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Zpusob pfipravy hydrochloridu methylesteru a-L-
-asparagyl-L-fenylalaninu, pfi kterém
a) se formyluje kyselina L-asparagova v reakéni
smesi, obsahujici kyselinu mravenéi a acetanhydrid,
b) vznikly anhydrid N-formyl-«-L-asparagové kyseli-
ny se izolyje,
c) anhydrid N-formyl-«-L-asparagové kyseliny se ko-
puluje s L-fenylalaninem v pritomnosti rozpoustédla
pfi vhodné teploté,
d) vzniklé «,-N-formyl-L-asparagyl-L-fenylalaninové
isomery se deformyluji pfidanim chlorovodikové ky-
seliny,
e) z reakéni smési se odstrani zhytkova kyselina
octova a mravendi,
f) deformylované izomery se esterifikuji pridanim
tc¢inného mnozstvi methanolu, vody a chlorovodiko-
vé kyseliny do reakéni smeési za vzniku «- a -f-L-
-asparagyl-L-fenylalaninmethylesterhydrochloridu,
pricemz se «a-L-asparagyl-L-fenylalanin-
-methylesterhydrochlorid vysrazi, a
g) hydrochlorid methylesteru «-L-asparagyl-L-fenyl-
alaninu se izoluje,
pti¢emz se jako rozpoustédla v kopula¢nim stupni (c)
pouzivd smési kyseliny octové v dostate¢ném
mnoZstvi ke sniZeni viskozity reak¢ni smési, aby byla
tato reakéni smés michatelna, a dalsiho rozpoustédla
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Zpiisob piipravy hydrochloridu methylesteru a—L-asparagyl-1—fenylalaninu

Oblast techniky
Vynalez se tyka zpusobu pfipravy methylesterhydrochloridu a—(L—-asparagyl-L—fenylalaninu)

(0—APM(HCI)), kterého se pouziva k piipravé a—L-asparagyl-L—fenylalaninmethylesteru (o—
APM), coz je sladidlo, pfiblizné 200-krat slad$i neZ sacharoza.

Dosavadni stav techniky

Charakteristiky dipeptidu a—L-asparagyl-L—fenylalaninmethylester («—APM) umoziuji sladit
potraviny a napoje za pouZiti mnohem mensiho mnozstvi sladidla nez v pfipadé cukru. Tento
dipeptid tedy umoziiuje milionim spotfebitelt snizit jejich pfijem kalorii, aniz by se museli
ziikat sladkych pokrmi. Toto sladidlo také nema nepfijemné doznivani chuti, které je spojeno se
sacharinem a cyklamaty. Vynalez se také tyka zvySeni poméru APM/HCI a zpisobu vyroby
reakéni smési N-formyl-o—-L—asparagyl-L-fenylalaninu (FAP), majici michatelnou viskozitu.

o—APM neni novy a je popsan v americkém patentovém spise &islo 3 492131 (Schlatter, 1970).
Byly pak udéleny &etné jiné patenty na rizné zplsoby jeho vyroby avyroby pfibuznych
slou€enin a existuje ¢etna literatura o dipeptidech a jejich vyuZiti v primyslu nizkokalorickych
sladidel. Az dosud v3ak zpisoby ptipravy zahrnovaly nakladné procesy izolace a ziskani
produktu, coZ je samoziejme na ucet spotiebiteli.

o—L—asparagyl-L—fenylalaninmethylester je dipetid, sloZzeny v podstaté ze dvou aminokyselin,
z kyseliny L-asparagové a z L—fenylalaninu. Jiz uréitou dobu je zndmo, ze sladici charakteristiky
dipeptidu jsou =zavislé na stereochemii jednotlivych aminokyselin. Kazda zuvedenych
aminokyselin mize byt bud vD formé nebo vL formé azjistilo se, Ze L-asparagyl-L—
fenylalaninestery jsou sladké, zatim co odpovidajici D-D, D-L. a L-D isomery nejsou sladké.
Smési isomert, které obsahuji L-L dipeptid, DL—asparagyl-L—fenylalanin, L-asparagyl-DL—
fenylalanin a DL-asparagyl-DIL.—fenylalanin, jsou sladké, avsak jen polovi¢né sladké, jelikoz
racemat obsahuje 1/2 L-L podilu.

Dipeptid se pfipravuje kopulaéni reakci, pfi které kyselina L—asparagova se spojuje sL—
fenylalaninem nebo sjeho methylesterem. Pii této kopulacni reakci je tfeba chranit
aminoskupinu, vazanou na podil kyseliny asparagové, takovymi chranicimi skupinami jsou
skupina formylova, acetylova, acetoacetylova, benzylova, substituovana nebo nesubstituovana
karbobenzoxyskupina, t-butoxykarbonylové skupina a hydrohalogenidova stl. Skupina chréanici
aminoskupinu se ¢asto v oboru oznacuje jako N—chranici skupina a pro ucely tohoto vynalezu se
bude oznafovat jako N-formylova skupina, jelikoz se formylového podilu pouziva podle
vynalezu jako blokovaciho ¢inidla. Anhydrid N—formylasparagové kyseliny je Siroce pouZivanou

vychozi latkou a zpuisob jeho vyroby je dostate¢né popsan. Viz napiiklad americky patentovy
spis Cislo 4 173562.

Izolovany anhydrid N—formylasparagové kyseliny se ziskd v pomérné malych vytézcich, jestlize
se jakoZto rozpoustédla pouzije velkého nadbytku kyseliny mravenéi. Napiiklad dvojnisobny
nadbytek kyseliny mravenci vytvaii potiebu piisady toluenu nebo jinych rozpoustédel ke snizeni
rozpustnosti anhydridu, ¢imz se vytvafi nutnost nakladného stupné regenerace rozpoustédla.

Kopulaéni reakce se provadi v rozpoustédle a je béznym stupném Cetnych patentové chranénych

postuptl vyroby methylesteru a~L—asparagyl-L—fenylalaninu (a—~APM); viz americky patentovy
spis €islo 3 962207 (Uchiyama), &islo 4 173562 (Bachman) a evropsky patentovy spis &islo
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127411 (Yaichi a kol). V prubéhu kopulagni reakce dvou aminokyselin se vytvareji dva isomery
jakozto meziprodukty a jejich atereochemie kone&né uréuje sladkost pfisluSné molekuly. Isomer
o je Zadanym produktem, jelikoZ izolované frakce €istého o—APM maji sladkost priblizné 130 az
200 krat vétsi nez cukr. Isomer [ nema vsak zadnou sladkost.

Vynalez se tyka zlepSeného zpusobu ptipravy a—~APM(HCI), ktery vede ke sniZzeni vyrobnich
nakladd a zvySuje vytéZky isomeru a, ktery je Zddanym produktem.

Podstata vynalezu

Zplisob pfipravy hydrochloridu methylesteru a~L-asparagyl-L—fenylalaninu, pfi kterém

a) se formyluje kyselina L-asparagova vreakéni smési, obsahujici kyselinu mravenci
a acetanhydrid,

b) vznikly anhydrid N-formyl-a—L—asparagové kyseliny se izoluje,

¢) anhydrid N-formyl-a—L-asparagové kyseliny se kopuluje s L-fenylalaninem v pfitomnosti
rozpoustédla pti vhodné teploté,

d) vzniklé o,p—N—formyl-L-asparagyl-L—fenylalaninové isomery se deformyluji pfidanim
u¢inného mnozstvi chlorovodikové kyseliny,

e) zreakéni smési se odstrani zbytkova kyselina octova a mravenci,

f) deformylované isomery se esterifikuji pfidanim u¢inného mnoZzstvi methanolu, vody
a chlorovodikové kyseliny do reakéni smési za vzniku o~ a—P-L-asparagyl-L-fenyl-
alaninmethylesterhydrochloridu, pfi¢emz se o—L—-asparagyl-L-fenylalaninmethylester-
hydrochlorid vysrazi, a

g) hydrochlorid methylesteru a—L—asparagyl-L—fenylalaninu se izoluje,
spoiva podle vynalezu v tom, Ze se jako rozpoustédla v kopulaénim stupni (c) pouziva smeési (i)
kyseliny octové v dostate¢ném mnozstvi ke sniZeni viskozity reakéni smési, aby byla tato reakéni

smés michateina, a (ii) dal§iho rozpoustédla ze souboru, zahrnujiciho alkylester, branény alkohol
a jejich smési.

Zpusob podle vynalezu je provozné jednoduchy jednonadobovy postup se soucasné zlepSenymi
vytézky zadaného produktu.

Isomery o a B APM maji nasledujici vzorce:
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Isomer a Isomer B
CO,CHs CO,H
CONH—C—H H,N—C—H CO,CH,
H2N—C|:—H CHZO CIEHZCONH—C—H
- 0
CO,H

Zjistilo se, 7ze vytvafeni isomeri o af ajejich poméry zaviseji na kopulaéni reakci, na
rozpoustédle, pouzivaném pfi reakci, na teploté, za které reakce probiha, a na mnozstvi pouzitého
rozpoustédla. Podle amerického patentového spisu Cislo 4 173562 (Bachman) pomér a a B 75:25
je dosazitelny, jestlize se pouZije jako rozpoustédla kyseliny octové pfi kopulacni reakci,
provadéné pii teploté S50 °C. Molarni pomér kyseliny octové k fenylalaninu musi byt alespori
10:1. Pomér isomert o a B klesa zavazné k 69:3 1, jestlize se molarni pomér kyseliny octové k L—
fenylalaninu snizi na 6:1. Zpisob podle vynalezu doklad4, Ze pomér o a3 se mize zvysit
piiblizné na 80:20, jestliZe se kyselina octova, pouzivana jako rozpoustédlo pfi kopulaéni reakci,
nahradi ¢asteéné alkylesterem, branénym alkoholem nebo jejich smési. Branénym alkoholem se
zde mini sekundarni nebo terciarni alkohol.

Problémem, ktery zistava pfi pouziti té€chto rozpoustédel, je skutenost, Ze po 0,5 az 3 hodinové
reakéni dobé reakéni smés tuhne a stava se obtizné michatelnou, koncentrovatelnou a deformylo-
vatelnou, nebo prosté odstranitelnou z reaktoru. Michatelnost systému je nutna alespoi ze dvou
divoda. Piedevdim michani zajiStuje promisitelnost reak¢nich sloZzek k dosaZeni dokonalého
zreagovani. Kromé toho se rozpoustédlo musi odstranit pozdéji destilaci.

Jinym problémem, znamym ze stavu techniky, je, Ze pti nékterych zpisobech se 25 % nebo i vice
o—APM ztraci, jelikoZz zistava v pivodnim reakénim roztoku; viz americky patentovy spis islo
4 173562. Dal$im problémem podle amerického patentového spisu &islo 4 173562 je, ze se
anhydrid N-formyl-L-asparagové kyseliny pfipravuje reakci smési asparagové kyseliny,
velkého nadbytku kyseliny mravenéi a acetanhydridu. Nadbytek kyseliny mravenéi se musi
v urdita chvili odstranit destilaci a musi se oddélit od kyseliny octové, ¢imz se ndklady na
konecny produkt zvy3uji.

Americky patentovy spis ¢islo 3 962207 popisuje podobny zpiisob, pii kterém se anhydridhydro-
chlorid kyseliny L—asparagova kopuluje s L—fenylalaninmethylesterem. Problémem pfi tomto
procesu je potfeba velkého mnozstvi L-fenylalaninmethylesteru, ktery zvySuje vyrobni naklady.
Kromé toho vede k vytvareni vyznamnych mnoZzstvi tri—peptidd, které se musi odstrariovat, coz

vyzaduje nakladné a pracna separaéni zplsoby. Tento nedostatek pii zpisobu podle vynélezu
odpada.

Americka ptihlaska vynalezu &islo 156268 popisuje jedno nadobovy zplsob pro pfipravu o—
APM, pfi kterém reaklni vedlej$i produkty, které vznikaji pfi vytvareni formylovaného
anhydridu kyseliny L—asparagové, také slouzi jakoZto rozpoustédla pro kopulacni reakci s L—
fenylalaninem.

Tento vynalez se tedy tyka zpisobu pfipravy a—APM(HCI). Je to proces, pii kterém se anhydrid
N-formyl-L-asparagové kyseliny vytvati a izoluje z reakce vedlejSich produkti pred kopulaci
s L-fenylalaninem. Tato izolace se provadi odfiltrovanim anhydridu N—formyl-L—-asparagové
kyseliny k odstranéni nadbytku kyseliny mravenéi. Jelikoz je mnoZzstvi pouzité kyseliny
mraven¢i minimalizovano, nejsou nutna pfidavna rozpoustédla ke snizeni rozpustnosti anhydridu
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N—formyl-L-asparagové kyseliny. Vzristajici vytézky a—APM(HCI) jsou umoznény pouZitim
izolovaného anhydridu N-formyl-L-asparagové kyseliny. Zfedéni kopula¢ni reakéni smési
esterem nebo branénym alkoholem je také zahrnuto pfi zpiisobu podle vynalezu jakozto u€inné
opatteni ke zlepseni vytézku a—APM(HCI).

Anhydrid N-formyl-L~asparagové kyseliny se pfipravuje nejdfive uvddénim do styku kyseliny
asparagové s acetanhydridem a s kyselinou mravenéi v podobném reakénim procesu, jaky je
znam ze stavu techniky; viz americké patentové spisy &islo 3 933781, 3 962207 a 4 173562. Pti
zpiisobu podle vynilezu se viak pouziva minimélniho mnoZstvi kyseliny mravendi (1,33 az
1,35 molarnich ekvivalenti na mol asparagové kyseliny) a nadbytek kyseliny mravenci se mize
odstranit jednim z Eetnych zpisob, jako je filtrace nebo odstfedéni.

Anhydrid N—formylasparagové kyseliny se pak muze suspendovat nebo rozpustit v kyselin€
octové a kopulovat pfidanim L-fenylalaninu (L-Phe). Do kopulaéni reakce se popiipad¢ pfidava
alkylester nebo branény alkohol, &imZ se ptekvapivé zlepSuje pomér o a . Zatimco se ester
zpravidla pripravuje reakei alkoholu s anhydridem, nebylo mozno ogekévat, ze branény alkohol
nebude napadat anhydrid N-formylasparagové kyseliny v pribéhu reakce. Kyselina octova se
rovnéz piidava jakozto reakéni rozpoustédlo. Tato kopulacni reakce se milZe provadét za
mirného michani nebo bez michani k udrZeni nizké viskozity reakéni smési, coz vede
k michatelné kone¢né reakéni smesi.

Ziskany dipeptid se pak koncentruje destilaci a deformyluje se chlorovodikem a esterifikuje se
nastavenim koncentrace methanolu, vody a chlorovodiku na efektivni mnozstvi pro vyrobu o—
APM(HCI) ve vysokém vytézku.

o—APM(HCI) se z reak&ni smési vysrazi, izoluje se a neutralizuje se zasadou za vzniku a—APM.

a—APM(HC)) se tedy podle vynalezu pfipravuje zlepSenym zptisobem. Proces za€ind michanim
kyseliny L-asparagové s minimalnim mnoZstvim kyseliny mravenéi (alespofi 1,33 molarni
ekvivalenty, vztaZeno na kyselinu asparagovou) as acetanhydridem (alespoi 2,0 molarni
ekvivalenty, vztaZeno na kyselinu asparagovou) za vzniku anhydridu N-formyl-L-asparagové
kyseliny. JakoZzto vhodné katalyzatory se uvadgji oxidy, hydroxidy a soli kovi; tyto katalyzatory
jsou uvedeny napiiklad v americkych patentovych spisech &islo 4 508912 a4 550180. Tato
reakce se provadi pfi teploté az piiblizné 52 °C. Smés se s vyhodou micha pfi teploté pfiblizné
50 °C po dobu alespoii 2,5 hodin a s vyhodou po dobu 6 hodin. Kyseliny mravenci se s vyhodou
pouziva v mnozstvi 1,33 az 1,35 molarnich ekvivalentil, vztaZzeno na kyselinu asparagovou.

Kone&na reakéni smés se pak ochladi na teplotu 10 az 20°C a vyloucena pevna latka se izoluje.
Tato izolace je moZn4 odstfedénim nebo filtraci a promytim kyselinou octovou. Izoluje se pevny
anhydrid N—formyl-L-asparagové kyseliny podle moZnosti s ponechanim kyseliny octové ve
smési. Izolovany anhydrid se vnese do alkylesteru nebo do branéného alkoholu nebo do jejich
vhodné smési a do pfidané kyseliny octové. Vznikla suspenze se pak nechava reagovat s L—
fenylalaninem, s vyhodou v ekvimolarnim mnoZstvi.

Zjistilo se, ze alkylester a/nebo branény alkohol zvy$uji pomér a a B, pokud jsou pfidany
v mnozstvi ekvivalentnim alespon pfiblizné 1,2 mol na mol L-fenylalaninu. Pomér o a B se
zvyduje se zvysSujicim se mnoZstvim esteru nebo alkoholu az k bodu, kdy molarni mnoZstvi
esteru, alkoholu nebo jejich smési je pfiblizng 4,7 nasobkem L—fenylalaninu. V tomto bodé se
dosahuje hranice nasyceni, pficemz pomér isomerd jiZz zGstava konstantni bez zfetele na to,
o kolik vice esteru nebo alkoholu se pfida.

S vyhodou se alkylester, pouzivany pii kopulagni reakci, voli ze souboru, zahrnujiciho methyl-
acetat, ethylacetat, isopropylacetat, n-butylacetét a isopropylformat. Vyhodnym alkylesterem je
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methylacetait (MeOAc). Jestlize se pouZije methylacetatu, ma byt pfidavané mnozstvi 1,2 az
4,7 nasobkem mnozstvi L-fenylalaninu na bazi mol/mol. JakoZto vhodné branéné alkoholy,
kterych se miize pouZit, se uvadéji isopropylalkohol a sekundarni nebo terciarni butylalkohol.
Vyhodnym brianénym alkoholem je isopropylalkohol. Vyhodna provedeni zpusobu podle
vynalezu nejsou vsak nijak minéna jakoZto omezeni vyndlezu a miZe se pfirozené pouzivat
1 jinych alkylester( nebo branénych alkohold.

Kopulaéni reakce se provadi za michani shora uvedené smési po dobu pfiblizné 4 az 6 hodin pii
teploté 0 az 60 °C as vyhodou pii teploté 15 az 40 °C. Problémem pii provadéné reakci je
skute¢nost, ze s vytvafenim N—formyl-L-asparagyl-I.—fenylalaninu smés nebo suspenze zacina
tuhnout, to znamena, Ze se jeji viskozita zvySuje az do bodu, kdy se michani stdvd mimofadné
obtiznym, pokud je jesté vibec mozné. Vysoka viskozita tedy zpusobuje, Ze je michani nesmirné
obtizné a brani se prestupu tepla a tedy oddestilovani kyseliny octové, esteril a/nebo branéného
alkoholu, jak bude dale uvedeno. Zjistilo se, Ze kyselina octova, kterd se pfida té€sné pred
kopulaéni reakci nebo v pribehu kopulacni reakce, inhibuje toto tuhnuti, to znamend, ze se
viskozita smési snizuje. To je dilezité, jelikoz michani zarucuje probeéhnuti reakce az do konce.
Kyselina a estery se musi odstranit ze smési destilaci pfed deformylaci. Reakéni smés musi byt
michatelna k podpote dokonalého probéhnuti reakce.

Mnozstvi pfidané kyseliny octové zavisi na tom, jak mnoho anhydridu N—formyl-L—asparagové
kyseliny se syntetizuje. Jestlize se anhydrid N-formyl-L-asparagové kyseliny izoluje filtraci
v pfitomnosti kyseliny octové, muze byt jiZz obsazeno néjaké mnozstvi kyseliny octové. Celkové
mnozstvi kyseliny octové v systému ma byt pfiblizné 6 az 16 nasobkem mnoZzstvi L—fenylalaninu
na bazi mol/mol, s vyhodou je 11,1 nasobkem mnozstvi L—fenylalaninu na bazi mol/mol. Proto
neni vzdy nutné pfidavat kyselinu octovou v mnozZstvi, které je 11,1 nasobkem mnoZstvi L—
fenylalaninu. Je dostate¢né mens$i mnoZstvi, pfiCemz celkové molarni mnozstvi kyseliny octové,
obsazené v systému, je ptiblizné 11,1 nasobkem L—fenylalaninu.

Dalsi jedinecnou prednosti zptisobu podle vynalezu je skutenost, Ze se snizuje viskozita
kopula¢ni reakéni smési fizenim michani kopulaéni reakéni smési. Zjistilo se, Ze zastaveni
michani nebo sniZeni rychlosti michani v pribéhu kopulacni reakce zplisobuje dramatické
snizeni viskozity kopulaéni reakéni smési. Ve velkém reaktoru (primér 3,048 m), opatieném
mechanickym michadlem s lopatkami o délce 1,5 m, velmi pomalé michani, naptiklad za poétu
otacek 5 az 40/min, a za obfasného michani jako kratkého béhu michadla kazdych 5 az 15 minut
se viskozita drasticky sniZuje ve srovnani s viskozitou kopulaéni reakéni smési, kdy se reakce
provadi za pouziti michadla o rychlosti, dané podtem otiCek pfiblizné alespoit 60/min.
V laboratornim reaktoru (barika s kulatym dnem 100 mm s michadly 75 mm) vede pocet otagek
200 az 300/min k velmi husté reakéni smési, pfiéemZ michani za poétu otaek 5 aZ 15/min vede
k dobfe michatelné reakéni smési s nizkou viskozitou. Také vypnuti michadla pfiblizné jednu
hodinu po ptfidani L—fenylalaninu do reakéni smési a jeho opétné zapnuti po ukondeni reakce,
tedy po pfiblizné 6 hodinach, vede k reakéni smési s nizkou viskozitou. Avsak v provoznim
métitku, kdyZ se michadlo vypne po jedné hodiné, mize byt opravdu obtizné ho zase posléze
zapnout, jelikoz dochazi k usazovani sraZeniny a k vytvareni kolace.

Pokud se zde pouZziva vyrazu "michatelny" nebo "o nizké viskozité" v souvislosti s kopulacni
reakéni smési, mini se, Ze jde o michatelnou kapalinu, nebo o kapalinu, kterou je mozno michat
nebo vlit do banky nebo do reakéni nadoby. Takové kapaliny maji obecné viskozitu pfiblizné
15 000 m Pa s, s vyhodou 1000 az 10 000 m Pa s, a pfedevsim 150 az 500 m Pas.

Michaci prosttedky nemaji pro zpisob podle vynalezu rozhodujici vyznam. MizZe se pouzit
jakychkoliv béznych michacich prostiedki, napfiklad zavadéni inertniho plynu, tfepani, otaceni
reaktorem, pouZziti michadel. Vyhodna jsou mechanicka michadla. Rovnéz nema rozhodujici
vyznam urlitd konstrukce michadla. Za pouziti lopatkovych nebo listovych michadel je
vyhodnym podet otalek pfiblizné 5 az 40/min a pfedeviim p#iblizné€ 20/min. Jakkoliv se
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obvodova rychlost v m/s znaéné lisi pfi poétu otacek za minutu v zavislosti na délce lopatky,
zjistilo se, Ze charakterizace michani poétem otacek za minutu je pro zpilisob podle vynilezu
nejpiesnéjsi. Je piijatelnd jakakoliv rychlost michani pod pocet oticek 40/min se zietelem na
sniZzeni viskozity reakéni smési. Pfipomina se v3ak, Ze v pfipadé laboratornich zafizeni (baiika
100 mm) produkuje michadlo s po¢tem otadek 40 az 150/min michatelnou reakéni smés.

Isomery o a B N-formyl-a—L-asparagyl-L—fenylalaninu (a8 F-AP), produkované zpisobem
podle vynalezu, se mohou analyzovat vysoce ptesnou kapalinovou chromatografii (HPLC);
analyza doklada, Ze se pfi zpisobu podle vynalezu ziska nezvykle vysoky pomér o a 3 pfiblizné
79,5:20,5.

Kyselina octova a veskeré estery (methylacetat, isopropylformat a pod.) nebo branény alkohol se
popiipadé odstrafiuji z reakéni smési pfed deformylaci, dale popsanou. S vyhodou se kyselina
octova aestery oddestilovavaji ve vakuu 51 az 98 kPa. Vakuova destilace se provadi pred
pfidanim chlorovodiku, pouzivanym k deformylaci afy F-AP. Ziska se kyselina octova, estery
a/nebo alkohol a vraceji se do nasledujici kopula¢ni reakce.

Isomery o a 3 N—formyl-L-asparagyl-L—fenylalaninu se pak deformyluji. Pfidavéa se chlorovo-
dikova kyselina a popfipadé methanol do smési isomera k deformylaci afp F-AP za vzniku of
AP. Nadbytek methanolu také reaguje s jakymkoliv zbytkem kyseliny octové a kyseliny
mravenéi v reakéni smési, ¢imz se ziskd methylacetdt a methylformat, které maji mnohem niZzs§i

teploty varu neZz kyselina octova a kyselina mravenéi a mohou se tak odstrafiovat ze systému
destilaci pfi nizsi teploté.

Ziskana smés a3-AP a jeji rizné methylestery se pak esterifikuji k nastaveni koncentrace chloro-
vodiku, methanolu a vody na mnoZzstvi, dostateénd pro dosazeni o—APM(HCI) ve vysokém
vytézku. Koncentrace methanolu ma byt hmotnostné pfiblizné 1 aZ pfiblizné 10 % a s vyhodou
hmotnostné piiblizné 3 azZ ptiblizné 5 %. Koncentrace chlorovodiku ma byt priblizné hmotnostné
9 az piiblizné 18 % a s vyhodou hmotnostné pfiblizné 12,5 az 14,5 %. Koncentrace vody ma byt
hmotnostné pFiblizné 32 aZ ptiblizné 50 % a s vyhodou pfiblizné 37 az 42 %. Po ptislu$né apravé
koncentrace vody, chlorovodiku a methanolu se reakéni smés mirné micha pii teploté pfiblizné
pod 35 °C a s vyhodou pfi teploté mistnosti (20 az 30 °C). Esterifikace je dokonal4 za pfiblizné
4 a7 ptiblizné€ 10 dni a zpravidla za pfiblizné 6 dni.

Vznikla hydrochloridova sil methylesteru a-L-asparagyl-L—fenylalaninu (a—APM(HCI)) se
pak snadno oddéli od isomeru B, jelikoz a—APM.HCIL.2H,C ma niZsi rozpustnost ve vodnych
roztocich nez B~APM(HCY); viz americky patentovy spis &islo 3 798207 (Ariyoshi). Isomer o se
vysraZzi z roztoku a oddéli se filtraci, odstfedénim, dekantaci nebo jinym b&znym zpiisobem.

o~APM(HCI) se pak neutralizuje zdsadou za vzniku APM, ktery se pak ziskd o sob&é dobie
znamou krystalizaci.

Nasledujici priklady zplsob podle vynalezu toliko blize objasiiuji, nijak jej vSak neomezuji,
pficemz, jak je ostatné pracovnikiim v oboru znamo, jsou mozné rizné obmény a varianty
zpusobu.
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Priklad 1

Rozpusti se oxid hofe¢naty (0,121 g, 0,003 mol) v 19,3 g (0,4 mol) 95 % kyseliny mravenci
v prostfedi dusiku. Pak se pfida acetanhydrid (69,3 g, 0,655 mol) do roztoku za michani
v pribéhu 10 az 15 minut. Teplota smési se zvysi na 40°C. Pfida se L-asparagova kyselina
(39,93 g, 0,30 mol) do smési a vznikla suspenze se micha pfi teploté 50 °C po dobu 6 hodin. Tak
se vytvoii anhydrid kyseliny N-formyl-L-asparagové, jak doklada vysoce uéinna kapalinova
chromatografie (HPLC). Smés se pak zfiltruje a promyje se 30 g kyseliny octové k izolaci
anhydridu N-formyl-L-asparagova kyseliny. Vytézek anhydridu kyseliny N-formyl-L-
asparagové z kyseliny L-asparagové je 80 % Anhydrid N—formyl-L-asparagové kyseliny
obsahuje néco kyseliny octové, ktera zlistava pro pouZiti jakoZzto rozpoustédla pfi kopulacni
reakci.

Ptida se methylacetat (46,35 g, 49,8 ml) a kyselina octova (159,8 g, 152,1 ml) do anhydridu
kyseliny N—formyl-L-asparagové (41,1 g véetné 4,36 g kyseliny octové). Pfida se L—fenylalanin
(39,65 g, 0,24 mol) do uvedené smési a smés se micha pii teploté pfiblizné 25°C po dobu
pfiblizné 5 hodin. HPLC analyza doklada vznik N—formyl-L-asparagyl-L-fenylala ninu
s obsahem pfiblizné 78 % o isomeru a pfiblizné 22 % P isomeru. Smés se destiluje za tlaku
68 kPa pfi teploté 60 az 70 °C k odstranéni 120 ml rozpoustédel. Pak se pfida methanol (58,5 ml)
a 35 % chlorovodikova kyselina (26,7 ml) do N—formyl-L-asparagyl-L—fenylalaninu a smés se
micha po dobu 30 minut pfi teploté 60 °C. Smés se destiluje za tlaku okoli pfi teploté 70 az
75 °C k odstranéni methylformatu a methylacetatu. V destilaci se pokracuje za pfidani dalSich
108 ml methanolu. V destilaci se pokraduje za tlaku okoli az do chvile, kdy teplota dosédhne
85 °C, a pak se pouzije vakua aZ do sniZeni teploty na 30 °C. Pfidaji se chlorovodikova kyselina
(32,4 ml), voda (21,7 ml) a methanol (9 ml) a smés se micha po dobu 6 dnil pfi teploté mistnosti
(22 az 27 °C); v prubéhu této doby se vytvoii a vysrazi hydrochloridova siil methyl esteru o~L—
asparagyl-L—fenylalaninu. K promyti produktu se pouZije nasycené solanky (50 ml). Produkt,
bily hydrochlorid methylesteru o—L-asparagyl-IL—fenylalaninu, ve formé dihydratu se ziska
v mnozstvi 58,8 g a obsahuje hmotnostné 72 % o-L-asparagyl-L—fenylalaninu, coz znamena
60 % vytézek se zietelem na vychozi mnoZstvi L—fenylalaninu.

Priklad 2

Anhydrid N—formyl-L-asparagové kyseliny se izoluje filtraci a promyje se kyselinou octovou.
JakoZzto rozpoustédel se pouzije riznych alkylesterti a branénych alkohold v rizném mnozstvi ke
stanoveni vlivu esterd a alkoholl jinych nez methylacetat na pomér a a B isomeru. Riizné estery
a alkoholy jsou uvedeny v tabulce I vZdy s pouzivanym mnoZstvim a je také vzdy uveden pomér
o a B isomeru, ziskany s jednotlivym rozpoustédlem.

Anhydrid kyseliny N—formyl-L-asparagové (28,6 g, 0,20 mol) se suspenduje ve 100 ml kyseliny
octové a v 0,90 mol piisluiného korozpoustédla v prostfedi dusiku. Do kazdé reakéni smési se
pfida L—fenylalanin (33,04 g, 0,20 mol) a vyplachne se 20 ml pfidavné kyseliny octové. Kazda
smés se micha pfi teploté mistnosti (22 az 27 °C) po dobu ptiblizné 5 hodin. Kdyz se blizi
ukonéeni kopulaéni reakce, suspenze houstne astava se objemnéjsi. Kazda suspenze se pak
udrzuje na teploté 50 °C po dobu jedné hodiny a pak se pfida smés 10:1 methanolu a vody aZ do
rozpusténi viech pevnych podili. Kazda smés se zvazi a | gram alikvot se vyjme a analyzuje se
HPLC. Ziskany pomér o a 3 za pouziti kazdého rozpoustédla je uveden v tabulce .
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Tabulka I

Rozpoustedlo Mnozstvi Pomér
methylacetat 71,5 ml 79:21
ethylacetat 88,0 ml 80:20
isopropylacetat 105,5 ml 81:19
n—butylacetat 118,5 ml 81:19
methylformat 55,5 ml 76:24
isopropylformat 71,0 ml 78:22
isopropylalkohol 69,0 ml 77:23
sek.butylalkohol 82,5 ml 78:22
terc.butylalkohol 85,0 ml 79:21
samotna kyselina octova 51,5 ml 76:24
Piiklad 3

Zplisobem podle piikladu 1 se pfipravi anhydrid kyseliny N—formyl-L—-asparagové a izoluje se
z vychozi reakéni smési odfiltrovanim a promyje se kyselinou octovou. Smisi se 13,3 g (0,1 mol)
anhydridu N—formyl-L-asparagové kyseliny se 34,41 g (0,405 mol) methylacetatu, naez se
piida 14,57 g (0,09 mol) L-fenylalaninu do smési. Micha se po dobu pfiblizn€ tii hodin,
suspenze se ponecha pfes noc pfi teploté mistnosti (20 az 25°C). Vzniklad smés se rozpusti ve
smési 9:1 methanolu a vody. Pomér o a B isomeru, zjistény HPLC N—formyl-Lasparagyl-L—
fenylalaninu je 80:20.

Pramyslova vyuzitelnost

Rozpoustédlova smés umoziiujici provozné jednoduchy jednonddobovy zpiisob pripravy
hydrochloridu methylesteru a—L-asparagyl-L—fenylalaninu ve zlepSenych vytézcich za pouziti
izolovaného anhydridu N—formyl-L—-asparagové kyseliny.

PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob pfipravy hydrochloridu methylesteru a—L—asparagyl-L—fenylalaninu, pfi kterém

a) se formyluje kyselina L-asparagova v reakéni smési, obsahujici kyselinu mravenci a acetan-
hydrid,

b) wvznikly anhydrid N—formyl-a—L-asparagové kyseliny se izoluje,

¢) anhydrid N~formyl-a—L-asparagové kyseliny se kopuluje s L—fenylalaninem v pfitomnosti
rozpoustédla pfi vhodné teploté,

d) vzniklé «,B—N-formyl-L-asparagyl-L—fenylalaninové isomery se deformyluji pfidanim
chlorovodikové kyseliny,

e) zreakéni smési se odstrani zbytkova kyselina octovéa a mravenci,
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f) deformylované isomery se esterifikuji pfiddnim G&inného mnoZstvi methanolu, vody
a chlorovodikové kyseliny do reakéni smési za vzniku o~ a —B-L-asparagyl-L—fenylalanin-
methylesterhydrochloridu, pFi€emz se o-L—asparagyl-L—fenylalaninmethylesterhydro-
chlorid vysrazi, a

g) hydrochlorid methylesteru a—L—asparagyl-L—fenylalaninu se izoluje,

vyznadujici se tim, Ze se jako rozpoustédla v kopulaénim stupni (¢) pouziva
smési (i) kyseliny octové v dostateéném mnozZstvi ke sniZeni viskozity reakéni smési, aby byla
tato reakéni smés michatelna, a (ii) dalsiho rozpoustédla ze souboru, zahmujiciho alkylester,
branény alkohol a jejich smési.

2. Zplsob podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze kopulaini stupeii (c)
piidavné zahrnuje vakuové oddestilovavani kyseliny octové, ptitomného branéného alkoholu
a esterti pfed deformyla¢nim stupném podle odstavce (d), pfi¢emz deformylaéni stuperi (d) dale
zahrnuje pfiddvani mnoZzstvi methanolu, uéinného k esterifikaci jakékoli kyseliny mraven&i
a kyseliny octové, obsaZené v reakéni smési, astupeii (e¢) zahrnuje odstrafiovani vzniklého
methylacetatu a methylformatu.

3. Zplsob podle naroku 2, vyzmnadujici se tim, Ze se odstrafiovani podle
odstavce (e) provadi destilaci za tlaku okoli.

4. Zpisob podle naroku 2, vyznadujici se tim, Ze se odstrafiovani podle
odstavce (e) provadi vakuovou destilaci.

5. Zpisob podle ndroku 2, vyznadujici se tim, Ze se neutralizuje vznikly
hydrochlorid methylesteru a—L-asparagyl-L—fenylalaninu zisadou na methylester o-L—
asparagyl-L.—fenylalaninu.

6. Zpisob podle naroku 2, vyznacujici se tim, Zecelkové molarni mnozstvi
kyseliny octové je alespoii Sestindsobkem mnozstvi L—fenylalaninu.

7. Zpusob podle ndroku 6, vyznadujici se tim, Ze celkové molarni mnozstvi
pfitomné kyseliny octové je 11-nasobkem mnozstvi pfitomného L—fenylalaninu.

8. Zplisob podle ndroku 2, vyzmnadujici se tim, Ze se alkylester pfidiva ve
stupni podle odstavce (c) v molarnim mnozstvi alespori 1,2-ndsobném neZz je mnoZstvi
obsazen¢ho L—fenylalaninu.

9. Zpisob podle naroku 8, vyznadujici se tim, Ze alkylesterem je methyl-
acetat, ethylacetat, isopropylacetat, n—butylacetat, isopropylformat nebo jejich smés.

10. Zpasob podle ndroku2, vyznaéujici se tim, Zesebranény alkohol pfidava
ve stupni (c) v molarnim mnozstvi, které je alespori 1,2—-nisobkem mnoZzstvi pfitomného L-
fenylalaninu.

11. Zpilsob podle naroku 10, vyznacdujici se tim, Ze brinénym alkoholem je
isopropylalkohol, sekundarni butylalkohol, terciarni butylalkohol nebo jejich smés.
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12. Zptsob podle niroku 2, vyzna&ujici se tim, Ze se smés alkylesteru
a branéného alkoholu pfidava ve stupni (c) v molarnim mnoZstvi alespofi 1,2-nasobném se
zfetelem k mnoZstvi pfitomného L—fenylalaninu.

13. Zpisob podle naroku 2, vyznadujici se tim, Ze se kopulatni stupeii (c)
provadi bez michani.

14. Zptsob podle naroku 2, vyzna&ujici se tim, Ze se kopulacni reakce (c)
provadi za michéni, dostatedného k vytvoieni michatelné kone¢né reakeni smési.

15. Zpisob podle niroku 14, vyznadujici se tim, Ze se michani provadi
mechanickym michadlem.

16. Zpasob podle naroku 15, vyzmna&ujici se tim, Ze otitky mechanického
michadla jsou 40/min.

17. Zplsob podle naroku 15, vyznacdujici se tim, Zese mechanické michadlo
otadi periodicky v pribéhu reakce.

18. Zpuisob podle naroku 16, vyzmna&ujici se tim, Ze podminky michéani jsou

tyto:

a) prvni pilhodinu po pfidani L—fenylalaninu se micha intenzivné,

b) pak se michd pomalu a pferuSované.

19. Zpisob podle niroku 18, vyznadujici se tim, Ze se michani provadi

mechanickym michadlem, pficemz

a) pfi intenzivnim michani jsou otacky michadla 60/min,

b) pti pomalém michéni jsou ota¢ky michadla 20/min,

c) preruSované michani se provadi zapinanim michadla kazdych 15 minut na dobu alespon
jedné minuty.

20. Zpusob pripravy hydrochloridu methylesteru a—L-asparagyl-Lfenylalaninu podle naroku 1,

vyznadujici se tim, Ze

a) se formyluje kyselina L—asparagova v prvni reakéni smési kyseliny mraventi a acetan-
hydridu za vzniku anhydridu kyseliny N—formyl-L-asparagové,

b) vznikly anhydrid kyseliny N—formyl-L-asparagov¢ se izoluje,

¢) kopuluje se anhydrid kyseliny N—formyl-o~L—-asparagové s L—fenylalaninem v pfitomnosti
(i) kyseliny octové a (ii) alkylesteru, branéného alkoholu nebo jejich smési za molarniho
poméru branéného alkoholu, alkylesteru nebo jejich smési k L-fenylalaninu alespoii 1,2:1,

pti teploté 5 a7 40°C za vzniku o,B-N~formyl-L-asparagyl-L—fenylalaninovych izomeru,

d) vakuoveé se oddestilovava kyselina octova a methylacetat z reakéni smési,

- 10 -
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e) uvedené isomery se deformyluji pfidanim u&inného mnoZstvi chlorovodikové kyseliny
a methanolu,

f) zreakéni smési se vakuové oddestilovava kyselina octova a mravenci,

g) deformylované isomery se esterifikuji pfidanim G¢inného mnoZstvi methanolu a chloro-
vodikové kyseliny do reakéni smési, &imZ se ziskd hydrochlorid methylesteru a, f-L—
aspargyl-L—fenylalaninu, pfi¢emZ se hydrochlorid methylesteru a-L-asparagyl-L—fenyl-
alaninu vysrazi, a

h) izoluje se hydrochlorid methylesteru a—L—asparagyl-L—fenylalaninu.

21. Zptsob podle naroku20, vyznadéujici se tim, Ze1)molarni pomér kyseliny
octové k L—fenylalaninu je alespoii 11:1 a 2) methanol se pfidava do reakce v priibéhu vakuové
destilace (f) v mnoZstvi, a&inném k usnadnéni odstrafiovani kyseliny octové a kyseliny mravenci
vytvafenim odpovidajicich esterti.

22. Zpisob podle ndroku 20, vyznadujici se tim, Ze alkylesterem je methyl-
acetat, ethylacetat, isopropylacetat, n—butylacetat, isopropylformét nebo jejich smés.

23. Zpusob podle naroku 20, vyznadujici se tim, Ze branénym alkoholem je
isopropylalkohol, sekundarni butylalkohol, terciarni butylalkohol nebo jejich smés.

24. Zplsob podle naroku 21, vyznadujici se tim, Ze se kopulacni reakce (c)
provadi za michani, dostate¢ného k vytvofeni michatelné reakéni smési.

25. Zpisob podle naroku 23, vyznadujici se tim, Ze se michini provadi
mechanickym michadlem s otd¢kami men$imi nez 30/min.

26. Zpusob podle naroku 25, vyzmnacdujici se tim, Ze se stupeil (b) provadi bez
pfidavani rozpoustédla.

27. Zplsob podle naroku 26, vyznadujici se tim, Ze mnoZstvi kyseliny
mravendi v reakéni smési podle stupné (a) nepfevySuje 1,35 molarnich ekvivalenti na mol
kyseliny L-asparagové.

Konec dokumentu
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