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La présente invention concerne lutilisation d'une nitrilase comme
catalyseur dhydrolyse d'un groupe nitrile en groupe carboxylique. Elle
concerne plus précisement l'utilisation de Ia nitrilase choisie parmi les
nitrilases des micro-organismes du genre Alcaligenes, Rhodococcus ou
Gordona et plus précisemment d'Alcaligenes faecalis déposée sous le
numéro ATCC 8750, de Rhodococcus sp. HT 29-7 déposée sous le numéro
FERM BP-38570u de Gordona terrae MA-1 déposée sous le numéro FERM
BP-4535.

La nitrilase d'ﬂgaﬁ'ggms_@_ec_aﬁs est décrite par exemple dans les
brevets européens et japonais publiés sous les numéros respectifs
EP 348 901 et JP 03 224 496, tous deux appartenant & la société ASAHI.
Dans ces brevets, et particuliérement dans le brevet européen, la nitrilase est
utilisée pour produire & partir de nitriles racémiques des acides optiquement
actifs. Les nitriles préférés de départ sont o substitués et comportent une
chaine alkyle contenant de préférence'1 & 3 atomes de carbone ou un
radical aromatique. L'exemple, 11 du brevet européen sus mentionné décrit

~ I'hydrolyse du mandélonitrile racémique par Alcaligenes f; lis, l'acide

mandéliqgue R-(-) est obtenu avec un excés énantiomérique de 91 %. Le
brevet européen 486 289 et son équivalent américain le brevet US 5 326 702
de la société NITTO CHEMICAL décrivent lutilisation d'Alcaligenes sp
BC35-2 (FERM No 11265 ou FERM-BP-3318) pour hydrolyser le
mandélonitrile en présence d'un sulfite, 'acide mandélique est obtenu dans
ce cas avec un excés énantiomérique d'environ 98%.

Le brevet JP 04 341 185 de la société ASAHI décrit encore la
préparation et l'utilisation de la nitrilase d'Alcaligenes faecalis ATCC 8750
pour résoudre les problémes de préparation de composés optiquement purs '
a partir de leur nitrile racémique. La nitrilase énantiosélective décrite dans le
brevet japonais ci-dessus référencé est capable plus préférentiellement
d'hydrolyser les 2-hydroxynitrile de formule générale () suivante en acide 2-
hydroxycarboxylique de formule () suivante : '
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dans lesquelles R représente un groupe arwe éventUellem’eht substitué ou un
groupe hétérocyclidue éventuellement substitué. Il est indiqué _dahs' ce brevet
que I'hydrolyse du nitrile de I'acide mandélique par ladite nitrilase permet
d'obtenir 100 % d'excés énantiomérique en acide: R-(-) mandélique. Il est
indiqué dans I'exemple 5 que ladite nitrilase peut étre utilisée pour hydrolyser
des nitriles aliphatiques. comme le: valéronitrile, l'acrylonitrile, les

2-halogénopropionitriles, le chloroacétonitrile: Rien n'est précisé en ce qui

concerne l'énantiosélectivité de’ cette hydrolyse:spr les nitriles -aliphatiques
ayant un centre d'asymétne

Ce. texte précise auss: que Ia mtrllase dALQMQQQ&_&Q@!_I& présente
un optimum dactlvxté 4 un pH compris entre 6.5 et 8.0, la température de
mise en oeuvre de la dite enzyme doit _t_ou;ours, selon cette référence, étre

située en-dessous de 45°C.

Il est apparu de fagon tout & fait étonnante que ladite enzyme
dﬂ&ﬂu{g@gﬂs ATCC 8750, lorsqu' elle était utlllsée pour hydrolyser le
4-méthylthio 2-hydroxy butyronitrile, réalisait cette hydrolyse sans aucune
sélectivité du point de vue de la pureté optique. Cette enzyme hydrolyse ledit
nitrile en produisant un mélange racémique des deux acldes sans aucune
prépondérance de I'un ou de l'autre des lsoméres

La nitrilase de Rhodococcus sp. HT 29-7 déposée sous le numéro
FERM BP-3857 est décrite par exemple dans les brevets européen et
américain publiés sous’les numéro respectifs EP 610 049 et US 5 296 373 |
tous deux appartenant a la société NlTTO

Dans ces brevets, et partlcuhérement dans le brevet amérlcam la
nitrilase est utilisée pour produire & partir de nitriles racéemiques porteur d'un
groupe phényl des acides optiquement actifs. Les nitriles de départ
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comportent tous un radical aromatique, it s'agit essentiellement de I'hydrolyse
du mandélonitrile ou de ses dérivés substitués sur le noyau aromatique.
L'exemple 1 du brevet américain sus mentionné décrit I'nydrolyse du
mandélonitrile racémique par Rhaodococcus sp. HT 29-7, l'acide mandélique
R-(-) est obtenu avec un excés énantiomérique de 100 %. L'exemple 2 décrit
I'hydrolyse des _dériVés substitués du mandélonitrile sur le noyau, l'excés’
énantiomérique en dérivé de l'acide mandélidue est aussi de 100 %, il en est
de méme lorsque I'hydrolyse est réalisée sur les nitriles du benzaldéhyde.

Le brevet européen 610 049 de la société NITTO CHEMICAL décrit
futilisation de Rhodococcus sp. HT 29-7 (FERM BP-3857),

- d'Alcaligenes sp.BC35-2 (FERM BP-3318) ou de Brevibacterium

IAM 1790 pour hydrolyser des a hydroxy nitriles substitués en position Y par
un noyau aromatiqgue en acide a hydroxycarboxylique substitué par un
groupe phényle optiquement actif. Les acides obtenus avec Rhodococeus sp.
HT 29-7 présentent toujours un excés énantiomériques variable selon le
nitrile de départ et selon la présence ou I'absence d'acide phosphorique (pH

fixé aux environs de 8,2).

Il est apparu de fagon tout & fait étonnante que ladite enzymé de

Bf_rg_iqgcx_qgs_gp. HT 29-7 (FERM BP-3318), lorsqu'elle était utilisée pour

hydrolyser le 4-méthyithio 2-hydroxy butyronitrile, réalisait cette hydrolyse
sans aucune sélectivité du point de vue énantiomérique. Cette enzyme
hydrolyse ledit nitrile en produisant un mélange racémique des deux-acides
sans aucune prépondérance de l'un ou de l'autre des isoméres.

La nitrilase de Gordona terrae MA-1 déposée sous le numéro FERM
BP-4535 est décrite dans le brevet européen 0 610 048 pour hydrolyser des
nitriles porteurs en y d'un groupe phényl et en a d'un groupe hydroxy en
acide correspondant opiiquemen't actif. L'excés énantiomérique varie dans
tous les exemples entre 92 et 100%.

Il est apparu de fagon tout & fait étonnante que ladite enzyme de
Gordona terrae MA-1 déposée sous le numéro FERM BP-4535, lorsqu'elle
était utilisée pour hydrolyser le 4-méthylthio 2-hydroxy butyronitrile, réalisait
cette hydrolyse sans aucune sélectivité du point de vue énantiomérique.
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Cette enzyme hydrolyse ledit nitrile en produisant un mélange racémique.des
deux acides sans aucune prépondérance de l'un ou de lautre des isoméres

La presente lnvennon concerne donc un procéde de preparatlon
d'acides 4-méthylth|o butyrlque a substltués racémlques par hydrolyse des
4-méthylth|o butyronltnle a substitués- racemlques par la mtrllase d'un des

: mncroorgamsmes sunvants Akza[gg_eLta_gQaLs déposé sous le numéro

ATCC 8750, B[zgd_o_co_qcum HT 29- 7 déposée sous le numéro FERM
BP-3857ou de Q_uima_t_ec@e_MAJ déposée sous le numéro FERM

BP- 4535

-Selon_le procédé de I'invention, le micro-organisme peut étre utilisé

tel quel ou 'ifnmobilisé sur de"s supports bien ¢onnus de I'homme de l'art.

Par ailleurs. l'mformatlon généthue qui code pour I'enzyme peut étre
transférée du mlcro-organlsme parental (tel que A. faecalis ATCC8750...)
vers un micro-organisme tel que 'Bacillus subtifis.

Une variante du procédé de l'invention consiste & mettre en oeuvre
en quantité correspondante, & la place d'un micro-organisme, son enzyme

~ libre ou lmmoblhsée, celle-c: étant totalement ou partlellement purifiée.

On préfére parmi Ies_ 4-_méthylth|o b_utyronl_trlles o substitués utiliser le
4-méthylthio = 2-hydroxy = butyronitrile .qui permet de préparer
Ihydroxyanalogue de la - méthionine - racémique. Cette technologie de
préparation des dérivés de la méthionine permet d'éviter la formation de
produits secondaires minéraux en quantités importantes dont les rejets
posent de plus en plus de probldmes a cause ‘des contraintes en ce qui
concerne Ia protectlon de I'environnement.

Ces enzymes présentent dans le. cadre de la présente mventlon une
activité nitrilase dans une zone de pH comprise. entre 4 et 11 et un optlmum _
d'activité a un pH compris entre 5 et 9. Leur température optimale de mise
en oeuvre est comprise entre 30 et 60°C, on préfére neanmoms les utiliser
entre 30 ot 50°C. : -

On préfere travalller avec une concentratton en mtnle dans la solution
de départ comprise entre 10 mmoles et 400 ‘mmoles par litre et de
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préférence entre 50 et 200 mmoles par litre. La concentration en sel
d'ammonium de l'acide obtenu a peu d'influence sur l'activité de l'enzyme
lorsqu'elle est inférieure a 2 moles par litre et elle est de préférence comprise
entre 0,1 et 1,5 mole par litre. |

5 L'invention sera plus complétement décrite a l'aide des exemples
suivants qui ne doivent pas étre considérés comme limitatifs de [l'invention.
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EXEMPLE 1
Le micro-organisme_ Alcaligen 'f scalis ATCC 8750 est 6ultivé dans

le milieu suivant : ' |
Acétate d'ammonium 10 g/l

5 Extrait de levure 5 g/l

Peptone 59/

KoHPO4 | 5 g/l
MgS0Oy4, 7H20 0.2 g/l
FeSO4, 7H20 - 30mg/l

10 NaCl 19/
' Benzonitrile ' 0,5 g/l

pH 7,2 '

La culture est réalisée a 30°C dans des fioles d'Erlenmeyer de 2
litres contenant 600 ml de milieu. Le tout est agité & 150 tours par minute.
15 durant 30 heures. Le culot cellulaire est récupéré, lavé avec une solution de
NaCl & 9¢g/l puis congelé.

Conditions opératoires bour I'hydrolyse du butyronitrile :
4-méthylthio 2-hydroxy butyronitriie 50 mM

Cellules 5 mg/ml |
20 Tampon phosphate 200 mM
Température : 30°C

Durée 4 heures

L'étude cinétique d'hydrolyse du 4-méthylthio 2-hydroxy butyronitrile
montre une production linéaire de 2,8 pmoles d'hydroxy analogue de la
25 méthionine par heure st par mg de cellules séches. L'excés énantiomérique
de l'acide formé a été mesuré par chromatographie liquide, il est égal 2 0 %
" pour un rendement en acide de 80 %.

EXEMPLE 2

On a évalué la stabilité de l'enzyme en suivant la cinétique de
30 production de I'hydroxy analogue de la méthionine pendant 180 heures avec
des cellules libres.
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Les conditions opératoires sont les sqivantes :
4-méthylithio 2-hydroxy butyronitrile 100 mM

Celiules

Tampon phosphate 300 mM

5 Température

10 mg/m
Smi
25°C

Le nitrile est ajouté séquentiellement par ajout de 100mmoles de
nitrile aprés épuisement. La formation de l'acide correspondant est indiqué

dans le tableau | :

Acide Formé Activité
TEMPS , '
(mmoles/litrs) {umoles/h. mg de cell. s.
o . 0 -0 '
2h 39 1,7
17h 230 1,3
24 h 312 1,7
47 h 466 1,2
70 h 556 0,4
172h 860 0,6
180 h 940 0,6

L'activité initiale est de 2 'umoles/h.mg de cellules séches. Cet
10 exemple prouve la stabilité de l'enzyme malgré la présence de fortes
concentrations en acide (0,9 mole d'hydroxy analogue de la méthionine)

EXEMPLE 3

La stabilité de I'enzyme en fonction de la quantité de substrat et de la
quantité d'acide formé a aussi été mesurée dans les conditions suivantes :

15 Stabilité de I'enzyme en fonction de la quantité de substrat
Nitrile : cf Tableau résultats
Cellules 10 mg/ ml
Tampon phosphate 300 mMpH 7,0 5ml
. Température 25°C
20 Durée 1 heure
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Concentration en nitrile Activité .
(mM) (umoles/ h. mg de cell. s.).
50 2
100 2
150 2
200 2
__ 500 0

Stabilité de I'enzyme en fonction de la quantité_dfacide formé

Conditions opératoires;

Nitrile 50 mM
Cellules 2,5 mg/ mi
Tampon phosphate 100 mMMpH 7,0  1mi
Température - 30°C
Durée 2 heures
Concentration en acide Activité
(mM) _ (umoles/ h. mg de cell. s.)
0 | 3,2
100 4,5
200 3,8
300 4,1
400 | 4
500 ' 4
600 34
700 2,8
EXEMPLE 4
Purification de la nitrilase
10 Les cellules d'Alcaligenes faecalis sont cultivées 24 heures a 30°C

dans le milieu décrit & I'exemple 1.

Aprés centrifugation de la culture, le culot est repris dans le tampon
pH 7,5 (25mM trisHCI, 10 % (p/v) glycérol). La suspension cellulaire est
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traitée aux ultrasons puis centrifugée afin d'obtenir l'extrait brut. L'extrait brut
est ensuite traité avec du sulfate d'ammonium jusqu'a 30 % de la saturation.

Le précipité obtenu ‘est resuspendu dans le tampon pH 7,5 puis dialysé

contre 2 litres du méme tampon durant une nuit.

La soiution obtenue est ensuite déposée sur une colonne
échangeuse d'anions Q Sepharose Fast Flow HR 26/10® préalablement
équilibrée avec le tampon pH 7.5. L'activité est ensuite éluée avec un
gradient de 0 2 1 M de NaCl.

Les fractions actives sont ensuite déposées sur une colonne
échangeuse d'anions Mono Q HR 5/5® préalablement équilibrée avec du
tampon pH 7,5. La nitrilase est éluée a l'aide d'un gradient de 0 &4 1 M de
NaCl. '

Pour finir, les fractions contenant l'activité¢ sont réunies, puis est
ajouté 1 M de sulfate d'ammonium. Cette. solution est déposée sur une
colonne dintéractions hydrophobes Phényl sepharose HR . 5/5®
préalablement équilibrée avee le tampon pH 7,5 additioné de 1 M de
(NH4)2S04. L'activité est ensuite éluée avec un gradient de 1a0Men
sulfate d'ammonium. |

-Le poids maqléculaire de la protéine est déteminé par gel filtration. Il
est d'environ 260 kDa. Sur gel de SDS-PAGE, on observe une unique bande
de 43 kDa {(pureté de 95 %). ' '

La cinétique 'El-ihydrolyse du 4-méthylthio 2-hydroxy butyronitrile en
hydroxy analogue de la méthionine par la nitrilase d'A._faecalis est linéaire
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Temps e  Activité . RR
- (Heure) | (umoles/h.mgdeprot) | (%)
0 ' 0 1
0,5 . - 150 - 3
1 o 171 | 5
215 N 150 - . &8
248 | - 150 77
29 H 150 87
EXEMPLE 5 Influence du pH
Conditions opératoires : : : -
nitrile S : . 50mM
protéine 50 yg/ml
5 tampon acétate 100 MM depH 445

tampon phosphate 100 mMde pH6a7 1 mi
tampon TRIS-HC| 100 MM depH8a9
tampon borate 100 mM de pH 10 & 11
_ température o | 30°C
10 Durée o ~ 1a2heures

Activité
(umoles/ h. mg de prot.) -
0
42
232
272
405
412
158
0

©
..I

© o ~NoGn |

—h b
- O

EXEMPLE 6 Influence de la température

Conditions opératoires
-~ nitrile - 50 mM
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protéine ' 50 pg/mi
tampon phosphate100 mM de pH 7,0
températures variables de 4°C a 60°C
durée 1 heure
5 . Latempérature optimale de fonctionnement de I'enzyme est de 50°C.
Température Activité
en °C (umoles/ h. mg de prot.)
4 45 |
10 67
20 140
- 30 272
40 419
50 570
60 333

EXEMPLE COMPARATIF AVEC LE MANDELONITRILE

Conditions opératoires

‘Mandélonitrile 7 mM
Protéine , 5 ug/mi
10 Tampon phosphate 100 mM pH 7,0 im
' Température 30°C
Temps Activité ee
(minute) - (umoles/ h. mg de prot.)
15 1000 1
60 1030 1

La nitrilase purifiée est donc énantiosélective sur le mandélonitrile
mais pas sur le 4-méthylthio 2-hydroxybutyronitrile.
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Hydrolyse du 4-méthyl thio 2-hydroxy butyromtnle par Rhodococcus HT 29-7

FERM BP-3857

Le micro-organisme Rhodococcus sp. HT 29-7 FERM BP-3857 est

5 cultive dans le mmeu sunvant

10

15

Glycérol 20 g/ 1
Extrait de levure (DIFCO) 3 ¢/ |
KHoPO4 19/l
NaoHPQ4.12H20 4449/l
NagoSO4 28¢g/ |
MgClo.6H20 0,859/

- CaCla.2H20 0,05 g/ !
MnS0O4.H20 0,033 g/ |
FeS04.7H20 0,013 ¢g/1
ZnS04.7H20 0,005 ¢/ |
Benzonitrile 0,5¢9/1
pH7,5

La culture est réalisée a 30°C dan's_ des fi,ole.s d'Erlenmey_ér de 2

~ litres contenant 600 ml de milieu. Le tout est agité a 150 tours par minute
20 durant 140 heures. Le culot cellulaire est recupéré Iavé avec une solution
NaCl a 9 o/l puis congelé

Influence du pH pour 'hydrolyse - |

Conditions opératoires:

25

30

4-méthyl th|o 2-hydroxy butyromtnle 100 mM
Densité Optique a 660nm- , 15
Tampon acétate 100 mMdepH42a5

Tampon phosphate 100 mM de pH 6,04 7,0 1 ml

Tampon TRIS-HC! 100 mM de pH 8,0 29,0

Tampon Borate 100 mM de pH 10,04 11,0
Température 30°C
Durée : 10 heures
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Rendement en acide

4 0%

5 100%
8 100%
7 100%
8 100%
9 100%
10 20%
11 0%

EXEMPLE 8 : Influence de la concentration en substrat.

La stabilité de I'enzyme en fonction de la quantité de substrat a aussi
été mesurée dans les conditions suivantes:

4-méthy| thio 2-hydroxy butyronitrile  cf Tableau résultats

5 Densité Optique a 660nm 20
Tampon phosphate 300 mM pH 7,0 5ml
Température 30°C
Durée 2 heures

: Rendement en acide
Concentration en nitrile :

(mM)

50 : 90%
100 44%

200 : 22%

300 C10%

400 . 0%

500 - 0%




WO 96/69403 PCT/FR95/01196

14
EXEMPLE 9 Stablhté de I'enzyme en fonction dela quantlte d'acide formé

Conditions operatoures |

- 4-méthyl thio 2-hydroxy butyronitrile100 mM

Densité Optique & 660nm 15
5 - Tampon phosphate 100mMpH 7,0 1 mil-
Température | - 30°C
Durée 6 heures
' rendement en acide
Concentration en acide
(mM)
0 | ~ 100%
200 100%
400 . 100%
- 600 100%
800 100%
1000 100%

EXEMPLE 10
Exces éhantiomériqﬁe. ..

140 mM

10 4-méthylthio 2-hydroxy butyronitrile
_ Densité Optique & 660nm 14
Tampon phosphate 100 mM pH 7,0 1 mi
Température 20°C
Temps d'incubation Rendement en acide Pureté optique

2h _ 15% | 0

6h 50% . 0.

24 h 100% -0

L'étude cinétique d'hydrolyse du 4-méthylthio 2-hydroxy butyronitrile
15 montre une production linéaire d'hydroxy analogue de la méthionine par
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heure par mg de cellules séches. L'excés énantiomérique de I'acide formé a
été mesuré par chromatographie liquide, il est égal & 0% pour un rendement

en acide variant de 15% a 100%.

EXEMPLE 11 Influence de la température.

5 Conditions opératoires:

4-méthyl thio 2-hydroxy butyronitrile100 mM

Densité Optique & 660nm 15
Tampon phosphate 100 mM pH 7,0 1 mi
Température voir tableau
10 . Durée 6 heures
T °0) rendement en acide
10 70%
20 100%
30 100%
40 100%
50 31%
60 15%

EXEMPLE 12 Hydrolyse du 4 méthylthio 2-aminobutyronitrile.

Conditions opératoires:

4-méthyl thio 2-hydroxy butyronitrile 23 mM
. Densité Optique a 660nm 15
15 ‘Tampon phosphate 100 mM pH 7,0 1 mi
30°C

Température .
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Te_mps_ _ rendement en acide excés' énantiomérique
(heur e)_ | ' de l'acide

05 40% . n.d.

1 . 51% 012

2 . 82% . n. d.

n 78% . 0,15

EXEMPLE 13

Les condltlons de - cultures.. utlllsees pour Gordgna _terrae MA-1 ‘
(FERM BP-4535) sont Ies sunvantes

_ Glycérol - - - '; 10 g/l
- 5 ' Extrait de levure 0,49/l
" KoHPO4 . 88¢l
NaoHPO4.12H20 7191
NasS0O4 . 289/l
- MgCla. 6H20 _ - 0,49/l
10 CaClp. 2H20 . 40mg/l
- MnSO4. HoO 4 mg/ ml
FeClg. ' 0,6 mg/|
ZnSOy4 | 0.3 mg/ |
Benzonitrile . 059/1
15 pH 7,2

Activité de I'enzyme

Les cellules cultivées sont ensuite lavées puis mises en présence de
I'hydroxy méthyithio butyronitrile pour le dosage de I'activité

Conditions opératoires :-
20 [nitrile] = 23 mM;
[cellules] = 6,8 ¢/ I; |
tampon phosphate 100 mM
pH 7,0; 35°C
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100~ ' Figure 3: Hydrolyse de la cyanhydrine de
. - / : 'AMTP par Gordona terrae MA-1.
] 7 . :
]
g %7 ' ’/
E 4()j /
1 YV
i/
0 g rrfrreerfrerr LRAR LARLE LERE
0 1 2 3 4 5 6
Temps (heures)

La cinétique d'hydrolyse de I'hydroxy méthyithio butyro nitrile est
linéaire. La vitesse initiale est estimée 2 13 mmol/ h. g CS. .

EXEMPLE 14 Influence de la coﬁcentration en cyanhydrine de I'AMTP sur
I'activité nitrilase. ' :

5 Linfluence de la concentration initiale en hydroxy méthylthio
butyronitrile sur I'activité nitrilase a été déterminée, les résultats sont indiqués
dans le tableau suivant.

Conditions opératoires:
| [cellules]=5,1g/1;

10 Tampon phosphate 100 mM
pH 7,0; 35°C.
La cinétique est réalisée sur 0,5, 1, 2 et 3 heures.
Concentration en nitrile|. Activité
(mM) (mmol/ h. g CS)
50 | 14
100 13 4
200 : 15
300 - 0
400 0

Jusqu'a 200 mM, l'activité varie peu avec la concentration en
substrat. ' '
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EXEMPLE 15 Influence de la concentration en hydroxy analogue de Ila
méthlomne sur l'activité nitrilase.

Dans cet essai, nous avons étudié l'influence de la concentration.en
hydroxy-4 méthylthio-2 butanoate d'ammonium sur l'activité nitrilase.

5 Condition opératoire:
[cellules] = 5 g/ |;
[nitrile] = 100 mM;
tampon phosphate 100 mM pH 7,0;
35°C.

10 La concentration en carboxylate d'ammonium varie entre 0 et 1,5 M.

Concentration en acide Activité
(mole/ I) (umol/ h. mgde CS)
0 | 9,4
0,5 .14
1 19
1,5 15

La concentration en hydroxy-4 méthylthio-2 butanoate d'ammonium
ne modifie en rien l'activité initiale de la souche Gordona terrae HT29-7.

EXEMPLE 16 Influence du pH et de la température.

Conditions opératoires:
15 [nitrile]=100 mM;
[cellules]=7,5 ¢/ |;
- Tampon acétate 100 mM pH 4 4 5;
tampon phosphate 100 mM pH 6 & 7;
: tampon Tris-HCI 100 mMpH 829
20 ~ tampon Borate 100 mM pH 10a11; 3
| 30°C; cinétique sur 1, 2, 4 et 6 heures.
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Activite
(mmol/ h. g CS)

-t ot
- 0O

0,6
2,5
7’8 -
9,6
15,3
18
5.7
11

PCT/FR95/01196

Le pH optimum se situe aux alentours de 8-9 dans nos conditions

opératoires.

Influence de la température sur l'activité nitrilase de Gordona terrae MA-1.

Conditions opératoires:
5 - [nitrile}=100 mM;
[cellules)=7,5 g/ |;

Tampon phosphate 10b'mM pH 7.0;

cinétique sur 1 heure.

T (°C) Activité
(mmol/ h. g CS)
10 0,6
20 2,3
30 3,2
40 3,4
50 3,5
60 1,9

La température optimale se situe vers 40-50°C.
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REVENDICATIONS
- 1 - Procédé de préparation d'acides 4-méthylthio butyrique o

 substitués racémiques caractérisé en ce qu'on hydrolyse les 4-méthyithio

butyronitrile a SUbstitUés racémiques par une nitrilase choisie parmi celles
d'Alcali ali _HMQQQO_QU}L,SQ HT 29-7 ou de Gordona terrae.

.- 2 - Procédé selon la revendication 1 caracténse en ce que le
4-méthylth|o butyronltnle o substitués racémiques est le 4-méthylth|o
2-hydroxy butyronitrile

- 3 - Procédé selon la revendication 1 caractérisé en ce que le pH du
milieu est compris entre 4 et 11 et de préférence entre S et 9.

- 4 - Procédé selon la revendication 1 caractérisé en ce qué la
temperature d'hydrolyse est compnse entre 30 et 60°C et de préférence 30
et 50°C.

- 5 - Procédé selon la revendicatidn 1 caractérisé en ce que la
concentration en 4-méthylthio butyronltnle o substitué dans la solution de
départ est comprise entre 10 et 400 mmoles et de préférence entre 50 et 200
mmoles par litre.

- 6 - Procédé selon la revendication 1 caractérisé en ce que la
concentration en acide 4 méthylthio butyrique o substitué dans la solution est
comprise entre 10 et 2000 mmoles par litre et de préférence entre 100 et -
1500 mmoles par litre..

- 7 - Procédé selon la revendication 1 caractérisé en ce que l'on
utilise une nitrilase appartenant & un micro-organisme du genre Alcaligenes.

- 8 - Procédé selon la revendication 1 caractérisé en ce que Fon
utilise une nitrilase appartenant a un mlcro-orgamsme du genre
Rhodococcus. '

: - 9 - Procédé selon la revendication 1 caractérisé en ce que l'on
utilise une nitrilase appartenant & un micro-organisme du genre Gordona.
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