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Verfahren zur Abtrennung von L-Tryptophan.

@ Wenn eine L-Tryptophan enthaltende Reaktionsmi-

schung, die durch eine Reaktion unter Verwendung
eines Mikroorganismus erhalten wurde, mit einer Mineral-
siure auf einen pH-Wert 2 - 5 eingestellt und dann erwérmt
wird, wird der in der Reaktionsmischung enthaltende
Mikroorganismus ausgeflockt. Der ausgeflockte Mikroor-
ganismus wird entfernt, entweder durch (I) Filtration der
Reaktionsmischung, oder durch (II) Zugabe eines Alkalis
zur Reaktionsmischung, zur Uberfithtung des L-Trypto-
phans in sein Alkalisalz, und anschliessender Filtration
der Mischung. Das L-Tryptophan kann aus dem Filtrat in
grosser Reinheit enthalten werden.
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PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zur Abtrennung von L-Tryptophan aus ei-
ner Reaktionsmischung,die L-Tryptophan und einen Mikro-
organismus enthdlt, welche wihrend der Herstellung des L-
Tryptophans unter Verwendung des Mikroorganismus er-
halten wurde, dadurch gekennzeichnet, dass der pH-Wert
der Reaktionsmischung durch eine Mineralsdure auf 2-5 ein-
gestellt wird, die Reaktionsmischung erwirmt wird und an-
schliessend die erwdrmte Reaktionsmischung filtriert wird,
um den Mikroorganismus zu entfernen.

2. Verfahren zur Abtrennung von L-Tryptophan aus ei-
ner Reaktionsmischung, die L-Tryptophan und einen Mi-
kroorganismus enthilt, welche wihrend der Herstellung des
L-Tryptophans unter Verwendung des Mikroorganismus er-
halten wurde, dadurch gekennzeichnet, dass der pH-Wert
der Reaktionsmischung mit einer Mineralsiure auf 2-5 ein-
gestellt wird, die Reaktionsmischung erwéirmt wird und Al-
kali zur erwéirmten Reaktionsmischung gegeben wird, um
das enthaltende L-Tryptophan in sein Alkalimetallsalz iiber-
zufithren und anschliessend die Reaktionsmischung filtriert
wird, um den Mikroorganismus zu entfernen.

Diese Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Iso-
lierung von L-Tryptophan aus einer Reaktionsmischung, die
L-Tryptophan und einen Mikroorganismus enthélt, die wih-
rend der Produktion von L-Tryptophan unter Verwendung
des Mikroorganismus erhalten wurde.

In Reaktionen, in welchen Mikroorganismen verwendet
werden, ist es n6tig, die Mikroorganismen aus den Reak-
tionsprodukten zu entfernen. Einige Methoden fiir die Ent-
fernung von Mikroorganismen aus den Reaktionsmischuri-
gen und zur Isolierung der Reaktionsprodukte sind aus der
Vergangenheit bekannt. Z.B. beschreibt die JP-A-16460/
1963 ein Verfahren, das dadurch gekennzeichnet ist, dass ein
oberflichenaktives Agens zu einer L-Glutaminsdure-Fer-
mentationsbriihe gegeben wird, die Mischung erwirmt wird,
wobei der Mikroorganismus ausgeflockt und sedimentiert
wird, und dass er durch Filtration mit Diatomeenerde abge-
trennt wird; und die offengelegte JP-A-29996/1978 be-
schreibt ein Verfahren, welches dadurch gekennzeichnet ist,

. dass eine Reaktionsmischung wie eine Aminosiure-Fermen-
tationsbriihe, auf einer Ultrafiltrationsmembrane filtriert
wird und anschliessend das Produkt durch Kristallisation
isoliert wird.

Diese Verfahren haben sich jedoch fiir die industrielle
Praxis noch nicht als vollstindig befriedigend erwiesen, da
im Verfahren, welches die Zugabe des oberflichenaktiven
Mittels einschliesst, der Mikroorganismus leicht entfernt
werden kann, das oberflichenaktive Mittel jedoch nicht
leicht abgetrennt werden kann und dieses wahrscheinlich im
Reaktionsprodukt bleibf, und das Verfahren, welches die
Verwendung der Ultrafiltrationsmembrane einschliesst,
Schwierigkeiten bereitet, beziiglich des Waschens des ver-
wendeten Apparates wegen seiner Natur.

Es ist somit Aufgabe dieser Erfindung, ein Verfahren zur
Isolierung von L-Tryptophan aus einer Reaktionsmischung,
die wahrend der Herstellung von L-Tryptophan unter Ver-
wendung eines Mikroorganismus erhalten wurde, welches ei-
ne wirkungsvolle Entfernung des Mikroorganismus aus der
Reaktionsmischung umfasst, zur Verfligung zu stellen.

Es wurden ausgedehnte Forschungsarbeiten ausgefiihrt,
um diese Aufgabe zu 16sen. Wihrend es allgemein bekannt
war, dass Tryptophan unstabil ist, wenn in einer sauren L3-
sung erwdrmt wird, haben diese Forschungsarbeiten zum
tiberraschenden Ergebnis gefiihrt, dass wenn eine Reaktions-
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mischung, welche L-Tryptophan und einen Mikroorganis-
mus enthdlt, auf einen pH-Wert 2-5 mittels Mineralsdure
eingestellt wird und anschliessend erwirmt wird, das L-
Tryptophan stabil wird, und das der Mikroorganismus mo-

sdifiziert wird und in einer solchen Grdsse ausgeflockt wird,
dass er leicht abfiltriert werden kann.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind somit die
in den Anspriichen 1 und 2 definierten Verfahren zur Isolie-
rung von L-Tryptophan aus einer Reaktionsmischung, wel-

1oche L-Tryptophan und einen Mikroorganismus enthilt.

Beispiele der «Reaktionsmischung, welche L-Trypto-
phan und einen Mikroorganismus enthilt, welche wahrend
der Erzeugung von L-Tryptophan unter Verwendung des
Mikroorganismus erhalten worden ist» (nachstehend oft der

1s Einfachheit halber als «Reaktionsmischung» bezeichnet) ge-
méss der vorliegenden Erfindung, sind Reaktionsmischun-
gen, welche durch Umsetzung von L-Serin und Indol in Ge-
genwart von Escherichia coli erhalten werden; eine Reak-
tionsmischung, erhalten geméss obenstehendem Verfahren

20unter Verwendung von DL-Serin anstelle von L-Serin und
Pseudomonas putida (MT-10182) oder Pseudomonas punc-
tata (MT-10243) alle zusammen mit Escherichia coli als Se-
rin-Racemase; eine Reaktionsmischung, erhalten durch Ver-
wendung von Anthranilsidure als Vorgénger, in Gegenwart

25 von Bacillus subtilis; und eine Reaktionsmischung, erhalten
unter Verwendung von Indol, Brenztraubensiure und Am-
moniak in Gegenwart von Aerobacter acrogenes.

Diese L-Tryptophan enthaltenden Reaktionsmischun-
gen enthalten die verwendeten Mikroorganismen in geldstem

30 oder suspendiertem Zustand. Da es nach dem Stand der
Technik sehr schwierig war, die Mikroorganismen von L-
Tryptophan abzutrennen, waren die Kosten des Reinigungs-
schrittes in der industriellen Praxis sehr hoch.

Wenn die Reaktionsmischung ein mit Wasser unmisch-

35 bares organisches Losungsmittel enthilt, ist es wiinschens-
wert, dass das organische Losungsmittel vor Anwendung des
erfindungsgeméssen Verfahrens durch zweckméssige Mittel,
wie Fliissigtrennung oder Destillation, entfernt wird.

Wenn die Reaktionsmischung unter neutralen oder al-

40 kalischen Bedingungen erwédrmt wird, kann der Mikroorga-
nismus in der Reaktionsmischung nicht in einem filtrierba-
ren Zustand ausgeflockt werden. Wenn die Reaktionsmi-
schung hingegen auf einen pH-Wert 2-5 mittels einer Mi-
neralsdure eingestellt wird und anschliessend in Ubereinstim-

4s mung mit dem erfindungsgeméssen Verfahren erwdrmt wird,
flockt der Mikroorganismus sehr leicht aus. Unerwarteter-
weise wird L-Tryptophan gleichzeitig nicht zersetzt und der
ausgeflockte Mikroorganismus kann durch Filtration ent-
fernt werden. Wenn nach der obenerwiihnten Ausflockung

50 des Mikroorganismus Alkali zur Reaktionsmischung zuge-
geben wird, um L-Tryptophan aufzuldsen, bleibt der ausge-
flockte Mikroorganismus in filtrierbarem Zustand. Demzu-
folge ist das erfindungsgemdsse Verfahren ein industrielles
Verfahren, welches die wirkungsvolle Abtrennung des L-

55 Tryptophans, das durch die Verwendung eines Mikroorga-
nismus erzeugt worden ist, aus der Reaktionsmischung er-
laubt.

Beispiele von Mineralsduren, die im erfindungsgeméssen
Verfahren Verwendung finden sind Schwefelsiure, Salzsiure

s0und Phosphorséure. Der pH-Wert der L-Tryptophan enthal-
tenden Reaktionsmischung wird auf 2-5, vorzugsweise auf
34, eingestellt, mit einer solchen Mineralsiure. Die Reak-
tionsmischung mit dem eingestellten pH-Wert wird dann auf
eine Temperatur von 60-120 °C, vorzugsweise 80-105 °C, er-

6Swirmt. Bei dieser pH-Wert-Einstellung und Hitzebehand-
lung wird der Mikroorganismus modifiziert und ausgeflockt
zu einer Grosse, sodass er leicht abfiltriert werden kann,
wihrend L-Tryptophan stabil bleibt ohne eine Verinderung.



Die Zeit der Hitzebehandlung wird somit nicht speziell
eingeschrinkt und die Hitzebehandlung kann nach derjeni-
gen Zeitdauer beendet werden, in welcher der Mikroorganis-
mus in passendem Zustand ausgeflockt ist.

Es kann ein Alkohol zugegeben werden als Losungsmit-
tel, um die Auflosung von L-Tryptophan in der Reaktions-
mischung zu férdern. Niedere Alkohole, wie Methanol,
Ethanol und Isopropanol, sind bevorzugt, wihrend der
Alkohol Isopropanol besonders bevorzugt wird. Der Alko-
hol kann in einer solchen Menge verwendet werden, dass sei-
ne Konzentration in der Reaktionsmischung nicht héher als
70 Gew.-%, vorzugsweise 40-60 Gew.-% betrigt. Wenn die
Reaktionsmischung ein mit Wasser unl6sliches organisches
Losungsmittel enthélt, wird ein vorbestimmter Anteil des
Alkohols zugegeben, nach der Entfernung des mit Wasser
unlésbaren organischen Losungsmittels.

In einer besonderen Ausfithrungsform des erfindungsge-
méssen Verfahrens wird nach der vorhergenannten pH-
Wert-Einstellung und Hitzebehandlung der ausgeflockte Mi-
kroorganismus durch Filtration abgetrennt, um eine wéssri-
ge Losung von L-Tryptophan zu erhalten. Um den Anteil
des erhaltenen L-Tryptophans zu erhéhen, wird diese Opera-
tion durchgefiihrt, wenn das L-Tryptophan in der Reak-
tionsmischung in vollstindig geldstem Zustand vorliegt,
nédmlich, wenn die Konzentration von L-Tryptophan in der
Reaktionsmischung unter ihrer Loslichkeit liegt. Ublicher-
weise ist es somit erforderlich, die Reaktionsmischung aus-
giebig mit Wasser zu verdiinnen und anschliessend zu filtrie-
ren. Vom Gesichtspunkt der Operationswirksamkeit her
wird die Heissfiltrierung unmittelbar nach der pH-Wert-Ein-
stellung und Hitzebehandlung bevorzugt. Bei der Durchfiih-
rung der Filtration wird Aktivkohle oder Siliciumdioxid-Fil-
terhilfe oder beide davon verwendet.

In einer weiteren besonderen Ausfithrungsform des erfin-
dungsgeméssen Verfahrens, als weiteres Verfahren zur Erho-
hung des gewonnenen L-Tryptophananteils, wird ein Alkali
zur Reaktionsmischung nach der Einstellung seines pH-Wer-
tes und seiner Erwdrmung zur Ausflockung des Mikroorga-
nismus, zugegeben. Somit ist das L-Tryptophan im wesent-
lichen vollstdndig als Alkalisalz gel6st und anschliessend
wird die Reaktionsmischung filtriert, um eine wéssrige Lo-
sung von L-Tryptophan zu erhalten. Nach dem Verfahren
dieser Ausfithrungsform ist die Filtration oder Verdiinnung
wie in der vorhergehenden Ausfithrungsform nicht erforder-
lich, und Kosten fiir Warmeenergie kénnen gespart werden,
und es kann mit einer wissrigen Losung mit einer hoheren
L-Tryptophan-Konzentration gearbeitet werden. Demzufol-
ge ist diese Ausfithrungsform allgemein vorteilhaft fiir die in-
dustrielle Praxis.

Das Alkali, welches nach der Warmebehandlung zur Re-
aktionsmischung mit dem eingestellten pH-Wert gegeben
wird, kann jedes Alkali sein, welches ein wasserlosliches Salz
mit L-Tryptophan bildet. Beispiele umfassen Ammoniak,
Natriumhydroxid, Kaliumhydroxid, Natriumhydrogencar-
bonat und Kaliumhydrogencarbonat. Industriell ist Ammo-
niak bevorzugt wegen seiner hohen Loslichkeit in wéssriger
Losung und seiner leichten Gewinnung.

Der Anteil des Alkali ist iiblicherweise derjenige, welcher
notwendig ist, um die Reaktionsmischung zu neutralisieren
und das L-Tryptophan, das in der Reaktionsmischung vor-
handen ist, in sein Alkalisalz tiberzufiihren. Es wurden keine
ernsthaften Unannehmlichkeiten verursacht, sogar wenn das
Alkali im Uberschuss verwendet wurde. Wenn jedoch zur
Entnahme der L-Tryptophan-Kristalle der pH-Wert mit ei-
ner Sdure bis zum isoelektrischen Punkt eingestellt wird,
wird eine Erhohung der Ausbeute des isolierten L-Trypto-
phans erzielt; die Verwendung eines Uberschusses von Alkali
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ist unerwiinscht, da der Anteil an anorganischen Salzen er-
hoht wird.

Vorzugsweise wird das Alkali zugegeben, nachdem die
hitzebehandelte Reaktionsmischung auf 0-50 “C, vorzugs-

s weise 5-20 °C, abgekiihlt ist. Wenn das Alkali bei hoheren

Temperaturen beigefiigt wird, kann das L-Tryptophan einer
Zersetzung oder Racemisierung unterworfen werden.

Wenn gasformiges Ammoniak als Alkali verwendet wird,
wird vorzugsweise gekiihltes Ammoniakgas in die Reak-

10 tionsmischung eingeblasen, um die Loslichkeit des Ammo-

niaks in der Reaktionsmischung zu erhdhen. Wenn eine an-
organische Base wie Natriumhydroxid verwendet wird, ver-
ursacht seine Zugabe bei Zimmertemperatur die Bildung ei-
nes Alkalisalzes von L-Tryptophan, welches sehr schnell ge-

15 10st wird.

Wenn eine Aktivkohle- und/oder Siliciumdioxid-Filter-
hilfe zur Reaktionsmischung, die das Alkalisalz von L-Tryp-
tophan enthélt gegeben wird, und in Gegenwart der zugege-
benen Filterhilfe filtriert wird, kann der Mikroorganismus

20 leicht abgetrennt werden und eine wissrige Losung des Al-

kalisalzes von L-Tryptophan kann erhalten werden.
L-Tryptopham kann gewonnen werden, indem die erhal-

tene wissrige Losung des Alkalisalzes von L-Tryptophan ei-

ner iiblichen Kristallisationsmethode, wie Neutralisation,

25 unterworfen wird.
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Die folgenden Beispiele erldutern die vorliegende Erfin-
dung im einzelnen.

Beispiel 1
Eine Platinschlinge voll Escherichia coli wurde in 50 ml
des Kulturmediums, welches die untenstehende Zusammen-
setzung (I) aufweist, inokuliert und wihrend 20 h bei 30 °C
kultiviert. 1 1 der Kulturbrithe wurde zentrifugiert, die Zellen
wurden gewonnen und als Quelle fiir die Tryptophan-Syn-
thetase verwendet.

Zusammensetzung des Kulturmediums (1)

Fleischextrakt 1,0 Gew.-%
Pepton 0,5 Gew.-%
Hefeextrakt 0,1 Gew.-%
KH2PO4 0,2 Gew.-%
urspr. pH-Wert 7,0

Eine Platinschlinge mit Pseudomonas putida (IFO
12996) wurde in 50 ml Kulturbriihe mit der folgenden Zu-
sammensetzung (II) inokuliert, und unter Schiitteln bei 30 °C
wihrend 20 h kultiviert. 1 1 der Kulturbriihe wurde zentrifu-
giert und die Zellen wurden gewonnen und als Quelle fiir die
Serin-Racemase verwendet.

Zusammensetzung des Kulturmediums (II)

Fleischextrakt 1,0 Gew.-%
Pepton 0,5 Gew.-%
NaCl 0,5 Gew.-%
urspr. pH-Wert 7,0

Ein 300 ml Reaktionsgefdss, ausgeriistet mit einem Riih-
rer, wurde mit 11,3 g DL-Serin, 6 g Ammoniumsulfat,
10 mg Pyridoxalphosphat und 66 g Wasser beschickt und es
wurde gut geriihrt. Zur erhaltenen wéssrigen Losung wurde
wissriges konzentriertes Ammoniak zugegeben, um den pH-
Wert auf 8,5 einzustellen. Dann wurden 6,8 g (Feststoffge-
halt 1,7 g) eines nassen Cremekuchens von Escherichia coli
und 3,4 g (Feststoffgehalt 0,85 g) eines nassen Cremekuchens
von Pseudomonas putida im Wasser suspendiert, wobei eine
Suspension mit einem Gesamtvolumen von 20 ml gebildet
wurde. Die erhaltene Suspension wurde zur obigen wassri-
gen Losung zugegeben. Nachdem die Mischung bei 35 °C ge-
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halten wurde, wurden 57,2 g Toluol-Loésung, welche 11,5 g
Indol enthielt, zugegeben und wihrend 48 h bei 35 °C umge-
setzt. Die Reaktionsausbeute war quantitativ.

Die Reaktionsmischung wurde destilliert, um das Toluol
zu entfernen und Wasser wurde zugegeben bis das Gewicht
der Mischung 450 g betrug. Der pH-Wert wurde mit Schwe-
felsdure auf 3,5 eingestellt und 3 g Aktivkohle wurden zuge-
geben. Die Mischung wurde auf 95-98 °C erwdrmt und bei
dieser Temperatur wihrend 1 h belassen. Sie wurde bei glei-
cher Temperatur heissfiltriert, wobei das L-Tryptophan in
gelostem Zustand von der Aktivkohle und dem ausgeflock-
ten Mikroorganismus abgetrennt wurde. Das Filtrat wurde
konzentriert zu einer L-Tryptophan-Konzentration von
10 Gew.-%. Es wurde auf 20 °C gekiihlt und die erhaltenen
Kristalle wurden durch Filtration abgetrennt.

Die Kristalle von L-Tryptophan, die eine Reinheit von
99,5% hatten, wurden in einer Ausbeute von 80% auf Basis
von Indol erhalten.

Beispiel 2
Die gleiche Reaktion wie in Beispiel 1 wurde durchge-

fiihrt in Wasser unter Verwendung von Zellen von Escheri-
chia coli (MT-10232) und Zellen von Pseudomonas punctata
(MT-10243) welche in gleicher Weise kultiviert wurden wie
in Beispiel 1. Die Reaktion wurde unter Zentrifugation fil-
triert, um die ausgefallenen L-Tryptophan-Kristalle von den
mikrobischen Zellen, die in der Reaktion verwendet wurden,
abzutrennen.

Der Cremekuchen wurde in Wasser gegeben, wobei die
Konzentration von L-Tryptophan auf 4,0 Gew.-% einge-
stellt wurde. Dann wurde der pH-Wert der Losung mit
Phosphorséure auf 4,0 eingestellt. 2 g Aktivkohle und 2 g
«Celite 545» (Warenname eines Produktes von Johns-Man-
ville Corporation) wurde zugegeben und die Mischung wur-

ben, und die Losung wurde bei Zimmertemperatur filtriert.
Das Filtrat wurde auf eine L-Tryptophan-Konzentration
und 10 Gew.-% konzentriert und dann auf 5 °C gekiihlt. Die
niedergeschlagenen Zellen wurden durch Filtration gewon-
5 nen.
Die Ausbeute des isolierten L-Tryptophans war 97%
und seine Reinheit war 98,8%.

Beispiel 5
In gleicher Weise wie in Beispiel | wurde Indol und DL-
Serin in einer Toluol-Losung umgesetzt. Die Reaktionsaus-
beute war quantitativ. Das Toluol wurde aus der Reaktions-
mischung durch Destillation entfernt.
Die erhaltene L-Tryptophan enthaltende Reaktionsmi-

10

15 schung wurde durch Schwefelsdure auf einen pH-Wert 4 ein-

gestellt und auf 95-98 °C wihrend 1 h erwirmt. Nach Ab-
kiihlung auf Zimmertemperatur wurde Ammoniakgas in die
Reaktionsmischung geblasen, um das L-Tryptophan darin
als Ammoniumsalz aufzuldsen. Es wurden 10 Gew.-% auf

20 Basis von L-Tryptophan Aktivkohle und ebenfalls 10

Gew.-% auf Basis von L-Tryptophan «Celite 545» (Waren-
name fiir ein Produkt von Johns Manville Corporation) zur
Lésung gegeben und die Losung wurde filtriert. Der abge-
trennte Mikroorganismus wurde zusammen mit «Celite 545»

25 und der Aktivkohle abgetrennt. Das Filtrat wurde auf

100 °C erwirmt, um das Ammoniak zu entfernen, und die
Konzentration des L-Tryptophans wurde auf 10 Gew.-%
eingestellt, durch Zugabe von Wasser. Die Losung wurde
auf 20 °C gekiihlt und die ausgefillten Kristalle wurden

30 durch Filtration abgetrennt, mit Wasser gewaschen und ge-

trocknet.

Die Ausbeute des isolierten L-Tryptophans war 75% auf
Basis des erhaltenen Tryptophans und seine Reinheit, gemes-
sen durch Fliissigchromatographie war 98,5%.

de wihrend 1 h auf 95-98 °C erwérmt. Sie wurde bei gleicher 35

Temperatur heiss filtriert, um die Aktivkohle, das «Celite»
und die ausgeflockten mikrobischen Zellen abzutrennen.
Das Filtrat wurde auf eine L-Tryptophan-Konzentration
von 15 Gew.-% eingeengt, und auf 20 °C abgekiihlt. Die

Beispiel 6
Die gleiche L-Tryptophan enthaltende Reaktionsmi-
schung, wie erhalten in Beispiel 5, wurde zentrifugiert und ei-
ne Mischung von L-Tryptophan-Kristallen und den Mikro-

ausgefallenen Kristalle wurden durch Filtration gewonnen. 40 organismen wurde als Cremekuchen erhalten. Der Cremeku-

Die Ausbeute des isolierten L-Tryptophans war 87% und

seine Reinheit war 99,7%.

Beispiel 3

Der gleiche Cremekuchen, der aus L-Tryptophan und
mikrobischen Zellen bestand, wie er in Beispiel 2 erhalten
wurde, wurde in einer 1:1 (Volumen) Mischung von Wasser
und Isopropanol suspendiert und die Konzentration von L-
Tryptophan wurde auf 7 Gew.-% eingestellt. Zur Einstel-
lung des pH-Wertes der Suspension auf 3,5 wurde konzen-
trierte Salzsdure zugegeben und die Mischung wurde wih-
rend 1 h auf 80-84 °C erwédrmt. Die Mischung wurde bei

gleicher Temperatur heissfiltriert. Das Filtrat wurde auf 5 °C

abgekiihlt und die ausgefallenen Kristalle wurden durch Fil-
tration gewonnen.

Die Ausbeute des isolierten L-Tryptophans war 75%
und seine Reinheit war 98,5%.

Beispiel 4

Es wurde die gleiche Reaktion wie in Beispiel 1 durchge- 60

fithrt. Nach der Entfernung des Toluols, wurde die Reak-
tionsmischung mit Wasser bis zu einer L-Tryptophan-Kon-
zentration von 1 Gew.-% verdiinnt. Der pH-Wert der Reak-
tionsmischung wurde mit Schwefelsiure auf 4,0 eingestellt
und sie wurde bei Zimmertemperatur wéihrend 2 h geriihrt,
um das L-Tryptophan aufzuldsen. 3 g Aktivkohle und 3 g
«Standard Supercell» (Warenname eines Produktes von
Johns-Manville Corporation) wurden als Filterhilfe zugege-

chen wurde in Wasser gegeben, wobei eine Aufschlimmung
mit einer L-Tryptophan-K onzentration von 30 Gew.-% er-
halten wurde. Der pH-Wert der Aufschlimmung wurde auf
3,5 eingestellt, und sie wurde wihrend 2 h auf 95-98 °C er-

45 wirmt, um die in der Reaktion verwendeten Mikroorganis-

men auszuflocken. Nach der Abkiihlung auf Zimmertempe-
ratur wurde wissriges Ammoniak zugegeben, um das L-
Tryptophan in der Reaktionsmischung als Ammoniumsalz
aufzuldsen. Zur Losung wurden 20 Gew.-% auf Basis des L-

50 Tryptophans Aktivkohle zugegeben, und die ausgeflockten

mikrobischen Zellen wurden bei Zimmertemperatur abge-
trennt. Es wurde Stickstoffgas in das Filtrat eingeblasen bei
erhohter Temperatur, um das Ammoniak zu entfernen.
Nach Abkiihlung auf 5 °C wurde das ausgefilite L-Trypto-

55 phan mittels eines Zentrifugaldehydrators abgetrennt.

Die Ausbeute des isolierten L-Tryptophans war 88% auf
Basis des erhaltenen Tryptophans, und seine Reinheit war
98,0%.

Beispiel 7

Eine wissrige Losung mit 12 Gew.-% L-Tryptophan, die
in gleicher Weise wie in Beispiel 5 erhalten wurde, wurde mit
Phosphorsaure auf einen pH-Wert 4,0 eingestellt und auf
95-98 C erwidrmt. Nach der Abkiihlung auf 25 "C wurde ei-
6 ne 20%ige wiissrige Losung Natriumhydroxid zugegeben,
um den pH-Wert der Losung auf 10 einzustellen. Zur wissri-
gen L-Tryptophanlésung wurden 10 Gew.-%, auf Basis von
Tryptophan, Aktivkohle und 10 Gew.-%, auf Basis von
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Tryptophan, von «Standard Supercell» (Warenname eines nen pH-Wert 3,5 mittels Schwefelsdure eingestellt und sie
Produktes von Johns Manville Corporation) als Filterhilfe wurde auf 80-84 °C wihrend 2 h erwdrmt. Nach der Abkiih-
zugegeben, und die Losung wurde bei 20 °C filtriert. Das Fil-  lung auf 5 °C wurde Ammoniakgas in die Reaktionsmi-

trat wurde mit Essigsdure auf einen pH-Wert 6 neutralisiert,  schung geblasen, um das L-Tryptophan im Lésungsmittel
und die ausgefallenen Kristalle von L-Tryptophan wurden 5 als Ammoniumsalz aufzulésen. Zur Losung wurden 20
durch Filtration abgetrennt und getrocknet. Die Ausbeute Gew.-%, auf Basis von Tryptophan, Aktivkohle zugegeben,
des isolierten L-Tryptophans war 75%, auf Basis des erhalte- und die Losung wurde abgenutscht, wobei eine schwachgel-

nen Tryptophans und seine Reinheit war 99,2%. be klare L-Tryptophanldsung erhalten wurde. Es wurde un-
ter Erwdrmung Stickstoffgas in die Losung eingeblasen, um
Beispiel 8 10 das Ammoniak zu entfernen. Die Losung wurde abgekiihlt

Ein Cremekuchen von L-Tryptophan, in gleicher Weise ~ und die ausgefallenen L-Tryptophan-Kristalle wurden durch
erhalten wie in Beispiel 5, wurde in einer 1:1 (Volumen) Mi-  Filtration abgetrennt und getrocknet.
schung von Wasser und Isopropanol dispergiert, um eine Die Ausbeute des isolierten L-Tryptophans war 83%,
Aufschlimmung zu bilden mit einer L-Tryptophan-Konzen-  auf Basis des erhaltenen Tryptophans und seine Reinheit
tration von 20 Gew.-%. Die Aufschlimmung wurde auf ei- 1s war 98,8%.
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