seulement

une tres faible production d’acide myrtenoique détecté par RMN.

Si ’on s’intéresse aux véritables réactions maintenant, Figure 74. D, E, F et G, on
remarque en premier lieu qu’aucune trace de myrtenol n’est 1a encore observée en RMN, et que
le myrténal est 1 encore trés majoritaire, avec une tres faible proportion d’acide myrtenoique
en accord avec les témoins sans enzyme. Cependant, apres 24 h de transamination, du myrténal
est encore présent dans le milieu (protons Hc et Hd) lorsque I’enzyme est utilisée sous sa forme
immobilisée (Figure 74.E et G). A contrario, lorsque 1’enzyme est utilisée sous forme libre dans
le milieu réactionnel, une conversion compléte du myrténal en myrténylamine est observée,
avec un rendement final en cette derniere >95% pour les Au@TiO2 et Au@CeO>
respectivement. Ceci peut s’expliquer par le fait que, pour rappel, nous avions globalement
remarqué une activité inférieure de la transaminase une fois immobilisée, phénoméne qui a
peut-étre été amplifié ici par le fait que la transamination ait été faite a température ambiante,
température non optimale pour 1’enzyme, et non a 50 °C comme précédemment. En revanche
ce changement de température permet d’observer le procédé dans le cas ou I’on chercherait a
limiter sa consommation en énergie, ceci étant un des buts que nous nous étions fixés au début

de ce travail de these.

Pour finir, il convient de préciser que, de la méme facon que pour la 1P2S pour la synthese
d’AMFC, la méme étude a été réalisée avec 1’iso-propylamine (1/10, mol) comme donneur pour
la transamination. La encore, une conversion compléte du myrténal a pu étre observée lorsque
la Bm-TA aété introduite sous forme libre dans le milieu réactionnel, et du myrténal était encore
bien présent aprés 24 h dans le cas de I’enzyme immobilisée. Cependant avec un rendement
final de >95 % pour le Au@TiO, et Au@CeO: et I’enzyme libre respectivement dans les
meilleures conditions, nous avons montré qu’une fois encore 1’iso-propylamine pouvait étre
substituée de maniére efficace a la (S)-MBA comme donneur pour ce type de procéde, toujours

dans I’objectif de le rendre plus économe en atomes et plus durable.
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En conclusion de ce dernier travail, nous avons pu tester la mise en ceuvre de notre procédé
hybride, combinant une transaminase avec des nanoparticules métalliques immobilisées pour
la valorisation d’un panel de nouveaux substrats bio-sourcés en amines correspondantes. Sur
les 8 molécules sélectionnées a I’origine, 5 d’entre elles ont pu étre converties selon un systeme
en 1P1S, en particulier en utilisant du Au@CaO comme catalyseur pour 1’étape d’oxydation.
Cependant les rendements sont restés tres faibles et ces réactions restent des preuves de concept
dans le cadre de cette étude. Afin de contourner cette limitation, un procédé hybride en 1P2S a
pu étre efficacement mis en ceuvre pour la conversion du myrténol en myrténylamine, avec un
rendement maximum >95 % en produit formé. Ajoutons que pour cette réaction, deux donneurs
d’amines, la (S)-méthylbenzylamine et 1’iso-propylamine, ont montré leur efficacité, pour la
conversion quantitative du myrténal. Notons également qu’ayant cherché a minimiser la
consommation d’énergie de ce procédé et la présence de sous-produits, 1’étape de
transamination a été réalisée a température ambiante, et que dans ces conditions, 1’enzyme sous
forme libre s’est révélée substantiellement plus efficace que sous forme immobilisée. Ce
faisant, nous avons ainsi réussi a mettre un point une méthodologie simple, durable et efficace
pour la production de la myrténylamine, un synthon jusque-la encore difficilement accessible,
mais ayant un fort potentiel de valorisation, et il ne fait aucun doute que cette stratégie pourra

également étre appliquée aux autres composés listés ici.
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Le projet HybCat4Bio a eu pour objectif le développement de procédés hybrides 1P2S
et 1P1S appliqués a la synthése de nouvelles molécules aminées. Les réactions etudiees étaient
I’oxydation par catalyse hétérogéne chimique et le transfert d’amine (ou transamination)
catalysée par une transaminase. Ces procédés ont ensuite été appliqués a d’autreS COmMpOSEs

biosourcés pour la synthése de nouveaux synthons aminés. Le but global du projet est résumé

&Biomasse
0,
lﬂ ~  Oxidation

en Schéma 21.

Dégradation \
Molécules Nouveaux
issuesdela synthons
biomasse multifonctionnels
4 g
Amination / %%\\
réductrice R A
Donneur Co-produit
d’amine carbonylé

Schéma 21 : Schéma réactionnel général représentant un procédé hybride pour la valorisation directe de molécules

issues de la biomasse.

L’¢tude de la transamination du HMF et de I’AFCA nous a conduit a sélectionner une
transaminase et a I’immobiliser par adsorption sur des supports de type EziG™ présentant des
polarités variables. Cette méthode d’immobilisation a été réalisée sur des protéines taguées et
directement a partir du lysat cellulaire, offrant ainsi une efficacité d’adsorption plus élevée. De
plus, elle ne requiert aucun emploi de produits potentiellement toxiques pour I’enzyme ni
d’étapes d’activation du support nécessaire dans le cas de I’immobilisation par liaisons
covalentes. Ainsi, la Cv-TA (Chromabacterium violaceum, Uniprot Acees Number :
Q7NWG4) a été sélectionnée puis nous avons déterminé ses propriétés physico-chimiques

(thermo- et pH-stabilité).

Au travers d’une premiere série de catalyseur disponible au laboratoire, nous avons pu

effectuer un premier criblage d’oxydation sur le HMFA et sur le HMF. Ce dernier nous a permis
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de mettre en lumicre des paramétres importants pour I’implémentation de notre procédé
hybride. Dans un premier temps le pH joue un réle essentiel dans les voies réactionnelles.
Effectivement, un pH trop bas (>8) favoriserait un mécanisme de désamination oxydative. De
plus tous les catalyseurs qui se sont montrés actifs sur le HMFA ont montré une activité de
désamination oxydative. Le pH a donc été maintenu & 8 ou moins. Cela a été favorable, car nous
avons vu qu’au-dela d’un pH supérieur a 8, la transaminase ne montrait aucun signe d’activité.
Le point positif est que, malgré une température de réaction considérer basse pour de la catalyse
hétérogéne, certains catalyseurs ont montré une activité sur le HMFA. Notamment les
catalyseurs C7 et C9 qui ont fourni respectivement 27 et 24 % d’AMFC en 48 h de temps.
Cependant la présence d’une réaction de désamination oxydative, baissant le rendement en
furfurylamines, ne nous a pas permis de sélectionner cette voie réactionnelle. A 1’opposé, nous
avons pu identifier un catalyseur capable d’oxyder sélectivement le HMF en AFCA (Pt@SiOs,
80 % en 24 h).

Nous avons donc développé un procédé hybride « one pot/two steps » (1P2S) combinant
I’étape d’oxydation en premier suivi de la transamination dans le méme milieu réactionnel.
L’optimisation des conditions réactionnelles (40 h d’oxydation a 60 °C) de 1’étape d’oxydation
nous ont permis de contrdler le rendement (77 %) d’obtention de I’intermédiaire AFCA avant
d’ajouter la transaminase Vvers la conversion en AMFC avec un rendement final de 77 % en
AMFC et la production d’un seul sous-produit, le FDCA, qui est lui-méme un synthon

hautement valorisable.

Apres la mise au point de ce premier procédé hybride fonctionnel pour la synthése de
I’AMFC, le projet de these s’est naturellement tourné vers la mise au point d’un procédé hybride
supérieur : un procédé 1P1S. Cependant au vu des résultats précédents, plusieurs nouvelles
problématiques se sont imposées. Premierement, 1’utilisation d’une transaminase thermostable
est essentielle pour la mise au point d’un tel procédé. Effectivement, les catalyseurs hétérogenes
n’ont montré aucune activité a 30 °C, il faut donc effectuer ce procédé a une température
minimum de 50 °C. Dans un second temps, il a fallu trouver un catalyseur hétérogene

d’oxydation sélectif du HMFA et qui ne favorise pas le mécanisme de désamination oxydative.

Un procédé hybride « one-pot/one-step » (1P1S) a ensuite été développé. Nous avons
obtenu une production finale d’AMFC avec un rendement maximal de 17 %, ce qui représente
une premiére avancée pour cette molécule plate-forme, et une premiére réalisation pour la

catalyse hybride frangaise. Cependant, cette réaction présente une multitude de points
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d’amélioration si nous voulons augmenter la quantit¢ d’AMFC finale. Ainsi dans un premier
temps une nouvelle série de catalyseurs avec du dépot d’autres métaux sur une panoplie de
supports peut étre envisagés. D’autre part, 1’ajout d’une pression d’air ou d’oxygéne peut étre

envisagé pour la partie d’oxydation.

Le point final de ce projet est la mise au point d’un matériau multicatalytique hybride
combinant des nanoparticules de palladium et la Bm-TA (Uniprot Acess Number : BOAZ94)
co-immobilisée sur un support EziG™OPAL. Ce catalyseur hybride a permis d’obtenir 8 %
d’AMFC (en 48 h de réaction a 50 °C) avec une conversion compléte du substrat initial (HMF).
Ce catalyseur représente une premiére avancée vers la mise au point d’une co-immobilisation
de transaminases et de nanoparticules métalliques supportées. Au niveau expérimental, deux
protocoles innovants ont été mis au point. Dans un premier temps, la mise au point d’une
méthode permettant de déterminer 1’activité d’un enzyme immobilisé sur support solide a été
mise au point via ’utilisation du CARRY UV 3500. Dans un second temps, nous avons su
adapter le BLP® pour qu’il puisse intégrer le criblage de catalyseur hétérogéne d’oxydation en
phase liquide avec un prélevement automatique des milieux réactionnels. C’est notamment la
mise au point de cette technique qui nous a permis de réaliser le procédé hybride 1P1S en
environ un mois de travail effectif. Pour comparaison en utilisant un systéme de criblage
manuel, il nous a fallu environ un an de travail pour implémenter le procédé hybride 1P2S
présenter dans le chapitre 2. De plus, la mise au point de procédé hybride nous a permis de
sélectionner une gamme de catalyseur que nous avons testé sur 8 molécules issues de la
biomasse. Un substrat est ressorti de ce criblage : le myrténol. Ce dernier a pu étre oxydé
sélectivement en myrténal en 24 h de réaction a 50°C dans un tampon KH2PO4 100 mM, pH
7.3. L’ajout de la Bm-TA@Ezig™OPAL et du donneur d’amine (S)-MBA nous a permis de

synthétiser la myrténylamine avec un rendement >95 %.

Ce projet de thése est donc parti d’une idée simple : la transversalité. La combinaison
de deux entités normalement incompatible et inapte a fonctionner ensemble. En faisant preuve
de compromis et en adaptant les conditions reactionnelles, nous avons monté les différents
grades de la catalyse hybride un par un. Tous d’abord la mise au point d’un procédé
hybride 1P2S, puis d’un procédé 1P1S et finalement la synthése d’'un MMCHs. Nous avons de

plus adapté le procédé hybride 1P2S a une autre molécule.

Une boucle complete a été effectuée. Mon travail personnel sur ce sujet s’arréte ici, mais

il ouvre une multitude de possibilités pour la personne qui continuera le projet. En espérant que
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la catalyse hybride puisse apporter I’ouverture de nouveaux chemins réactionnelle et faciliter

I’acceés a un nouveau panel de molécules.
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« Expérimental »

207



HybCat4Bio — Expérimental

1 Méthodes analytiques
1.1 Analyses RMN

Les spectres RMN tH et 13C ont été enregistrés a 25 °C a I’aide d’un spectrométre
Bruker Advance 300. Les constantes de couplage ont été mesurées en Hertz (Hz) et les
multiplicités pour le couplage RMN H ont été présentées comme s (singulet), d (doublet), t
(triplet) et m (multiplet). Les déplacements chimiques sont présentés par rapport a une

référence : le triméthylsilylpropanoate de sodium deutéré (TSPDa).

1.2 Analyses HPLC

Les analyses des produits de réaction ont été effectuées sur une HPLC-DAD-MS-
LCMS-2020 ultrarapide (Shimadzu, Japon), a 1’aide d’une colonne a cartouche
Brownlee Spheri-5 RP-18 (4,6 x 250 mm). Des volumes d’injection de 10 pl ont été utilisés
pour tous les échantillons. Les phases d’élution de 1’eau et de 1’acétonitrile contenaient 0,1 %
d’acide trifluoroacétique (TFA). L’élution a été réalisée a 0,5 ml.min™, avec une température
de four de 30 °C pour la colonne. Le profil d’élution était le suivant : 15 min de phase aqueuse
a 100 %, suivi du déplacement progressif de la phase aqueuse vers la phase acétonitrile a 100 %
en 2 min. La phase 100 % acétonitrile a été maintenue pendant 2 minutes, puis est passée a
nouveau & 100 % phase aqueuse en 2 minutes. La phase a 100 % d’eau a été maintenue jusqu’a
la fin de la série, avec une durée totale de 25 minutes, pour équilibrer la colonne et atteindre
une pression stable pour I’injection suivante. Les produits ont été détectés a trois longueurs

d’onde différentes, a savoir 215, 245 et 280 nm.
1.3 Analyse ICP
L’analyse ICP-OES (spectrométrie d’émission optique a plasma induit par haute

fréquence) a été réalisée a 1’aide d’un équipement ICP-OES Agilent 720-ES combiné au

systéeme de digestion automatisé Vulcan 42 S.

1.4 Analyse TEM

Des images de microscopie electronique a transmission (TEM) ont été enregistrées en

plagant une goutte de la dispersion de la particule dans de 1’isopropanol sur un film de carbone

208


https://fr.wikipedia.org/wiki/Trim%C3%A9thylsilylpropanoate_de_sodium_deut%C3%A9r%C3%A9

HybCat4Bio — Expérimental

supporté par une grille de cuivre. Le microscope Tecnai de la FEI a été utilisé pour

I’enregistrement des images.

1.5 Analyse XPS

L’analyse par spectroscopie photoélectronique a rayons X (XPS) a été réalisée sur un
Kratos XPS, Axis UltraDLD «2009» avec un rayonnement monochromatique Al Ko
(h=1486,6 ¢V) comme source d’excitation et équipé d’un analyseur hémisphérique haute
performance. L’étalonnage des énergies de liaison a été réalisé en utilisant la référence carbone

Clsa2848¢eV.

1.6 BET

Environ 100 mg de catalyseur sont introduits dans un tube en verre puis scellés avec un
tube en verre plein. Le tube est introduit dans un appareil Vac-prep 061 ou le dégazage est fait
a température ambiante. L’échantillon est porté a 75 °C pendant 1 h puis a 150 °C pendant 2 h.
Un dégazage est ensuite effectué. Le tube contenant 1’échantillon est introduit dans un bain

d’azote liquide et analysé avec un appareil TRISTAR |1 plus.
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2 Synthese des catalyseurs :

Les 38 catalyseurs décrits dans le présent document ont été synthétisés a 1’aide des quatre

approches différentes :

Tableau 23 : Récapitulatif des 38 catalyseurs utilisés pour des réactions d’oxydations en phase liquide.

Code du

% Meétal Métal Support Procédé
catalyseur
c1 1,13 Au AlLO; Réduction-
précipitation
Cc2 1.8 %* Au Amberlyst
C3 1,6* Au CaO
Sol
C4 1,6* Aupva CaO immobilisation
C5 6,87* Au CeO,
C6 1,8* Au MgO
c7 17 % Pd AlLO; Reduction-
précipitation
c8 0,9* Pd TiOy _Sol
immobilisation
C9 6.3 %* Pt SiO; ] ]
Impregnation
humide
C10 1,5* Ru Caio(PO4)s(OH)2
c11 0.9 %-0,1 %** Au-Pd TiO, Sol
immobilisation
C12 0.3-0,7** Au-Pd ZrO;
C13 0.8-0,8** Au-Pt TiO,
C14 0.7 -0,8%* Pt-Pd Al,Os Co-précipitation
Ci15 1.0-1,0** Pt-Pd TiO,
Imprégnation
C16 5,6* Au OPAL humide a I’excés
du solvant
C17 1+ Ru SiO; Sol
immobilisation
C18 5** Ru SiO;
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C19 2%* Au FesOq
C20 2%* Pd FesOq
c21 2%* Pd FesOs
c22 1,92% Au Ce0;
c23 0,61* Au Si0;
c24 2%* Au UiO-66_NH,
C26 2%% Pd CN

c27 2%* Ir CN

c28 2% Pt CN

C29 1.41% Pd OPAL
C30 0.83* Pt OPAL
c31 1.80% Au TiO;
C32 0,49* Au MgO
C33 0,09% Au Zr0;
C34 1,57% Pd MgO
C35 0,95% Pd TiO;
C36 0.16-0.5* Au-Pd TiO2
C37 0.32-0,17* Au-Pd TiO2
C38 0.43-0,13* Au-Pd TiO2

*déterminée par ICP**valeurs nominales
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2.1 Réduction-précipitation (C1, C7)

La réduction chimique du catalyseur a I’hydrazine a été réalisée dans de 1’eau déionisée dans
un ballon de réaction a trois cols de 110 cm® immergé dans un bain d’eau thermostatique. Le
ballon de réaction était équipé d’un condenseur a reflux et d’un thermocouple pour controler la
température de la réaction. Une suspension du précurseur de 1’or (acide tétrachloroaurique (III),
Sigma Aldrich, <99 %) et du support (1 g d’Al,03 dans 60 cm® d’eau distillée) a été agitée
pendant 30 min a température ambiante. Le mélange réactionnel a ensuite été chauffé lentement
de 25 °C a 50 °C et 2 ml d’hydrazine aqueuse a 80 % (Sigma Aldrich, <99 %) ont ensuite été
ajoutés (rapport N2Ha/H20 : 0,3/5). Le pH de la solution était de 12 et est resté presque constant.
La réaction était terminée apres 1 h. Apres réduction, le solide a été filtré, lavé a I’eau distillée
et séché a I’air a 100 °C pendant 16 h. La charge finale d’Au a été déterminée par spectroscopie
d’émission a plasma optique inductif (ICP) (720-ES ICP-OES, Agilent, USA) avec
visualisation axiale et détection CCD simultané.

2.2 Immobilisation « sol-gel » (C2, C3, C4, C5, C6, C8, C11, C12, C23-C35))

Une solution a 2 % en poids de PVA a été ajoutée a une solution aqueuse de HAuCl4 (5,08-10-
4 M) sous agitation vigoureuse [PVA/Au (p/p) = 1,2]. Une solution de NaBH4 fraichement
préparée a 0,1 M [NaBH4/Au (mol/mol) = 5] a ensuite été ajoutée pour former un sol métallique
rouge clair (Au). Apres 30 minutes de génération du sol, le colloide a été immobilisé en ajoutant
le support (MgO, CaO, TiO», CeOa, ZrO», et Amberlyst) sous agitation vigoureuse. La quantité
de support a été calculée pour donner une charge métallique finale totale de 2 % en poids
(nominal). Aprés 2 h, la solution a été filtrée et le solide a été lavé a 1’eau chaude (2 x 25 ml,
70 °C) et a I’éthanol (2 x 25 ml) avant de sécher & 100 °C pendant 1 h. La charge métallique
finale a été déterminée par analyse ICP.

2.3 Imprégnation humide (C9, C10, C20, C21, C22)
a. PY/SiO::

Les quantités appropriees de Pt (NH3) 4Cl> et de Pt (NHs) 4 (OH) 2 (rapport 1 :1) ont été dissoutes
dans de I’eau déionisée. De la silice (Degussa ; surface spécifique, 203 m?. g 1) a ensuite été
ajoutée et le pH du mélange de réactif a été maintenu a 8,9. Le mélange a été mélangé pendant

1 h a température ambiante, filtré et lavé a I’eau chaude pour éliminer tous les ions CI". Le solide
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a ensuite été seché a 105 °C pendant 2 h et réduit avec de I’hydrogeéne pur a 420 °C pendant 4 h
(2 °C.min?t et 50 cm3.min™). La charge finale de Pt était de 6,3 %, comme déterminer par
I’analyse ICP

b. Ru/HAP :

Une quantité appropriée de Ru (acac) 3 (acac, acétylacétinate ; Sigma Aldrich <99 %) a été
mélangée avec de ’'HAP (1 g) dans de I’eau (50 ml) pendant 1 h a la température ambiante.
Ensuite, le mélange de réactifs a été évapore sur un évaporateur rotatif pendant 1 h. Le solide
obtenu a été calciné a 400 °C pendant 4 h (4 °C.min™Y) et la quantité de Ru a ensuite été

déterminée par analyse ICP.

2.4 Coprécipitation (C13, C14, C15)

Des quantités appropriées de solutions de précurseurs d’Au (HAuCly), Pt (Pt (NH3)4Cl2) et Pd
(PdCIy) ont été ajoutés goutte a goutte aux solutions aqueuses du support (1 g dans 50 cm?
d’eau) et les mélanges de réactifs ont été agités a température ambiante pendant 1 h. Ensuite,
une solution aqueuse de NaOH a été ajoutée pour atteindre un pH de 9. Enfin, le solide a été
récupéré par filtration, lavée a I’eau et séchée a 100 °C pendant la nuit. Les solides sont réduits

avec de I’hydrogéne pur a 300 °C pendant 4 h (2 °C mintet 50 cm®.min™?).
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3 Production des transaminases

3.1 Production de la Q7NWG4, Q9A3Q9 et AACVQ7

Les transaminases de Chromobacterium violaceum (Cv-TA, UniProt acc. num. :
Q7NWG4), Caulobacter vibrioides (CaV-TA, UniProt acc. Num: Q9A3Q9) et la
transaminase A9CVQ7 (UniProt acc. Num) ont été clonée dans un plasmide pET-22b™ et
transformée dans une souche Escherichia coli BL21 (DE3). Elles ont été fournies sous forme
de colonies isolées sur un bouillon LB complété par 100 pg. ml™ ampicilline sur une boite de
pétrie par le professeur Thierry Gefflaut, ICCF, Clermont-Ferrand, France. Ces enzymes ont
été marquées avec un marqueur 6x-His a leurs extrémités N-terminale. Les clones originaux
ont été créés par le professeur VVéronique De Berardinis, Genoscope, Evry, France. Une colonie
a été prélevée et introduite dans un flacon de 15 ml contenant 5 ml de bouillon LB stérile
complété par 100 ug. ml™t ampicilline. Elles ont ensuite été incubées pendant la nuit (16 h) a
37 °C avec une agitation de 200 rpm. Exactement 3 ml de ce pré inoculum ont ensuite été
introduits dans 150 ml de bouillon LB frais complété par 100 ug. ml™ ampicilline. La culture a
été incubée a 37 °C sous agitation a 200 rpm pendant 5 h, puis complétée avec 0,5 mM
d’isopropyl-p-D-thiogalactoside (IPTG) pour induire une surexpression enzymatique. La
culture a été maintenue a 30 °C pendant la nuit (16 h) sous agitation a 200 rpm, puis centrifugée
a 4 000 g pendant 10 min. Ensuite, le surnageant a été éliminé et le culot a été lavé deux fois
avec un tampon au phosphate de sodium (40 ml, pH 7,0, 10 mM). L’échantillon a été centrifugé
a4 000 g pendant 10 min aprés chaque étape de lavage et le surnageant a été éliminé. Le culot
résultant a ensuite été remis en suspension dans un tampon de lyse au phosphate de sodium
(5ml, pH 7,0, 10 mM ; 50 uM pyridoxal phosphate). Les cellules ont été explosées avec une
presse francaise (FP) a 2,4 bars et le lysat a ensuite été centrifugé a 16 000 g pendant 2 min pour
éliminer les débris cellulaires. Le surnageant a €té récupéré et stocké a -80 °C avant la
lyophilisation. La concentration en protéines de I’EFC a été dosée selon la méthode de Bradford
et a été déterminée comme ~10 mg.ml™* de protéines pour chaque lot de production d’enzyme.
La lyophilisation, qui a été effectuée a tempeérature ambiante sous une pression de 25 mBar, a

permis d’obtenir une poudre blanche.
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3.2 Production de la BO9AZ94, 121XB4, D1C7Z3, AOKEOlet Q5LMU1

Les transaminases Burkholderia multivorans (Bm-TA, UniProt acc. Num: B9AZ94),
Burkholderia sp (Bu-TA, UniProt acc. Num : 121XB4) Sphaerobacter thermophilus (St-TA,
UniProt acc. Num : D1C7Z3) , AOKEO1 et Ruegeria pomeroyi (Rp-TA, UniProt acc. Num :
Q5LMUL) ont été recues dans un plasmide pET-24b et pET-22a pour la BO9AZ94. Le
plasmide pET-24b contient un géne de résistance a I’ampicilline tandis que plasmide pET-22a
contient un géne de résistance a la kanamycine. Elles ont ensuite été clonées et transformées
dans une souche Escherichia coli BL21 (DE3). Ces enzymes ont été marquées avec un
marqueur 6x-His a leurs extrémités N-terminale. Une colonie a été prélevée et introduite dans
un flacon de 15 ml contenant 5 ml de bouillon LB stérile (ou TB) complété par 100 pg. ml™
ampicilline (ou kanamycine). Elle a ensuite été incubée pendant la nuit (16 h) a 37 °C avec une
agitation de 200 rpm. Exactement 3 ml de ce pré inoculum ont ensuite été introduits dans
150 ml de bouillon LB frais (ou TB) complétés par 100 ug. ml™ ampicilline (ou kanamycine).
La culture a été incubée & 37 °C sous agitation a 200 tr/min pendant 5 h, puis complétée avec
0,5 mM d'isopropyl-p-D-thiogalactoside (IPTG) (ou 1 mM) pour induire une surexpression
enzymatique. La culture a été maintenue a 25 °C pendant la nuit (16 h) sous agitation a 200 rpm,
puis centrifugée a 4 000 g pendant 10 min. Ensuite, le surnageant a été éliminé et le culot a été
lavé deux fois avec un tampon au phosphate de sodium (40 ml, pH 7,0, 10 mM). L'échantillon
a été centrifugé a 4 000 g pendant 10 min aprés chaque étape de lavage et le surnageant a été
éliminé. Le culot résultant a ensuite été remis en suspension dans un tampon de lyse au
phosphate de sodium (5 ml, pH 7,0, 10 mM ; 50 uM pyridoxal phosphate). Les cellules ont été
explosées avec une presse francaise (FP) a 2,4 bars et le lysat a ensuite été centrifugé a 16 000 ¢
pendant 2 min pour éliminer les débris cellulaires. Les lysats obtenus sont dosés par réactifs de
Bradford pour obtenir une concentration d’environ 8 mg.ml™. lls sont conservés a 4 °C avant

purification.

3.3 Purification de la B9AZ94

Une purification douce est effectuée sur une colonne IMAC (cellu sep H11). Une colonne de
20 ml est coulée pour une capacité totale de fixation de 800 mg d’enzymes (40 mg.ml? de
colonne mouillee). Le suivi de purification est effectué via dosage de Bradford. 5 pl de chaque
fraction récoltée est prélevée et ajoutée a 195 pl de réactifs de Bradford en plaques 96 puits a
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fond plat. La colonne est équilibrée avec deux volumes colonnes de solution 1. Le lysat

cellulaire est ensuite déposé et environ deux volumes colonnes de solution 1 sont passées

jusqu’a disparition de la coloration bleue (signe que les enzymes constitutives d’E. coli sont

passees au travers de la colonne) et réapparition de la coloration naturelle du Bradford. Environ

2,5 volumes colonnes de solution 2 sont ensuite passées jusqu’a récupération de la totalité de

I’enzyme purifiée (fin de la deuxiéme coloration bleue). Les fractions contenant I’enzyme

purifiée sont réunies et dialysées deux fois. La premiere fois dans un tampon KH2PO4 10 mM

pH 7.0 et la deuxiéme fois dans tampon KH2PO4 10 mM pH 7,0 contenants 3 M de sulfate

d’ammonium.

Tableau 24 : Composition des solutions 1 et 2 utilisées pour la purification enzymatique.

Solution 1 Solution 2
Imidazole (mM) 25 250
Tampon KH2PO4 (MmM) 50 50
pH 7 7
KCI (mM) 50 300
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4 Activité enzymatique
4.1 Tests d’activités au spectrophotométre UV-Visible
a. Activités enzymatiques déterminées via un test a la LDH

Toutes les analyses ont été effectuées en triplicata. Les réactions ont été réalisées a
I’échelle de 200 pl dans une plaque 96 puits a fond plat en utilisant un tampon de phosphate de
sodium 100 mM (pH approprié) contenant 2 mM de substrat, 5U. mI* LDH, 0,5 mg.ml°
! NADH, 0,1 mM PLP, 0,1 mg.ml* Cv-TA CFE, et 10 mM L-alanine. La cinétique a été suivie
par spectrophotométrie a 340 nm a 30 °C pendant 20 min. Comme décrit dans le systeme de
mesure international, ’activité enzymatique de 1 Ul correspondait a 1 umol de substrat
transformé par minute. Le trajet optique de la plaque 96 puits, remplis de 200 ul d’eau, a été

estimé a 0,59 cm.

b. Activités enzymatiques déterminées via un test a la (S)-MBA

Toutes les analyses ont été effectuées en triplicata. Les réactions ont été réalisées a
I’échelle de 200 pl une plaque 96 puits a fond plat, en utilisant un tampon de phosphate de
sodium 100 mM (pH approprié) contenant 1,6 mM de substrat, 1,6 mM de (S)-MBA, et 0,4 mM
de PLP (solution mére). 20 ul d’enzyme a la concentration désiré sont ajoutés a 50 pl de la
solution mere. Le puits est complété avec 130 ul d’eau. L’activité enzymatique est déterminée

par rapport a I’augmentation de la concentration en acétophénone suivie a 245 nm.

c. Activités enzymatiques déterminées via un test a I’'IPA

Toutes les analyses ont été effectuées en triplicata. Les réactions ont été réalisées a 1’échelle
de 200 ul dans une plaque 96 puits a fond plat, en utilisant un tampon de phosphate de sodium
100 mM (pH approprié) contenant 1,6 mM de substrat, 16 mM d’IPA et 0,4 mM de PLP
(solution mere). 20 pl d’enzyme a la concentration désiré sont ajoutés a 50 pl de la solution
meére. Le puits est complété avec 130 pl d’eau. L’activité enzymatique est déterminée par

rapport a la diminution de la concentration en HMF a 280 nm.
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5 Etudes des paramétres de I’enzyme immobilisée
5.1 Transaminases immobilisées (Cv-TA)

a. Sélection du support d’ immobilisation (Cv-TA)

EziG™ OPAL, CORAL, et AMBER (EnginZyme, Suéde) ont été testés comme
supports d’immobilisation pour la Cv-TA. Six rapports différents (p/p 1:1,1:3,1:6,1:9,
1:12, 1: 15) ont été testés. Ainsi, la quantité appropriée de chaque support a été mise en
suspension dans 1 ml de tampon au phosphate de sodium 100 mM (pH 8), contenant 1 mg.ml
1 Cv-TA (CFE) et 1 mM de PLP. Les mélanges ont été incubés pendant 1 h a 25 °C sur un
agitateur rotatif (Tube Revolver, Thermoscientific, USA) a 22 rpm. Les mélanges ont ensuite
été centrifugés a 16 000 g pendant 1 min et 15 ul du surnageant sont prélevés afin d’effectuer
une analyse Bradford. La concentration de protéines dans le surnageant a été déterminée par

spectrophotométrie a 595 nm sur une gamme d’étalonnage de BSA (0 a 1 mg.ml™?).

b. Cinétique du pourcentage d’immobilisation (Cv-TA)

EziG™ OPAL, CORAL, et AMBER (EnginZyme, Suéde) ont été testés comme
supports d’immobilisation pour le Cv-TA. Ainsi, 3 mg de chaque support a été mis en
suspension dans 1 ml de tampon au phosphate de sodium 100 mM (pH 8), contenant 1 mg.ml
LCv-TA (CFE) et 1 mM de PLP. Les mélanges ont été incubés pendant 3 h a 25 °C sur un
agitateur rotatif (Tube Revolver, Thermoscientific, USA) a 22 rpm. 15 pl du surnageant sont
prélevés a 15, 30, 45, 60, 120 et 180 min et stockés dans de la glace avant d’étre analysés plus
en détail. La concentration de protéines dans le surnageant aux différents moments a été
déterminée par spectrophotométrie a 595 nm dans une gamme de calibrage de BSA (0 a 1

mg.ml?).

c. Réaction de transamination avec les enzymes immobilisées (Cv-TA)

Un échantillon de mélange réactionnel de 1 ml contenant 10 mM d’AFCA (ou HMF),
100 mM de NaH2POs d’TPA (10 et 1000) et 1 mM de PLP dans de I’eau ultra-pure ont été
ajustés a un pH de 8 a I’aide d’une solution concentrée de NaOH. Ensuite, 1 mg de CFE
Iyophilisé ou 1 mg.mI™* de CFE immobilisé sur 3 mg d’OPAL (selon la procédure générale)
sont introduits dans le milieu et le mélange réactionnel est incubé pendant 4 h a 25 °C. Le
processus de formation du produit a été suivi par HPLC-DAD a 245 et 280 nm.
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d. Recyclage de la transaminase immobilisée (Cv-TA)

La transaminase a été immobilisée selon la procédure générale puis dans un échantillon
de mélange réactionnel de 1 ml contenant 10 mM d’AFCA, 100 mM de NaH2PO4, 10 mM de
(S) -a-méthylbenzylamine et 1 mM de PLP dans de 1’eau ultrapure. Le mélange a été incubé
pendant 5h a 25 °C sur un agitateur rotatif (Tube Revolver, Thermoscientific, USA). Des
échantillons de 50 ul ont été préleves a 30, 60, 120, 180, 240 et 300 min afin de suivre la réaction
par HPLC-DAD a 245 et 280 nm. Une fois la réaction terminée, le mélange a été centrifugé a
16 000 g pendant 1 min et le surnageant est éliminé. Une solution fraiche de 10 mM d’AFCA a
ensuite été ajoutée a I’Eppendorf contenant la transaminase immobilisée. Le cycle suivant a été
suivi comme décrit précédemment. 3 cycles ont été effectués de cette fagon. La transaminase a

été stockée a 4 °C entre les cycles 1 et 2.

5.2  Stabilité thermique de la Cv-TA

La stabilité thermique de la Cv-TA a éte testée a 30 et 60 °C. Les réactions ont été mises
en ceuvre a 1’échelle de 1 ml, en utilisant un tampon de phosphate de sodium 100 mM (pH 8)
contenant 4 mM d’AFCA, 1 mM de PLP, 25 mM de L-alanine et 0,1 mg.ml* Cv-TA (CFE).
Les réactions ont été incubées sur un bain sec a 30 et 60 °C et des aliquotes de 20 pul ont été
recueillies aprés 10, 20, 30, 60 et 90 minutes. Ensuite, 20 pl de 50 U. mI* LDH + 0,5 mg.mI-
1 NADH et 160 pl de tampon au phosphate de sodium 100 mM (pH 8) ont été ajoutés a chaque
aliquote apres refroidissement a température ambiante. La conversion du NADH a été suivie

par spectrophotométrie a 340 nm a 30 °C.

5.3 Activité de la Cv-TA@EziG™

EziG™ OPAL, CORAL, et AMBER (EnginZyme, Suéde) ont été testés comme
supports d’immobilisation pour le Cv-TA. Ainsi, 1,5 mg de chaque support a été mis en
suspension dans 1 ml de tampon au phosphate de sodium 100 mM (pH 8) contenant 0,5 mg.ml°
! de Cv-TA CFE et 1 mM de PLP. Les mélanges ont été incubés pendant 1 h a 25 °C sur un
agitateur rotatif (Tube Revolver, Thermoscientific, USA) a 22 rpm. Les mélanges ont ensuite
été centrifugés a 16 000 g pendant 1 min et les surnageant ont été éliminés. Les billes (1 ml) ont
été remises en suspension dans un tampon de phosphate de sodium 100 mM (pH 8) contenant
0,1 mM de PLP, 4 mM d’AFCA, et 25 mM de L-alanine. Les mélanges réactionnels ont éeté

incubés pendant 90 minutes a 30 °C sur un agitateur rotatif (Thermoscientific, USA) a 22 rpm.
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Ensuite, des aliquotes de 20 pl ont été collectées apres 10, 20, 30, 60 et 90 min, auxquelles ont
été ajoutés 20 pl de 50 U. mIt LDH + 0,5 mg.mI™t NADH et 160 pl de tampon phosphate de
sodium 100 mM (pH 8) apres refroidissement a température ambiante. La disparition du NADH

a été suivie par spectrophotométrie a 340 nm a 30 °C.

5.4 Immobilisation de la Cv-TA@EziG™OPAL pour la synthése

Pour les réactions hybrides, la Cv-TA (CFE) a été immobilisé sur le support
EziG™OPAL (EnginZyme, Suéde). Ainsi, 3 mg d’EziG™OPAL ont été mis en suspension
dans 1 ml de tampon au phosphate de sodium 100 mM (pH 8) contenant 1 mg.ml* de Cv-TA
CFE et 1 mM de PLP. Le mélange a été incubé pendant 1 h a 25 °C sur un agitateur rotatif
(Thermoscientific, Etats-Unis) a 22 rpm. Le mélange a ensuite été centrifugé a 16 000 g pendant
1 min et le surnageant résultant a été éliminé. Les billes de Cv-TA@EziG™OPAL ont été

immédiatement utilisées dans la réaction de synthese pour limiter la dénaturation des enzymes.
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6 FEtudes enzymatiques au CARRY UV 3500
6.1 Activités enzymatiques déterminées via un test a la (S)-MBA

Les réactions ont été realisées a I'échelle de 2000 pl dans des cuves en quartz, en utilisant
un tampon de phosphate de sodium 100 mM (pH appropri€) contenant 1,6 mM de substrat,
1,6 mM de (S)-MBA, et 0,4 mM de PLP (solution mere). 200 ul d’enzyme a la concentration
désiré sont ajouté a 500 ul de la solution meére. Le puits est complété avec 1300 ul d’eau.
L’activité enzymatique est déterminée par rapport a 1’augmentation de la concentration en

acetophénone suivie a 245 nm.

6.2 Immobilisation de la Bm-TA

EziG™ OPAL, CORAL, et AMBER (EnginZyme, Suéde) ont été testés comme
supports d'immobilisation pour le Bm-TA. Trois rapports différents (p/p 1 :5, 1 :10, 1 :15) ont
été testés. Ainsi, la quantité appropriée de support de chaque support ont été mis en suspension
dans 1 mL de tampon au phosphate de potassium 100 mM (pH 7.3), contenant 0.2 mg.ml* de
Bm-TA pure et 1 mM PLP. Les mélanges ont été incubés pendant 1 h a 25 °C sur un agitateur
rotatif (Tube Revolver, Thermoscientific, USA) a 22 rpm. Un suivi cinétique d’immobilisation
est effectué en paralléle et 15 pl de surnageant sont prélevés toutes les 15 min pendant 60 min
et dosé par réactifs de Bradford. Les mélanges ont ensuite été centrifugés a 16 000 g pendant
1min et 15pul du surnageant sont prélevés afin d'effectuer une analyse Bradford. La
concentration de protéines dans le surnageant a été déterminée par spectrophotométrie a 595 nm

sur une gamme d'étalonnage de BSA (0 a 1 mg.ml™).
6.3 Activités de I’enzyme immobilisée
L’utilisation du CARRY UV 3500 nous a permis de mettre au point une méthode de mesures
d’activités enzymatiques directe.
a. Protocole général
L’enzyme est immobilisé selon le paragraphe 6.2 avec un rapportde 1 : 5 (p/p ; 200 pg de Bm-

TA pur sont immobilisés sur 1 mg de support OPAL. Dans une cuve de 2 ml, 500 pl d’une
solution mere contenant 1,6 mM de substrat, 1,6 mM de (S)-MBA, et 0,4 mM de PLP sont
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ajoutés et complétés avec 1500 pl d’eau ultrapur. Une agitation de 400 rpm est mise et 1’activité

est mesurée via la mesure de 1’augmentation de I’absorbance de 1’acétophénone a 245 nm.

b. pH stabilité

La pH stabilité de la Bm-TA est mesurée via le test mis au point dans le paragraphe 6.1
sur une gamme de pH allant de 5,5 a 8 avec un pas de 0,5. Un tampon citrate 100 mM est
effectué pour les pH 5.5 et 6. Un tampon KH2PO4 100 mM est utilisé pour les pH 6 a 8. Un
tampon TRIS est utilisé pour le pH 8.

c. Activité thermique

L’activité thermique de la Bm-TA est mesurée via le test mis au point dans le
paragraphe 6.1 sur une gamme de température allant de 15 a 85 °C avec un pas de 5 °C. La
thermo activité de la Bm-TA@EziG™OPAL est mesurée via le test mis au point dans le
paragraphe a sur une gamme de température allant de 15 a 85 °C avec un pas de 5 °C.

d. Stabilité thermique

La stabilité thermique de la Bm-TA et Bm-TA@EziG™OPAL a été mesurée sur 48 h
via la mesure d’activité décrite dans le paragraphe 6.1 respectivement. 200 ug de Bm-TA ou
200 pg immobilisés sur un support EziG™@OPAL (dans une solution tampon KH2PO4 100
mM pH 7.3 contenant 1 mM de PLP) sont incubés sur une gamme de température allant de 30

a 60 °C avec un pas de 5 °C.
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7 Synthese des produits de référence
7.1  5- Hydroxyméthylfurfurylamine (HMFA)

Un mélange réactionnel de 10 ml contenant 10 mM de HMF, 100 mM de phosphate de
sodium, 10 mM de (S)-a-méthylbenzylamine et 1 mM de phosphate de pyridoxal dans de 1’eau
ultrapure a été ajusté a un pH de 8 en utilisant une solution concentrée d’hydroxyde de sodium.
Ensuite, 10 mg de Cv-TA (CFE lyophilisé) ont été ajoutés et le mélange réactionnel a été incubé
pendant 4 h & 25 °C. La formation du produit a été suivie par RMN *H. Une fois la réaction
terminée, le produit a été obtenu par purification sur résine échangeuse d’ions comme décrits
dans les procédures générales (CCM : Rf = 0,79/éluant : 0,1 M ammoniac dans 1’eau distillée).
Apres séchage, le produit a été récupéré avec un rendement >99 % sous la forme d’une poudre

brun jaunatre.

7.2 5- Aminométhyl-2-furancarboxaldéhyde (AMFA)

Un échantillon de 4 ml de mélange réactionnel contenant 10 mM de DCAF, 100 mM de
phosphate de sodium, 10 mM de (s) -a-méthylbenzylamine et 1 mM de phosphate de pyridoxal
dans de I’eau ultrapure a été ajusté a un pH de 8 a 1’aide d’une solution concentrée de NaOH.
Ensuite, 4 mg de Cv-TA (CFE) lyophilisés ont été ajoutés et le mélange réactionnel a été incubé
pendant 2 h a 25 °C. Le processus de formation du produit a été suivi par HPLC-DAD et
RMN 'H pendant 2 h. Le produit n’a pas pu étre purifié sur résine échangeuse d’ions (CCM :
Rf = 0,94/éluant : 0,1 M d’ammoniac dans I’eau distillée).

7.3 Acide 5-aminométhyl-2-furannecarboxyliqgue (AMFC)

Un échantillon de 10 ml de mélange réactionnel contenant 10 mM 4a, 100 mM de
dihydrogénophosphate de sodium, 10 mM de (S)-a-méthylbenzylamine et 1 mM de phosphate
de pyridoxal dans de 1’eau ultra-pure a été ajusté a un pH de 8 a I’aide d’une solution concentrée
d’hydroxyde de sodium. Ensuite, 10 mg de CFE lyophilisé ont été ajoutes et le mélange
réactionnel a été incubé pendant 4 h a 25 °C. Le processus de formation du produit a été suivi
par RMN H. Une fois la réaction terminée, le produit a été obtenu par purification sur résine
échangeuse d’ions comme décrits dans les procédures genérales (CCM : Rf = 0,85/¢éluant : 0,1
M ammoniac dans I’eau distillée). Apres séchage, le produit a été récupéré sous forme de poudre

jaune avec un rendement supérieur a 99 %
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7.4  Purification des produits de réaction

Tous les produits aminés ont été purifiés sur une résine échangeuse d’ions
DOWEX 50WX8 100-200 mesh avec un rapport de 0,1 mM de produit pour 20 ml de résine.
La résine a d’abord été lavée avec de I’eau ultrapure jusqu’a I’obtention d’un pH neutre. Le
mélange réactionnel a ensuite été déposé directement sur la résine et lavé avec quatre volumes
d’eau ultrapure. L’¢lution a été initiée avec une solution d’ammonium 0,1 M dans de I’eau
ultrapure jusqu’a ce qu’un pH basique soit atteint. L’élution du produit a ensuite été complétée
avec un gradient de solution d’ammonium (0.2, 0.4, 0.5 et 1M) dans de 1’eau ultrapure.
L’élution du produit, qui a été suivie sur la CCM avec une solution d’ammonium 0,1 M dans
de I’eau distillée comme €luant, a été révélée, a 1’aide de ninhydrine, sous la forme d’une tache
jaune-brun. Toutes les fractions contenant le produit ont été rassemblées et évaporées a 1’aide

d’un concentrateur MiVac Quattro (Sp Scientific, Royaume-Uni) sous 25 mBar a 35 °C.

L’AMFC a pu étre récupéré directement aprés 20 ml de volume de lavage. Son élution
a été suivie sur CCM avec une solution d’ammonium 0,1 M dans de 1’eau distillée comme
éluant, et le produit a été revélé en utilisant une lampe UV a 254 nm. Toutes les fractions
contenant le produit ont été rassemblées. Pour garantir I’absence de sels, la solution contenant
I’AMEFC (10 ml) a d’abord ¢été acidifiée a pH 1 en utilisant quelques gouttes de HCI concentré
et extraite en utilisant 3 fois 20 ml d’acétate d’éthyle. La phase organique a finalement été
évaporée a I’aide d’un concentrateur MiVac Quattro (Sp Scientific, Royaume-Uni) sous

25 mBar & 35 °C.
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8 Criblage manuel

8.1 Criblage de catalyseurs pour I'oxydation du 5-hydroxyméthylfurfural

L'oxydation du HMF a été réalisée dans un flacon de GC de 2 ml. Ainsi, 2 mg de
catalyseur solide ont été ajoutés a 1 ml d'une solution de HMF de 10 mM dans un tampon de
phosphate de sodium de 100 mM (pH 8) dans de I'eau ultrapure. Les flacons ont été incubés a
60 °C a I’étuve et agités a l'aide d'un agitateur rotatif (Tube Revolver, Thermoscientific, USA)
a 22 rpm, avec un angle de 45° par rapport a I'axe de rotation pour maintenir une bonne
homogénéité dans les mélanges réactionnels comprenant les catalyseurs solides hétérogenes.
Au total, 15 catalyseurs différents ont été testés comme décrits dans le tableau 1. Une réaction
a blanc a été réalisée sans ajout de catalyseur. Pour suivre le processus de formation du produit,
une aliquote de 50 pl a été prélevée aprés 24 h et analysée par HPLC-DAD comme décrit dans

les procédures générales.

8.2 Criblage de catalyseurs pour ’oxydation du HMFA

L'oxydation du HMFA a été réalisée dans un flacon de GC de 2 ml. Ainsi, 4 mg de
catalyseur solide ont été ajoutés a 1 ml d'une solution de HMFA de 10 mM dans un tampon de
phosphate de potassium 100 mM (pH 7.3) dans de I'eau ultra-pure. Les flacons ont été incubés
a 50 °C dans une étuve et agités a I'aide d'un agitateur rotatif (Tube Revolver, Thermoscientific,
USA) a 25 rpm, avec un angle de 45° par rapport a I'axe de rotation pour maintenir une bonne
homogénéité dans les mélanges réactionnels comprenant les catalyseurs solides hétérogenes.
Au total, 33 catalyseurs différents ont été testés. Une réaction a blanc a été réalisée sans ajout
de catalyseur. Pour suivre le processus de formation du produit, une aliquote de 50 pl a été
prélevée apres 48 h et analysée par HPLC-DAD comme décrit dans les procédures générales.
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8.3 Criblage de catalyseurs pour I’oxydation de molécules issues de la biomasse

L'oxydation des molécules issues de la biomasse a été réalisée dans un flacon de GC de
2 ml. Ainsi, 4 mg de catalyseur solide ont été ajoutés a 1 ml d'une solution de substrats de
10 mM dans un tampon de phosphate de potassium 100 mM (pH 7.3) dans de I'eau ultra-pure.
Les flacons ont été incubés a 50 °C dans une étuve et agités a l'aide d'un agitateur rotatif (Tube
Revolver, Thermoscientific, USA) a 25 rpm, avec un angle de 45° par rapport a I'axe de rotation
pour maintenir une bonne homogénéité dans les mélanges réactionnels comprenant les
catalyseurs solides hétérogénes. Au total, 4 catalyseurs différents ont été testés. Une réaction a
blanc a été réalisée sans ajout de catalyseur. Pour suivre le processus de formation du produit,
une aliquote de 50 pl a été prelevée apres 48 h et analysée par HPLC-DAD comme décrit dans

les procédures générales. Le milieu réactionnel brut est analysé par RMN H (D20, 300 MHz).

9 Criblage automatisé

Le criblage automatisé s’est mis au point via 1’utilisation de I’appareil BioLectorPro®. 1 ml
d’une solution mére contenant 10 mM du substrat désiré, 10 mM de (S)-MBA, 1 mM de PLP
dans un tampon KH2PO4 100 mM pH 7.3 est introduite dans chacun des 48 puits d’une Flower
Plate (FP). La quantité appropriée de catalyseur hétérogeéne d’oxydation (1, 2, 4 ou 8 mg) est
rajoutée au milieu avec la quantité désirée de Bm-TA@EziG™OPAL (01, 02 ou 03). La
plaque est scellée a I’aide d’un film de silicone puis d’un film transparent pour limiter
I’évaporation du milieu réactionnel. Des ouvertures sont pratiquées au-dessus des réacteurs
pour aider au futur prélévement. La plaque est introduite dans le BioLectorPro® et mise & agiter
a 400 rpm sous 50 °C. 30 u de prélévements sont effectués toutes les 8 h et sont introduits dans
une plaque a fond en V prealablement scellés avec un film. La plaque servant au prélevement
est conservée a 4 °C. Avant chaque prélevement un temps de latence de 180 s est observeé afin
de permettre au catalyseur hétérogene de décanter dans le fond du puits et éviter tout probléme
de bouchage des seringues. Les plaques 96 puits a fond en v sont stockés et conservés a -20 °C
avant d’étre analysés par HPLC-DAD.
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10 Réaction « one-pot/two-steps » : conversion du HMF en AMFC

La réaction en un ou deux temps a été réalisée dans un flacon de 20 ml. Ainsi, 20 mg de
catalyseur solide ont été ajoutés a 10 ml d'une solution 1a de 10 mM dans un tampon aqueux
de phosphate de sodium de 100 mM a pH 8. Le mélange réactionnel a été incubé a 60 °C dans
un four et agité a I'aide d'un agitateur rotatif (Thermoscientific, USA) a 22 rpm. Des aliquotes
(50 L) ont éte prélevées apres 0, 15, 24, 40 et 44 h et la formation de produits d'oxydation a
été confirmée par HPLC-DAD. Le mélange réactionnel a été refroidi a température ambiante
(25 °C) aprés 64 h et 10 mg de Cv-TA@EziG™ OPAL ont ensuite été ajoutés a la solution avec
1 ml de 100 mM (S)-a-méthylbenzylamine ou 1 ml de solution 1 M IPA et 500 uM dans de
I'eau ultra-pure a pH 8. Le mélange réactionnel a été incubé a température ambiante (25 °C)
pendant 4 h. La formation de produit a été confirmée par HPLC-DAD comme décrite dans la
procédure générale apres la fin de la réaction. Le mélange réactionnel a également été analysé
par RMN *H pour valider la conversion compléte de AFCA en AMFC. Apreés un total de 68 h
de réaction, les catalyseurs ont été éliminés par centrifugation (4 000 g, 1 min) et les produits
de la réaction ont été purifiés sur une résine échangeuse d'ions comme décrits dans les
procédures genérales. L'acide 5-aminométhyl-2-furancarboxylique a été récupéré sous forme
de poudre jaunatre, avec un rendement de 50 %, et caractérisé par RMN (*H, 3C, et HSQC) et
HPLC. Parallelement a la synthése, une réaction a blanc a été effectuée dans les mémes
conditions, mais en I'absence du catalyseur Pt/SiO,. La deuxiéme étape a été lancée apres une
oxydation de 40 h a 60 °C. L'absence d'oxydation du HMF a été suivie par HPLC-DAD apres
0, 15, 24, 40 et 44 h, comme décrite ci-dessus, et la conversion complete de HMF en HMFA

apres 4 h de transamination a 25 °C a été confirmée de la méme maniére.

11 Procédé hybride « one-pot/one-step «
11.1 Envial

La réaction 1P1S a été realisée dans un flacon de 2 ml. Ainsi, 4 mg de catalyseur solide et 1 mg
de Bm-TA@EziG™OPAL ont été ajoutés a 10 ml d’une solution de HMF de 10 mM dans un
tampon aqueux de phosphate de sodium de 100 MM a pH 7.3 avec 10 mM de (S)-MBA et 1
mM de PLP. Le mélange réactionnel a été incubé a 50 °C dans un four et agité a 1’aide d’un
agitateur rotatif (Thermoscientific, USA) a 22 rpm. Des aliquotes (50 pL) ont été prélevées
apres 0, 16, 24 et 48 h et la formation de produits a été confirmée par HPLC-DAD.
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Parallelement a la synthése, les blancs ont été effectuée dans les mémes conditions, mais en

I’absence du catalyseur chimique, I’absence du biocatalyseur ou pas de catalyseurs.

11.2 Au BioLectorPro

Le criblage automatisé s’est mis au point via ’utilisation de 1’appareil BioLectorPro®. 1 ml
d’une solution mere contenant 10 mM du substrat désiré, 10 mM de (S)-MBA, 1 mM de PLP
dans un tampon KH2PO4 100 mM pH 7.3 est introduite dans chacun des 48 puits d’une Flower
Plate (FP). La quantité appropriée de catalyseur hétérogene d’oxydation (1, 2, 4 ou 8 mg) est
rajoutée au milieu avec la quantité désirée de Bm-TA@EziG™OPAL. La plaque est scellée a
I’aide d’un film de silicone puis d’un film transparent pour limiter I’évaporation du milieu
réactionnel. Des ouvertures sont pratiquées au-dessus des réacteurs pour aider au futur
prélevement. La plaque est introduite dans le BioLectorPro® et mise a agiter a 400 rpm sous
50 °C. 30 p de prélevements sont effectués toutes les 8 h et sont introduits dans une plaque a
fond en V préalablement scellés avec un film. La plaque servant au prélévement est conservée
a 4 °C a I’aide d’une plaque 96 puits a fond en V pour limiter 1’évaporation. Avant chaque
prélévement un temps de latence de 180 secondes est observé afin de permettre au catalyseur
hétérogene de décanter dans le fond du puits et éviter tout probléme de pipetages. Les
plaques 96 puits & fond en v sont stockés et conservés a -20 °C avant d’étre analysés par HPLC-

DAD selon la procedure générale.

12 Désamination oxydative

La désamination oxydative du HMFA a été réalisée dans un flacon de GC de 2 ml. 2 mg de
catalyseur solide ont été ajoutés a 1 ml d’une solution de substrat de 10 mM dans un tampon de
phosphate de sodium de 100 mM (pH 7, 8 ou 9) dans de I’eau ultra-pure. Les flacons ont été
incubés a 60 °C dans I’étuve et agités a 1’aide d’un agitateur rotatif (Tube Revolver,
Thermoscientific, USA) & 22 rpm, avec un angle de 45° par rapport a 1’axe de rotation pour
maintenir une bonne homogénéité dans les mélanges réactionnels. Une réaction a blanc a été
réalisée sans ajout de catalyseur. Pour suivre la formation du produit, des aliquotes de 50 pl ont
été recueillies aprés 24 et 48 heures pour I’analyse par HPLC-DAD. Les analyses des produits
de la réaction ont été effectuées sur une HPLC-DAD-MS-LCMS-2020 ultrarapide (Shimadzu,

Japon) selon la procédure générale.
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13 Catalyseur monosupporté

13.1 Immobilisation enzymatique sur le catalyseur PA@OPAL

La quantité désirée de catalyseur PA@OPAL (2,4,8,12 ou 20 mg) est mise a incuber
dans une solution (1 ml) de tampon phosphate de potassium pH 7.3 100 mM contenant 1 mM
de PLP et 200 pug de Bm-TA préalablement purifié. Le milieu est mis a tourner & 25 rpm sur un
agitateur rotatif (thermoscientific, USA) a 25 rpm a température ambiante pendant 60 min. Le
milieu est ensuite centrifugé a 11 000 rpm et le surnageant est retiré. Une solution tamponnée
de KH2PO4 (100 mM, pH 7.3) est rajoutée au milieu pour laver le catalyseur Pd@Bm-
TA@Ezig™OPAL. Le cycle de lavage est répété trois fois. Une fois le dernier surnageant

retirer le catalyseur hybride synthétisé est utilisé tel quel dans les milieux réactionnels.

13.2 Réactions avec le catalyseur PdA@Bm-TA@Ezig™OPAL.

Une solution tamponnée KH2PO4 (pH 7.3 100 mM) contenant 10 mM de HMF, 10 mM
de (S)-MBA et 1 mM de PLP dans un tampon phosphate de potassium (pH 7.3, 100 mM) est
introduite dans le réacteur (vial GC de 2 ml) contenant la quantité désirée de catalyseur
Pd@Bm-TA@Ezig"™OPAL. Le milieu est mis a tourner a 25 rpm sur un agitateur rotatif
(thermoscientific, USA) & 25 rpm a 50 °C pendant 48 h. 50 pl de prélévement sont effectués a
t4, t20, t24 et t48 h et analysé par HPLC-DAD a 210, 245 et 280 nm.
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Annexe A - Chapitre 1

Analyses RMN
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Figure 75 : Spectre RMN 3C (D;0, 75 MHz, DEPT 45) du HMFA.
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Figure 76 : Spectre RMN 3C (D;0, 75 MHz, DEPT 135) du HMFA.
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Figure 77 : Spectre RMN HSQC (D20, 75 MHz) du HMFA.
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Figure 78 : Spectre RMN 3C (D20, 75 MHz, DEPT 45) de I’AMFC.
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Figure 79 : Spectre RMN °C (D20, 75 MHz, DEPT 135) de ’AMFC.
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Figure 80 : Spectre RMN HSQC (D0, 75 MHz) du HMFA.

234




HybCat4Bio — Annexes

Courbes de calibration HPLC-DAD
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Figure 81 : Courbe de calibration HPLC-DAD du HMF. Figure 82 : Courbe de calibration HPLC-DAD du
DCAF.
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Figure 83 : Courbe de calibration HPLC-DAD du HFCA Figure 84 : Courbe de calibration HPLC-DAD de
I’AFCA
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Figure 85 : Courbe de calibration HPLC-DAD du FDCA. Figure 86 : Courbe de calibration HPLC-DAD du
HMFA.
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Figure 87 : courbe de calibration HPLC-DAD de I’AMFC.
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Figure 88 : Spectre RMN *H (D0, 300 MHz) du blanc (sans catalyseur) de la désamination oxydative a t48 h a
60 °C du 5-Hydroxyméthyl-2-aminométhylfurane (HMFA).
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Figure 89 :

Spectre RMN *H (D,0, 300 MHz) de désamination oxydative a t48 h a 60 °C du 5-Hydroxyméthyl-

2-aminométhylfurane (HMFA).
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Annexe B — Chapitre 2
Analyses RMN
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Figure 90 : RMN*H entre 6 et 8,5 ppm du milieu réactionnel brut de la mise en oeuvre d’un procédé hybride 1P2S

combinant un catalyseur Pt@SiO; et la Cv-TA@EziG™OPAL
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Figure 91 : Spectre RMN *H du premier processus catalytique hybride a un pot/deux étapes pour la conversion de
HMF en AMFC aprés 68 h de réaction.
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Figure 92 : Spectre RMN 'H du blanc (aucun catalyseur chimique ajouté) correspondant au premier processus
catalytique hybride & un pot/deux étapes, aprés 74 h de réaction avec de la (S)-MBA comme donneur d’amine,

avec le HMFA comme produit unique de la réaction.
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Figure 93 : Spectre RMN *H du 2éme procédé catalytique hybride a un pot/deux étapes pour la conversion de

HMF en AMFC aprés 52 h de réaction avec de la MBA comme donneur d’amine.
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Figure 94 : Spectre RMN 'H du blanc (aucun catalyseur chimique ajouté) correspondant au 2éme processus
catalytique hybride & un pot/deux étapes, aprés 52 h de réaction avec de la MBA comme donneur d’amine, avec

le HMFA comme produit unique de la réaction.
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Figure 95 : Spectre RMN *H du 3éme procédé catalytique hybride a un pot/deux étapes pour la conversion de

HMF en AMFC apreés 52 h de réaction avec I'I[PA comme donneur d’amine.
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Figure 96 : Spectre RMN H du blanc (aucun catalyseur chimique ajouté) correspondant au troisiéme processus
catalytique hybride a un pot/deux étapes, aprés 52 h de réaction avec de I'IPA comme donneur d’amine, avec le

HMFA comme produit unique de la réaction.
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Annexe C — Chapitre 3
Immobilisation de la B9AZ94
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Figure 97 : Pourcentage d’immobilisation de la BOAZ94 (1 mg, Bm-TA) sur 5 mg de support Ezig™.(OPAL 3,

CORALEIet AMBERER) Les concentrations sont mesurées par 1’intermédiaire d’un dosage au réactif de

Bradford.
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Figure 98 : Pourcentage d’immobilisation de la BOAZ94 (1 mg, Bm-TA) sur 10 mg de support Ezig™.(OPAL =3

, CORALEet AMBERET) Les concentrations sont mesurées par l’intermédiaire d’un dosage au réactif de

Bradford.
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Figure 99 : Pourcentage d’immobilisation de la BOAZ94 (1 mg, Bm-TA) sur 15 mg de support Ezig™.(OPAL =3
, CORALEet AMBERE) Les concentrations sont mesurées par ’intermédiaire d’un dosage au réactif de
Bradford.
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Caractérisations des catalyseurs
Analyses XRD
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Figure 100 : Spectre XRD des catalyseurs 1) PA@TiO; 2) 0.9Au-0.1Pd@TiO; 3) 0.5Au-0.5Pd@TiO; 4) 0.1Au-
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Figure 101: Spectre XRD des catalyseurs 1) Au@ZrO; 2) Au@TiO, 3) Au@MgO 4) Au@CaO.
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Figure 102 : Analyse XPS du catalyseur Au@SiO; et Au@CaO ( mmm enveloppe Au 4f/7,
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Figure 103 : Analyse XPS du catalyseur Au@MgO et Au@SiO-, ( mmm enveloppe Au 4f/7,
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Analyses ICP

Tableau 25 : Pourcentage de métal dans les catalyseurs analysés par ICP.

Code du catalyseur Support Pd %
C1 Al:03 -
C3 CaO -
C4 CaO -
C5 CeO; -
C8 TiO: 0,37 %
C12 TiO: 0,47 %
C13 TiO: 0,09 %
C14 Al0s 0,90 %
C15 TiO2 0,96 %
C16 OPAL -
C22 CeO2 -
C23 SiO2 -
C29 OPAL 1.41%
C30 OPAL -
C31 TiO2 -
C32 MgO -
C33 ZrOz -
C34 MgO 1,57 %
C35 TiO2 0,95 %
C36 TiO: 0,50 %
C37 TiO2 0,17 %
C38 TiO2 0,13 %
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Analyses BET

Tableau 26 : Résultats BET obtenu sur I’analyse des catalyseurs sélectionnés.

Surface Pore Pore
Code du ;
Catalyst catalvseur area volume Size
Y (megh)  (emigh)  (A)
Au@OPAL C16 44 0,062 54
Au@CeO:? C22 10 0,027 99
Au@SiO2 C23 250 1.111 172
Au MOFs C24 726 0,432 24
Au TiO2 C31 44 0,133 113
Au@ZroO: C33 6 0,010 68
Auo.1_Pdos@TiO2 C36 39 0,116 111
Auos_Pdos@TiO2 C37 42 0,094 84
Aoy Pdo1@TiO2 C38 48 0,131 102
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Programme robot du BLP

) Initializing
() Pipetting
S Wait
@ For batchNum = 1 to 4 step 1
Q Moves
@ For subBatchNum = 0 fo 1 step 1
() Pause Biolector
) Moves
() Prewet
@ For pipefNum = 1to 8step 1
@ For needleNum = 0 fo 5step 1
‘Y Aspirate =volPipet pL at Reactors
@ End Loop
@ For needleNbr = 1 to 6 step 1
'%’ Dispense =volPipet pL at ="Traget_"&batchNum
@ End Loop
() Wash Tips
@ End Loop
) Moves
() Unpause Biolector

E Pause the whole system for =timeCycle s
@ End Loop

Q Moves

@ End Loop

Figure 105 : Capture d’écran du programme robot effectué au BLP pour le criblage de catalyseur hétérogéne

d’oxydation et la mise en ceuvre de procédés hybrides 1P1S.
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Annexe D — Chapitre 6
Valorisation du 1,6-Hexanediol
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Figure 106 : RMN H (D;0, 300 MHz) a t 48 h de I’oxydation 1,6-hexanediol dans un tampon KH,PO, pH 7.3
100 mM a 50°C. 4 mg de catalyseur chimique sont introduits dans un vial de GC de 2 ml et mis a tourner a 25 rpm
al’étuve. A. Blanc de réaction (sans catalyseur) B. Au@UiO-66_NH,(C24) C. Au@CaO (C4) D. Au@TiO; (C31)
E. Au@Ce0; (C22).
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Figure 107 : RMN H (D20, 300 MHz) a t 48 h du procédé hybride 1P1S dans un tampon KH,PO, pH 7.3 100
mM a 50°C sur 10 mM de 1,6-hexandiol avec 10 mM de (S)-MBA comme donneur d’amine et ImM de PLP. Une
combinaison de 4 mg de catalyseur chimique et 200 pg de Bm-TA immobilisé sur 1 mg de EzZiGT™MOPAL sont
introduits dans des vials de GC de 2 ml et mis a tourner a 25 rpm a 50°C. A. Blanc de réaction (sans catalyseur)
B. Blanc sans enzyme C. Au@CaO (C4) D. Au@TiO, (C31) E. Au@CeO; (C22).
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Valorisation du 1,5-pentanediol
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Figure 108 : RMN 'H (D0, 300 MHz) a t 48 h de I’oxydation 1,5-pentanediol dans un tampon KH,PO,4 pH 7.3
100 mM a 50°C. 4 mg de catalyseur chimique sont introduits dans un vial de GC de 2 ml et mis a tourner a 25 rpm
al’étuve. A. Blanc de réaction (sans catalyseur) B. Au@UiO-66_NH,(C24) C. Au@CaO (C4) D. Au@TiO; (C31)
E. Au@CeO; (C22).
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Figure 109 : RMN *H (D20, 300 MHz) a t 48 h du procédé hybride 1P1S dans un tampon KH,PO, pH 7.3 100
mM a 50°C sur 10 mM de 1,5_pentanediol avec 10 mM de (S)-MBA comme donneur d’amine et ImM de PLP.

Une combinaison de 4 mg de catalyseur chimique et 200 pg de Bm-TA immobilisé sur 1 mg de EziG™OPAL sont

introduits dans des vials de GC de 2 ml et mis a tourner a 25 rpm a 50°C. A. Blanc de réaction (sans catalyseur)
B. Blanc sans enzyme C. Au@CaO (C4) D. Au@TiO, (C31) E. Au@CeO; (C22).
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Valorisation du furfuryl alcohol
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Figure 110 : RMN *H (D0, 300 MHz) a t 48 h de 1’oxydation du furfuryl alcohol dans un tampon KH,PO,4 pH
7.3 100 mM a 50°C. 4 mg de catalyseur chimique sont introduits dans un vial de GC de 2 ml et mis a tourner a 25
rpm a I’étuve. A. Blanc de réaction (sans catalyseur) B. Au@UiO-66_NH; (C24) C. Au@CaO (C4) D. Au@TiO;
(C31) E. Au@Ce0;(C22).

255



HybCat4Bio — Annexes

4 0 OH 4* 0 NHZ
3| VAR 3*| VRN

2 2*
Furfuryl alcohol Furfuryl amine
4* 2*3 1
E3 =
4 2.3 1
E. )
It uJI l‘\_ I' /'u \1l wL
4% 2*3 ‘ 1
E3 £3
E 4 2.3 | i
| n 1
[ [\
1 \
| 4| ol l w‘ L,
I
C 4 2.3 } 1
| .\ -
ANy VAs_; ” li‘ A .v;_»__
4% 2*3 | 1
* *
4 2 1
B. | 3
| | 'l |
| A l
[URUEONS—  V— M"‘v"w‘“‘-“" \—.o-l' | /J 1 ) "I-.../_‘y.—w
[
A. | |
\ 1\
U | ,.-.‘ Y.

T T T T T T T T T T T T

T
10 95 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0
f1 (ppm)

Figure 111 : RMN H (D20, 300 MHz) a t 48 h du procédé hybride 1P1S dans un tampon KH,PO, pH 7.3 100
mM & 50°C sur 10 mM de furfuryl alcohol avec 10 mM de (S)-MBA comme donneur d’amine et ImM de PLP.
Une combinaison de 4 mg de catalyseur chimique et 200 pg de Bm-TA immobilisé sur 1 mg de EziG™OPAL sont
introduits dans des vials de GC de 2 ml et mis a tourner a 25 rpm a 50°C. A. Blanc de réaction (sans catalyseur)
B. Au@Ui0-66_NH; (C24) C. Au@CaO (C4) D. Au@TiO; (C31) E. Au@CeO; (C22).
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Valorisation de I’acide kojique
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Figure 112 : RMN 'H (D0, 300 MHz) a t 48 h de I’oxydation de I’acide kojique dans un tampon KH,PO4 pH 7.3
100 mM a50°C. 4 mg de catalyseur chimique sont introduits dans un vial de GC de 2 ml et mis a tourner a 25 rpm

al’étuve. A. Blanc de réaction (sans catalyseur) B. Au@UiO-66_NH,(C24) C. Au@CaO (C4) D. Au@TiO (C31)
E. Au@CeO; (C22).
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Figure 113 : RMN H (D20, 300 MHz) a t 48 h du procédé hybride 1P1S dans un tampon KH,PO, pH 7.3 100
mM a 50°C sur 10 mM d’acide kojique avec 10 mM de (S)-MBA comme donneur d’amine et ImM de PLP. Une
combinaison de 4 mg de catalyseur chimique et 200 ug de Bm-TA immobilisé sur 1 mg de EziGT™OPAL sont
introduits dans des vials de GC de 2 ml et mis a tourner a 25 rpm a 50°C. A. Blanc de réaction (sans catalyseur)
B. Au@Ui0-66_NH; (C24) C. Au@CaO (C4) D. Au@TiO; (C31) E. Au@CeO; (C22).
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Valorisation du myrténol

H
T

ELITHTE RV BYREN 1
HN JI%H
[RULIAIN

PH /£
0~ H
[OUdLIAIN
(0) u}f

qH
H

2 w 0 ¢ O - W g s @
S
w
S
o
o |
wv
i &
v |
o
®
w
® |
o
~
w
5 — — 7 — } — =
(=} =1
o]
w
o
o
= C— =
« —
L e o
2 £ 3 =
2w - - .
~o7 3 —; = . _ ES ~
g _—— —— — — =
"3— 4 el ‘f_" & i 3 r
S
o Le=—/— % - IE
w —3 [
= = = = =t
w - 3 =
o z 3
— ——— %» —_— F =
| el —— e —
S £ " T
= £ : = §F
Jd = = = =3 i,_ .
1=} e = . e -
& 3 1 = =~ -— =
—— — == =
3 — ¢ - il .
1 —_— — —
o—
w
o_

Figure 114 : RMN H (D20, 300 MHz) a t 48 h du procédé hybride 1P1S dans un tampon KH,PO, pH 7.3 100
mM a 50°C sur 10 mM de myrténol avec 100 mM d’IPA comme donneur d’amine et 1mM de PLP. Une
combinaison de 4 mg de catalyseur chimique et 200 pug de Bm-TA immobilisé sur 1 mg de EzZiGT™MOPAL sont
introduits dans des vials de GC de 2 ml et mis a tourner a 25 rpm a 50°C. A. Blanc de réaction (sans catalyseur)
B. Blanc sans enzyme, Au@CeO; C. Blanc sans enzyme, Au@TiO, D. Au@CeO; + Bm-TA immobilisé
E. Au@CeO, + Bm-TA libre F. Au@TiO, + Bm-TA immobilisé G. Au@TiO, + Bm-TA libre.
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Figure 115 : Spectre RMN H (D20, 300 MHz) de la myrténylamine.
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Annexes E — Déplacements chimiques RMN

Dérivés d’oxydations :

HMF: H NMR (D20, 300 MHz): 4.64 (-CH,OH, 2H, s), 6.69 (2H, d), 7.53 (1H, d), 9.46 (1H,
S).

HFCA: H NMR (D20, 300 MHz): 4.63 (2H, s), 6.48 (1H, d), 6.96 (1H, d)

DCAF: 'H NMR (D20, 300 MHz) 7.62 (2H, s), 9.59 (2H, s).

AFCA: 'H NMR (D,0, 300 MHz) 7.14 (1H, d), 7.55 (1H, d), 9.46 (1H, s).

FDCA: *H NMR (D20, 300 MHz): 7.02 (2H, s)

Dérivés aminés :

HMFA: *H NMR (D0, 300 MHz): 4.20 (-CH2NH, 2H, s), 4.59 (-CH,0H, 2H, s), 6.41 (1H,
d), 6.53 (1H, d). **C (DEPT 45, D0, 300 MHz): 37.43, 55.78, 106.79, 109.06; *3C (DEPT 135,

D20, 300 MHz) 37.43, 55.78, 106.79, 109.06; HSQC (D20, 300 MHz): 3.78, 55.78 (CH20H);
4.55, 37.43 (CH2NH); 6.23, 106.79; 6.35,109.06

AMFA: 4.35 (-CH:NH2, 2H, s), 6.77 (1H, d), 7.53 (1H, d), 9.49 (1H, S).

AMFC: 'H NMR (D,0, 300 MHz) 4.24 (2H, s), 6.59 (1H, d), 7.17 (1H, d). 3C (DEPT 45, D,0,
300 MHz): 38.41, 115.46, 118.63; 13C (DEPT 135, DO, 300 MHz) 35.36, 112.52, 115.73;
HSQC (D20, 300 MHz): 4.29, 38.41 (CH,NH;); 6.64, 115.46; 7.00,118.63

Donneur d’amines et co-produit carbonylés :
(S)-MBA: 'H NMR (D20, 300 MHz): 1.55 (3H, d), 4.44 (1H, q), 7.39 (5H, m)

Acetophenone: *H NMR (D20, 300 MHz): 2.68 (3H, s), 7.58 (2H, d), 7.69 (1H, m), 8.00 (2H,
d)

Iso-propylamine: *H NMR (D20, 300 MHz): 1.31 (6H, d), 3.50, (1H, m)
Acetone: *H NMR (D0, 300 MHz): 2.25 (6H, s)
Molécules valorisées :

Myrténol: *H NMR (D-O, 300 MHz) :0.84 (3H, s), 1.13 (1H, d), 1.32 (3H, s), 2.15 (2H, m),
2.31, (2H, m), 2.48 (2H, m), 3.97 (2H, s), 5.51 (1H, s)

Myrténal: *H NMR (D20, 300 MHz): 0.73 (3H, s), 1.04 (1H, d), 1.33 (3H, s), 2.20 (1H, m),
2.52 (1H, m), 2.63 (2H, m), 2.74 (1H, m), 7.07 (1H, s), 9.31 (1H, 3)

Myrténylamine: *H NMR (D20, 300 MHz) : 0.83 (3H, s), 1.15 (1H, d), 1.30 (3H, s), 2.14 (2H,
m), 2.32 (2H, m), 2.48 (1H, m), 3.52 (2H, 5), 5.69 (1H, s)

Acide kojique : *H NMR (D20, 300 MHz) : 4.50 (2H, s), 6.55 (1H, s), 8.00 (H, s)
Acide coménique : *H NMR (D20, 300 MHz) : 6.97 (1H, s), 7.75 (1H, s)
1,6-hexanediol: H NMR (D20, 300 MHz): 1.24 (4H, m), 1.45 (4H, m), 3.51 (4H, 1)
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Acide adipique : *H NMR (D20, 300 MHz) : 1.45 (4H, m), 2.09 (4H, 1)
Hexaméthylénediamine : *H NMR (D20, 300 MHz) : 1.31 (4H, m), 1.52 (4H, m), 2.78 (4H, t)
1,5-pentanediol: *H NMR (D.0, 300 MHz) : 1.28 (4H, m), 1.46 (4H, m), 3.51 (2H, m)

Acide 1,5-dipentanoique : *H NMR (D.0, 300 MHz) : 1.46 (2H, m), 2.10 (4H, t)
1.5-diaminopentane: *H NMR (D20, 300 MHz): 1.36 (2H, m), 1.54 (4H, m), 2.45 (4H, m)

Furfuryl alcohol: 'H NMR (D20, 300 MHz): 4.57 (2H, s), 6.41 (1H, d), 6.44 (1H, d), 7.52
(1H,s)

Furfural aldehyde: H NMR (D-0O, 300 MHz): 6.66 (1H, d), 7.47 (1H, d), 7.83 (1H, d), 9.39
(1H,s)

Acide furanoique: *H NMR (D20, 300 MHz): 6.46 (1H, d), 6.90 (1H, d), 7.42 (1H, d)

Furfurylamine: *H NMR (D20, 300 MHz): 4.21 (2H, s), 6.41 (1H, d), 6.44 (1H, d), 7.52 (1H,
s)

262




HybCat4Bio —Publication

« Publication »

Hybrid conversion of 5-hydroxymethylfurfural to 5-
aminomethyl-2-furancarboxylic acid: toward new bio-sourced
polymers

263



HybCat4Bio —Publication

Hybrid conversion of 5-hydroxymethylfurfural to 5-

aminomethyl-2-furancarboxylic acid: toward new bio-sourced

polymers

Antoine Lancien,® Robert Wojcieszak,® Eric Cuvelier,®! Matthieu Duban,® Pascal Dhulster,®
Sébastien Paul,® Franck Dumeignil,’”’ Renato Froidevaux*,@ and Egon Heuson* @

[a] A. Lancien, Dr. M. Duban, Prof. P. Dhulster, Prof. R. Froidevaux, Dr. E. Heuson
Univ. Lille, INRA, ISA, Univ. Artois, Univ. Littoral Coéte d’Opale, EA 7394, Joint Research Unit BioEcoAgro — ICV- Institut Charles Viollette, F-59000 Lille,

France
E-mail: egon.heuson@univ-lille.fr, renato.froidevaux@univ-lille.fr
[b] Dr. R. Wojcieszak, E. Cuvelier, Prof. S. Paul, Prof. F. Dumeignil

Univ. Lille, CNRS, Centrale Lille, ENSCL, Univ. Artois, UMR 8181 - UCCS - Unité de Catalyse et Chimie du Solide, F-59000 Lille, France

Abstract: Hybrid catalysis, which combines chemo- and biocatalytic
benefits, is an efficient way to address green chemistry principles. 5-
Hydroxymethylfurfural (HMF) is a versatile building block in numerous
industrial applications. To date, few studies have described the
production of its amine derivatives and their polymers. Finding a good
methodology to directly transform HMF to 5-aminomethyl-2-
furancarboxylic acid (AMFC) therefore represents an important
challenge. After selecting the best oxidation catalyst for HMF
conversion to 5-aldehyde-2-furancarboxylic acid and immobilizing a
transaminase onto a solid carrier, we implemented the first one-
pot/two-steps hybrid catalytic process to produce AMFC (77 % yield);
this is the most efficient AMFC catalytic production method from HMF
reported to date. This process also produced 2,5-furandicarboxylic
acid (21 % yield) as a major secondary product that can be applied to
polymer syntheses such as polyethylene furanoate. Herein, we report
a novel way to access new biosourced polymers based on HMF
oxidized and aminated derivatives.

Introduction

The development of greener chemical processes is now
recognized as a priority. The rarefaction of fossil resources
combined with climate change issues impose the complete
rethinking of our consumption habits and production models.
Since the formalization of the concept of green chemistry by
Anastas and Warner,° chemists have been looking for alternative
syntheses that are more efficient, less energy consuming,
economically sustainable, and more environmentally friendly.
Catalytic processes can fulfill most of these requirements;
however, they are traditionally based on the use of a single
chemo- or biocatalyst, thus only enabling a relatively limited range
of reactions. Multicatalytic cascade-type systems have also been
studied, with numerous successful examples expending the
scope of the achieved reactions. Still, they mostly concentrate on
the same types of catalysts, namely chemo- and biocatalysts.
Combining these two catalyst types would further expand the
reaction variations. The number of studies reporting such
combinations has recently increased and the variety of new
accessible chemicals is continuously broadening.? This is
especially observed in the synthesis of asymmetric compounds
through different methodologies such as dynamic kinetic

resolution processes.F! Still, the industrial application of these
reactions is often very limited owing to their difficulty of
implementation. The main challenge lies in finding catalysts that
do not inhibit each other and of more importance, in establishing
operating conditions that retain the activity of both catalysts. To
circumvent such issues, the catalysts are most often used in
different successive steps,? or isolated from each other through
compartmentalization via various methods including two-phase

systems communicating through liquid/liquid or solid
membranes®3! and whole-cell encapsulation of one of the two
catalysts.!

To address these catalyst combination issues, the novel research
field “hybrid catalysis” has recently emerged. It involves the
concomitant use of a chemo- and biocatalyst in a single pot, to
realize multiple successive reactions.[’ Under one of its simplest
forms, a hybrid catalytic reaction combines two soluble catalysts,
usually comprising an organocatalyst + biocatalyst. The first
examples of such a combination were reported in the early 2000s.
In 2003, Schoevaart et al. combined L-proline as an organic
chemocatalyst with a D-galactose oxidase and Pt/C
hydrogenation catalyst and employed this hybrid catalyst in the
synthesis of 4-deoxy-D-glucose derivatives from D-galactose in a
one-pot/three-steps process. [ One year later, Edin et al.
described the synthesis of enantiomerically pure acetylated aldols
by combining aldolization with acetylation, catalyzed respectively
by an (S)-proline and lipase. ! These examples mainly
established the compatibility between biocatalysts and some
organocatalysts, subsequently leading to numerous other
applications.?%247 Heterogeneous chemo- and biocatalysts can
also be advantageously combined; however, literature on such
methods is scarce. The first example was reported in 1980 with
the combination of a glucose isomerase and, once again, a Pt/C
chemocatalyst applied for the preparation of D-mannitol.l%
Following these reports, a few successful examples of
heterogenocatalytic hybrid pathways have been described where
at least one of the two catalysts is supported on a solid carrier.[*!
The heterogeneous hybrid approach offers the main advantage of
considerably simplifying the purification processes by facilitating
catalyst separation from the reaction medium.

The hybrid catalysis concept is particularly relevant in the context
of biorefineries, with biomass as an alternative feedstock to
petroleum for production processes, e.g. chemicals,*? with the
catalytic production of a large number of compounds.*3 Among
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them, 5-hydroxymethylfurfural (HMF) is described as one of the
most important biobased platform molecules™ with various
production processes.['3¢15 A two-pots/one-step hybrid catalytic
pathway was recently reported by Gimbernat et al. for HMF
production from D-glucose in a triphasic compartmentalized
reactor.

This product can be transformed into a variety of value-added
building blocks,*® including monomers for the polymer production
of 2,5-dihydroxymethylfuran (DHMF), 2,5-dicarboxaldehydefuran
(DCAF), 5-hydroxymethyl-2-furancarboxylic acid (HFCA), and
2,5-furandicarboxylic acid (FDCA; Figure 1), which interestingly
can be obtained through both bio- and chemocatalysis.[']

Figure 1. Valorization of 5-hydroxymethylfurfural (HMF) into 2,5-
dihydroxymethylfuran (DHMF), 2,5-dicarboxaldehydefuran (DCAF), 5-
hydroxymethyl-2-furancarboxylic acid (HFCA), and 2,5-furandicarboxylic acid
(FDCA) as building blocks for biobased polymers (applications indicated in
brackets).
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With the same mindset, furfurylamines have also been described
as interesting precursors for biobased polymers including
polyamides, polyimides, polyaspartimides, polyureas,
polyhydroxyurethanes, polyimines, and polyenamines, with their
monomers being readily synthesized from biosourced furfural
derivatives.[*® These compounds also have several applications
including the preparation of benzoxazine derivatives for flame-
retardant resinsl®® and, after conversion to difurfuryl
diisocyanates, the replacement  of  petroleum-based
diphenylmethane diisocyanate in polyurethane systems.k%
Furfurylamines are most commonly obtained via the reductive
amination of the carbonyl moiety of the furfural group,?Y under
mild conditions with inexpensive reagents. However, such
processes often require the use of protecting groups, numerous
chemical steps, and toxic reductive agents.?*?2 To circumvent

these issues, several chemocatalytic pathways have been
recently developed;?*2223 however, these are not ideal for the
synthesis of furfurylamines deriving from HMF, owing to the
sensitivity of the furan ring to reductive conditions and the
tendency of these compounds to form secondary and tertiary
amines.t”29.21 An efficient alternative to perform reductive
amination of HMF derivatives is the use of transaminases, already
largely described for carbonyl group amination,® for the efficient
conversion of carbonyl moieties to primary amines in water at a
low temperature. Recently, several w-transaminases were
employed for the synthesis of several furfurylamines from HMF
derivatives.?*2%l Dunbabin et al. reported yields <92 % for the
aminated products, starting from different HMF and furfural
derivatives. Among them, they achieved the synthesis of 5-
hydroxymethylfurfurylamine (HMFA), 5-aminomethyl-2-
furancarboxaldehyde  (AMFA), furan-2,5-diyldimethanamine
(FDMA), and 5-aminomethyl-2-furancarboxylic acid (AMFC;
Figure 2). However, in the case of AMFC, they performed the
synthesis directly on 5-aldehyde-2-furancarboxylic acid (AFCA)
instead of HMF, owing to the absence of a prior oxidation step for
the production of this intermediate in the reaction medium.
Evidently, the only amine that can be directly produced from HMF
is HMFA. Indeed, the synthesis of AMFA, FDMA, and AMFC
requires a prior oxidation step to yield an aldehyde or carboxylic
acid group from the hydroxyl moiety. For FDMA, the double
aminated compound, this step should be preferably performed
prior to the transaminase action as the two carbonyls could then
be converted concomitantly by the enzyme. While HMFA has
proven to be useful for several applications (such as the
preparation of diuretics, antihypertensives, and antiseptic and
curing agents), AMFA and AMFC are very promising building
blocks for polymer synthesis, owing to the presence of the
aldehyde and carboxylic acid groups. AMFA can be used to form
imine-based polymers based on a self-condensation mechanism,
while AMFC, as an amino acid, can be used to produce unnatural
peptides such as cyclopeptides.?”l These compounds are of great
interest because of their considerable bioactivity. Surprisingly,
very few studies have reported the successful synthesis of these
two compounds and thus, finding a methodology to produce them
in larger quantities would certainly help develop their use in
polymer synthesis. Herein, we report the first combination of an
oxidative metal chemocatalyst and a transaminase, as a
heterogeneous hybrid catalytic one-pot/two-steps process, for the
successful synthesis of AMFC from HMF (Figure 3). This strategy
is based on a first step comprising the oxidation of HMF into AFCA
by the chemocatalyst to generate the substrate required for the
following transamination step to produce AMFC using an amine
donor. The choice of a hybrid system, using a chemocatalyst
instead of an enzyme, was motivated by the ability of our catalyst
to directly use molecular oxygen for the oxidation step instead of
an expensive cofactor/co-substrate, despite the complexity of
making these two catalysts work in the same reaction mixture.
Therefore, such a system should be more easily transposable to
industrial considerations. The first realization of this innovative
process ended in the complete conversion of HMF in 52 h to
produce AMFC in 77 % vyield. Additionally, FDCA was produced
as major byproduct with a yield of 21 %.

265



HybCat4Bio —Publication

OH
(@)
1a | Y/
HMF

ﬁ_lﬂ_i

o) OH
|
2al_y 3al g/ oH

Oxidized
derivatives

o)

0

T8 S
|

4al gy ’ 5al/ "\,

o)
DCAF HFCA AFCA FDCA
c8 : bra NH, fra oH 'TA
g % O NH, 0 O NH,
£z 2l y apll_y o T
s 3 AMFA AMFC HMFA
R 0 NH,
g2 2 |
% FDMA TA: Transaminase

Figure 2. Chemical compounds obtained from: 1) oxidation of the hydroxyl and carbonyl groups of 5-hydroxymethylfurfural (HMF, 1a), 2,5-dicarboxaldehydefuran
(DCAF, 2a), 5-hydroxymethyl-2-furancarboxylic acid (HFCA, 3a), 5-aldehyde-2-furancarboxylic acid (AFCA, 4a), and 2,5-furandicarboxylic acid (FDCA, 5a)] and
2) reductive amination of the corresponding carbonyl derivatives [5-hydroxymethylfurfurylamine (HMFA, 1b), 5-aminomethyl-2-furancarboxaldehyde (AMFA, 2b),
5-aminomethyl-2-furancarboxylic acid (AMFC, 4b), and furan-2,5-diyldimethanamine (FDMA, 2c)]. Some of these reductive aminations were recently performed
with enzymes, especially with transaminases (TA), in one-step reactions, helping for the development of greener processes.
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Figure 3. One-pot/two-steps hybrid catalytic process for the direct synthesis of 5-aminomethyl-2-furancarboxylic acid (AMFC) from 5-hydroxymethylfurfural (HMF)
combining a heterogeneous metal oxidative catalyst and an immobilized transaminase.

Only traces (<1 %) of HFCA could be detected at the end of the
process, proving its efficiency for the synthesis of biobased
polymer precursors. Notably, respective AMFC and FDCA yields
of 67 and 20 % could by recovered after purification without
further optimization.

Results and Discussion

Chemocatalyst screening

To achieve the conversion of 1a to 4b, the reaction pathway must
first proceed through the production of 4a under a first oxidation
step. The oxidative metal catalysts were therefore first screened
on la to evaluate their ability to produce 4a selectively at 60 °C in
a phosphate buffer at pH 8, the conditions required for
transaminase activity during the second step of the reaction, with
sole molecular oxygen as the oxidant. In total, 15 heterogeneous
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metal catalysts were screened on la at small scale (1 mL), in
glass sealed vials, to limit evaporation. The tested catalysts,
which were selected according to their ability and versatility to
oxidize short-chain alcohols are listed in Table 1.2

Table 1. Oxidation catalysts screened for the conversion of 1a to 4a.

Catalyst  Method Metal content (ICP) Support

code of preparation

name

C1 Reduction- 2.3% Au Al2O3
precipitation

Cc2 Sol immobilization 1.8% Au Amberlyst

C3 Sol immobilization 1.6 % Au CaO

C4 Sol immobilization 1.6 % Aupva CaO

C5 Sol immobilization 1.8 % Au CeO;

C6 Sol immobilization 1.8 % Au MgO

Cc7 Reduction- 1.7% Pd Al203
precipitation

C8 Sol immobilization 0.9 % Pd TiO2

Cc9 Wet impregnation 6.3 % Pt SiO2

C10 Wet impregnation 1.5% Ru Ca;0(PO.)s(OH),

Cl1 Sol immobilization 09% Au — 0.1% TiO2

Pd
C12 Sol immobilization 03% Au — 0.7% ZrO2
Pd

C13 Co-precipitation 0.8% Au—-0.8% Pt TiO2

C14 Co-precipitation 0.7% Pt—-08%Pd AlOs

C15 Co-precipitation 10%Pt-1.0%Pd TiO2

The catalytic test results are presented in Figure 4. The results
revealed that the 7.68 pumol O, contained in the 1 mL gas phase
were sufficient to oxidize 1a over several catalysts. As a result,
catalysts C1, C3, C5, C8, C13, C14, and C15 were found inactive,
while the rest of the catalysts formed at least one oxidation
product: 3a, 4a, and/or 5a (Figure 4). Interestingly, no 2a could be
detected despite it being one of the first two oxidative products of
la. Catalysts C4, C6, C7, and C11 afforded 8.0, 9.0, 1.5, and
4.8 mM of 3a, respectively, after 24 h. On the other hand, despite
the complete conversion of la with C4 and C6, these two
catalysts afforded low amounts of 4a at the concentrations 0.8
and 0.9 mM. Similar concentration levels were obtained with C7
and C11, with 0.5 and 0.9 mM respectively. This suggests that
under the proposed conditions, these catalysts favor the
conversion of the aldehyde 1a to a carboxylic acid moiety over
that of the alcohol to an aldehyde moiety, which here remains the
limiting step. This was confirmed by the concomitant production
of 5a and 4a with C4 and C6 at the concentrations 0.7 and
0.2 mM, respectively. Consequently, while the amount of 4a
produced was significant, C4 and C6 were considered poor
candidates for the cascade reaction, as the yield of the second
step would remain limited under these conditions, even with the

complete consumption of la. In contrast, C2, C10, and C12
selectively led to 4a at the respective concentrations 0.5, 0.7, and
0.7 mM. This suggested that for these catalysts, the limiting step
was the conversion of the aldehyde group into carboxylic acid,
thereby leading to the straightforward conversion of 3a to 4a. Still,
the very low amount of 4a produced in 24 h was not encouraging.
The most efficient catalyst for the production of 4a was Pt/SiO,
(C9), with full conversion of HMF after 24 h and the production of
8.1 and 2.0 mM 4a and 5a, respectively. The absence of 3a
suggests a reaction pathway similar to that observed over C2,
C10, and C11, with conversion of the aldehyde into the acid as
the limiting step. With a yield of 4a of >80 % after 24 h, C9 was
selected for the subsequent hybrid process.

Figure 4. Concentrations of @g 1a, % 3a, ﬁ 4a, and N 5a measured by high-
performance liquid chromatography with diode-array detection (HPLC-DAD)
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after reaction for 24 h, at 60 °C, over the 15 selected chemocatalysts. The
screening was performed in 1 mL of 100 mM sodium phosphate buffer (pH 8) in
ultra-pure water on 10 mM 1a, with 2 mg chemocatalyst. Carbon balances (e)
were calculated for each catalyst.

Transaminase activity towards oxidized

products

the potential

The activity of Chromobacterium violaceum transaminase (Cv-
TA) toward the different potential substrates present in solution
was next evaluated using a lactate dehydrogenase (LDH) assay
based on alanine as the amine donor for transamination.?? This
led to the production of pyruvate as a carbonyl co-product, which
was subsequently reduced to the lactate by LDH with a molecule
of NADH. The conversion of this latter molecule to NAD* was
detected by UV spectrophotometry at 340 nm (¢ = 6220 M-t.cm™,
pH 8), which thus allowed the determination of the reaction
advancement. First, the activity of Cv-TA toward la was
measured to assess its possible competition with the
chemocatalyst used to produce 4a. Such a transamination
reaction would lead to the production of 1b, which may not be
oxidized by the chemocatalyst and would thus result in a decrease
in the yield of 4b. An activity of 10.7 mUl.well* was observed,
indicating a specific activity of 535 mUl.mg™ of cell-free extract
(CFE). The activity towards 4a, the intermediate compound of the
hybrid reaction, was then investigated under the same conditions.
Thus, 14.3 mUL.well (715 mUl.mg! CFE) was measured with the
LDH assay. Finally, the ability of the transaminase to accept 2a
as a substrate was also evaluated. Here, 10.9 mUlL.welll was
measured for this substrate, leading to a specific activity of
545 mUl.mg* Cv-TA CFE.

To fit the experimental conditions previously defined during the
chemocatalysis screening step, the activity of Cv-TA toward 4a at
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60 °C was next investigated. The results revealed that 43 % 4a
was converted at 60 °C in 90 min, while 62 % conversion of 4a to
4b was achieved in 90 min at 30 °C (Figure S| 1). Notably, this
low yield was probably due to the absence of equilibrium shifting
methodology application in this assay, as LDH was only added
after sampling because of its instability at 60 °C. The final yield
therefore reflects the equilibrium constant of the reaction for these
substrate couples. The rapid formation of a blurry precipitate was
also observed in the mixture at 60 °C suggesting enzyme
precipitation, while no precipitate was observed at 30 °C.
Following the evaluation of Cv-TA activity toward the different
substrates of the reaction, the synthesis of 4b from 4a was
performed at small scale to evaluate the ability of the enzyme to
successfully convert the intermediate of the final hybrid reaction.
Notably, this synthesis was already described by Dunbabin et al.
with several TAs,? including Cv-TA, using methylbenzylamine
(MBA) and isopropylamine (IPA) as the amine donors. These two
donors are known to shift the reaction equilibrium. In their study,
Dunbabin et al. reported 47 and 88 % yields for the
transamination of 4a to 4b with both donors, respectively. In this
study, we performed these tests on the 4a acceptor using both
MBA and IPA donors. Although MBA presents a molecular weight
equivalent to our desired product, a 1:1 ratio with the 4a acceptor
was used to fulfill at best the principles of green chemistry. With
the Cv-TA being strictly (S)-enantioselective, (S)-MBA was used
as the pure enantiomer in this study. The reaction led to the
quantitative production of 4b in 5 h. This demonstrates the Cv-TA
efficiency in producing 4b under these conditions. With IPA, a 1:1
ratio was also first tested; however, the conversion yield remained
low (<7 %) after 4 h of transamination (Figure Sl 2). Thus, a 100:1
ratio was next tested, and the gquantitative production of 4b could
be observed in only 4 h under these conditions. While this high
donor/acceptor ratio is commonly reported throughout the
literature for transaminase synthesis with IPA, we are fully aware
that using such an amount of donor does not respect the
principles of green chemistry. Therefore, as will be described later
in this study, when using IPA as donor, our processes used a 10:1
donor/acceptor ratio to head in this direction. Under such
conditions, a quantitative production of 4b could also be achieved.
Because they are not commercially available, the syntheses of 1b
and 2b by the transamination of the corresponding carbonyls (1a
and 2a, respectively) were also tested to serve as reference
compounds for the HPLC analysis. In this case, sole MBA was
used as the donor in a 1:1 ratio. Compound 1b could be obtained
quantitatively from l1a. For 2b production, the product could not
be purified after the reaction was terminated. However, the HPLC
data revealed complete conversion of 2a in 2 h, leading to the
production of an amine product that was assumed to be 2b.
Interestingly, a small quantity of a second amine product was also
detected. Considering that 2a possesses two carbonyl moieties,
we assumed that this second compound was probably 2c.
However, because the production of 2a was not detected during
the chemocatalyst screening, no production of 2b and 2c was
expected during the hybrid catalytic synthesis. Thus, no further
syntheses of these two standards were attempted.

Cv-TA immobilization

The immobilization of Cv-TA was then performed on a solid
carrier. For this purpose, we selected the EziG™ carrier
(EnginZyme AB, Sweden), which was described in 2014 by
Cassimjee et al. as an efficient immobilization support for Cv-TA

with higher stability in organic solvents.?% The use of this carrier
was very recently extended to several other enzyme classes by
Thompson et al..BY This carrier is available under three different
forms with three different polymer coatings, namely, the EziG™
hydrophilic OPAL, semi-hydrophilic AMBER, and hydrophobic
CORAL. Thus, to select the most efficient carrier for the enzyme,
all forms were tested. The Cv-TA was immobilized directly from
the CFE in the presence of a slight amount of its cofactor,
pyridoxal phosphate (PLP), to maintain a good folding of the
enzyme. Interestingly, after the immobilization and washing steps,
the carrier turned yellowish, even when no CFE was used,
suggesting a strong affinity for PLP.

First an evaluation of the best enzyme/carrier ratio was performed
with each EziG™. In total, six different w/w ratios were tested (1:1,
1:3, 1:6, 1:9, 1:12, and 1:15), with an immobilization incubation
time of 1 h (Figure Sl 3). After measurement of the remaining
protein concentration in solution, 50 % of the protein
immobilization could be determined with a 1:3 ratio. The
immobilization rate could be increased up to 80 % with EziG™
OPAL with a 1:15 ratio, while 85 and 88 % protein immobilization
could be respectively obtained with EziG™ CORAL and AMBER.
However, no significative evolution could be observed between
the ratios 1:9 and 1:15. To reduce the amount of carrier used to
set up the processes, the 1:3 ratio was selected. As described
later in this study, this ratio was found sufficient to complete the
transamination step in only 4 h. The immobilization incubation
time was also verified. Protein immobilization rates were
measured with the three carriers and a 1:3 ratio, over 3 h (Figure
S| 4). No significative evolution could be observed after 60 min of
incubation for the EziG™ OPAL, with 60 % maximum protein
loading. For the EziG™ CORAL and AMBER, the maximum
protein loadings were 66 and 59 %, respectively, after 2 h. Based
on these results, a 1:3 enzyme/carrier ratio was selected, with an
incubation time of 1 h.

Following these preliminary experiments, the activities of Cv-
TA@EziG™ OPAL, CORAL, and AMBER were measured with 4a
as the acceptor and alanine as donor, to select the best carrier for
the process. The reaction advancement was followed
spectrophotometrically and the conversion of 4a into 4b was
confirmed by HPLC. The best carrier was EziGTM OPAL, with
61 % conversion of 4a into 4b in 60 min (Figure SI 5).
Interestingly, this yield, corresponding to the one measured
during the thermoactivity assays with alanine, was reached after
30 min of reaction. EziG™ AMBER and CORAL both reached
46 % conversions in 60 min and only 35 % in 30 min. Based on
these results, the activity of Cv-TA@EziGTM OPAL was tested at
60 °C under the previously used conditions. In this case, only
37 % conversion was achieved after 60 min (Figure Sl 6). In fact,
34 % conversion of 4a was observed after the first 10 min of
reaction but no further conversion was observed thereafter. This
confirms the instability of Cv-TA at this temperature and
demonstrates that its immobilization on the EziG™ carrier
materials does not help protect the enzyme from denaturation.
Having achieved the best conversion yields with the EziG™ OPAL
carrier, the recyclability of Cv-TA@EziG™ OPAL was also tested.
MBA in a 1:1 ratio was this time used as donor to mimic the final
conditions of the hybrid process. As expected, 100 % conversion
was measured after 5 h of reaction during the first cycle (Figure
S| 7). The second transamination cycle was performed after the
Cv-TA@EziG™ OPAL was kept at 4 °C for 16 h. This time, only
30 % conversion was achieved in 5 h, and full conversion could
be obtained after 24 h. This shows the instability of Cv-TA, even

268



HybCat4Bio —Publication

when immobilized on the EziG™ OPAL carrier. A last cycle was
performed right after the second transamination cycle. This time,
13 % conversion was achieved in 5 h, and full conversion could
be obtained after 72 h. Consequently, the immobilization of Cv-
TA on EziG™ OPAL is only advantageous for the easy removal
of the catalysts and a simplified purification of the reaction
products.

In conclusion of this part of the study, EziG™ OPAL was selected
as the carrier for the transaminase immobilization for further use
in the hybrid process. Considering the significant loss in the Cv-
TA@EzIG™ OPAL activity at 60 °C, a temperature of 30 °C was
selected as the optimal temperature for the transamination step
in the final hybrid process for the production of 4b. Because the
selected chemocatalyst was effective at 60 °C, the process was
performed as a one-pot/two-steps reaction with a short cool down
between the two reaction steps. Under these conditions, no
recycling of the catalysts was expected. However, the use of
heterogeneous catalysts still eases the purification of the
products.

One-pot/two-steps heterogeneous hybrid reaction

According to the optimization studies, the best chemocatalyst
selected for the production of 4a from la and the immobilized
enzyme effective for the subsequent conversion of the latter into
4b, were employed in a one-pot/two-steps heterogeneous hybrid
reaction. According to the previous results, this reaction was set
up as follows in 10 mL total reaction volume (Figure 5): the first
step was performed in sodium phosphate buffer (pH 8) at 60 °C
using the Pt/SiO, catalyst. This step led to the production of 4a
from la. After complete conversion of 1a, the reaction mixture
was cooled down to 25 °C and Cv-TA@EziG™Opal was added
to the suspension together with (S)-MBA as the amine donor and
PLP. After complete conversion of 4a into 4b, the products were
purified and characterized.

OH o Cv-TA@EzIG™ OPAL N,
P/SiO | .
o /O 2 o 0 (Acc. Num.: Q7NWG4) o o
| NaP, | ) NaP, PLP, )
la pH8, 60 °C 4a OH pH8, 25 °C 4b OH
NH, o]
(S)-MBA Acetophenone

Figure 5. One-pot/two-steps hybrid heterogeneous catalytic process for the
conversion of 5-hydroxymethylfurfural (HMF) into 5-aminomethyl-2-
furancarboxylic acid (AMFC), combining a Pt/SiO2 chemocatalyst and
Chromobacterium violaceum transaminase (Cv-TA). The first step was
performed in sodium phosphate buffer, at pH 8 and 60 °C, on la with Pt/SiO2
as the catalyst. Once 1a was entirely converted, the second step was initiated
after a short cool down period at room temperature (25 °C) and performed with
the addition of Cv-TA@EziG™ OPAL, the amine donor (S)-methylbenzylamine
(MBA), and pyridoxal phosphate (PLP). This second step was then carried out
in the same reaction mixture at 30 °C until complete conversion of 4a into 4b
was attained.

Interestingly, complete conversion of 1a was only observed after
48 h (Figure 6), despite the gas phase volume being
proportionally identical to that used during the chemocatalyst
screening step. However, in the case of the one-pot/two-steps
reaction, the reaction volume was set to 10 mL to allow for more
sampling, and considering the simple rotative agitation used, this

scale factor may have induced a change in catalysts mixing,
resulting in kinetics variations. Additionally, small amount of 3a
could be detected during the reaction, with maximum of 0.9 mM
(9 %) after 24 h of reaction, and was found completely consumed
after 64 h. At this, only 4a and 5a were remaining in the reaction
mixture, with 52mM and 4.8mM respectively. The
transamination step was consequently initiated. After 4 h at 25 °C,
complete conversion of 4a into 4b could be observed according
to the previous transamination syntheses. After the
transamination step, a yield of 53 % 4b was obtained, with a final
yield of 50 % after the purification step.
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Figure 6. Concentrations of B 1a, 7 3a, B 4a, H 5a, and E 4b measured
by high-performance liquid chromatography with diode-array detection (HPLC-
DAD) after 0, 24, 40, 48, 64, and 68 h. The first oxidative chemocatalytic step
was performed at 60 °C for 64 h in 10 mL sodium phosphate buffer at pH 8, on
10 mM la and 20 mg Pt/SiOz (1/20 substrate/metal ratio). The mixture was then
cooled to 25 °C and 10 mg of Cv-TA@EziG™ OPAL were added with 1 mL of
100 mM (S)-methylbenzylamine (MBA) and 500 uM pyridoxal phosphate (PLP)
solution in ultra-pure water (10 mM and 50 uM final concentrations,
respectively). The transamination was run over 4 h. Carbon balances (e) were
calculated for each reaction time based on the average measured reactant
concentrations.

Despite succeeding in the production of the desired 4b product,
with only 5a as major impurity, according to the results obtained,
it appeared to be possible to optimize the final 4b yield by
performing the transamination step earlier. A second experiment
was consequently carried out in the same condition, and the
transamination step was performed after 48 h where 4a
concentration was found at its maximum with 7.7 mM (77 %)
produced (Figure Sl 26). In this case, a complete conversion of
4a into 4b could again be observed, with a final yield of 77 % in
4b. The 5a final concentration was consequently found lower than
during the first experiment with 21 % yield. The transamination
step being performed earlier, a small quantity of 3a could also be
detected after the transamination step (1 %). This impurity could
easily be removed from the two major products during the
purification step, and a final yield of 67 % and 20 % could be
recovered in 4b and 5a, respectively.

A third experiment, identical to the second one, was then
performed to evaluate the possibility of using IPA instead of MBA
as donor. As stated earlier, a 10:1 donor/acceptor ratio was used
in this case, and a quantitative conversion of 4a into 4b was also
observed in 4 h of transamination step (Figure SI 30). Notably, the
same product profile was observed at each reaction time, while
the FDCA concentration was slightly higher after 48 h, with
2.4 mM produced. Finally, 6.7 mM (67 %) 4b and 2.7 mM (27 %)
5a could be obtained. As observed previously, only 1 % 3a was
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detected at the end of the process. After purification, yields of
57 % 4b and 20 % 5a could be recovered.

With a complete consumption of 1a in 48 h, this result represents
the first methodology ever described for the synthesis of 4b in a
one-pot/two-steps process from this precursor. Notably, the
overall yield obtained in 52 h of reaction (77 %) was substantially
higher than that described by Dunbabin et al., with MBA for the
transamination step with Cv-TA (47 %) on one hand, but also with
a more conventional organic synthesis approach (60 %) on the
other hand. IPA could also be successfully used as amine donor
for the process, with complete conversion of 4a into 4b in 4 h. This
confirms that this approach represents an efficient way to
synthetize 4b. Additionally, the first reaction led to the production
of 4.7 mM (47 %) 5a as unique secondary product during the first
experiment. While not being optimized in this objective, this new
process could also represent an efficient way to produce 5a,
which remains one of the most interesting derivatives from la as
it can be used to produce another highly industrially valuable
biobased polymer, the polyethylene furanoate (PEF). Particularly,
as compounds 4b and 5a can be easily separated from each other
by a simple liquid/liquid phase extraction process.

Conclusion

Briefly, we herein report the successful first one-pot/two-steps
fully heterogeneous hybrid catalytic process for the direct
production of AMFC from HMF. Among the 15 metal
chemocatalysts tested, Pt/SiO, proved to be the most effective to
convert HMF into AFCA, with 81 % yield in only 24 h, at 60 °C, in
sodium phosphate buffer (pH 8). In parallel, Cv-TA was found to
be efficient for the complete conversion of AFCA into AMFC in
4 h, at 30 °C, in sodium phosphate buffer (pH 8). To set up a fully
heterogeneous process and aid product purification, the
possibility of immobilizing the Cv-TA on EziG™ carrier was also
studied. EziG™ OPAL material was found to be the best carrier,
with almost full retention and maintenance of the Cv-TA activity at
30°C in sodium phosphate buffer (pH 8). However, the
immobilized enzyme could not be recycled over several synthesis
cycles with already 70 % activity decrease during the second
cycle. The combination of these two catalysts into a one-pot/two-
steps process was successfully implemented with a maximum
yield of 77 % in AMFC, and 67 % yield in product recovered after
the purification step. To the best of our knowledge, this represents
the highest yield ever reported for the production of AMFC
through a catalytic process. Additionally, this process led to the
formation of FDCA as major byproduct in all cases, which can
easily be separated from AMFC by simple liquid/liquid extraction.
This second compound serves, along with ethylene glycol, as a
precursor for the synthesis of PEF, a new biobased polymer with
industrial processes being currently validated for its high-scale
production.

Experimental Section
Generalities

All chemicals were obtained from chemical suppliers and used as received
unless otherwise stated. All the products were supplied by Sigma-Aldrich
(Switzerland): 5-hydroxymethylfurfural, 5-aldehyde-2-furancarboxylic acid,
5-hydroxymethyl-2-furancarboxylic acid, 2,5-dicarboxaldehydefuran, furan

dicarboxylic acid, lactate dehydrogenase from rabbit muscle (EC 1.1.1.27;

LDH), nicotinamide adenine dinucleotide, 3-trimethylsilyl-2,2,3,3-
tetradeuteropropionate, deuterium oxide, isopropylamine, pyridoxal
phosphate, sodium phosphate monobasic, I-alanine, (S)-a-

methylbenzylamine, Bradford reagent, DOWEX 50WX8 100-200 mesh
ion exchange resin, ammonium hydroxide solution (30 %), and Luria-
Bertini broth. All analytical solvents were of HPLC/MS grade.
Spectrophotometric measurements were performed on a Spectramax i3
(Molecular Devices, USA).

NMR analysis

1H and '3C NMR spectra were recorded at 25 °C using a Bruker Advance
300 spectrometer (Bruker, USA). The coupling constants were measured
in Hertz (Hz) and multiplicities for *H NMR coupling were presented as s
(singlet), d (doublet), t (triplet), and m (multiple). The chemical shift was
presented relative to the sodium trimethylsilyl propanoate reference.

HPLC analysis

The reaction product analyses were performed on an Ultra-fast HPLC-
DAD-MS-LCMS-2020 (Shimadzu, Japan), using a Brownlee Spheri-5 RP-
18 (4.6 x 250 mm) cartridge column. Injection volumes of 10 pL were used
for all the samples. The water and acetonitrile elution phases contained
0.1 % trifluoroacetic acid (TFA). Elution was carried out at 0.5 mL.min,
with a 30 °C oven temperature for the column. The elution profile was as
follows: 15 min of 100 % water phase, followed by the progressive shifting
of the water phase toward 100 % acetonitrile phase in 2 min. The 100 %
acetonitrile phase was held for 2 min and then shifted again to 100 % water
phase in 2 min. The 100 % water phase was held until the end of the run,
with a total run time of 25 min, to equilibrate the column and attain a stable
pressure for the next injection. The products were detected at three
different wavelengths, namely 215, 245, and 280 nm. The reaction
products were detected at the following retention times and wavelengths:
4b: 8.2 min/245 nm, 1b: 9.46 min/210 nm, 3a: 12.2 min/245 nm, 4a:
13.2 min/280 nm, 5a: 13.8 min/245 nm, 1a: 14.5 min/280 nm, and 2a:
16.6 min/280 nm. The HPLC-DAD calibration curves of these compounds
are illustrated in Figures Sl 14, 13, 10, 11, 12, 8, and 9, respectively.

Chemocatalyst syntheses

The 15 catalysts described in this paper were synthetized using the
following four different approaches according to the methods listed in
Erreur ! Source du renvoi introuvable.:

Reduction-precipitation (C1, C7)

The chemical reduction of the catalyst with hydrazine was performed in
deionized water in a 110 cm? three-necked reaction flask immersed in a
thermostatic water bath. The reaction flask was fitted with a reflux
condenser and a thermocouple to control the reaction temperature. A
suspension of the gold precursor [tetrachloroauric (lIl) acid, Sigma Aldrich,
<99 %] and the support (1 g Al203 in 60 cm? distilled water) was stirred for
0.5 h at room temperature. The reaction mixture was then heated slowly
from 25to 50 °C and 2mL 80 % aqueous hydrazine (Sigma Aldrich,
<99 %) was subsequently added (N2H4/H20 ratio: 0.3/5). The pH of the
solution was 12 and remained almost constant and the reaction was
complete after 1 h. After reduction, the solid was filtered, washed with
distilled water, and dried in air at 100 °C for 16 h. The final Au loading was
determined by inductively coupled plasma-optic (ICP) emission
spectroscopy (720-ES ICP-OES, Agilent, USA) with axial viewing and
simultaneous CCD detection.

Sol immobilization (C2, C3, C4, C5, C6, C8, C11, C12)

A 2wt.% solution of PVA was added to an aqueous HAuUCIs solution
(5.08-10* M) under vigorous stirring [PVA/Au (w/w) = 1.2]. A 0.1 M freshly
prepared solution of NaBH4 [NaBH4/Au (mol/mol) = 5] was then added to
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form a light-red (Au) metallic sol. After 30 min of sol generation, the colloid
was immobilized by adding the support (MgO, CaO, TiO2, CeOz, ZrO2, and
Amberlyst) under vigorous stirring. The amount of support was calculated
to give a total final metal loading of 2 wt.% (nominal). After 2 h, the slurry
was filtered and the solid was washed with hot deionized water (2 x 25 mL)
and ethanol (2 x 25 mL) before drying at 100 °C for 1 h. The final metal
loading was determined by ICP analysis.

Wet impregnation (C9, C10)

Pt/SiO2: appropriate quantities of Pt(NH3)4Clz and Pt(NH3)4(OH)2 (ratio 1:1)
were dissolved in deionized water. Silica (Degussa; specific surface area,
203 m2.gY) was then added and the pH of the reactant mixture was
maintained at 8.9. The mixture was mixed for 1 h at room temperature,
filtered, and washed with hot water to remove all the CI- ions. The solid
was then dried at 105 °C for 2 h and reduced with pure hydrogen at 420 °C
for 4 h (2 °C.mint and 50 cm®.min). The final Pt loading was 6.3 %, as
determined by ICP analysis

Ru/HAP: an appropriate quantity of Ru(acac)s (acac, acetylacetinate;
Sigma Aldrich <99 %) was mixed with HAP (1 g) in water (50 mL) for 1 h
at RT. Next, the reactant mixture was evaporated on a rotary evaporator
for 1 h. The obtained solid was calcined at 400 °C for 4 h (4 °C.mint) and
the quantity of Ru was subsequently determined by ICP analysis.

Co-precipitation (C13, C14, C15)

Appropriate quantities of Au (HAuCls), Pt (Pt(NHs)4Cl2), and Pd (PdCl2)
precursor solutions were added dropwise to water solutions of the support
(1 g in 50 cm?® water) and the reactant mixtures were stirred at room
temperature for 1 h. Next, a water solution of NaOH was added to reach
pH 9. Finally, the solid was recovered by filtration, washed with water, and
dried at 100 °C overnight. The solids were reduced with pure hydrogen at
300 °C for 4 h (2 °C.mint and 50 cm3.min?).

Transaminase production

The transaminase from Chromobacterium violaceum (UniProt acc. num.:
Q7NWG4), cloned in a pET-22b(+) plasmid and transformed into
Escherichia coli BL21(DE3), was provided as isolated colonies on LB broth
supplemented with 100 pg.mL* ampicillin on a petri dish by Professor
Thierry Gefflaut, ICCF, Clermont-Ferrand, France. This enzyme was
tagged with a 6-His tag at its N-terminal extremity. The original clone was
created by Professor Veronique De Berardinis, Genoscope, Evry, France.
A colony was picked and introduced in a 15-mL vial containing 5 mL sterile
LB broth supplemented with 100 ug.mL* ampicillin. It was then incubated
overnight (16 h) at 37 °C with 200 rpm agitation. Exactly 3 mL of this pre-
inoculum was then introduced in 150 mL fresh LB broth supplemented with
100 ug.mL* ampicillin. The culture was incubated at 37 °C under 200 rpm
agitation for 5h and then supplemented with 0.5 mM isopropyl-B-d-
thiogalactoside (IPTG) to induce enzyme overexpression. The culture was
maintained at 30 °C overnight (16 h) under 200 rpm agitation and then
centrifuged at 4,000 g for 10 min. Next, the supernatant was removed, and
the pellet was washed twice with sodium phosphate buffer (40 mL, pH 7.0,
10 mM). The sample was centrifuged at 4,000 g for 10 min after each
washing step and the supernatant was discarded. The resulting pellet was
then resuspended in lysis sodium phosphate buffer (5 mL, pH 7.0, 10 mM;
50 uM pyridoxal phosphate). The cells were exploded with a French Press
(FP) at 2.4 bar and the lysate was subsequently centrifuged at 16,000 g
for 2 min to remove the cellular debris. The supernatant was recovered
and stored at -80 °C before lyophilization. The protein concentration of the
CFE was assayed using the Bradford methodology and was determined
as ~10 mg.mL protein for each enzyme production batch. Lyophilization,
which was performed at room temperature under a pressure of 25 mBar,
afforded a white powder.

Cv-TA/LDH enzymatic assay

All the assays were performed in triplicate. The reactions were
implemented at 200-uL scale in a microtiter plater, using 100 mM sodium
phosphate buffer (pH 8) containing 2 mM substrate [(1a), (4a), or (2a)],
5 U.mL* LDH, 0.5 mg.mL* NADH, 0.1 mM PLP, 0.1 mg.mL™* Cv-TA CFE,
and 10 mM l-alanine. The kinetics were followed by spectrophotometry at
340nm and 30°C for 20 min. As described in the international
measurement system, 1 Ul enzyme activity corresponded to 1 pmol
substrate transformed per minute. The optical path of the microtiter plate,
well filled with 200 pL deionized water, was estimated at 0.59 cm.

AFCA transamination with Cv-TA using (S)-MBA as the amino donor

A 1 mL reaction mixture sample containing 10 mM 4a, 100 mM sodium
dihydrogen phosphate, 10 mM (S)-MBA, and 1 mM pyridoxal phosphate
in ultra-pure water was adjusted to pH 8 using concentrated sodium
hydroxide solution. Next, 1 mg.mL* Cv-TA CFE was added to the mixture
and incubated for 5 h at 25 °C. A 50-uL aliquot was collected after 0.5, 1,
2, 3, 4, and 5 h, and product formation was quantified by HPLC-DAD at
245 and 280 nm as described in the general procedures.

AFCA transamination with Cv-TA using IPA as the amino donor

A 1 mL reaction mixture sample containing 10 mM 4a, 100 mM sodium
dihydrogen phosphate, 10 mM (or 1 M) IPA, and 1 mM pyridoxal
phosphate in ultra-pure water was adjusted to pH 8 using concentrated
sodium hydroxide solution. Next, 1 mg.mL* Cv-TA CFE was added to the
mixture and incubated for 5 h at 25 °C. A 50-pL aliquot was collected after
0.5, 1, 2, 3, 4, and 5 h, and product formation was quantified by HPLC-
DAD at 245 and 280 nm as described in the general procedures.

Cv-TA thermoactivity

The Cv-TA thermostability was tested at 30 and 60 °C. The reactions were
implemented at 1-mL scale, using a 100 mM sodium phosphate buffer
(pH 8) containing 4 mM of 4a, 1mM PLP, 25mM I-alanine, and
0.1 mg.mL? Cv-TA CFE. The reactions were incubated on a dry bath at
30 and 60 °C and 20-pL aliquots were collected after 10, 20, 30, 60, and
90 min. Next, 20 uL of the 50 U.mL? LDH + 0.5 mg.mL' NADH and
160 pL of 100 mM sodium phosphate buffer (pH 8) were added to each
aliquot after cool-down at room temperature. The NADH conversion was
followed by spectrophotometry at 340 nm and 30 °C.

Protein loading evaluation on EziG™

EziG™ OPAL, CORAL, and AMBER (EnginZyme, Sweden) were used as
immobilization carriers for Cv-TA. Six different ratios (w/w 1:1, 1:3, 1:6, 1.9,
1:12, and 1:15) were tested. The desired carrier mass was suspended in
1 mL 100 mM sodium phosphate buffer (pH 8), containing 1 mg.mL* Cv-
TA CFE and 1 mM PLP. The mixtures were incubated for 1 h at 25 °C on
a rotative agitator (Tube Revolver, Thermoscientific, USA) at 22 rpm. The
mixtures were then centrifuged at 16,000 g for 1 min and 15 pL of the
supernatant was collected. The remaining protein concentration was
measured using the Bradford assay at 595 nm and determined using a
bovine serum albumin (BSA) calibration curve (0 to 1 mg.mL%;
concentration step, 0.1 mg.mLY).

Enzyme loading incubation time optimization

EziG™ OPAL, CORAL, and AMBER (EnginZyme, Sweden) were used as
immobilization carriers for Cv-TA. Exactly 3 mg of each support was
suspended in 1 mL 100 mM sodium phosphate buffer (pH 8), containing
1 mg.mL* Cv-TA CFE and 1 mM PLP. The mixtures were incubated for
3 h at 25 °C on a rotative agitator (Tube Revolver, Thermoscientific, USA)
at 22 rpm. After 15, 30, 45, 60, 120, and 180 min the agitation was stopped
and a 15 pL sample was collected from the aqueous phase. Each sample
was kept in an ice bath before further analysis. The remaining protein
concentration was measured using the Bradford assay at 595 nm and
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determined using a BSA calibration curve (from O to 1 mg.mL7;
concentration step, 0.1 mg.mL™).

Cv-TA@EziG™ activity measurement

EziG™ OPAL, CORAL, and AMBER (EnginZyme, Sweden) were tested
as immobilization carriers for Cv-TA. Thus, 1.5 mg of each support was
suspended in 1 mL 100 mM sodium phosphate buffer (pH 8) containing
0.5 mg.mL* Cv-TA CFE and 1 mM PLP. The mixtures were incubated for
1 h at 25 °C on a rotative agitator (Tube Revolver, Thermoscientific, USA)
at 22 rpm. The mixtures were then centrifuged at 16,000 g for 1 min and
the supernatants were discarded. The beads (1 mL) were resuspended in
100 mM sodium phosphate buffer (pH 8) containing 0.1 mM PLP, 4 mM
4a, and 25 mM l-alanine. The reaction mixtures were incubated for 90 min
at 30 °C on a rotative agitator (Thermoscientific, USA) at 22 rpm. Next, 20-
uL aliquots were collected after 10, 20, 30, 60, and 90 min, to which 20 pL
of 50 U.mL? LDH + 0.5 mg.mL* NADH and 160 pL of 100 mM sodium
phosphate buffer (pH 8) were added after cooling to room temperature.
The disappearance of NADH was followed by spectrophotometry at
340 nm and 30 °C.

General synthetic Cv-TA@EziG™ OPAL immobilization procedure

For the hybrid reactions, Cv-TA in CFE was immobilized on EziG™ OPAL
(EnginZyme, Sweden). Thus, 3 mg EziG™ OPAL was suspended in 1 mL
of 100 mM sodium phosphate buffer (pH 8) containing 1 mg.mL* Cv-TA
CFE and 1 mM PLP. The mixture was incubated for 1 h at 25 °C on a
rotative agitator (Thermoscientific, USA) at 22 rpm. The mixture was then
centrifuged at 16,000 g for 1 min and the resultant supernatant was
discarded. Cv-TA@EziG™ OPAL beads were immediately used in the
synthetic reaction to limit enzyme denaturation.

Recycling of Cv-TA@EziG™ OPAL

Cv-TA was immobilized using the general synthetic procedure. The
resulting Cv-TA@EziG™ OPAL was then incubated in 1 mL of reaction
mixture containing 10 mM 4a, 100 mM sodium dihydrogen phosphate,
10 mM (S)-a-methylbenzylamine, and 1 mM pyridoxal phosphate in ultra-
pure water. The mixture was incubated for 5 h at 25 °C on a rotative
agitator (Tube Revolver, Thermoscientific, USA). Exactly 50 pL samples
were collected after 30, 60, 120, 180, 240, and 300 min of reaction time,
and the product concentrations were measured by HPLC-DAD at 245 and
280 nm. Once the reaction was complete (complete conversion of the
substrate), the mixture was centrifuged at 16,000 g for 1 min and the
supernatant was discarded. After the first cycle, the Cv-TA@EziG™ OPAL
was kept at 4 °C for 16 h. A fresh solution containing 10 mM 4a, 100 mM
sodium dihydrogen phosphate, 10 mM (S)-a-methylbenzylamine, and
1 mM pyridoxal phosphate in ultra-pure water was then added to the
immobilized enzyme. Incubation was allowed to proceed over 24 h, as
described previously, and the reaction products were quantified after 30,
60, 120, 180, 240, 300, and 1440 min. The mixture was then centrifuged
at 16,000 g for 1 min and the supernatant was discarded. An identical
reaction mixture was then added, as previously described, to the
immobilized enzyme and the incubation was allowed to proceed over 72 h.
The reaction products were finally quantified after 30, 60, 120, 180, 240,
300, and 4320 min.

Purification of the reaction products

All the amine products were purified on DOWEX 50WX8 100-200 mesh
ion exchange resin with a ratio of 0.1 mmol product to 20 mL resin. The
resin was first washed with ultra-pure water until a neutral pH was
obtained. The reaction mixture was then directly deposited on the resin
and washed with four volumes of ultra-pure water. Elution was initiated
with 0.5 M ammonium solution in ultra-pure water until a basic pH was
attained. The elution of the product was then completed with 1 M
ammonium solution in ultra-pure water. The elution of the product, which
was followed on TLC with 0.1 M ammonium solution in distilled water as

the eluent, was revealed, using ninhydrin, as a yellow-brown spot. All the
product-containing fractions were pooled together and evaporated using a
MiVac Quattro Concentrator (Sp Scientific, United Kingdom) under
25 mBar at 35 °C.

FDCA was also purified on DOWEX 50WX8 100-200 mesh ion exchange
resin with a ratio of 0.1 mmol product to 20 mL resin. The resin was first
washed with ultra-pure water until a neutral pH was obtained. The reaction
mixture was then directly deposited on the resin and washed with four
volumes of ultra-pure water. The FDCA could directly be recovered after
20 mL of washing volume. Its elution was followed on TLC with 0.1 M
ammonium solution in distilled water as the eluent, and the product was
revealed by using a UV-lamp at 254 nm. All the product-containing
fractions were pooled together. To ensure the absence of salts, the FDCA-
containing solution (10 mL) was first acidified to pH 1 using a few drops of
concentrated HCI and extracted using three aliquots of 20 mL ethyl
acetate. The organic phase was finally evaporated using a MiVac Quattro
Concentrator (Sp Scientific, United Kingdom) under 25 mBar at 35 °C.

Synthesis of the reference products
5-Hydroxymethylfurfurylamine (HMFA, 1b)

A 10-mL reaction mixture sample containing 10 mM 1a, 100 mM sodium
dihydrogen phosphate, 10 mM (S)-a-methylbenzylamine, and 1 mM
pyridoxal phosphate in ultra-pure water was adjusted at pH 8 using
concentrated sodium hydroxide solution. Next, 10 mg lyophilized CFE was
added and the reaction mixture was incubated for 4 h at 25°C. The
product formation was followed by *H NMR. After the reaction was
complete, the product was obtained by purification on ion exchange resin
as described in the general procedures (TLC: Rf=0.79 / eluant: 0.1 M
ammoniac in distilled water). After drying, the product was recovered with
>99 % yield in the form of a yellowish-brown powder.

IH NMR (D20, 300 MHz): 3.78 (2H, s, CH2NH>), 4.55 (2H, s, CH20H), 6.23
(1H, d), 6.35 (1H, d); 13C (DEPT 45, D20, 300 MHz): 37.43, 55.78, 106.79,
109.06; 3C (DEPT 135, D20, 300 MHz) 37.43, 55.78, 106.79, 109.06;
HSQC (D20, 300 MHz): 3.78, 55.78 (CH20H); 4.55, 37.43 (CH2NH>); 6.23,
106.79; 6.35,109.06 (NMR spectra in Figures S| 15-18).

5-Aminomethyl-2-furancarboxaldehyde (AMFA, 3b)

A 4-mL reaction mixture sample containing 10 mM 2a, 100 mM sodium
dihydrogen phosphate, 10 mM (S)-a-methylbenzylamine, and 1 mM
pyridoxal phosphate in ultra-pure water was adjusted to pH 8 using
concentrated sodium hydroxide solution. Next, 4 mg lyophilized Cv-TA
CFE was added, and the reaction mixture was incubated for 2 h at 25 °C.
The product formation process was followed by HPLC-DAD and *H NMR
over 2 h. The product could not be purified on ion exchange resin (TLC:
Rf = 0.94/ eluant: 0.1 M ammoniac in distilled water).

5-Aminomethyl-2-furancarboxylic acid (AMFC, 4b)

A 10-mL reaction mixture sample containing 10 mM 4a, 100 mM sodium
dihydrogen phosphate, 10 mM (S)-a-methylbenzylamine, and 1 mM
pyridoxal phosphate in ultra-pure water was adjusted to pH 8 using
concentrated sodium hydroxide solution. Next, 10 mg lyophilized CFE was
added and the reaction mixture was incubated for 4 h at 25°C. The
product formation process was followed by *H NMR. After the reaction was
complete, the product was obtained by purification on ion exchange resin
as described in the general procedures (TLC: Rf =0.85 / eluant: 0.1 M
ammoniac in distilled water). After drying, the product was recovered in
>99 % yield as a yellow powder.

H NMR (D20, 300 MHz): 4.29 (2H, s, CH2NH2), 6.64 (1H, d), 7.00 (1H,

d); 3C (DEPT 45, D20, 300 MHz): 38.41, 115.46, 118.63; 3C (DEPT 135,
D20, 300 MHz) 35.36, 112.52, 115.73; HSQC (D20, 300 MHz): 4.29,
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38.41 (CH2NH2); 6.64, 115.46; 7.00,118.63 (NMR spectra described in
Figures SI 19-22).

Catalyst screening for 5-hydroxymethylfurfural (1a) oxidation

The oxidation of 1a was performed in a 2-mL GC vial. Thus, 2 mg solid
catalyst was added to 1 mL of a 10 MM 1a solution in 100 mM sodium
phosphate buffer (pH 8) in ultra-pure water. The vials were incubated at
60 °C in a stove and stirred using a rotative agitator (Tube Revolver,
Thermoscientific, USA) at 22 rpm, with an angle of 45° compared to the
rotation axis to maintain good homogeneity in the reaction mixtures
comprising the solid heterogeneous catalysts. In total, 15 different
catalysts were tested as described in Table 1. A blank reaction was
performed without the addition of a catalyst. To follow the product
formation process, a 50-pL aliquot was collected after 24 h and analyzed
by HPLC-DAD as described in the general procedures.

« One-pot/two-steps » reactions

The first one-pot/two-steps reaction was performed in a 20 mL vial. Exactly
20 mg of solid catalyst were added to 10 mL of a 10 mM 1a solution in
100 mM aqueous sodium phosphate buffer at pH 8. The reaction mixture
was incubated at 60 °C in a stove and stirred using a rotative agitator
(Thermoscientific, USA) at 22 rpm. Aliquots (50 pL) were collected after 0,
24, 40, 48, and 64 h and the formation of the oxidation products was
confirmed by HPLC-DAD. The reaction mixture was cooled down to room
temperature (25 °C) after 64 h and 10 mg of Cv-TA@EziG™ OPAL was
then added to the solution together with 1 mL of 100 MM (S)-a-
methylbenzylamine and 500 pM solution in ultra-pure water at pH 8. The
reaction mixture was incubated at room temperature (25 °C) for 4 h. The
product formation was confirmed by HPLC-DAD, as described in the
general procedure after the reaction was complete. The reaction mixture
was also analyzed by *H NMR to validate the complete conversion of 4a
into 4b (Figure SI 23). After a total of 68 h of reaction, the catalysts were
removed by centrifugation (4,000 g, 1 min) and the reaction products were
purified on ion exchange resin as described in the general procedures. The
5-aminomethyl-2-furancarboxylic acid was recovered as a yellowish
powder, with a yield of 50 % (7.1 mg), and characterized by NMR (*H, 13C,
and HSQC) and HPLC. The FDCA was recovered as a white powder, with
a final yield of 43 % (6.7 mg) and confirmed by *H NMR and HPLC. In
parallel to the synthesis, a blank reaction was run under the same
conditions but in the absence of the Pt/SiO2 catalyst. The second step was
initiated after 70 h oxidation at 60 °C. The absence of oxidation of 1a was
followed by HPLC-DAD after 0, 24, 40, 48, 64, and 70 h (Figure S| 24), as
described above, and the complete conversion of la into 1b after 4 h of
transamination at 25 °C was confirmed in the same way (Figure Sl 25).

For the second one-pot/two-steps reaction, oxidation step conditions were
identical, and aliquots (50 pL) were collected after 0, 24, 40 and 48 h
(Figure Sl 26). Oxidation products formation was confirmed by HPLC-
DAD. The reaction mixture was cooled down to room temperature (25 °C)
after 48 h and the transamination step was performed under the same
conditions as for the first one-pot/two-steps reaction. After 4 h incubation
at 25 °C, the product formation was confirmed by HPLC-DAD as described
in the general procedure. The reaction mixture was also analyzed by *H
NMR to validate the complete conversion of 4a into 4b (Figure SI 27). The
catalysts were removed as described before, and products were purified
on ion exchange resin as described in the general procedures. After
purification, 4b and 5a could be recovered with a final yield of 67 %
(9.4mg) and 20 % (3.1 mg) respectively. In parallel to this second
reaction, the corresponding oxidation blank reaction was run under the
same conditions but in the absence of the Pt/SiO: catalyst. The second
step was initiated after 48 h oxidation at 60 °C. The absence of oxidation
of 1a was followed by HPLC-DAD after 0, 24, 40, 48 and 52 h (Figure SI
28), as described above, and the complete conversion of 1a into 1b after
4 h of transamination at 25 °C was confirmed in the same way (Figure SI
29).

For the third one-pot/two-steps reaction, oxidation step conditions were
again identical to the two previous ones, and aliquots (50 pL) were
collected after 0, 24, 40 and 48 h (Figure Sl 30). Oxidation products
formation was confirmed by HPLC-DAD. The reaction mixture was cooled
to room temperature (25 °C) after 48 h and the transamination step was
performed under the same conditions, as for the first one-pot/two-steps
reaction, with a 1M isopropylamine solution added instead of the 100 mM
(S)-a-methylbenzylamine solution. After 4 h incubation at 25 °C, the
product formation was confirmed by HPLC-DAD as described in the
general procedure. The reaction mixture was also analyzed by *H NMR to
validate the complete conversion of 4a into 4b (Figure Sl 31). The catalysts
were removed as described before, and products were purified on ion
exchange resin as described in the general procedures. After purification,
4b and 5a could be recovered with a final yield of 57 % (8.1 mg) and 20 %
(3.1 mg) respectively. In parallel to this third reaction, the corresponding
oxidation blank reaction was run under the same conditions but in the
absence of the Pt/SiO2 catalyst. The second step was initiated after 48 h
oxidation at 60 °C. The absence of oxidation of 1a was followed by HPLC-
DAD after 0, 24, 40, 48 and 52 h (Figure S| 32), as described above, and
the complete conversion of 1a into 1b after 4 h of transamination at 25 °C
was confirmed in the same way (Figure SI 33).
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