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La pronase immobilisée sur poly(N-acryloylpipéridin-4-one) :
un catalyseur d’hydrolyse L-énantiospécifique des a-aminonitriles
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Summary — Pronase immobilized on poly(N-acryloylpiperidin-4-one) : a L-enantiospecific hydrolysis of a-aminonitriles
with immobilized amidase. a-Aminonitriles are not substrates for pronase (an amidase) in the homogeneous phase but be-
come substrates for pronase when it is immobilized on polymer matrix with ketonic sites (piperidin-4-one). In this paper we
show that under low basic aqueous conditions (pH 10-11). the hydration of a-aminonitriles can be efficiently catalyzed by
poly(N-acryloylpiperidin-4-one) crosslinked with 1,4-bis acryloylpiperazine (A(80:20) in the presence of phosphate or borate
buffers. These conditions comply with the hydrolysis of a-aminoamides by pronase immobilized on poly(N-acryloylpiperidin-
4-one) crosslinked with 1,4-bis(acryloyl)piperazine (A(80:20/p). Thus, in a buffered borate solution at pH 10.5,
a(DL)-aminonitrile is enantiospecifically hydrolyzed into a(D)-aminoamide and a(L)-amino acid.

a-aminonitriles / a amino acids / L-enantiospecific hydrolysis / polymer-supported catalysis / nitrilasic activity

Introduction

Dans la synthése d’a-aminoacides optiquement actifs,
les procédés de synthése alliant chimie organique et
biotechnologie, dans lesquels le ou les précurseurs de
l’acide a-aminé sont fournis a un micro-organisme,
sont généralement trés performants. Dans ce cadre,
la capacité de certains micro-organismes & utiliser des
mélanges racémiques d’a-aminonitriles obtenus par voie
chimique [1] & partir des aldéhydes correspondants est
une voie potentiellement trés intéressante de synthése
stéréospécifique d’a-aminoacides. Parmi les nombreuses
souches bactériennes présentant une activité nitrilasi-
que, Brévibactérium R 312 permet [2], par exemple, de
transformer un DL a-aminonitrile en un mélange de 50%
d’a(L)-aminoacide et de 50% d’a(D)-aminoamide. Mais
ce résultat ne peut pas étre généralisé puisque d’autres
souches bactériennes sont connues pour conduire par
hydrolyse de ’a-aminonitrile & I’a-aminoacide racémi-
que ou méme & la formation de 87% de L-alanine dans
I’hydrolyse du DL a-aminopropiononitrile en présence
de cellules immobilisées de Acinetobacter [3]. 11 sem-
ble donc que ces micro-organismes possédent, du moins
dans ’hydrolyse de nitriles aliphatiques, deux systémes
enzymatiques permettant respectivement 1’hydratation
du nitrile (nitrile hydratase) et ’hydrolyse de 'amide
(amidase) qui ont d’ailleurs pu étre extraits et purifiés
dans certains cas [4].

L’acces relativement difficile aux enzymes a acti-
vité nitrilasique et surtout généralement leur absence
d’énantiosélectivité, nous ont conduit & envisager, dans

* Correspondance et tirés & part

la transformation d’un aldéhyde (RCHO) en acide
a-aminé (RCH(CO,H)NH;), I’élaboration d'un cata-
lyseur présentant deux entités chimique et enzyma-
tique immobilisées (schéma 1) sur support polymeére
qui, en ayant globalement une activité nitrilasique,
permettraient de réaliser 1’hydrolyse énantiosélective
d’a-aminonitriles.
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L’entité chimique co-immobilisée qui, en fait, joue-
rait par rapport & l'enzyme, le role de groupement
prosthétique, devrait permettre I’hydratation L-énan-
tiosélective de ’c-aminonitrile 1 en équilibre de racémi-
sation via l'aldéhyde précurseur. Nous avons effective-
ment montré dans un travail précédent que des cétones
chirales dérivées de la R-carvone pouvaient, en phase
homogene [5] ou supportées [6] sur résine acrylique
(schéma 2), catalyser de fagon énantiospécifique I'hy-
dratation des a-aminonitriles.

Par exemple, le rapport des deux constantes de
vitesse d’hydratation kp/kr des a-aminobenzylacéto-
nitriles énantioméres (a-aminobenzenepropanenitriles)
catalysée par la résine chirale 4 (schéma 3) est de
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0,5, conduisant & 50% d’avancement réactionnel, 4 un
exces énantiomérique de 25% de phénylalaninamide L
3a (schéma 2).
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Parmi les nombreuses préparations enzymatiques a
activité amidasique capables de catalyser I’hydrolyse
L-énantiospécifique de l’a-aminoamide formé, nous
avons retenu la pronase. Elle présente une bonne ac-
tivité pour un large éventail de substrats. Dans un tra-
vail préalable, nous avons décrit son immobilisation sur
une résine poly(N-acryloylpipéridin-4-one), A(80/20)*
[7]. Cette préparation, outre les avantages pratiques
bien connus liés 4 'immobilisation de ’enzyme, présente
dans I’hydrolyse du phénylalaninamide une activité
comparable 3 celle de I'enzyme en phase homogene, avec
une remarquable stabilité dans le temps.

Tout en poursuivant par ailleurs les recherches
menées sur 'hydratation énantiospécifique d’a-amino-
nitriles par voie chimique, nous nous sommes attachés
dans le travail présenté ici, & définir des conditions bio-
compatibles d’hydratation du substrat (a-aminonitrile)
autorisant le fonctionnement concomitant de la pronase
dans I’hydrolyse de I'a-aminoamide formé (schéma 4).
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C’est effectivement & ce niveau que se situe la prin-
cipale difficulté de cette démarche puisque, bien que
la pronase posséde dans son systéme enzymatique au
moins une amidase alcaline, elle présente dés pH 11
une baisse d’activité appréciable accompagnée d’ailleurs

* Cette résine poly(/N-acryloylpipéridin-4-one) réticulée &
20% par de la 1,4-bisacryloylpipérazine et présentant 80%
de motifs pipéridin-4-one sera symbolisée A(80/20). Le sym-
bole A(80/20)NaOH caractérisera la résine conditionnée dans
une solution aqueuse de soude. Aprés immobilisation de la
pronase par piégeage dans le réseau macromoléculaire, cette
résine sera symbolisée A(80/20/p).

d’une perte non négligeable d’énantiosélectivité [8].
D’autre part, sur la base des travaux réalisés dans notre
groupe de recherche, ’hydratation des a-aminonitriles,
catalysée par les composés cétoniques en solution [9]
ou supportés [10] sur polymere insoluble nécessite une
concentration appréciable en ions hydroxyde dans le mi-
lieu. Il nous a donc paru intéressant de tirer partie des
potentialités de la catalyse supportée en dégageant des
conditions d’hydratation d’c-aminonitriles & tempéra-
ture ambiante, en milieu modérément basique, & des
pH de l'ordre de 10,5-11.

Résultats et discussion

Avant d’exposer les résultats que nous avons ob-
tenus dans I’hydrolyse de I’a-aminobenzylacétonitrile
en milieu faiblement basique, catalysée par la résine
A(80/20/p) résultant de P'immobilisation de la pro-
nase (8 mg/g de résine), nous rappelons les tra-
vaux réalisés au laboratoire [11] sur le comporte-
ment de cette préparation enzymatique dans I’hydrolyse
d’a-aminoamides et plus particulierement du phényla-
laninamide 3a (schéma 5).
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Contrairement & la pronase en phase homogéne qui
présente deux maxima d’activité en milieux neutre et
faiblement basique, ’activité de la pronase immobilisée
présente un seul maximum aux alentours de pH 9,5-
10 et décroit de fagon importante au dela de pH 10,5
(fig 1). En effet, au dessus de pH 10,5-11, I'activité de
la. pronase immobilisée est relativement faible en mi-
lieu non tamponné et en absence de cofacteurs métal-
liques, surtout si ’hydrolyse chimique compétitive de
I’a-aminoamide est prise en compte.

Comme nous I'avons déja souligné dans l'introduc-
tion, le support d’immobilisation de la pronase a été
utilisé comme catalyseur d’hydratation des a-amino-
nitriles dans d’autres conditions nettement plus basi-
ques (schéma 6).
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Une étude cinétique menée plus précisément sur ’hy-
dratation de I’a-aminopropionitrile 1b, catalysée par la
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Fig 1. Evolution de la vitesse initiale d’hydrolyse du
L-phénylalaninamide 3a catalysée par la pronase immobi-
lisée (A(80/20/p)) en fonction du pH, t = 37°C, V (volume
réactionnel) = 8 mL, [A(80/20/p)] (concentration en résine
essorée) = 100 mg/mL, [amD,L] (concentration initiale en
amide D,L) = 10 mg/mL.

résine A(80/20), a pu montrer que les lois de vitesse et
le mécanisme de la catalyse supportée étaient, du moins
pour ce substrat, comparables & ceux du processus ca-
talytique en phase homogene, sans intervention notable
de limitations cinétiques d’origine diffusionnelle [11].
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Ce processus catalytique (schéma 7), constitué de
nombreuses étapes élémentaires, peut étre simplifié
cinétiquement en deux réactions consécutives : la for-
mation de 'intermédiaire imine de I’a-aminoamide 7 et
Papparition de I’c-aminoamide 3 en solution. Dans le
premier stade de ce processus, I'étape limitante est la
cyclisation de ’aminoalcoolate 5 formé dans un prééqui-
libre rapide et défavorisé, qui se traduit expérimentale-
ment par une vitesse du premier ordre par rapport, a la
concentration initiale en a-aminonitrile [nit], & la masse
de résine par unité de volume réactionnel (c’est-a-dire
en fait, & la concentration en cétone immobilisée [CO])
et par rapport & la concentration en ions hydroxyde

[OH-] :
—d[nit]/dt = k1[nit][CO][OH~

Les études cinétiques menées sur la résine A(80/20)
préalablement conditionnée en milieu basique
(A(80/20)naon), dans une gamme de concentrations en
soude allant jusqu’a 1 N (fig 2), ont montré que la vi-
tesse initiale de disparition de ’a-aminonitrile, ply va-
rie de fagon quasi linéaire seulement pour des concen-
trations en soude comprises entre 0,015 et 0,05 N, tra-
duisant effectivement, dans ces conditions, une loi de
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vitesse d’ordre 1 par rapport & la concentration en ions
hydroxyde.

Au dela d’une concentration en soude de 0,05 N,
la loi de vitesse présente un ordre inférieur a 1.
L’aplatissement de la courbe plg = f([OH™}) qui est
d’autant plus significatif que la concentration en ions
hydroxyde est importante, a été interprété [11] par
Pionisation, & ces pH trés basiques, des espéces im-
mobilisées sur le support, comme ’hydrate du com-
posé carbonylé ou Paminoalcool intermédiaire de ’hy-
dratation de I’a-aminonitrile. Dans la zone de pH qui
nous intéresse (pH 10,5-11,5), la résine A(80/20)Na0H
présente une activité trés faible qui n’augmente que trés
peu avec le pH. Il est clair que dans ces conditions,
la vitesse initiale de disparition de I’a-aminonitrile est
tellement faible que la décomposition compétitive de
I’a-aminonitrile ( “rétro Strecker” ) devient non négligea-
ble.

Dans les différents travaux menés au laboratoire, la
cyclisation directe de ’a-carbinolamine nitrile 8 par
catalyse basique générale (schéma 8) qui pourrait se
produire a des pH faiblement basiques n’a jamais été
observée.

De méme, P'utilisation de catalyseurs acido-basiques
bifonctionnels comportant a la fois une fonction basi-
que et acide (phosphate, borate, par exemple) n’a pas
permis de mettre en évidence un processus catalytique
concerté d’arrachement du proton de l’alcool et de pro-
tonation du nitrile a ’état de transition. Il est donc clair
que le passage a ’aminoalcoolate 5, thermodynamique-
ment défavorisé, est nécessaire pour permettre I’attaque
intramoléculaire de la fonction nitrile.

Ainsi, par exemple, dans I’hydratation de ’a-amino-
benzylacétonitrile 1la catalysée par des cétones d’acti-
vités tres différentes comme 'acétone ou la 1-acétyl-
pipéridin-4-one, lapparition de l’a-aminoamide n’est
pas accélérée dans une solution de tampon phosphate
0,1 M de pH régulé & 11, mais se trouve méme ralentie
quel que soit le catalyseur cétonique (fig 3).

I’absence de catalyse basique générale par les tam-
pons phosphate est donc accompagnée, de fagon as-
sez surprenante, par une certaine inhibition, & force
ionique controlée, de I'activité de la cétone dans I'hy-
dratation des a-aminonitriles. Il faut cependant souli-
gner que l'essai réalisé en présence d’acétone peut ne
pas étre totalement significatif étant donné la lenteur
de la vitesse d’hydratation observée; la faible quantité
d’a-aminoamide formé peut résulter d’une catalyse par
les produits de décomposition de ’a-aminonitrile, en
particulier le benzéne acétaldéhyde.

En revanche, l'influence des tampons phosphate
sur l'hydratation des o-aminonitriles est totale-
ment différente en présence d'un catalyseur céto-
nique supporté. En effet, lorsque P'hydratation de
I’-aminobenzylacétonitrile 1a, catalysée par la résine
(A(80/20)), est menée en présence de tampons phos-
phate de concentrations variables (de 0 & 0,4 M) &
un pH régulé a 11, la vitesse initiale de disparition de
I'a-aminonitrile, plg augmente avec la concentration en
phosphate total (fig 4). Cette vitesse atteint un palier
vers une concentration en phosphate de 0,2 M, & un ni-
veau environ quatre fois plus élevé qu’en solution non
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Fig 2. Evolution des vitesses initiales plg de disparition de I'a~aminonitrile avec la concentration en ions hydroxyde,
lors de l'hydratation de 'a-aminobenzylacétonitrile 1a, a 25°C, catalysée par la résine A(80/20)n.on préalablement
conditionnée en milieu basique concentré. Conditions : m.¢ = 100 mg, [nitjo = 0,048 mol L}, V =8,5mL.
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Fig 3. Hydratation, a 25°C et a pH 11, de 'a-amino-
benzylacétonitrile 1a catalysée par I’acétone (0,16 mol L™!)
en présence (W) et en l'absence (UJ) de tampon phos-
phate 0,1 M et catalysée par la 1-acétylpipéridin-4-one
(0,16 mol L ™) en présence (o) et en ’absence (o) de tampon
phosphate 0,1 M.

tamponnée au meme pH. Ce résultat est moins signifi-
catif en présence d’une résine B(15/5) faiblement réti-
culée (5% de 1,4-bis(acryloyl)pipérazine), dans laquelle
les motifs pipéridin-4-one (15%) sont dilués par des mo-
tifs morpholine (80%), alors que cette résine B(15/5)
présente [6] en milieu nettement plus basique (0,001 M
< [NaOH] < 0,1 M) une activité catalytique comparable
3 celle de la résine A{80/20) dans les mémes conditions
(fig 4).

Sur la base des travaux réalisés en phase homogene,
cet effet catalytique des tampons phosphate dans la ca-
talyse d’hydratation des a-aminonitriles en présence de
cétones supportées ne semble pas étre lié & une éven-
tuelle catalyse basique générale de la premiere étape
de la réaction d’hydratation, c’est-a-dire la formation
de 'imine de I'a-aminoamide 7. De plus, 'analyse en
RMN 13C du solide de la résine A(80/20), préalable-

Fig 4. Influence de la concentration en phosphate sur les
vitesses initiales (plo) de disparition de I’a-aminonitrile
la en présence de résine A(80/20) (o) et B(15/5) (O).
Conditions expérimentales : Volume réactionnel = 8,5 mL,
mye, = 250 mg, [phosp] = 0; 0,1; 0,2 et 0,4 mol L™, pH 11,
t = 25°C.

ment traitée par une solution de phosphate 0,1 M &
pH 11, ne laisse pas apparaitre de modifications par-
ticuliéres de la structure du catalyseur si ce n’est, de
facon tres analogue a la résine traitée par de la soude
0,1 N, I'apparition d’un signal a 80 ppm caractéristique
du cétol (schéma 9).

NaOHQ,1 N

Schéma 9



Nous rappelons que le traitement de la résine par une
solution aqueuse de soude 0,1 N se traduit, malgré le
fort taux de réticulant utilisé, par une baisse limitée de
sa capacité en groupements cétoniques (de 4 méquiv/g a
2,75 méquiv/g) attribuée a la formation de cétols résul-
tant de la condensation de sites pipéridin-4-one adja-
cents ou voisins [12]. Les motifs cétoniques cétolisés
(1,25 méquiv/g) sont catalytiquement inactifs dans 'hy-
dratation des nitriles a-aminés non seulement en raison
de leur fort encombrement mais surtout a4 cause de la
lenteur de la réaction de décétolisation en milieu basi-
que non tamponné.

En conséquence, nous formulons I'hypothese selon
laquelle Peffet du phosphate en milieu basique résulte
d’une activation du catalyseur cétonique supporté au
sein de la résine acrylique qui accélere I'établissement de
’équilibre cétone/cétol. Cet effet, surtout visible lorsque
la concentration locale en motifs cétoniques est relative-
ment élevée (résine A(80/20)), permettrait d’atteindre
une situation dans laquelle tous les motifs pipéridin-
4-one introduits (cétones libres et cétols) devien-
nent potentiellement catalytiques dans I'hydratation de
I’a-aminonitrile. Cette potentialité catalytique n’ap-
parait que dans la mesure ol le temps de séjour du
nitrile dans le microenvironnement du site cétonique
est suffisant, soit en raison d’un effet de partage favo-
rable, soit en raison d’une diffusion interne ralentie du
substrat. Il faut cependant souligner qu’en phase ho-
mogene, dans le cas particulier trés étudié (13} de la
diacétone alcool par exemple, aucune catalyse basique
générale, théoriquement possible, n’a pu étre détectée
dans la réaction de décétolisation qui nécessite spécifi-
quement la présence d’ions hydroxyde. En contrepartie,
une étude cinétique par RMN 'H de la décétolisation
en phase homogene du cétol 9 de la 1-acétylpipéridin-
4-one 10, molécule modele du motif cétonique sup-
porté, montre qu’a pH 11, I'équilibre cétone/cétol est
atteint plus rapidement en présence de tampons phos-
phate (schéma 10).
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Ce comportement des cétols en présence de phos-
phates devrait pouvoir étre généralisé aux résines
cétoniques poly(N-acryloylpipéridin-4-one). Nous avons
d’ailleurs constaté que dans I’hydratation de I'a-amino-
benzylacétonitrile catalysée par A(80/20) en présence
de phosphate (0,2 M), & pH constant (pH 11), la vitesse
initiale de disparition de I’-aminonitrile restait direc-
tement, proportionnelle & la masse de résine, donc a la
concentration en motifs cétoniques potentiellement ca-
talytiques. De plus, la vitesse de disparition du nitrile
croit beaucoup plus rapidement avec le pH (10-11,5) en
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milieu tamponné par les phosphates (0,2 M) qu’en l’ab-
sence de phosphate. Ce type de catalyse, observé égale-
ment en présence de tampons borate, devient inexistant
dans les tampons d’espéces basiques monofonctionnelles
comme la triéthanolamine par exemple. Il est probable
que la spécificité de la nature du tampon acido-basique
tient a la concertation nécessaire des réactions d’arra-
chement du proton alcoolique du cétol et de protonation
du carbanion de la cétone (schéma 11).
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Dans ces résines, il est possible, étant donné la forte
concentration locale en motifs cétoniques, que I'étape
lente de la réaction de cétolisation ne soit plus exclusive-
ment I'attaque favorisée du carbanion sur la cétone [13]
mais plutét arrachement du proton en o de la cétone
et son transfert vers Palcoolate [14]. Une étude cinéti-
que plus poussée est actuellement en cours au labora-
toire. Quoiqu’il en soit, nous venons de montrer qu’en
présence de tampon phosphate ou borate ([phosp}, [bor]
= 0,1 M), le catalyseur cétonique supporté reste opéra-
tionnel & des pH faiblement basiques (de I’ordre de 10-
11,5), compatibles avec le domaine d’activité de la pro-
nase immobilisée dans 1’hydrolyse de ’a-aminoamide
correspondant. De plus, en milieu tamponné, énergie
d’activation apparente de P’hydratation de I’a-amino-
nitrile est beaucoup plus élevée (25 kcal/mol) qu’en
’absence de ces tampons (5 kcal/mol), ce qui permet
de réaliser I'hydratation a une température de 'ordre
de 40°C, sans trop favoriser la réaction compétitive de
décomposition de P'a-aminonitrile (20 keal/mol) [15].

Nous avons alors réalisé I’hydrolyse de I’a-amino-
benzylacétonitrile catalysée par A(80/20/p), a 37°C, &
pH 10,5 et en présence d'un tampon borate 0,1 M.

Nous devons toutefois signaler ici que, dans ce mi-
lieu réactionnel, ’enzyme supportée n’a aucune in-
fluence sur les équilibres de cétolisation/décétolisation
au sein de la résine puisque la vitesse de disparition de
I'-aminonitrile (& une concentration donnée) observée
lors de son hydratation catalysée par la résine A(80/20)
est identique & celle observée lors de son hydrolyse ca-
talysée par la résine A(80/20/p).

A de faibles concentrations (inférieures & environ
510~2 M, dans les conditions utilisées), I’a-aminonitrile
DL conduit & pH 10,5, & un mélange d’a(L)-aminoacide
et d’a(D)-aminoamide, qui n’est pas un substrat pour
lenzyme (fig 5).

La vitesse d’hydratation de ’a-aminonitrile contréle
la vitesse globale d’hydrolyse, puisque I’c(L)-amino-
amide formé dans la résine en présence de pronase
immobilisée, est hydrolysé rapidement, & une vitesse
plus élevée que sa diffusion de la résine vers la solution
(schéma 12).
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Fig 5. Hydrolyse de |'a-aminobenzylacétonitrile la ca-
talysée par la résine A(80/20/p). [nitlo = 0,0017 M,
mres = 500 mg, pH = 10,5, V. = 5 mL, t = 37°C,
[bor] = 0,1 M.
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Schéma 12

Tout comme en cinétique enzymatique classique, la
vitesse d’apparition de 'a(L)-aminoacide en solution
devient pratiquement constante dés que la concentra-
tion en a-aminonitrile est suffisante (supérieure a en-
viron 5 1073 M, dans les conditions utilisées). Cette
situation de saturation de l'enzyme par son substrat
(a(L)-aminoamide) correspond & un changement
d’étape lente qui n'est plus, comme cela a été ob-
servé pour de faibles concentrations en a-aminonitrile,
I’hydratation de ’a-aminonitrile mais |'apparition de
Pa-aminoacide. Dans ces conditions, la concentration
de a-aminoamide dans la résine devient suffisamment
importante pour pouvoir observer sa diffusion dans
la solution & une concentration supérieure a celle de
I'a-aminoacide, ce qui se traduit par la présence
d’a(L)-aminoamide en solution dont nous avons pu éva-
luer la concentration indépendamment de la quantité
d’a(L)-aminoacide formé (fig 6).

Au cours du temps, la concentration en a(L)-amino-
amide en solution passe par un maximum. En effet,
lorsque la concentration en a-aminonitrile et donc en
a-aminoamide chimiquement généré dans la résine de-
vient faible, 'apport d’a(L)-aminoamide dans la résine
par diffusion de la solution vers ’enzyme immobilisée
conduit finalement, aprés un temps suffisamment long,
& une hydrolyse L-énantiospécifique et quantitative de
Pa{L)-aminonitrile.

Si 'a(DL)-aminonitrile se comporte cinétiquement
comme un substrat de l'enzyme immobilisée, il faut
cependant constater que la vitesse maximale d’hy-
drolyse de l'a(DL)-aminobenzylacétonitrile (environ
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Fig 6. Hydrolyse de l'a-aminobenzylacétonitrile la ca-
talysée par la résine A(80/20/p). [nitle = 0,06 M,
mes = 500 mg, pH = 10,5, V = 5 mL, t = 37°C,
[bor] = 0,1 M.

4-5 1075 mol L~! min~! pour une concentration d’en-
zyme immobilisée de 1,2 mg/mL) est vingt fois plus
faible en présence du bicatalyseur A(80/20/p) que celle
observée en absence de tampons phosphate ou borate
dans I’hydrolyse du DL phénylalaninamide (tableau I).

Tableau I. Vitesses maximales d’hydrolyse de différents
substrats par la résine A(80/20/p) & 37°C et & pH 10,5.

Substrats

Vinax 10* (mol L™! min™?)
phénylalaninamide DL 8,4
phénylalaninamide DL 2,1

tampon borax 0,1 M

a-aminobenzylacétonitrile
tampon borate 0,1 M

0,4-0,5

Nous montrons par ailleurs que cette baisse d’activité
ne résulte pas d’une inhibition par les produits de
décomposition de I’a-aminonitrile (“rétro Strecker”) et
qu'elle ne peut pas étre attribuée complétement a la
formation d’a(D)-aminoamide, inhibiteur compétitif de
la pronase, dans la résine. En revanche, elle peut étre
liée a la présence de tampons borate ou phosphate
connus en phase homogeéne [16] pour inhiber Pactivité
de la pronase par leur capacité a chélater les cations
métalliques présents dans ses métallo-enzymes.

Conclusion

Au cours de ce travail, nous avons élaboré un catalyseur
constitué d’une amidase immobilisée sur résine céto-
nique présentant globalement une activité nitrilasique.
Un tel catalyseur permet de convertir un q-aminonitrile
racémique obtenu classiquement & partir de 1’aldéhyde
correspondant, en un mélange d’a(D)-aminoamide et
d’a(L)-aminoacide. Le comportement de ce bicatalyseur
chimique et enzymatique est analogue a celui de micro-
organismes de type Brévibactérium R 312, Pseudomo-
nas Chloraphis B23, etc... dont les nitriles hydratases
contiendraient comme groupement prosthétique, la pyr-
roloquinoléine quinone (PQQ) 11 [17] (schéma 13) dont
le rdle, dans ces enzymes non oxydoréductases, n’a ja-
mais été parfaitement défini.
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Dans le cas des nitriles aliphatiques, plusieurs
hypothéses ont été envisagées, le PQQ permettrait
“I’activation des molécules d’eau” [17], par formation
de ’hydrate du composé carbonylé. qui se fixeraient sur
la triple liaison carbone-nitrile (schéma 14) :

PQQ + H:0 = PQQ, Ho0 + H,0 = PQQ, 2 H,O
Schéma 14

ou la réduction du PQQ en PQQH- suivie de son oxy-
dation par I’oxygéne moléculaire libérerait une molécule
d’ean oxygénée (schéma 15) qui hydraterait le nitrile
[18] selon la réaction de Radziszewski [19] :

0=
PQQ+2e +2 Ht — PQQH, — PQQ + H,0,
Schéma 15

Dans le cas des a-aminonitriles qui nous intéresse
plus particulierement, une troisieme hypothese, basée
sur les résultats que nous avons obtenu, pourrait étre
établie. En effet, le PQQ qui possede une fonction
cétone suffisamment réactive en Cy [20], pourrait ca-
talyser hydratation de ’a-aminonitrile de fagon tres
semblable & la fonction catalytique du groupement céto-
nique pendant (pipéridin-4-one) du support d’immobi-
lisation de la pronase que nous avons décrit.

Partie expérimentale

Les températures de fusion des produits synthétisés ont été
mesurées sur un appareil de marque Buchi 520. Les spectres
infrarouge ont été réalisés sur un spectrometre Perkin-Elmer
1420. Les spectres RMN 'H ont été enregistrés sur des appa-
reils Varian EM 360 g60 MHz) et Bruker AC 250 (250 MHz)
et les spectres RMN 3C du solide sur un spectrométre Bru-
ker AM 300. Les spectres UV ont été réalisés sur un appa-
reil UV Kontron Uvikon. Le pouvoir rotatoire a été mesuré
sur un polarimetre Perkin-Elmer 241. Les dosages de la ca-
pacité en groupements cétoniques des résines utilisées ainsi
que la régulation du pH au cours des cinétiques d’hydrata-
tion des a-aminonitriles et d’hydrolyse des a-aminoamides
ou des a-aminonitriles ont été effectués sur un ensemble de
titrage potentiométrique Tacussel (T'T 200, TT 100, burette
électronique et enregistreur Ecoscript) ou sur un titrimetre
Methrom 308. Les analyses en HPLC ont été faites sur un
appareil Varian muni d’un détecteur UV Varian 2550 ou
Jasco 975, d’une pompe Varian 2510 ou Shimadzu LC.6A
et d’un intégrateur Varian 4290 ou Shimadzu C-R6A. Les
colonnes utilisées sont des Nucléosil RP C18 (5 g, 100 A
ou, selon les cas, des Kromasil C18 (5 p. 100 A), de 15 ou
de 30 cm.
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Synthése de ['a(DL)-aminobenzylacétonitrile

Une solution de 0,116 mol de benzéneacétaldéhyde (13,94 g)

dans 50 mL d’éthanol absolu est additionnée avec un débit

de 0,3 mL/min a une solution de 125 mL d’ammoniaque a

32% contenant 0,142 mol de KCN (9,26 g) et 0,230 mol de

NH4Cl (12,35 g). Le milieu réactionnel est laissé une heure

a température ambiante. Les sels sont filtrés et le mélange

NH3/MeOH est évaporé du milieu réactionnel sous pression

réduite. La phase aqueuse restante est extraite & plusieurs

reprises a 1’éther qui est séché sur Na2SO4, puis évaporé sous

vide. L’huile ainsi obtenue cristallise dans 1’éther & —20°C.

Poids obtenu : 12,9 g (solide).

Rendement = 76%.

F = 39,5-40,5°C.

IR (CCly) cm™* : 3320-3 390 (NHz), 2220 (CN).

RMN 'H (CCly/TMS) 6 (ppm) : 1,65 (s, 2H, NH2), 3,0 (d,
2H, CHy), 3,91 (t, 1H, CH), 7,33 (s, 5H, CgHs).

Synthese des comonomeres

e Synthese de la I-acryloylpipéridin-4-one
(lette synthese résulte d’une modification du mode opéra-
toire proposé par Epton et al [21] :

~ le temps de contact entre les réactifs (26,6 g de chlorhy-
drate de la l-acryloylpipéridin-4-one (0,173 mol), 17,2 mL
de chlorure d’acryloyle (0,19 mol) et 43,6 g de NaHCO3
0,519 mol)) est plus long : 1 h entre —5 et 0°C, puis 1 h a
température ambiante.

- 'extraction du filtrat au chloroforme est plus poussée.
Poids obtenu : 17 g (liquide visqueux & température am-
biante).

Rendement : 64%.

IR (CHCl3) em™ : 1725 (C=0 cétonique), 1640 (C=0
amide), 1600 (CH,=CH).

RMN 'H (CDCl3/TMS) 6 ppm : 2,53 (t, 4H, CH2 (cycle)),

3,93 (t, 4H, CH2 (cycle)), 5,66 a 7,07 (m, 3H, CH,=CH).

e Synthese de la 1,4-bis(acryloyl)pipérazine
Cette synthese résulte d’une modification de la prépara-
tion de la N,N’-bis(acryloyl)éthylénediamine proposée par
Arshady et al [22]. Réactifs utilisés : 4,3 g de pipérazine
(0,05 mol), 8,94 mL de chlorure d’acryloyle (0,11 mol) et
13,9 mL de triéthylamine (0,1 mol). Poids obtenu aprés re-
cristallisation dans un mélange Et.O-MeOH (85-15) : 5,34 g
(solide).
Rendement : 55%.
F = 100°C.
RMN 'H (CDCl3/TMS) § ppm : 3,75 (s, 8H, CHz cycle),
5,7 4 6,95 (m, 3H, CH;=CH).

e Synthése de la {-acryloylmorpholine

0,11 mol de morpholine (8,72 mL) et 0,1 mol de triéthyl-
amine (13,91 mL) sont ajoutées successivement, sous
atmosphere d’azote, & 350 mL de dichlorométhane préala-
blement distillé sur chlorure de calcium. La solution est re-
froidie & 5°C. On ajoute ensuite 0,11 mol de chlorure d’acry-
loyle (8,94 mL) pendant 1,5 h. Le mélange est maintenu 1 h
3 0°C, puis 1 h & température ambiante. Le milieu réaction-
nel est ensuite lavé par 2 fois 10 mL d’eau, 10 mL d’une
solution de HCI (1 M) puis & nouveau par 10 mL d’eau. La
phase organique est séchée sur NaySQy, filtrée et évaporée,
en présence de quelques cristaux d’hydroquinone, & 30°C.
Le produit résultant est purifié par chromatographie sur co-
lonne de silice (éluant éther-méthanol : 1-1). Poids obtenu :
12,1 g (liquide visqueux).

Rendement : 78%.
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IR (CHCIl3) cm™! : 1600 (double liaison acrylique), 1640
(C=0 amide).

RMN 'H (CDCl;/TMS) § ppm : 3,53 (s, 8H, CH; cycle),
5,66 a 7,1 (m, 3H, CH,=CH).

Synthése de la poly(N-acryloylpipéridin-4-one) réticulée
a 20%, A(80/20) et de la poly(N-acryloylpipéridin-
4-one) & motifs morpholine (80%) et réticulée a 5%,
B(15/5)

- A(80/20) : 8 g de l-acryloylpipéridin-4-one (0,0522 mol) et
2,03 g de 1,4-(bisacryloyl)pipérazine (0,01305 mol) sont so-
lubilisés dans 20 mL d’eau. L’oxygene dissous est éliminé par
barbotage d’azote pendant 1 h. Apres addition de 22,5 uL.
de N,N,N’ N’-tétraméthyléthylénediamine, le mélange est
refroidi & 0°C. La polymérisation est initiée par addition
de 3,3 mL d’une solution aqueuse de persulfate d’ammo-
nium 3% préalablement dégazée. On maintient I'atmospheére
d’azote dans le réacteur pendant toute la durée de la po-
lymérisation (1 h environ). Le produit insoluble résultant
est broyé puis lavé abondamment a l'eau, au méthanol et
a Déther (sur fritté n°3). Il est ensuite séché au dessicateur
chauffant. Poids obtenu : entre 9,5 et 9,8 g (résine).
Rendement : 95-98%.
IR (KBr) cm™! : 1730 (C=0 cétone), 1 640 (C=0 amide).
RMN 3C (solide) 6 ppm : 25-50 (C chaines macromolécu-
laires, motifs pipéridin-4-one et pipérazine), 174 (C fonc-
tions amides), 209 (C cétones).

- B(15/5) : Méme protocole, avec 1,45 g de l-acryl-
oylpipéridin-4-one (0,00947 mol), 7,14 g de 4-acryloyl-
morpholine (0,0505 mol) et 0,612 g de 1,4-bis(acryloyl)pipér-
azine (0,00315 mol), 18 mL d’eau, 22 uL. de N,N,N’,N'-tétra-
méthyléthyléenediamine et 3 mL d’une solution aqueuse de
persulfate d’ammonium 3% préalablement dégazée. Poids
obtenu : 8,75 g (résine).

Rendement : 95%.

Conditionnement des résines

— en milteu aqueux : les résines sont mises en suspension dans
de I’eau, sous agitation et & 25°C. RMN 3C (solide) 6 ppm :
25-50 (C chaines macromoléculaires, motifs pipéridin-4-one
et pipérazine), 174 (C fonctions amides), 209 (C cétones),
92 (C hydrates).

— en milieu basique : les résines sont conditionnées par agi-
tation, & température ambiante, pendant 3,5 h dans une so-
lution de potasse 0,1 N (0,035 mg de résine seche par mL de
KOH), puis abondamment lavées a I’eau distillée. RMN 1B
(solide) & ppm : 25-50 (C chaines macromoléculaires, mo-
tifs pipéridin-4-one et pipérazine), 174 (C amide), 209 (C
cétones), 92 (C hydrates), 70 (C cétols).

— en milieu tamponné : les résines sont conditionnées par
agitation, a température ambiante, pendant 3,5 h dans une
solution de phosphate de sodium 0,1 M a pH 11 (0,035 mg
de résine par mL de solution). RMN *3C (solide) 6 ppm : 25-
50 (C chaines macromoléculaires, motifs pipéridin-4-one et
pipérazine), 174 {(C amide), 209 (C cétone), 92 (C hydrate),
70 (C cétol).

Dans chacun de ces milieux, la résine A(80/20) présente
un taux de gonflement G (G = (m1—m2)/m2-d, avec ml :
masse de polymere gonflé, m2 : masse de polymeére sec et d :
densité du milieu gonflant) compris entre 2 et 2,1.

Dosage des groupements carbonyles par le chlorhydrate
d’hydrozylamine

100 mg de résine séche sont ajoutés a 25 ml d’une solution
aqueuse molaire de chlorhydrate d’hydroxylamine, thermo-
statée & 60°C, dont le pH est maintenu constant par ’addi-
tion automatique d’une solution de potasse 0,1 N au moyen

d'un pHstat. La totalité des groupements cétoniques est
dosée quand le volume de potasse ajouté reste constant. Le
dosage des groupements carbonyle (libres et cétolisés) a été
également effectué apres le traitement de la résine en milieu
basique.

Synthese de la résine A(80/20/p)

Dans un réacteur muni d’un barbotage d’azote, 5 g de
1-acryloylpipéridin-4-one, 1 g de 1,4-bis(acryloyl)pipérazine
et 40 mg & 100 mg de pronase lyophilisée (Boehringer
Mannheim n°165921 ou Serva n°33635) sont dissous dans
6 mL d’eau. Le réacteur est posé sur de la glace et le bar-
botage d’azote est maintenu pendant 1 h afin d’assurer une
bonne homogénéisation. Par la suite, 40 uL de N,N,N',N'-
tétraméthyléthylénediamine et 40 ug de persulfate d’ammo-
nium (NHy4)2S203 dissous dans 1 mL d’eau et préalablement
dégazés a I’azote sont rapidement additionnés. Le réacteur
est, alors laissé posé sur de la glace pendant 1 h, puis main-
tenu 1 h & température ambiante. La résine obtenue est en-
suite broyée, lavée a l'eau. La résine non séchée se conserve
a 4°C. Poids de résine séchée obtenu (5,9 g). Rendement
quantitatif.

Le conditionnement de cette résine par agitation pendant
plusieurs heures dans ’eau, une solution de soude ou une
solution tamponnée par les phosphates & pH 10-11 n’a pas
permis de mettre en évidence un éventuel relargage de
I’enzyme en solution.

Protocole des cinétiques d’hydrolyse

e du phénylalaninamide catalysée par la résine
A(80/20/p)

L’avancement de '’hydratation de I’a-aminoamide est suivi
en HPLC, Péluant utilisé étant une solution de tampon
phosphate-MeOH obtenue en mélangeant dans les propor-
tions 30/70 du méthanol et une solution aqueuse d’hydro-
génophosphate de potassium (0,05 M) ajustée & pH 6.
Nous avons utilisé comme étalon interne, le phénol. Dans
un récipient thermostaté & 37°C et soumis & une agita-
tion par vibreur de 1200 tr/min, 50 mg de phénylalani-
namide sont additionnés a 5 mL d'une solution de tam-
pon borate ([borax totall = 0 a4 0,1 M) ou phosphate
([phosphate total] = 0 & 0,2 M), & pH 10,5, 11 ou 11,5,
contenant 1 mg/mL de phénol. Apres dissolution totale de
I'a-aminoamide, la résine A(80/20/p) préalablement rincée
a leau et essorée (500 mg) est introduite dans le mélange
réactionnel et le pH est constamment régulé par une solu-
tion de soude 0,1 N au moyen d’un pHstat. Des prélévements
d’environ 0,1 mL sont effectués de fagon réguliére, puis cha-
que prélevement, placé dans environ 2 mL d’éluant est ana-
lysé en HPLC. Les temps de rétention des différentes espéces
sont 4 un débit de 1 mL/min et une pression de 180 atm :
tr (amide) = 4,2 min; tg (phénol) = 10,6 min; tr (ni-
trile) = 12,5 min; tr (acide) = 3 min (avec une colonne
Nucléosil RP C18 de 15 cm).

o de l'a-aminobenzylacétonitrile catalysée par la

résine A(80/20/p)
Dans un récipient thermostaté & 37°C est soumis a
une agitation par vibreur de 1200 tr/min, 1 & 100 mg
d’a-aminobenzylacétonitrile L ou DL sont dissous dans 5 mL
d’une solution de borax 0,1 M & pH 10,5 contenant 1 mg/mL
de phénol. Par la suite, 250 & 500 mg de résine A(80/20/p)
préalablement rincée A 1’eau et essorée sont introduits dans le
mélange réactionnel. Le pH de la solution est alors constam-
ment régulé & 10,5 par une solution de soude 0,1 N, au moyen
d’un pHstat. Les cinétiques sont suivies en HPLC selon la
méthode décrite ci-avant.



Afin d’analyser la nature de 'amide et de l'acide formé,
nous avons repris cette réaction sur des quantités de substrat
et de catalyseur plus élevées (mnit = 270 mg, myes = 3 g,
Vel = 30 mL). En fin de réaction (9 h), le milieu réac-
tionnel est filtré et la résine est lavée & 'eau. Les phases
aqueuses sont rassemblées et concentrées (de moitié). Le
phénylalaninamide est extrait au dichlorométhane et le pH
est ajusté a 10 par addition constante de NH4OH. Dans
la. solution aqueuse, la disparition de I’amide est contrélée
par CCM (éluant, NH4OH/Pr-2-OH : 3/7). La phase orga-
nique contenant le phénylalaninamide, séchée sur Na;SOy4,
est ensuite évaporée sous pression réduite. L’exceés énan-
tiomérique en a-aminoamide formé est évalué enzymati-
quement par l'utilisation d’'une amidase L-énantiospécifi-
que (la pronase) en solution aqueuse. L’a(D)-aminoamide
obtenu n’est pas un substrat pour l’enzyme. La phase
aqueuse contenant la phénylalanine est ensuite ramenée a
pH neutre et évaporée sous pression réduite. [.’a-aminoacide
brut est alors purifié par chromatographie sur gel de silice
(éluant, CHCl3/MeOH/NHj; : 50/50/5) et son pouvoir ro-
tatoire est mesuré : [a]p = —35,6° (C = 1,6, H20, 20°C).
L’a(L)-aminoacide ainsi obtenu avec un excés énantioméri-
que de 91% ([a]p = —36,25° (C = 1,6, H,0, 20°C) pour
la L-phénylalanine Aldrich-Chemie, pureté optique 98,5%).
mais nous devons souligner qu’il y a 10% de racémisation de
la L-phénylalanine commerciale lors de son passage sur une
colonne de gel de silice dans les conditions expérimentales
citées ci-dessus (éluant, CHCls/MeOH/NHj3 : 50/50/5).

Protocole des cinétiques d’hydratation

o de U'a-aminobenzylacétonitrile catalysée par lacé-

tone et la I-acétylpipéridin-4-one
L’a-aminobenzylacétonitrile, préalablement dissous dans un
minimum de méthanol est introduit dans une solution
aqueuse de cétone (0,16 M) contenant 1 mg/mL de phénol,
en présence et en absence de phosphate de sodium (0,1 M),
4 25°C. Le pH de la solution est constamment régulé & 11
par addition d’une solution de soude 0,1 N tout au long de la
cinétique. L’avancement de la réaction est suivi par HPLC
selon le protocole décrit précédemment.

o de la-aminobenzylacétonitrile catalysée par la
résine A(80/20) et la résine B(15/5)

D’une fagon générale, la résine séche (100 a 250 mg) est
mise en suspension dans 7,5 mL d'une solution de tampon
([phosphate total] = 0 4 0,4 M, [borax total] = 0 a 0,15 M,
[triéthanolamine] = 0,1 M) contenant 1 mg/mL de phénol,
dont le pH (10,5 < pH < 11) est constamment régulé au
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moyen d’un pHstat par addition de soude 0,1 N, ’avance-
ment de la réaction est suivi en HPLC selon le protocole
décrit précédemment.
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