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Menetelmd L-fenyylialaniinin valmistamiseksi kierrdttd-
mélld fenyylialaniiniammoniakkilyaasia

Tamd keksint6 kohdistuu menetelmddn fenyylialaniinin valmistami-
seksi fenyylialaniiniammoniakkilyaasi-(PAL)-katalysoidulla t-kd-
we-—-nelihapon .ja .ammoniakin reaktiolla. . -Erityisesti -tdm4-keksintf— ----
kohdistuu sellaisen fenyylialaniinin valmistusmenetelmdé&n,

jossa PAL-katalyytin suuri aktiivisuus sdilyy ja katalyytti

voidaan kdyttdd uudelleen.

L-fenyylialaniini on oleellinen aminohappo, joka on té&rked
ravinnollisesti sekd l&dketieteellisilléd alueilla. 8Sitd on
eristetty kaupallisesti useista proteiineista, kuten ovalbumii-
nista ja laktalbumiinista. Alan tekniikassa tunnetussa labora-
toriomenetelmissd Lffenyylialaniinin valmistamiseksi kdytetddn
fenyylialaﬁiiniammoniakkilyaasientsyymia (myShemmin PAL) kataly-
soimaan reversiibelireaktio:

L-fenyylialaniini — trans-kanelihappo + ammoniakki, ks.
GB-patentti 1 489 468. '

Téamdn reaktion tasapaino on normaalisti 80:20 t-kanelihapon
eduksi, ja useita keinoja on koetettu suuremman L-fenyylialanii-
nikonversion saamiseksi. GB-patentissa 1 489 468 on esitetty,
ettd L-fenyylialaniinin teoreettinen saanto, 20 prosenttia
l8hentelevd saanto saadaan kdytt&mdlld suurta md&drdd PAL-
katalyyttid sisdltdvid soluja ja ammoniumionien ylimd&rdid.

Tdmdn patentin mukaisen prosessin yhteydessd ammoniumionildhde
on edullisesti ammoniumkloridi, ja reaktio suoritetaan edulli-
sesti pH-alueella 8,5-9,7.

Yamada, S., et al., Appl. Environ. Microbiol. 42:773-78 (1981),
ovat esittdneet, ettd konversiota voitaisiin lisdtd yli 70
prosenttiin sddtdmdlld substraattiliuoksen pH arvoon 10,0
suolahapolla. N&mid olosuhteet ovat kuitenkin niin ankarat,



ettd kdytettyjen solujen PAL-aktiivisuus heikkenee huomatta-
vasti, ts. niin paljon, ettd entsyymin uudelleenkdyttd on
epdedullista. Lisdksi Yamada et al. toteavat, ettd solu-
entsyymin immobilisoimisella ei saavuteta etua eheiden solu-
jen kdyttddn ndhden. Vaikka t&dlld menetelmidlli on alunperin
mahdollista saada suuri L-fenyylialaniinin konsentraatio,
katalyyttlsen entsyymln uudelleenkéytén mahdottpmgus tekee o

tistd menetelmisti epataloudellisen suuressa mittakaavassa

sovellettuna.

Siten on jatkuvasti olemassa tarve menetelmddn L-fenyyliala-
niinin valmistamiseksil t-kanelihaposta ja ammoniakista, jossa
saadaan suuri L-fenyylialaniinin saanto ja jossa PAL j&da
katalyyttisesti riittdvdn aktiiviseksi niin, ettd se voidaan
kdyttdd uudelleen.

Siksi tdmdn keksinndn kohteena on aikaansaada menetelmid L-
fenyylialaniinin valmistamiseksi t~kanelihaposta, jolloin tuot-
teelle saadaan suuri konversio ja PAL-entsyymi voidaan kdyttdd

toistuvasti uudelleen.

Keksinndn kohteena on my&skin sellainen laitteisto L-fenyyli-
alaniinin valmistamiseksi, jossa reaktio voidaan ajaa joko
vapaa solu-panossysteemind tai immobilisoitu solu- tai entsyymi-

systeemind.

Témdn keksinndn tarkoituksena on edelleen aikaansaada taloudel-
linen laitteisto PAL:n ké&yttdmiseksi L-fenyylialaniinin valmis-

tuksessa.

L-fenyylialaniinin valmistusprosessia antamalla t-kanelihapon
ja ammoniakin reagoida fenyylialaniini-ammoniakkilyaasin l&snd-
ollessa on parannettu siten, ettd saadaan suuria L-fenyyli-
alaniinisaantoja ja PAL:n hyvd katalyyttinen aktiivisuus sdilyy.
Sdddellyisséd reaktio-olosuhteissa PAL:n stabiilisuus lisdintyy
siten, ettd PAL voidaan kdyttdd uudelleen L-fenyylialaniinin

tuottamiseksi suurina pitoisuuksina.



Ndiden haluttujen tulosten saavuttamiseksi substraattiliuos
valmistetaan reagoittamalla happo ammoniumionil&hteen kanssa.
Ammoniumionildhde voi olla mikd tahansa halogeeniton ammonium-
suola. Substraattiliuoksen pH sdddetddn alueelle 8,0-10,0
kdyttden halogeenitonta happoa, sen jédlkeen :liuos lisdtddn PAL-
ldhteeseen, kuten vapaiden, ehyiden solujen tai immobilisoitujen

solujen systeemiin tai entsyymisysteemiin, joka sisdltdd @~

" PAL-entsyymii4.

Tamdn keksinndn mukaisen prosessin yhteydessd substraattiliuos
valmistetaan t-kanelihaposta ja ammoniumionil&hteestd. Ammo-
niumionit wvoidaan joko lis&dtd suoraan orgaanisen hapon tai
mineraalihapon ammoniumsuolana t-kanelihapon liuokseen, tai
tehdd suola substraattiliuoksessa kuten sekoittamalla ammonium-

hydroksidi ja halogeeniton happo.

GB-patentissa 1 489 469 on esitetty, ettd edullinen ammonium-
ionildhde on ammoniumkloridin ja ammoniumhydroksidin seos

(s. 3, rivit 25-26). Menetelmdssd, jonka Yamada et al. ovat
esittdneet kdytetddn mydskin ammoniumkloridia. Pdinvastoin

mitd aikaisemmin on esitetty, nyt on havaittu, ettd on edul-
lista kdytti4 ammoniumsuolaa, joka ei sisHlli halogeeni-

ioneja. Halogeenien lésndolon substraattiliuoksessa on havaittu
estdvin PAL:n katalyyttistd aktiivisuutta. T&mdn vuoksi
edullisiin ammoniumsuoloihin kuuluvat ammoniumsulfaatti, ammo-
niumnitraatti, ammoniumsitraatti, ammoniumasetaatti ja ammonium-
fosfaatti. Erittdin edullinen ammoniumsuola on ammoniumsul-

" faatti.

On my6skin toivottavaa, ettd ammoniumsuola lis&tiidn substraatti-
livokseen suurina pitoisuuksina. Ammoniumionien konsentraatio
on tavallisesti n.0,1-7,5 M, edullisesti n. 1-5 M. Ammonium-
suolan suuri pitoisuus lisdd systeemin ammoniakkipitoisuutta

ja toimii my&s puskurina siten, ettd reaktion pH:n sidtdi
voidaan helpommin kontrolloida.



Kun ammoniumionien konsentraatio on ndilld osoitetuilla alueil-
la, t-kanelihapon pitoisuus liuoksessa on tavallisesti n.
30-200 nM ja edullisesti n. 60-150 nM.

Yamada et al. esittdvdt, ettd substraattiliuos tulisi s&ddtiid
pH-arvoon 10,0, T&md&n keksinndn mukaisessa prosessissa pH
voidaan kuitenkin s#dtdd alueelle n. 8,5-9,5. VYamadan viittauk-_
“sen mukaisesti pH siidet&in suolahapolla. T&mi vol lisiti
merkittdvdsti substraatin kloridipitoisuutta. T&ssd proses-
sissa on kuitenkin edullista, kuten yll3d on todettu, s&ddtiid
substraattiliuoksen pH halogeenittomalla hapolla. Edullisia
happoja pH:n sddtdmiseen ovat rikkihappo, fosforihappo ja
etikkahappo vaikkakin myds muita halogeenittomia happoja voi-
daan ké&dyttdd. Erityisen edullinen happo on rikkihappo, silld
lisdttynd ammoniumhydroksidia sisdltdvdidn substraattiliuokseen
se reagoi muodostaen ammoniumsulfaattia, mikd on tunnettu entsyy-

mejd stabilisoiva aine.

Substraattiliuos lisdtddn PAL-entsyymid sisdltdvddn lihaliemi-
alustaan, siitd erotettuihin soluihin tai eristettyyn entsyymiin.
PAL tuotetaan perinteisilli menetelmilld. PAL-katalysoitu
reaktio etenee L-fenyylialaniinia tuottavissa olosuhteissa,
jolloin reaktiolimpstila on edullisesti n. 10-45°C. T#mén
keksinndn mukaisen menetelmdn mukaisissa olosuhteissa PAL-stabii-
lisuus lisd&ntyy niin paljon, ettd PAL voidaan kdytt&i uudelleen
L-fenyylialaniinin valmistamiseksi suurina pitoisuuksina.

Esilld oleva L-fenyylialaniinin valmistusprosessi voidaan
toteuttaa joko vapaasolu-panossysteemind tai immobilisoitu solu- -
tai entsyymisysteemind. Panossysteemi voi olla joko yksinkertai-
nen panos tai jatkuvasy6ttdinen panossysteemi. Jos PAL on
immobilisoitu kolonnissa, kolonni voidaan ajaa yksinkertai-

sena l&pivirtaussysteemind, kierrdtyssysteemind tai jatkuva-
sybttdisend kierrdtyssysteemini. Edullinen prosessi PAL-
entsyymin tai sitd sis&dltdvien solujen immobilisoimiseksi on
esitetty FI-patenttihakemuksessa 832633. Kun PAL-entsyymit

tai entsyymid sisdltidvidt solut immobilisoidaan kolonnissa,
kolonnin ldmp&tila voidaan pitdi n. 10-40°C:ssa ja edullisesti



n. 18-30°C:ssa kun substraattiliuos pumpataan kolonnin 1&pi.

Reaktioseos analysoidaan tavanomaisilla L-fenyylialaniinin
valmistuksessa ké&dytetyillsd menetelmill&d. Kun rikkihappoa kdy-
tetddn suolahapon asemesta substraattiliuoksessa, L-fenyyliala-

~niinia on n. 8-1l0O-~kertainen md&rd kuin suolahappoa kdytettdessé.
Kun PAL-entsyymi on immobilisoitu sen aktiivisuus sdilyy n.

50 prosenttlsena 41 p&lvan reaktloajan jdlkeen. Sitd vastoin
Yamada et al. ovat raportoineet 20 prosenttisesta sdilymisestd
24 tunnin jdlkeen.

L-fenyylialaniini voidaan eristdid reaktioseoksesta perinteisin

prosessein.

Seuraavat esimerkit on tarkoitettu kuvaamaan ja edelleen mdd-
rittelemddn keksinndn mukaista menetelmdd sitd kuitenkaan

rajoittamatta.

Esimerkki 1

Kasvualusta valmistettiin seuraavalla yleiselli menetelmilli:
Litraan deionisoitua vettd lisdttiin 10 g peptonia, 10 g hiiva-
uutetta, 0,5 g D,L-fenyylialaniinia, 5 ¢g natriumkloridia ja

5 g L-isoleusiinia. pH s&dddettiin arvoon 6,0 kdyttden rikki-
happoa ja k&siteltiin autoklaavissa 120°c limpétilassa 10 min
ajan 1,05 kp/cm2 paineessa. Tdmd on standardikasvualusta
viljelyputkille ja ravistuspulloille.

Esimerkki 2 .
Esimerkin 1 yleinen menetelmd toistettiin, paitsi etti
100 mM kaliumjodidia (KJ) lisdttiin kasvualustaan. T&m& on

tehokas valikoitu kasvualusta.

Esimerkki 3

Esimerkin 1 mukainen yleinen menetelm# toistettiin paitsi etti
200 mM lisdttiin kasvualustaan. T&m3 on mydskin tehokas
valikoitu kasvualusta.




Esimerkki 4

Esimerkin 1 mukainen yleinen menetelmi toistettiin paitsi
ettd kdytettiin 15 g hiivauutetta ja ett&d peptoni poistettiin.
Lisdttiin my8skin 200 mM KJ. T&m3 on tehokas ravistuspullb—

kasvualusta.

Fermentointikasvualusta valmistettiin esimerkin 4 mukaisella
yleiselld menetelm&dlld paitsi ettd natriumkloridia ja L-iso~
leusiinia ei lisdtty. T&md on tehokas fermentointikasvu-

Esimerkki 5 . e

alusta.

Esimerkki 6

Kolme kasvualustaa valmistettiin esimerkkien 1, 2 ja 3 mukai-
sesti. PAL-entsyymid tuottavaa sukua Rhodotorula rubra (ATCC
# 4056) , jota on pidetty agar-ravintoalustalla, siirrettiin
4,5 ml:an jokaisen putken kasvualustaa. Putket asetettiin
sen jdlkeen ravistimeen 30°% lémpétilaan nopeuden ollessa

250 rpm. Jokaisesta putkesta tehtiin seitsemdn siirrosta
(0,2 ml) 24 tai 48 tunnin kuluttua 4,5 ml:an tuoretta kasvu-
alustaa. Viljelyputket siirrettiin 200 ml:an kasvualustaa
1000 ml:n ravistelupulloon. Yksi pullo jokaisesta kasvualus-
tasta otettiin talteen 30 ja 54 tunnin kuluttua. Solusaanto
30 tunnin kuluttua oli keskimdirin 14 g pastaa/l ja 54 tunnin
kuluttua keskimddrin 29 g pastaa/l. "100 mM KJ"-ndytteen
PAL-aktijvisuus oli 31 % suurempi kuin vertailundytteen.

"200 mM KJ"-ndytteen PAL-aktiivisuus oli 39 % suurempi kuin

vertailungdytteen.

Esimerkki 7

Esimerkin 6 yleinen menetelmd R. rubra-solujen kasvattamiseksi
200 mM KJ sisdltdvissd kasvualustassa toistettiin paitsi ettd
tehtlin 25 valikoitua siirrosta 200 mM KJ sisdltdvidstd viljel-
mdstd. Mydskin 24 tuntia siirrostamisen jdlkeen 2,5 % kasvu-
alustasta kdytettiin siirrettdviksi viiteentoista tuoreeseen
ravistelupulloon (lopulliset pullot) ja 24 t kasvatusajan
kuluttua n&md pullot otettiin talteen. Solusaannot ja PAL-




aktiivisuus otettiin muutamista pulloista ja lopullisesta
yhdistetystd solupastatuotteesta. Suurin PAL-aktiivisuus

28,7 g pastaa/litra kasvatusalustaa oli 18,4 U/g pastaa

(528 U PAL/1l). (1 yksikkd = 1 mol L-fenyylialaniinia muutet-
tuna t-kanelihapoksi ja ammoniakiksi/min 30°C:ssa). Aktii-
visuus mddritettiin modifioiden menetelm#d, jonka Kalghatgi

ja Subba Rao. ovat esitténeet, .Biochem. .J.-149: .65-72,..1975., - — -
Lopullisessa yhdistetyssd solupastatuotteessa oli 15,0 yksikkdd
PAL/g pastaa keskimddriisen solusaannon ollessa 27 g pastaa/l.
(405 U PAL/1).

Esimerkki 8

Kanelihapon ammoniumsuolasubstraattiliuos tehtiin seuraavalla
yleiselld menetelm&dlld. Kanelihappoa lisdttiin ammonium-
hydroksidiin (28 %) kylldstymispisteeseen asti. Vesi ja happo
lisdttiin sen jdlkeen substraattitilavuuden ja vastaavasti

pH:n siitimiseksi. Kanélihappopitoisuus-ammoniakkikonsentraatio
ja pH (lisdtyn hapon md&rid) vaihtelevat seuraavissa esimerkeis-
sd; tdmin vuoksi valmistetun ammoniumsuolan miidrit my®&skin

vaihtelevat.

Esimerkki 9

Suurten halogeenipitoisuuksien wvaikutus PAL-entsyymiin tutkit-
tiin k&yttdm¥lld useita happoja pH-arvon alentamiseksi substraat-
tiliuoksessa. Kaksi substraattia valmistettiin esimerkin 8
yleiselld menetelmdlld (60 mM CA; 7,5 M NH3; pH 10,0). Liuok-
sessa A pH s&dddettiin suolahapolla ja liuos LB s#ddettiin
rikkihapolla. R. rubra-solut, jotka oli kasvatettu esimerkin

4 tavalla, pantiin sekoitetulla vesivaipalla varustettuun de-
kantteriin 30°C:ssa. N4ytteet otettiin mddrdajan kuluttua ja
niistd tutkittiin L-fenyylialaniini k&ytt#en sek# ohutkerros-
kromatografiaa ettd L-aminohappo-oksidaasientsyymikokeella.
Substraattiliuoksen A (sisdlsi ammoniumkloridia) havaittiin
estdvdn PAL-entsyymin kehittymistd. Substraattiliuoksen B
solut tuottivat 10 kertaa enemmin L-fenyylialaniinia (24 tunnin
reaktioajan jdlkeen) kuin substraattiliuoksen A solut.




Esimerkki 10

Esimerkin 9 yleinen menetelmd toistettiin verraten fosforihappoa
rikkihappoon. R. rubra=-solut tuottivat fosforihapolla sd&dde-
tyssd substraatissa 90 % siitd L~fenyylialaniinim&drdsta

kuin mitd ne tuottivat rikkihapolla s&dddetysséd substraatissa.

..Esimerkki. 11 _ . . . e e - S . .. .-

Esimerkin 9 yleinen menetelmd toistettiin verraten etikka-
happoa rikkihappoon. Tuotetun L-fenyylialaniinin md&rd oli

reaktoreissa sama.

Esimerkki 12

Solut valmistettiin esimerkin 6 yleiselld menetelmidlld. N&m&
solut kdytettiin kokonaisten solujen uudelleenkdyttédmisen
(stabiilisuus) tutkimiseen. Valmistettiin kolme substraattia,
60 mM t-kanelihappoa, 7,5 M ammoniakkia, pH sdddettiin arvoon
10,0, 9,0 ja 8,0 vastaavasti rikkihapoila. Solut (4,5 g solu-
pastaa) pantiin kuhunkin substraattiin (45 ml) 16 tunnin
ajaksi 30°C:ssa. L-fenyylialaniinipitoisuus mddritettiin
L-aminohappo-oksidaasikokeella ja ohutkerroskromatografialla.
Solut sentrifugoitiin, pestiin ja pantiin tuoreeseen substraat-
tiin 16 tunniksi. Tulokset on-esitetty alla olevassa taulu-

kossa.
pH Ajo I Ajo II Jdljelld oleva
mg/ml L-PHE mg/ml L-PHE aktiivisuus, %
0,22 0,12 55
9 0,95 0,78 82
10 2,02 0,43 21

Tulokset osoittavat, ettd vaikkakin pH-arvossa 10,0 alkuaktii-
visuus on kaksi kertaa niin suuri kuin pH-arvossa 9,0, yhden
ajon jdlkeen "pH 9,0"-soluilla on 163 % suurempi aktiivisuus
kuin "pH 10,0"-soluilla.

Esimerkki 13
Kahden viikon stabiilisuuskoe tehtiin esimerkin 12 mukaisesti.




Kuitenkin reaktorin pH-arvot olivat 8,75, 9,00 ja 9,25 ja
ammoniakkikonsentraatio oli 5,5 M. 14 pdividn koe suoritet-
tiin kuudella perdttdiselld panoskokeella vapailla R. rubra-
soluilla. Tulokset ovat seuraavassa taulukossa.

mg tuotettua L-fenyylialaniinia/h/gﬁ kuivia
soluja (alkuaktiivisuudesta jdljelld %)

e e o Reaktion pH .- ... - .

Pdiviad osoite~

tussa pH-
arvossa 8,75 9,00 9,25
1 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)

Tulokset osoittavat, ettd sopivat olosuhteet mahdollistavat
PAL-entsyymin uudelleenkdytdn. L-fenyylialaniinin valmistuk-
sessa ja ettd vapaiden solujen aktiivisuudet sdilyvdt kor-
kealla tasolla.

Esimerkki 14

Esimerkin 7 solupasta immobilisoitiin yleisell&d menetelm#lld,
joka on esitetty FI-patenttihakemuksessa 832633. Substraatti
(80 mM; 4,8 M NHS; PH 9,23) pumpattiin vastavirtaan kolonnin
ldpi, joka oli pakattu immobilisoiduilla R. rubra-soluilla.
Virtausnopeudet vaihtelivat ollen 0,10, 0,25 ja 0,50 svb~1
22°C:ssa ja 0,25 ja 0,50 sv?L 28%C:ssa. Effluentista tutkit-
tiin L-fenyylialaniini. Tulokset on esitetty seuraavassa

taulukossa.
Lagpétila Viﬁtius Tuotettu Tuottavuus
C (svi™) L-PHE (g/1/h)
0,10 5,4 0,54
22 0,25 2,7 0,68
0,50 2,1 1,05
0125 3,8 0'95
28

0,50 2,8 1,40
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Virtausnopeudella O,1 Svh_l havaittiin 40 prosentin substraat-
tikonsentraatio tuottaen 5,4 g L-fenyylialaniinia/l 22°%:ssa.

Esimerkki 15

Esimerkin 14 viljely ja immobilisointiolosuhteet toistettiin.
PAL-entsyymid sisdltdvien immobilisoitujen R. rubra-solujen
kolonni ajettiin kolonnin tuottavuus puoliajan madrittami-
seksl tietyissd olosuhteissa. Substraatti oli 75 mM CA;

4,5 M NH3; pH 9,25 ja ajo tapahtui 25°C:s8a jatkuvalla virtaus-
nopeudella 0,25 SVh_l. Tuottavuus puoliaika ndytti olevan 41
pdivdd (ks. kuva 1). T&md koe osoittaa, etti immobilisoitua
PAL-entsyymid voidaan k&dyttdd jatkuvasti pitkdn ajan L-
fenyylialaniinin valmistuksessa.

Esimerkki 16A

Fermentointikasvatusalusta valmistettiin kuten esimerkissd 5 ja
se kdytettiin R.rubran kasvattamiseen 10 litran fermenttorissa.
Fermentointisiemen tehtiin kuten esimerkissd 3. Solundytteet
ker&ttiin tietyin aikavdlein fermenttorista. Soluista tutkit-
tiin PAL-aktiivisuus optimikasvatusajan m&dritt&miseksi. On
havaittu, ettd kuuden tunnin aikana huippuaktiivisuuden j&l-
keen alle 50 $ huippuaktiivisuudesta oli j&ljelld. Havaittiin
mydskin ettd koko D,L-fenyylialaniini oli k&ytetty kasvualustas-
ta ennen huippuaktiivisuutta.

Esimerkki 16B

Toistettiin esimerkki 16A. Kuitenkin juuri huippuaktiivisuu-
den jdlkeen D,L-fenyylialaniini sy&tettiin (5 g/10 1) fermentto-
riin. Ensimmdisend tuntina tapahtui putous PAL~aktiivisuu-
dessa kuten esimerkissd 16A. Kuitenkin PAL-aktiivisuus stabi-
loitui seuraavaksi kolmeksi tunniksi ennen solupastan talteen-
ottoa (ks. kuva 2).

Esimerkki 17

Solut valmistettiin ja immobilisoitiin esimerkin 14 menetel-
mdn mukaisesti. Kuitenkin kdytetty substraatti oli 75 mM CA;
4,5 M NH;; pH 9,43 23%:ssa ja virtausnopeus sViT = 0,50.
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Kolonnin havaittiin tuottavan 1,9 g L-fenyylialaniinia/l
pedin kantoainetta/h. L-fenyylialaniinin pitoisuus effluen-
tissa oli 3,8 g/l.

Esimerkki 18
Solut valmistettiin ja immobilisoitiin esimerkin 14 yleiselld
menetelmdlls. Immob111501dut solut pakattlln kolonnlin Ja

352 ml substraattia (75 mM CA, 4, 5 M NH3, pH 9 4) klerratet— -
tiin kolonnin lé&pi nopeudella 1,0 SVh l. Substraattikokoo-
masta otettiin ndytteet tietyin aikavdlein ja L-fenyylialaniini-
konsentraatio mddritettiin L-aminohappo-oksidaasientsyymi-
kokeella ja ohutkerroskromatografialla. Tulokset on esitetty

alla olevassa taulukossa.

Kierrdtysaika L-fenyylialaniini Konversio, %
(h) . (g/1)
7 2,8 23
21,5 4,6 37
24 5,0 40
44,5 6{8 55

Tdmd esimerkki osoittaa, ettd reaktion olosuhteissa L-fenyyli-
alaniinia voidaan valmistaa suurina pitoisuuksina ja suurilla
konversionopeuksilla kdyttden PAL-entsyymid sisdltdvia
immobilisoituja soluja.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd L-fenyylialaniinin valmistamiseksi, jossa

a) trans-kanelihappo saatetaan reagoimaan ammoniumionil&h-
teen kanssa substraattiliuoksen muodostamiseksi,

b) substraattiliuoksen pH-arvoa s&dddetdén ja

c) substraattiliuos saatetaan kosketuksiin fenyylialaniini-
ammoniakkilyaasin kanssa L-=fenyylialaniinia .tuottavissa olo-
suhteissa L-fenyylialaniinin muodostamiseksi,

tunnettu siitda, etté:

i) oleellisesti halogeenitonta ammoniumsuolaa kdytetddn ammonium-

ionildhteend ja
(ii) substraattiliuoksen pH-arvoa sdiddetddn lisd&@milld oleelli-

sesti halogeenitonta happoa.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unnet tu
siitd, ettd substraattiliuoksen pH sdddetddn alueelle 8-10.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelm#, t u n n e
t u siitd, ettd substraattiliuoksen pH sdddetddn alueelle
8'5-_9'5. -

4, Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t un n e t-

t u siitd, ettd ammoniumionil¥hde valitaan ryhmdstd, joka
nuodostuu ammoniumsulfaatista) ammoniumfosfaatista, ammonium-
nitraatista; ammoniumsitraatista ja ammoniumasetaatista.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unnet tu
siitd, ettd ammoniumionildhde on ammoniumsulfaatti.

6. Patenttivaatimuksen 1, 2 tai 3 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd substraattiliuoksen pH sdddetddn hapol-
la, joka on valittu ryhméstd, joka muodostuu rikkihaposta,
fosforihaposta ja etikkahaposta.

7. Patenttivaatimuksen 1, 2 tai 3 mukainen menetelmi, t u n-
nettu siitd, ettd substraattiliuoksen pH sdddetddn rikki-

hapolla.
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8. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmsd, t unne t-
_t u siitd, etti ammoniumionien konsentraatio on alueella n.
o,1 M-17,5 M.

9. Pafenttivaatimuksen 8 mukainen menetelmd, t un n e t-
t u siitd, ettd ammoniumionien konsentraatio on alueella

n.lM_SM-

10. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi, t un n e t-
t u siitd, ettd liuoksessa olevan t~kanelihapon konsentraatio
on alueella n. 30 mM - 200 mM.

11. Patenttivaatimuksen 10 mukainen menetelmd, t u n n e t-
t u siitd, ettd liuoksessa olevan t-kanelihapon konsentraatio
on alueella n. 60 mM - 150 mM.

12. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n n e t~
t u siitd, ettd fenyylialaniini-ammoniakkilyaasi voidaan kdyt-
tdd uudelleen.

13. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi, t un n e t-

t u siitd, ettd L-fenyylialaniini valmistetaan lisddmidlli
fenyylialaniini-ammonialyaasia sisdltdvid ehji& soluja substraat-
tiliuokseen panosreaktoriin.

14. Patenttivaatimuksen 13 mukainen menetelmd, t un n e t-
t u siitd, ettd panossysteemi on yksinkertainen panossysteemi.

15. Patenttivaatimuksen 14 mukainen menetelmi, t un n e t-
tu siitd, ettd panossysteemi on jatkuvasy®tt8inen panos.

l6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unne t tu
siitd, ettd fenyylialaniini-ammonialyaasi on immobilisoitu

uudelleen kdytettdvddn alustaan.

17. Patenttivaatimuksen 1 tai 16 mukainen menetelmi, t u n-
nettu siitd, ettd fenyylialaniini-ammoniakkilyaasi on

immobilisoitu kolonnissa.
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18. Patenttivaatimuksen 17 mukainen menetelmd, t u n-
nettu siitd, ettd kolonnin ldmpdtila pidetddn n.
10—40°C:ssa pumpattaessa substraattiliuosta sen lé&pi.

19. Patenttivaatimuksen 18 mukainen menetelmi, t u n-
nettu siitd, ettd kolonnin ldmpdtila pidetddn n.
18-30°C:ssa pumpattaessa substraattiliuosta sen lé&pi.
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