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La presente invencidn se refiere a un procedimiento
para la preparacidén enzimdtica de L-triptdfano.

Es ya sabido que este aminodcido es muy importante en

‘la industria de los alimentos dietéticos, como aditivo de

forrajes y en el enriquecimiento de alimentos con baja can—
tidad de proteinas (harina de patata y, en general, hidratos
de carbono).

Es también sabido que existen algunos métodos quimicos y
de fermentacidn para la produccidn del mismo.

Sin embargo, los métodos quimicos son de limitada impor-
tancia desde el punto de vista'industrial debido a los bajos
rendimientos, a las materias primas de elevado coste y a la
formacidn racémica con sus consiguientes complicaciones, y
los métodos de fermentacidn, aunque frecuentemente utilizados,
no estan exentos de considerables inconvenientes.

La seleccidn de un'microorganismo que sea .buen productor
del aminodcido es muy difficil y de prolongada duracidn, con
la incertidumbre inherente siempre a una seleccidn.

El microorganismo tiene que crecer adecuadamente en pre-
sencia de éltas concentraciones de compuestos iniciadores
tales como dcido antranilico o indol y no debe ser obstaculi-
zado por el triptdfano que se vaya acumulando.

Se ha descubierto ahora un procedimiento para la prepa-
racién de L-triptéfano que elimina los inconvenientes de la

fermentacidn. .

-~

El procedimiento segin la presente invencidn consiste en

poner en contacto indol y serina con estructuras filamentosas
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que lleven englobado en ellas un complejo enzimdtico capaz
de sintetizar el triptdfano.

El procedimiento segin la invencidn puede utilizarse
también para dotar de una cantidad de triptéfano a compuestos
hidrolizados de proteinas que no lo posean: es suficiente
corregir el valor pH al valor mds apropiado, afiadir a dichos
compuestos la cantidad necesaria de indol y ponerlos en con-
tacto con la fibra enzimdtica.

Como consecuencia, una parte de la serina presente se
transformard en triptdfanc.

De esta manera se puede recuperar fdcilmente la enzima
englobada al final de la reaccidn y se la puede reutilizar
un nimero ilimitado de veces.

Las estructuras filamentosas susceptibles de ser empleadas
en este procedimiento, asi como el método para englobar las
enzimas, corresponden a lo descrito en la Patente de Inven-—
cién N 369.125, de acﬁerdo con la cual las fibras o filamen-
tos en los que quedan englobadas las enzimas pueden obtenerse
a partir de soluciones de polimeros capaces de producir fibras
o filamentos, en los que los compuestos enzimdticos estdn dis-
persos bajo la forma de gotitas muy pequefias del orden de
magnitud de las emulsiones.

La emulsidn asi obtenida se puede hilar en solucidn o
en seco para producir un filamento provisto en su interior de
diminutos huecos en los que se alojan las enzimas, que quedan
asi separadas por una membrana muy fina del ambiente de la

.« 7 . . . 0 .
reaccion, la cual impide que la enzima pueda salir y disper-
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sarse en la masa de la reaccidn pero permite que la enzima
pueda ejercer su actividad catalitica.

Entre los polimeros capaces de englobar a las enzimas
pPueden mencionarse los polimeros celuldsicos esterificados,
los nitratos, las poliolefinas, los.polfmeros ¥y copolimeros
obtenidos a partir del acrilonitrilo, los acrilatos, los
metacrilatos, los ésteres de vinilo, el cloruro de vinilo,
el cloruro de vinilideno, el estireno, las poliamidas, el
butiral polivinilo y similares.

La enzima apropiada para acoplar la serina con el indol
puede prepararse a partir de vérias fuentes de microbios:

E. Coli, Claviceps, Neurospora, B. Subtilis, Sacaromices,
ete.

Los mejores resultados se han obtenido empleando triace—
tato de celulosa y la enzima de E. Coli.

La enzima englobada presenta una duracidn considerable:
la actividad de la misma se ha contro}ado bajo condiciones
de trabajo durante seis meses sin que se observara disminu-
¢ién alguna.

Este hecho reduce considerablemente, o convierte en
insignificante, el coste de la prepﬁracién catalitica con
respecto a la totalidad del coste del proceso. Ello permite
el uso de compuestos enzimdticos muy puros que son ademds
muy activos,

La enzima englobada no se difunde en la mezcla de la
reaccidén. Por consiguiente no se presenta problema alguno

de pérdidas y la solucidn final de triptéfano no contiene
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impureza alguna que haga dificil la extraccidn, tal como
ocurre en el caso de la fermentacidn; en efecto, en esta
ultima se producen cantidades relativamente altas de algunos
otros aminodcidos, particularmente de alanina y valina, ¥y
ademids estin présentes también todas las impurezas de un
medio de cultivo. La enzima utiliza dnicamente la forma L

de la serina, por lo cual se puede utilizar serina D, L en
la mezcla de la reaccidn.

La serina D no utilizada puede ser recuperada con buenos
rendimientos, transformada a la forma racémica por via qui-
mica y seguidamente reciclada.

El procedimiento segin la invencidn no requiere trabajo
alguno de seleccidén y preservacién de los microorganismos
necesarios para una produccidn microbioldgica de L-triptéfano
ni tampoco empleo alguno de elementos nutritivos que consti-
tuyan el medio de cultivo. Otra gran ventaja del procedimien-
to segin la invencidn consiste en la posibilidad de un trabajo
continuo, lo cual simplifica notablemente la instalacidn y
disminuye el costo del procedimiento.

La fermentacidn réquiere necesariamente una instalacién
relativamente compleja que asegure el agitamiento, la airea-
cién y la esterilizacidn de la masa, y ciertos controles de
las variables fisicas del procedimiento propiamente dicho.

Trabajando de acuerdo con el procedimiento de la inven-
cidn es suficiente utilizar una o varias columnas de acero o
de material pldstico, asi como una bomba.

También es posible trabajar en proceso discontinuo ha~



10

15

20

25

402781

ciendo entrar en contacto durante el tiempo necesario al
substrato y a la enzima, extrayendo el producto, y alimen-
tando un nuevo substrato a las mismas fibras enzimgticas
que pueden utilizarse asi durante un ndmero ilimitado de
ciclos de trabajo.

Cuando se trabaja en proceso continuo, se puede efec-~
tuar por una parte la reaccidn catalizada por las fibras
enzimiticas, y se puede extraer por otra parte el L-triptdfano
producido, mediante métodos ya conocidos, como por ejemplo
por absorcidn sobre carbono activo, sobre resina de inter-
cambio de iones o mediante una simple cristalizaciép cuando
se alcanzan las condiciones de saturacidn.

Los siguientes ejemplos estén destinados a ilustrar la
invencidn, de forma no limitativa.

Ejemplo 1

Se utilizaron 70 g de células de E. Coli, culbivadas en
un medic minimo de Davis. A estas células se afiadieron pe-
queﬁas cantidades de indol en 140 ml de reactivo compensador
de fosfato (1072 M EDTA, 107% M fosfato de piridoxal, pif = 7,8).
La suspensidén se sometid a un tratamiento ultrasénico y a una
subsiguiente centrifugacidn.

El recipiente se calentd a 53°C durante 3 minutos y fue
nuevamente centrifugado. Las proteinas, precipitadas a 0%
en sulfato aménico y con un grado de saturacidén entre 0,30
¥y 0,50, se disolvieron en un reactivo compensador de fosfato
2

(1072 ¥ EDTA, 2x10"2 M, DL serina, 4x10"% M fosfato de piri-

doxal, 30 % en volumen de glicerina).

-6 -



10

15

20

25

402781 S
La solucién obtenida contenia 32 mg de proteinas por ml
¥y 110 unidades capaces de sintetizar el triptéfano por cada
mg de proteina (1 unidad es la cantidad de enzima que, a
25°C y en 30 minutos, cataliza la formacidn de 0,1 mmoles de
L-triptéfano).

Por separado se disolvieron bajo agitamiento 20 g de
triacetato de celulosa (Fluka A.G., Chemische Fabrik CH-9470
Buchs Suiza) en 265 g de cloruro de metileno (Carlo Erba
S.p.A., via Imbonati 24, Milano).

A esta solucidén de polimero se gﬁadieron'BO ml de la
solucidén enzimgtica.

La emulsidn de las dos fases se efectud mediante fuerte
agitacién a 0°C y durante 30 minutos.

La emulsidn se introdujo en un pequefio crisol, mantenido

(o] . . . . . N
a 0°C, y se hilé bajo presién de nitrdgeno, siendo a continua-

cién coagulada en tolueno a la temperatura ambiente. El fila-
mento se secd en vacio para extraer el tolueno.

Se prepard un reactor cilindrico de 2 litros, sumergido
en agua a 25°¢C y sometido a rotacidn alrededor de su propio
eje. En dicho reactor se introdujeron 10 g del filamento en-
zimgtico y 1 litro de la mezcla de reaccidn, estando cons—
tituida dicha mezela de reaccidén por 20 mg/ml de DL-serina,
2 mg/ml de fosfato de piridoxal, en un reactivo compensador
de fosfato de 0,01 M, ¥y con un valor pH = 7,8.

Debido a su reducida solubilidad el indol se afiadid
gradualmente en estado sdélido.

La fibra enzimdtica se mantuvo en contacto con la mezcls
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de reaccidn durante ocho horas, después dello cual se extrajo
el liquido y se sustituyé por una nueva mezcla de reaccidn;
utilizando la misma fibra se efectuaron varios ciclos de
trabajo.

La cantidad de L-triptdfano en la mezcla de reaccidn
al final de un ciclo resultd ser de 7,9 g.

Después de 150 ciclos de utilizacidn, las cantidades de
L-triptéfano producidas en cada ciclo eran prdcticamente cons-
tantes y equivalentes a 7,7 g.

Ejemplo 2

Se prepard un filamento de acuerdo con el método descrito
en el ejemplo 1, utilizando 20 g de triacetato de celulosa y
40 ml de una mezcla de agua y glicerina conteniendo 90 mg/ml
de proteinas y con una actividad especifica de 110 unidades
por mg.

Se obtuvo un filamento conteniendo 180 mg de proteinas
¥ 19.800 unidades por gramo de triacetato de celulosa.

Utilizando el mismo reactor del ejemplo 1, se mantuvieron
10 g de dicho filamento en contacto, a la temperatura de
25°¢ ¥y bajo agitacidn, con 1 litro de mezcla de reaccidn de
composicidén andloga a la del ejemplo 1.

Después de ocho horas se formaron 15 g de L-triptdéfano
en dicha solucién.

El triptdéfano producido y la serina no transformada
fueron adsorbidos sobre una resina de intercambio de iones y
eluidos separadamente mediante variacidn del valor pH.

De esta forma se pudieron recuperar el 98 % del
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L-triptéfanc y el 90 % de la serin; residual.

La serina recuperada fue transformada a la forma racémica
mediante méfodos quimicos y se utilizé nuevamente para la
sintesis de L-triptéfano segin el procedimiento descrito.
Ejemplo 3

Se utilizd un aparato constituido por una columns de
vidrio, de un didmetro interior de 4 cm y de una longitud de
50 cm, provista de un termostato. Las vias de entrada y de
salida se conectaron con un reactor provisto de un agitador.
En la linea de entrada se dispuso una bomba peristdltica de
caudal variable comprendido entre 0 y 1000 ml/minuto.

En dicha columna se introdujeron 10 g del mismo filamento
utilizado en el ejemplo 2. Seguidamente, con un caudal de
600 ml/minuto, se hicieron pasar por la misma 2 litros de
mezcla de reaccidén, de composicidn equivalente a la de los
ejemplos 1 y 2..

El indol se afiadid gradualmente al reactor mantenido en
continua agitacidn. Después de ocho horas de agitacién,
cuando la concentracidén del triptéfano en la mezcla de reac—
cidn era de 8 mg/ml, se extrajo 1 litro de esta mezcla y se
sustituyé por 1 litro de mezcla de reaccién fresca. La solu-
cidén extraida del sistema se sometid a una concentracién bajo
vacfo, con objeto de hacer precipitar una fraccidn del tripté-
fano presente. La solucidn, liberada de una parte del triptd-
fano, fue reciclada con el fin de obtener gradualmente la
transformacidn completa de la L-serina. La solucidn de

D-serina residual se recuperd y se sometid a un tratamiento
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quimico para que resultase transformada a ia forma racémica
y pudiese volver a ser utilizada. De esta manera fue posible
convertir aproximadamente el 80 % de serina racémica en
L-triptdéfano.

Ejemplo 4

Se utilizé un compuesto hidrolizado de proteinas obtenido
de caseina y de sangre de buey (50:50 en peso) y conteniendo
5,4 partes en peso de L-serina.

100 g de dicho compuesto hidrolizado se disolvieron en
500 ml de un reactivo compensador de fosfato de 0,01 M y el
valor pH se corrigid a 7,8. '

La solucidn obtenida se hizo pasar, despuds de la adi-
cidn de 2 mg de fosfato de piridoxal, por la columna descrita
en el ejemplo 3, regulada termostdticamente a 25°C, hasta
obtener una conversidn de un 20 % de la L-serina presente en
el L-triptdéfano. »

Finalmente se analizd la solucidn mediante un analizador
automgtico de aminodcidos y la cantidad resultante de
L-triptéfano fue de 4 mg/ml.

Ejemplo 5

En el dibujo adjpnto se ilustra un esquema simplificado
del proceso continuo para la sintesis enzimdtica de L-triptd-
fano, a partir de indol y DL-serina.

La mezcla de reaccidn se prepard de manera discontinua
en el recipiente 5, consistiendo dicha mezcla de Dl~-serina,
indol, fosfato de piridoxal y agua, compensada mediante fos-

fato potasico de 0,01 M a un valor pH = 7,8, siendo alimenta-

- 10 -
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dos estos componentes al recipiente 5 a travds de 1os~coh-
ductos 1, 2, 3 y 4, respectivamente.

El recipiente 5 fue sometido a una fuerte agitacidn,
Para facilitar la disolucidn de los reactivos, y se dotd
de una camisa. |

La bomba 6 transfirid la mezcla obtenida, a travds del
conducto 7, al recipiente 8 que estaba destinado a alimentar
de forma continua el reactor 12 que contenia los filamentos
con las enzimas englobadas en los mismos.

Con el fin de que las enzimas pudiesen desarrollar una
buena actividad catalitica, los filamentos no debfan estar
excesivamente apretados: preferiblemente se dispusieron de
10-100 kg de filamentos por 1 m3 de volumen del reactor.

El grado de utilizacidn de la L-serina decrecia a medida
que iba progresando la reaccidn. Por consiguiente resultd
conveniente trabajar con una conversidn de un 60+70 % para
evitar un grado de reaccidn excesivamente bajo y para permi-
tir el reciclado de la DL-serina que no habfa reaccicnado.

A continuacidén se indica un ejemplo real de un balance
de material con respecto a 1 kg de filamentos.

A través de la bomba 9 y del conducto 11 se alimentaron:

120 g/h de DL-serina

50,8 g/h de indol

6 mg/h de fosfato de piridoxal
30 kg/h de agua

0,3 moles/h de fosfato potdsico

- 11 -
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Del reactor 12 se obtuvieron:

60 g/h de D-serina
20 g/h de L-serina
: 78 g/h de L-triptdfano
. 5 6 g/h de indol
30 kg/h de agua
6 mg/h de fosfato de piridoxal
0,3 moles/h de fosfato potdsico

La bomba 10 estaba destinada a hacer circular répidamente
10 el medio de reaccidén en el reactor 12 con el Pfin de homogenei~
zar el sistema y mantener una b;ja concentracidén de indol en
cualquier punto del reactor.
El flujo a través de dicha bomba 10 era de aproximada-
N mente 1 m3/h por 1 kg de filamentos. No se previd regula-
15 cién algune del pH, ya que el pH no variaba sensiblemente a
medida que progresaba la reaccidn.
De la solucidn acuosa procedente del reactor 12 se
elimind el indol mediante una extraccién liquido-liquido:
como disolvente podia utilizarse por ejemplo el tolueno. La
20 operacién podia efectuarse mediante un sistema mixer-settler
de una o varias etapas.
De acuerdo con el esquema ilustrado, en el recipiente 13
se extrajo el indol mediante tolueno, alimentado a través de
30, y la separacidn de las dos fases _liquidas se efectud en
25 el separador 14. El disolvente se recuperd a través del
conducto 31 y se envid a la purificacidn.

La bomba 15 estaba destinada a conducir la fase acuosa,

- 12 -
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conteniendo serina y triptéfano, al separador 16 para la
recuperacidén del triptdfano.

La separacidn triptéfano-serina puede efectuarse mediante
una operacién de intercambio de iones o mediante una absorcidn
con carbono activo.

En el primero de los casos, por ejemplo, la solucidn
acuosa de triptdfano y serina puede enviarse a una columna
rellenada con "Amberlite IR 118" (forma Hf) (Rohm and Haas Co.
U.S.A.).

Dicha resina retiene ambos compuestos: sucesivamente se
eluye en una primera etapa mediante una solucidn acuosa de
0,2 M de NH4Cl para la recuperacidén de la serina, y en una
segunda etapa mediante una solucidn acuosa de 0,2 M de amonfaco
para la recuperacidn del triptdfano.

Por el contrario, tal como se ilustra en la Fig. 1, el
triptéfano se separd de la serina haciendo pasar la solucidn
acuosa procedente de 14 a una columna que contenia carbono
activo (16).

El triptéfano fue adsorbido, mientras que la solucidn
que contenia la totalidad de la D-serina de partida y la
L-serina no utilizada fue enviada al reactor 18 a través del
conducto 17.

Para hacer continuo el proceso de absorcidn se utilizaron
varias columnas en paralelo; mientras que en una de dichas
columnas se efectuaba la absorcidén del triptdéfano, las demds
columnas estaban disponibles para la elucidén del triptéfano y

para el lavado con agua desmineralizada, alimentada a travds

- 13 -
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del conducto 20 y extraida por 32.

La elucidn del triptéfano se efectud mediante una solu-
cién de agua-alcohol (50 % en peso, con un valor pH = 8) que
fue alimentada a través del conducto 19.

La solucién de triptéfano se recuperd a través del con-
ducto 21 y se homogeneizd en el recipiente 22, conteniendo
dicha solucidn asimismo vestigios de fbsfato de piridoxal.
Mediante la bomba 23 se envié la solucidn al evaporador 24 en
el cual dicha solucidén se concentrd bajo vacio a una tempera-
tura de 40°C, siendo conducida seguidamente, mediante la
bomba 25, al recipiente de cristalizacidn 27, después de
haber pasado por el intercambiador 26.

Ea 27 se precipitd el triptdfano mediante correccidn
del valor pH a 5,9. Seguidamente la suspensidn fue centrifu~
gada: una cierta cantidad de agua fue reciclada a 22 a través
del conducto 28, y el agua restante fue extraida para evitar
una acumulacién de impurezas. Los cristales himedos fueron
sometidos a un secado en vacio.

La solucidn de D—sefina y L-serina, procedente de 16,
fue transformada a la forma racémica en el reactor 18, mediante
calentamiento bajo presidn a la temperatura de 860°C.

Dicha solucidn de DL-serina, refrigerada en el intercam-
biador 29, fue conducida al depdsito 33 donde estaba disponi-
ble para la preparacién del medio de reaccidn que se requeria
en 5.

Por encima de 29 estaba prevista una purga para evitar

la acumulacidn de impurezas.

- 14 -
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Descrita suficientemente la naturaleza del invento, asi
como la manera de ponerlo en prdctica, se hace constar que
todo cuanto no altere, cambie o modifique su principio funda-
mental, puede quedar sometido & variaciones de detalle. También
se hace constar que esta invencidn corresponde a la descrita
en la solicitud de Patente N2 23547 A/71, depositada en 23
de Abril de 1971, cuya prioridad se reivindica de acuerdo con
los Convenios Internacionales en vigor, siendo lo esencial y
por lo que se solicita Patente de Invencidn, por veéinte afios,
lo que queda resumido en las siguientes reivindicaciones:

12.~ Procedimiento para la preparacién enzimdtica de
L-triptéfano, caracterizado porque se hacen entrar en contacto
indol y serina con una estructura filamentosa dotada de un
complejo enzimdtico englobado en la misma y capaz de sinteti-
zar el triptdfano.

2%.- Procedimiento segin la reivindicacién 1%, caracteri-
zado porque la enzima se obtiene a partir de varias fuentes de
microbios tales como E. Coli, Claviceps, Neufospora, B, Subtilis,
Sacaromices.

3%8.~ Procedimiento segin la reivindicacidn 2%, caracteri-
zado porque la enzima preferentemente empleada se obtiene a
partir de E. Coli.

48,- Procedimiento segin cualquiera de las r eivindica-
ciones precedentes, caracterizado porque los filamentos dotados
del complejo enzimdtico englobado en los mismos se obtienen

a partir de polimeros susceptibles de ser transformados en

- 15 =
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filementos y seleccionados de entre polimeros celuldsicos
esterificados, nitratos, poliolefinas, polimeros y copolimeros
de acrilonitrilo, acrilatos, metacrilatos, ésteres vinilicos,
cloruro de vinilo, cloruro de vinilideno, estireno y poliamidas.
52.- Procedimiento segin la reivindicacidn 4%, caracteri-
zado porque dichos filamentos dotados de un complejo enzimdtico
englobado en los mismos se obtienen de triacetato de celulosa.

a

6%.- PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION ENZIMATICA DE
L~TRIPTOFANO,

tal y como queda descrito y reivindicado en la presente memoria,
que consta de dieciseis hojas mécanografiadas por una sola

cara y de una ldmina de dibujos.

BARCELONA, 19 de Abril de 1972.

SNAM PRUGE!
P.P.

I S.p.A.

J. GOMEZ-ACEBO ) MODET

. Fdo.: E. Ferregiela Colén

- 16 -
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