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sente invencién ha logrado wn procedimiento
de preparacidn de épsilon—(gemﬁzawglu’uamil)-1isina a partir
del glutamato de lisina. :
Laf—(z/-glutamil )-1:1.%:3 ina - épsilon-(gamma-gluta—
5 mi]:)—-lisina ~ es uno de los poéiblas productos de condensa-
cidn de la lisina, aminofcido %ésioo esencial; con el 4cido
glutémico, aminofcido &cido. Igidieeremos que no es un pPép-—
tido en 2l sentido tzz'ad.i.cionalt de la palabra, pues lg lisina
estd unida por su grupo amino en posicidn épsilon y el Aeddo

10. glutémico por su grupo carboxilico en posicidn gemma, cuando
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los verdaderos péptidos y las protefnas estén eonstituidas
en principio por eminofeidos condonsedos por sus grupos ami-
no carboxflico en posicidn aglfa. )
Zste épsilon-derivedo de la lisina, sin embargos
pregenta w: interds particular como aditivo dietético, pues
se pueds utilizar en lugar de la I-lisina o de péptidos ¥y
protefnas riccs en lising pars enricuecer los productos gli-
menticlos pobres en lising, como son los oeresles, del modo
que se sailala en la solicitud de patentc alemang N2 2 423 069.
Por esta razén se comprends el interds que tienc
una sintesis préctica y econdmice. Debido al gran nfmero de
lugarcs de r:aceibn emino y 4cido oarboxflico, ssf como a la
tendencia del 4oido glutdmico a oiolarse dendo écido pirroli-

don~gcarboxflico o piroglutémico, infortunadamente la sinte~

‘sls por wnibn directe de los cos aminoicidos elementzles, so-

lamente es posible acudiendo a Los nétodos clésicos de la
sintesis quinmica de los péptidos? que consiste en proteger
determinados lugares de resgcoién, m;entras ge aotiven otros,
¥y en geparar los grupos protsctoras, riclprooamente gotivas
dos, una vey acabada le reaccidn de las substancias presen—
tes, siguiéndose de ello la mgltiplioidad de etapas y leos
rendimi?ntos modestos. Ademds, estos grupos se separan en es-—
te oaso, medianﬁe‘hidfbgenolisis oonvpaladio pera evitar
reagrupaciones (ver por ejemplo J. Biol. Chem. 248 (8), 2536,
1973), lo ousl ‘tres como conseouchcia un coste de fabrica=
cidn alto. .

En cambio, la pressnie invencidn permite la fabri-
cacién de épsilon~(gamma~glutamil )=lising a precio moderado.

Ha logrado un procedimiento dz febricacién de este producto
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g pertir de glutemato de lisina, earacterizade rorque se oa~
liente el glutamato de lisina oon‘ la sywda de un fluido fer—
moportador inerte, & una temperatura de 1202C por lo menos

y durante 5 horas al menos, y desvués se eisla la épsilon-
~(gemma~glutamil )~lising del producto de transformacién asi
obtenido. A _

81 glutameto de lisina es una sal del género oar—
boxilato de alecohil~amonio cuyc punto de fusién es de 170- ‘
1808G (con descomposicién). De conformidad con la invenoidn,
plerde una mcldoula de agua cusndo se calienta, forméndose
la unibn amida del épsilon-(gamma~glutamil)-lisina. Puede
prepararse este glubtamato de lising pa:t"‘cigndo de una mt?zela
de los dos aminodcidos que lo constituyen, por ejemplo, a
pertir de una mezclsa equimolecular gproximadamente de glubta-
mato monosédico y clorhidrato de ligina. Se disuelve esta
megele on arua ¥y se oristalizs la sel glubamatc de lising
gl adicionar metanol y sembrar alzunos oristales de glutbamer~
to de lisina obtenidos de una’%'preparaeidn anterior, mientras
ge enfris ligeremente. Este glutemzto de lising contiene gl-
gunos tantos por oien de cloruro sdédico. Se purifice disol-—
viéndolo en agua y recristalizando mediante la gdicidn de
metanol y siembra a una temperzturs préxims a 02C. ,

Los cristales de glutzmzto de lisina as{ obtenidos,
son del dihidrato de glutemato de lis:"Lna. Se ha observzdo
que se prescentan en dos feses sélidas, denominadss glfa y be-
tay que pueden ponerse de manifiesto mediante los espeotros
de difrecoidn con rayos X (segfin Debye-Scherrer). La fage
elfe es esbtable a 1080 y por debajo de estg tempera’cura; la

fase beta es estable a una tempersiura inferior a 602C. La
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fase obtzinida en lg preparacidn menoionads anteriormente es
la alfa.

Se entiende por fluido termoportador a un fluwido
que ‘tienec una doble funcidn, la de transferir las cslorias
aportedos calantendo gl glutemato de lisina y la funeidn de
volente t3rmico. Se puede utilizar para esto un gas oomo
aire o nitrézeno cuya temperaiurs estd regulada cuidgdosamen—
te (por sjemylo en el ocaso de'emplear estufa)e Tambidn se
puede utilizar un l{quido qus, por supugsto, debe ser inerte
frente al glubtomato de lisinag, es d:cir, no debe disolverlo
ni siquiera parcialmente ni debe r>accionar quimicamen?e oon
é1. Se puede citar con estas ogndiciones,‘el querosenc, no-
ngno, tetracloro-1,1,2,2 etano, ootanol-l, etil=-2 butanol-l,
aleohol n—amilico o pe%tanol—l ¥y otros fluidos del mismo géu‘
nero que tionan los puntos de cbullicidn por encima de 1208C,
temperzburs neossarig para iniciar la transformacidn del glu—
tamato de lisina.

Tos distintos paréme:tros que influyen en los ren-
dimientos son, en primer lugar, la naigraleza del glutamato
de lisina do origen (fase glfa o beta)? lg temperatura y la

duracibén del oalentamiento. Bn gensral, se observa que la

. fagse glfa da rsndimientos mejorss gus la fase beta, que la

temperatura ds ocalentamiento §itima ge encuentra entre 135 y
15080 y que la duraocién éptima del ozlentemiento estéd oom-
prendida entre 16 y 48 horas. Sc¢ calients preferiblemente en
atmdsfora do nitrégeno o bajo corrisnte de nitrdgeno. 3¢ dan
algunas indicaciones en el cuadro que sigue, donde log rendi-
mientos indicados son rendimientos on épsilon-(gamme~glubta~

mil)-lisina dsspués de su alslamicuto y purificacién y donde
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Am OH represconte el alcohol n-amflioco.

fo—

INa‘burale Za Temperaturs Natupalegs | Tiempo | Rendimion-—
e e | et on"gua | bormoportan| sonte | -
dos C. {§ dor m}:i;?nto
130 AmOH - 16 3
130 | querosano 16 28,5
Fose glfa 140 4inOH 16 45
140 | AmOH 40 48
150 nongno 8 7,5
150 _nonano 16 45
160 . nongno 16 \35
135 f: AmOFH 16 25
Fase beta 140 - AnOH 16 31
150 ;nonano 16 28

Zatos rendimientos Pusdon pPar206r €80CES0S, PEro

es preolso szbar que pueden rdoiclarse los productos que no

han regoolonado.

Il fluido termoportédor preforddo es el gloohol

n-amilico, pucs su punto de ebullioién g la presién atmosfé-

rica (1382C) corresponde g las tomperaturas de calentamicnto

éptimes lo que permite rzaligar més eomodamente la trensfor-

maoidn del glutemato de lising, e roflujo con sloohol n—amf-

lico. Ademés forma un ezedtropo ocon ol egua, que permitc una

elimingoibn féoil dol sguae foﬁnadg en ¢l transcurso ds la

transformacidn y a la vez, del aloohol n~amflico residual}

El producto de iransformacidn obitenido es ung megz—

cla quo gonerelmente comprende del 40 gl 50% de &psilon-(gamnar—

-gluteril )-lising, 25 a 35% dc glutamato de lisina quo no ha
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resoelonado, 10 a 15% de lisina, 2 a 5% de subproductos in-
definidos, halléndose ademds el 10 gl 15% de 4eido glutémi-

00 combinado: en forma de &cido piro-glutémico disuelto en el
liquido termonortador. Bl sislamiento de la épsilon-(gamme~
—-glutemil )-liging consiste, por oonsiguiente, en separar en
primer lugar el alcohol n-gmflico d=21l producto de transfor-
meoldn, por ejemplo por filtraoién} Seguidamente, se vuelve
a introduoir este producto en agua, despuds se elimine el
resto del aloohol n—amflioo por destilaocidn azeotrdploa con
agua. Luego ge reoristelize le épsilon-(gama-glubtemil )-ligi-
na por enfriamiento y sdicidn de metanol. Se recuperan lgs
agues madres para reciclado de la lisina y deido glutémioco
en le misma proporoidn que el aloohol n-amflico y el metangl;

El procedimiento de oonformidad con la invenoién,
se aplioca exolusivemente para la przparacidén de &psilon~(gamma—
~glutemil )~liging y no puede generalizarse para preparar de—
rivados oonS'Fituidos por el par gminodcido bhsgico ~ emino~-
dcido écldo, respectivamente, amparte de lg lising, la orni-
ting y la argining y, eparte del feido glutémico, el dcido
Negoetil-glutémico, &cido espértico y 4ecido piroglutémico.

Ifeotivamente, ciertas'salas no se forman o no for-
man fage oristaling, por ejemplo, el Negoetil=glutemato de
lising, plroglutemato de ornitina o de erginina.

) Otras seles tienen un punto de fusidn exoesivamen-—

te bajo; como el piroglutemgto ds lising que funde a 12020.

Finglments, otras no dan lugsr a la transformaoidn

desesdey tal como se indica en el ouadro siguiente:
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Naturgloga de la sal |Tratamiento Resultado
espartato de lising |8 n/1508C no hay transformgecidy
A 4 h/éooﬁo productos de descom—
. posicién
glutemato de orniting|8 n/1408¢ no hey transformgoidy
3 h/1708C productos de desoom-
posiocidn
glutamato de arginina|3 h/160%C productos de desooti~
| posicidn '

El ejemplo siguiente ilustra le puests en marchea
del procedimiento de la invenoidn. Desde ol punto de vista de
la utilizacidn alimenticis de la Spsilon-(gamme-glutemil )-1i-
sina obltonida, los aminohcidos empleados en este ejemplo son
neturalos de la forme L. Se comprends que lo deserito tom-—
bién se aplica o los aminodeidos de forma D ¥ que las pro-
piededes dol dorivedo obtenido son log mismas, excepto ol
poder rotatorio.

Ejemplo
_Preparseidn del I-glubtrmato de I~ligina.

Se disuelven 187 g de monohidrato des L—g}uiamato
monosddico y 182 g de clorhidra?o de I~ligine en 0,4 1 de
ague o lg temporature ordineris, dospuds se efieden lentamon—
te 1,4 1 4o metanol a le soluoidn obtonidas, Se siembra on-
tonoes'oon algunog origtaglos de Lugluiamgto de L—lisina:.

2 H, 0y faso olfay ¥ tembién so afiadon 0,6 1 de motanol con
fudrte egitacidén y s¢ sigue agitando qurante una hors spro—
ximademento. Despuds s contrifuga la suspensidn obtenida

y se tienon unos 3 l. de agucs madros de las que sG rooupora
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el metanol y 365 g de dihidrato de I-glutamato de I-lising
que contlene alrededor del 1% de (L Ne. .

Se introduce esta sal en 0,8 1l de sgua, despuds
de esowrrir, y se efiaden répidamente 3 l. de metanol a ls
goluoidn obtonida. Se siembra lucgo oon algunos oristales
de Imglubomato de L-lisina. 2 Hz
le soluoidn que he sido sembrada a 08C, gin dejar de agitar

0; fase glfa, y se enfunla

vigorogamente. Trenscurridas eproximadamente 4 hores, se oen—
trifuge la suspensidén obtenida y se tienen uwnos 4 l. de aguas
mgdres de las que se recupers el metanol y, por otra par'fze;
350 g de dihidrgto de I~glutemato de I~lisina, fage glfa,
despuds de esourrir y secar. El rendimlento es del 90% apro—
ximademente .

Tronsformeoidn en &fsilon—(garma~—glutamil )-lising.

Se guspenden los 350 g do dihidrato de IL-glutbama~

to de I~ligina, fese alfe, preparados anteriormente y quo
ogntienen todavia alrededor del 15( on poso de metanol, en
0,85 1. de aloohol nwemflico. Se opora on atmésfers inerte

de nitrégeno. Entonces se calienta el aloohol n—amflico y

asf dostila haola los 7090; en primor luger, une mezcla tor-
narie quo oontiene aleohol n-amflico, metanol y egua (0,1 1.
eproximedamonte), despuds una mozola binarie do aloohol n-ami~
lioo ¥ agua (0,1‘1 aproxima.&am?n'te); Se tormina calentando

& reflujo el aloohol n-amflico, o soa a 13820, Se separs por
f£iltracidn el precipitado formado; despuds do 20 horss do
dureoién total del cslentamionto. Se recogen 400 g de produc~
%o on bruto que ocontienon &psilon-—(gamma~glutemil)-lisina

¥ elrodedor do 1 1. do aguas madrcs anflices do las quo so
reouporan 20 g de foido I-pirogluiimioco para reciclar des-
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puds de transformarlo on feido Imglutdmico; ol slcohol
n-amflico gse purifics mediantc reoiolado.
Mslamionto do dpsilon-(gzerme-glutamil )-L-lisina.

Sc guspenden los 400 g del producto en bruto que
sc gogban do obtener on 1,2 1 de sgua, se elimine despuds
el aloohol n-amflico residusl por destilecidén a presidn row
dueide y a wna temperatura entre 70 y 8990.

De esta mencra se roguperen 0,2 1. de ung mezolp
agua~alcohol npamiligo, siendo este @ltimo purificaedo y re—
oicledo. So afiaden 0,8 1 de metanol a la suspensidn y so ‘
enfria a 202C¢ agitando. Se siguc la agitaoidn une, horsa més;
sopardndose dospuds los crisfhles obtenidos. Se olimina ol
metanol de lqs aguas madraes que lo oonticnon, sicndo dsto
raciclado y, aospués de neutralizar a pH=T7 con la ayuda dol
foido Im~glutémico, se utllizen equéllas on lugar dol agua
vera reorlstalizer ol L-gluﬁem 50 de I~lisina. Se lavan los
erigtales obtenidos econ 50 mlzde motanol y finglmente ge
seoan. Se obtieucn as{ 100 g du $psilon-(gamme~glutemil )-1i~
sina, o sca que el rendlmienté total cs dol 36%, compron
diendo la proparacién de la sal. Lo p purcza, dotorminade por
oromatografic on capa fina y cleetroforesis, es dol 98 a
99%. '

PF = 245 @ 2508C oon desocomposicidn
(X1 2 =465 (=25 1,0)

Pp, ospectros IR y RMN iddnticos a los d3

ung mucstre patwén.
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REIVINDICACIONgS

Dosorito el objeto del presente invento, sc doola~
ron nuc?vas y o propia. inveneidn las siguientes reivindioca—-
¢lonos; oon prioridad do le solioitud do patento suiza nd
1536/75 dcl 7 do Febroro de 19;75 .

- Proqedimiento de preparaocién de épsilgn-(gemaar-
—~glutemil )~ligina, a partir del glutamato de lisina, carao-—
terizado porque se calienta el'glu'bama'bo de lising mediante
wn fluldo termoportedor inerte, a una tgmperatura de 1208C
por lo menos y durante 5 horas gl menos, y despuds se elsla
1lg 4psilon—(gamme~glutamil )=ligina del producto de transfor-

macién esf obienide. '

‘ g:-—- Procedimiento, de oonformided oon la reivindi-
cacldn 1, oaraoterizado por seleoolonarse como materigl de
partids el”Ir-glu'bamato de L-lisina.

3 .= Progedimiento de oconformidad con la relvindi-
cacidn 1, oaraoterizedo porque so oaliente dihidrato de glu-
'bama.'to‘de lisina, fase glfe, 0 el dihidrato de glutamato dc
lising, :Eage bota. _

‘ 4.~ Procedimiento de oonformidad oon la reivindi-
ogoldn 1, oaraoterizado porque el fluido termoportador os
alre o nitrégenc ouye temperatura estd regulada ouldadosa~
mente.,

‘ 5".-- Procodimiento dc oonformidad con la reivindi-
caoidn 1, oarao*_berizado porgue ol :flu:}.dg termoportador iner—
te 83 queroseno, nonano; tetracloro=-l,l,2,2 etano, octanol~l
¢ etil-p-butanol-l.

§;~ Procedimiento de oonformided con la reivindi-

cacidn 1, ceracterizedo porque el fluido termoportador inem—
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te es gloohol n-amflico. )

, 7;~ Procedimiento de conformided con lg reivindi-
cacidn 1, ocaraoterizado porque prefergnxemente se oglienta
a ung temperatura comprendida entre 135 y 1508C,

' §;~ Procedimiento de oonformided con la reivindi-
ceoibn 1, caracterizedo porque se oalicnta durgnte un tiempo
preferentemente comprendido entro 16 y 48 horas.

9:~ Procedimiento de oconformidad eon una de las
reivindiocgeicnes 1 o 6; caractsrizado porque en su reglima—
eidn se gisla dpsilon-{gemme~glutamil)~liging, scpaerendo Sa—
ta por f£iltracidn de wne suspengidn del producto de trensfor-—

ﬁmacidn on ung mezcla metanol~agua;

10.~ Procodimiento dc preparacién de épgilon-{gemme~
~glutemil )=ligina. A '

Sogtin se doscribe y roivindice en ls presento momo-

ris dosoriptiva que conste do 11 Phgines foliades y ssoritss

Madrid, a

Peae

Firphedor JOSE L, MORA

mpc.
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