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Esta invencidn se relaciona con un procedimiento
pera preparar fenilalanina a partir de la reaccidn catalizada
con fenilalanina/amoniaco/liasa (PAL), de 4eido t-~cindmico y
amoniaco. Concretamenie, esta invencidn se relaciona con dicho

procedimiento de obtencidn de fenilalanina en donde se mantiene

un elevado grado de la actividad del catalizador PAL pudiéndo-

se volver a ubilizar el catalizador.

La I-fenilalanina es un aminodcido esencial impor=-
tante en nutricién y en otras dreas alimentarias y farmacold~
gicas, Ha sido aislada comercialmente de diversas profeinas,
incluyendo ovaltimina y lactalbimina. Un procedimiento a escala
de laboratorio para preparar L-fenilalanina bien conocide en
la técnica emplea el enzima fenilalanina-amoniaco-liaza (a2 con=-

tinuacidn, PAL) para catalizar la reaccidn reversible:
I-fenilalanina —> d4cido trans-cindmico + amoniaco

El equilibrio de esta reaccién es normalmente de
80:20 en favor del deido t-cimdmico y se han probado diversos
medios para conseguir un elevado nivel de conversién a ILi-fenil-
alanina. Se ha descrito que puede conseguirse un rendimiento
préximo al 20 % tebrico de L-fenilalanina empleando urs gran
masa de cflulzs conteniendo al catalizador PAL y un exceso
de iones amonio. De acuerdo con este proceso conocido, l=
fuente de iones amonio es preferiblemente cloruro aménico y

la reaccidn se efectua con preferencia a un pH entre 8,5 y 9,7.

Yamada, S., et al., Appl. Znviron. Microbiol.

42:773=-78 (1981), han descrito que el rendimiento de conversién
podrfa aumentarse 2 mds del 70 % ajustando el pH de la solucién

del sustrato a 10 con dcido clorhfdrico. Sin embargo, estas
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condiciones son tan severas que se reduce grandemente la gcti-

vidad PAL de las células recuperadas, de forma tan enorme que

es impracticable la reutilizacién del enzima. Ademds, Yamada

et al. establecieron que la inmobilizacién del enzima celular
no proporciona ventaja alguna con respecto al emplec de células
intactas., De este modo, y aunque inicialmente es posible una
elevada concentracién de I~fenilalanina por este método, la
incapacidad de poder utilizar de nuevo el enzima catalftico
hace de este método antieconémico para su aplicacién a gran

escala,

Por tanto existe todavia la necesidad de conseguir
un procedimiento de obtencidn de L-fenilalanina a partir de
dcido t-cindmico y amoniaco, en donde se consiga un elevado
rendimiento de IL-fenilalanina y el PAL retenga todavia activi-

dad catalftica suficiente para que pueda ser reutilizado,

Por tanto, un objeto de esta invencidn es propor-
cionar un método para preparar L-fenilalanina a partir de deci-
do t-cindmico, con lo que el producto se obtiene a elevadas
concentraciones y el enzima PAL se puede utilizar repetidamen-

te.

Tgualmente, es un objeto de la invéncidn proporcionar
dicho medio para la produccién de L-fenilalanina en donde la
reacceién puede efectuarse bien en un sistema discontfnuo de
células libres o bien en un sistema celular o enzimdtico inmo~

bilizado.

Un objeto mds de la invencidén es proporcionar un me-

dio econdémico para utilizar PAL en la produccién de L-~fenilalani-
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na.

El procedimiento de obtencidn de L~fenilzlanins
por reaccidn de ééido t~cindmico y amoniaco en presencia de
fenilalanina-amoniaco-liasa ha sido mejorado de manera que se
obtienen altos rendimientos de I-fenilalanina al mismo tiempo
que se refiene un elevade grado de la actividad catalftica del
PAL. Bajo condiciones de reacecién controladas, se aumenta la
esfabilidad del PAL de manera que puede utilizarse repetidamen-
te para producir I~fenilalanina a elevadas concentraciones.

Para conseguir este resultado deseado, se prepara
una solucidn sustrato por reaceidn de 4eido con una fuente de
iones amonio. La fuente de iones amonio puede ser cualguier
sal aménica no halogenada. Fl pH de la solucidn sustraito se
ajusta para que esté dentro de la gama de 8 a 10 aproximadamen=—
te empleando un 4cido no halogenado, tras lo cual se afiade la
solucidén a uwna fuente PAL tal como un sistema celular intacto
libre o bien un sistema celular o enzimdtico inmobilizado que
contenga PAL.

De acuerdo con el proceso de la presente invencién,
Se prepara una solucidn sustrato con £ecido t-cindmico y una
fuente de iones amonio., Ia fuente de iones amonio se puede in-
troducir bien directamente afiadiendo una sal aménica de un
4cido orgdnico o de un 4cido minerzl a2l 4cido t-cindmico, o
bien prepardndola en la solucidén susirato, tal como mezclando

hidréxido aménico y un deido no halogenado.
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Se sabe ya que una fuente preferida de iones amonio
es una mezcla de cloruro aménico e hidrdéxido aménico. EL pro-
cedimiento de Yamada et al. utiliza también cloruro aménico.

En contraste con esta técnica anterior, se ha descubierto gque
resulta ventajoso gque la sal aménica no contenga iones haldge-
no. lLa presencia de haldgenos en las soluciones sustrato ha
resultado inhibir la actividad catalftica de PAL. Por tanto,
las sales aménicas preferidas incluyen sulfato aménico, nitrato
aménico, citrato amdénico, acetato aménico y fosfato aménico.

Una sal aménica especialmente preferida es sulfato améuico.

Igualmente es deseable gque la sal aménica se afiada
a la solucién sustrato en elevadas concentraciones. La concen-
tracién de iones amonio es generalmente de 0,1 & 7,5 M, con pre-
ferencia de 1 a 5 M aproximadamente. La elevada concentracién
de sal aménica aumenta la concentracién de amoniaco en el sis-
tema y actua también como tampdén de manera que pueda contro-

larse mds facilmente el ajuste de pH de la reaccidn.

Cuando la concentrzcién de iones amonio se ehcuen-
tra dentro de estas gamas indicadas, la concentracién de dcido
t-cindmico en solucién es generalmente de 30 a 200 mM, con pre-
ferencia de 60 a 150 mM aproximadamente.

Yamada et al han descrito que la solucién de sus-
trato deberd ajustarse a un pH de 10. Sin embargo, en el proce-
so de esta invencién el pH se puede ajustar denitro de la gama
de 8 2 10 aproximedamente, con preferencia 8,5 a 9,5 aproxima-
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damente. Ia referencia de Yamada describe tambiédn el ajuste
del pH de la solucidén sustrato con 4eido clorhfdrico. Esto
puede afiadir una cantidad importante de cloruro al sustrato.
Sin embargo, en el presente proceso, y como ya sSe ha indicado,
resulta ventajoso ajustar el pH de la solucién sustrato con un
dcido no halogenado., Acidos preferidos para ajustar el pH son
los 4cilos sulfirico, fosférico y acético, si bien pueden em-
plearse otros Zeidos no halogenados. Un Zcido especialmente
preferido es el 4cido sulfirico ya que cuando se affade a una
solucién sustrato conteniendo hidréxido aménico reaccionard
para formar sulfato aménico, el cual es un agente estabilizan~
te de enzimas conoceido. -

' La solucidn sustrato se afinde 2 un caldo de culbi-
vo conteniendo PAL, las células separadas del mismo ¢ el enzi~
ma aislado. El PAL se produce de acuerdo con métodos conven-
cionales descritos por la técnica anterior. Ie reaccidn catali-~
gada con PAL procede bajo condiciones productoras de L-fenil-
alanina, las cuales incluyen preferiblemente una temperatura
de reaccidén de 10 a 459C aproximadamente. Bajo las condiciones
del método de esta invencidn, se aumenta la estabilidad del
PAL de modo que se puede emplear repetidamente para producir

I~fenilalanina a elevadas concentraciones.,

El presente proceso de obtencién de L-fenilalanina
se puede utilizar en un sistema discontfnuo de células libres

0 en un sistema celular o enzimdtico inmovilizado. El sistema
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discont{nuoc puede ser un sistema discontfnuo simple o un sis-
teme discontfmuo de alimentacién contfnua. Si el PAL se inmo-
viliza en una columma, la columna puede Ser operada como un
sistema de ¥nico paso, de reciclo o de reciclo con alimenta-
cidn contfnua, Ya se conoce un procedimiento preferido paraz in-
movilizar el enzima PAL o células conteniendo el enzima. Cuando
los enzimas PAL o células conteniendo PAL se inmovilizan en
ua columa, la columna se puede mantener a una temperatura

de 10 a 40¢C, con preferencia 18 a 302C aproximadamente, a me-
dida que la solucién de sustrato se bombeza a través de la co-

luma.

La mezcla de reaccién se analiza por métodos conven-
cionales para la produccién de L-fenilalanina. Cuando se emplea
decido sulfdrico en lugar de Zeido clorhfdrico en la snlucién
sustrato, la L-fenilalanina obtenida lo hace en una cantidad
de 8 a 10 veces aproximadamente la cantidad obtenida cuando
se emplea deido clorhfdrico. Una vez inmovilizado el enzime
PAL, el mismo muestra una retencidén del 50 % aproximadaménte de
actividad después de 41 dfas de tiempo de reaccién. Esio con-
trasta con una retencién del 20 % después de 24 horas, regis-

trada por Yamada et al.

La L-fenilalanina se puede aislar de la mezcla de
reaccidén por métodos convencionales.

Los siguientes ejemplos se ofrecen para ilustrar

y ademds definir el proceso de la invencién, pero no han de ser
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considerados como limitativos.

EJEMPLO 1
Se prepara un medio de cultivo por el siguiente

procedimiento general:

A 1 1litro de agua desionizada se afiaden 10 gramos
de peptona, 10 gramos de extracto de levadurza, 0,5 g de D,l~
fenilalanina, 5 g de cloruro sédico y 5 g de L-isoleucina.

Se ajusta el pH a 6 empleando decido sulfiirico y se autoclavea
a 1209C durante 10 minutos a 1,05 kg/bm?. Este es el medio de
inducido convencional para tubos de cultivo y matraces agita-

dos.

EJEMPLO 2 ,
Se sigue el procedimiento general del ejempio 1
excepto que se afiaden al medio 100 mM de yoduro potdsico.

Este es un medio de seleccidn de alta induccidn.

EJEMPLO 3
Se sigue el procedimiento general del ejemplo 1
excepto que al medio se afiaden 200 mM de yoduro potdsico.

Este es también un medio de seleceidn de alta induceidn.,

EJENMPLO 4

Se sigue el procedimieﬁto general del ejemplo 1
excepto que se emplean 15 g de extracto de levadura y se separa
peptona. Se afiaden también 200 mM de yoduro potdsico. Esto
constituye un medio de produccién en matrdz agitado de alta

induceidn.
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EJEMPLO 5

Se prepara un medio de fermemtacién por el procedi-
miento general del ejemplo 4, excepto que Se omiten cloruro sé-
dico y L~isoleucina. Esto constituye un medio de produccidn de

fermentacién de alta induccién.

EJEMPLO 6

Se preparan tres medios de cultivo como en 1os'ejem~
plos 1, 2 y 3. Se emplea una cepa productora de PAL de
Rhodotorula rubra (ATCC =4056) que habfa sido mantenida sobre
agar nutriente inclinado, para inocular 4,5 ml de cada cultivo

de tubo de ensayo. Los itubos se colocan entonces en un sacudi-
dor a 302C y 250 rpm. Se efectuan siete transferencias (6,2 cm3)
de cada tubo a las 24 6 48 horas a 4,5 ml de medio de cultivo
fresco. Los fubos de cultivo se emplean para inocular 200 ml

de medio en matraces sacudidos de 1.000 ml. Un matrdz de cada
medio se recoge a las 30 horas y a las 54 horas. El rendimiento
celular a las 30 horas es en promedio de 14 g de pasta/litro

y 2 1as 54 horas es en promedio de 29 g de pasta/litro. Ia ac-
tividad PAL de 100 mM de yoduro potdsico es 31 % mayor que la
del control. La actividad PAL de 200 mM de yoduro potdsico es

39 % mayor que la del control.

EJEMPLO 7

Se sigue el procedimiento general del ejemplo 6 para
el crecimiento de células de R. rubra en medio de alta induccién
de 200 mM de yoduro potdsico, con la excepcidén de que se efec~
tuan 25 transferencias de seleccién del cultivo de 200 mM de yo~



10

15

20

25

duro potdsico. Igualmente, 24 horas después de inocular el
matrdz sacudido, Se emplea 2,5 % del medio para inocular 15 ma-
traces nuevos sacudidos (matrdz final) y despuds de 24 horas
de tiempo de cultivo, se recogen estos matraces. Los rendi-
mientos celulares y la actividad PAL se registran en unos
cuantos matraces y en el producto de pasta celular recogida
final. la actividad PAL mis elevada a 28,7 gramos de pasta/li-
tro es de 18,4 U/gramo de pasta (528 U PAL/litro). (Una unidad
= 1 mol de L-fenilalanina convertida a 4eido t~cindmico y amo-
niaco/minuto a 30eC). La actividad se determina mediante una
modificacién del método descrifo por Kalghatgi y Subba Rso,
Biochem. J. 149: 65-72, 1975. El producto celular recogido fi-
nal tiene 15 unidades PAL/gramo de pasta a 27 gramos de pasta/
litro como rendimiento celular medio (405 U PAL/litro).

EJEMPLO 8

Por el siguiente procedimiento general se prepara una
solucidn sustrato de cinameto aménico. Se afiade 4eido cindmico
a hidréxido aménico (28 %) hasta disolverse. Se afiaden enfonces
egua y 4cido para ajustar el voltmen y pH del sustrato respec—
tivamente. Lauconcentracidn de deido cindmico, concentrzcidén de
amoniaco y pH (cantidad afindida de £ecido) variardn en los si-
guientes ejemplos; por ejemplo, variardn también las cantida=

des producidas de sal aménica.
BJEMPLO 9

Se investiga el efecto de las elevadas concentraciones

de haldgeno sobre FAL empleando varios dddos para rebajar el pH
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de las soluciones sustrato. Se preparan dos sustratos obteni-
dos por el procedimiento del ejemplo 8 (60 mM CA; 7,5 M NH3;
pH 10,0). Se ajusta el pH de la solucidén A empleando decido
clorhfdrico y el de la-solucidn B empleando 4cido sulfirico.
Se colocan células de R. rubra desarrolladas como en el ejemplo
4 en vasos de precipitados, encamisados con agua, agitados, a
302C. Se toman muestras a intervalos y se analizan con respec-
to a2 I-fenilalanina utilizando cromatograffa de capa fina y
un andlisis enzimdtico de oxidasa de I~aminodcido. Se encuen=
tra que la solucidén sustrato A (conteniendo cloruro aménico)
inhibe al enzima PAL. ILas células de la solucién sustrato B
producen 10 veces mds I-fenilalanina (después de 24 horas de
tiempo de reaccidén) que las células de la solucidn sustrato A.

EJEMPLO 10

Se sigue el procedimiento general del ejemplo 9 compa=-
rando dcido fosférico con deido sulfirico. Las células de
R. rubra en el sustrato de pH ajusitado con 4eido fosférico pro-
ducen 90 % de L-fenilalanina mds que el sustrato de pH ajusta-

do con decido sulfdrico.

EJEMPLO 11
Se sigue el procedimiento general del ejemplo 9 compa-
rando dcido acético con deido sulfdrico. Ia cantidad de I~fe-

nilalanina producida en los reactores es la misma.

EIEWFLO 12

Se preparan células producidas por el procedimiento
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general del ejemplo 6. Estas células se emplean para estudiar
la capacidad de reutilizacidn (estabilided) de las células
enteras. Se preparan tres sustratos, 60 mM de £cido t-cindmico,
amoniaco 7,5 M, pH rebajado a 10, 9 y 8 respectivamente con
4deido sulfdrico. Se colocan células (4,5 g de pasta celular)

en cada sustrato (45 ml) durante 16 horas a 302(¢. La concen-
tréci6n de L-fenilalanina se determina por el andlisis de oxi-
dasa de I-aminodcido ¥y por cromatografia de capa fina. Ias cé~
lulas se centrifugan, se lavan y se colocan en sustrato nuevo

durante 16 horas. Los resultados se ofrecen a continuacién:

Exp. I Exp. IT % retencidn
pH mg/ml I-PHE mg/ml IL-PHE actividad
0,22 0,12 55
0,95 0,78 82
10 2,02 0,43 21

Los resultados demuestran que ineluso aungus el pH
10 tiene dos veces la actividad inicial del pH 9, despuéds de
una experimentacidén las células de pH 9 tienen una actividad
163 % mayor que a pH 10.; |

EJZMPLO 13

Se 1lleva a cabo un estudio de estabilidad de dos se-~
manas como en el ejemplo 12. Sin embargo, los valores pH del
reactor fueron de 8,75, 9 y 9,25 y 12 concentracidén de amoniaco
de 5,5 M. E1 emsayo de 14 dfas fue realizado con 6 andlisis

discontfnuos consecutivos de células R. rubrz libres.



5

10

15

20

- 12 =

Los resultados se ofrecen en la siguiente tabla.

mg de L-fenilalanina producida/hora/gramo de
peso en seco de cflulas (% retenido de acti-
vided inicial)

Dfas al pH pH de reaccién
indicado
8,75 9,00 9,25
5!9 5,7 5-7
7 3,6 3,8 4,2
(61) (67 (74)
14 3,5 3,5 4,0
(59) (61) (70)

Los resultados demuestran que las condiciones adecua-
das pueden permitir la reutilizacién de PAL para producir
L-fenilalanina y que los niveles de retencién de actividad son
elevados para las células libres.

EJENPLO 14

Se inmobiliza la pasta celular del ejemplo 7 por un
procedimiento conocido. E1 sustrato (80 mM; 4,8 M NHy; pH 9,23)
se bombea a través de una columna rellena con flujo ascendente
de células inmovilizadas de R. rubra. Las velocidades de flujo

varfan en 0,10, 0,25 y 0,50 Svh-1 a 229C y en 0,25 y 0,50
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Svh"'1 a 282C, El efluente fue analizado con respec—
to a I-fenilalanina. Los resultados se ofrecen en la siguiente
tabla.

Temp. Flujo L-FE Productividad
(eC) (Svh-1) producida (g/1/br)
0,10 5,4 0,54
22 0,25 2,7 0,68
0,50 2,1 1,05
0,25 3,8 0,95
8
2 0,50 2,8 1,40

A una velocidad de 0,1 Svh-1hse_obsgrva una conversidén _
de sustrato del 40 % produciendo 5,4 g de L-fenilalanina/litro
a 229C.

EJEMPLO 15

Se siguen las condiciones de cultivo e inmovilizacidn
del ejemplo 14. Se ensaya una columna de células inmovilizadas
de R. rubra conteniendo PAL para determinar la vida media de
productividad de la columna bajo ciertas condiciones. El sus-
trato consiste en 75 mM CA; 4,5 M NHS; pH 9,25 7 se experimen-~

ta 2 23¢C y & una velocidad de flujo de 0,25 svh'1 de menera
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cont{nua. La vida media de productividad resulta ser de 41
dfas (véase figura 1). Este ensayo demuestra que el PAL inmo-
vilizado se puede utilizar en un largo periodo de tiempo Qe

menera contfnua para producir L-fenilalanina.

EJEMPLO 164
Se prepara un medio de fermentacién como en el ejem=-

plo 5 y se utiliza para desarrollar R. rubra en un fermenta-
dor de 10 litros. La nucleacién del fermentador se prepara
como en el ejemplo 3, ILas muestras de células se recogen pe-
riodicamente del fermentador. Las células son analizadas con
respecto a la actividad PAL para determinar el tiemro de reco
gida éptima. Se encuentra que en el espécio de 6 horas después
de presentarse la actividad mdxima, permanece menos del 50 %
de 1a actividad mdxima. Igualmente, Se observa gue se habfa
agotado la totalidad de D,I~fenilalanina del medio antes de

la actividad mdxima.

EJEMPLO 16B
Se repite el ejemplo 16A, Sin embargo, justo después

de presentarse la actividad mdxima, se alimenta D,L-fenilala-
nina (5 gramos/10 iitros) al fTermentador. En la primera hora
Se presenta una cafda en la actividad PAL como en el ejemplo
16A. Sin embargo, la actividad PAL se estabiliza durante las

tres siguientes horas antes de recogerse (véase figura 2).

EJEMPLO 17

Se preparan e inmovilizan células &e acuerdo con el
procedimiento del ejemplo 14. Sin embargo, el sustrzto usado
consiste en 75 mM CA; 4,5 ¥ NH3; vH 9,43 a 232C y una veloci-
dad de flujo de syt 2 0,50. ILa columna resulta producir
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1,9 g de I-fenilalanina/litro de soporte de volimen del lecho/

hora., Ia concentracidén de I-fenilalanina en el efluente es de

3,8 gramos/litro.

EJENPLO 18

Se preparan

¢ inmovilizan células por el procedimiento

general del ejemplo 14. Las células inmovilizadas se introdu-

cen en una columna y

se reciclan 352 ml de sustrato (75 mM CA;

4,5 M NH3; pH 9,4) a través de la columa a una veloecidad de

1 571, Se toman muestras del depdsito de sustrato a inter—

. valos de ftiempo y la

mina por el andlisis
por cromatograffa de
siguiente tabla:
Tiempo de reciclo

(hr.)

T

21,5

24

44,5

concentracién de I-fenilalanina se deter-
enzimdtico de oxidasa de L-amirodeido y

capa fina. Los resultados se ofrecen en la

I-fenilalanina % ,
(gramos/1itro) conversidn -
2,8 23
4,6 37
5,0 40
6,8 55

Este ejemplo demuestra que, bajo las condicicres

de reaccidn, se puede preparar L-fenilalaninz con elevadas

concentraciones y con un elevado grado Ze conversién utilizane

do células inmovilizadas conteniendo PAL.

Descrita suficientemente lz naturaleza del invento,

asf como la manera de realizarse en la prdctica, debe hacerse

constar que las disposiciones anteriormente indicadas son sus-

ceptibles de modificaciones de detalle en cuanto no alteren su

principio fundamental,
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REIVINDICACIONES
1.~ Procedimiento para preparar I-femilalanina, que

comprende las etapas de:

(a) reaccionar dcido trans-cindmico con una fuente de iones
amonio parz formar una solucién de sustrato;

(b) ajustar el pH de la solucién sustrato y

(c) poner en comtacto la solucién sustrato con fenilalanina/
amoniaco/liasa bajo condiciones productoras de L-fenilalanina,
para formar IL-fenilalanina;
caracterizado porgue comprende:

(i) emplear como fuente de iones amonio una sal aménica

sustancialmente libre de halégeno; y
(ii) ajustar el pH de la solucién sustrato por adicidn de

un £cido sustancialmente libre de haldgeno.

2.~ Procedimiento segfn la reivindicacién 1, carac-
terizado porque el pH de la solucidn sustrato se ajusta a un

valor de 8 a 10 aproximadamente.

3.= Procedimiento segin la reivindicacién 1 6 2, ca-
racterizado porgque el pH de la solucién sustrato se ajusta a .
un valor de 8,5 a 9,5 aproximadamente.

4.~ Procedimiento segdn lz2 reivindicacién 1, carac-

terizado porque la fuente de iones amonio se elige entre sul-
fato aménico, fosfato aménico, nitrato aménice, citrato amé-

nico y acetato aménico.

5.~ Procedimiento segdn la reivindicacién 1, carac-
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terizado porque la fuente de iones z2monio es sulfato aménico.

6.~ Procedimiento segiin cualquiera de las reivindi-
caciones 1 a 3, caracterizado porque el pH de la solucién
sustrato se ajusta con un 4cido elegido entre 4dcido sulfdrico,

4eido fosférico y dcido acético.

7.= Procedimiento segdn cualquiera de las reivindi-
caciones 1 a 3, caracterizado porque el pH de la solucidn

sustrato se ajusta con deido sulfdrico.

8.= Procedimiento segin la reivindicacién 1, carac-
terizado porque la concentracién de iones amonio es éde 9,1 a

7,5 M aproximadamente.

9.~ Procedimiento sezmn la reivindicacién 8, carac-
terizado porque la concentracién de iones amonio es de 1 a SHM

aproximadamente.

10.= Procedimiento segdn lz reivindicacidn 1, carac-
terizado porque la concentracién de deido t-cindmico en la so-
lucidén oscila de 30 a 200 mM aproximadamente.

11.-~ Procedimiento segin la reivindicacién 16, carac—
terizado porque la concentracién de 4cido p-cindmico en la

solucién oscila de 60 a2 150 mM aproximadamente.

12.~ Procedimiento segin la reivindicacidén 1, carac—
terizado porgue se puede volver a utilizar la fenilalanina/amo-

niaco/liasa.

13.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, carac-

terizado vporgue la I-fenilalanina se produce afiadiendo células
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intactas, conteniendo fenilalanina/amoniaco/liasa, a la solu-

cién susirato en un reactor discontinuo.

14.~ Procedimiento segin la reivindicacidén 13, ca-
recterizado porgue el sistema discontfmuo es un sistema dis-—

cont{nuo simple.

15.~ Procedimiento segdn la reivindicacién 13, carace-
terizado porque el sistema discontfnuo es un sistema discontf-

nuo de alimentacién contfnua.

16.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, carac-
terizado porque la fenilalanina/amoniaco/liasa se inmoviliza

sobre un soporte reutilizable, o bien en este dltimo.

17.- Procedimiento semin la reivindiecacién 1 § 16,
caracterizado porque la femilalanina/amoniaco/liasa se inmovi-

liza en una columna,

18.~ Procedimiento segin la reivindicacién 17, carac-
terizado porgue la columa se mantiene a qnaAygmgqratuig de
10 a2 409C aproximadamente a medidz que la solucién de sustrato

se bombea a través de la columa.

19.~ Procedimiento segin la reivindicacién 16, carac=
terizado porque la columa se mantiene a una temperatura de
18 a 3092C aproximadamente @ medida que la solucién de sustrato

se bombea a través de la columna,

20.~ Procedimiento para preparar I-fenilalanina,
tal y como queda sustancialmente descrito en la presente
Memoria.
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Ista Memoria consta de 19 hojas escritas a mdquina
por una sola cara.
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