POLSKA  OPIS PATENTOWY 147 287
RZECZPOSPOLITA
LUDOWA

Patent dodatkowy

do patentu nf ———
Int. CL.* C07C 101/08

Zgloszono: 8505 28 (P. 253661)
Pierwszefistwo ———
CZVTELNIA
URZAD Zgtoszenie ogt 86 12 02 g Mg
gloszenie ogloszono: N e vt
PATENTOWY
P RL Opis patentowy opublikowano: 89 10 31

Twércy wynalazku: Ryszard Herobolitar’xski, Maria Stasiak, Zdzistaw Majer,
Julianna Kominiak, Waldemar Szymanski

Uprawniony z patentu: Instytut Chemii Przemystowej, Warszawa;
Kutnowskie Zaktady Farmaceutyczne ,,Polfa“,
Kutno (Polska)

Sposéb usuwania fenyloalaniny z mieszaniny aminokwasow

Przedmiotem wynalazku jest spos6b usuwania fenyloalaniny z mieszaniny aminokwaséw
uzyskanych przez hydrolizg bialek, zwlaszcza hydroliz¢ kazeiny, przy czym wydzielanie fenyloala-
niny przeprowadza si¢ metoda sorpcji tego zwigzku na sorbentach.

Metody sorpcyjne rozdzialu réznych substancji chemicznych sa szeroko rozpowszechnione.
Znane sg sorbenty o r6znym charaktrze i dziatajace na odmiennych zasadach. W literaturze podaje
si¢, ze prowadzono prace nad rozdzielaniem aminokwaséw przy pomocy nieroganicznych i synte-
tycznych wymieniaczy jonowych, tzn. zwigzké6w posiadajacych grupy funkcyjne. Rozdzielanie
polega na tym, ze odpowiednie grupy funkcyjne jonitéw wychwytujg selektywnie niektére ami-
nokwasy na zasadzie wigkszej lub mniejszej ich kwasowosci, przy czym tylko kationity o grupach
funkcyjnych obsadzonych wodorem lub anionity obsadzone grupa wodorotlenowa sa zdolne do
tworzenia soli z aminokwasami, podczas gdy inne grupy funkcyjne jonitdw nie majg takiej
wiasciwosci.

Znane sa takze sorbenty niejonowe, niepolarne, nie posiadajace grup funkcyjnych, przy uzyciu
niektdrych rozdzielanie zwigzkéw chemicznych oparte jest na innych zasadach, mi¢gdzy innymi na
zasadzie sit van der Walsa, powstawanie mostkdw wodorowych. W kazdym przypadku rozdziele-
nia konkretnej mieszaniny dla zachowania prawidtowego przebiegu procesu, konieczny jest dobor
parametrow rozdziatu oraz dobér wiasciwych sorbentéw, co przy mnogosci réznych §rodkSw jest
sprawg skomplikowang.

Celem wynalazku bylo usunigcie fenyloalaniny z mieszaniny aminokwasdw powstalej przez
hydroliz¢ biatka, zwlaszcza kazeiny, ktora jest biatkiem z grupy fosforoproteidéw wytworzonym w
gruczole mlecznym i zawierajagcym 18 aminokwaséw niezbednych dla organizmu cztowieka. Ami-
nokwasy te sa bardzo tatwo przyswajalne przez organizm cztowieka i stanowig wysokowartosciowe
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odzywki na przyktad dla sportowcéw lub kosmonautéw. Stosowane sa réwniez w medycynie jako
odzywki w pewnych stanach chorobowych.

W wyniku hydrolizy kazeiny uzyskuje si¢ mieszaning aminokwaséw zawierajacych miedzy
innymi fenyloalaning w ilosci okoto 7%.

W pewnych stanach chorobowych organizmu zwanych fenyloketonuria, aminokwas ten nie

ulega przemianie. Fenyloketonuria jest wrodzong wada ustroju polegajaca na gromadzeniu feny-
loalaniny w ptynie mézgowo-rdzeniowym, we krwi, moczu i pocie. Przejawem tego jest niedoroz-
woj umystowy okreslany mianem debilizmu. Wczesne wykrycie schorzenia i leczenie przez ograni-
czenie podawania fenyloalaniny rokuje niedopuszczenie do uposledzenia umystowego. Leczenie
tego schorzenia polega gléwnie na ograniczeniu w pozywieniu chorego biatek i podawania mu
hydrolizatéw biatkowych, z ktérych usunigto fenyloalaning catkowicie badz czesciowo.
- Gléwna metoda usuwania fenyloalaniny z mieszaniny aminokwaséw, uzyskiwanych w
‘wyniku -hydrolizy bialek w skali przemystowej polega na adsorpcji tego aminokwasu na weglu
aktywnym. Po przeprowadzeniu hydrolizy i odfiltrowaniu cieczy, uzyskuje si¢ wodny, okoto 20%
roztwor aminokwas6w, o zabarwieniu herbaty i specyficznym zapachu. Roztwoér ten najczesciej
wychladza si¢ w celu wydzielenia krystalicznej tyrozyny, po czym dodaje wegiel aktywny i po
wymieszaniu odsacza. Na weglu aktywnym zostaje adsorbowana fenyloalanina. Operacje doda-
wania wegla powtarza si¢ najczesciej 2-3 razy. W efekcie uzyskuje si¢ roztwér pozbawiony fenyloa-
laniny badz zawierajacy jej niewielkie iloSci dopuszczalne w normie. Metoda ta daje bardzo dobre
wyniki, jednakze poza fenyloalaning na weglu sorbuje si¢ rowniez i inne aminokwasy. Po ostate-
cznej obrobce, straty suchej masy aminokwasow siggaja nawet do 40%. Niektore aminokwasy
adsorbowane sg w ilosciach bardzo znacznych i w celu zachowania odpowiedniej wartosci odzy-
wczej, muszg by¢ uzupetnione, co podraza koszt tej metody.

Nieoczekiwanie okazalo si¢, ze mozna uzyska¢ metoda sorpcji selektywne oddzielenie fenyloa-
laniny z mieszaniny aminokwasow, stanowigcych. hydrolizaty biatkowe, zwlaszcza kazeinowe,
sposobem wedlug wynalazku, jezeli zastosuje si¢ makroporowate, syntetyczne sorbenty niejonowe
o charakterze niepolarnym lub $redniopclarnym. W sposobic wedlug wynalazku, po hydrolizie
biatka i wstgpnym oczyszczeniu przez odfiltrowanie lub odbarwienie, wodny roztwdér aminokwa-
s6w, o stezeniu do 30% suchej masy, doprowadza si¢ do pH 9,5 — 11 roztworem substancji
alkalicznej, najkorzystniej wodnym roztworem amoniaku lub wodorotlenku sodowego. Nastepnie
roztwor aminokwas6w przepuszcza si¢ od gory przez kolumng lub kolumny wypelnione sorben-
tem, przy czym wysokos¢ zloza sorbentu wynosi co najmniej 2 m. Predkoéé przeptywu nie powinna
by¢ wigksza niz 2-3 objgtosci sorbentu na godzing. Od dotu kolumny odbiera si¢ wyciek nie
zawierajacy fenyloalaniny. W miarg dalszego przepuszczania roztworu w wycieku zaczyna poka-
zywac si¢ fenyloalanina. Moment przerwania procesu zalezy od tego jaka ilo$¢ fenyloalaniny moze
- zawiera¢ produkt finalny, co jest zalezne od przeznaczenia tego produktu.

W celu zwigkszenia efektu rozdziatu nalezy zwigkszy¢ wysoko$¢ stupa sorbentu. Po przerwa-
niu procesu usuwania fenyloalaniny przez ztoze sorbentu przepuszcza si¢ wodg. W celu zregenero-
wania sorbentu i usunigcia z jego powierzchni zasorbowanej fenyloalaniny, substancji smolistych
nalezy go przemy¢ wodnym roztworem acetonu | lub alkoholi Cy do C3 i nastgpnie wodg. Wodny
roztwdr rozpuszczalnika organicznego najkorzystniej jest zakwasi¢ kwasem mineralnym.

Sposéb wedlug wynalazku umozliwia uzyskanie dobrych wynikéw w skali przemystowej z
niewielkimi tylko stratami innych aminokwaséw nie przekraczajacych 6-12% suchej masy.

Przyktad I. W przyktadzie uzyto uzyskany przez enzymatyczng hydrolize kazeiny wodny
roztwdr aminokwasow, o zawartos$ci okoto 8% suchej masy i nastepujgcym skiadzie aminokwa-
s6w: histydyna — 0,202%, lizyna — 0,994%, arginina — 0,398%, kwas asparaginowy — 0,156%,
treonina — 0,246%, seryna — 0,297%, kwas glutaminowy — 0,424%, prolina — 0,187%, glicyna —
0,081%;, alanina — 0,246%, walina — 0,294%, izoleucyna — 0,323%, leucyna - 0,892%, tyrozyna
— 0,035%, fenyloalanina — 0,401%, cystyna — 0,021%. Roztwér ten doprowadzony do pH 8,7
przez dodawanie wodnego roztworu amoniaku.

Klarowny roztwér dozowano od géry na kolumng¢ wypetniong syntetycznym, niejonowym,
makroporowatym sorbentem syntetycznym o charakterze niepolarnym typu Amberlit XAD-4;
wysokos$¢ stupa sorbentu na kolumnie wynosita 2800 mm. Ciecz dozowano na kolumng z predkos-
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cig 2,5 objetosci na objetos¢ sorbentu na godzing. Od dotu kolumny odbierano wyciek nie
zawierajacy fenyloalaniny. Po przepuszczeniu 4 objgtosci roztworu na kolumng dozowano wodg.
W tym samym czasie w wycieku stwierdzono fenyloalaning w ilosci 0,05%. Po odebraniu nastg¢p-
nych 0,5 objetosci wycieku sorbent przemywano 60% wodnym roztworem acetonu zakwaszonym
kwasem solnym do pH 1,2 wilosci 1,5 objgtosci, a nastgpnie woda do zaniku zapachu acetonu. W
ten sposéb przeprowadzono regeneracj¢ sorbentu i uzdatniono go do nastgpnego cyklu sorpciji.

Ogotem w przykladzie tym uzyskano roztwér aminokwaséw w ilo$ci 4 objetosci w stosunku do
iloci sorbentu. Cata ilo$é roztworu po wymieszaniu zawierata 0,01% fenyloalaniny. Catkowita
strata suchej masy wynosita 9,5%.

Przyktad II. W przykladzie uzyto uzyskany przez hydroliz¢ kazeiny wodny roztwér ami-
nokwasdow o zawartos$ci 17,5% suchej masy. Iloé¢ fenyloalaniny w tym roztworze wynosita 0,972%.
Roztwér zalkalizowano amoniakiem do pH 10,1. Klarowny roztwér kierowano na kolumng
podobnie jak w przykiadzie I z t3 r6znica, ze byla ona wypetniona makroporowatym, nicjonowym
sorbentem syntetycznym o charakterze niepolarnym typu Diaion HP-20 o wysokosci stupa ztoza
4200 cm. Roztwoér aminokwaséw dozowano na kolumng¢ podobnie jak w przyktadzie I. Po przepu-
+ szczeniu 2,5 objetosci roztworu na kolumne podano 5% wodny roztwér kwasu siarkowego. Po
przepuszczeniu okoto 0,6 objetosci kwasu wyciek z kolumny kierowano do osobnego zbiornika.
Wyciek ten zawieral niewielkie ilosci aminokwaséw i uzyto go zamiast wody przy hydrolizie
kazeiny. Tym sposobem zmniejszono straty aminokwasow. Po przepuszczeniu kwasu przez sor-
bent puszczono dwie objetosci 70% wodnego roztworu metanolu zakwaszonego kwasem siarko-
wym do pH 0,9, a nast¢gpnie odmyto go do zaniku zapachu metanolu. Uzyskano 2,8 objgtosci
roztworu aminokwasow o $redniej zawarto$ci 0,02% fenyloalaniny. Catkowita strata suchej masy
wynosita 10,3% z czego okoto 3,5% znajdowalo si¢ w wodnym roztworze kierowanym do
hydrolizy.

Przyktad IIl. W przykladzie uzyto roztwér aminokwaséw taki sam jak w przyktadzie II.
Roztwér ten zalkalizowano do pH 8, 5 wodnym roztworem NaOH i przepuszczano przez kolumne
wypetniong mikroporowatym syntetycznym sorbentem niejonowym o charakterze sredniopolar-
nym typu Amberlit XAD-7, wysoko$¢ stupa sorbentu wynosita 3000 cm. Przez kolumn¢ przepu-
szczono 1,5 objetosci roztworu wyjsciowego. Po ukazaniu si¢ w wycieku aminokwaséw rozpoczgto
odbiera¢ frakcje wlasciwg. Po odebraniu 1 objetosci frakcji aminokwasdw, na kolumng dozowano
wodg w ilosci 0,5 objetosci, a nastgpnie 5% roztwor wodny kwasu solnego. Po przepuszczeniu 0,5
objetosci kwasu przez kolumng przepuszczono 1,5 objetosci 40% roztworu acetonu. Po przepu-
szczeniu acetonu sorbent przemyto woda do zaniku zapachu acetonu. Uzyskano 2 objetosci
roztworu aminokwasow o zawartosci 0,01% fenyloalaniny.

Przyktad IV. W sprzyktadzie uzyto wodny roztwér aminokwasow uzyskany przez hydro-
lize kazeiny o zawarto$ci 15,2% suchej masy. Ilo$¢ fenyloalaniny w tym roztworze wynosila
0,838%. Roztwor ten zalkalizowano do pH 9,2 wodnym roztworem amoniaku. Nastgpnie usuwa-
uie fenyloalaniny prowadzono w spos6b podobny jak w przyktadzie I. Po przepuszczeniu 2,0
objetosci roztworu aminokwasow na kolumng dozowano wodg w ilosci 0,5 objgtosci, a nastgpnie
3% roztwo6r wodny kwasu siarkowego. Z chwilg rozpoczecia dozowania kwasu wycick z kolumny
odbierano osobno i kierowano do hydrolizy kazeiny. Po przepuszczeniu 1 objgtosci kwasu na
kolumne¢ dozowano wodeg az do odmycia kwasu. Nast¢pnie przeprowadzono regeneracjg sorbentu
przemywajac go 70% wodnym roztworem alkoholu izopropylowego w ilosci 1,5 objgtosci, a
nastepnie odmyto go woda. W omawianym przyktadzie w cyklu pierwszym uzyskano 2,5 objgtosci
roztworu aminokwaséw o zawartosci 0,02% fenyloalaniny. Strata suchej masy wynosita 9,6%.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb usuwani fenyloalaniny z mieszaniny aminokwasow, uzyskanych przez hydroliz¢
biatek, na drodze sorpcji, znamienny tym, ze wodny roztwor tych aminokwaséw o stgzeniu do 30%
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suchej masy alkalizuje si¢ do pH 8,5-11, po czym przepuszcza si¢ przez ztoze o wysokosci powyzej
2 m makroporowatego, syntetycznego sorbentu niejonowego o charakterze niepolarnym lub $red-
niopolarnym z predkosciag 2-3 objgtosci na objetos¢ ztoza, nastgpnie sorbent z zasorbowang
fenyloalaning przemywa si¢ woda.

2. Sposdb wedlug-zastrz. 1, znamienny tym, Zze wodny roztwor aminokwaséw alkalizuje si¢
wodnym roztworem amoniaku lub wodorotlenku sodowego.

Pracownia Poligraficzna UP PRL. Naktad 100 egz.
Cena 400 zt
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