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Zpusob Cisténi kyseliny carglumové a intermediat tohoto zptisobu

Oblast techniky

Predkladany vynalez spada do oblasti organické chemic a tyka se zpusobu pripravy kyseliny
carglumové¢ a meziproduktu tohoto zpusobu.

Dosavadni stav techniky

Je znamo velké mnozZstvi patenti a publikaci, které se touto latkou zabyvaji. VétSina z nich vSak
se¢ zabyva biologickou aktivitou. Kyselina carglumova a jeji biologicka aktivita byla poprvé
popsana v roce 1952 v publikaci Grisolia S. et al.: J. Biological Chem. 1952, 198, 561-71. Pfiprava
jejiho deuterovaného analogu byla popsana pozd¢ji v ¢lanku Grisolia S. et al.: J. Biological Chem.
1954, 210, 109-17, kdy bylo vyuzito metodiky popsané pro podobnou latku ve stati Nyc J. et al
J Am. Chem. Soc. 1947, 69,1382. Tyto prace se Cisténim surového produktu ani jeho detailni
analyzou nezabyvaji.

Syntéza je popsana v nov¢jsim dokumentu CN108484448 A. Je vyuzZivana reakce kyanatanu
s kyselinou glutamovou ve vod¢ pfi pH 11 az 13 podle schématu 1.

Hooc\\/\/COOH CNO ; H,0 HOOC\//\\/,COOH
NH; HN._NH,
O
Schéma 1

Cistota vysledného produktu je 92 %. Produkt se &isti krystalizacemi a srazenim jako v pedchozim
pripad€. Purifikace presrazovanim a krystalizacemi je popsana i ve spise CN 108017561 A.
Presrazovani produktu pomoci kyseliny sirové a ziskavani vysoce Cist¢ho produktu 99 % je
popsano 1 v dokumentu CN 107033035 A. Velmi podobny postup s pfesnéjSim profilem teplot je
popsan i ve spisech CN 105601542 A, CN 102942506 A aCN 101168518 A. Syntéza v prutoném
reaktoru je pak popsanai v dal§im dokumentu CN 103980163 A, ktery se ovSem ¢isténim produktu
nezabyva. Priprava latky byla popsana pred mnoha desitkami let.

V dnesni dob¢ se vyuzivaji prakticky totozné postupy, pouze detailnéji popisované. StarsSi prace
Cistotu latky vubec nefesi, u nov¢jSich praci je popisovano prakticky pouze presrazeni, pouZziti
ruznych kyselin a vliv pH, coz je popsano v dokumentu CN 107033035 A nebo CN 105601542 A.
Cistota dosahovana témito postupy je maximalné 99 %. Takovéto zbozi je ale neprodejné, protoze
opakovanim této procedury, coZ je naroCné na ¢as a spotfebované energie, dale roste mnozstvi
odpadu a soucasné se snizuje vytézek.

Cilem predkladaného vynalezu je predlozit postup pripravy kyseliny carglumové ve vysoké Cistoté
jednoduchym a levnym postupem.

Podstata vynalezu

Stanoveného cile je dosazeno vynalezem, kterym je zpusob ziskavani kyseliny carglumove¢, latky
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vzorce I,

\\H/NH2

O
@,

kdy je surova kyselina carglumova rozpusténa v dimethylsulfoxidu, tedy zkratkou DMSO, za
vzniku solvatu kyseliny carglumové s dimethylsulfoxidem. Ke vzniklému roztoku je nasledné
pfidano srazeci rozpoustédlo, ve kterém je solvat kyseliny carglumové s dimethylsulfoxidem
nerozpustny, ¢imZz dojde ke zpétnému vysrazeni solvatu kyseliny carglumové s
dimethylsulfoxidem. Vysrazeny solvat kyseliny carglumové s dimethylsulfoxidem se izoluje a
z n€j je nasledné uvolnéna kyselina carglumova pusobenim vody nebo smési vody a organické ¢i
mineralni kyseliny o vysledném pH reakéni smési v rozmezi 5 az 7. Solvat je charakterizovan NMR
dle obr. 1 a2 a rentgenovym praskovym difraktogramem podle obr. 3. Surova kyselina carglumova
vzorce I byla pripravena reakci sodné soli kyseliny glutamové s kyanatantem draselnym podle
schématu 2.

H?OOC\E/,-‘\\/.COO Na 1. KOCN, HZO, 70°C HOOC\E’/*’\./COOH
NHg 2. HCl konc., 0-5°C NH _NH,

¢ H2O T(

0
@)

Schéma 2

Ve vyhodném provedeni je solvat kyseliny carglumové s dimethylsulfoxidem izolovan za chladu
a jako rozpoustédlo k jeho vysrazeni je pouzit acetonitril nebo neutralni organické rozpoustédlo
s relativni permitivitou v rozmezi 2,1 az 29.

Dale je vyhodné, kdyZ je uvolnéni kyseliny carglumové z jejiho solvatu s dimethylsulfoxidem
provadéno vodou za horka s pfidavkem rozpoustédla vybraného ze skupiny aceton,
tetrahydrofuran, methanol, ethanol, I-propanol, 2-propanol, acetonitril, formamid,
dimethylformamid, dimethylacetamid, N-methylpyrrolidon pfipadné jejich smési.

V dal$im vyhodném provedeni je roztok vznikly za horka smisenim solvatu kyseliny carglumové
s dimethylsulfoxidem a rozpoustédla dale docistén pfidanim aktivniho uhli a jeho naslednym
odseparovanim. Po ochlazeni se z roztoku uvoliiuje ¢ista kyselina carglumova vzorce 1, ktera je
nasledn¢ separovana napriklad filtraci ¢i odstfed’ovanim a dale je vysuSena.

Podstatou vynalezu je rovn¢z meziprodukt vySe popsaného zpusobu ziskavani kyseliny
carglumové, kterym je solvat kyseliny carglumové s dimethylsulfoxidem charakterizovany NMR
dle obr. 1 a 2 a rentgenovym praskovym difraktogramem dle obr. 3 s maximy pii 36,088; 35,309;
34.866; 31,464; 30,129; 28,865, 27,913; 27,44; 25,838; 24,427, 24216; 23,654, 22,478; 21,88,
20,607; 19,328; 18,855; 18,562; 17,812; 17,399; 14,929; 11,593; 7,44° dvé-theta.

Predkladanym vynalezem se dosahuje nového a vysSiho ucinku v tom, Ze ve smésich
dimethylsulfoxidu s vyse uvedenymi rozpoustédly je solvat kyseliny carglumové s DMSO malo
rozpustny, naopak jsou v nich velmi dobfe rozpustné necistoty a doprovodné latky, které zustavaji
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v matecnych louzich. Solvat se da dale rozpustit ve vodé€, pripadné jeji smési s vyse uvedenymi
rozpoustédly a v této fazi je mozné ho dale docistit filtraci s vhodnym absorbentem jako je
napiiklad aktivni uhli. Vyuziti solvatu kyseliny carglumové s DMSO je vyhodné, predevsim diky
jednoduchosti provedeni, vysokym vytézkim 1 Cistici mohutnosti.

Nasledné popsané priklady konkrétnich provedeni v zadném pfipadé neomezuji rozsah ochrany
uvedeny v definici, ale jen objasiuji podstatu vynalezu.

Objasnéni vvkresu

Obrazek 1 je '"H-NMR solvatu kyseliny carglumové s dimethylsulfoxidem
Obrazek 2 je C-NMR solvatu kyseliny carglumové s dimethylsulfoxidem
Obrazek 3 je Rentgenovy praskovy difraktogram solvatu kyseliny carglumové s

dimethylsulfoxidem

Priklady uskuteénéni vynalezu

Priklad 1

Do trojhrdl¢ bariky 250 ml opatfené magnetickym michadlem, teplomérem a vzdusnym chladicem
byl navaZzen monohydrat glutamanu sodn¢ho (37,4 g, 200 mmol), odméfena voda (100 ml) a
navazen kyanatan draselny (20 g, 246,5 mmol). Michana suspenze byla vyhrata na 70 °C a tato
teplota byla udrZzovana po dobu 1 hodiny. Poté byl ¢iry roztok ochlazen na 0 °C a po kapkach
okyselen koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou (cca 38 ml) takovou rychlosti, aby teplota
nepresahla 3 °C. Pri této teploté byla suspenze zfiltrovana. Filtracni kola¢ byl dukladné promyty
ledovou vodou (3% 50 ml), acetonem pokojové teploty (3x 30 ml) a vysuSen za vakua pfi 35 °C.
Vaha surov¢ kyseliny carglumové (bily prasek) po vysuseni: 28,5 g (75 %), s HPLC istotou 95 %.

Priklad 2

Do 250ml trojhrdlé banky opatfené michadlem, teplomérem, zpétnym chladi¢em a prikapavackou
byl navazen surovy produkt z pfikladu 1 (28,5 g) a odméfen DMSO (42 ml). Suspenze byla zahtata
na 90 °C do rozpusténi pevné latky, topeni bylo odstaveno, do zpétného chladi¢e byla vpusténa
chladici voda a prikapavackou byl k roztoku béhem deseti minut prikapan aceton (185 ml). Vznikla
suspenze byla ochlazena na 5 °C, zfiltrovana, filtraéni kola¢ byl promyty acetonem pokojové
teploty (3% 30 ml) a vysusen za vakua pri 35 °C. Takto bylo ziskano 35,6 g bilych krystalu, které
jsou podle NMR a HPLC analyzy solvat kyseliny carglumové s DMSO. Teplota tani solvatu je 112
az 114 °C.

Priklad 3

Surovy produkt z prikladu 1 byl zpracovan postupem shodnym jako v prikladu 2 s rozdilem, Ze
k roztoku byl misto acetonu pridan Et;O. Byl ziskan bily krystalicky solvat kyseliny carglumoveé
s DMSO ve vytézku 33,5 g.

Priklad 4

Surovy produkt z prikladu 1 byl zpracovan postupem shodnym jako v prikladu 2 s rozdilem, Ze

k roztoku byl misto acetonu pfidan AcOEt. Byl ziskan bily krystalicky solvat kyseliny carglumoveé
s DMSO ve vytézku 36,2 g
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Priklad 5

Surovy produkt z prikladu 1 byl zpracovan postupem shodnym jako v prikladu 2 s rozdilem, Ze
k roztoku byl misto acetonu pfidan toluen. Byl ziskan bily krystalicky solvat kyseliny
carglumové DMSO ve vytézku 36 g.

Priklad 6

Surovy produkt z prikladu 1 byl zpracovan postupem shodnym jako v prikladu 2 s rozdilem, Ze
k roztoku byl misto acetonu pifidan cyklohexanon. Byl ziskan bily krystalicky solvat kyseliny
carglumové s DMSO ve vytézku 33 g.

Priklad 7

Surovy produkt z prikladu 1 byl zpracovan postupem shodnym jako v prikladu 2 s rozdilem, Ze
k roztoku byl misto acetonu pfidan acetonitril. Byl ziskan bily krystalicky solvat kyseliny
carglumové s DMSO ve vytézku 34 g.

Priklad 8

Surovy produkt z prikladu 1 byl zpracovan postupem shodnym jako v prikladu 2 s rozdilem, Ze
k roztoku byl misto acetonu pridan dichlorethan. Byl ziskan bily krystalicky solvat kyseliny
carglumové s DMSO ve vytézku 36,0 g.

Priklad 9

Krystaly solvatu kyseliny carglumové s DMSO (35,6 g) byly rozpustény za horka ve
sm¢si destilované vody (106 ml) a acetonu (10,8 ml). K roztoku bylo pfidano aktivni uhli (1,2 g) a
po péti minutach byl roztok zfiltrovan pres sklenény filtr. Filtrat byl ochlazen na 40 °C a naockovan
pfi vypnutém michani. Jakmile doSlo k narastu jehlicovych krystalku, bylo spusténo mimeé
michani. Teplota suspenze se nechala samovolné klesnout na 25 °C a poté byla ochlazena vodou a
ledem na 0 az 5 °C. Po hodiné michani pii této teploté byla suspenze zfiltrovana a promyta ledovou
destilovanou vodou (3x 20 ml) a acetonem pokojové teploty (3x 30 ml). Bylo ziskano 213 g
kyseliny carglumové coz odpovida celkovému vytézku 56 %. HPLC cistota byla 99,97 %, teplota
tani takto pripravené latky byla 176 az 178 °C.

Priklad 10

Solvat kyseliny carglumové s DMSO z prikladu 2, byl zpracovan postupem shodnym s postupem
uvedenym v prikladu 9 s tim rozdilem, Ze k reakéni smési byl misto acetonu pridan THF. Celkovy
vytézek kyseliny carglumové na vychozi glutaman sodny byl 50 %, HPLC cistota 99,94 %.

Priklad 11

Solvat kyseliny carglumové s DMSO z prikladu 2, byl zpracovan postupem shodnym s postupem
uvedenym v prikladu 9 s tim rozdilem, Ze k reakéni smési byl misto acetonu pifidan acetonitril.
Celkovy vytézek kyseliny carglumové na vychozi glutaman sodny byl 55 %, HPLC Cdistota
99,91 %.

Priklad 12

Solvat kyseliny carglumové s DMSO z prikladu 2, byl zpracovan postupem shodnym s postupem
uvedenym v prikladu 9 stim rozdilem, Ze k reakéni smési byl misto acetonu pfidan ethanol.
Celkovy vytézek kyseliny carglumové na vychozi glutaman sodny byl 49 %, HPLC Cdistota
99,98 %.
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Priklad 13

Solvat kyseliny carglumové s DMSO z prikladu 2, byl zpracovan postupem shodnym s postupem
uvedenym v prikladu 9 stim rozdilem, Ze kreakéni smési byl misto acetonu pridan
dimethylformamid. Celkovy vytézek kyseliny carglumové na vychozi glutaman sodny byl 49 %,
HPLC distota 99,98 %.

Priklad 14
Solvat kyseliny carglumové s DMSO z prikladu 2, byl zpracovan postupem shodnym s postupem

uvedenym v piikladu 9 s tim rozdilem, Ze k reakéni smési byl misto acetonu pfidan 2-propanol.
Celkovy vytézek kyseliny carglumové na vychozi glutaman sodny byl 54 %, HPLC Cistota 99,9 %.

Prumyslova vyuzitelnost

Vynalez je vyuzitelny ve farmaceutickém prumyslu pfi pfipravé vyznamnych 1é¢ivych pripravka
na bazi kyseliny carglumovg¢.
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob Cisténi kyseliny carglumoveé, latky vzorce 1,
HOOC COOH
\H/NHZ

0
@),

Z s

H

vyznacujici se tim, ze zahruje kroky

a. rozpusténi kyseliny carglumové v dimethylsulfoxidu,

b. pfidani srazeciho rozpoustédla,

c. izolaci vylouc¢eného solvatu kyseliny carglumové s dimethylsulfoxidem,

d. uvolnéni kyseliny carglumové ze solvatu pusobenim vody a organického rozpoustédla.

2. Zpusob podle naroku 1 vyznacujici se tim, Ze jako srazeci rozpoustédlo se pouZzije acetonitril
nebo neutralni organické rozpoustédlo s relativni permitivitou v rozmezi 2,1 az 29.

3. Zpusob podle naroku 2, vyznadujici se tim, Ze se jako srazeci rozpoustédlo pouzije aceton.

4. Zpusob podle naroku 1, vyznacujici se tim, ze izolovany solvat kyseliny carglumové s
dimethylsulfoxidem je zahfevem ve vodé a vhodném rozpoustédle pfeveden do roztoku, je pridano
aktivni uhli, nasledné je aktivni uhli odseparovano a poté je ziskany filtrat ochlazen a vyloucena
kyselina carglumova je nasledné izolovana.

5. Zpusob podle naroku 4, vyznalujici se tim, ze s¢ jako vhodné rozpoustédlo pouzije
rozpoustédlo vybrané ze skupiny aceton, tetrahydrofuran, methanol, ethanol, 1-propanol, 2-
propanol, acetonitril, formamid, N,N-dimethylformamid, N N-dimethylacetamid, N-
methylpyrrolidon nebo jejich smés.

6. Zpusob podle naroku 5, vyznacujici se tim, Ze se jako rozpoustédlo vyuzije aceton.

7. Solvat kyseliny carglumové s dimethylsulfoxidem charakterizovany rentgenovym praskovym
difraktogramem s maximy pri 36,088; 35,309; 34,866; 31,464; 30,129; 28,865; 27,913, 27,44,
25,838, 24,427, 24,216, 23,654, 22.478; 21,88; 20,607, 19,328, 18,855; 18,562; 17,812; 17,399;
14,929; 11,593; 7,44° dvé-theta.

3 vykresy
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Obr. 1 'H NMR solvatu kyseliny carglumové a dimethylsulfoxidu
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Obr. 2 3C NMR solvatu kyseliny carglumové a dimethylsulfoxidu
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Obr. 3 Rentgenovy praskovy difraktogram solvatu kyseliny carglumové a dimethylsulfoxidu
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