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La presente invencién se refiere a un procedimiento
para la preparacidn de D-carbamil-amino&cidos y de los
correspondientes D-aminodcidos.

Mas particularmente, la presente invencién se refiere
a la separacifén por via enzimitica de los antipodas Spticos
de aminodcidos con obtencién del amino&cido de configu-
racidén D,

Algunos aminodcidos de configuracién D (por ejemplo
fenilglicina, p-hidroxi fenilglicina) han adquirido recien-
temente notable importancia como productos intermedios
para la preparécién de compuestos ampliamente empleados
en la industria.

Los m&todos quimicos hasta ahora utilizados para la
separacidén de los antipodas O6pticos se basan en el empleo
del &cido canfosulfbnico.

Este producto es notablemente costoso, recuperable
con bajo rendimieénto y no facil de encontrar, por lo que el
costo de la operacifn quimica resulta muy elevado.

Otro m&todo consiste en acilar el aminoicido racemo,
hidrolizar selectivamente con enzima aéilasa la forma D
y aislarla. Sin embargo, ias D;acilasas son relativamente
raras y siempre impuras a causa de L-acilasa, por lo que
durante el proceso de hidrflisis del derivado acilado se
obtienen cantidades no despreéiables de antipoda L y ello
se traduce en la obtencién de un producto de pureza Optica
deficiente. -

Es conocido, por la Patente francesa No 2.228.746

a nombre de la misma entidad solicitante, un procedimiento
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para la preparacién de L-carbamil-aminodcidos y de los
correspondientes aminodcidos por via enzimdtica a partir
de idantoinas sustituidas, las cuales son sometidas a
hidr6lisis enzimAtica en un intervalo de pH comprendido
entre 6 y 11. La reaccién da lugar a la formacidn de los
compuestos finales levbgiros con eventual reciclado de
la forma no hidrolizada.

Ahora se ha descubierto, y ello constituyeAel objeto
de la presente invencién,.que si la idantoina es sustituida
por radicales conteniendo al menos un grupo aromdtico ligado
al carbono asimétrico y la reaccién se lleva a cabo en
un intervalo de pH mis restringido, la misma transcurre
selectiya y cuantitativamente hasta la obtencidén de la
sola forma D.

En efecto, sorprendentemente se ha descubierto que la
enzima extralda de higado de ternera y clasificada como
hidropirimidina hidrolasa (E.C. 3.5.2.2) actfia sobre la

forma racema de compuestos de la siguiente férmula:

O
TS~NH— CO
en la cual X representa OH, radicales hidrocarbiiricos
halégenos, alcoxilicos, ~N02, carboxilicos, efectuindose
una hidrélisis rigurosamente selectiva de la forma D.
El procedimiento segln la invencidn comprende sustan-
cialmente el someter a hidrSlisis enzimdtica compuestos

de la fOrmula arriba indicada, conocidos como idantoinas

sustituidas en la posicién 5.
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La hidrSlisis se realiza en condiciones de pH variables
entre 8-9, preferiblemente de 8,5. La temperatura puede
ser mantenida entre 10 y 70°C, preferiblemente a 30°C.

La hidr6lisis se lleva a cabo segfin el esquema:

COCH

X |
@_ CH~NH-CO~NH,

D
\NH—-C oy

X ’,uCO—*NH

CH
D,L N\ NH—~CO

L

Como el D-carbamil derivado que se forma en la hidré-
lisis es de naturaleza &cida, es preciso mantener el pH
en el valor inicial mediante adicidn de &lcalis a medida
que va progresando la reaccién.

Se ha comprobado que, dentro de los valores de pH
arriba indicados, mientras progresa la reaccifn de hidrélisis
se obtiene una simult&nea racemizacién de la L-idantoina

remanente segfin el siguiente esquema:

X
X

N

CH—CO

| N H-—-co/
L .

NH—C0”
D,L

Por este motivo, a consecuencia de la extraccidn
continua por hidrdlisis enzimética de la D-idantoina,
resulta que al ‘final de la reaccién se tiene todo carbamil
derivado de forma D. La velocidad de racemizacién de la
L-idantoina es funcidn de la temperatura y del pH, y es
tanto m&s elevada cuanto mis alta sea la temperatura y més

bdsico el pH. Sin embargo, operando con un pH alrededor de
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8,5 es de tal magnitud que no constituye el "rate
deterging step" de la reaccidn.

También se ha descubierto que el D-carbamil derivado
disuelto en agua y calentado hasta su ebullicién en parti-

culares condiciones se descompone segfin el siguiente

esquema:
X H.,0 :
@—?H - COOH —2 ‘CH—COOH + NH3 + CO,

dando lugar al aminodcido Spticamente activo que puede
ser aislado ficilmente en forma de pureza quimica y &ptica
muy elevadas.

Finalmente, una ulterior mejora técnica y econfmica
de la presente invencién puede ser aportada englobando
la enzima en estructuras fibrosas del tipo de las descritas
en la Patente italiana NQ 836.462. Con este sistema, la
enzima, en lugar de ser utilizada una sola vez, puede ser
utilizada repetidamente; reduciendo asf el costo de la
operacidn. Ademis, la reaccidn se verifica de forma mas
limpia, no quedando restos de protefina enzimdtica en la
mezcla de reaccién.

Los siguientes ejemplos sirven para mejor.ilustraf la

presente invenci6n, pero no deben considerarse como limi-

tativos de la misma.

EJEMPLO 1

 Con 176 g (1 mol) de D, L-5 fenilidantoina se formd
una suspensién en 7,5 litros de tampdn potasio fosfato

0,1 M pH 8,5 a 30°C.
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A la suspensién mantenida en agitacidn se adicionaron
125 ml de solucidn de hidropirimidina hidrolasa de higado.
fActividad total 1875 micromoles/minuto a 30° a pH 8,5;
proteinas totales 2,75 g)..

Después de aproximadamente 6 horas, cuando para mante-

ner el sistema a un pH constante se habian adicionado 250 ml

de NaOH 4M, la reaccidn se interrumpid y'la mezcla de
reaccidn se enfrib6 a 4°C y el pH se llev6 a 5,5 mediante
adicién de HCl 6 N.

Durante esta operacifn se obtuvo un precipitado muci-
laginoso de proteinas desnaturalizadas que se separd por
centrifugacidn.

La parte sobrenadante se enfrif de nuevo a 4°C y
se llevS a un pH 2,5 con HCl 6 N. Durante esta operacidn
precipitd un producto cristalino que fué lavado con
aproximadamente un litro de agua fria y secado a peso
constante.

El producto se cristalizd de alcohol etilico/agua
70/30 (V/V) en caliente.

El cristal (18% g, 97 % de rendimiento) era cromato~
gréficamente homogéneo y;en base de los espectros I.R.,
N.M.R y de masé y de los andlisis elementales resultd ser
N~-carbamil fenil glicina.

El poder 6ptico rotatorio especifico resultd ser
de [o(]zs = =137° (C =1 % en NH,OH 1 N), correspondiente
al indigado en la literatura T. Suzuki, K. Igarashi,

K. Hase Agr. Biol. Chem. 37 (2) 411 - 416 (1973) para

la D (~) N-carbamil fenil glicina.
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EJEMPLO 2

En un reactor provisto de camisa de termostatizacidn,
dotado de una via de entrada para el nitrfgeno, de un
electrodo para la medicidn del pH y de una via para la adi-
cién de sosa, se introdujeron 10 litros de tampdn fosfato
0,1 M conteniendo hidropirimidiné hidrolasa de higado
(Actividad total, 7500 micromoles/minuto; proteinas
totales, 11 g). Después de haber hecho burbujear nitrégeno
durante aproximadamente 30 minutos a través de la solu-
cidn mantenida a 30°C se adicionaron 192 g (1 mol) de
D, L 5-parahidroxi-fenil idantoina, mientras que el pH
se mantenia constante mediante adicifn continua de NaOH

4 M, Después de 20 horas, cuando el consumo de sosa habia

"llegado a 250 ml, se procedif al aislamiento de la D (-)

N-carbamil p-hidroxifenil glicina de manera anfloga a
la descrita en el Ejemplo 1.

El producto bruto obtenido se cristalizd de alcohol
etilico/n-hexano. Se obtuvieron de este mddo 152 ¢
(rendimiento 72 %) de producto>con las siguientes carac-
terfsticas: punto de fusisn 170°, [u] = -170° (C = 0,5 3
en agua/alcohol 50/50 v/V).

La estructura del producto fue confirmada por los
resultados del an8lisis elemental, los espectros I.R.,
N.M.R. y de masa, comparados con los datos de literatura
J. Eagles, W.M. Laird; E.C. Matais, Biochemical Journal
121, 425-430 (1971) Sup. Plub. No. SUP 50003. Annex 1,

Annex 2.
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EJEMPLO 3

Con 206 g {1 mol) de D, L 5 para-metoxi-fenil
idantoina se formé una suspensién en 10 litros de
tampén potasio fosfato 0,1 M pH 8,5 a 30°C conteniendo
hidropirimidina hidrolasa de higado.

(Actividad total, 7500 micromoles/minuto; proteinas
totales, 11 g).

El pH se mantuvo constante mediante adicidn continua
de NaOH 4 M.

Después de 20 horas, cuando se llegd a un consumo de
sosa de 250 ml, se interrumpif la reaccibén y se procedid
a la recuperacién de la D (~) N-carbamil para-metoxi fenil
glicina del modo descrito en el Ejemplo 1, con un rendi-
miento del 90 %. La estructura del producto fue confir-
mada por el andlisis elemental y por los espectros I.R.,
N.M.R. y de masa.

EJEMPLO 4

230 ml de solucidn de hidropirimidina hidrolasa de
higado conteniendo una actividad igual a 10800 micromoles/
minuto y 3,45 g de proteinas se adicionaron a 2,1 kg
de solucién de 150 g de t;iacétato de celulosa en cloruro
de metileno mantenida bajo eﬁérgica agitacibtn. La emul-
sifn asi obtenida se extrudid segfin la té&cnica descrita
en la Patente italiana NQ 836.462.

La fibra asi obtenida (300 g) se introdujo en forma
de una finica madeja en una columna de vidrio encamisada
(didmetro 8 cm, altura 60 cm) ancléndola a las dos

extremidades mediante dos sujeciones de acero inoxidable.
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La fibra fue sometida a lavados mediante reciclado de

4 litros de tampdn potasio fosfato 0,1 M pH 8,5 hasta
la desaparici6n de la actividad enzimdtica en solucibn,
(4 lavados durante 6 horas).

La columna conteniende la fibra fue entonces introdu-
cida en un circuito que comprendia una bomba peristdltica
para el reciclado de la mezcla de reaccidn y un reci-
piente encamisado provisto de un electrodo para el control
contiﬁuo del pH y de una via de adicién de NaOH 4 M
gobernada por un pH-stato. En el sistema se introdujexron
5 litros de tampén potasio fosfato 0,02 M pH 8,5 ¥y
176 g (1 mol) de D, L 5-fenil idantoina, mientras se ponfia
en funcidén la bomba para el reciclado de la mezcla de
reaccifn y el pH-stato para la adicién continua de la sosa.

Después de 6 horas, cuando el consumo de NaOH 4 M
habia llegado a 250 ml, se interrumpid la reaccién.

La mezcla de reaccibn se descargb. La fibra se lavd
con 4 litros de agua.

La mezcla de reacciéﬁ y las aguas de lavado de la
fibra se concentraron bajo vgcio hasta aproximadamente
3 litros, se enfriaron a 2°C y se trataron c0niHC1 6 N
hasta un pH 2,5. Después dg haberlo dejado reposar duran-
te 30', el precipitado fue recogido por filtracidn y
secado bajo vacio hasta un peso constante.

El producto obtenido, 180 g (93 %) resultd ser
D (-) N-carbamil fenil glicina (punto de fusién 200°C,

[«]20 = ~135° (C = 1 % en NH,OH 1 N).
S 4
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EJEMPLO 5

El mismo sistema descrito en el Ejemplo 4 se utilizé
para obtener la D (~) N-carbamil parahidroxi fenil glicina
de la D, L 5-parahidroxi fenil idantoina, salvo que el
recipiente encamisado se cerrd y se introdujo en &l una
via para el nitrdgeno.

De 192 g (1 mol) de D, L 5~-parahidroxi fenil idantoina
se obtuvieron, después de 60 horas de reaccibn, del modoA
descrito en los ejemplos precedentes, 160 g (rendimien-
to 76'%) de D (~) N-carbamil parahidroxi fenil glicina;
(punto de fusién 200°, [«] ;O = -175° (C = 0,5 en alcohol/

agua 50/50 V/V).

- EJEMPLO 6

Utilizando el mismo sistema descrito en el Ejemplo 4,
de 206 g (1 mol) de D, L 5-parametoxi fenil idantoina
se obtuvieron 200 g (89 %) de D (-) N-carbamil parametoxi

fenil glicina.

EJEMPLO 7

Con 194 g (1 mol) de D (-) N-carbamil fenil glicina,
obtenidos del modo descrito en el Ejemplo 4, se formd una
suspensibn en 5 litros dé'agua. La suspensidén se llevd
a un pH 4 con solucidn saturada de Na2Cd3.

La suspensidn se dej6 hervir durante 8 horas mientras
que el pH, que ﬁendia a crecer, era de tanto en tanto
llevado de 5 a 4 mediante adicibn de Amberlite I.R.

120 (7).
(La adicién total fue de 400 ml de resina).

Después se separd la solucién caliente de la resina,
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se concentrd bajo vacio hasta 1 litro, se enfrid y se tratd

con HCl 6 N hasta un pH 2.

El cristal obtenido se separ® por filtracibn, se lavd
con agua y se secd bajo vacio hasta un peso constante.

Se obtuvieron de este modo 88 g (0,45 moles) de
D (~) N-carbamil fenil glicina (Eu]D = -136,9°).

De las aguas de cristalizaci6n de este producto,
llevadas a un pH 6 y'concgntradas bajo vacic, se obtu-
vieron 70 g (0,46 moles) de D (-) fenil glicina;

([o(]zo = -154°, C = 1 % en HCL 1 N).
D
La estructura del producto fue confirmada por el

andlisis elemental y por los espectros I.R., N.M.R. ©

de masa.

EJEMPLO 8

De manera anidloga a cuanto se ha descrito en el
Ejemplo 7, pero llevando a cabo la reaccidn en atmdsfera
de nitr6geno, se obtuvieron de 210 g (1 mol) de D (-)
N~-carbamil parahidroxi fenil glicina, después de 9 horas
de ebullicién, 67 g (40 %) de D (~) parahidroxi fenil
glicina ([o(]D = -154°, ¢ = 0,5 % en HCl 1N).

La D (~) N-carbamil parahidroxi fenil glicina no
hidrolizada resultd ser de 100 g (47 %) y con [;{];0 = =175°
(C = 0,5 % en etanol/agua 50/50 V/V). )
EJEMPLO 9
- Del modo descrito en el Ejemplo 7 se obtuvieron,

de 224 g (1 mol) de D (~) N-carbamil parametoxi fenil

glicina, obtenida seglin se ha descrito en el Ejemplo 3,



11

80 g (44 %) de D (-) parametoxi fenil glicina.

Descrita suficientemente la naturaleza del invento,
asi como la manera de ponerlo en préctica, se hace constar
que todo cuanto no altere, cambie o modifique su principio
fundamental pﬁede quedar sometido a variaciones de detalle,
siendo lo esencial y por lo que se solicita Patente de

Introduccidn, por diez afios, lo que queda resumido en las

siguientes reivindicaciones:
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REIVINDICACIONES

12.- Procedimiento para la preparacidén de D-carbamil-
aminodcidos y de los correspondientes D-aminodcidos,
caracterizado porque se someten a hidr6lisis enzimitica

compuestos de la férmula

CO —NH

RS TN
CH -

“\NH— CO

en la cual X representa OH, radicales hidrocarbfiricos
haldgenos, alcoxilicos, -NOz, carboxilicos, a un pH
comprendido entre 8 y 9, y después se hidroliza hasta

su ebullicién el carbamil-aminodcido obtenido.

22, - Procedimiento segfin la reivindicacidn prece-
dente, caracterizado porque la reacdcién de hidrélisis

enzimdtica se lleva a cabo a una temperatura compren-

dida entre 10 y 70°C.

a PRI . . N
3=,- Procedimiento segfin las reivindicaciones
precedentes, caracterizado porque como enzima se elige

la hidropirimidina hidrolasa de higado de ternera.

42.- PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE
D-CARBAMIL~AMINOACIDOS ¥ DE LOS CORRESPONDIENTES

D-AMINOACIDOS,

tal y.como queda descrito y reivindicado en la presente
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memoria que consta de trece hojas mecanografiadas

sola cara.
BARCELONA, 10 de Junio de 1977.

SNAMPROGETTI S.p.A.
P.P.

J. M. GOMEZ-ACEBO Y POMBO

p. p. Fdous J, M. Valenttn-Ferntindez
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