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Résumé La biocatalyse, utilisant des enzymes définies pour des transformations chimiques, est devenue une solution
technologique de plus en plus populaire en synthèse chimique sur le plan académique mais aussi à l’échelle
industrielle. En plus des avantages d’employer des enzymes dans des conditions de réaction douces et
respectueuses de l’environnement, les chimistes reconnaissent la valeur des enzymes liée à la sélectivité
exceptionnelle, en termes de stéréo-, régio- et chimiosélectivité dans de nombreuses biotransformations. Après
deux décennies d’impressionnants développements, le domaine est maintenant mature pour proposer un panel
d’enzymes très diversifié. Des réactions catalysées par des métaux peuvent ainsi être remplacées par des réactions
biocatalysées (réduction asymétrique d’alcènes, d’alcynes conjugués, de cétones, d’énones), conduire l’amination
asymétrique de cétones, mais aussi dans le cas des réactions d’oxydation, réaliser la désaturation de cétones.

Mots-clés Biocatalyse, enzyme, biotransformation, catalyse enzymatique, chimiosélectivité, stéréosélectivité,

régiosélectivité, réduction, amination, oxydation.

La biocatalyse : une solution technologique 

indispensable dans la boîte à outils du chimiste

de synthèse

La catalyse est au cœur de la chimie de synthèse moderne :
90 % de tous les produits chimiques commerciaux sont
produits par des méthodes qui impliquent au moins une étape
catalytique. En conséquence, le marché mondial des cataly-
seurs a connu une croissance constante au cours des dernières
décennies. Bien que l’histoire du développement et des appli-
cations des catalyseurs artificiels remonte au XVIIIe siècle, la
recherche sur la catalyse reste l’un des domaines les plus
dynamiques de la recherche en synthèse chimique.
Il convient de noter que la pression croissante pour réduire
la consommation d’énergie, protéger l’environnement et
conserver les ressources naturelles défie plus que jamais les
chimistes de synthèse. Ces derniers continuent leur quête à
la recherche du processus de synthèse « idéal ». Le processus
de synthèse ultime se définit par un rendement et une
énantiosélectivité de 100 %, un procédé économique, respec-
tueux de l’environnement et durable pour la production de
composés utiles. La catalyse est clairement un moyen pour
y parvenir.
Parmi les domaines de la catalyse, nous pouvons retenir la
catalyse homogène, hétérogène, l’organocatalyse et la bio-
catalyse. Dans cet article, nous nous intéresserons à cette
dernière, pour laquelle des progrès considérables ont été
obtenus depuis ces deux dernières décennies, conduisant à
une technologie mature en synthèse organique.
Une des avancées majeures aura été la mise au point des
méthodes d’évolution dirigée d’enzymes par Frances Arnold
qui ont permis l’adaptation des enzymes et leur optimisation
aux besoins de la catalyse – ses travaux ont été récompensés
par le prix Nobel de chimie en 2018(1). Une autre avancée
majeure pour la découverte de nouvelles enzymes a été
l’explosion fulgurante des progrès de séquençage d’ADN à
haut débit, mais également le développement des techniques
d’ingénierie de protéines combinées avec les nouveaux outils
de modélisation en bioinformatique. L’ensemble de tous ces
progrès technologiques ont permis de déployer l’application
de la biocatalyse dans de multiples voies de synthèse [1-2].
Aujourd’hui, le nombre de réactions accessibles par une
approche biocatalytique s’est considérablement élargi [3].

Toutefois, pour les néophytes, son utilisation semble réservée
à certains experts, alors qu’elle devrait être plus largement
répandue chez le chimiste de synthèse.
Changeons de paradigme ! En effet, les principaux préjugés
sont essentiellement qu’un procédé enzymatique est néces-
sairement très dilué, que les enzymes ne sont pas stables,
qu’elles constituent un coût élevé dans le procédé, et que la
réaction ne fonctionne pas sur des composés non solubles
dans l’eau ou très éloignés du substrat naturel.
Notons également que les réactions biocatalysées peuvent
être conduites en combinaison avec les solvants organiques,
et que la stabilité et la productivité des biocatalyseurs pour
des applications commerciales sont désormais largement
démontrées [4].
Les enzymes ont une structure 3D chirale qui interagit en de
multiples points de contact avec le substrat, expliquant ainsi
activité et sélectivité. Ainsi, au travers de l’ingénierie des
protéines, les modifications des séquences protéiniques et par
conséquent de leurs structures 3D, il est possible de modifier
à l’infini les propriétés d’un biocatalyseur afin d’atteindre le
cahier des charges ciblé. À l’inverse, la sélectivité et la réacti-
vité des catalyseurs chimiques sont plus limitées aux struc-
tures disponibles des catalyseurs eux-mêmes ou bien de leurs
ligands.
Il est important de mentionner que l’organocatalyse a
longtemps été éclipsée par les nombreux succès de la catalyse
utilisant les métaux de transition. Cependant, à partir de la fin
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des années 1990, une série d’études fondamentales sur les
catalyseurs chiraux sans métal, tels que les cétones, les thiou-
rées et les amines, pour la catalyse asymétrique, a déclenché
un nouvel engouement pour l’organocatalyse [5]. 
Cette renaissance a significativement modifié le champ du
possible en catalyse. C’est une alternative prometteuse,
présentant généralement une meilleure tolérance à l’humidité
et à l’air, ainsi qu’une excellente compatibilité avec divers
groupes fonctionnels. Toutefois, leur principale limite est leur
faible efficacité. Dans de nombreux cas, il est nécessaire
d’avoir une quantité de catalyseur élevée et la sélectivité est
difficile à contrôler. La nécessité de développer des cataly-
seurs hautement chimiosélectifs et efficaces reste un défi en
chimie de synthèse, aussi bien en organocatalyse qu’en
catalyse organométallique. 

Pourquoi vouloir substituer les métaux de transition 

par la catalyse enzymatique ?

Les métaux de transition sont très largement utilisés en tant
que catalyseurs dans la synthèse de molécules pour la chimie
fine ou pour l’industrie pharmaceutique. Les principales
réactions catalysées par des métaux de transition sont les
couplages croisés pour la création de liaisons carbone-
carbone (couplages de Suzuki, Negishi, Heck…) et les
réactions de réduction (hydrogénation/réduction asymé-
trique d’imines, d’alcènes, de cétones…). Bien que très
efficaces en termes de sélectivité (chimio-, régio-, énantio-),
ces réductions sont affectées par le prix des métaux de transi-
tion qui peuvent conduire à un problème de compétitivité
économique. En effet, au cours des cinq dernières années, le
prix des métaux de transition a fortement augmenté : par
exemple d’un facteur 5 pour le palladium, ou encore d’un
facteur 11 pour le rhodium (figure 1). De plus, la plupart des
catalyseurs à base de métaux de transition sont associés à un
ligand. Ces ligands, qui sont nécessaires à l’activité catalytique
ou à l’induction de la chiralité, sont généralement sensibles
à l’air et requièrent plusieurs étapes de synthèse, ce qui
impacte considérablement le prix du catalyseur.
Les variations des prix de ces métaux de transition sont très
sensibles aux évènements géopolitiques du fait de leur prove-
nance internationale. La catalyse à base de métaux précieux
pour industrialiser des procédés compétitifs est donc assez
vulnérable. En comparaison, le coût de production de
l’enzyme est stable et prédictif, ce qui permet d’amener le
procédé enzymatique à un modèle économique plutôt
constant.
De plus, l’utilisation de la catalyse homogène dans l’industrie
pharmaceutique doit s’accompagner d’une élimination
complète de toutes traces de métal, généralement toxique,
dans le principe actif fini. Par conséquent, l’étape de purifica-
tion pour éliminer les métaux aux seuils requis peut être
problématique.
Lorsque l’on compare la biocatalyse par rapport à la catalyse
hétérogène, même si certaines conditions opératoires sont
similaires telles que le pH, la température et la pression, en
général la catalyse hétérogène ou homogène est réalisée
avec des productivités (STY) comprises entre 1 et 10 kg/L/h. En
comparaison, la biocatalyse atteint plus fréquemment des
STY dans la plage de 0,001-0,3 kg/L/h. Toutefois, la possibilité
aujourd’hui d’identifier et de concevoir l’enzyme optimisée
(ou enzyme sur mesure) pour la synthèse de produits
chimiques est plus que jamais à portée de main ! L’exemple

industriel le plus impressionnant est la production d’acryla-
mide avec une nitrile hydratase (STY > 100 g/L*h) à l’échelle
de 50 000 t/an [6]. 
Rappelons que l’amélioration des enzymes par l’approche
d’évolution dirigée a d’abord été mise au point par Arnold,
Stemmer et Reetz autour du tournant du XXIe siècle [7]. Elle
s’est révélée cruciale pour améliorer les propriétés enzyma-
tiques existantes, ce qui a permis aux chercheurs de dévelop-
per des enzymes avec de nouvelles performances. Bien que
généralement très spécifique pour son substrat naturel, une
enzyme peut présenter une sélectivité moindre sur un
substrat non naturel, ainsi qu’une activité et une stabilité
limitées dans les conditions opératoires. Ces différents
paramètres peuvent être maintenant améliorés avec une
efficacité et une rapidité accrues du fait des nouvelles
méthodes d’évolution rationnelles ou semi-rationnelles
reposant sur des approches bioinformatiques [8].
Nous avons établi ici une liste exhaustive des réactions cataly-
sées par des métaux qui peuvent être remplacées par des
réactions biocatalysées, soit en illustrant avec des exemples
au sein de Seqens, soit en décrivant des exemples publiés. 

Réductions enzymatiques

La réduction des alcènes

La réduction des alcènes en leurs produits saturés est une
transformation chimique très importante et recherchée dans
la synthèse de composés dans divers domaines, allant du
« craquage » jusqu’à la production de synthons complexes
utilisés le plus souvent dans l’industrie des arômes et parfums,
cosmétique, agrochimique ou pharmaceutique. 
L’une de ces approches consiste à réaliser une hydrogénation
asymétrique, ce qui implique l’utilisation de métaux précieux
comme le rhodium, le ruthénium ou l’iridium en association
avec, le plus souvent, des phosphines chirales, et où la source
réductrice est l’hydrogène gazeux. Sa mise en application
nécessite une expertise particulière en catalyse, et bien sûr

Figure 1 - Évolution du prix du palladium et du rhodium.
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l’accès à l’équipement approprié d’hydrogénation sous
pression.
Concernant l’accès au ligand chiral, celui-ci est parfois dispo-
nible commercialement, sinon il est nécessaire de le synthéti-
ser. Ainsi, le coût et le délai de production de certains ligands
chiraux, tels que les phosphines chirales, sont à prendre en
considération.
En comparaison, les enzymes (une chaîne polypeptidique qui
comprend en moyenne 200-600 acides aminés) sont nécessai-
rement produites par fermentation. Selon l’hôte de produc-
tion (bactérie ou levure, par ex.), les durées de culture sont de
l’ordre de 24 à 72 heures. 
Ce type de réduction asymétrique peut être catalysée par une
classe d’enzymes, les ène-réductases (ERED), aussi appelées
« old yellow enzyme » (OYE). La réaction globale catalysée par
les ène-réductases est dépendante du cofacteur FMN (flavine
mononucléotide) qui sert de « navette » pour transférer des
électrons. La réaction se déroule en deux étapes : la première
consiste en une oxydation du NAD(P)H par transfert d’hydrure
vers le cofacteur FMN flavine (demi-réaction réductrice), et la
deuxième étape consiste en un transfert d’hydrure de la
flavine réduite au substrat qui effectue la réduction des
alcènes (demi-réaction d’oxydation) (figure 2). Signalons que
les alcènes substrats de ces enzymes doivent comporter un
groupement électro-attracteur (exemples : nitro, carbonyle,
nitrile, imide et dérivés carboxyliques) pour activer la double
liaison. 

Exemples de réactions ène-réductases

décrites dans la littérature

Les ène-réductases font l’objet d’une attention particulière de
la part de groupes de chimie qui développent des procédés
pharmaceutiques industriels ; on peut citer par exemple les

travaux publiés par Pfizer Inc. concernant la synthèse de la
prégabaline [9]. La biotransformation, à partir de l’isomère (E)
du dérivé nitrile, a été obtenue avec un rendement de 69 %
et > 99 % ee (figure 3).
Dans le cas de la synthèse de vinylphosphonates [10], la réduc-
tion asymétrique par des catalyseurs au rhodium est peu
énantiosélective et les taux de conversion sont très moyens
[11], alors que ce type de catalyse s’avère extrêmement
efficace sur des analogues fonctionnalisés avec un groupe-
ment énamide ou des esters d’énols.
La version biocatalysée a été étudiée par le groupe de Faber et
a permis d’obtenir d’excellents résultats en termes de stéréo-
sélectivité, en particulier sur des dérivés vinylphosphonates
b-activés (figure 4).
L’utilisation de la biocatalyse dans la synthèse de fragrances,
telles que les dérivés a-méthyl dihydrocinnamaldéhydes,
est aussi très attractive. Dans le cas de la synthèse du parfum
de « lily-of-the-valley », sous la marque de HelionalTM ou
LysmeralTM, ou encore de la synthèse d’un ingrédient actif
commun à plusieurs parfums, sous la marque HelionalTM

Figure 2 - Schéma général de la réduction stéréosélective d’alcènes activés par les enzymes ERED dépendant du FMN (EWG : groupe électroattracteur ; FMN : flavine mononucléotide).

Figure 3 - Synthèse enzymatique d’un intermédiaire de la prégabaline avec une ERED.

Figure 4 - Réduction asymétrique des dérivés vinylphosphonates par des ERED.
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ou TropionalTM, l’approche biocatalytique a été décrite [12]
(figure 5).
Par ailleurs, au sein de Seqens, nous avons réalisé la bioréduc-
tion asymétrique d’un acide déhydro-aminé pour la synthèse
d’un analogue d’acide aminé (figure 6). Les ERED testées
ont permis de réduire sélectivement une seule des fonctions
alcènes.
À l’exception de deux enzymes, les ERED de notre collection
ont toutes présenté une activité dans cette réaction, le taux
de conversion lors de cette première série de criblage étant
de 30 % environ, avec un degré d’énantiosélectivité élevé.
L’optimisation des conditions enzymatiques est en cours
d’étude. Il est à noter que cet acide aminé est actuellement
produit industriellement par hydrogénation asymétrique
catalysée par un sel de rhodium chiral [13] et est un synthon
clé dans la synthèse du Danoprevir (figure 7), un antiviral
repositionné pour traiter la Covid-19.
Pour démontrer la pertinence du processus biocatalytique
par rapport à la catalyse métallique, une estimation des coûts
a été réalisée. Pour se faire, seuls les coûts de matières
premières ont été considérés. Dans le cas de la réaction cataly-
sée par du rhodium, la charge en catalyseur a été fixée à 1,2 %
mol, le recyclage du métal à 75 % et le prix du ligand n’a pas
été considéré (pas disponible à l’échelle industrielle). Pour la
réaction catalysée par une ERED, la charge en catalyseur
(cellules entières sèches exprimant l’enzyme) a été fixée à
0,5 ou 3 % massique. Le prix du cofacteur a été inclus et la
GDH (glucose déshydrogénase) utilisée pour le recyclage du
cofacteur a été considérée comme coexprimée avec l’ERED
(une seule fermentation, deux enzymes produites). L’impact
du catalyseur sur le coût de fabrication de l’intermédiaire a été
rapporté en fonction de la quantité d’intermédiaire produite
(figure 8).
Cette estimation des coûts montre que d’après les hypothèses
énoncées, la réaction enzymatique devient compétitive à
partir de 0,5 t dans le meilleur des cas (prix du rhodium de
2020) alors que le prix du ligand n’est pas considéré. De plus,
l’impact du catalyseur métallique sur le coût est guidé par le
prix du métal et pas par l’échelle de la production, alors que
dans le cas de la réaction biocatalysée, un fort effet d’échelle
existe entre le prix de production du biocatalyseur et la
quantité d’intermédiaire visée.

Finalement, cette estimation montre que le remplacement
d’une réaction catalysée par un métal de transition par une
réaction enzymatique peut résulter en un procédé compétitif
selon l’échelle de production. Ceci est expliqué par la volatilité
du prix des métaux de transition comparé aux prix stables des
matières premières utilisées en fermentation (glucose, sels
minéraux…). De plus, il existe un fort effet d’échelle avec une
réduction de coût lors de la production d’un biocatalyseur,
rendant ce dernier compétitif pour la production de l’intermé-
diaire à grande échelle. Pour atteindre une telle compétitivité,
la réaction enzymatique devrait bien entendu être optimisée
par rapport aux essais réalisés ici avec pour but d’augmenter
la concentration en substrat, diminuer la charge en enzyme
et assurer la sélectivité de l’enzyme.

Réduction asymétrique d’alcynes conjugués

La réduction par les ERED a été testée sur des alcynes conju-
gués à une cétone ou un ester (figure 9). Une telle réaction
peut être effectuée en présence du catalyseur de Lindlar
(palladium/BaSO4). Cette transformation permet d’obtenir
sélectivement les alcènes de géométrie Z à partir des alcynes
correspondants. Toutes les enzymes se sont révélées actives
sur les alcynones conjuguées, certaines conduisant à la réduc-
tion complète de la triple liaison, alors que d’autres ont permis

Figure 5 - Réduction asymétrique des dérivés dihydrocinnamaldéhydes par des ERED.

Figure 6 - Réduction d’un acide déhydro-aminé par des ERED.

Figure 7 - Structure du Danoprevir et hydrogénation asymétrique d’un acide déhydro-aminé.

Figure 8 - Impact du prix du catalyseur par rapport à la quantité d’intermédiaire produite.
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de former sélectivement l’alcène. L’isomère E est formé exclu-
sivement avec l’ERED à la différence de l’hydrogénation en
présence du catalyseur de Lindlar qui donne l’isomère Z.
Concernant les alcyno-esters, seules trois ERED ont permis sa
réduction en l’alcène E exclusivement (pas de trace d’alcane,
conversion entre 33 et 72 %). La différence de réactivité entre
les alcynones et les alcyno-esters peut s’expliquer par la diffé-
rence d’électronégativité des groupements électro-attrac-
teurs conjugués à l’alcène, modulant ainsi leur potentiel
redox.

Réduction des cétones

Les alcool déhydrogénases (ADH) catalysent la réduction
asymétrique de cétones. Il existe une grande diversité
d’enzymes ADH qui, en général, acceptent un large panel de

substrats. Ce sont probablement les enzymes les plus large-
ment utilisées en synthèse asymétrique pour des applications
en chimie fine et pharmaceutique. L’un des avantages de
la réduction enzymatique est la possibilité de prédire la stéréo-
chimie du produit issu de la biotransformation basée sur
le choix de l’enzyme et la configuration du substrat [14]
(figure 10). Un grand nombre d’enzymes ADH suit la règle
de Prelog.
Notons également que les enzymes ADH peuvent être utili-
sées dans le sens de l’oxydation des alcools en cétones ou
aldéhydes [15].
Nous pouvons citer deux exemples industriels d’utilisation des
ADH. Le premier exemple est la réduction asymétrique du
4-chloroacétoacétate pour obtenir la chaîne latérale statine :
le (S)-4-chloro-3-hydroxybutyrate, qui est utilisé dans la
synthèse de l’atorvastatine (anti-cholestérol). Le second
exemple est celui utilisant la bioréduction d’une cétone pour
obtenir le Montelukast (traitement de l’asthme) (figure 11).
Pour comparaison, en catalyse classique asymétrique, nous
pouvons citer l’hydrogénation asymétrique réalisée par
transfert d’hydrogène [16], utilisant par exemple les sels de
formates et des catalyseurs à base de ruthénium, rhodium
ou iridium.

Réduction d’énones

Enfin, dans la synthèse des dérivés caroténoïdes, le
(4R,6R)-actinol est un intermédiaire utilisé industriellement.
Celui-ci peut être obtenu par catalyse homogène avec du

Figure 9 - Réduction d’alcynes conjugués par des ERED.

Figure 10 - Synthèse enzymatique du (S)-4-chloro-3-hydroxybutyrate avec une ADH.

Figure 11 - Réduction enzymatique d’un intermédiaire du Montelukast avec une ADH.
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ruthénium [17], mais il est également possible de l’obtenir
par une double réaction enzymatique, avec pour première
étape l’utilisation d’une ène-réductase pour accéder au
(6R)-levodione, suivie de la réduction d’une cétone de la
dicétone par la lévodione reéductase [18] (figure 12).

Amination asymétrique de cétones

Les amines chirales sont des structures représentées dans
différents produits tels que des bioactifs pharmaceutiques,
agrochimiques, etc. Parmi les stratégies classiques de
synthèse d’amines primaires chirales (réaction de Mitsunobu,
réaction de Gabriel…), une des stratégies les plus directes
pour la synthèse d’amines chirales est l’amination réductrice
de cétones prochirales. Une telle réaction peut être catalysée
par des métaux de transition en présence d’hydrogène, mais
peut être également réalisée par des transaminases et des
amines déhydrogénases.
Par exemple, la synthèse biocatalytique industrielle de
l’antidiabétique sitagliptine par Merck & Co Inc. témoigne de
la forte valeur ajoutée des transaminases [19] pour accéder
aux amines chirales primaires. Le précurseur de la sitagliptine
est une cétone multifonctionnelle volumineuse. L’ingénierie
des protéines a été nécessaire pour atteindre à la fois un haut
niveau d’activité et de stéréosélectivité et rendre la transami-
nase active (figure 13). Le biocatalyseur modifié a subi vingt-
sept mutations de ses résidus et a permis de convertir la
cétone à une concentration de 0,5 M (250 g/L). La réaction
s’est faite en présence de 1 M d’isopropylamine comme
donneur d’amine, dans 50 % de DMSO, à 45 °C avec une
stéréosélectivité parfaite (> 99 % ee) et un rendement de
90 %. Cet exemple est assez remarquable et est devenu une
référence pour les biotransformations industrielles.

Désaturation de cétones 

(transformation de cétones en énones)

La réaction de Saegusa-Ito permet la transformation de
cétones en énones conjuguées. La première étape consiste
à convertir la cétone en énol d’éther, puis à oxyder ce dernier
en énone grâce à un sel de Pd(II) (figure 14).

Une telle réaction est possible grâce à une ène-réductase de
Geobacillus kaustophilus [20]. Cette enzyme a permis la forma-
tion d’énones cycliques à partir des cétones cycliques corres-
pondantes et cette enzyme pourrait être une alternative
potentielle au palladium. Au sein de Seqens, des résultats
prometteurs ont été observés sur des cétones linéaires ou
cycliques à six chaînons, mais dès lors que le groupement
attracteur est moins fort (ester vs cétone) ou que le cycle est
à cinq chaînons, la réaction ne fonctionne pas.
Par ailleurs, différents stéroïdes présentant une fonction
cétone en position 3 ont été traités dans les conditions de
désaturation (figure 15). Dans les cas de la testostérone, de la
stanolone et de l’androstènedione, la désaturation prend
place uniquement en position 1-2. En effet, l’oxydation de la
stanolone ne conduit pas à la formation de testostérone ou de
boldénone. Dans le cas de l’androstènedione et l’androstadiè-
nedione, aucune trace de produit insaturé n’a été observée
en position 15-16 du cycle D à cinq chaînons.
Malgré des résultats prometteurs et des conditions relative-
ment douces (pas de métal, pH 7, 70 °C), la réaction est limitée
en termes de tolérance de substrat. Cette réaction fonctionne
bien sur des composés de type stéroïde, mais dès lors que
le cycle est plus contraint, la réaction n’a pas lieu.

La puissance des cascades enzymatiques, 

et à la découverte de réactions encore inaccessibles

Ces différents exemples démontrent qu’un grand nombre de
réactions catalysées par des métaux de transition peuvent être
remplacées par des réactions enzymatiques. 
La stratégie pour la mise en œuvre pratique de ces réactions
biocatalysées repose le plus souvent sur la méthode qui
consiste, en fonction de la réaction et du substrat considérés,

Figure 12 - Synthèse enzymatique du (6R)-levodione avec une ERED.

Figure 13 - Synthèse enzymatique de la sitagliptine avec une transaminase.

Figure 14 - Oxydation de Saegusa-Ito.
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à un criblage d’enzymes sélectionnées, afin de rapidement
évaluer la faisabilité technique du remplacement d’un métal
de transition.
Pour l’implémentation des procédés industriels, l’ensemble
des étapes de la voie de synthèse, y compris la disponibilité du
substrat, doit être pris en compte dès le début du développe-
ment du procédé, afin de s’assurer de la meilleure conception
de la voie en intégrant l’approche biocatalytique. Il est égale-
ment important de souligner le fait que les sélectivités des
enzymes sont souvent excellentes, et que les chercheurs sont
moins concernés par la productivité et la stabilité opération-
nelle des enzymes ; ces indicateurs doivent alors être poursui-
vis par les groupes industriels afin d’atteindre le besoin de
STY élevés et de compétitivité économique.
L’avenir de la biocatalyse est très prometteur ! Non seulement
pour accroître continuellement les succès industriels et acadé-
miques, souvent grâce à des collaborations fructueuses, mais
aussi grâce à l’accélération des connaissances sur les enzymes
et les développements scientifiques qui confortent cette belle
dynamique.
Le champ d’applications de la biocatalyse s’étend très rapide-
ment. Le nombre de biotransformations désormais connues
en concevant de nouveaux biocatalyseurs, ou grâce à l’explo-
ration de la biodiversité des enzymes, se rapproche à grand
pas des méthodes chimiques déjà existantes pour créer des
liaisons dont on ne soupçonnait pas l’existence il y a encore
quelques années [21]. Quelques exemples remarquables dont
ceux issus des travaux de Frances H. Arnold [22] montrent qu’il
est désormais possible de réaliser un cyclopropane sur une
double liaison, via un transfert de carbène par voie enzyma-
tique, ou bien encore de former une liaison carbone-silicium.
Il est réjouissant de constater le développement important
des métalloenzymes artificielles, le plus souvent à base de
peptides. En effet, de nombreuses publications apparaissent,
et les travaux récemment publiés par D. Hilvert [23] sur l’évolu-
tion du concept d’évolution dirigée et la performance de ces
nouveaux « biocatalyseurs », que ce soit en termes d’activité
ou d’énantiosélectivité, ont pu être obtenus.
Dans l’immédiat, nous voyons deux tendances grandissantes,
la première étant la possibilité de réaliser des réactions
biocatalytiques en cascade, dont les bénéfices peuvent être
énormes. Un exemple remarquable très récent est le dévelop-
pement d’une cascade biocatalytique pour la synthèse de
l’islatravir pour le traitement du VIH. Les chercheurs de chez
Merck ont assemblé un total de neuf enzymes dont cinq
enzymes optimisées et quatre enzymes auxiliaires supplé-
mentaires pour donner l’islatravir avec un rendement global
de 51 % sous la forme d’un seul isomère en solution aqueuse.
Ce travail montre vraiment la puissance des cascades enzyma-
tiques pour la synthèse de molécules complexes [24]. Cette

méthode permet de ne pas avoir à isoler les intermé-
diaires réactionnels.
Enfin, la combinaison des enzymes avec d’autres types
de catalyseurs chimiques est également en plein essor.
Le champ de la catalyse hybride et d’une nouvelle
classe de catalyseurs, les catalyseurs hybrides,
associant enzyme et catalyseur hétérogène, est actuel-
lement exploré [25].
Sur le plan académique principalement, l’étude de
cette combinaison de catalyses pourrait conduire à la
découverte de réactions qui ne sont pas encore acces-
sibles avec l’un ou l’autre type de catalyseur seul.

(1) Prix Nobel reçu aux côtés de Gregory Winter et Georges P. Smith pour leur travaux sur
l’évolution dirigée de peptides et des anticorps via des phages.
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Résumé Dans le cadre d’une chimie verte, respectueuse de l’environnement, les enzymes artificielles constituent des
catalyseurs de choix pour la synthèse de produits d’intérêt pour la chimie fine. Deux exemples phares de travaux
sur les métallo-Diels-aldérases artificielles sont présentés dans cet article. Le premier évoque les applications
envisagées dans la biocatalyse, et le deuxième ouvre de nouvelles perspectives pour les enzymes artificielles
en médecine, notamment par la préparation de métallo-b-lactamases artificielles in vivo. Une brève revue des
complexes biomimétiques des métallo-b-lactamases est également présentée. Ces complexes sont une source
d’inspiration pour la préparation des métallo-b-lactamases artificielles visées. Les modifications des ligands de
ces complexes qui sont susceptibles de conduire à de meilleures activités sont décrites en conclusion.

Mots-clés Chimie bioinorganique, biomimétisme, métalloenzyme artificielle, cycloaddition de Diels-Alder,
β-lactamase.

Abstract Artificial metalloenzymes: prospects from biocatalysis to medical applications

In the context of green chemistry, respectful of the environment, artificial enzymes are catalysts of choice for the
synthesis of products of interest for fine chemistry. Herein, two key examples of works on artificial metallo-Diels-
alderases are presented. The first evokes future applications in biocatalysis, and the second opens up new
perspectives for artificial enzymes in medicine, particularly through the preparation of artificial metallo-b-
lactamases in vivo. A brief review of the model complexes of natural metallo-b-lactamases follows as these inspire
the preparation of the planned artificial metallo-b-lactamases. The modifications of the ligands of these complexes
that are likely to lead to better activities are described in conclusion.

Keywords Bioinorganic chemistry, biomimicry, artificial metalloenzyme, Diels-Alder cycloaddition, β-lactamase.

Les métalloenzymes artificielles

La biocatalyse alimente l’évolution de la chimie classique vers
une chimie verte et durable. Dans le but de multiplier et de
diversifier le potentiel des enzymes utilisées en biocatalyse,
les chercheurs ont inventé les enzymes artificielles [1]. Ces
dernières, provenant soit de protéines ou d’enzymes dont
l’activité a été modifiée et/ou redirigée, soit d’enzymes créées
de novo, sont des outils de choix pour cette nouvelle ère de
la chimie car elles peuvent catalyser, dans des conditions
écocompatibles, des réactions classiques telles que la réaction
d’époxydation, la réaction d’addition de Michael, ou encore
la réaction emblématique de cyclisation de Diels-Alder (DA).

Les Diels-aldérases artificielles (DAases)

Le développement des DAases artificielles est particulière-
ment intéressant car il pourrait combler le manque de DAases
naturelles [2]. La réaction de DA modèle sur laquelle se basent
les chercheurs pour évaluer les DAases artificielles est la
cycloaddition du cyclopentadiène 1 sur la 2-azachalcone 2.
Il a été démontré que, dans l’eau, Cu2+ était le cation de choix
pour catalyser cette réaction car il active la 2-azachalcone 2
en la coordonnant d’une façon bidente, facilitant ensuite
l’attaque du cyclopentadiène 1, et par conséquent la cyclo-
addition (figure 1). Les propriétés catalytiques de l’enzyme
étudiée (KM et kcat) peuvent être déterminées par un suivi
cinétique de la réaction. De plus, les proportions des quatre
stéréo-isomères possibles du produit 3 formé sont contrôlées
par les résidus protéiques de l’enzyme artificielle et reflètent
ainsi sa sélectivité.
Poussés par l’importance des cycloadditions de DA dans la
synthèse chimique et par l’impact positif qu’auraient les DAses

sur la chimie verte, nous avons préparé une métallo-DAse
artificielle en remplaçant par un Cu2+ le Fe2+ natif présent
au site actif de l’oxydase de l’acide 1-aminocyclopropane
carboxylique (ACCO) [3]. En effet, les substrats naturels de
l’ACCO, le dioxygène et l’ACC sont de taille comparable à
celle de 1 et 2 et, de plus, il est proposé que l’enzyme à Fe2+

Les métalloenzymes artificielles : de la biocatalyse à la médecine

Figure 1 - Mécanisme de la réaction de cycloaddition de Diels-Alder du cyclopentadiène 1

sur la 2-azachalcone 2 catalysée par Cu2+.



62L’ACTUALITÉ CHIMIQUE N° 479 Décembre 2022

coordonne l’ACC d’une façon bidente facilitant ensuite
l’attaque de ce substrat par le dioxygène et par conséquent
son oxydation. Par la suite, l’enzyme reconstituée avec Cu2+

(ACCO-Cu) a été utilisée pour catalyser la cycloaddition de DA.
ACCO-Cu s’est avérée être une excellente métallo-DAse [4],
conduisant spécifiquement et quantitativement à un produit
unique, l’endoRR-3 (TON > 200) avec un kcat app de 3 h-1, un KM
de 230 mM et un ee > 99 %. Cette spécificité inédite a pu
être expliquée grâce aux études de docking moléculaire
effectuées. Ces études ont montré qu’une seule géométrie
de coordination de la 2-azachalcone 2 dans le site actif était
possible, et qu’un seul chemin d’accès au site actif était alors
ouvert au cyclopentadiène 1 pour qu’il réagisse avec la
2-azachalcone 2 coordonnée, menant ainsi au seul isomère
endoRR-3 effectivement observé expérimentalement (figure 2).
Comme le prouve cet exemple, l’importance des métallo-
enzymes artificielles dans la biocatalyse est aujourd’hui
indéniable, et leur utilisation dans d’autres applications peut
aussi être envisagée.

Les métalloenzymes artificielles in vivo

Au-delà de l’utilisation des enzymes artificielles pour la bio-
catalyse, nous avons visé leur utilisation pour l’ingénierie de
voies métaboliques abiologiques dans des cellules vivantes.
Nous avons ainsi préparé et caractérisé une métalloenzyme
artificielle basée sur le récepteur de l’adénosine A2A intégré
dans la membrane cytoplasmique de cellules embryonnaires
de rein humain vivantes [5]. Pour assembler cette métalloen-
zyme artificielle à la surface des cellules, la stratégie dite du
« cheval de Troie » a été suivie. Cette stratégie consiste à fixer,
grâce à sa haute affinité pour le récepteur, un antagoniste lié
de manière covalente au complexe 1,10-phénanthroline de
Cu2+ via un espaceur court ou un espaceur long (4a-b,
figure 3). L’affinité du récepteur pour les conjugués préparés
a ensuite été évaluée par compétition avec un radioligand
et des constantes de l’ordre du nanomolaire – similaires
à celles de l’antagoniste initial – ont pu être mesurées.
Les cellules exprimant le récepteur de l’adénosine A2A ont
également été mises en présence d’un fluorophore lié de
manière covalente à un antagoniste de ce récepteur. Les

images par microscopie de fluorescence montrent que les
membranes de ces cellules deviennent fluorescentes contrai-
rement à celles de cellules n’exprimant pas ce récepteur,
confirmant la liaison du conjugué fluorophore-antagoniste
au récepteur de l’adénosine (figure 4). Le construit s’est montré
stable après trois jours à 4 °C indiquant que le temps de
résidence des conjugués dans le récepteur était supérieur
à trois jours.
L’addition des conjugués 4a-b aux cellules exprimant le récep-
teur de l’adénosine A2A a permis l’assemblage à leur surface
des enzymes artificielles qui ont ensuite pu être utilisées pour
catalyser la cycloaddition de DA de 1 sur 2. Les résultats ont
révélé qu’aucune sélectivité n’était observée avec le conjugué
le plus long (4b), suggérant que le complexe de cuivre se
trouvait à l’extérieur de la poche de liaison du récepteur. Avec
le conjugué le plus court (4a), un ee de 28 % a été observé en
faveur du produit endo-3RR, indiquant que, dans ce cas, la
métallo-DAse artificielle avait bien été assemblée au niveau
du récepteur – le complexe de cuivre se trouvant dans ce cas
dans la poche du récepteur – et qu’elle était fonctionnelle,
dotant ainsi les cellules vivantes d’une activité abiologique.
Ce résultat conceptualise des perspectives médicales pour ces
enzymes artificielles. En effet, leur activité pourrait servir pour
générer des médicaments ou des sondes pour le diagnostic
directement dans l’organisme, et ceci, d’une façon bioortho-
gonale.
À cet égard, notre stratégie consiste à cibler un récepteur
membranaire exprimé spécifiquement à la surface de cellules
d’un organe affecté pour le transformer en une enzyme

Figure 2 - Modèle obtenu par docking moléculaire montrant le positionnement de la

2-azachalcone 2 au sein de la poche catalytique de l’ACCO-Cu et tracé de la seule voie d’attaque

ouverte pour le cyclopentadiène 1.

Figure 3 - Métallo-DAses artificielles assemblées à la surface de cellules humaines vivantes par

ancrage de conjugués antagoniste-complexe de cuivre dans le récepteur de l’adénosine A2A

exprimé dans la membrane de ces cellules.
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artificielle capable d’y activer une prodrogue ou prosonde de
diagnostic. Les b-lactamines telles que la pénicilline sont des
antibiotiques stables dans le corps humain essentiellement
parce qu’aucune enzyme humaine capable de catalyser leur
hydrolyse n’est connue à ce jour. Ainsi, concevoir un médica-
ment masqué par un b-lactame en une prodrogue, qui ne
serait activable que par une enzyme artificielle présentant une
activité b-lactamase préparée in situ dans l’organe affecté,
apparait comme une piste séduisante pour libérer le médica-
ment spécifiquement au niveau de l’organe visé. Les bactéries
résistantes aux b-lactamines possèdent quant à elles des
b-lactamases naturelles. Des complexes biomimétiques de
ces enzymes liés avec des antagonistes de récepteurs ciblés
pourraient donc conduire à l’assemblage de b-lactamases
artificielles à la surface des cellules de l’organe affecté.
Néanmoins, tous les complexes biomimétiques des b-lacta-
mases connus à ce jour sont peu actifs. Notre premier but est
donc d’améliorer l’activité de ces complexes en les modifiant
pour mieux mimer les b-lactamases naturelles. 

Les complexes biomimétiques

des métallo-β-lactamases (MβL)

L’équipe d’Eiichi Kimura a synthétisé en 1991 le complexe de
zinc 1c comportant un ligand tétradentate apportant une
sphère de coordination du métal différente de celle à trois
ligands du zinc des MbL mononucléaires [6] (figure 5). Ce
complexe s’est avéré peu efficace dans la catalyse de l’hydro-
lyse de la benzylpénicilline 1s (figure 5), probablement parce
que dans ce complexe, Zn2+ ne possède pas de site de coordi-
nation vacant pour se lier au substrat. 
L’équipe de Heinrich Vahrenkamp a préparé les complexes
de tris(3-arylpyrazolyl)borate de zinc 2c et 3c [7] (figure 5) et
ont montré que ces complexes étaient capables de catalyser
l’hydrolyse du monobactame 2s [8] (figure 5), mais avec une
cinétique lente, avec un kcat de l’ordre d’un tour par minute.
Ceci est probablement causé par l’encombrement stérique
autour du zinc, qui se retrouve peu accessible au substrat,
même si le monobactame 2s choisi est un b-lactame relative-
ment peu encombrant.
L’équipe de Frank Meyer a synthétisé les complexes
dinucléaires de zinc 4c-7c [9] (figure 5) et a étudié leur activité
b-lactamase à l’encontre de la benzylpénicilline 1s (figure 5).
Comme indiqué par les auteurs, la coordination du substrat

Figure 4 - Microscopie de fluorescence de cellules embryonnaires de rein humain vivantes exprimant (A) et n’exprimant pas (B) le récepteur de l’adénosine A2A après incubation avec un colorant

du noyau, Hoechst 33342 (bleu), et avec un antagoniste de A2A lié de manière covalente au fluorophore BODIPY (rouge).

Figure 5 - Complexes mono- et dinucléaires utilisés pour mimer les MbL. Les b-lactames

 1-4s sont utilisés comme substrats modèles.
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précédant son hydrolyse nécessiterait la décoordination d’un
des ligands amine et, de plus, une distance inter-zinc
judicieuse serait importante pour rendre cette coordination
possible. Les complexes 5c et 7c comportant des ligands
pyridine n’étaient pas actifs probablement car la pyridine est
difficile à décoordonner, ce qui empêche la coordination du
substrat. L’analyse des structures cristallines des complexes a
permis de mesurer les distances inter-zinc dans chacun des
quatre complexes : Zn•••Zn = 3,61 ; 3,47 ; 4,41 et 4,15 Å respec-
tivement pour les complexes 4c-7c. L’état de l’art actuel nous
permet de comparer ces distances à celles observées dans
les nombreuses structures cristallines de MbL dinucléaires.
Celles-ci varient entre 3,10 et 3,51 Å, ce qui suggère que les
complexes 4c et 7c constituent les meilleurs mimes structu-
raux de MbL. Le complexe 4c est effectivement apparu
comme le catalyseur le plus actif ; néanmoins la cinétique
observée était lente, avec, là-aussi, un kcat de l’ordre d’un tour
par minute. 
L’équipe de Stephen Lippard a synthétisé plusieurs complexes
dinucléaires de zinc et analysé leurs structures cristallines
[10-12]. Les distances inter-zinc Zn•••Zn = 3,10 et 3,29 Å
mesurées respectivement pour les complexes 8c et 9c sont
comparables à celles retrouvées dans les MbL (figure 5). La
fixation de la benzylpénicilline 1s et celle de la céphalotine 3s

sur ces complexes a aussi été étudiée par spectroscopies RMN
13C et IR. Ces études appuient l’hypothèse selon laquelle
les pénicillines et les céphalosporines se lient aux Zn2+ par
l’oxygène du groupement carboxylate. Les auteurs ont
ensuite étudié les réactions d’hydrolyse de la nitrocéfine 4s

catalysées par ces complexes. Ces réactions se sont avérées
jusqu’à 1 000 fois plus rapides que celles catalysées par les
complexes précédents. Ces résultats témoignent qu’une
distance inter-zinc de 3,10 à 3,51 Å et qu’une disponibilité d’un
site de coordination sur le zinc pour coordonner le substrat
sont deux paramètres importants pour l’activité b-lactamase.
Plus récemment, l’équipe de Camilla Abbehausen a conçu les
complexes 10c et 11c composés de ligands tridentates [13]
(figure 5). Dans ces complexes, la sphère de coordination des
Zn2+ est constituée par les deux atomes d’azote de deux
groupements amine et l’oxygène d’un phénolate, et est
complétée par des acétates. Ces derniers sont supposés
s’échanger dans l’eau avec des ions hydroxyde. La structure
cristallographique montre une distance inter-zinc de 3,12 Å,
mais une faible activité b-lactamase à l’encontre de la nitrocé-
fine 4s a cependant été observée. Ces complexes présentent
deux sites de coordination vacants par Zn2+, ce qui pourrait
permettre la coordination de plusieurs molécules de substrat
sur le complexe, aboutissant ainsi à la décomplexation des
cations Zn2+ et à la perte de l’activité. 

Limites des modèles actuels

Les études des complexes mononucléaires (vide supra) suggè-
rent que les MbL mononucléaires sont capables de coordon-
ner le substrat et un ion hydroxyde sur le zinc. Les structures
cristallines de MbL mononucléaires suggèrent également la
coordination du substrat et montrent que la molécule d’eau
réactive engage deux liaisons hydrogène avec un résidu
aspartate et un résidu histidine la rendant plus nucléophile,
mais sans coordination par le zinc (figure 6A). Les études des
complexes mimes des MbL dinucléaires suggèrent quant à
elles la coordination du substrat aux deux cations de zinc,
et ensuite son attaque par un ion hydroxyde pontant les

deux Zn2+. Les structures cristallines de MbL dinucléaires sont
en accord avec ces conclusions, mais suggèrent de plus que
l’ion hydroxyde réactif serait aussi lié à un résidu acide aspar-
tique par une liaison hydrogène le rendant encore plus
nucléophile (figure 6B). 
Il est donc notable que les complexes biomimétiques des
MbL sont des complexes fonctionnels qui imitent l’activité
hydrolytique de ces enzymes mais négligent des caracté-
ristiques structurales enzymatiques sûrement très impor-
tantes pour aboutir à une meilleure activité. En effet, aucun
complexe modèle ne comprend un ion hydroxyde rendu plus
nucléophile grâce à des liaisons hydrogène avec la deuxième
sphère de coordination de Zn2+, comme observé chez les MbL
dinucléaires. La conception de tels complexes est donc néces-
saire pour étudier l’impact de ces liaisons hydrogène sur
l’activité.
De plus, les sites actifs des MbL dinucléaires comportent des
ligands tels que des fonctions imidazole (histidine), thiol
(cystéine) et acide carboxylique (acide aspartique) liés aux
deux Zn2+ qu’ils maintiennent à une distance inter-zinc de 3,1
à 3,8 Å. Certains des complexes modèles de ces sites actifs
rapportés jusqu’à maintenant miment bien la distance inter-
zinc mais comportent majoritairement des ligands azotés
avec un seul exemple comportant des ligands oxygénés
(vide supra). D’autres complexes modèles comportant des
ligands variés sont donc nécessaires pour élucider le rôle de
la nature du ligand du zinc sur l’activité. 
Enfin, des complexes qui à la fois présentent une distance
inter-zinc similaire à celles observées dans les MbL, compor-
tent des ligands variés comme observé dans les MbL et sont
capables d’activer par liaison hydrogène un ion hydroxyle
coordonné aux Zn2+, permettront de comprendre l’impor-
tance de chacun de ces éléments et de leur combinaison dans
l’activité hydrolytique, et aideront par la suite à concevoir de
meilleures mimes de MbL qui pourraient enfin servir au
développement d’applications thérapeutiques des métallo-
enzymes artificielles.
La synthèse de complexes de zinc présentant ces caractéris-
tiques constitue un prérequis incontournable pour l’élabora-
tion in vivo de métalloenzymes artificielles possédant une
activité b-lactamase conséquente et suffisante pour constituer
la base de nouveaux outils théranostiques basés sur l’hydro-
lyse de prodrogues et/ou de prosondes possédant un cycle
b-lactame.

Figure 6 - Site actif de MbL mononucléaires (A) et dinucléaires (B) lié avec un substrat

b-lactame.
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