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(57) Abstract

The present invention relates to a new method for the preparation of D-aminoacids or derivatives of D-aminoacids from
the racemic mixture of the corresponding hydantoin using cells of Agrobacterium radiobacter immobilized by inclusion into natu-

ral polymer gels.

(57) Resumen

La presente invencion se refiere a un procedimiento nuevo para la preparacion de D-aminoacidos o derivados de D-ami-
no4cidos, a partir de la mezcla racémica de la hidantoina correspondiente empleando células de Agrobacterium radiobacter in-

movilizadas por inclusion en geles de polimeros naturales.
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PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE D-AMINOACIDOS
O DERIVADOS DE D-AMTINOACIDOS

DESCRIPCION

La presente invencién se refiere a un procedimien-
to nuevo para la preparacién de D- aminodcidos o deriva-
dos de D-aminodcidos, a partir de la mezcla racémica de
la hidantoina correspondiente, empleando células de
Agrobacterium radiobacter inmovilizadas por inclusién en
geles de polimeros naturales.

La utilizacién de biocatalizadores gque emplean
microorganismos inmovilizados presenta importantes
ventajas para un proceso continuo. El1 objetivo es 1la
transformacién bioquimica estereoselectiva de una D-
hidantoina para la obtencién del D-aminodcido correspon-
diente. Los productos que pueden obtenerse son de interés
en la industria farmacéutica, como, por ejemplo, la p-
hidroxifenilglicina.

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

La utilizacién del sistema enzimdtico hidantoinasa
y/o carbamilasa para la transformacién de hidantoinas es
bien conocida (Biotechnology: A Comprehensive Treatise.
Vol 6a. H.-J. Rehm, G. Reed Eds., Verlag Chemie, Wein-
heim, 1984).

Un elevado nimero de microorganismos se han
propuesto como productores del sistema enzimatico
mencionado, entre ellos: Pseudomonas, Agrobacterium,
candida, Hansenula, Arthrobacter, siendo de especial
interés Agrobacterium radiobacter por presentar un

sistema enzimdtico completo con ambas actividades.

PCT/ES93/00024
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Entre las patentes relacionadas con el tema cabe
destacar aquellas qué se refieren a la utilizacién de
Agrobacterium radiobacter para la obtencién de D-fenil-
glicina o derivados (Ger. Offen. 2,621,076; Ger. Offen.
2,920,963), asi como los los articulos: R. Olivieri et
al. "Enzymatic conversion of N cafbamoyl-D-.aminoacides to
D-amino acids" Enzyme Microb. Technol. 1, 201-204 (1979)
y R. Olivieri et al. "Microbial transformation of racemic
hydantoins to Df-amino acids“r Biotechnol. Bioeng. 23,
2173-83 (1981). En ellos se presenta un proceso microbia-

no utilizando biomasa libre.

Con réspecto a la utilizacién de sistemas enzima-
ticos de otros microorganismos, cabe mencionar Agrobacte-
rium tumefaciens (EP 0 309 310), 'Pseudomonas'(Ger. Offen.
3,018,581), Candida (JP 61,177 ,992), Hansenula (JP
61,177,991).

La utilizacién de microorganismos inmovilizados
presenta importantes ventajas de operacién y separacidn
que son objeto de la presente invencién. Aunque se ha
patentado 1la utilizacién de células de Agrobacterium

radiobacter inmovilizadas en geles de polimero (ES-

523.360), se utilizaba este biocatalizador con fines
agrondmicos, no interesadndose por la retencién de las
actividades enzimiticas hidantoinasa y carbamilasa.

Por otra parte,'rr se ha descrito la utilizacidn de
otros microorganismos inmovilizados para la bioconversién
de hidantoinas, como es el caso de EP 0 261 836, referida
a la inmovilizacidén de Bacillus brevis. Asimismo, debe
citarse la patente US 4,094,741, en cuyas reivindicacio-
nes se incluye, en general, la inmovilizacién de activi-
dades enzimaticas de un nimero amplio de microorganismos,
entre los que no se cita Agrobacterium radiobacter ni
métodos concretos de inmovilizacién. '

PCT/ES93/00024
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SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencién tiene como objeto un nuevo
proceso para la preparacion de D- aminodcidos o derivados
de D-aminoacidos, a partir de la mezcla racémica de la
hidantoina correspondiente, empleando células de Agrobac-
terium radiobacter inmovilizadas por inclusidn en geles
de polimeros naturales.

La utilizacién de microorganismos inmovilizados
permite la reutilizacién del biocatalizador, obteniéndose
importantes ventajas tanto desde el punto de vista de
separacién como de utilizacién de un proceso en continuo.

Por otra parte, el uso de células de Agrobacterium
radiobacter presenta la ventaja de la presencia del
sistema enzimatico necesario completo, permitiendo una
transformacién cuantitativa de la D-hidantoina en el
producto'deseado.

la estereoespecificidad de los enzimas involucra-
dos, actuando sobre la forma D- de la hidantoina, actuia
desplazando el equilibrio D-L de la mezcla racémica
permitiendo la conversidén cuantitativa de dicha mezcla

racémica en el D-aminodcido o derivado de D- aminoacido.

La inmovilizacién de células de Agrobacterium
radiobacter (intactas o sometidas a un proceso de
disrupcién), se realiza por inclusién en geles de
alginato o carragenato formados en presencia de iones
ca’* y/o tratamiento térmico. Las particulas esféricas de
tamafio controlado asi obtenidas pueden someterse o no a
un tratamiento posterior de endurecimiento para aumentar
su resistencia mecéanica.

PCT/ES93/00024
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Como resultado, se obtiene un ‘biocatalizador
estable, capaz de realizar la conversién total de la D-
L-hidantoina en el derivado de D- aminodcido correspon-
diente, asi como su reutilizacién durante un periodo de

5 al menos 22 dias.

La presente invencién quedard ilustrada mas en
detalle con el siguiente ejemplo experimental, el cual no
debe entenderse con cardcter limitativo en cuanto al

10 alcance de la invencién. Este ejemplo experimental se
basa en las figuras que aparecen al final de esta memoria
descriptiva, las cuales tienen el siguiente significado:

La figura 1 representa la variacién de la activi-
15 dad para la hidantoinasa con el pH.

La figura 2 representa la variaciodn de la activi-
dad para la carbamilasa.

20 Las figuras 3 y 4 representan la variacidén de las
actividades enzimdticas con la temperatura.

Las figuras 5 y 6 representan la estabilidad de la
biomasa libre a 45 y 502C.

- 25
La figura 7 representa la estabilidad de las 2
actividades enzimdticas ensayadas durante un periodo de
22 dias a 40¢9C.

30 La figura 8 refleja el comportamiento de 1la
biomasa libre ensayada en las mismas condiciones.
EJEMPLO EXPERIMENTAL

35 1.- Se wutilizaron células de Agrobacterium

radiobacter para la obtencién de D-p hidroxifenilglicina
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a partir de la hidantoina correspondiente. Dicha obten-
cién siguidé el esquema ciguiente:

H
¥ |
Ho —©—C — M HIDANTOINASA MO "@—C”"C‘m
| — l
0=C c=0 NH o= G = NH,

~. p
NH 0

D,L-Hidantoina
CARBAMIT.ASA

\
HO —@—CIH—-CGDH

NH 2

D-p-hidroxifenilglicina

2.~ Ensayos de actividad

2.1.- La actividad enzimdtica de la biomasa de
Agrobacterium radiobacter se determindé de la forma

10 siguiente: 1 ml de suspensién de biocatalizador se afiade
a 11 ml de una solucién de hidantoina en tampén pH 8,
siendo la concentracién final de substrato 0,02 M. Se
incuba a 40° C durante 20 minutos, en atmosfera de N, Yy

se analiza la D-p-hidroxifenilglicina obtenida por HPLC.

15
Cuando se quiere determinar la actividad carbami-
lasa, se utiliza el mismo ensayo de actividad, sustitu-
X yendo la hidantoina por el carbamil derivado.
. 20 La actividad del biocatalizador inmovilizado se

determinaba mediante el mismo procedimiento, trabajando
con 5 ml de biocatalizador.

A

SUBSTITUTE SHEET
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2.2.- Para determinar el pH optimo de cada
actividad enzimdtica, se prepararon disoluciones 10 mM de
cada uno de los substratos (hidantoina y derivado
carbamil), en tampdn tris-HCl o tampdn carbonato/ carbdéni-

5 co segin el pH deseado. Se afiadia 1 ml de suspensidn de
biomasa a 10 ml de solucién de substratos y se realizaba
el ensayo a 40°C como se indica en el apartado 2.1.

2.3.- Para determinar la temperatura O6ptima de
10 cada actividad se disolvieron los substratos (10 mM) en
tampdn tris-HCl a pH éptimo en cada caso (pH 8 para la
actividad hidantoinasa y 8,5 para la carbamilasa),
realizandose ensaybs de actividad a diferentes temperatu-
ras. '
15
2.4.- La actividad hidantoinasa se expresa en
mmoles/1 convertidos en 20 min de reaccién (suma de
producto + carbamil derivado) . La actividad carbamilasa
se expresa en mmoles /1 de p-hidroxifenilglicina obteni-
20 dos en 20 min de reaccidn a partir del intermedio.

3.- Inmovilizacidn

Una suspensién de células de Agrobacterium
25 radiobacter se inmovilizé en geles de alginato, de

acuerdo con el siguiente procedimiento:

Materiales: Alginato sédico (Protanal LF 10/60) al
40% del volumen final. biomasa de Agrobacterium radio-
30 bacter al 21 % tambien del volumen final, CaCl, al 1.5 %.

Se tomaban 20 ml de biomasa (0,7 g/ml) y se

mezclaban con la disolucidn de aiginato sbédico (2,6
g/46.67 ml). Se agitaba magneticamente hasta obtener una

35 mezcla homogénea. Mediante una bomba peristédltica se hace

llegar el gel hasta una aguja (0,5 mm de diametro) a 30

2,
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cm de una solucién de CaCl, , la cual se agita magnética-

mente. La solidificacién de las gotas se produce al

entrar en contacto el gel con los iones Ca’* . Todos los

pasos de la inmovilizacidén se efectuaron en atmdésfera de
5 N, .

4.- Estabilidad

4.1.- Estabilidad de la biomasa libre
10
Se mantuvieron 25 ml de biomasa a la temperatura
ensayada y atmdésfera de nitrégeno, durante el tiempo que
duré el experimento. A intervalos determinados de tiempo,
se extraia 1 ml de suspensibén y se realizaba un test de
15 actividad.

4.2.~ Estabilidad de la biomasa inmovilizada
Para determinar la estabilidad del biocatalizador
obtenido se realizaban ensayos de actividad peridédicamen-
20 te. El1 biocatalizador inmovilizado se mantenia en
recipientes cerrados a la temperatura deseada y en
atmésfera de N, , con una concentracidén de hidantoina del

3% (p/v). Los ensayos de actividad se precedian de un
lavado completo del biocatalizador.

25
5.- Resultados
5.1.- Determinacién de las condiciones de opera-
cidén de cada actividad enzimatica.
30
La variacién de.la actividad hidantoinasa con el
pH se muestra en la figura 1, obteniéndose un méximo para
pH=8.'Analogamente, la figura 2 presenta la variacidn de
actividad para la carbamilasa, con un pH 6ptimo de 8.5.
35

Las figuras 3 y 4 muestran la variacion de las
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actividades enzimiticas con la temperatura. La maxima
actividad se obtiene a 45°C para la hidantoinasa y a 50°C
para la carbamilasa. '

5 La estabilidad de la biomasa libre a 45 y 50°C se
ha-representado en las figuras 5 y 6. Para ambas activi-
dades enzimiticas se observa una alta estabilidad en el
periodo de 10 dias estudiado, aunqgue la actividad
carbamilasa a 50°C sufre una pérdida de alrededor del

10 20%.

Los datos obtenidos de las actividades y estabi-
lidad permiten concluir que la temperatura de operacidn
debe estar entre 45 y 50 °C y el pH 6ptimo entre 8 y 8,5.

15 Sin embargo, la menor actividad carbamilasa presente en
la biomasa, en comparacidén con la hidantoinasa, aconseja
proponer el operar a valores mas cercanos a los &ptimos
para esta actividad'(pH 8.5 y temperatura 50°C).

20 5.2.- Operacién con biocatalizador inmovilizado
| Los resultados obtenidos de la inmovilizacién
muestran una retencién entre el 50-80 % de la actividad
del catalizador inmovilizado (hay que tener en cuenta que
la medida de la actividad refleja no sélo la actividad
25 enzimdtica intrinseca sino también limitaciones difusio-
nales en el caso del biocatalizador inmovilizado).

Las particulas de Dbiocatalizador obtenidas

mostraron una estabilidad del 100% por lo que respecta a

30 las 2 actividades enzimaticas enséyadas durante un
periodo de 22 dias a 40°C. (figura 7).

Este comportamiento es idéntico al de la biomasa
libre ensayado en las mismas condiciones (figura 8).
35

El biocatalizador inmovilizado era pues, capaz de
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mantener en las condiciones de operacidn , las activida-
des enzimaticas de las células de Agrobacterium radiobac-
ter, y realizar la transformacidn especifica de la D-
hidantoina a la D-p-hidroxifenilglicina.
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" REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la preparacién de D-aminoa-

cidos o derivados de D- aminoicidos a partir de la

5 hidantoina correspondiente, caracterizado porque dicha
preparacién se efectiia mediante 1la utilizacidén de
microorganismos inmovilizados que contengan las activida-

des enzimaticas hidantoinasa y carbamilasa.

10 ' 2. Procedimiento segin la reivindicacién 1 ;o
caracterizado porque los microorganismos se inmovilizan
por inclusién en geles de polimeros naturales (ej.:
alginato, carragenato).

15 3. Procedimiento seglin la reivindicacién 2,
caracterizado porque el microorganismo es Agrobacterium
radiobacter.

4. Procedimiento segin 1la reivindicacién 3,
20 carecterizado porque el producto que se obtiene es la D-

p-hidroxifenilglicina a partir de la mezcla racémica de
hidantoina. '

5. Procedimiento segiin una cualquiera de las

25 reivindicaciones 1, 2, 3 & 4, caracterizado porgque se

trabaja en ambiente reductor, bien en atmosfera de N, o

bien en presencia de reductores quimicos, como el Na,S
entre otros. ' '

30
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