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I N V E N C I O N

por "PROCEDIMIENTO DE PREPARACION 3# EPSILON-(GAMMA-CLUTAMIL)- 
-LISINA", a favor de l a  firm a su iza  S0CI3TE DES 

NE3TL3, S .A ., residente en V3V.3Y (Suiza)

t.. r ^

La\pre^ente invención ha logrado un procedimiento 

de preparación de ápsilon-(gejD Éa-glutam il)-lisina a p a r t ir  

del g lu t amato de U s in a .

L a^-(^ -g lu tam il ) - l iá in a  -  ópsilon- (gamma-gluta- 

m il) - l is in a  -  es uno de lo s  posib les productos de condensa­

ción de l a  l i s in a ,  aminoácido básico e sen cia l, con e l ácido 

glutámico, aminoácido ácido. Indicaremos que no es un póp- 

tido en e l  sentido trad icion al de l a  palabra, pues l a  l i s i n a  

e s tá  unida por su  grupo amino en posición ópsilon y e l ácido 

glutámico por su grupo carboxílico en posición gamma, cuando
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lo s  verdaderos póptidos y la s  proteínas están  constitu idas 

en principio por aminoácidos condona ados por aus grupos sali­

no carbo^dlioo en posición a l fa .

Esto ópsilon-derivado do l a  l i s in a ,  s in  embargo,

5* presenta ua in terós p articu lar como aditivo d ie té tico , pues 

se puedo u t i l iz a r  en lugar de l a  L - lis in a  o de póptidos y 

proteínas r ic e s  en l i s in a  para enriqueoer lo s productos a l i ­

menticios pobres en l i s in a ,  como son lo s  cereales, del modo 

que se señ ala  en l a  so lic itu d  de patente alemana Na 2 423 089. 

10 . Por e s ta  razón se comprende e l  in terós que tiene

una s ín te s is  p ráctica  y económica. Debido a l  gran nómero de 

lugares de reacción amino y ácido oarboxílico , a s i  como a l a  

tendencia del ácido glutámico a o io larse  dando ácido p ir r o l i-  

don-oarboxílioo o piroglutámico, infortunadamente l a  s fn te -  

15* ' s i s  por unión d irec ta  de lo s  dos aminoácidos elementales, so­

lamente es posible acudiendo a lo s mótodos c lásioo s de l a  

s ín te s is  química de lo s póptidos, que consiste en proteger 

determinados lugares de reacción, mientras se activan otros, 

y en separar lo s  grupos protectores, reciprocamente aotiva- 

20. dos, una veg acabada l a  reacción de la s  substancias presan­

te s ,  siguióndose de e llo  l a  m ultiplicidad de etapas y lo s 

rendimientos modestos. Además, estos grupos se separan en es­

te  oaso, mediante h idrogenolisis con paladio para e v ita r  

reagrupaciones (ver por ejemplo J .  B io l. Chem. 248 (8), 2536, 

25. 1973)y lo  cual trae como consecuencia un coste de fab rica­
ción a lto .

En oambio, l a  presente invención permite l a  fa b r i­

cación de ópsilon-(gam m a-glutam il)-lisina a precio moderado.

Ha logrado un procedimiento de fabricación  de este  produoto



a p a r t ir  de glutamato de l i s in a ,  caracterizado porque se ca­

l ie n ta  e l glutamato de l i s in a  con l a  ayuda de un flu ido  te r ­

mo portador in erte , a una temperatura de 120SC por lo  menos 

y durante 5 horas a l  menos, y después se a í s l a  l a  épsilon- 

5. -(ganm a-glutam il)-lisina del produoto de transformación a s í  

obtenido.

31 glutamato de l i s in a  es una s a l  del género oar- 

boxilato  de aloohil-amonio cuyo punto de fusión  es de 170-  

180SC (oon descomposición). De conformidad con l a  invenoión, 

10 . pierde una molécula de agua cuando se ca lien ta , formándose 

l a  unión amida del ópsilon -(gamma-glutamil)- l i s in a .  Puede 

prepararse este  glutamato de l i s in a  partiendo de una mezcla 

de lo s dos aminoácidos que lo  constituyen, por ejemplo, a 

P artir  de una mezcla equlmolecular aproximadamente de g lu ta- 

15. mato monosódico y clorhidrato do l i s in a .  Se disuelve e s ta  

mezcla en agua y se c r i s t a l iz a  l a  s a l  glutamato de l i s in a  

a l adicionar metanol y sembrar algunos c r is ta le s  de glutamar- 

to de l i s i n a  obtenidos de una 'preparación anterior, mientras 

se e n fr ia  ligeram ente. Este glutamato de l i s in a  contiene a l-  

20. gunos tantos por oien de cloruro sódico. Se p u r if ic a  d iso l­

viéndolo en agua y recrista lizan do  mediante l a  adicién de 

metanol y siembra a una temperatura próxima a OSO.

Los c r is ta le s  de glutamato de l i s in a  a s i  obtenidos 

son del dihidrato de glutamato de l i s in a .  Se ha observado 

25* que se presentan en dos fa se s  só lid a s , denominadas a l f a  y be 

ta ,  que pueden ponerse de m anifiesto mediante lo s  espectros 

de difraooión oon rayos X (segán Debye-Scherrer). La fa se  

a l f a  es estab le  a 10ac y por debajo de e sta  temperatura, l a  

fa se  beta es estab le  a una temperatura in fe r io r  a 608(2. La



fa se  obtenida en l a  preparación menoionada anteriormente es 

l a  a l fa .

Se entiende por flu id o  tormoportador a un flu ido  

que tiene una doble función, l a  do tr a n s fe r ir  l a s  ca lo rías 

aportadas calentando a l glutamato de l i s in a  y l a  función de 

volante térmico. Se puede u t i l iz a r  para esto un gas oomo 

aire  o nitrógeno cuya temperatura estó regulada cuidadosamen­

te (por ejemplo en e l  caso de emplear e s tu fa ) . Tambión se 

puede u t i l iz a r  un liquido que, por supuesto, debe se r  inerte 

frente a l glutamato de l i s in a ,  es d ic ir , no debe d iso lverlo  

n i s iq u ie ra  parcialmente n i debo reaccionar químicamente con 

ó l .  Se puede c ita r  oon e sta s  condiciones, e l queroseno, no- 

nano, te trac lo ro -1 , 1 , 2,2 etano, ootanol-1 , e t i l -2 butanol-1 , 

alcohol n-amilico o pehtanol-1  y otros flu id o s del mismo gé­

nero que tienen lo s  puntos de ebu llic ión  por encima de 120SC, 

temperatura ne oes a r ia  para in ic ia r  l a  transformación del glu­

tamato de l i s in a .

Los d istin to s parámetros que influyen en lo s  ren­

dimientos son, en primer lu gar, l a  naturaleza del glutamato 

de l i s in a  do origen (fase  a l f a  o b e ta ), l a  temperatura y l a  

duración del calentamiento. En general, se observa que l a  

fa se  a l f a  da rendimientos mejores que l a  fa se  beta, que l a  

temperatura de calentamiento óptima se encuentra entre 135 y 

150^0 y que l a  duración óptima del calentamiento e s tá  com­

prendida entre 16 y 48 horas. Se ca lien ta  preferiblemente en 

atmósfera do nitrógeno o bajo corriente de nitrógeno. Se dan 

algunas indicaciones en e l  cuadro que sigue, donde lo s  rendi­

mientos indicados son rendimientos en épsilon-(gamma-gluta- 

m il)- lis in a  después de sú  aislam iento y purificación  y donde



Am OH representa e l  alcohol n—amílioo.

Naturaleza 
del glutama­
to de l i s i n a

Temperatura  ̂
de calenta­
miento en grg¡ 
dos C. s

Naturaleza 
del flu id o  
termoporta- 
dor

Tiempo 
de ca­
len ta­
miento 

h.

Rendimien­
tos

%

130 AmOH ' 16 33-.
130 queroseno 16 28,5

Fase a l f a 140 AmOH 16 45

I 40 AmOH 40 43,
150 nonano 8 27,5

150 ,nonano 16 45

160 ¡nonano 16 -.... '3.5.........

135 '}AmOH 16 25

Fase beta 140 'AmOH 16 31

150 ;nonano 16 28

Hotos rendimientos puedan parecer escasos, pero

es preoiso saber que pueden reo ic iarse  lo s  productos que no 

han reaooionado.

E l flu id o  termoportádor proferido es e l  aloohol 

n-am ílioo, pues su punto de ebu llic ión  a l a  presión atmosfé­

r ic a  (13830) corresponde a l a s  temperaturas de calentamiento 

Óptimas lo  que permite re a liz a r  más cómodamente l a  tran sfor­

mación del g lu t amato de U s in a , a re flu jo  oon aloohol n-ami- 

l lo o . Además forma un azeótropo oon e l  agua, que permito una 

eliminación f á c i l  del agua formada en e l  transcurso de l a  

transformación y a l a  vez, del aloohol n-amilico residu al *

E l producto de transformación obtenido es una mez­

c la  que generalmente comprende del 40 a l 50% do épailón-(gammar- 

-g lu tam il)- l i s in a ,  25 a 35% do glutamato de l i s in a  quo no ha



reaccionado, 10 a 15% de l i s in a ,  2 a  5% de subproductos in­
definidos y hallándose además e l  10 a l  15% de ácido glutám i-

oo oombinado. en forma de ácido piro-gLutámico d isuelto  en e l  

liquido termoportador. El aislamiento de l a  ópsilon-(gamma-

5. -g lu ta m il)-ü s in a  con siste , por consiguiente, en separar en

primer lugar e l  alcohol n-amilloo del producto de tran sfor­

mación, por ejemplo por f i lt r a o ió n . Seguidamente, se vuelve 

a  introducir este  producto en agua, después se elim ina e l 

resto  del aloohol n-amílioo por d estilac ió n  azeotrópioa oon 

10 . agua- Luego se r e c r is t a l iz a  l a  ápsilon-(gam m a-glutam il)-lisi- 

na por enfriamiento y adición de metanol. Se recuperan la s  

aguas madres para reciclado de l a  l i s i n a  y ácido glutámioo 

en l a  misma proporoión que e l  aloohol n-amilico y e l  metancl.

E l procedimiento de conformidad con l a  invenoión,

15- se ap lica  exclusivamente para l a  preparación de ópsilon—(gamma- 

-g lu tam ü )-1  is in a  y no pueda generalizarse para preparar de­

rivados constituidos por e l par aminoácido básioo -  amino­

ácido ácido, respectivamente, aparto de l a  U s in a , l a  orn i- 

tin a  y l a  arginina y, aparte del .ácido glutámioo, e l  ácido 

20. N-acetil-glutám ioo, ácido aspártico  y ácido piroglutámioo.

Efactivamente, c ie rta s  sa le s  no se forman o no fo r ­

man fa se  o r is ta lin a , por ejemplo, e l  N-aoetil-glutamato de 

l i s in a ,  piroglutamato de orn itin a o da arginina-

Otras sa le s  tienen un punto de fusión  exoes ivamen- 

25- te bajo , como e l  piroglutamato da l i s i n a  que funde a 120R0.

Finalmente, o tras no dan lugar a l a  transformación 

deseada, t a l  como se indica en e l  ouadro sigu ien te :

=  6 -



Naturaleza de l a  s a l Tratamiento Resultado

aspartato de l i s i n a 8 h /L 5 0 a c no hay transformación

4 h /200SC productos de descom­
posición

glutamato de orn itin a 8 h /L 4 0 aC no hay transformación

3 h /L703C productos de descom­
posición

glutamato de arginina 3 h /l60& C productos de descom­
posición <

...  - . . . . .  —i.
E l ejemplo siguiento i lu s t r a  l a  puesta en marcha

del procedimiento de l a  invenoión. Desde e l  punto de v is t a  de 

l a  u tiliz a c ió n  alim enticia de l a  ópsilon -(gamma-glutamil)-li- 

s in a  obtenida, lo s  aminoácidos empleados en este  ejemplo son 

naturales de l a  forma L. Se comprende que lo  descrito  tam­

bién se ap lic a  a lo s aminoácidos de forma D y que la s  pro­

piedades del derivado obtenido son la s  mismas, excepto e l  

poder ro ta to r io .

.Ejemplo

. Preparación del L-glutrmato de L - l is in a .

Se disuelven 187 g de monohidrato de L-glutamato 

monosódioo y 182 g de clorhidrato de L - l is in a  en 0,4 1 de 

agua a l a  temperatura ord in aria , dospuós se aüaden lentamen­

te  1 ,4  1 do metanol a l a  solución obtenida, Se siembra on- 

tonoes oon algunos o r is ta lo s  de L-glutamato de L - lis in a .

2 Hg O, fa se  a l fa ,  y tambión so aRadon 0,6 1 de motanol oon 

fudrto agitaoión  y so sigue agitando durante una hora apro­

ximadamente. Dospuós so c e n tr i fú g a la  suspensión obtenida 

y se tienen unos 3 1 * de aguas madres de la s  que se rooupora



e l  metanol y 365 g de dihidrato de L-glutamato de L - l is in a  

que contiene alrededor del 1% de 01 Na.

Se introduce e s ta  s a l  en 0 ,8  1 de agua, despuós 

de e sou rrir , y se añaden rápidamente 3 1 . de metanol a l a  

solución obtenida. Se siembra luego oon algunos c r is ta le s  

de L-glutamato de L - lis in a . 2 H 0 , fa se  a l fa ,  y se en fr ia  

l a  soluoión que ha sido sembrada a OSO, s in  d e jar da ag ita r  

vigorosamente. Transcurridas aproximadamente 4 horas, se cen­

tr ifu g a  l a  suspensión obtenida y se tienen unos 4 1 . de aguas 

madras de la s  que se recupera e l metanol y, por o tra  parte,

350 g de dihidrato de L-glutamato de L - lis in a , fa se  a lfa , 

despuós de e sou rrir y seoar. El rendimiento es del 90% apro­

ximadamente .

Transformación en Óásilon-(gam nia-glutam il)-lisina.

Se suspenden lo s  350 g do dihidrato de L-glutamar 

to de L - lis in a , fa se  a lfa , preparados anteriormente y que 

oontienen todavía alrededor dol 15 *̂ on peso do metanol, en 

0,85 1 . do aloohol n-amílioo. So opora on atmósfera inerte 

de nitrógeno. Entonces se c a lie n ta  e l  aloohol n-amílioo y 

a s í  d e s t i la  haoia lo s  70&C, en primor lu gar, una mezcla te r ­

n aria  que oontiene aloohol n-amílioo, metanol y agua (0,1  1 . 

aproximadamente), despuós una me gola b in aria  da aloohol n-amí­

lio o  y agua (0 ,1  1 aproximadamente). Se termina oalentando 

a re flu jo  e l  aloohol n-am ílioo, o se a  a I 38SO. Se separa por 

f i lt ra o ió n  e l prooipitado formado, despuós do 20 horas de 

duraoión to ta l  del calentamiento. So reoogon 400 g de produo- 

to en bruto que oontienen ópsilon-(gam m a-glutam il)-lisina 

y alrededor de 1 1 . de aguas madres am ílioas do la s  que so 

reouporan 20 g de ácido L-piroglut.ámioo para r e c ic la r  des-



puós de transformarlo en ácido L-glut.ámioo; o l alcohol 

n-amilico se p u r if ic a  mediante reoio lado.

Aislamiento do íp silo n -  (gemma-glutamil )-L - lis in a .

So suspenden lo s  400 g dol producto en bruto que 

so aoaban do obtener en 1 ,2  1 de agua, se elim ina dospuós 

e l  aloohol n-amílioo resid u al por d estilac ió n  a presión re -  

duoida y a una temperatura entro 70 y 800(3.

Do e s ta  manera se recuperan 0 ,2  1 . de una mezcla 

agua-alcohol n-am ílico, siendo esto  dltimo purifioado y re­

cic lad o . So añaden 0 ,8  1 de metanol a  l a  suspensión y so 

en fr ia  a  20SC agitando. Se siguo l a  agitación  una hora más, 

separándose dospuós lo s c r is t a le s  obtenidos. So elim ina o l 

metanol de l a s  aguas madres que lo  oontienon, siendo ósto 

reoiolado y, dospuós de n eu tra lizar a pH=7 con l a  ayuda del 

áoido L-glut.ámioo, se u tiliz a n  aquóllas en lugar del agua 

para re c r is t a l iz a r  ol L-gluta&ato de L - lis in a . Se lavan lo s  

c r is t a le s  obtenidos con 50 mi*de motanol y finalmente se 

secan. Se obtienen a s i  100 g &c ópsilon-(gam m a-glutam il)-li- 

s in a , o se a  que e l  rendimiento to ta l  os del 36%, compren­

diendo l a  preparación de l a  s a l .  La pureza, dotorminada por 

crom atografía on capa f in a  y ole c tro fo ro s is , es dol 98 a  

99%.
Pp = 245 a 2502(3 oon descomposición

[OQ ^  = 4 6 ,5 * (0=2} BgO)

Bp, ospeotros IR y RMN idónticos a lo s  de 

una muestra patrón.
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REIVINDICACIONES

Dos orito  e l  objeto dol presente invento, so R oda­

ran nuevas y do propia invención la s  sigu ien tes re iv in d icar 

d o n es, oon prioridad do l a  so lio itu d  de patento su iza  na 

5. 1536/75 dol 7 da Febrero de 1975

1 .  — Procedimiento de preparación de ópsilon-(gam<aar 

-glutam il ) - l i s in a ,  a  p a r t ir  del glutamato de U s in a , carac­

terizado porque se oalien ta e l glutamato de l i s in a  mediante 

un flu ido  termoportador in erte , a una temperatura de 120RC

10. por lo  menos y durante 5 horas a l menos, y despuós se a i s l a  

l a  ópsilon-(gammar-glutamil ) - l i s ln a  del producto de tran sfo r­

mación a s i  obtenida.
2.  -* Procedimiento, de conformidad oon l a  re iv in d i­

cación 1 , oaraoterizado por seleccionarse oomo m aterial de

15* partida e l  L-glutamato de L - lis in a .

3 . -  Procedimiento de conformidad oon l a  re iv in d i­

cación 1 , caracterizado porque se oalien ta  dihidrato de glu­

tamato de l i s in a ,  fa se  a lfa , o e l  dihidrato de glutamato do 

l i s in a ,  fa se  beta*

4. -  Procedimiento de conformidad con l a  re iv in d i-
2 0 .

oaoión 1 , oaraoterizado porque e l  flu id o  termoportador es 

a ire  o nitrógeno cuya temperatura e s tá  regulada cuidadosa­

mente .

5* -  Procedimiento do conformidad con l a  re iv in d i-

25. oaoión 1 , oaraoterizado porque e l flu ido  termoportador iner­

te es queroseno, nonano, tetrao loro-J.,1 , 2,2 etano, octanol*-! 

ó e t i l - 2-butan ol-l.

6. -  Procedimiento de conformidad con l a  re iv in d i­

cación 1 , oaraoterizado porque e l  flu id o  termoportador iner­
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te  es alcohol n-am ílioo.

7 . -  Procedimiento dé conformidad con l a  re iv in d i­

cación 1 , caracterizado porque preferentemente se ca lien ta  

a  una temperatura comprendida entre 135 y 1503(3.

8. -  Procedimiento de conformidad con l a  re iv in d i­

cación 1 , caracterizado porque se oalien ta  durante un tiempo 

preferentemente comprendido entro 16 y 48 horas.

9 . -  Procedimiento do conformidad con una de la s  

reivindioaoiones 1 o 6, caracterizado porque en su  re a líz a ­

lo. ciÓn so a í s l a  ópsilon-(gam m arglutam il)-lisina, separando ó s-

t a  por f i l t r a c ió n  de una suspensión del producto de tran sfor­

mación en una mezcla metanol-agua*

1 0 . -  Procedimiento do preparación de ópsilon-(gannaa- 

-glutam il ) - l i s in a .

Sogón se dosoribe y re iv in d ica  en l a  presento mome­

r í a  d escrip tiv a  que consta de 11 páginas fo llad a s  y o so rita s 

a máquina

mpc.
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