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Sposéb wytwarzania N-tiokarboksybezwodnika kwasu L-asparaginowego

Przedmiotem wynalazku jest sposob wytwarzania N-tiokarboksybezwodnika kwasu L-
asparaginowego, pOlproduktu uzytecznego do syntezy peptydow. W szczegdlnosci, N-
tiokarboksybezwodnik kwasu L-asparaginowego stosuje si¢ w reakcji z nizszymi estrami
alkilowymi L-fenyloalaniny i otrzymuje si¢ w ten sposob nizsze estry alkilowe L-asparaginylo-L-
fenyloalaniny, uzyteczne jako silne $rodki stodzace do produktéw zywnosciowych i napojoéw.
Szczegblnie korzystny jako §rodek stodzacy jest ester metylowy.

Wytwarzanie N-tiokarboksybezwodnik6w aminokwaséw zostato opisane w J. Org. Chem. 36,
49 (1971). Jedna z interesujacych metod jest reakcja N-alkoksytiokarbonyloaminokwasu z tr6jha-
logenkiem fosforu. Aby mozna bylo stosowaé N-tiokarboksybezwodnik kwasu L-asparaginowego
jako pétprodukt do wytwarzania nizszych estrow alkilowych L-asparaginylo-L-fenyloalaniny
przeznaczonych dla produktéw zywnoSciowych, trzeba go méc otrzymac w stanie czystym zdobra
wydajnoscia.

W znanych sposobach wytwarzania pochodnych aminokwasow jako rozpuszczalniki stosuje
si¢ zwykle benzen, ster lub esterowodorofuran. W sposobie wytwarzania N-tiokarboksybezwodni-
ka kwasu L-asparaginowego z kwasu N-alkoksytiokarbonylo-L-asparaginowego nie mozna stoso-
waé benzenu jako rozpuszczalnika, poniewaz wyjsciowa pochodna aminokwasu nie rozpuszcza si¢
w benzenie. Pozostate dwa rozpuszczalniki maja réwniez pewne wady. W esterowodorofuranie
rozpuszcza si¢ bardzo dobrze wyjsciowy kwas N-alkoksytiokarbonylo-L-asparaginowy, ale i pro-
dukt, czyli N-tiokarboksybezwodnik kwasu L-asparaginowego. W zwiazku z tym, otrzymanego
produktu nie mozna atwo wyodr¢bni¢ z roztworu w esterowodorofuranie, a odparowywanie
rozpuszczalnika daje produkt mocno zanieczyszczony. Eter stosowany rowniez jako rozpuszczal-
nik nie moze by¢ jednak uzywany w skali przemystowej ze wzglgdu na palnos¢ i fatwos¢ eksplodo-
wania. Wady te dyskwalifikujg eter jako rozpuszczalnik, mimo, Zze posiada on dogodna
charakterystyk¢ rozpuszczalnosci zard6wno wobec substancji wyjsciowej jak i produktu.

Wymienione wady znanych rozpuszczalnikow reakcji sktonity do poszukiwan lepszego rozpu-
szczalnika, ktéry zgodnie z potrzebami, pozwoli na otrzymanie czystego produktu z wysoka
wydajnoscia.
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W toku badan stwierdzono, ze rézne pochodne aminokwaséw maja rézne charakterystyki
rozpuszczalnosci, zalezne od wielu czynnikéw, takich jak cigzar czasteczkowy, obecno$¢ grup
funkcyjnych i podobne, uzyteczno$é jednego rozpuszczalnika do wytwarzania okre§lonego N-
tiokarboksybezwodnika aminokwasu nie stanowi wystarczajacej wskazowki, ze bedzie on odpo-
wiedni do wytwarzania innych pochodnych. Nalezy podkresli¢ wyjatkowa strukturg
N-tiokarboksybezwodnika kwasu L-asparaginowego w stosunku do N-tiokarboksybezwodnikow
kwasowych, poniewaz posiada on grupg B-karboksylowg stwierdzono, ze jeicli reakcj¢ kwasu
N-alkoksytiokarbonylo-L-asparaginowego z tréjhalogenkiem fosforu prowadzi si¢ w octanie niz-
szego alkilu, to N-tiokarboksybezwodnik kwasu L-asparaginowego wypada z roztworu podczas
reakcji i moze by¢ tatwo i z dobra wydajnoscia odyzyskiwany w bardzo czystej postaci, bez
koniecznosci dalszego rozdzielania i oczyszczania.

Stwierdzenie, 7e octany alkilowe sa odpowiednimi rozpuszczalnikami reakcji kwasu N-
alkoksytiokarbonylo-L-asparaginowego z trojhalogenkiem fosforu byto ztamaniem pewnych utar-
tych sposobéw myslenia, gdyz zwykle jako rozpuszczalniki stosuje si¢ substancje pozbawione
reaktywnych grup funkcyjnych.

W sposobie wedtug wynalazku zastosowano z korzy$cig rozpuszczalnik posiadajacy estrowa
grupg funkcyjna, chociaz zanim przeprowadzono doswiadczenia nie byto wiadomo, czy grupa ta
pozostanie trwala w warunkach reakc;ji (literatura dotyczaca przedmiotu nie zawiera informacji na
ten temat), ani czy badany rozpuszczalnik spetni stawiane mu wymagania, tj. czy bgdzie dobrym
rozpuszczalnikiem dla zwigzkéw wyj$ciowych stosowanych w reakcji a ztym, powodujacym wytra-
cenie, dla wytwarzanego produktu.

Sposéb wedlug wynalazku polega na tym, ze N-tiokarboksybezwodnik kwasu L-
asparaginowego otrzymuje si¢ w reakcji, w ktorej 0,75-1,25 molarny roztwoér kwasu N-
alkoksytiokarbonylo-L-asparaginowego o 1-3 atomach weggla w grupie alkoksylowej, w octanie
alkilu o 1-4 atomach wegla w grupie alkilowej, poddaje si¢ reakcji z tréjhalogenkiem fosforu, takim
jak tréjbromek fosforu lub tréjchlorek fosforu, w temperaturze od 10°C do 50°C, korzystnie
20-40°C, a nastgpnie wyodrgbnia si¢ otrzymany staly N-tiokarboksybezwodnik kwasu L-
asparaginowego. Korzystnymi octanami nizszego alkilu sg octan etylu i octan metylu, najbardziej
korzystny jest octan etylu.

Zaleta sposobu wedlug wynalazku w stosunku do znanego sposobu wytwarzania N-
tiokarboksybezwodnika kwasu L-asparaginowego jest duza czysto$¢ otrzymanego produktu, co
jest bardzo wazne ze wzglgdu na stosowanie go w produktach zywnosciowych, a ponadto wysoka
wydajnos¢. Wydajno$é procesu prowadzonego sposobem wedtug wynalazku wynosi zwykle
72-95%, a tylko w niektorych przypadkach jest nizsza, gdyz wynosi 65 lub 63%. Nawet te nizsze
wydajnosci procesu sa takie same albo wyzsze niz wydajnosci uzyskiwane znanym sposobem, w
ktorym otrzymany produkt byl znacznie bardziej zanieczyszczony.

N-tiokarboksybezwodnik kwasu L-asparaginowego o wzorze 1 otrzymuje si¢ w reakcji kwasu
N-alkoksykarbonylo-L-asparaginowego o 1-3 atomach wggla w grupie alkoksylowej o wzorze 2, w
ktéorym alkoksyl jest etoksylem, z takim tréjhalogenkiem fosforu, jak tréjbromek lub tréjchlorek
fosforu, prowadzonej zgodnie ze schematem na rysunku.

Kwas N-alkoksytiokarbonylo-L-asparaginowy otrzymuje si¢ fatwo znanymi sposobami, np.
w reakcji kwasu L-asparaginowego z odpowiednim alkiloksantogenianem metylu. Korzystnymi
kwasami N-alkoksytiokarbonylo-L-asparaginowymi sag pochodne metoksylowa i etoksylowa.

Reakcj¢ kwasu N-alkoksytiokarbonylo-L-asparaginowego z tréjhalogenkiem fosforu prowa-
dzi si¢ w octanie alkilu, w ktérym grupa alkilowa ma 1-4 atom6w wggla, korzystnie w octanie etylu
lub octanie metylu, a najbardziej korzystnie w octanie etylu. Octan alkilu stosuje si¢ w takiej ilosci,
by uzyska¢ poczatkowe stg¢zenie kwasu N-alkoksytiokarbonylo-L-asparaginowego 0,75-1,25
molarnego, korzystnie 1,0-1,25 molarnego. Kwas N-alkoksytiokarbonylo-L-asparaginowy i troj-
halogenek fosforu sa rozpuszczalne w octanie alkilu, natomiast wytwarzany N-tiokarboksybezwo-
dnik kwasu L-asparaginowego jest w nim praktycznie nierozpuszczalny i wypada z roztworu w
bardzo czystej postaci, natychmiast po jego powstaniu podczas reakgcji.

W wyniku stosowania jako rozpuszczalnikdw octanéw alkilowych uzyskuje si¢ ulepszony,
bardziej ekonomiczny i prosty proces otrzymywania z wysokg wydajnoscig czystego N-tiokarbo-
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ksybezwodnika kwasu L-asparaginowego. Nie zachodzi tutaj potrzeba stosowania skomplikowa-
nych metod wyodrgbniania i oczyszczania jak to ma miejsce w przypadku innych rozpuszczalni-
kéw, w ktorych N-tiokarboksybezwodnik kwasu L-asparaginowego jest bardziej rozpuszczalny.

Ponadto, octany alkilowe sa odpowiednie do stosowania w produkcji przemystowej na wielka
skalg¢ N-tiokarboksybezwodnika kwasu L-asparaginowego. Unika si¢ wtedy problemow zwigza-
nych ze stosowaniem bardziej lotnych rozpuszczalnikdw, takich jak eter dwuetylowy.

Jako tréjhalogenek fosforu stosuje si¢ trojchlorek fosforu lub tréjbromek fosforu, korzystnie
trdjbromek, w ilosci 0,3-0,5 mola na jeden mol kwasu N-kalkoksytiokarbonylo-L-
asparaginowego. Korzystnie stosuje si¢ 0,33-0,4 mola trojhalogenku fosforu. Reakcj¢ prowadzi si¢
na og6t w temperaturze od -10°C do 50°C, korzystnie od 20°C do 40°C. Czas trwania reakcji zalezy
od temperatury i wynosi na ogét od 5 minut do 1 godziny.

N-tiokarboksybezwodnik kwasu L-asparaginowego jest praktycznie nierozpuszczalny w octa-
nie alkilu i wypada z roztworu natychmiast po wytworzeniu si¢ w reakcji. Tak wigc, pozadany
produkt mozna fatwo wyodrebniaé w stalej czystej postaci, np. droga odsaczenia, korzystnie po
ochtodzeniu mieszaniny reakcyjnej do temperatury od -10°Cdo 5°C.

Otrzymany N-tiokarboksybezwodnik kwasu L-asparaginowego mozna stosowa¢ bezposred-
nio bez dalszego oczyszczania do syntezy peptydow, np. do otrzymywania nizszych estréw alkilo-
wych L-asparaginylo-L-fenyloalininy uzytecznych jako Srodki stodzace, poddajac go reakcji z
nizszymi estrami alkilowymi L-fenyloalaniny. Reakcj¢ sprz¢gania aminokwaséw prowadzi si¢ na
ogot przy wartoSci pH 8-10, korzystnie 9, w zakresie temperatur —-10°C—40°C, korzystnie w
temperaturze 0-10°C. Otrzymana pochodna dwupeptydowa N-tiokarboksybezwodnika prze-
ksztalca si¢ nastgpnie w pozadany nizszy ester alkilowy L-asparaginylo-L-fenyloalaniny, doprowa-
dzajac warto$¢ pH mieszaniny reakcyjnej 2-6, korzystnie 4,5-5,5.

Sposob wedtug wynalazku jest ilustrowany ponizszymi przyktadami.

Przyktad I. 19.95g (0,150 mola) kwasu L-asparaginowego zawieszono w temperaturze 0°C
w 15ml wody i nast¢pnie wkraplano podczas mieszania 50% roztwér wodorotlenku sodowego
(24 g, 0,30 mola). Nastepnie dodano jednorazowo 22,44 g (0,165 mola) etyloksantogenianu metylu
w 15ml metanolu. Calo$¢ ogrzewano w ciagu 2 godzin w temperaturze 45°C, ochtodzono do
temperatury pokojowej i przemyto dwoma porcjami chlorku etylenu. Warstwg wodng zakwaszono
st¢zonym kwasem solnym w temperaturze 0°C, po czym roztwdr wysycono chlorkiem sodowym i
ekstrahowano dwiema porcjami octanu magnezu i odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem.
Otrzymano 29,4 g (89%) biatego krystalicznego kwasu N-etoksytiokarbonylo-L-asparaginowego o
temperaturze topnienia 133°C.

Widmo NMR (DMSO-d¢)é:1,23 (t, 3H, J=7Hz), 2,67 (d, 2H, J=6Hz), 4,37 (q, 2H,
J=7Hz), 4,93 (dt, | H, J=6 18 Hz), 9,26 (d, | H, J=8 Hz).

Przyktad II. Do 50% roztworu zawierajacego 350,9 g (8,58 mola) wodorotlenku sodowego
dodano porcjami podczas mieszania w temperaturze 0°C 571g (4,29 mola) kwasu L-
asparaginowego, a nastgpnie tak szybko jak to bylo mozliwe 550 g (4,51 mola) metyloksantoge-
nianu metylu w 405 ml metanolu. Cato§¢ ogrzewano w ciagu 1,5 godziny w temperaturze 45°C,
ochtodzono do pokojowej temperatury i przemyto dwoma porcjami chlorku metylenu. Chlorek
metylenu odrzucono, a faz¢ wodng zakwaszono st¢zonym kwasem solnym w temperaturze 0°C.
Roztwér ekstrahowano trzema porcjami octanu etylu. Potaczone ekstrakty octanowe przemyto
solankg 1 suszono bezwodnym siarczanem magnezu, po czym odparowano rozpuszczalnik pod
zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymano oleisty z6ity produkt krystalizujacy po dodaniu chlorku
etylenu i n-heksanu. Po odsaczeniu, przemyciu n-heksanem i wysuszeniu otrzymano 420 g (47%)
kwasu N-metoksytiokarbonylo-L-asparaginowego o temperaturze topnienia 128-130°C.

Widmo NMR (DMSO-dg) é: 2,73 (d, 2H, J=6Hz), 3,63(s,3 H),4,43(dt,1 H,J=6Hzi 8 Hz),
6,63 (d, 1 H, J=8Hz2).

Widmo IR (KBr): 1715, 1515cm™.

Przyktad III 207,0 g (1,00 mol) kwasu N-metoksytiokarbonylo-L-asparaginowego rozpu-
szczono w 1200 octanu etylu w temperaturze 0°C i dodano jednorazowo do roztworu 47 ml (0,50
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mola) tr6jbromku fostoru. Lazni¢ chtodzaca usunigto i pozwolono, by temperatura samorzutnie
doszta do 35°C. Roztwor mieszano w ciggu 10 minut. Wytracit si¢ osad w postaci biatych granulek.
Mieszaning ochtodzono do temperatury 0-5°C, odsaczono osad i przemyto go malg ilodcig eteru
etvlowego, a nastgpnie wysuszono. Otrzymano 157,4g (90%) analitycznie czystego N-
tiokarboksybezwodnika kwasu L-asparaginowego o temperaturze topnienia 200-205°C (z rozkta-
dem) skrecalnosci whasciwej [a]*p=109,5° (c =1, czterowodorofuran).

Widmo IR (KBr): 3225, 1739, 1724, 1653 i 1399cm™".

Widmo NMR (DSMO-dy) 6: 2,83 (d,2H,J=5Hz),4,70(t, | H,J=5Hz), 9,23 (szerokis, 2 H).

Widmo masowe m/e: 175 /M'/,87160.

Przyktad IV. Do roztworu 4,14g (20 milimoli) kwasu N-metoksytiokarbonylo-L-
asparaginowego w 24 ml octanu metylu dodano w temperaturze 25°C jednorazowo 0,66 ml (7 mili-
moli) tréjbromku fosforu. Po uptywie 10 minut produkt wyodrebniono w sposob podany w
przykiadzie III. Otrzymano 2,51g (72%) czystego N-tiokarboksybezwodnika kwasu L-
asparaginowego identycznego pod wzglgdem wszystkich wiasciwosci fizycznych i spektralnych z
produktem z przykfadu III.

Przyktad V. Do roztworu 4,14g (20 milimoli) kwasu N-metoksytiokarbonylo-L-
asparaginowego w 24 ml octanu n-butylu dodano jednorazowo w temperaturze 25°C 0,66 ml (7 mi-
limoli) tréjbromku fosforu. Po uptywie 10 minut produkt izolowano w spos6b przedstawiony w
przyktadzie III. Otrzymano 3,10 g (89%) N-tiokarboksybezwodnika kwasu L-asparaginowego.

Przyktad VI. Stosujac postepowanie opisane w przyktadzie II1I, 4,14 g (20 milimoli) kwasu
N-metoksytiokarbonylo-L-asparaginowego poddano reakcji z 0,66 ml (7 milimoli) tr6jbromku
fosforu w 24ml octanu izopropylowego. Otrzymano N-tiokarboksybezwodnik kwasu L-
asparaginowego z 82% wydajnoscig.

Przyktad VII. Stosujac postgpowanie opisane w przyktadzie III 4,14 g (20 milimoli) kwasu
N-metoksytiokarbonylo-L-asparaginowego poddano reakcji z tr6jbromkiem fosforu w 24 ml
octanu IIl-rz-butylu. Otrzymano N-tiokarboksybezwodnik kwasu L-asparaginowego z 86%
wydajnoscia.

Przyktad VIII Stosujac postgpowanie opisane w przyktadzie IV, 2,21 g (10 milimoli) kwasu
N-etoksytiokarbonylo-L-asparaginowego poddano reakcji z 0,33 ml (3,5 milimola) tréjbromku
fosforu w 13,3ml octanu etylu. Otrzymano 1,61 g (92%) N-tiokarboksybezwodnika kwasu L-
asparaginowego.

Przyktad IX. Stosujac postgpowanie z przyktadu IV, 2,21g (10 milimoli) kwasu N-
etoksytiokarbonylo-L-asparaginowego poddano reakcji z 0,33 ml (3,5 milimola) tréjbromku fos-
foru w 83ml octanu etylu. Otrzymano 1,66g (95%) N-tiokarboksybezwodnika kwasu
L-asparaginowego.

Przyktad X. Stosujac post¢gpowanie z przyktadu IV, 2,21g (10 milimoli) kwasu N-
etoksytiokarbonylo-L-asparaginowego poddano reakcji z 0,33 ml (3,5 milimola) tréjbromku fos-
foru w 8,3ml octanu metylu. Otrzymano 1,62g (93%) N-tiokarboksybezwodnika kwasu
L-asparaginowego.

Przyktad XI. Stosujac postepowanie z przyktadu IV, 2,21g (10 milimoli) kwasu N-
etoksytiokarbonylo-L-asparaginowego poddano reakcji z 0,33 ml (3,5 milimola) tréjbromku fos-
foru w 8,3ml octanu n-propylu. Otrzymano 1,14g (65%) N-tiokarboksybezwodnika kwasu
L-asparaginowego.

Przyktad XII 108 g (0,50 mola) chlorowodorku estru metylowego L-fenyloalaniny rozpu-
szczono w temperaturze 0-5°C w 100 ml wody i warto$¢ pH roztworu doprowadzono do 9,0 za
pomoca 50% roztworu wodorotlenku sodowego. Do roztworu wodorotlenku sodowego dodano
porcjami podczas silnego mieszania 91,9 g (0,525 mola) N-tiokarboksybezwodnika kwasu L-
asparaginowego, utrzymujac warto$¢ pH na poziomie 8,9-9,1 za pomoca ewentualnego dodawania
50% roztworu wodorotlenku sodowego. Mieszanie i dodawanie roztworu wodorotlenku konty-
nuowano do ustabilizowania si¢ wartosci pH na poziomie 9,0 (okoto 60 minut). Wartos¢ pH
doprowadzono nastgpnie do 5,0-5,5 za pomoca 12 n kwasu solnego i dodano metanol w ilosci
umozliwiajacej dobre mieszanie. Wytracony osad odsaczono, przemyto malg iloscia lodowato
zimnej wody i suszono. Otrzymano 92g (63%) estru metylowego kwasu L-asparaginylo-L-
fenvloalaniny.
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Zastrzezenia patentowe

1. Sposdb wytwarzania N-tiokarboksybezwodnika kwasu L-asparaginowego polegajacy na
reakcji kwasu N-alkoksytiokarbonylo-L-asparaginowego o 1-3 atoméw wegla w grupie alkoksylo-
wej z trojbromkiem lub tréjchlorkiem fosforu w temperaturze od -10°C do 50°C, znamienny tym, ze
reakcji poddaje si¢ 0,75-1,25 molarny roztwor kwasu N-alkoksytiokarbonylo-L-asparaginowego
w octanie alkilu o 1-4 atoméw weggla w grupie alkilowej, a nastgpnie z roztworu wyodr¢bnia
wytworzony, staly N-tiokarboksybezwodnik kwasu L-asparaginowego.

2. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, Ze jako rozpuszczalnik stosuje si¢ octan etylu.

3. Spos6b wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Zze jako rozpuszczalnik stosuje si¢ octan metylu.

4. Sposdb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze reakcj¢ prowadzi si¢ w temperaturze 20-40°C.

5. Sposob wedtug zastrz. 1, albo 2, albo 3, albo 4, znamienny tym, ze jako kwas N-
alkoksytiokarbonylo-L-asparaginowy stosuje si¢ kwas N-metoksytiokarbonylo-L-asparaginowy
lub kwas N-etoksykarbonylo-L-asparaginowy.

6. Sposdb wedtug zastrz. 1,albo 2,albo 3, albo 4, znamienny tym, ze N-tiokarboksybezwodnik
kwasu L-asparaginowego wyodrgbnia si¢ przez odsaczenie roztworu w temperaturze od
-10°C do 5°C.
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