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La invencidn se refiere a un procedi-
miento para la resolucidén de DI-fenilglicinamida.

La fenilglicina racémica puede ser des-
doblada en sus antipodas dpticamente activos mediante
procedimientos convencionales, que comprenden la for-
macidn de sal de fenilglicina o un derivado o precur-
sor de la misma, con un &cido, y cristalizacidn selec—
tiva u otra técnica de separacion.

El objeto de la invencidén es ur proce-
dimiento para la resolucidén de fenilglicinamida racé-
mica, preferentemente mediante hidrdlisis enmimatica
gselectiva.

Es sabido que las amidas de aminoicidos
pueden ser hidrolizadas selectivamente por m<dio de
enzimas. Las amidas de aminodcidos aromaticos, teles
como la amida de la fenilalanina, pueden ser hidro-
lizadas, en general; por la influencia de enzimas ta-
les como papaing bromelina o ficina. No obstante la
solicitante encontrd que estas engimas no hidrolizan
la fenilglicinamida.

Actualmente se ha descubierto que pue-
den prepararse D-fenilglicinamida y L-fenilglicinami-
da a partir de fenilglicinamida racémica, estando ca-
racterizada lea invencidn porque se hidroliza DL-fenil

glicinamida por medio de una aminopeptidasa adecuada
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y porque la D-fenilgliecinamida y/o l1a L-fenilglicina
se aisla (n). Dicho aislamiento puede ser llevado a
cabo mediante cualquier técnica convencicnal.

El que una aminopeptidasa dada sea ©
no adecuada, puede ser comprobado con facilidad median-

te une técnica descrita en los ejemplos.

La enzima preferida es leucinaéaming
peptidasa (Nimero de la Enzyme Commission; 3.4.1.1),
que efectia una hidrdlisis altamente estereoespecici-
ca de la amida racémica en un tiempo corto.

La reaccidn puede ser llevada a cabo
bajo condiciones convencionales tales como se descri-
ben; entre otros lugares, en Dixon and Webb, !'Grzymes!
p. 247 (1965) para la hidrdlisis de otras amidas racé

micas :de aminodcidos, por medio de enzimas ¢e sminopep

tidasa,
Preferiblemente se mantiene la tempera-

ture entre 20-402C y la reaccidn se efectie en una
solucidén acuosa tamponada a un pH comprendido entre 7
¥y 9,5 aproximadamente, Pueden ser affadidos compuestos

de activacidn tales como, por ejemplo, sales de manga-

neso y sales de magnesio,

El método de tratamiento para el ais-
lamiento de los productos de reaccién D-fenilglicina~

mida y L-fenilglicina, es independiente de si se hace
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uso o no de aminopeptidasa libre o aminopeptidasa in-
soluble en agua. Dado que la L-fenilglicina es poco
soluble en agua; el proceso ha de ser efectuado en sg
luciones diluidas cuando se usa una enzima insoluble
con objeto de evitar la cristalizacidén de la L-fenil-
glicina sobre la enzima insoluble. En ambas variantes
del procedimiento;‘la L-fenilglicina puede ser separas-
da de la D-fenilglicinamida mediante extraccidn, cris-
talizacién; o por medio de una o mas resinas de cambio
idnico.

La L-fenilglicina puede ser separada
como tal o después de racemizacidn, ILa DI-fenilglici-
nemida puede ser convertida por medio de un Zcido y un
alcohol; en le sal de éster alcohilico de fenilglicina,
que puede ser tratada con aﬁoniaco pars obtener DL-fg
nilglicinamida, que puede ser devuelta al proceso.

El producto de partida del procedimiento
conforme a la invencion, puede ser preparado a partir
del amino nitrilo de la fenilglicina de un modo conoci-
do; mediante hidrdlisis acida para formar la sal de la
DL-fenilglicinamida; a partir de la cual puede ser obte-
nida la DL-fenilglicinamida; traténdola con una canti-
dad equivalente de base.

La D-fenilglicinamida obtenida segin el

método de tratamiento, puede ser hidrolizada a sal de
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D.fenilglicina sin racemizacidn, por calentamiento

de la amida con una solucidén acuosa de un Acido fuer-
te tal como el &cido sulfﬁrico; dcido clorhidrico,
Acido bencenosulfdénico o Acido toluensulfénico.

Esta sal puede ser tratada con amonia-
co, con lo gue la D-~fenilglicina cristaliza en forma
libre. Asi pues, la invencidn comprende tamhién un
método de preparacidn de D-fenilglicina, en el que se
hidroliza selectivamente DL-fenilglicinamida por me-
dio de una aminbpeptidasa adecuada, seguido de aisla-
miento de D-fenilglicinamida y conversidn de esta ami-
da en D-fenilglicina o una sal de adicidn de dcido de
la mismg,

Lg D-fenilglicina se usa; entre otras
aplicaciones, como compuesto de partida para la pre-
paracién de ol —aminobencilpenicilina. La L-fenilgli-
cina se usa, por ejemplo, como compuesto de partida
para la preparacién del éster metilico de la Le~aspg
rraguina-L-fenilglicina (un agente edulcorante).

La aminopeptidasa puede ser usada en
estado libre o en estado insoluble; por ejemplo, uni-
da por .covalencia a un soporte insoluble,

La invencién sera aclarada con refe-
rencia a los ejemplos siguientes, pero no sera res-

tringida por ellos.
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Ejemplc 1

Se disuelven a temperatura ambiente,
3,0 milimoles (560 mg) de clorhidrato de DL-fenil-
glicinamida, en 52,0 ml de una solucidén tampén (&ci-
do bdrico-cloruroc potasico-hidréxido sddico) con un
pH de 9;0 en un recipiente de reaccidn provisto de e~
gitador, Después de la adicidn de 2,2 ml de MgGl,
0,125 My 0,1 ml de MnC1, 0,025 M; se ajusta el pH
a un valor de 8,5 por medio de 2,0 ml de hidroxido
sédico aproximadamente 1N, A continuacidn gz afiade
a esta solucidn 0,4 mg de leucina-aminopeptidasa
(80 mg de suspensidén de enzima de Merck 25010; proce-
dente de rifidn de cerdo), ¥y se agite a temperstura
ambiente ¥y a2 un pH de 8;5 durante 1,5 horas.

Un anélisis por cromatografis en capa
delgade muestra que la L-fenilglicinamida ha sido com-
pletamente hidrolizadae g L-fenilglicina. Después de
un tiempo de reaccidn de 20 horas més; la mezcla de
reaccidn contiene segin un andlisis de eminodoidos:
0,40% en peso de L-fenilglicina (eficacia = 100%) y
0,39 % en peso de D-fenilglicinamida (rendimiento =

= 99,5).

Ejemplo 2

Una solucidn de 32,3 milimoles (6,0
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gramos) de clorhidrato de DL-fenilglicinamida; 300 mg
de MgClz; ¥y 1 mg de MnCl2 en 80 ml de agua; se ajusta
e un pH de 8,1 por medio de 25 ml de hidroxido sdédico
aproximadamente 1 N, en un recipiente de reaccion pro-
visto de agitador. Después de efiadir 1,5 mg de leuci-
na~aminopeptidasa (suspensidén de enzima de Merck 25010)
a esta solucidn transparente; la solucidn se sgiia a
temperatura ambiente durante 4 horas. Durante la rsac-
cién; el pH de la mezela de reaccidn se controla en un
valor comprendido entre 8,1 y 9;1; por medio de Acido
clorhidrico aproximadamente 1 N y un titulador entomé-
tico. Después de este periodo se ajusta el pE a 6;5
por medio de écido clorhidrico y después se concentra
la mezcla de reaccidn a un volumen de 50 ml por evapo-
racidén (309C; 12 mm de Hg). La L-fenilglicina crista~-
lizeda se afsla mediante filtracidén. El rendimiento
de L-fenilglicina es de 2;0 gramos (eficacia = 83;3%).
Rotacidn especifica de esta L-fenilglicinas |

[5(_7]2)5 = 4 1562 (2,6 % en peso de HCl; C = 1,6)
Referencia: Beilstein 14 IIT p., 1188

E«]ff =4 157,52 (2,6 % en peso de HC1l; C = 1,6),
Selectividaeds % de L-fenilglicina = 99,5,

50 ml de &cido clorhidrico concentrado se afiaden al fil-
trado; ¥ el clorhidrato de D-fenilglicinamida que cris-

taliza entonces se aisla también por filtracidn.
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El rendimiento de clorhidrato de
D-fenilglicinamida es de 2,5 gramos (eficacia 83,6%).
Rotacidn molar del clorhidrato de D-fenilglicinami-
da:

20
(67, = -186,5¢ (agua; C = 0,8).
Referencia: Beilstein 14 III p. 1189
ﬁ]f,O: ~188 (agua; C = 0,8),
Selectividad: % de clorhidrato de D-fenilglicinamida
= 99,5.

Una solucidn del clorhidrato de
D-fenilglicinemida en 20 ml de &cido clorhidrico 6°N,
se hierve durante 1% horas. Después de evapera® a se-
quedad la mezela de reaccidn, el residuo de evapora-
cidn se absorbe en 20 ml de agua. Un analisis por cro-
matografia en capa delgada de esta .solucidn, muestra
que la D-fenilglicinamide ha sido completamente conver-
tida en D-fenilglicina. El pH de la solucidn se ajus-
te a un valor de 6,5 por medio de amoniaco concentra~
do y la D-fenilglicina cristalizade se filtrs a través
de un filtro dé vidrio y se lava sobre el filtro con
5 ml de aguasa.

. El rendimiento de D-fenilglicina es de
0,35 gramos (eficacia = 81%).
Rotacidén especifica de esta D-fenilglicina:

20 -
(375 = -1472 (C = 0,6; HCL 2 N);

-~ 8 -
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refergncia: Beilstein 14 IIT p.1187
2 N
(%7 = -1532 (C = 0,65 HC1 2 N).

Selectividad: % de D-fenilglicina = 98.

Ejemplo 3

Una solucidn de 5;0 milimoles (930 mg)
de clorhidrato de DI-fenilglicinamida, 50 mg de
Mg012 y aproximadamente 0,2 @g de MnCl, en 100 ml de
sgua, se ajusta a un pH de 8,0 por medio de hidrd-
xido sédico 1 N, Despuéds de afiadir a esta solucidn
250 mg de leucina-aminopeptidasa (Merck 25010) uni-
da por covalencia a 3-aminopropil-trietoxisiililo
Bio~Glass con una carga de 0,3% en peso; cbtenida se~
gin se describe en Biotechnology and Bioengireering,
vol. XVI, péginas 275-77, 19%4, la solucicn se agité
a temperatura ambiente durante 18 horas,.

Después de filtracién de la leucine~
-aminopeptidasa unida a polvo de vidrio, el filtrado
se somete a un anélisis por cromatografis en capa
delgada. Este mostrd que la DL-fenilglicinamida se
habia convertido en cantidades equimolares de L-fenil
glicinag y D-fenilglicinamida mediante leucing-aming
peptidasa unida a vidrio por covalencis.

El filtrado se ajusta & un pH de 10,0

con NaOH 1 N y se hace pasar después sobre 100 gremos

-9
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de cambiador de iones Amberlite IRC-~50 en forma H¥:
Seguidamente se hacen pasar 100 ml de agua gobre el
cambiador idnico, se evapora el eluato haste un volu-
men de 15 ml, en vacio, y se aisla por filtrescidn la
L.-fenilglicina, EIl rendimiento de L—fenilglicina;
que es pura segun la cromatografia en capa delgada;
es de 0,34 gramos (eficacia 90%).

Rotacidn especifica de esta Lefenilglicinas

[?ﬁ7§ = ¢1579 (2,66 en peso de HC1l; C = 1,6)
Referencia : Beilstein 14 III, p., 1188:

ZE&7§5= 4157;5 (2;6% en peso de HCl; C = 1;6).
Selectividad:

% de L-fenilglicina = 99,8%

La D-fenilglicinamida unida a la Am-
berlite IRC-50 se extrae con 150 ml de Acidv sulfiri-
co 0,5 N. El eluato se concentra a 10 ml por evapo-
racidn en vacio, y después se hierve durante 1 hora.
De@ués de enfriar y neutralizar con amoniaco acuoso
concentrado; se filtra la D-fenilglicina cristalizada
sobre un filtro de vidrio y se lava sobre el filtro
con 5 ml de agua. El rendimiento de D-~fenilglicina
es de 0,33 gramos (eficacia 90%) Rotacidén especifica
encontrada:

[&_712)5-- ~-152 (¢ = 0,65 HC1 2 N),
Referencia: Beilstein 14 III; p. 1187;:

- 10 -
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(3] = -153 (C = 0,65 HCL 2.N),
Selectividad: % de D-fenilglicina = 99,2%,

Ejemplo 4

0;5 nmg de leucina aminopeptidasa (Ser-
va 2&%17: de ojos de buey); se afladen a una sclucidn
de 1,62 milimoles (0,3 gramos) de clorhidrato de
DL-fenilglicinamida, 12 mg de MgCl, ¥ 0,3 mg de MnCl1,
en 35;0 ml de solucidén tampén (4cido bérico..cloruro
de potasio~hidrdxido gédico) a temperstura ambiente
y un pH de 8,1; con agitacidn, en un recipiente de
reaccidn provisto de agitador. E1l pH de la mezcla de
reaccidn se eleva a 8,6 en un periodo de 19 minutos
y después permanece constante., Un analisis por cro-
matografia de capa delgada muestra que la mezcla de
reaccidn esti constituida por cantidades equimolares
de L-fenilglicina y D-fenilglicinamida después de 45
minutos y después de 4 horas. Un andlisis de aming
dcidos llevado a cabo después de un tiempo de reac-
cidn de 6 horas did el mismo resultado, a saber:
0,35% en peso de L-fenilglicina (rendimiento = 100%)

0,34% en peso de D-fenilglicinamida (rendimiento = 99%),

Ejemplo V
Se disuelven 1,6 milimoles (0,3 gramos)

-1l1 -
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de clorhidrato de DL-H-fenilglicinamida, en 30 ml de
una solucidn tampdén (&cido bdérico-cloruro potasico-
~hidrdéxido sédico) a un pH de 7,0. Después de afiadir
1,0 ml de una solucién de bgCl, 0,125 molar y 0,1 ml
de una solucion de MnCl, 0,025 molar, se eafiaden 0,8
mg de aminopeptidasa M (nimerc de Enzyme Comission
3.4.11.2 ‘aminopeptidesa unida a particulas', proce-
dente de rifién de cerdo, obtenida de Sigma, uw. A-.7751).
El pH se ajusto a 7,1 y la mezcls se agita durente

21 horas. Durante este periodo el pH aumenté gradual-
mente hesta un pH de 7;45.

Se analizaron muestras de la mezcla de
reaccidon mediante cromatografia en capa delgade.
Después de 2 horas la mezcla de aminodcidos estaba
constituida por 3 moles % de fenilglicina y después
de 20 Horas por 50 moles % de fenilglicina.

Se continda agitando. EL analisis de
aminodcidos muestra 0,34% en peso de fenilglicina y
0,40 % en peso de fenilglicinamida despuds de 24 ho-
ras, y 0,45 % de fenilglicina y 0,35% en peso de
fenilglicinamida despuds de 100 horas.

As{ pues; esta enzima, ain cuando no
inadecuada; es inferior a la leucina-aminopeptidasa
usada en los ejemplos anteriores.

La presente solicitud que corresponde

- 12 -
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a la presentada en Holanda con fecha 14 de Junio de
1.974, bajo el nimero 7407941, se mcoge a los bene-
ficios del Articulo 51 del vigente Estatuto sobre

Propiedad Industrigl.

REIVINDICACIONES

prd—d—t e 4

Los puntos de invencidén propia y nue-
va que se presentan para que sean objeto de esta go-
licitud de Patente de Invencidn en Espaﬁa; por VEINTE
afios, son los que se recogen en las reivindicaciones
siguientes:

18 .- Un procedimiento de preparacidn
de D-fenilglicinamida y L-fenilglicina, caracterizo~
do porgue se hidroligza DL-fenilglicinamida con una
aminopeptidasa adecuada, y se aigla D-fenilglicina~
mida y/o L.fenilglicina del modo habitual.

2% .- Un procedimiento segin la rei-
vindicacidn 12, caracterizado porque se usa leucina~

~aminopeptidagsa como aminopeptidase adecusada.

- 13 -
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Jeu/,

32, Un procedimiento segin cualquie-
ra de las reivindicaciones 12 6 22, caracterizado
porque la hidrdlisis enzimatica se efectis a una aci-
dez de 7-9,5 y una temperatura de 20 a 40°C,

48 .- Un procedimiento segin las rei-
vindicaciones 12 - 32, caracterizado porque se usa
la aminopeptidasa en forma insoluble,

5¢.~ Un procedimiento de preparaciodn
de D-fenilglicina, caracterizado porque se hidroli-
za enzimaticemente DL-fenilglicinamida mediante un
procedimiento segun cualquiera de las reivindicecio-
nes 12 -~ 48, se separa la D-fenilglicinamida y se
convierte la amida en D-fenilglicina.

6¢,~ Un procedimiento de preperacidén
de D-fenilglicinamida y L-fenilglicina,

Tal y como se ha descrito en la Memo-
ria que antecede y pars log fines gque se han especi-
ficado.

Esta Memoria consta de catorce hojas

escritas & maguina por una sola cara.

earia, =6 SET, 1875
P.A,

ﬁ‘.!.'
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