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Optimisation de l’estérification enzymatique du mannose par l’utilisation de co-solvants
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Estérification du D-Mannose catalysée par la lipase B de Candida antarctica immobilisée (Novozyme 435)

Les esters de sucres sont des surfactants non–ioniques ayant de nombreuses applications dans les industries alimentaire et
pharmaceutique. Le mannose est un sucre lignocellulosique intéressant au niveau biologique puisque des récepteurs de mannose sont
présents à la surface des cellules présentatrices d’antigène: des oligomères de chitosanes et des liposomes porteurs de mannose peuvent
être utilisés en tant que vecteur de médicaments ou de vaccins à ADN nus [1,2,3]. Cette étude rapporte l’optimisation de la synthèse du
myristate de mannose, catalysée par la lipase immobilisée B de Candida antarctica (Novozyme 435). Les concentrations optimales en
mannose et en acide myristique sont respectivement de 0,1 et 0,6 M dans du tert-butanol pur à 60°C. Afin d’améliorer la vitesse initiale de
la réaction, différents mélanges de tert-butanol et de co-solvants polaires ont été testés. Les solvants polaires (log P faibles) augmentent la
solubilité des sucres mais provoquent l’inactivation partielle des lipases [4]. Le but de cette étude est donc de trouver un compromis entre
la solubilité du sucre et le maintien de l’activité enzymatique, mais aussi d’étudier plus en profondeur l’effet des co-solvants.

Influence des co-solvants sur les vitesses initiales et les rendements de production du myristate de mannose
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Réaction de référence
Rendement = 55%
Vitesse initiale = 1,3 g/l.h
Anomère αmajoritaire (α/β 90/10)

Myristate de mannose
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Influence du DMSO et de la pyridine sur la solubilité du mannose

Conclusions

Influence du DMSO et de la pyridine sur  l’activité de la Novozyme 435
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Rendement de réaction diminue lors d’un ajout trop
conséquent de co-solvant.
Seul le DMSO augmente légèrement le rendement de la
réaction (11%) à faible pourcentage v/v (inférieur à 20 % vol.)

Cette étude nous a permis d’évaluer l’influence de quatre co-solvants sur les vitesses initiales et les
rendements de production du myristate de mannose. L’anomère α s’est révélé être le plus stable.
Les réactions ont été conduites à 60 °C avec 2 mg/ml de Novozyme 435. Les concentrations
optimales en mannose et en acide myristique sont respectivement de 0,1 M et 0,6 M. Dans ces
conditions, la vitesse initiale est de 1,3 g/l.h et le rendement de réaction est de 55 %. L’ajout de co-
solvant permet d’accélérer la réaction: le meilleur système est le mélange DMSO / tert-butanol
dans les proportions 10 / 90 v/v. La vitesse initiale de réaction est alors accrue de 130 %, ce qui
mène à une vitesse initiale de 3,2 g/l.h.

Pourcentage en co-solvant (%)

Ajout d’une faible proportion de co-solvant : augmentation des vitesses
initiales de réaction MAIS ajout d’une quantité trop importante néfaste.
DMSO = le plus efficace car permet le meilleur gain de vitesse initiale, 130 %,
à faible pourcentage v/v (10 % vol.).
Pyridine = moins bon des co-solvants testés.
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Pourcentage en co-solvant (%)

DMSO
Pyridine

Pourcentage de DMSO
auquel l’enzyme a été
soumise

Rendement à 48 h
par rapport au blanc

10 % 86 %

15 % 58 %

20 % 25 %

30 % 0 %

40 % 0 %

Pourcentage de 
pyridine auquel 
l’enzyme a été soumise

Rendement à 48 h
par rapport au blanc

10 % 105 %

15 % 106 %

20 % 105 %

30 % 102 %

40 % 96 %

DMSO : permet une meilleure solubilisation du mannose (jusqu’à 85 % du mannose total dissous dans le milieu réactionnel)
Augmentation des vitesses initiales de réaction MAIS effet inhibiteur sur l’enzyme.

Pyridine : augmentation de la solubilité du mannose, pas de dénaturation de l’enzyme, MAIS pas d’augmentation de la vitesse initiale de réaction
Pyridine pourrait déprotoner la fonction acide de l’acide myristique et ainsi réduire sa disponibilité

Détermination de la concentration en mannose dissous
pour différents pourcentages de DMSO et de pyridine par
HPLC-ELSD

Soumission de la Novozyme 435 à différents pourcentages v/v de DMSO et de
pyridine durant 5 h, puis nettoyage et réutilisation dans le cadre de la réaction
de référence. Comparaison avec les résultats obtenus avec la Novozyme 435
non soumise aux co-solvants (blanc).

Pourcentage en co-solvant (%)


