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69 Synthése enzymatique de la L-carnitine.

@ Procédé de synthése de la L-carnitine consistant

4 soumettre la 3-déshydrocarnitine 4 Paction de
la carnitine déshydrogénase, d’un coenzyme tel que
le nicotinamide adénine dinucléotide et d’un systéme
réducteur du coenzyme.
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REVENDICATIONS

1. Procédé de production de L-carnitine, qui consiste 4 soumettre
la 3-déshydrocarnitine ou 'un de ses sels & I’action simultanée, en
milieu aqueux, de:

a) la carnitine déshydrogénase,

b) un coenzyme utilisable par la carnitine déshydrogénase pour
la réduction de la déshydrocarnitine, et

¢) un agent réducteur du coenzyme utilisé.

2. Procédé selon la revendication 1, dans lequel le coenzyme b est
présent en quantité catalytique.

3. Procédé selon I'une des revendications 1 ou 2, dans lequel la
carnitine déshydrogénase est présente en quantité catalytique.

4. Procédé selon I'une des revendications 1 a 3, dans lequel le
coenzyme est le nicotinamide adénine dinucléotide.

5. Procédé selon I'une des revendications 1 4 4, dans lequel Ia
déshydrocarnitine est injectée sous la forme d’une solution de pH
inférieur 4 2 en proportion limitante.

6. Procédé selon I'une des revendications 1 a 5, dans lequel la
carnitine déshydrogénase est produite par une bactérie du genre
Pseudomonas.

7. Procédé selon P'une des revendications 1 a 6, dans lequel la
carnitine déshydrogénase est produite par une bactérie appartenant
au groupe des Pseudomonas fluorescents.

8. Procédé selon I'une des revendications 1 4 7, dans lequel
P'agent réducteur du coenzyme est constitué par un systéme compre-
nant au moins deux €léments:

a) un composé comportant une fonction oxydable, un formiate
ou I’hydrogéne moléculaire, 'élément a étant utilisé en quantité au
moins steechiométrique par rapport a la 3-déshydrocarnitine, et

b) un enzyme approprié 4 I'oxydation de I'élément a.

9. Procédé selon la revendication 8 dans lequel le systéme réduc-
teur du coenzyme comprend:

a) le glucose, et

b) la glucose déshydrogénase.

10. Procédé selon la revendication 8 dans lequel le systéme réduc-
teur du coenzyme comprend:

a) un formiate, et

b) le formiate déshydrogénase.

11. Procédé selon la revendication 8, dans lequel le systéme
réducteur du coenzyme comprend:

a) I'éthanol, et

b) I'alcool déshydrogénase.

12. Procédé selon la revendication 11, dans lequel I'acétaldehyde
formé par oxydation de I'éthanol est éliminé au fur et 4 mesure de sa
formation.

13. Procédé selon I'une des revendications 1 4 7, dans lequel
P’agent réducteur du coenzyme est constitué par un dithionite de
métal alcalin.

14. Procédé selon I'une des revendications 1 a 13, dans lequel le
pH auquel est effectuée la réaction est situé entre 6,5 et 8,5.

15. Procédé selon I'une des revendications 1 & 14, dans lequel la
température i laquelle est effectuée la réaction est située entre 20 et
45°C.

16. Procédé selon I'une des revendications 1 4 15, dans lequel un
ou deux des enzymes utilisés dans la synthése est (sont) sous forme de
suspension de cellules de micro-organismes contenant le ou les enzy-
mes correspondants.

17. Procédé selon 1'une des revendications 1 4 16, dans lequel un
ou deux des enzymes utilisés dans la synthése est (sont) sous forme
immobilisée.

18. Procédé selon I'une des revendications 14 17, dans lequel on
opérea 10-60°CapHde 5,524 10.

19. Procédé selon I'une des revendications 1 a 18, dans lequel on
opéreaun pH de 6,54 8,5.
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Des synthéses chimiques de la carnitine ont été décrites, mais elles
fournissent le mélange racémique alors que le produit recherché pour
son activité biologique est la L-carnitine.

La présente invention consiste en un procédé de préparation de la
L-carnitine par réduction asymétrique de la 3-déshydrocarnitine
dont la synthése chimique a été décrite, par exemple, par Aurich et
coll., «<Hoppe-Seyler’s Z. Physiol. Chem.», 349, 1310 (1968). Le pro-
cédé consiste a soumettre la 3-déshydrocarnitine ou I'un de ses sels &
I’action simultanée en milieu aqueux des éléments suivants:

a) la carnitine déshydrogénase,

b) un coenzyme utilisable par la carnitine déshydrogénase pour
la réduction de la déshydrocarnitine, tel que le nicotinamide adénine
dinucléotide; dans la suite de ’exposé, on ne mentionnera que ce der-
nier composé dont ’emploi est préféré selon 'invention.

¢) un agent réducteur du coenzyme utilisé, cet agent réducteur
pouvant étre un agent réducteur chimique ou un systéme réducteur
enzymatique, ce dernier étant composé d’un réducteur R et d’un
enzyme E.

Les éléments a et b ainsi que I'enzyme E éventuellement utilisé en
¢ sont employés de préférence en quantité catalytique. Le réducteur
R utilisé en ¢ est, par contre, un réactif et doit &tre présent en quantité
substantielle, de préférence en quantité au moins steechiométrique
par rapport & la 3-déshydrocarnitine.

On peut interpréter de la fagon suivante la réaction effectuée: la
carnitine déshydrogénase qui porte le numéro E.C. 1.1.1.108 dans la
nomenclature internationale des enzymes de 1972 (publiée par Else-
vier, Amsterdam) catalyse la réaction:

(CH;)sﬁ —CH,CO—CH,—~COO™ +NADH+H™* >
3-déshydrocarnitine

oH
!
(CH,),N~CH,C ~CH,~C00~ + NAD*
|

H
L-carnitine

Le nicotinamide adénine dinucléotide réduit (NADH) est, dans
cette réaction, oxydé a I’état de nicotinamide adénine dinucléotide
(NAD). Il est ramené sous forme de NADH dans une deuxiéme
réaction par un réducteur R qui est oxydé en un produit P. Cette
deuxiéme réaction est, dans certains cas, catalysée par un enzyme E.
On peut I'écrire sous la forme:

R+NAD+-P+NADH +H*

Le bilan global de synthése de la L-carnitine s’écrit donc:
Réducteur (R)+ 3-déshydrocarnitine—Produit (P)+ L-carnitine.

L’avantage d’un tel systéme est évident puisque le nicotinamide
adénine nucléotide qui est un produit cofiteux (sous forme réduite ou
oxydée) peut n’étre utilis€ qu’en quantité catalytique.

La synthése de la L-carnitine s’effectue dans un réacteur main-
tenu a une température comprise entre 10 et 60°C, de préférence
entre 20 et 45°C. Le pH du milieu est maintenu, par exemple au
moyen d’un dispositif de contrdle automatique, 4 une valeur choisie
entre 5,5 et 10. Un pH situé entre 6,5 et 8,5 est particuliérement favo-
rable pour la stabilité des enzymes utilisés et du nicotinamide adénine
dinucléotide. Le choix du pH est en effet important pour ce dernier
composé dont la forme réduite (NADH) est instable en milieu acide
et la forme oxydée (NAD ) instable en milieu alcalin. La présence
dans le milieu d’un tampon, par exemple un sel soluble de I'acide
phosphorique tel qu’un phosphate d’ammonium, de sodium ou de
potassium, peut &tre dans certains cas utile pour maintenir le pH du
milieu et la stabilité des enzymes.

On introduit dans le réacteur les éléments nécessaires a la syn-
thése considérée, c’est-a-dire le NAD+ (ou le NADH), la carnitine
déshydrogénase, le réducteur R (et éventuellement I'enzyme E qui en
catalyse I'oxydation). Il peut contenir en outre un tampon et des
agents de stabilisation des enzymes. Parmi ces derniers, les composés
comportant un groupement thiol tel que le 2-mercaptoéthanol, le



dithiothréitol, etc., sont particuliérement efficaces. D’une fagon habi-
tuelle cependant, on préfére éviter la présence dans le réacteur dune
concentration importante de 3-déshydrocarnitine, car on a constaté
que ce produit se décarboxylait trés rapidement 4 tous les pH,
excepté aux pH trés acides (inférieurs a 2). Pour cette raison, on pré-
fére introduire de fagon continue dans le réacteur ce composé sous la
forme d’une solution trés acide. Dans ce cas, le débit d’injection est
réglé pour que le paramétre limitant de la réaction soit I'apport de
déshydrocarnitine, ce dernier composé étant immédiatement trans-
formé en L-carnitine au fur et 4 mesure de son introduction dans le
réacteur. L’apport de déshydrocarnitine est dit limitant lorsqu’une
modification en plus ou en moins de cet apport entraine une modifi-
cation dans le méme sens de la vitesse de production de L-carnitine.

Lorsqu'une quantité suffisante de L-carnitine a été produite, on
peut 'extraire du milieu liquide, par exemple par passage sur une
résine échangeuse d’ions. Aprés élution, on peut I'obtenir sous forme
solide par évaporation sous vide.

Les enzymes et le nicotinamide adénine nucléotide qui ont un role
catalytique dans cette synthése sont donc réutilisables et leur coiit
peut justifier dans certains cas leur récupération en fin de réaction.
Pour les enzymes, cette récupération est particulierement simple (par
exemple par décantation ou filtration) lorsqu’on les utilise sous
forme immobilisée sur un support solide. Ces enzymes peuvent étre
utilisés sous forme purifiée ou non; on peut aussi, dans des condi-
tions appropriées, employer directement les micro-organismes conte-
nant les enzymes nécessaires. En ce qui concerne le nicotinamide adé-
nine dinucléotide, sa récupération pour une utilisation ultérieure peut
étre effectuée par exemple par passage sur une colonne garnie d’un
adsorbant convenable comme le charbon actif.

Lorsque Pon utilise le nicotinamide adénine dinucléotide sous
forme de dérivé 4 haut poids moléculaire soluble ou sous forme fixée
4 un support soluble, sa récupération est possible par dialyse, dans le
premier cas, ou par simple décantation, dans le second cas.

Les coenzymes utilisables par la carnitine déshydrogénase pour la
réduction de la déshydrocarnitine sont le nicotinamide adénine dinu-
cléotide ou ses équivalents fonctionnels qui sont en général des com-
posés dont la structure est du type pyridine purine dinucléotide, par
exemple le nitcotinamide hypoxanthine dinucléotide ou I'acétyl-
pyridine adénine dinucléotide. Ces coenzymes peuvent étre fixés & un
dérivé de haut poids moléculaire soluble ou 4 un support solide,
comme il a été dit plus haut. On préfére utiliser le nicotinamide adé-
nine dinucléotide en raison de U'activité élevée qu’il permet d’obtenir
pour la réduction de la déshydrocarnitine.

Les enzymes nécessaires  la synthése effectuée sont obtenus géné-
ralement par culture d’un micro-organisme producteur dans des con-
ditions appropriées. Certains de ces enzymes sont disponibles com-~
mercialement. En ce qui concerne la carnitine déshydrogénase, on a
constaté que les bactéries du genre Pseudomonas, en particulier les
Pseudomonas du groupe fluorescent tel que défini par Stanier et coll.
(«J. Gen. Microbiol.», 43, 159-271, 1966) constituaient une bonne
source de cet enzyme. On peut notamment utiliser des souches de
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida (ou Pseudomonas ova-
lis), par exemple P. putida T, et P. putida 572 de la collection de I'Ins~
titut frangais du pétrole, P. putida CIP 52191 (CIP désignant la col-
lection de I'Institut Pasteur), Pseudomonas fluorescens, par exemple
P. fluorescens CIP 7325 ou P. fluorescens CIP 6913.

Le systéme de réduction du NAD* (encore appelé systéme de ré-
génération du NADH) peut étre chimique. Il est alors constitué du
réducteur R qui peut étre, par exemple, un dithionite de métal alcalin
ou I'hydrogéne en présence d’un catalyseur actif, par exemple un mé-
tal noble du groupe VIII tel que le platine. Quand le systéme de régé-
nération du NADH est enzymatique, les réducteurs R utilisables sont
trés divers et sont des composés dont 'oxydation est catalysée par
une deshydrogénase capable d’utiliser le NAD+, c’est-d-dire un en-
zyme de la classe 1.1.1. de la nomenclature internationale des enzy-
mes mentionnée plus haut. Cette derniére constitue alors I’enzyme E
en général spécifique du réducteur R utilisé qui est alors appelé sub-
strat de ’enzyme E. Le systéme de régénération du NADH est de
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préférence choisi pour que le réducteur R soit un composé peu coii-
teux et que I'enzyme E soit obtenu aisément notamment par culture
d’un micro-organisme approprié. On utilise par exemple ’alcool dés-
hydrogénase (E.C. 1.1.1.1) que ’on peut obtenir en quantité impor-
tante a partir de la levure de boulangerie ( Saccharomyces cerevisiae)
et dont le substrat est I'éthanol (réaction catalysée: éthanol+NAD+
Sacétaldéhyde+ NADH +H+). Un autre exemple est celui de la
glucose déshydrogénase (E.C. 1.1.1.47) (réaction catalysée:
glucose+ NAD* S gluconolactone + NADH +H+) que I'on peut
obtenir notamment par culture de bactéries du genre Bacillus, en par-
ticulier Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Bacillus megaterium. L'utili-
sation de ce dernier systéme s’est montrée particuliérement intéres-
sante, car la glucose déshydrogénase est d’une bonne stabilité dans
les conditions utilisées, et les rendements en carnitine ont été excel-
lents, comme 'illustrent les exemples donnés ci-dessous. On peut
penser que ces bons rendements résultent au moins en partie du fait
que la réaction d’oxydation du glucose est fortement favorisée parce
que le produit formé, la gluconolactone, s’hydrolyse spontanément
en acide gluconique, favorisant ainsi fortement la formation de
NADH. D’autres réactions ou la formation de NADH est favorisée
présentent en outre un autre point d’intérét. C'est le cas des réactions
catalysées par les hydrogénases, notamment les hydrogénases a
NAD+* (hydrogéne: NAD+ oxydoréductases E.C. 1.12.1.2) que 'on
peut obtenir a partir des bactéries utilisant I’hydrogéne aérobique-
ment, par exemple .4lcaligenes eutrophus ( Hydrogenomonas eutro-
pha), Pseudomonas saccharophila, Pseudomonas ruhlandii, Nocardia
opaca. La réaction catalysée par cet enzyme: H, + NAD+

5NADH + H+ présente en effet I'avantage qu’elle évite tout pro-
bléme de séparation de la L-carnitine synthétisée d’avec un produit
ou un réactif de la réaction de formation du NADH. Des avantages
similaires (réaction favorisant la formation de NADH, absence de
produits a séparer) se retrouvent dans I'utilisation de la formiate
déshydrogénase (E.C. 1.2.1.2) qui catalyse la réaction: HCOO—
+NAD+-CO, +NADH. La source de I'ion HCOO- peut étre un
sel soluble de I'acide formique, par exemple un sel de sedium, de po-
tassium ou d’ammonium. La formiate déshydrogénase peut &tre ob-
tenue notamment par culture de micro-organismes méthylotrophes
stricts (n"assimilant que le méthane, le méthanol ou la méthylamine)
tels que les bactéries appartenant aux groupes Methylosinus, Methy-
locystis, Methylococcus, Methylomonas, Methylobacter, ou de méthy-
lotrophes facultatifs (assimilant tant les composés 4 un atome de car-
bone que d’autres sources de carbone). Parmi ces derniers, on peut
utiliser des levures appartenant notamment aux genres Candida,
Kloeckera, Pichia, Hansenula, Torulopsis ou des bactéries apparte-
nant en particulier aux genres Pseudomonas, Xanthomonas, Flavobac-
terium.

Les cxemplgs suivants, donnés a titre non limitatif, illustrent 'in-
vention. Dans ce qui suit, on entend par M ou mM la concentration
d’une solution exprimée en moles ou millimoles de soluté par litre de
solution.

Exemple 1:

Production de la carnitine déshydrogénase

On a cultivé une souche de Pseudomonas putida (P. putida
CIP 52191) dans deux fioles de Fernbach de 1 1 contenant chacune
200 m! de milieu minéral comprenant par litre d’eau distillée:

PO,H,K 4g
PO,HNa,, 12 H,0 6g
MgSO0,, 7TH,0 03g
FeSO,,7H,0 1 mg
ZnSO,,7H,0 0,1 mg
CuSO,, SH,0 0,1 mg
MnSO,, 7H,0 0,04 mg

On a ajouté a ce milieu minéral 20 g/l de chlorhydrate de DL-
carnitine comme seule source de carbone et d’azote (nécessaire pour
I'induction de la synthése de la carnitine déshydrogénase par la bac-
térie). Le pH du milieu a été ajusté a 7.0 par la potasse et, aprés stéri-
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lisation par autoclavage a 115" C pendant 20 min, on a ensemencé
avec 10 ml d'une culture faite dans les mémes conditions & partir d’un
échantillon de la souche conservée sur gélose. La culture a été effec-
tuée 4 30°C pendant 24 h avec agitation (mouvement alternatif a
80 périodes/min). On a récolte les cellules & 4°C par centrifugation;
on a obtenu 3,6 g de cellules (poids humide) pour 400 m! de milieu.

Les cellules ont été suspendues dans un tampon phosphate de po-
tassium (100 mM) a pH 7,0 (3,6 g de cellules dans 6 ml de tampon) et
cassées par traitement aux ultrasons a une température entre 0 et
10°C). Le surnageant obtenu apreés centrifugation constituait I'ex-
trait enzymatique utilisé. Cet extrait contenait 95 mg/ml de protéines
et possédait une activité carnitine déshydrogénase de 0,55 unité par
milligramme de protéines. (L'unité enzymatique internationale est
employée pour tous les enzymes utilisés dans la présente invention.
Elle est définie comme 'activité permettant la transformation de
1 pmol de substrat par minute; les conditions de mesure adoptéesici
étant une concentration de substrat saturante, le pH d’activité maxi-
male et une température de 30°C.)
Synthése de la L-carnitine

La synthése de la L-carnitine a été effectuée dans un réacteur con-
tenant 51 ml d’un milieu contenant les composants suivants aux con-
centrations indiquées en millimoles par litre (mM): phosphate d’am-
monium 100 mM (pH 6,8), NAD+ 1 mM, dithiothréitol 0,2 mM,
glucose 200 mM. On y a ajouté alors la glucose déshydrogénase (en-
zyme purifié Boehringer réf. 171697) 0,5 ml (75 unités) et 0,5 mi de
'extrait de carnitine déshydrogénase (26 unités). On a commencé
alors I'injection dans le réacteur d’une solution aqueuse 0,4M de
chlorhydrate de déshydrocarnitine (amenée a pH 0,5 par addition
d’acide chlorhydrique). Le débit d'injection était de 0,5 ml/h. Le réac-
teur était thermostaté 4 25°C et le pH était maintenu 4 6,8 par I'addi-
tion d’'ammoniaque N contrdlée par un pH-métre régulateur. Aprés
40 hla réaction a été arrétée. La L-carnitine formée a été dosée en-
zymatiquement au moyen de la carnitine acétyltransférase. Une con-
centration 80 mM de L-carnitine a été mesurée dans un volume de
95,5 ml, ce qui correspond & la production de 1,5 g de carnitine (ex-
primée ici et dans la suite du texte sous forme de chlorhydrate) avec
un rendement de 94% par rapport au chlorhydrate de déshydro-
carnitine.

Purification de la L-carnitine

Le milieu réactionnel a été versé en haut d'une colonne de résine
échangeuse de cations Dowex AG 50W-X8 de 20 x 200 mm. Cette
colonne avait &té préalablement mise sous forme H+ par lavage avec
350 mi de HCl & 10% puis 500 ml d’eau. Aprés introduction de
I'échantillon, la colonne a été lavée par 400 ml d’eau, puis ¢luée par
une solution normale d’ammoniaque. La fraction sortant de la co-
lonne (entre 150 et 225 ml) aprés le début de I'élution avec 'ammo-
niaque a été recueillie. Le dosage avec la carnitine acétyltransférase a
indiqué qu’elle contenait 1,48 g de carnitine. L’échantillon a été en-
suite évaporé sous vide, redissous dans ’eau (15 ml) et & nouveau
évaporé. La carnitine base contenue a €té mise sous forme de chlor-
hydrate par addition de 8 ml d’une solution normale de HCl et &
nouveau évaporée. Le produit déliquescent obtenu a été dissous dans
75 ml d’un mélange anhydre en proportions 3/2 d’acétone et d’étha-
nol. On a ajouté a la solution 210 ml d’acétone 4 0°C et on I'a placé &
—9-C pendant 12 h. Les cristaux recueillis ont été Javés a Iéther,
puis séchés sous vide. Un poids de 0,91 g de carnitine a été obtenu. Le
produit final, par dosage a la carnitine acétyltransférase, contenait
89,5% de chlorhydrate de L-carnitine. Il a été obtenu avec un rende-
ment global de 57% par rapport au chlorhydrate de déshydro-
carnitine.

Exemple 2:

On a utilisé pour cette synthése la carnitine déshydrogénase obte-
nue comme dans I'exemple 1. La synthése de L-carnitine a été effec-
tuée dans les mémes conditions que dans ’exemple 1, sauf en ce qui
concerne le systéme de régénération du NADH, car on a employé ici
le systéme alcool déshydrogénase de levure et éthanol au lieu du sys-
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téme glucose déshydrogénase et glucose. Le glucose est donc rem-
placé dans le milieu réactionnel par de 1'éthanol (concentration dans
le réacteur 4% en volume) et la glucose déshydrogénase par 4 mg
(700 unités) d’alcool déshydrogénase de levure purifiée (Sigma réf. A
3263). De plus, on a effectué un barbotage d’azote (80 ml/min) dans
le réacteur pour éliminer 'acétaldéhyde formé par oxydation de 'al-
cool, et faciliter ainsi la régénération du NADH. Aprés 30 h, on a
produit dans le réacteur 0,325 g de L-carnitine avec un rendement de
27% a partir du chlorhydrate de déshydrocarnitine.

Exemple 3:

On a effectué la synthése de la carnitine comme dans I'exemple 2,
mais le systéme générateur de NADH comprenait cette fois, en plus
de I'alcool déshydrogénase, I'aldéhyde déshydrogénase (E.C. 1.2.1.5)
qui oxyde I'aldéhyde (formé par action de I'alcool déshydrogénase
sur I’éthanol) en acide acétique. On formait donc deux molécules de
NADH 4 partir d’une molécule d’éthanol (au lieu d*une dans I’exem-
ple précédent) et, de plus, I’équilibre réactionnel était fortement dé-
place en faveur de la formation de NADH et d’acide acétique. Il n’y

20 avait donc plus lieu d’éliminer I"acétaldéhyde formé comme dans

I'exemple précédent. Les conditions étaient donc celles de I'exemple
2, mais on a ajouté au milieu réactionnel 125 unités d’aldéhyde dés-
hydrogénase purifiée (Boehringer réf. 171832) et supprimé le barbo-
tage d’azote. Apres 24 h, on a produit dans le réacteur 0,764 g de L-
carnitine avec un rendement de 77,5% par rapport au chlorhydrate
de déshydrocarnitine.

Exemple 4:

On a effectu¢ la synthése de la carnitine comme dans I'exemple 2,
mais I'alcool déshydrogénase de levure, au lieu d’étre utilisé sous
forme d’enzyme libre purifié, a €té utilisé sous forme non purifiée et
insolubilisée. On a utilisé en fait les cellules elles-mémes de levure de
boulangerie (qui sont riches en alcool déshydrogénase) aprés un trai-
tement de perméabilisation et immobilisation dans un gel de poly-
acrylamide. Le traitement de perméabilisation a été effectué de la fa-
con suivante: 18 g de cellules de levure de boulangerie du commerce
ont été suspendues dans 36 ml de tampon phosphate de potassium
(40 mM) a pH 8. On a centrifugé et, aprés décantation, les cellules
ont été reprises dans 36 ml du méme tampon. On a ajouté 1,8 ml d’un
mélange 1:4 en volume de toluéne et d’éthanol et on a incubé 30 min
4 30°C. Puis on a centrifugé et on a lavé deux fois avec 36 ml de tam~
pon. Les cellules ainsi perméabilisées ont été immobilisées dans un
gel préparé en resuspendant les cellules dans 4 ml de tampon phos-
phate (40 mM) 4 pH 8 et en y ajoutant 500 mg d’acrylamide, 40 mg
de N,N’-méthylénebisacrylamide, 0,5 ml de N,N,N’,N'-tétraméthyl-
éthylénediamine a 0,805% et 0,5 ml de persulfate d’ammonium &
2,5%. La solution a été versée dans un récipient rempli de billes de
verre de 2 mm de diamétre. On a laissé la polymérisation s’effectuer

'1ha30°C. On a éliminé les billes, ce qui a fourni un gel fragmenté

qu’on a lavé avec le méme tampon.

Ce gel a été introduit dans le réacteur et la synthése de la carnitine
a été effectuée. Dans ces conditions, on a produit en 25 h 0,436 g de
L-carnitine a partir de 1,105 g de chlorhydrate de déshydrocarnitine.

Exemple 5:

On a effectué la synthése de la carnitine comme dans 'exemple 1,
mais on a'remplacé le systéme générateur de NADH, glucose et glu-
cose déshydrogénase, par le systéme formiate de sodium utilisé 4 une
concentration de 150 mM et formiate déshydrogénase (quantité utili-
sée: 9 unités). Dans ces conditions, on a synthétisé en 15 h 80 mg de
L-carnitine 4 partir de 590 mg de chlorhydrate de carnitine.

La préparation de formiate déshydrogénase utilisée dans cet essai
a été réalisée de la fagon suivante: on a utilisé la levure Torulopsis -
candida GFP 206 déposée au Fermentation Research Institute,
Agency of Industrial Science and Technology of Japan MITI (Biko-
ken) sous le numéro 3645. On a cultivé cette levure avec le méthanol
comme source de carbone dans les conditions décrites dans I’exemple



4 du brevet frangais No 75.24320 du 30 juillet 1975. Les cellules ont
été recueillies par décantation et 40 ml du sédiment ont été addition-
nés de 6 ml de tampon phosphate de potassium 0,1M (pH 6,8) et de
30 g de billes de verre (diamétre 0,5 mm) et broyées par agitation
avec un broyeur (3 périodes de 1 min 4 une température inférieure &
10" C). Aprés centrifugation, le surnageant a €té ajusté a une concen-
tration de sulfate d’ammonium de 350 g/1. Le précipité a été éliminé
et la concentration en sulfate d’ammonium du surnageant a été por-
tée 4 500 g/1. Le précipité formé a été recueilli et dialysé contre du
tampon phosphate de potassium (50 mM) pH 6,8. Il a constitué la
préparation de formiate déshydrogénase utilisé pour la syntheése de la
carnitine.

Exemple 6:

La régénération du NADH a été effectuée dans cette synthése par
voie chimique, le dithionite de sodium (Na,S,0,) étant le réducteur
utilisé. La synthése a été effectuée en I'absence d’oxygéne, le dithio-
nite s’oxydant 4 I'air. Le dithionite a &té, de plus, injecté sous forme
de solution alcaline au fur et 4 mesure de son utilisation, car il se dé-
compose en milieu acide ou neutre. Le milieu réactionnel contenait
dans un volume de 50 ml: tampon phosphate de potassium 100 mM
pH 7.8, dithionite de sodium 10 mM, NAD 1 mM, carnitine déshy-
drogénase (obtenue comme dans I’exemple 1) 0,5 ml. Un courant
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d’azote (20 ml/min) était établi dans le réacteur. La déshydro-
carnitine était injectée comme dans I'exemple 1 et la solution de di-
thionite de sodium 600 mM (qui contenait aussi du carbonate bipo-
tassique 200 mM) était injectée anaérobiquement a un débit de

0,5 ml/h. La température était maintenue 4 25°CetlepHa 7.8.
Aprés 21 h de fonctionnement, on a recueilli la L-carnitine produite
par passage sur résine échangeuse d'ions comme décrit dans 'exem-
plel.

Exemple 7:

On a répéteé I'exemple 1 (synthése de la L-carnitine) en portant
toutefois 4 400 mM la concentration en glucose et en ajoutant au mi-
lieu 0,02% en poids d’azoture de sodium (NaN;) comme antisepti-
que, les autres conditions étant les mémes que celles de I'exemple 1.
On a obtenu en 89 Y2 h une quantité de L-carnitine de 2,7 g avec un
rendement de 95%.

Exemple 8:

On a répété 'exemple 1 (synthése de la L-carnitine) dans les mé-
mes conditions, sauf que la concentration de la solution de chlor-
hydrate de déshydrocarnitine était 1 M, I'agent neutralisant étant ici
la potasse 4N. On a obtenu en 18 h 1,52 g de L-carnitine avec un
rendement voisin de 100%.
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