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Summary:

The synthesis of the aromatic amino acid L-phenylalanine has received con-
siderable attention in recent years due to its increasing importance as precursor
to the dipeptide sweetener aspartame. Phenylalanine ammonia lyase (PAL), which
occurs in yeast, catalyzes the nonoxidative deamination of L-Phe to trans-cinnamic
acid (tCA), has industrial application in the synthesis of L-Phe. Superior produc-
ers of PAL are Rhodotorula sp. PAL is induced in yeast cell by the presence of
L-Phe, while glucose represses PAL synthesis. Different additives and conditions
during inducing PAL: permeabilizing, reducing and stabilization agents, as well
as pH and temperature during bioconversion targeting to higher productivity of
L-Phe were discussed.
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1. Wstep

Enzym amoniakoliaza fenyloalaninowa (EC 4.3.1.5) szeroko
rozpowszechniony w komérkach roslinnych, katalizuje sponta-
niczng nieoksydatywna deaminacje L-fenyloalaniny do kwasu
trans-cynamonowego i amoniaku (1). W dalszym cyklu przemian
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Rys. 1. Reakcja biokonwersji kwasu trans-cynamonowego do L-fenyloalaniny.

metabolicznych kwas trans-cynamonowy moze zosta¢ przeksztaicony do lignin, fla-
wonoidow, polifenoli i hormonow (2).

Enzym ten wystepuje réwniez powszechnie w komérkach grzybéw (3). Po raz
pierwszy obecnos$¢ amoniakoliazy fenyloalaninowej (PAL, ang. phenylalanine ammonia
lyase) w komorkach drozdzy zostala potwierdzona przez Ogate w 1966 r. (4). Od
tego czasu wielokrotnie wykazywano aktywno$¢ PAL m.in. w komoérkach Streptomyces
verticillatus (5), Sporolobomyces pararoseus (6), Rhizoctonia solani (7), Endomyces lindneri
(8), Cladosporium cladosporoides (9). Jednak najwiekszym producentem tego enzymu
sg drozdze Rhodosporidium toruloides i ich forma anamorficzna z rodzaju Rhodotorula
(3,10,11).

Gléwne zadanie amoniakoliazy fenyloalaninowej wystepujacej w komérkach droz-
dzy polega na uczestnictwie w przyswajaniu fenyloalaniny jako Zrodta wegla i azotu
(12).

W praktyce medycznej oczyszczony preparat enzymatyczny PAL znajduje zasto-
sowanie w leczeniu fenyloketonurii (13), oraz neoplastycznych nowotworéw u my-
szy (14). Jednak od wielu lat, zainteresowaniem naukowcow cieszy sie przede
wszystkim mozliwo$¢ wykorzystania PAL do produkcji L-fenyloalaniny z kwasu
trans-cynamonowego (1,15). Proces ten jest stosowany w przemystowej produkgji
tego aminokwasu na drodze mikrobiologicznej (15,16).

2. Charakterystyka i zastosowanie L-fenyloalaniny

Fenyloalanina (Phe), kwas L-2-amino-3-fenylopropionowy, nalezy do tzw. amino-
kwasoéw aromatycznych, zawiera pierscien fenylowy, potaczony z grupg metylowa —CH,-
i podobnie jak tryptofan, wykazuje charakter silnie hydrofobowy (17). Dla ssakow
nieposiadajacych szlaku biosyntezy aminokwaséw aromatycznych jest aminokwa-
sem egzogennym, ktéry nalezy dostarczac do organizmu wraz z pozywieniem (18).

Fenyloalanina znalazta zastosowanie w przemysle spozywczym, a takze farma-
ceutycznym, np. do produkgcji 3,4-dihydroksyfenyloalaniny (L-DOPA) — leku stoso-
wanego w chorobie Parkinsona (19). Wzrost komercyjnego znaczenia L-Phe w ostat-
nich latach zostal wywotany wynalezieniem aspartamu. Aspartam (nazwy handlowe:
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Nutra Sweet, Equal, Sanecta) to popularny stodzik, 200-krotnie stodszy od cukru,
a obecnie szeroko stosowany w technologii zywnosci oraz produkgji lekow. Aspar-
tam jest dipeptydem zbudowanym z L-Phe i kwasu L-asparaginowego. W przemysle
funkcjonuje pod symbolem E 951 (20). Szacuje sie, ze roczna produkgcja L-fenyloala-
niny wynosi 7000 ton (21). Wraz ze wzrostem zapotrzebowania na produkty typu
Hlight” przewiduje sie dalszy wzrost produkcji L-fenyloalaniny jako substratu do
otrzymywania aspartamu.

W organizmach ssakéw L-Phe jest przeksztalcana do tyrozyny przez enzym hy-
droksylaze fenyloalaninowa. Enzym ten katalizuje utlenianie L-Phe do tyrozyny przy
wspotudziale NADP. Dziedzicznie uwarunkowany niedobor aktywnosci hydroksyla-
zy L-fenyloalaninowej w watrobie jest przyczyng choroby zwanej fenyloketonuria
(PKU, ang. phenylketonuria). Chorobe te pod wzgledem klinicznym cechuje przede
wszystkim upos$ledzenie rozwoju umystowego. Poza tym z mniejsza lub wieksza
czestotliwo$cig pojawiajg sie stany podniecenia, zaburzenia encelograficzne, zwiek-
szone napiecie miesni oraz drgawki i napady epileptyczne (22). W przypadku fenylo-
ketonurii poziom fenyloalaniny w osoczu krwi moze wzrosna¢ nawet do 60 mg/100 ml,
podczas gdy prawidiowy poziom wynosi 1,65 mg/100 ml (23). Sugeruje sie, ze amo-
niakoliaza fenyloalaninowa, a doktadniej jej potaczenia z PEG w szczegolnosci linio-
wy 20 kDa PEG-PAL moga by¢ srodkiem terapeutycznym w fenyloketonurii (24,25).

Fenyloalanine otrzymuje sie ze zrédel naturalnych, metodami syntezy chemicz-
nej oraz metodami mikrobiologicznymi.

Fenyloalanina pozyskana ze zZrédet naturalnych jest czynna optycznie, co pozwa-
la pomina¢ proces rozdzialu izomeréw. Najczes$ciej izolowana jest z biatek typu
owoalbuminy i laktoalbuminy (26). Jednak koszty, pracochtonnosé¢, jak i dostepnos¢
surowca znacznie zmniejszajg atrakcyjnos¢ stosowania tej metody.

Na drodze chemicznej L-fenyloalanine syntetyzuje sie m.in. z wykorzystaniem
estru kwasu malonowego. Metody chemiczne, znane juz od roku 1850, np. synteza
Streckera, prowadza do otrzymania zwigzkéw bedgcych mieszaning racemiczna.
W celu uzyskania czystych izomeréw optycznych konieczny jest dodatkowy etap
rozdzielania, ktory prowadzi do podniesienia kosztéw produkgcji (27).

W tym kontekscie na szczego6lng uwage zastuguja drozdze Rhodotorula gracilis.
Moga one by¢ zréditem enzymu, oksydazy D-aminokwasowej (DAAO, EC 1.4.3.3),
stosowanego do rozdzielania mieszanin racemicznych aminokwaséw. Enzym ten
katalizuje przeksztalcenie tylko D-formy przez a-aminokwas do o-ketokwasu (28).

Forme L-fenyloalaniny mozna bezposrednio uzyska¢ w procesie biokonwersji
kwasu trans-cynamonowego (tCA, ang. trans-cinnamic acid) wykorzystujac amoniako-
liaze fenyloalaninowa pochodzaca z drozdzy Rhodotorula sp. (29).
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3. Struktura i wlasciwo$ci amoniakoliazy fenyloalaninowej

Przeprowadzone przez Hodginsa (14) badania struktury i wtasciwosci amoniakolia-
zy fenyloalaninowej pochodzgcej z komérek drozdzy Rhodotorula glutinis (ATTC 15385)
wykazaly, Zze enzym ten jest tetramerem o masie czasteczkowej 275 kDa. W roku 1990
Adachi zbadat enzym wyodrebniony z komérek Rhodosporidium toruloides (IFO 0559)
i wykazal, ze enzym jest dimerem, a jego masa czgsteczkowa wynosi 165 kDa (30).
Jako przyczyne réznic mas czasteczkowych uznano technike oczyszczania enzymu.
W badaniach enzyméw wyizolowanych z pszenicy i ziemniakow, wskazuje sie jeszcze
wieksze masy czasteczkowe, ktore wynosza odpowiednio 306 i 330 kDa. PAL zlokali-
zowany jest gléwnie w cytoplazmie, a niewielkie jego ilosSci znaleziono takze na
szorstkim ER (31).

Wedtug najnowszych badan uznaje sie, ze w centrum aktywnym enzymu znajdu-
je sie pochodna grupy imidazolowej w skrocie MIO (methylidene imidazolone), ktéra
powstaje przez cyklizacje tripeptydu AlaSerGly i ma charakter silnie elektrofilowy.
Jej obecno$¢ w centrum aktywnym enzymu sugeruje sie na podstawie analizy rent-
genostrukturalnej amoniakoliazy histydynowej (EC 4.3.1.3), ktéra wykazuje wysoka
homologie w stosunku do PAL (19-29% identycznej sekwengji). Istnienie grupy MIO
w amoniakoliazie fenyloalaninowej potwierdzono takze w badaniach metodg rézni-
cowej UV-spektroskopii (32). Przewidywana obecnos$¢ grupy MIO w centrum aktyw-
nym PAL zostala potwierdzona w 2004 r., kiedy to na podstawie badan krystalogra-
ficznych pierwszy raz oznaczono strukture przestrzenng enzymu wyizolowanego
z Rhodosporidium toruloides (33).

Obecnie znana jest sekwencja nukleotydowa genu kodujgcego PAL w komorkach
drozdzy R. toruloides (34) i R. rubra (35). Indukcja aktywnosci PAL jest raczej rezulta-
tem syntezy de novo niz wynikiem aktywacji prekursora (36). Amoniak i glukoza
wplywaja na synteze PAL przez regulacje poziomu funkcjonalnego PAL mRNA (37).
Przeprowadzano rowniez doswiadczenia polegajagce na wprowadzaniu genu pal wraz
z intronami pochodzacego z R. toruloides do komérek E. coli (38) i Saccharomyces
cerevisiae (39), ktore jednak nie doprowadzity do biosyntezy enzymu. Dopiero wbu-
dowanie cDNA w wektor plazmidowy doprowadzito do jego ekspresji w komoérkach
E. coli. Aktywnos¢ tak rekombinowanego enzymu wynosi zaledwie 3-5 mU (40), co
w poréwnaniu z aktywnoscig tego enzymu u dzikich szczepow Rhodotorula glutinis
na poziomie 150-200 mU jest wartoScig nieporéwnywalnie mata (38).

Ukierunkowane poszukiwania dzikich szczepéw o duzej aktywnos$ci amoniako-
liazy fenyloalaninowej rozpoczeto w roku 1967 (41) od prob izolacji szczepéw na
podtozach z fenyloalaning jako jedynym zrédtem wegla i azotu. Skutecznos$¢ tej me-
tody byla jednak niewielka, gdyz na takich podtozach rosty drobnoustroje wykorzy-
stujace fenyloalanine w innych mechanizmach niz tylko jako substrat dla amoniako-
liazy fenyloalaninowej (42). Podejmowano takze préby wykorzystania kwasu
trans-cynamonowego jako jedynego zrédia wegla w podiozu selektywnym. Na ta-
kich podtozach znajdowano kolonie drobnoustrojéw, ktore w dalszych badaniach
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nie wykazaly aktywnosci PAL (43,44). Najwiecej komorek zawierajacych PAL uzyska-
no na selektywnym podtozu z L-tyrozyng (10). Substrat ten, zostal wybrany zgodnie
z zalozeniem, ze metabolizm tyrozyny z udzialem PAL jest bardzo powolny. Dlatego
tez w wiekszych koloniach na podtozu selektywnym z L-Tyr spodziewano sie wyso-
kiego poziomu aktywnosci PAL. Stosujgc te procedure wyizolowano drozdze z ga-
tunkéw Rhodotorula rubra, Rhodotorula glutinis, Rhodotorula minuta, Rhodosporidium
toruloides i Sporidiobolus pararoseus wykazujace wysoka aktywno$¢ amoniakoliazy fe-
nyloalaninowe;j.

4. Charakterystyka droidiy z rodzaju Rhodotorula

Drozdze Rhodotorula naleza do Krélestwa Fungi, gromady Basidiomycota, klasy
Uredinomycetes, rzedu Sporidiales, rodziny Sporidiobolaceae i rodzaju Rhodotorula (45,46).
Najbardziej charakterystyczng cecha fizjologiczng tych drozdzy jest wytwarzanie
barwnikow karotenoidowych. Kolonie przyjmujg barwe od tososiowej przez r6zo-
wa, koralowa az do krwistoczerwonej. Barwniki karotenoidowe chronig komérki
przed dzialaniem promieni $wiatta widzialnego i bliskiego ultrafioletu (47).

Drozdze z rodzaju Rhodotorula znajdowano m.in. w produktach roslinnych, zwie-
rzecych oraz w powietrzu. Sg takze, obok Candida, Cryptococcus, Debaromyces, szero-
ko rozpowszechnione w wodzie stodkiej i w morskiej (46). Naleza do mikroflory
szkodliwej wystepujacej na masle, serze, Smietanie, miesie czy drozdzach piekar-
skich (48). Moga tolerowac wysokie stezenia soli, nawet do 1M NaCl (49).

Drozdze z rodzaju Rhodotorula charakteryzuja sie niska patogennoscia, cho¢
mozna znalez¢ doniesienia, w ktorych wskazuje sie na takie wtasciwosci niektoérych
gatunkow. Drozdze rodzaju Rhodotorula moga by¢ czynnikiem etiologicznym opor-
tunistycznych mykoz u podatnych gospodarzy, zwlaszcza pacjentéw z AIDS lub
ostrg biataczka (50-52).

5. Produkcja L-fenyloalaniny na drodze biokonwersji

Wedtug danych literaturowych (10,11,14,16) organizmami najczeS$ciej opisy-
wanymi i stosowanymi do otrzymania L-fenyloalaniny metoda biokonwersji sg
bogate w enzym PAL drozdze Rhodotorula glutinis, a takze Rhodotorula mucilaginosa
i Rhodosporiduim toruloides.

Schemat produkgji L-fenyloalaniny z wykorzystaniem tych organizméw obejmuje
trzy zasadnicze etapy:

— indukcje amoniakoliazy fenyloalaninowej w komérkach drozdzy,

— biokonwersje kwasu trans-cynamonowego do L-Phe,

— oddzielenie i oczyszczenie L-fenyloalaniny.
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Rys. 2. Schemat prodykcji L-fenyloalaniny z wykorzystaniem drozdzy z rodzaju Rhodotorula sp.
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5.1. NamnoZenie komérek w podioiu plynnym oraz indukcja amoniakoliazy
fenyloalaninowej

Do namnozenia komérek drozdzy stosuje sie standardowe procedury, ktére za-
pewniajg odpowiednie zZrodfa wegla, najczesciej w postaci glukozy. W charakterze
nieorganicznych zrédet azotu stosuje sie fosforan lub siarczan amonu. Organiczny-
mi zZrédtami azotu mogg by¢é aminokwasy, pepton, hydrolizaty proteinowe, maka
sojowa lub syrop kukurydziany. Za najlepszy uznaje sie jednak ekstrakt drozdzowy.
Witaminy, sktadniki mineralne i inne czynniki wzrostowe dostarczane sg wraz ze
zrodtami wegla i azotu, albo dodawane oddzielnie. Typowe biopierwiastki jak cynk,
magnez, zelazo, kobalt i wapn moga by¢ dodawane do podtozy w formie soli nie-
organicznych (53).

W warunkach hodowli z napowietrzeniem na zbilansowanych podiozach stwa-
rzane sa dogodne warunki wzrostu. Namnozone komoérki po odwirowaniu przenosi
sie do podtoza, w ktérym nastepuje indukcja enzymu odpowiedzialnego za produk-
¢je fenyloalaniny. Role induktora spetnia L-fenyloalanina lub D,L-fenyloalanina, L-ty-
rozyna, D,L-tyrozyna (53), a takze L-izoleucyna (11). Przecietna dawka L-fenyloalani-
ny w podtozu, ktoéra indukuje produkcje PAL wynosi 0,4-0,5% (54,55,10). Stosowanie
wyzszych dawek nie wptywa istotnie na wzrost aktywnos$ci enzymu, za to znacznie
podwyzsza koszty jego produkcji (53). Dobre wyniki uzyskiwano stosujac jako in-
duktor mieszanine fenyloalaniny i izoleucyny odpowiednio w ilo$ciach 0,5 i 0,05%
w podfozu (3,11).

Uzyskanie maksymalnej ekspresji PAL determinuje odpowiednie stezenie Zrodel
wegla i azotu podczas hodowli komoérek drozdzy. Zaobserwowano réwniez zjawi-
sko represji katabolicznej syntezy PAL przez glukoze (36). Przedmiotem badan byt
takze wplyw innych zrédel wegla na indukcje amoniakoliazy fenyloalaninowej (10).
Wykazano, ze zaden z badanych szczepow nie syntetyzowal PAL w obecnosci cu-
kréw i alkoholi.

Evans i wsp. badali wplyw stezenia jonéw amonowych, dodawanych w postaci
(NH4),SO4, na regulacje syntezy PAL. Wraz ze zmniejszaniem stezenia tych jonéw
w Srodowisku aktywnos$¢ enzymu wzrastata (10). Nadal trwajg poszukiwania innych,
tanszych od czystych aminokwaséw zrodet induktoréow. Obiecujacym zZrodiem ta-
kich zwiazkéw moze by¢, jak sie wydaje, kazeina lub hydrolizaty krwi (53).

Ustalono, ze optymalna temperatura dla syntezy PAL wynosi na ogét od 20 do
30°C (3). Temperatura powyzej 30°C niekorzystnie wplywa na aktywnos$¢ enzymu.
W komorkach Rhodotorula rubra aktywno$¢ osiggata warto$§¢ maksymalng w tempe-
raturze hodowli 25°C, natomiast w 35°C byla nizsza o 75%. W przypadku amoniako-
liazy fenyloalaninowej pochodzacej z komérek Rhodotorula graminis aktywnosc¢ tego
enzymu w temp. hodowli 35°C obnizala sie 0 30% w poréwnaniu z jego aktywnoscia
w temp. hodowli 25°C.

Kolejnym czynnikiem istotnie wptywajacym na indukcje PAL jest pH, ktérego opty-
malna warto$¢ wedtug danych literaturowych (56,11) powinna wynosi¢ od 5,5 do 7,5.
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Proces indukgcji PAL powinien przebiega¢ w takich warunkach, aby zbyt wysoki
stopien natlenienia hodowli nie prowadzil do proteolitycznego rozktadu enzymu.
El-Batal podaje, ze podczas hodowli wgtebnej na wytrzasarce rotacyjnej liczba obro-
tow nie powinna przekracza¢ 105 na minute (11).

Hodowle drozdzy na podtozu indukcyjnym prowadzi sie do momentu, gdy en-
zym PAL osiggnie aktywno$¢ przynajmniej 0,2-2 U/ml (53). Na podtozu z fenyloala-
ning najwiekszg aktywnos$¢ enzymu w przypadku szczepu R. glutinis obserwowano
w 16-18 godzinie hodowli. Po osiggnieciu stacjonarnej fazy wzrostu aktywnosc¢ en-
zymu gwattownie spada. Yamada i wsp. podaja, ze dodatek L-izoleucyny do podioza
indukcyjnego przeciwdziata temu niekorzystnemu zjawisku i pozwala utrzymac wy-
soka aktywnosci enzymu w komoérkach drozdzy Rhodotorula glutinis podczas ich dal-
szej hodowli (1).

Komoérki zawierajagce amoniakoliaze fenyloalaninowa mogg by¢ wrazliwe na ka-
taboliczng represje syntezy enzymu. Istnieje zatem potrzeba usuwania metabolitow
oraz ich prekursoréow z podifoza. W tym celu oddziela sie komorki z podtoza przez
odwirowanie lub filtracje, po czym przemywa sie i zawiesza w wolnym od metaboli-
tow Srodowisku.

5.2. Biokonwersja kwasu Zrans-cynamonowego do L-fenyloalaniny

W procesie biokonwersji tCA do L-Phe z udziatem PAL wykorzystuje sie reakcje
odwrotng zachodzacg w wysokim pH. Optymalne pH procesu miesci sie w zakresie
9-11 (53) i zalezy od przynalezno$ci gatunkowej stosowanych drozdzy. Przykladowe
warto$ci optymalnej kwasowosci czynnej sSrodowiska wynosza: pH 9,5 — dla komo-
rek drozdzy Rhodosporidum toruloides (57), pH 10,5 — dla Rhodotorula rubra (15), pH
10,0 — dla R. glutinis IFO 0559 (1), pH 11,0 — dla mutantéw Rhodotorula glutinis
(58). Ponizej warto$ci pH rownej 9 nastepuje deaminacja L-Phe do kwasu trans-cyna-
monowego.

Biokonwersja zachodzi przy duzym nadmiarze amoniaku w stosunku do kwasu
trans-cynamonowego. W zwigzku z tym najczesciej stosowane stezenie amoniaku
wynosi od 2 do 9 M NH4OH (15).

W celu uzyskania duzego stezenia L-Phe zawarto$¢ kwasu cynamonowego
w mieszaninie reakcyjnej zasadniczo powinna by¢ wysoka. Jednocze$nie stwierdzo-
no (56), ze nadmierna koncentracja tCA w Srodowisku reakgji jest inhibitorem ak-
tywno$ci amoniakoliazy fenyloalaninowej. Tym samym konieczne staje sie okreSle-
nie mozliwie maksymalnej zawartos$ci tego zwiazku w mieszaninie. Wedtug danych
objetych patentem (59) optymalne stezenie tCA w podtozu powinno wynosic 5-30 g/l
(najczesciej 10-20 g/l). Wedtug innych autoréw (56) graniczne stezenie kwasu nie
powinno przekraczac 7,4 g/l (50 mM). Mechanizm inhibicji kwasem cynamonowym
prawdopodobnie polega na aktywacji proteaz, ktére rozktadaja PAL. Z calg pewno-
$cig wysokie stezenie kwasu trans-cynamonowgo obniza aktywno$¢ PAL, podobnie
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jak wewnatrzkomoérkowe enzymy proteolityczne nieodwracalnie niszcza ten enzym.
Ocenia sie, ze system inaktywacji enzymu moze byc¢ zalezny od aktywnosci tlenu
w srodowisku i moze wymagac¢ odpowiedniego stezenia jonéw chlorkowych. Evans
i wsp. podajg, ze zahamowanie syntezy PAL moze rowniez nastepowac w obecnosci
izoleucyny, fenyloalaniny, a takze w warunkach obnizonej zawartosci tlenu (60).

Optymalna temperatura, w jakiej zachodzi biokonwersja, wynosi 15-20°C, przy
czym proces moze przebiega¢ w zakresie temperatur 5-40°C. Nizsza temperatura
reakgcji korzystnie wptywa na przediuzenie stabilnosci enzymu i stwarza mozliwos$¢
wykorzystania komorek drozdzy w procesie ciagtym (53). Inni autorzy (15) obserwo-
wali stata wydajno$¢ biokonwersji w zakresie temp. 25-40°C. Takac i wsp. uznali
temperature 30°C za optymalna, wéwczas gdy L-Phe byla wytwarzana przez komér-
ki Rhodotorula glutinis (56). Wzrost temperatury do 40°C powodowat spadek steze-
nia aminokwasu o okoto 50% w poréwnaniu do przebiegu procesu w temperaturze
optymalnej.

Na wydajnos$¢ biokonwersji znaczgcy wptyw ma obecno$¢ jonéw Cl- (56). Stoso-
wanie wyzszych stezen Cl- (0,5 M i 1 M) obnizato wydajnos¢ procesu. Zauwazono
takze, ze przy wyzszym stezeniu tCA (powyzej 50 mM) juz najnizsza badana ilo$¢
KCl, wynoszaca 0,1 M, powodowata inhibicje PAL. Dlatego tez do regulacji pH na
poczatku procesu zaleca sie uzywanie kwasu siarkowego zamiast solnego (11).

Badania wielu autoréw (56,60) dotyczyly wplywu metabolitéw na proces biokon-
wersji. Jedynym metabolitem wplywajacym na poprawe wydajnosci procesu byt kwas
L-glutaminowy. Jego dodatek w ilo$ci 4 g/l do mieszaniny reakcyjnej dla R. rubra po-
wodowal wzrost wydajnosci produkgji L-fenyloalaniny o okoto 50%. W przypadku
szczepu drozdzy R. glutinis zastosowanie dodatku glutaminianu sodu w ilo$ci 50 g/l
powodowato wzrost wydajnosci o blisko 500%.

Poniewaz PAL jest enzymem wewnatrzkomoérkowym, zatem czynniki rozluznia-
jace strukture $ciany komorkowej powinny zdecydowanie podnosi¢ ilos§¢ wyprodu-
kowanej L-fenyloalaniny. Dodatek 0,1% Tritonu X-100 podnosi wydajno$¢ procesu
o blisko 60%. Inne substancje o podobnym dziataniu jak chlorek cetydylopimirydyny
czy DMSO zwieksza wydajnos¢ odpowiednio o 50 i 35% (11). Podobnie korzystny
wplyw na wydajnos¢ procesu biokonwersji mial dodatek penicyliny do srodowiska
reakgji (56). Takze potraktowanie komorek drozdzy niektérymi rozpuszczalnikami
organicznymi zwlaszcza acetonem, eterem lub mieszaning toluenu i etanolu podno-
sifo wydajnos¢ biokonwersji (11).

Niektorzy autorzy (61) uwazajg, ze permeabilizacja agresywnymi zwigzkami typu
rozpuszczalniki i alkohole powoduje, ze komérki ulegajg ostabieniu, co znalazto po-
twierdzenie w bardzo niskiej wydajno$¢ produkcji aminokwasu przez komorki uzy-
te w drugim cyklu. Poleca sie, zatem dodatek Tritonu X-100 w niskich stezeniach,
ktory nie prowadzi do gtebokich zmian w integralnosci struktur komérkowych.

Znaczna trudnos$¢ podczas biokonwersji tCA sprawia utrzymanie stabilnosci i ak-
tywnoS$ci enzymu na takim poziomie, aby mégt on by¢ wykorzystywany w nastep-
nym cyklu, czy wreszcie w procesie ciggtym. Na stabilno$¢ enzymu i w konsekwencji

BIOTECHNOLOGIA 2 (73) 117-129 2006 125



Iwona Gientka, Stanistaw Blazejak, Wanda Duszkiewicz-Reinhard

wyzszg wydajnos¢ biokonwersji wptywa dodatek L-izoleucyny, ktéry jednak znacz-
nie podnosi koszty produkcji. Inne zwigzki zwiekszajace stabilno$¢ to m.in. glikol
polietylenowy, glikol etylenowy, sorbitol, glicerol i glutaraldehyd (11). Evans i wsp.
(1987), Takac i wsp. (1995), D’Cuhna i wsp. (1994) oraz El-Batal (2002) podajg, ze
najskuteczniejsza ochrone amoniakoliazy fenyloalaniowej wykazuje glicerol zasto-
sowany w stezeniu 20% (11,56,60,62).

Dokonujgc oceny wplywu innych czynnikéw na wydajnos$¢ procesu biokonwersji
(60) stwierdzono, ze ograniczenie dostepu tlenu w srodowisku reakcji moze zmniej-
szy¢ aktywnos$¢ metaboliczng komérek, a w rezultacie doprowadzi¢ do obnizenia
stopnia proteolitycznego rozkiadu enzymu. Sktonifo to El-Batala do okreslenia wpty-
wu czynnikéw redukujacych na wydajnos$¢ biokonwersji kwasu tCA do L-Phe. Nie
stwierdzil on zwiekszenia wydajnos$ci przy dodatku jonéw metali takich jak: wapn,
cynk, zelazo, miedz, mangan, magnez. Dodatek innych czynnikéw redukujgcych,
a wérod nich 2-merkaptoetanolu i kwas tioglikolowego w stezeniu 400 mg/l zna-
czaco poprawil wydajnos$¢ procesu, odpowiednio o 49 i 55% przy uzyciu komoérek
w jednym cyklu. W przypadku wykorzystania komoérek w kilku cyklach 2-merkapto-
etanol podnosit wydajnos¢ az o 400%, a kwas tioglikolowy o blisko 500% (11).

Inni autorzy (63,64) w swoich pracach koncentrujg sie gtéwnie na wykorzystaniu
poznanych wczesniej zjawisk i zaleznosci zachodzacych w procesie biokonwersji
w celu podniesienia jej wydajnosci. Badano m.in. wykorzystanie w procesie ciggtym
komorek immobilizowanych w alginianie, stosowano dodatek mieszaniny PEG, glu-
taraldehydu, sorbitolu oraz deareacje przez wysycanie srodowiska reakcji azotem.

Standardowo proces biokonwersji trwa 24 h i konczy sie odwirowaniem biomasy
komoérkowej drozdzy (65).

5.3. Proces oczyszczania L-fenyloalaniny

Koncowym etapem produkgji L-fenyloalaniny metodg biokonwersji jest jej oczysz-
czenie. Znane s3 4 metody oczyszczania tego aminokwasu opatentowane w Japonii,
USA i EU:

1. Patent japonski (No. 194046/1986) — metoda rozdziatu chromatograficznego
(ang. the ion exchange resin adsorption method). Jest to technika kosztowna, mato wy-
dajna i z tego wzgledu nie znajdujgca zastosowania w przemysle.

2. Patent japonski (No. 133893/1985) — metoda zatezenia i krystalizacji fenylo-
alaniny (ang. concentration/crystalization method). Z uwagi na konieczno$¢ filtracji
przed zatezeniem uwazana jest rowniez za technike trudng i nisko efektywna. Do-
datkowo w tym procesie roztwor wymaga neutralizacji, co prowadzi do powstawa-
nia niepotrzebnych soli.

3. Patent amerykanski (No. 4731469) — metoda z uzyciem pierwszorzedowych
alkoholi (ang. a lower alcohol using method). Kwas cynamonowy rozpuszcza sie w al-
koholu i dalej jest stamtad usuwany.
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4. Patent europejski (EP 0 556 721 A1) — metoda ekstrakcji z toluenem i roz-
dzieleniem faz. Proces przebiega z duza wydajnoscia, a otrzymany aminokwas wy-
kazuje duza czysto$¢, co daje podstawy do przemystowego zastosowania.

6. Perspektywy badawcze

Na podstawie dotychczasowych badan mozna przypuszczaé, ze w dalszych pra-
cach zwigzanych z opracowaniem wydajnego procesu produkgji L-fenyloalaniny przez
drozdze z rodzaju Rhodotorula badacze zmierzajg do:

1) uzyskania szczepu o duzej ekspresji i aktywnos$ci PAL na drodze mutagenizagji
chemicznej (3), fizycznej (58), fuzji protoplastéw i transformacji (66),

2) zwiekszenia wydajnos$ci produkcji L-Phe przez stosowanie zwigzkoéw rozluz-
niajacych sciane komérkowa drozdzy w celu utatwienia migracji substratéw do ko-
moérki i produktu na zewnatrz komérki,

3) stabilizacji enzymu podczas procesu biokonwersji metodami immobilizacji
calych komoérek (63) dodawania czynnikéw redukcyjnych, a w konsekwencji wyko-
rzystania drozdzy w ciaglym procesie produkgcji L-Phe,

4) wykorzystania analogéw fenyloalaniny do produkgcji innych substancji, np. es-
teru metylowego L-fenyloalaniny jako bezposredniego prekursora w syntezie aspar-
tamu (62,67),

5) wyodrebnienia preparatu enzymatycznego z biomasy komorkowej drozdzy
o wysokiej aktywnosci PAL.
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