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CASE 0.2. T725/31

PATENTE
DE
INVENCION

 1%98 4

i
Por "PROCEDIMIENTO PARA SEPARAR LEUCINA E ISOLEUCINAY, a
favor de la firma suiza MAGGLI A.G,, residente en KEMPTTAL

(Suiza).

MEMORIA DESCRIPTIVA

El presente invento se refiere a un procedimiento
parg separar leucina e isoleucina de una solucidn scuosa
de estos dos dcidos aminados.

Los esfuerzos realizados para conocer con exactitud
las necesidades alimenticias del hombre han hecho posibles
las técnices para preparar alimentos que aplican, entre
otras, las proporciones justss de dcidos aminados llamados
esenciales, Cabe citar como ejemplo tipico de alimento obte-
nido mediante estas téenicas las soluciones ricas en decidos

aminados destinadas a inyecciones parenterales y a sustituir

las soluciones ricas solemente en gldcidos. A £in de poder

componer un alimento o rectificar su contenido en alguno
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de sus componentes es necesario disponer aisladamente de
estos Ultimos, hay que disponer sobre todo de los dcidos
aminados esenciales -en forma relativamente pura. A este

respecto hay que observar que si bien es fdeil aislar de una

proteina una fraceciln que contenge unicamente leucina e

isoleucina, no sucede lo mismo cuando se trata de separar
la isoleucina de esta fraccid.

Un procedimiento tradicional para separar la isoleu-
cina de la leucina se basa en el hecho de que los dos comple-
jos que ambes forman con una sal de cobre adscuada  presentan
con una de ellas una solublilidad nula y con la otra, una so-
lubilidad débil en metanol. Esto pogibilita esislar una iso-
leucina natural purs mediante una serie de cristalizaciones
vy de extracciocnes sucesivas. Hay que repetir muchas veces
las operaciones y el rendimiento es muy pequefio., Lo mismo
sucede con todos los procedimientos conocidos de este tipo.
También se pueden obtener cantidades apreciables de isoleu-
cina por medio de la sintesis quimica, pero el procedimiento
resulta costoso por la necesidad de separar luego los isé-
mros L y D, '

El presente invento se propone poner a punto un pro-
cedimiento industrial para separar la isoleuecina de la leu~-
cina que comporta un ndmero reducido de operaciones e implica
la utilizacién de reactivos usuales y baratos.

El procedimiento segun el invento se caracteriza
por procederse a una cristalizacidn fraccimada de sales de
cobre o do nfquel de la leucina y de la isoleucina con pH

alternativamente inferiores y superiores en terreno decido.
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Es conveniente que la leucina y la isoleucina de la
solucidn de partida estén en una relacidn ponderal de a lo
sumo T:1, pues si la relacién es mayor resulta muy dificil
llevar a cabo la separacidn, incluso emplezndo el presente
procedimionto,

Las bases y los dcidos que pueden emplearse para
ajustar los pH deben elegirse entre los gque no forman com—
plejos con el idn metdlico existente en la formacién de leu~
cinato o isoleucinato.

De preferencie, se afiade & la solucién de partida
sulfato de cobre o de nigquel y los ajustes de pH de efectian
afiadiendo deido sulfdrico o hidréxido sddico,

Se puede realizar la cristelizecién fraccionada en
dos cicloz sucesivog de dos cristelizseiomes cada uno para
una solueidn de partida en la que la leucina y la isoleucina
estdn en una relacidn ponderal mayor de 1l:1.

Los valores recomendables de los pH pera cristaliza-
ciomes denominagdas inferiores estdn comprendidos entre 2
¥y 3,8.

Se ha comprobsdo que de este modo se¢ puede realizar
répidamente y de meners muy ccondmica una separacidn eficaz.
El rendimiento puede alcanzar valores muy interesantes dosde
el punto de vista industrial.

Se advierte claramente lz sencillez de las opers-
cimes y su escaso numcro si se tiens en cuenta que para
alcanzar un fal rendimiento ¥y un tal grado de purezabse puede
ajustar, ventejossmente, el pH de una soluciln acuosa de

leucina, de isoleucina y de sulfato de cobre a 1,0 - 1,8
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¥y obtener una primers solucidn limpida de coloracién azul,
ajustar elvpH de esta primera sblucién azul 2 - 3, recoger
por filtracidn una primere fraccién érisﬁalizada compuesta
por leucinato de cobre, neutralizar el filtrado y recoger
por filtracidn una segunda fraccién cristalizada formada por
leucinato y por isoleucinato de cobre, hacer una dispersidn
acuosae de la segunda fraccidn oristalizada, ajustar su pH
al,3 -~ 2,2y obtener una segunda solucidn limpige de cdlora—
eidn azul, a2justar el pH de esta scgunda solucidn azul a

2,7 - 3,8, recoger por filtracidn una tercera fraccidn cris-

talina compucsta en su mayor parte por leucinato de cobre,

1

- neutralizaer el filtrado y recoger por filtraecidn una cuarta
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fracpidn compuesta en su mayor parte por isoleucineto de
cobre,

Une vez que se ha terminado la separacidn propiamen~-
te dicha solo queda desembarazar las moldeculas de dcido ami-
nado de los ioes metdlicos unidos a ella, lo eual puede
realizarse, por ejemplo, mediante un tratamiento alecalino
en caliente.

Hemos ds sefialar que cuando hablamos aqui por razo=-
nes de simplificacién de sales de leucina o de isoleucina, de
leucinato o de isoleucinato, hay que entender que nos refe-
rimos a2 los complejos formados por las moldculas del deido
eminado considerado con los icnes metdlicos del ceso. Bstos
complejos se describen en el lenguaje simbdlico con expresio-
nes del tipo Cu(Leu)2 0 Cu(Ileu)a.

Se ha comprcbade que si bien los iones cu*t resultan

muy adecuzdos a le ejecucién del procedimiento, los icmes
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Nit* gon tembién recomendables. Estd claro que el ndmero de
iones metdlicos que hay que colocar en la solucidn dé partids
os proporcional al mimero de moléeculas de feidos eminados
gue la misma contiene.

Cabe sefialar tembién que la materis inicial de la
solucidn de partida gque hay que tratar con el pregente pro-
cedimiento es toda fuente de proteinas rica en leueina e
isoleucina, como por ejemplo bagazecs de oleaginosas, gérme-
nes de trigo o de maiz, microorganismos, principalmente leva~
duras o caseina., El aislamiento de las protefnas de la mate-~
ria iniclal y el posterior aislamiento de dichas proteinas
de una fraccidn que contenge la leucina bruta pueden sor
realizados de cualquier manera bien conocida.,

A continuacién se dan algunos ejemplos a titulo de
ilustracidn :

Ejemplo 1
A una solucién de 80 g ds leucina y 20 g de isoleu-~

cina en 1000 g de agua se siiaden 96 g de CuSO .5H20. Se ajus-

ta ol pH a 1,5 con deido sulfdrico al 50 %. A4la primera so-
lucién 1impida de coloracidn azul spi obtenide se lo efiade
hidréxido sddico al 30 % para ajuster su pH a 2,5. Sobre

un filtro ordinario de papel se rotienen 87 g de Cu(Leu)2
cristalizado y se recogen., Se ajusta el pH del filtradoe a

7 mediante la adicidn de NeOH al 30 %. Sobre un filtro ordi-
nario de papel se retienen 33 g de una mezcla sl 50 % de
Cu(Leu)2 y 50 % de Cu(Ileu)z. Se agregan a esta mezcla 20 g
de agua y de deido sulfurico al 50 % para obtencr una segunda

solucién limpide de coloracién azul con pH de 1,5. A csta
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segunds solucidn se afiade hidréxido de sodio al 30 % para
ajustar el pH a 3. Sobre un filtro ordinario de_papei se
retienen por filtrado 19 & de una mozela al 80 % de Cu(Leu),
¥y 20 % de Cu(Ileu)2 y se recogen, Se ajusta el pH del filtra-
do a 7 mediante la cdicidn de NaOH al 30 %, Sobre un filtro
ordinario de papei se recogen por filtrado 12 g de una mezela
al 15 % de Cu(Leu)z,y 85 % de Cu(Ileu)g, a saber isoleuci-
nato de cobre con un grado de pureza de 85 %.

Se someten por separado los 87 g de Cu(Leu)2 y los
12 g de Cu(Ileu)2 a un tratamiento idéntico de¢ separa-
cidn del cobre procediendo como sigue: se mantienen durante
1 hora a 852C 300 partes de Cu(Leu)2 o Cu(Ileu)2 mezcladas
con 400 partes de NaOH 21 25 %. Se agita ¥y se separa el
éxido de cobre por filtredo. Se neutraliza el filtrado con
deido clorhidrico concentrado. Se recogen los decidos amina-
dos por filtredo, se lavan y se secan,

Teniendo en cucnta que los 19 g de mezela al 80 %
de Cu(Leu)2 y 20 % de Cu.(Ileu.)2 pueden ser reutilizados en
una solucidn de parfida, es decir reciclados, el rendimien-
t0 total en leucines es del 95 %, sicndo las pérdidas del
5 %; el rendimiento en leucina és del 98 % ¥y el rondimicn-

to en isoleucina es del 78 %.

Bjemplo 2
Despuds de neutralizar y filtrar un hidrolisato
deido de protefnas se efcctia une disolucidn deida del resi-
duo obtenido, Se decolora la solucidn con carbono activo y

se la concentra. Se separa la meteria que cristaliza y se
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obtiene la leucina bruta o téenica en forma de clorhidrato.

1000 pertes (p.) do clorhidrato de leucina tdenice
(Leu-HC1 teen), en &l caso 120 kg, que comprenden 450 p. de
leucina, 81 p, de isoleucina, 23 p. de metionina y 34 p. de
otros deidos aminados son diluidos, calentados despuds de
afiadir agua oxigenada paera solubilizar la metionina, enfria-
dos y filtrados a un pH de 0,5 y se recogen 280>p. de clor=-
hidrato de leucina cristalizado. Estas 280 p. se dispersan
en agua, se neutralizan con sosa cdustica y se filtran obtoe-
nidndose 200 p. de cristales compuestos en el 97,5 % por
leucina y en el 2,5 % por isoleucina. Del filtrado obtenido
antes por filtracidn & un pH de 0,5 se retiran, despuds deo
ajustar>el pH a2 6 y filtrar, alrededor de 300 p., de crista-
les de decidos eminedos, Le solucidn que resta, a la que se
afiaden las sgues madres obtenidss por el aenterior tratrmiento
de 280 p. de clorhidrato de leucina, proporcima todavia,
después de concuntrar y filtrar, por unae partd aguas madres
saturadas de cloruro sdédico que se eliminan y, por otra,
alrededor de 100 p. dc cristales de deidos aminados. Le
agrupacién de las anteriores 300 p. de deidos aminados ¥y
do ostas 100 p, dan 400 p. de cristales do deidos aminedos
en las que la leuecina y la isoleuéina se encuentran en unha
relecidn ponderal corcaena a 3,5:1.

A cstas 400 p. de cristales de dcidos aminados se
afiaden 375 p. de Cuso4.5H20, 1000 p., de egua y 150 p. de
deide sulfurico para obbtener una primera solucidn 1impida
de coloracién azul, cuyo pH es de 1,2, Se ajusta el pH do
esta solucidn a 2,5 mediante la sdicidn de hidrédxido dc sodio
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al 30 % y se recoge por filtrado sobre filtro ordinario en
papel 300 p. de Cu(Leu)z, cuyo grado de pureze es del 97,5 %.
Se ajusta el pH dcl filtrado a 7 con NaCOH al 30 %. Sobre £il-
tro ordinario de papel se recogen 120 p. de cristales de écif
dos aminados por filtrecidn. A estas 120 p. se efiaden 200 p.
de agua y 55 p. de decido sulfﬁrico para obtener una segunda '
solucidn lfmpida de coloracién azul cuyo pH es de 2, Se
ajusta a 3,5 el pH de csta segunda solucidn azul y se
recogen por filtracidn 70 p. de una mezcla a2l T0 % de Cu(Leu)2
¥y 30 % de Cu(Ileu)z. Se ajusta el pH del filtrado a 7 cm
NaOH a2l 30 % se recogen por filtracidn 50 p. de uns mezcla
al 70 ¢ de Cu(Ileu)e, 15 % de Cu(Leu)a, 10 % de Cu(Val)2 g
5 % de complejos de otros £ecidos aminados con el cobre, es
decir, 50 p. de isoleucina de cobre con une pureza del 70 %.

Las 300 p. de Cu(Leu)2 y las 50 p. de C‘u(Ileu)2 son
sometidas a un tratamiento de separacién del cobre idéntico
al descrito en el ejemplo 1.

Teniendo en cuenta que las 70 p. de mezcla a2l 70 %
de Cu(Leu)2 y 30 % de Cu(Ileu)2 pueden scr recicladas, el
rendimiento en leucina (pureza del 97,5 %) es del 95 %,
mientras que el rendimiento en isoleuwecina (pureza del 70 %)
es del 60 %,

REIVINDICACIONES

Deserito el objeto del presente invcnto se decla-
ren nuevas y de propie invencidn las siguicntes reivindice-
cimes con prioridad de la solicitud de patente suisa n?

745/74 dol 21 de Enero de 1974.
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1.~ Procedimiento para separar leucina e isoleu-
cina de unz solucidn acuose de ¢stos dos deidos aminados,
ceracterizado por el hecho de gque se procede & une crista—
lizocién fraccionada de sus soles de cobre o de niguel a unos
pH altornativemente inferiores y suporiores en el campo dei-
do, V

2.~ Procedimiento segun la reivindicacién 1,
caracterizado por el hecho de que la leuecina y la isoleucina
de la solucidn do partida estdn en una relacidn ponderal de
a lo sumo 7:l.

3.~ Procedimiento sogun la reivindicaciédn 2,
caracterizado por el hecho de que se afiade a la solucidn

de partida sulfato de cobre o de niguel y porque los sjustes

"de pH se efectdan con adicidén de deido sulfurico o de hidré-

xido de sodio,

4.~ Procedimiento segin la reivindicacidn 3,
caracterizado por el hecho de que se efectua la cristaliza-
cién fraccionzda en dos ciclos sucesivos de dos cristaliza-
ciones cada wno, para una solucifm de partida donde le leu~
cina y la isoleucina se encuentran en una relaecién ponderal
mayor que_l:l.

5.~ Procedimiento segun la reivindicacién 4,
caracterizado por el hecho de que los pH inferiores de las
citadas cristalizaciones estdn comprendidos entre 2 y 3,8.

6.~ Procedimicnto segun la reivindieacidn 5,
caractorizado por el hecho ds que se ajusta el pH de la so0-~
lucidn de leucina, de isoleucina y de sulfato de cobre a

1,0 - 1,8 y se obtiene una primera solucién 1fmpida de colo-
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racién azul, se ajusta el pH de ests primera solucidn agzul
a 2 - 3, se recoge por filtracidn una primera fraceién cris-
talizada compucsta por leucineto de cobre; se neubraliza el
filtrado y se reéoge por filtracidn una segunde fraceidn
5. cristalizada compuscsta por 1euéinatb e isoleucinato de cobre,
se pone en dispersidn ascuosa la scgunds fraccidn cristaliza-
da, se ajusta supH a 1,3 - 2,2 y se obtiene una segunde
solucidn 1impida de colcracidn azul, se ajusta el pH de
esta segunds solucidn azul a 2,7-3,8, se recoge por filtra-
10.cidn una tercera fraccidn cristalizada compuesta en su ma-
yor parte por leucinato de cobre, se neutraliza el filtrado
¥ se recoge por filtracidén una cuarta fraceiln cristalizada
compuesta en su mayor parte por isoleucinato de cobre,
%.— Procedimiento para separar leucina e isoleu-
15.cina.
Segyn se describe y reivindica en la presente me-
moria deseriptiva que constérde 10 hojasvfoliadas-y}escritas

a mdquina por una sole cara, -

20.

fm,
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