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la L-fenilalanina es un aminofecido esencial impor
tante. Comercialmente, se aisla de proteinas como la ovoal
biming, la lactoalblmina, la zefna y la fibrina. La DI-fe~-
nilalenina puede sintetizarse de la azolactona o del dcido
alfa-benzoilaminocindmico o del 4eido alfa-acetaminocindmi
€O, como se reporta en Org. Syn. 2, 489 (1943) o del deido
alfa-bromo—beta—fenilprOpiénico, como se describe en Ber,
37, 3064 (1904).

La patente estadunidense 2, 973.304 de&éribve un
procedimiento dé fermentacién que utiliza un mutante auxo-
tréfico de la Escherichis coli, que requiere de I-tirosina

para su desarrollo, y que acumula cantidades considerables
d& L-fenilalenind cuando se cultiva en ciertos medios nu~-
trienteés,

El présente invento se refiere g un procedinien~
t0 para producir I-fenilalanina, el cual consiste en pro-
pagar aerobiamente un microorganismo productos de amonfzco-
liasa de fenilalanina en un medio nutriente acuoso, hasta
qué se Obtienen cantidades considérables de amoniacoliass
de fenilalshinaj poner en contacts todo el caldo de culti-
vo, o células separadas de éste, o la enzima eislada, con
un exceso de iones de amonio, a una temperatura de 30-409C,
Y a un pH de 8 a 10,5, hasta obtener cantidades considera-
bles de L-fenilalanine. la L-fenilalanina puede seperarse

Y recuperarse en esa nsturalesza o como su élorhidrato de
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éster metilico.

Una cantidad considerable de informacién hay dis
ponible por lo que se refiere al amonfaco-liasa de fenil-
alanina que se encuentra en plantas: Phytochem. 7, 441
(1968) 5 Pflanzenphysiol. 56, 203 (1967); Plant Physiol.
40, 779 (1965); Planta 75, 207 (1967); J. Biochem. 57, 678
(1965); Phytochem. 5, 1121 (1966).

Se ha comunicado ls produccién de amoniaco-liasa
de fenilalanina por varios microorganismos, en particular,
por una variedad de la especie de los Rhodotorula, como se
describe en Ferment. Technol. 49, No. 3, 222-229 (1971) y
del Sporobolomyces roseus en Phytochemistry 8, 1407-1413

(1969).

Estos reportes detallan estudios practicados so-
bre la funcidén catalitica del amonfaco-liasa de fenilala-
nina en la conversién de éste en dcido trang-cinémico, co-

no sigue:

: + H
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La patente japonesa 7.324.748 describe un proce-
dimiento para cultivar un microorganismo del género Trichog-—
poron productos de amonfaco-limsa de L-fenilalanina, y para
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utilizar el amonfaco-liasa de fenilalanina con el fin de
desaminar la fenilalanina en la alimentacibn que se da =
nifios que padecén fenilcetonuria,

Los efectos del amoniaco-liasa de fenilalanina
y de la privacién de fenilalanina en linfoblastos leucé-
micos de murina, in vitro, se reporta en Cancer Research
33 966-971 (1973). .

Asi pues, todos los reportes actuales sobre la
actividad del amonfaco-liasa de fenilalanina se han limi-
tado & su funcién en lz desaminacién de 1a fenilalanina,
Ni efi patentes ni en 1a bibliografia aparecen reportes so-
bre la utilizacibn del amonfaco-liasa de fenilalanina pare
producir L-fenilalenina mediante la conversibn enzimética
del deido trens=cindmico, en presencia de ionés de amonio,

El presente invento suministre un método econd
mico y préctico para producir I-fenilalanina utilizando
el amoniaco-liasa de fenilalanina producido por microbios,

Ia fermentacién consiste esencizlmente en un pro
cédimiento.de tres etapas: a) preparacién del inbculo, b)
produccibn del emonfaco-liasa de fenilslsnins ¥ ¢) conver-
516n del 4cido lrans~cinémico en L-fenilalenina, en presen
cia dée iones de amonio.

Debe entendersé que t6dss los microorganismos pro
ductos de amonfasco-lissa de fenilalsnina son adecuados al
procedinmiento del presente invento. Los organismos represen
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tativos son los siguientes:

Cultivo

Rhodotorula rubra

Rhodotoruls gracilis

Rhodotoruls marins

Rhodotorula texensis

Némero de Depbsito Pdblico *
IFO CO0L1
IPO 0696
IFC 0709
IFO 0870
IFO 0889
IFO 0892
IFO 03800
IFO 0911
IFO 1100
IF0 1101
CMI 38784
IFO 0389
IFO 0413
IFO 0415
IFO 0559
IFO 0688
IFO 0871
NRRL Y1091
IFO 0387
IF0 0920
IFO 0932
IFO 1102
IFC 0879
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Cultivo Ndmero de Depbsito Phiblico
Rhodotorula minuta NRRL Y1589

Fusarium oxisporum ATCC 20395

® IFO - Institute for Fermentation, Osaska, Japbn.

ATCC = American Type Culture Collection, Rockvile, Md,
E.U. A, )

NRRL = Northern Regional Research Laboratories, Peoria,
Illinois, E.U.A.

CMI = Commonwealth Microbiological Institute, Kew, Surrey,
Inglaterra.

El medio de inéculo para que se desarrollen las
células del microorganismo productos del amonfsco-liass
de la fenilalsnina no constituye un factor critico, y pue-
de seleccionarse de entre una variedad de medios adecuados
para el crecimlento del orgaenismo. Un medio prefefido con-
tiene un digesto enzimdtico de caseina (N-Z-Amine B, de 1la
Sheffield Chemical Co., de Norwich, N.Y., E.U.A.), un auto
lisado de levadura Soluble en agua (Amber BYF~-300, de Amber

-Laboratories, de Juneau, Wisconsin, E:U.A.), lactosa y li-

cor de maiz macerado, E1l medio de inéculo (800 ml contenidos
en un matraz Fervibach de 5 litres) se ajusta a un pH de 6,8,
g6 esterillza ¥y 8e inccula éon células que se désarrollan

& 248¢, gobrs una placas inolinsds de agar nutriente, de pre-
ferencia, un agar de extracto de levadura de Pridham. E1 me
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dio se sacude en un vibrador giratorio durante 24 horas,
aproximadamente, a 249¢,

Aproximadamente una parte alfcuota de 10% v/v de
este cultivo de inbeculo se incorpora a un medio de fermen
tacibn esterilizado, contenido en un fermentador agitado,
para producir el amonfaco-liasa de fenilalanina.

El medio de fermentacién para producir amonfaco-
~liasa de fenilalanina no se limita de un modo riguroso,
Buenos niveles de amoniaco-~liasa de fenilalanina se obtie-
nen en un medio de extracto de malta, o en otros medios de
cultivo normales quie contienen una fuente de nitrégenoc asi
milable, una fuente de carbonc asimilable Y sales minera-
les. Un medio preferido contiene KH2P04, KpHPO, , MgSO,.7H,0,
glucosa, extracto de levadura, urea, N-Z-Amina B ¥y si es
necesario; un agenté antiespumante (Pluronic I-61, de la
Wyandotte Chemical Co., de Wyandotte, Michigan, E.U.A.).
El pH se ajusta a 6,8-7,0 antes de la esterilizgcién,

De preferencia, una pequefia cantidad de fenil-
dlenina o de tirosina se incorpora al medio, para que actide
como inductor de la enzima, y para proteger ésta en presen-
cia de los iones de cinamato que se agregan,

El desarrollo y la produccién del amoniaco-liasa
de fenilalanina pueden obtenerse en una escala de tempera-
turag de 20 a 4020., siendo la temporatura éptima la de al
rededor de 242C, La aereacién se depara a un volumen de
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aire por volumen del medio por minuto, y el caldo se agita
con un agitador mecdnico a alrededor de 1620 revoluciones
por minuto. La produceién del amonfaco-liasaz de fenilalani-
na se comprusba médiante un experimento enzimético, y la
fermentacién se desarrolla hasta que se obtienen niveles
considerables de enzima (de 3 a 4 unidades por ml). En ge=
neral, el tiempo de fermentacibn es de 24 horas, aproxima-
damente.

En la etapa final o de conversién, el 4cido trans-
-Gindmico y los iones de amonio se incorporan al caldo de
cultivo que contiene amonfazco-lissa de fenilalanina, o a
las células separadas de &ste o & la enzima aislada, Los
icnes de amonio pueden suministrarse de cualquier fuente
conveniente, por ejemplo, la sal de smonio de un deido orgs.
nico, la sal de emonio de un dcido mineral 0 hidréxido de
amonio, La fuente de amonio que se prefiere es una mezcla
de cloruro de amonio e hidréxido de emonio,

Unos métodos para prepersr el amoniaco-liasa de
fenilalsnina purificado, a partir de varias fuentes, se des
ceriben en: J. Biochem. 57, 678 (1965), Agr. Biol.Chem, 31,
600 (1967), Biochemistry 7, 1915 (1968), J. Biol.Chem. 236,
2692 (1961), Phytochem. 1, 1 (1961), Can., J. Biochem. 45,
1863 (1967) y Phytochem. 5, 1121 (1966). Is enzima cruda
puede elaborarse triturando las ¢4lulas microbianas separa

das con aldming pulverizada, y extrayecto con un tamponador



tris 0,05 M, a un pH de 8,0. Ia mezcla se centrifuga a
10.000 x g por 20 minutos, y el flotante se usa como la
enzima cruda (Phytochemistry 8, 1407-1413 (1969).
Las caracteristicas criticas del procedimiento
5 del presente invento residen en que se opera a una eficien
cle méxima dentro de los parédmetros de la reaccibn de con-
versién. La reaccidén normal 4cido trans~cindmico ;::::i
L-renilalanina representa un equilibrio de 80:20 en favor
del dcido irans=-cindmico. La estabilidad del amoniaco-liasa
10 de fenilalanina es afectada perjudicialmente al aumentar
las coéncentraciones del 4cido Irans-cindmico. A una baja
concentracién de dcido trans-cindmico, aproximadsmente de
0,1% p/v, puede obtenerse la conversién tebrica al 20% de
la L-fenilalafnina. Al nivel préctico de produccibn de 5 a
15 10% p/v de 4cido cinémico, puede obtenerse un rendimiento
de fenilalanina de alrededor del 20%, empleando una gran
mesa de células microbianas colectades y wn exceso de io-
nes de smonio, habiendo una proporcién molar, entre los
iones de amonic y los iones de Yrans-cinamato, de 2:1, cuan
20 do menos y, de preferencia, de 8:1, Estas proporeciones y
concentraciones se mantienen independiente de la cantidad
de amoniaco-liasa de fenilalanina que haysa presente. El
écldo trans-cindmico que no ha reaccionado puede recuperar
se y recielar a través del procedimiento,
25 La conversifn del doido trans-cindmico en L-fe-

11.1.75
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nilalanina se efectda a un pH de 8-10,5 y, de preferencia,
de 8,5-9,7, ¥ a una temperatura comprendida entre 302 Yy
402C y, de preferencia, entre 35 y 372C. E1 tiempo de con-
versién comin es de alrededor de 24 horas,

la I-fenilalanina puede aislarse, mediante preci
pitacién, como el aminodeido livre, en su punto isoeléctri
co de un pH de 5,5, o por procedimientos normales como son
los métodos de intercambio de iones. Por ejemplo, la I-fe—
nilalanina puede recuperarse ajustando el pH del medio a
alrededor dé 2 con 4eido clorhidrico, filtrando y pasando
el filtrado a través de una resina concentrada de intercam
bio catibnico. Ia L-fenilalanina se eluye con hidréxido de
amonio diluido, el eluato se libera del amonfaco mediante
calentamiento y la I-fenilalanina se obtiene evaporando el
eluato., El aminodeido puede purificarse ulteriormente por
métodos normales de recristalizaecién,

De manera conveniente y eficaz, la I-fenilalani
na se separa y recupéra de la mezdla de reaccién enzimitica
en forma de un clorhidrato de éster, de preferencia, el
clorhidrato del éster metflico, E1 medic de reaccibn clari
ficado se ajusta 2 un pH de 2 con dcido clorhidrico. E1
deido trans-cindmico no convertido que ha precipitado se se
yara por filtraeién o centrifugacibn y el filtrado se lava
oon éter pars separar el deide eindmico residual., E1 filtra-
do clarificado se ajusta a un PH de 3 con hidréxido de sodio,

- 10 -
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se concentra hasta la desecacién y el agua residual se se
para por destilacién azeotrépica con benceno. El benceno
8é separa y se substituye con metanol. ILa solucién resul-
tante se enfria, se incorpora gas HCl y la mézcla se agi-
ta a temperatura ambiente hasta que se completa la esteri
ficacién (de 2 & 5 horas). Alternativamente, pueden usarse
el S0C1, o el POCl3 (1,2 moles por mol de fenilalanina), a
temperatura de reflujo, en lugar del HC1l, Ia mezcla se en-
fria y los insolubles se separan por filtracidn o centrifu
gacidén. ILa solucién metanélica se concentra hasta la deseca
cién y el s61ido se disuelve en acetonitrilo caliente. El1
material insoluble se separa y én la solucién clara crista
liza el clorhidrato del dster metflico de I-fenilalanina.

Gran parte de la eficiencia del procedimiento del
presente invento se obtiene aplicando y desarrollando néto
dos enalfiticos correctos, especialmente, empleando un méto
do experimental para determinar la fenilalanina en muestras
de fermentacién, en las cuales hay una interferencia ninima
por la presencia del 4cido trans-cinémico que se incorpora.
Métodos Analiticos

Acido Cindmico Residual

Cromatogramas en capa delgada sobre gel de sf{li-

ce, revelados con benceno, metanol y 4cido acético glacial
(45:8:4); el 4cido cindmico se ubica en 2600 mu medieante
luz ultravioleta,

- 11 -



Amonf{aco-liasa de Fenilalaning
Agr. Biol. Chem. 31, No. 2, 200-206 (1967).
Fenilalanina

a) Cromatografia en Capa Delgada

5 Cromatogramas en gel de sf{lica revelados con ace-
tato de etilo, piridina, 4cido acético glacial y agua
(5:5:1:3), rociados con ninhidrina y calentados a 38ec.,
hasta que se produce un color plrpura.

b) Determinacién Fluorométrica Automatizads

10 Modificacién del método de McCeman y Robins, J.
Lab. Clin. Med, 59, 885 (1962),

Los e jemplos siguientes son meramente ilustrati-
vOs y no tratan de limitar el invento, cuyoc alacance se de
limita en las cldusulas anexas,

15 EJEMPLO I
A. Preparacién del Inédculo

Gramos por ILitro

N-Z~Amine B 5,0
Amber BYF-300 1,0
20 Lactosa 5,0
Licor de mailz macerado 2,0

El medio se ajusta a wn PH aproximado de 6,8, se
introduce en porciones de 800 ml en matraces Fernbach de
5 1litros de capacidad, se esterilizs por autoclave, se en-
25 fria y se inoculas con células de Rhodotorula rubra CMI

- 12 -~
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38784 (Pfigzer F.D. 14397), que han crecido en placas incli
nadas de agar con extracto de levadura Pridham. Los matra-
ces se sacuden durante 24 horas en un vibrador giratorio, a
una temperatura de alrededor de 24¢C,
B. Preparacibén del Amonfaco-liasa de Fenilalanina

Gramos por Litro

Glucosa 2,0
N-Z-Amine B 0,5
Ures, 0,5
Extracto de levadura 0,2
Fenilalanina o tirosina 0,5
KH2P04 1,0
KZZHPO4 2,0
MgSO4.7H20 0,2
Antiespumante (Pluronic I-61) 0,25 ml,

El medio, contenido en un fermentador agitado,
se ajusta a pH de 6,8-7,0, se esteriliza, se enfria y se
inocula con 10% v/v del inéculo, como se describe antes,
La fermentacién se deserrolla durante 24 horas, aproximada
mente, sin controlar el pH. Durante sste tiempo, se intro-
duce aire a un volumen por volumen del medio por minuto,
¥y se aglta a 1620 revoluciones por minuto..

C. Conversibn del Acido Trans-Cinémico en IL-Fenilalanina

50 gremos del deido trans-cindmico Y 150 greamos
de cloruro de amonio se incorporsn por litro del caldo de

- 13 -
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cultivo integral, y el pH se ajusta a alrededor de 9,7 con
hidréxido de amonio. La proporcién entre los iones de amo-
nio y los iones de cinamato es de 8:1. ILa fermentacibn se
desarrolla durante 24 horas a una temperatura de 35-372C.
El caldo dio 2,48 gramos de I~fenilalanina por litro,
EJEMPIO II
Se repite el método del Ejemplo I con Rhodotoruls
gracilis NRRL Y1091 (Pfizer F.D. 6521) para dar una concen-
tracifn final dé L-fenilalanina de 2,48 gramos por litro.
EJEMPIO III
Se repite el método del Ejemplo I con Rhodotorula
minuta NRRL Y1589 (Pfizer P.D. 10l), con resultados compa~
rebles, a una concentracién de dcido cindmico de 10% /vy
a uha concentracibh molar de iones de amonio, con respecto
& los iones de cinamato, de 2:1, y en eondiciones de cone
versién de 309C. y un pH de 8,0,
EJEMPLO IV
Se repite el método del Ejemplo I, con resultados
comperables, con el Fusarium Oxysporum ATCC 20395 (Pfizer
F.D. 5242), a una temperatura de conversién de 409, y un pH
de 10,5,

EJEMPLO V
A wna solucién de 30 g de dcido trans-cindmico,
8,56 g de clorurc de amonio, 44 ml de hidréxido de amonio
concentrado y 600 mg de I-fenilalanina (que se incorpora

- 14 =
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para el amoniaco-liasa de fenilalanina contra la desacti-
vacidn del dcido cindmico, en 600 ml de agua, se agregan
40 g de células colectadas de Rhodotorula gracilis NRRL
Y1091, separadas por centrifugacién o filtracibn del caldo

de cultivo que se prepara como se deséribe en la Etapa B
del Ejemplo I. Ia suspensién resultante se ajusta a un pH
de 9,5 y se sacude a 372C. durante 20 horas, dando lugar a
520 mg (conversién del 2%4) de I-fenilalanina. ILa mezcla de
reaccibn se calienta a 702C. y el material coagulado se se
para por centrifugacién. En seguida, el flotante seé mezcla
don 10 g de bentonina (zilicato de aluminio hidratada), se
recalienta a 708C, y se filtra & través de una almohadilla
de supercel., La solucién clara se enfris ¥y se ajusta a un
pH de 2 con HCl. El 4cido Irans-cindmico que precipita se
colecta por filtracién y el filtraddé se lava con &ter di-
etllico para separar el dcido cindmico residual. E1 filtra
46 clarificado se ajusta a un pH de 3 con NaOH, se concen-
tra hasta la desecacidén y el agua residual se separa por
destilacidén- azeotrépica con benceno, EL benceno se separa
por evaporacién y se substituye con metanol. Ia solucién
resultante se enfria y se satura con gas HCl, la mezecla se
agita a temperatura ambiénte hasta que se completa la este
rificacibn (2 a 5 horas). Ia mezcla se enfria ¥ los insolu
bles se separan por filtracién. Ia solucién metanélica se

concentra casi hasta la desecacidén y el s6lido se disuelve

- 15 -
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en acetonitrilo caliente. La cristalizacién en reposo pro-
duce 0,91 gramos (77% de rendimiento por aislamiento) del
clorhidrato del éster metilico de la I~fenilalanina.
EJEMFLO VI
Se repite el método del Ejemplo V, con resultados
comparables, con amoniaco-lizsa de fenilalanins que se ex—

trae de las células colectadas de Rhodotorula gracilis

NRRL Y1091, triturando con aldmina pulverizada, extrayendo
con un tamponador tris 0,05 M, a un pH de 8,0, centrifugan
do a2 10.000 x g durante 20 minutos y empleando el flotante
como enzima cruda, La I-fenilalanine puede separarse y re-—
cuperarse mezclando con bentonita, calentando ¥y filtrado
yrars separar la proteina coagulada. ILa solucién clarificada
se enfria y se ajusta a un pH de 2 con HCl. E1 eido cindmi
COo que precipite se separa por filtracibn y el filtrado se
lava con éter para separar el dcido cindmico residual, Ia
solucién clarificada se concentra y se ajusta para que pre-
cipite la L-fenilalanina en su punto isoeléctrico,

Esta solicitud que corresponde a la presentada en
los Estados Unidds de América, el 22 de PFebrero de 1.974,
bajo el N2 444,763, se acoge a 1los bensficios del artfculo
51 del vigente Estatuto sobre Propiedad Industrial.

- 16 -
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REIVINDICACIONES

Ios puntos de invencién propis y nueva que se pre
sentan para que sean objeto de esta solicitud de Patente de
Invencién en Espafia, son los que se recogen en las reivindi
caciones siguientes:

12,= Un procédimiento para preparar I-fenilalani-
na, que se caracteriza por: a) propagar aerobiamente un mi-
croorganismo productor de amonfaco-liasa de fenilalenina, en
un medio nutriente acuoso, hasta que se obtienen cantidades
considerables de amoniaco-limsa de fenilalanina; b) poner
en contacto las células del microorganismo productor de amo
niaco-liasa de fenilalanina de la etapa (a) con iones de
amonio y con iones de trans-cinamato, en una proporeién mo
ler de 2:1, cuandé menos, en uné mezcla de reaccifén, siendo
la concentracién de los iones de cinamato de 0,5 a 10% p/v,
con respecto a la mezcla de reaccibn, dejando que la reac—
cién prosiga a una temperatura de 30 a 402C. ¥y & un pH de
8,0 a 10,5, hasta que materialmentée concluye la conversién
g2 la I~fenilalanine y c¢) separar y recuperar la I-fenilglg-
nina de la mezcla de reaccién.

28.~ E1 procedimiento que se describe en la reivin
dicacifn 12, ceracterizado por el hecho de que las células
del microorganismo productor de smonfaco-liasa de fenilala

- 17 -
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nina se contienen en el caldo de cultivo integral.

38,.~ El procedimiento que se describe en la rei-
vindicacibn 12, caracterizado por el hecho de gue las célu
las del microorganismo productbr de amoniaco-liasa de fenil
alanina se separan del claldo integral.

8.~ F1 procedimiento que se describe en la rei-
vindicacién 32, caracterizado por el hecho de que el amonia
co-liasa de fenilalanina se aisla de dichas células,

58,- El prdcedimiento que se describe en las rei-
vindicaciones 12 a 428, caracterizado por el hecho de que el
microorganismo productor de amonfaco-liasa de fenilalanina
es el Rhodotorula gracilis NRRL Y1091, el Rhodotorula rubra
CMI 38784, el Rhodotorula minuta NRRL Y1589 o el Fusarium
oxysporum ATCC 20395,

68.~ El procedimiento que se describe en las rei
vindicaciones 12 a 48, caracterizado por el hecho de que la
I-fenilalanina se separa y recupera éomo el clorhidrato del
éster metilico.

78.= Un procedimient6 para preparar I~fenilalanina.

Tal y como ge ha descrito en la Memoria que ante-
cede y con los fines que se han especificado.

- 18 -
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Esta Memoria consta de diez y nueve hojas escri-

tas a mdquina por una sola cara.

Madrid ’ 1
P.A. 3 ENE, 1975
Fernando de Elzzbures
Pey J
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