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Résumé

L’intérét de combiner des catalyseurs
chimiques (artificiels) et des enzymes apparait
de plus en plus clairement, en particulier dans
le contexte du développement de procédeés plus
efficients, intensifiés, et durable. La fabrication
de catalyseurs solides hétérogenes hybrides
(chémo-enzymatiques) doit permettre de
tirer parti des avantages offerts par les deux
partenaires de ces catalyseurs bifonctionnels.
Pour contourner la difficulté a intégrer des
catalyseurs solides cristallins et microporeux
(comme les zéolithes) avec les enzymes dans
un méme matériau, nous présentons deux voies
d’assemblage physique basés sur [’atomisation
(ou spray drying). Dans la méthode indirecte,
des nanocristaux de zéolithe (le titanosilicate
« TS-1 ») sont agrégés par spray drying pour
former des spheres creuses dans lesquelles sont
ensuite piégées les enzymes (glucose oxydase ou
« GOx ») sous forme d’agrégats réticulés. Dans
la méthode directe, une solution de complexes
« enzymes-polyélectrolytes » est intégrée a
la suspension de nanocristaux de TS-1 et
le mélange est séché par spray pour forcer
l’assemblage de I’hybride. Ces deux méthodes
aboutissent a des matériaux bifonctionnels qui
permettent de réaliser des réactions en cascade,
comme démontré ici pour [’époxydation de

I’alcool allylique (chémo-catalyse sur la TS-1)
alimentée par le peroxyde d’hydrogene produit
in situ (biocatalyse par la GOx).

1. Introduction

Alors que la catalyse est historiquement divisée
entrois sous-catégories—homogene, hétérogene,
et enzymatique, il apparait maintenant essentiel
de tirer parti des avantages et forces que chacune
de ces catalyses offre afin de développer des
procédés de synthése plus respectueux de
I’environnement [1]. Plus de 85% des produits
chimiques sont actuellement produits a 1’aide
de catalyseurs hétérogeénes ou homogenes et,
bien que ces deux types de catalyse permettent
d’atteindre des hauts niveaux de performance en
termes de sélectivité et rendement dans un large
spectre d’applications, la catalyse hétérogene se
démarque de par sa robustesse (i.e. la capacité
de travailler a haute température et haute
pression, la recyclabilité, etc) [2, 3]. Elle est
effectivement avantageusement utilisée dans
I’industrie puisque les catalyseurs hétérogénes
permettent de travailler de manicre continue et
sont facilement récupérables (et réutilisables)
aprés réaction, ce qui permet de réduire les
couts de production [4].
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Les enzymes, utilisées en biocatalyse, offrent
¢galement de nombreux avantages puisqu’elles
permettent de produire des composés a haute
valeur ajoutée dans des conditions de réactions
douces (basse température, milieux aqueux,
pression atmosphérique) avec une grande
sélectivité et spécificité [5]. Cependant, travailler
avec des enzymes a 1’échelle industrielle peut
s’avérer complexe car ces dernieres souffrent
d’une faible stabilité. Les enzymes, ordonnées
en structures primaire, secondaire et tertiaire
(voire dans certains cas quaternaire), peuvent
en effet étre dénaturées une fois que leur
structure tertiaire (ou quaternaire) est altérée.
La conséquence directe de la dénaturation
est une perte de 1’activité enzymatique [6, 7].
Ce phénomene est observé lorsque 1’enzyme
est soumise a des stress extérieurs tels qu’une
température élevée, 1’agitation mécanique, la
présence d’un composé chimique dénaturant,
un pH extréme, etc. Le risque de dénaturation
durant la réaction ainsi que la difficult¢ de
séparer 1’enzyme du milieu réactionnel en
fin de réaction peuvent engendrer des cofits
d’utilisation élevés pour les procédés industriels.

Une solution pour pallier ces problemes est
d’immobiliser I’enzyme sur un support solide
afin de créer un systéme hétérogeéne |[8].
En effet, I’immobilisation sur un support
solide (par adsorption, ancrage covalent ou
encapsulation par exemple) permet dans un
grand nombre de cas de stabiliser I’enzyme
contre les conditions de la réaction tout en
facilitant sa récupération en fin de réaction [9].
De plus, ’immobilisation permet d’envisager
des procédés continus, par exemple en réacteur
a lit fixe [10]. Dans I’optique de tirer davantage
profit de I’immobilisation d’une enzyme sur
un support, il est envisageable d’utiliser un
catalyseur hétérogéne comme support plutot
qu'un support inerte. Le catalyseur obtenu,
qualifié¢ de catalyseur hybride, combine alors
les avantages et activités des deux partenaires —
enzyme et catalyseur inorganique — sur un seul
et méme solide. Un tel catalyseur bifonctionnel
offre des perspectives attrayantes pour effectuer
des réactions chémo-enzymatiques en cascade
au sein d’un méme milieu réactionnel [11]. Dans
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de tel systéme, le produit de la premicre réaction
est utilis€ comme substrat pour la seconde
réaction. Actuellement, bien que 1’intérét pour
les systémes catalytiques hybrides chémo-
enzymatiques s’intensifie, seuls quelques
exemples de ce type de combinaisons existent
dans la littérature [12-14].

Parmi celles-ci, une combinaison enzyme-
zéolithe a été investiguée par le groupe de
recherche de Grunwaldt afin de réaliser des
réactions d’époxydation [15, 16]. Cette réaction
d’oxydation sélective a haut intérét industriel
permet de produire des intermédiaires réactifs
pouvant ensuite étre transformés en résines,
plastiques, revétements et autres produits a haute
valeur ajoutée [17]. Parmi les oxydants les plus
couramment utilisés, le peroxyde d’hydrogene
est actuellement I'un des plus intéressants
puisqu’il est considéré comme un oxydant
« vert » [18, 19]. En effet, le seul sous-produit
formé en travaillant avec H O, comme oxydant
est I’eau. Néanmoins, bien que 1’utilisation de
H,O, s’inscrive dans le cadre des « principes
de la chimie verte », les peroxydes sont
généralement instables et corrosifs, ce qui peut
entrainer des risques en matiere de sécurité lors
du transport, de la manutention, et du stockage.
Pour cette raison, le peroxyde d’hydrogene
est généralement transporté sous forme de
solutions aqueuses diluées, ce qui entraine une
augmentation des cots de transport. Additionné
acela, leprocedé de productiondu H,O, (procéde
a I’anthraquinone) est relativement polluant et
entraine d’importants couts énergétiques [19].

Les problémes engendrés par I’utilisation du
peroxyde d’hydrogeéne peuvent étre évités en
envisageant de produire celui-ci in situ a I’aide
d’une enzyme de type oxydase [20]. En 2010,
Grunwaldt et al. [16] ont proposé de coupler la
glucose oxydase (GOx), une enzyme produisant
de la D-glucono-d-lactone par oxydation de
glucose en présence d’oxygeéne et formant du
peroxyde d’hydrogéne comme co-produit, avec
la zéolithe TS-1 (Schéma 1). Cette zéolithe
offre en effet de trés bonnes performances
pour la transformation d’oléfines en époxydes
en présence de H O, [20, 21]. Elle est ainsi
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Schéma 1. Réaction d’époxydation chémo-enzymatique résultant du couplage de la glucose oxydase (GOx) et de la zéolithe TS-1.

notamment utilisée a [’échelle industrielle
par BASF pour la production de 1’oxyde de
propyléne. Dans le cas de la réaction en cascade,
le peroxyde d’hydrogene utilisé comme oxydant
dans la réaction d’époxydation est produit par
I’enzyme, ce qui permet d’avoir une production
controlée et in situ de 1’oxydant, évitant ainsi les
problémes inhérents a la production centralisée
de ce dernier (voir ci-dessus).

2. Du défi de coupler une enzyme
et une zéolithe

Bien que I’é¢tude menée par Grunwaldt ef al. sur
I’époxydation chémo-enzymatique des oléfines
ait montré des résultats encourageants pour
la production de glycidol au départ d’alcool
allylique dans un milieu contenant le TS-1
et la glucose oxydase en solution (jusqu’'a
environ 16% de conversion de 1’alcool allylique
avec une sélectivité¢ de 23% pour I’époxyde),
la production d’¢poxyde a chuté de fagon
importante lorsque I’enzyme a été immobilisée
sur le TS-1 via un ancrage covalent (greffage
en présence de 3-aminopropyltriethoxysilane
[APTES] et glutaraldéhyde) [16]. Ce résultat
décevant découle d’une série de limitations
pour la combinaison d’une enzyme et
d’une zéolithe (ainsi que tout autre solide
aux propriétés structurales et texturales
similaires) au sein d’un méme solide. Durant
la préparation, la microporosité du réseau
zéolithique (0,55 nm dans le cas de la TS-
1) limite le greffage de I’enzyme a la surface

externe, ce qui contribue a restreindre le
contenu (et donc ’activité) enzymatique ainsi
qu’a exposer I’enzyme immobilisée au milieu
réactionnel ou les contraintes mécaniques
sont susceptibles d’affecter sa stabilité. Par
ailleurs, dans le cas de la glucose oxydase, une
limitation supplémentaire est la désactivation
de I’enzyme par le peroxyde d’hydrogene lui-
méme (inhibition réversible a 1’échelle du site
actif et désactivation irréversible par réaction
au niveau de la chaine peptidique) [22, 23].
Cette derniere limitation nécessite un contrdle
fin de la localisation des sites actifs afin d’éviter
I’accumulation de H O,

3. Vers une nouvelle stratégie de couplage
enzyme-zéolithe

Afin de réduire la dépendance aux propriétés
physico-chimiques de la zéolithe et ainsi de
mieux controler le contenu enzymatique au sein
du solide, nous avons dans un premier temps
décidé¢ de travailler sur la formation d’agrégats
enzyme-z¢éolithe par atomisation (Schéma 2).
Cette approche consiste a mélanger deux flux
constitués d’une suspension liquide (contenant
les précurseurs) et d’un gaz comprimé qui
s’expanse au niveau de la buse, générant un spray
compos¢ de fines gouttelettes de la suspension
liquide qui, sous Deffet d’un gradient de
température, vont sécher rapidement. Du fait de
sesnombreux avantages entermes de productivité
et de facilité¢ de mise en ceuvre, cette technique
de séchage en spray (« Spray-drying ») est



couramment utilisée dans 1’industrie chimique,
pharmaceutique, et alimentaire afin d’obtenir
des poudres [24, 25]. Au niveau des molécules
biologiques, le séchage en spray est couramment
utilisé pour la fabrication de microparticules a
base de protéines tel que le collagene [26]. En
revanche, treés peu d’exemples ont été répertoriés
concernant ’atomisation d’enzymes pour
lesquels la préservation des structures tertiaires
et quaternaires lors du séchage est essentielle
au maintien de 1’activité [27]. Au niveau des
zéolithes, le procédé d’atomisation a notamment
été exploité afin de créer des microspheres a
porosité hiérarchisée formées par assemblage de
nano-cristaux de zéolithe [28]. En effet, bien que
les nano-cristaux de zéolithe soient trés actifs,
en pratique leur manipulation est compliquée.
L’assemblable en microsphéres permet de les
manipuler aisément (filtration, centrifugation,
réutilisation, disposition en réacteur continu
a lit fixe, etc.) Par ailleurs, 1’ajout d’une petite
quantit¢ de précurseur de silice permet de
renforcer la rigidité de la structure en générant in
situ un agent liant (« binder ») par chimie sol-gel
[29, 30], ce qui permet d’accroitre la résistance
du matériau aux contraintes mécaniques.

Inspirés par les travaux précités sur I’atomisation
de protéines d’une part, et de nano-zéolithes
d’autre part, nous avons décidé dans une
premicre approche d’exploiter 1’atomisation afin
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d’incorporer — en une étape — la glucose oxydase
sous sa forme libre a des microspheres zéolithiques
poreuses formées par 1’agrégation de cristaux
de TS-1. Un précurseur de silice a été ajouté
en faible proportion (10 % en volume) comme
agent liant entre les cristaux de zéolithes. Ce
mélange est atomisé et séché a basse température
(50°C) afin de réduire les risques de dénaturation
de I’enzyme tout en garantissant I’agrégation
des cristaux de zéolithes et I’intégration des
enzymes dans le matériau. Bien que permettant
d’incorporer avec succés 1’enzyme au solide,
cette approche ne donne que des résultats
médiocres en ce qui concerne la préservation
de Dactivit¢ enzymatique (2% d’activité
résiduelle, voir Figure 2). Comme attendu,
I’exposition de I’enzyme libre aux conditions
de I’atomisation (évaporation rapide du solvant,
hautes températures, forces de cisaillement) a
provoqué la désactivation de cette derniére. Ce
résultat démontre I’importance de développer des
stratégies qui permettent de maintenir 1’activité
de I’enzyme durant la préparation. Ci-dessous,
nous décrivons deux méthodes dites « directe »
[31] et « indirecte » [32] pour la préparation de
catalyseurs hybrides par atomisation (Schéma 3).

3.1. Méthode « indirecte »

Dans cette approche, une sphére zéolithique
creuse est obtenue par atomisation et utilisée

Assemblage assisté par atomisation

Atomiseur

Entrée gaz

Glucose oxydase |
(GOx)

Suspension de TS-1 + précurseur Si

Partie chaude

“Cristal de TS-1

Silice poreuse
(espaces interparticulaires)

Agrégat enzyme-zéolithe

Schéma 2. Formation d’agrégats enzyme-zéolithe par atomisation a I’aide d’un appareil de séchage en spray.



Préparation de catalyseurs hybrides chémo-enzymatiques par atomisation

comme hote pour ’enzyme qui est agrégée in
situ afin d’éviter son lessivage du solide (Schéma
3A). Cette méthode en deux étapes requiert
’utilisation de milieux de synthése distincts
afin de controler d’une part la morphologie et
la porosit¢ du solide inorganique, et d’autre
part la localisation de 1I’enzyme dans le solide.
Ce systeme de compartimentalisation entre
I’enzyme et la zéolithe se distingue donc
de Dl’approche « directe » dans laquelle des
complexes enzymatiques sont directement
distribués de facon homogene au sein de
I’agrégat de zéolithes formé par atomisation
(voir Section 3.2).

3.1.1. Synthése du solide inorganique

Dans un premier temps, des spheres zéolithiques
creuses ont ¢été obtenues au départ d’une
suspension de nano-cristaux de zéolithes TS-1

[33] alaquelle a été ajouté un précurseur de silice
faisant office d’agent liant entre les cristaux
de TS-1. Des agents porogenes (le surfactant
F127 et I’hydroxyde de tétrapropylammonium,
TPAOH) sont également incorporés dans la
silice amorphe afin d’y ménager une porosité
(ca. 10-20 nm, voir Figure 1) [34] et rendre
la cavité centrale accessible aux enzymes (6,0
x 5,2 x 7,7 nm) [35]. Ces derniers assurent
également un acces aux sites actifs des zéolithes
des microsphéres.

Ce mélange a été¢ atomisé a basse température
(80°C) afin de favoriser une morphologie
sphérique des particules, et le solide ainsi formé
et séché a ensuite été calciné a haute température
(550°C pendant 5h) afin d’éliminer les agents
porogenes et de révéler ainsi la porosité du
matériau. Les parametres utilisés lors de
I’atomisation ont été choisis afin de favoriser
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Schéma 3. Développement de nouveaux catalyseurs hybrides par atomisation. (A) = méthode « indirecte », (B) = méthode « directe ».



la formation de particules creuses, ce qui
nous a permis d’obtenir des sphéres a porosité
hiérarchisée constituée d’une cavité centrale
macroporeuse (ca. 0,4-1 mm) et d’une croute
mésoporeuse (10-20 nm) formée par I’agrégation
des particules de zéolithes microporeuses liés par
une phase de silice amorphe mésoporeuse (Figure
1). Le volume poreux total de ces particules est
de 1,3 cm’.g! pour une surface spécifique externe
de 320 m%.g'. En comparaison, les nanocristaux
de TS-1 présentent un volume poreux de 0,43
cm’.g! (dont 0,28 cm’.g! associ¢ au volume
interparticulaire) et une surface spécifique
externe de 130 m?.g"'. Lactivité intrinséque des
zéolithes TS-1 en époxydation a été préservée
apres atomisation, indiquant que le procédé n’a
pas affecté la structure de la zéolithe ainsi que
’accessibilité des sites actifs.

Indirecte

Figure 1. Images obtenues par microscopie ¢lectronique a balayage des
catalyseurs hybrides synthétisés par les méthodes « indirecte » (gauche)
et « directe » (droite).

3.1.2. Encapsulation de I'enzyme

Dans un second temps, le solide inorganique
(microspheres creuses) a été mis en suspension
dans une solution enzymatique dont la
concentration a été ajustée afin de satisfaire a
un contenu théorique de 50 mg d’enzyme par
gramme de matériau. Une fois le solide imprégné,
I’excés de solution enzymatique a été retiré par
centrifugation et un agent précipitant, le lactate
d’éthyle, a été ajouté au solide afin d’entrainer
la précipitation des enzymes dés lors encapsulées
dansle solide inorganique. L’ajout consécutifd’un
agent réticulant, le glutaraldéhyde, a la suspension
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a ensuite permis d’unir les enzymes précipitées
par un lien covalent, formant ainsi des agrégats
enzymatiques dénommés « CLEAs » (« Cross-
Linked Enzyme Aggregates ») [36, 37]. Le
matériau hybride ainsi obtenu a ensuite été laveé a
I’eau distillée et remis en suspension aqueuse. Le
contenu en enzyme mesuré expérimentalement
par ATG est de 37 mg g'!, soit environ 75% du
contenu nominal. Le contenu final en enzyme
étant dépendant du volume poreux des spheres
zéolithiques, celui-ci peut aisément étre ajusté
en modifiant la concentration en enzymes dans
le milieu d’imprégnation. L’activité de I’enzyme
immobilisée est inférieure a celle de 1’enzyme
libre (Figure 2), ce qui est le résultat de la
réticulation des enzymes qui peut entraver I’acces
a certains sites actifs. Néanmoins, une étude de
la stabilité thermique réalisée sur 1’enzyme libre
et encapsulée dans les microspheres creuses a
montré que I’enzyme encapsulée résiste mieux a
une augmentation de température de 25°C a 45°C
que I’enzyme libre. Ceci pourrait étre un atout
majeur pour la survie des enzymes en conditions
réactionnelles. Aucun lessivage de I’enzyme n’a
par ailleurs été observé sur le catalyseur hybride.

g
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Figure 2. Activit¢ enzymatique de la glucose oxydase dans les différents
hybrides de ce travail, ainsi que sous sa forme complexée et libre.
Conditions expérimentales : T =45°C, pH = 6.0, [Glucose] =200 mM, [O,]
=0,8 mM. La mesure de ’activité enzymatique de I’hybride synthétisé par
méthode directe est entachée d’une erreur relative de + 5.5% (n = 3). Nous
considérons que cette erreur relative est similaire pour les autres mesures.

3.2. Méthode « directe »

Dans cette deuxieéme approche, la synthése du
catalyseur hybride est réalisée par le spray drying
directement a partir d’une suspension contenant



a la fois les nanocristaux de zéolithe et I’enzyme
(Schéma 3B). Pour éviter la désactivation
compléte de 1’enzyme dans le spray, celle-ci
est préalablement stabilisée via la formation de
complexes enzyme—polyélectrolyte. Les spheres
formées parlaméthode directe sontdonc lerésultat
de I’agrégation des nanocristaux de zéolithes en
présence des complexes enzymatiques qui sont
distribués de maniére homogene dans I’agrégat.

3.2.1. Préparation de la suspension de complexes
enzyme-polyélectrolyte

Dans un premier temps, une suspension de
complexes enzyme—polyélectrolyte a ét¢ obtenue
enmélangeantune solutionenzymatiquede glucose
oxydase et une solution de poly(hydrochlorure
d’allylamine) (PAH). La formation des complexes
enzymatiques est spontanée et repose sur les
forces électrostatiques et les forces de Van der
Waals présentes entre la surface de I’enzyme,
chargée négativement, et le PAH portant plusieurs
charges positives par molécule [38]. Les quantités
de chacun des constituants de la suspension ont
au préalable été optimisées afin de s’assurer que
toutes les enzymes présentes en solution sont
complexées par le polyélectrolyte (ratio de charge
(+) / (-) = 6.6). Les complexes ainsi obtenus
ont une taille moyenne de 1 wm. L’activité
enzymatique résiduelle dans les complexes atteint
65% de celle obtenue avec I’enzyme libre (Figure
2). Cette diminution d’activité est probablement
le résultat de limitations diffusionnelles au sein
des complexes, ou de la création d’un micro-
environnement qui différe du reste de la solution.
En particulier, le pH peut étre modifié localement
au sein du complexe [39, 40]. Une stabilisation de
’activité enzymatique est d’ailleurs observée sur
la fenétre de pH 67 pour les complexes, alors
que dans le cas de I’enzyme libre, 1’activité chute
rapidement quand le pH dépasse 6. La stabilité
thermique de I’enzyme dans les complexes reste
quant a elle identique a celle de I’enzyme libre.

3.2.2. Synthése du catalyseur hybride

Dans un second temps, la suspension de
complexes enzyme—polyélectrolyte a  été
mélangée a une suspension de zéolithes TS-1

contenant un précurseur de silice (10 % en
volume). Laconcentration de complexes enzyme—
polyélectrolyte dans le milieu de synthese a été
ajustée afin d’obtenir un contenu théorique en
enzymes de 45 mg g' dans le matériau final.
Le séchage par atomisation, réalis¢ également
a 50°C, a induit P’agrégation des cristaux de
zéolithes et des complexes enzymatiques en
particules de taille comprise entre 0,8 et 5 mm.
Le volume poreux total de ces particules est de
0,3 cm?® g!' pour une surface spécifique externe
de 125 m? g'. Contrairement aux microsphéres
obtenues par la méthode indirecte les particules
synthétisées dans cette section ne sont pas
creuses. La porosité est issue exclusivement des
espaces interparticulaires (Figure 1). L’activité
intrinseéque initiale des zéolithes en époxydation
est réduite de moiti¢ dans le matériau hybride.

A TDinverse de la méthode indirecte, il n’est
pas possible de prédire la localisation des
complexes enzymatiques au sein des agrégats
zéolithiques. L’hypothese la plus probable est
qu’ils sont distribués de maniere homogene dans
les agrégats. L’incorporation des complexes
enzymatiques dans le matériau a été vérifiée
par ATG. L’immobilisation par cette méthode
permet d’incorporer la totalité des EPCs avec un
contenu en matiére organique de 53 mg g (vs.
50 mg g! en théorie). L’activité des complexes
enzymatiques dans le matériau hybride s’éleve
quant a elle a 35 U mg"', ce qui équivaut a
une activité enzymatique résiduelle de 33%
comparée a celle des complexes (Figure 2).
Cette fois encore, aucun lessivage de I’enzyme
n’a été observeé dans ce matériau.

4. Evaluation des performances des catalyseurs
hybrides pour I'époxydation chémo-
enzymatique de l'alcool allylique

Afin d’évaluer les performances des catalyseurs
hybrides, nous avons utilis¢ comme réaction
modele 1’époxydation de ’alcool allylique avec
production biocatalytique et in situ de H,O, au
départ de glucose et d’oxygene. Pour ce type de
réaction en cascade, 1’introduction de TS-1 seul
n’induit aucune activité du fait de I’absence de



H,O,. 4 contrario, I'utilisation de la z€olithe
couplée alaglucose oxydase permet d’induire une
catalyse en tandem ou le produit de la premiere
réaction catalytique — dans ce cas [’oxydation
du glucose par I’enzyme avec co-production de
H,O, —est utilis¢ comme substrat pour la seconde
réaction — ici I’époxydation de ’alcool allylique
en présence de H O, et catalysée par la z€olithe
(Figure 3, voir aussi Schéma 1).

Une ¢étude préliminaire des conditions
expérimentales sur les deux partenaires
catalytiques a été réalisée afin de définir une
fenétre opératoire commune. Par ailleurs,
afin de pallier la consommation d’oxygene
par l’enzyme, un systtme de boucle de
régénération composé d’une pompe et d’une
membrane perméable a I’oxygeéne a ét€¢ mis en
place. En outre, un titrage en continu de 1’acide
gluconique produit par I’enzyme a été prévu
afin de prévenir une acidification du milieu et
ainsi de maintenir le pH a une valeur constante.
Dans ces conditions opératoires optimisées,
les deux catalyseurs hybrides ont été testés
individuellement, en suivant les concentrations
en glucose (Figure 3a), H O, (Figure 3b), et
époxyde (glycidol, Figure 3c¢).

CHIMIE NOUVELLE

Comme le montre la Figure 3, une production
d’époxyde via la réaction en cascade a été
observée pour les deux catalyseurs hybrides
(conversion de glucose allant de 34 a 50% et
sélectivité pour 1’époxyde comprise entre 66 et
69% apres 24h de réaction). Par ailleurs, des
comportements distincts ont été observés sur
les deux matériaux. D’une part, le catalyseur
obtenu par la méthode « indirecte » montre une
productivité initiale en époxyde plus importante
associée a une grande vitesse de consommation
du glucose. D’autre part, ce méme catalyseur
semble se désactiver plus rapidement que son
homologue obtenu par la méthode « directe »,
comme en témoigne la décroissance rapide
de la concentration en H,O, aprés lh ainsi
que la diminution de la vitesse de production
de I’époxyde au-dela de 2h. Au final, c’est le
catalyseur obtenu par la méthode « directe » qui
montre une production en époxyde supérieure
au terme de la réaction (24h). A ce moment, la
concentration en H O, n’est pas nulle, indiquant
par ailleurs que I’enzyme est toujours active. A
I’inverse, le catalyseur obtenu par la méthode
« indirecte » semble ne plus présenter d’activité
enzymatique au terme de la réaction, indiquant
une inactivation de I’enzyme dans ce matériau.
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Figure 3. Epoxydation chémo-enzymatique de 1’alcool allylique en présence des catalyseurs hybrides obtenus par atomisation. a) Evolution
de la concentration en glucose, b) évolution de la concentration en H,0,, ¢) évolution de la concentration en époxyde (glycidol). Conditions
expérimentales : T =45°C, [Glucose] = 0,16 M, [CATA] =5 g.I"", [alcool allylique] = 0,9 M, temps de réaction = 24 h.



Le peroxyde d’hydrogene est connu pour
désactiver I’enzyme de fagon irréversible du fait
de sa réactivité a ’encontre de certains résidus
de I’enzyme. La différence de comportement
entre les deux catalyseurs hybrides semble
indiquer que la distribution spatiale des espéces
catalytiques aun effetsurlastabilité de’enzyme.
Plus que D’association des deux partenaires
catalytiques, la proximité entre les sites actifs
semble favoriser la stabilit¢ de ’enzyme (par
la conversion rapide du peroxyde) et donc les
performances du catalyseur hybride. Cette
observation nous encourage (dans les travaux
de recherche en cours) a tenter de concevoir des
catalyseurs hybrides avec un meilleur contrdle
sur l’organisation spatiale des deux entités
catalytiques pour améliorer les performances.

5. Conclusion

Dans diverses applications, il apparait opportun
de chercher a tirer parti des avantages offerts
par les enzymes d’une part et de ceux offerts par
les catalyseurs hétérogenes d’autre part. L’idée
de développer des catalyseurs hybrides chémo-
enzymatiques permet d’envisager des procédés
intensifiés et potentiellement plus verts. Au-
dela de I’exemple de réaction discuté ici (une
oxydation s¢lective alimentée par du peroxyde
d’hydrogéne produit in situ), de nombreuses
transformations chimiques pourraient étre
réalisées en cascade avec des productivités
et des sélectivités améliorées : synthése de
molécules chirales, valorisation de composés
biosourcés, etc. Cependant, certains catalyseurs
hétérogenes sont peu adaptés pour former de
tels hybrides avec les enzymes. En particulier,
il est compliqué d’immobiliser des enzymes
sur/dans des catalyseurs solides cristallins et/ou
microporeux comme les zéolithes.

Dans cette contribution, nous avons montré que
les méthodes d’atomisation (spray) peuvent
étre avantageusement utilisées pour obtenir des
catalyseurs hybrides « enzyme + zéolithe ».
L’avantage principal est que ces méthodes
reposent sur des assemblages physiques, en lieu
place des stratégies classiques d’encapsulation

dans les pores (trop petits), de simple
physisorption (interactions trop faibles) ou de
greffage covalent (inefficace ou dénaturant).
Dans une premicre approche, la voie aérosol
donne accés a des objets creux (microcapsules,
aussi appelées microsphéres) constitués de
I’agrégation de nanocristaux de zéolithe, qui
peuvent étre utilisés comme « cargo » pour les
enzymes piégées dans la cavité centrale. Cette
méthode indirecte (en deux étapes) permet
aisément d’adapter les proportions d’enzymes
et de zéolithes. Dans une deuxiéme approche, il
s’agit de forcer 1’agrégation entre les zéolithes
et les enzymes directement par le séchage de
gouttelettes qui contiennent les deux especes.
Cette méthode directe nécessite la mise en
place de stratégies de stabilisation de I’enzyme
pour augmenter sa résistance aux conditions
dénaturantes du spray. Nous montrons ici
I’intérét de la formation de complexes enzymes-
polyélectrolytes pour une telle stabilisation.
Les deux méthodes ont permis de mener des
réactions chémo-enzymatiques en cascade.

L’organisation spatiale des deux especes
catalytiques au sein de I’hybride (mélangées
intimement ou au contraire compartimentées)
est un ¢lément crucial a évaluer, optimiser,
et exploiter pour mener efficacement les
réactions chimiques en cascade. Ce parameétre
de proximité gouverne le comportement de
I’hybride en influant sur les désactivations
mutuelles, le transfert rapide des intermédiaires
réactionnels, etc. Les procédés aérosol sont
idéalement positionnés pour générer des
catalyseurs hybrides modeles qui permettront
d’¢lucider ces phénomenes et potentiellement
de préparer certains catalyseurs du futur pour
I’industrie chimique.
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