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(57) Anoticia:

SpOsob ¢&istenia metylesteru N-(3,3-dimetylbu-tyl)-a-L-
-aspartyl-L-fenylalaninu, ktory obsahuje zmie3anie nedos-
tatotne &istého metylesteru N-(3,3-dimetylbutyl)-a-L-
-aspartyl-L-fenyla-laninu s obsahom najmenej metylesteru
a-L-aspartyl-L-fenylalaninu ako nelistoty so zmesovymi
rozpi¥tadlami s dvoma vrstvami, pritom aspoii jedna vrst-
va obsahuje najmenej jedno organické rozpuitadlo, ktoré
sa homogénne nemiesa s vodou, a druhou vrstvou je voda,
aby sa extrahoval metylester N-(3,3-dimetylbutyl)-o-L-
aspartyl-L-fenylalaninu v organickej vrstve. V predklada-
nom vynéleze moZno poZadovanti zli¢eninu &istit’ alebo -
tinne ziskat' vo vysokom vytaZzku bez pouZitia ndrotnych
krokov alebo postupov.
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Spbsob &istenia metylesteru  N-(3,3-dimetylbutyl)-a-L-aspartyl-L-fenylalaninu a
spdsob jeho ziskania

Oblast techniky

Tento vynalez sa tyka sposobu gistenia alebo ziskania sladidla s vysokym
stupfiom sladivosti a zvlast sa tyka sposobu Cistenia a ziskania metylesteru N-(3,3-
dimetylbutyl)-a-L-aspartyl-L-fenylalaninu vSeobecného vzorca 1, opisaného v
patentovej prihlagke od Kohyou, japonskej prihlaske JP-A-8-503206 (Tokuhyouhei,
503206/1996) z PCT.
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Doterajsi stav techniky

Kedze zluéenina podfa predkladaného vynalezu je syntetizovana reakciou
metylesteru a-L-aspartyl-L-fenylalaninu s 3,3-dimetylbutylaldehydom, ako je to
opisané v napriklad v prihlaske JP-A-8-503206 (Tokuhyouhei), zverejnenej
medzinarodnej prihlaske WO095/30689 alebo podobne, je obtiaZne zabranit
vmiesaniu nezreagovaného metylesteru a-L-aspartyl-L-fenylalaninu do metylesteru
N-(3,3-dimetylbutyl)-a-L-aspartyl-L-fenylalaninu. Podla toho je najdéleZitejSie
odstranit metylester a-L-aspartyl-L-fenylalaninu kvéli &isteniu metylesteru N-(3,3-
dimetylbutyl)-a-L-aspartyl-L-fenylalaninu. V prihlaSke JP-A-8-503206 (Tokuhyouhei)
je opisané, Ze zlucenina podla vynalezu méze byt Cistena $tandardnou technikou,
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ako napr. rekrystalizaciou alebo chromatografiou. Chromatografia nie je vhodnou
technikou na Cistenie v priemyselnom meradle. NajbeZnejSou metédou distenia
pouZivanou v priemyselnom meradle je rekryStalizacia a hoci sa pozadovana
zluéenina rozpusta v materskom ldhu a rozpustena zlG&enina sa odstrani, je tazké
tvrdit, Ze je G€innou technikou z hfadiska vytazku. Na zaklade toho sa z dévodu
nevyhnutného zvySenia vytazku v priemyselnom meradle pouZiva metdda
ziskavania z materského I0hu. Okrem toho, je maly rozdiel medzi rozpustnostou
metylesteru a-L-aspartyl-L-fenylalaninu a rozpustnostou metylesteru N-(3,3-
dimetylbutyl)-a-L-aspartyl-L-fenylalaninu pri teplote od 5 do 25 °C vo vode, ktora sa
zvydajne pouziva ako rozpustadlo pri rekryStalizacii peptidov, a teda mnozstvo
metylesteru N-(3,3-dimetylbutyl)-a-L-aspartyl-L-fenylalaninu je takmer rovnaké ako
mnoZstvo metylesteru a-L-aspartyl-L-fenylalaninu strateného v matetnom luhu
podas kroku rekrystalizacie. NavySe, spdsob ziskavania z mate€ného luhu nie je
opisany v Zziadnom opisoch dvoch vy$Sie spomenutych patentovych prihlasok.
Bezne mozno predmetni (poZadovanu) zlGCeninu ziskat skoncentrovanim a
ochladenim materského lGhu tak, aby doSlo ku kryStalizacii a hoci tento spsob
ziskavania si vyzaduje obtiazne kroky alebo postupy pre skoncentrovanie,
kry$talizaciu a separaciu, a navySe nie je GCinny z hfadiska vytazku zlGc¢eniny,
nakolko predmetna zli¢enina sa straca v materskom luhu.

Problémom, ktory ma predkladany vynalez vyrieSit a ktory je predmetom
predkladaného vynalezu je poskytnutie Gginného spdsobu Eistenia alebo ziskania
metylesteru N-(3,3-dimetylbutyl)-a-L-aspartyl-L-fenylalaninu.

Na vyrie§enie problému sa starostlivo sledoval spdsob Cistenia metylesteru
N-(3,3-dimetylbutyl)-a-L-aspartyl-L-fenylalaninu reprezentovaného vyssie spomenu-
tym vSeobecnym vzorcom 1 s obsahom najmenej metylesteru a-L-aspartyl-L-
fenylalaninu ako nedistoty a tieZ spdsob ziskania predmetnej zli&eniny z vodného
roztoku metylesteru N-(3,3-dimetylbutyl)-a-L-aspartyl-L-fenylalaninu obsahujuceho
najmenej metylester a-L-aspartyl-L-fenylalanin ako rozpustenu latku a nasledne sa
neéakane zistilo, Ze vysokU Cistotu metylesteru N-(3,3-dimetylbutyl)-a-L-aspartyl-L-
fenylalaninu bez obsahu metylesteru a-L-aspartyl-L-fenylalaninu moZno dosiahnut
kontaktom metylesteru N-(3,3-dimetylbutyl)-a-L-aspartyl-L-fenylalaninu s obsahom

najmenej metylesteru a-L-aspartyl-L-fenylalaninu ako nedistoty so zmesnymi
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rozpUstadlami s dvoma vrstvami, priCom aspof jedna vrstva obsahuje najmene;j
jedno organické rozpustadlo (jedno alebo viac organickych rozpustadiel), ktoré sa
homogénne nemiesSa s vodou (je nemieSatelné s vodou) a jednou vrstvou vody, aby
sa extrahoval metylester N-(3,3-dimetylbutyl)-a-L-aspartyl-L-fenylalaninu na strane
vrstvy organického rozpustadla v oddelenych vrstvach, a na druhej strane na
extrakciu metylesteru a-L-aspartyl-L-fenylalaninu na strane vodnej vrstvy kvoli
selektivite. Okrem toho sa zistilo, Ze metylester N-(3,3-dimetylbutyl)-a-L-aspartyl-L-
fenylalaninu mozno ziskat z metylesteru N-(3,3-dimetylbutyl)-a-L-aspartyl-L-
fenylalaninu s obsahom metylesteru a-L-aspartyl-L-fenylalaninu kontaktovanim
vodného roztoku takto nedostato¢ne Cistého metylesteru N-(3,3-dimetylbutyl)-a-L-
aspartyl-L-fenylalaninu s obsahom metylesteru a-L-aspartyl-L-fenylalaninu ako
rozpustenej latky s najmenej jednym organickym rozpustadlom, ktoré sa nemiesa
homogénne s vodou, na extrakciu pozadovanej zlG¢eniny na strane organickej
vrstvy. Predkladany vynalez sa skompletizoval na zaklade tychto spomenutych

zisteni.

Podstata vynalezu

Uvedeny ciel bol dosiahnuty spbsobom distenia metylesteru N-(3,3-
dimetylbutyl)-a-L-aspartyl-L-fenylalaninu uvedenym vSeobecnym vzorcom 1,
ktorého podstatou je Ze metylester N-(3,3-dimetylbutyl)-a-L-aspartyl-L-fenylalaninu s
nedostatoénou d&istotou s obsahom najmenej metylesteru a-L-aspartyl-L-fenyl-
alaninu ako nedistoty sa zmieSa so zmesnymi rozpustadlami s dvoma vrstvami,
pricom aspon jedna vrstva obsahuje najmenej jedno organické rozpustadio (jedno
alebo viac organickych rozpustadiel), ktoré sa homogénne nemieSa s vodou (je
nemiesatelné s vodou) a druhou vrstvou je voda, aby sa extrahoval metylester N-
(3,3-dimetylbutyl)-a-L-aspartyl-L-fenylalaninu v organickej vrstve.

Predkladany vynalez zahina:

1) vy$Sie spomenuty Cistiaci postup, kde sa pouZie najmenej jedno organické
rozpustadlo (jedno alebo viac rozpustadiel), ktoré sa homogénne nemieSa s vodou,
najmenej jedno organické rozpustadlo vybrané zo skupiny pozostavajicej z toluénu,

etylacetatu, butylacetatu.
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2) sposob ziskania metylesteru N-(3,3-dimetylbutyl)-a-L-aspartyl-L-fenylalaninu
vSeobecného vzorca 1, ktory zahffia zmieSanie vodného roztoku metylesteru N-
(3,3-dimetylbutyl)-a-L-aspartyl-L-fenylalaninu rozpustajaceho najmenej metylester
a-L-aspartyl-L-fenylalaninu ako nedistotu, s najmenej jednym organickym
rozpustadlom (jedno alebo viac rozpustadiel), ktoré sa homogénne nemieSa s
vodou na rozpustenie a extrakciu metylesteru N-(3,3-dimetylbutyl)-a-L-aspartyl-L-
fenylalaninu v organickej vrstve rozpustadia.

3) ziskanie metylesteru N-(3,3-dimetylbutyl)-a-L-aspartyl-L-fenylalaninu sp6sobmi
spomenutymi vy§sie za Géelom jeho Eistenia alebo izolacie.

Prikladmi vyhodnych organickych rozpustadiel, ktoré sa nemieSaju (nie su
mieSatelné) homogénne s vodou, ktoré mozZno pouZit podla predkladaneho
vynalezu, su aromatické uhlovodiky, ako napr. toluén a xylén, estery mastnych
kyselin, ako aj etylacetat a butylacetat a halogenované uhlovodiky, ako metylén-
chlorid a chloroform. Spomedzi nich toluén, etylacetat a butylacetat mozno pouzit' v
priemyselnom meradle.

Ako organické rozpustadlo mozno podla predkladaného vynalezu pouzit
akékolvek organické rozpustadla, ktoré sa homogénne nemie$aju s vodou a mozno
tieZz pouzit zmes viacerych organickych rozpastadiel, ktoré mdzu vytvarat oddelent
vrstvu proti vodnej vrstve v roztoku. Pre zmesné rozpustadla s dvoma vrstvami sa
pouZivaju beZné zmesné rozpustadla vytvarajuce 2 vrstvy, kde jedna vrstva je
oddelena od vodnej vrstvy. Za urgitych okolnosti tiez moZno pouzit zmesné
rozpustadla vytvarajuce 3 oddelené vrstvy.

Z hladiska mnoZstva pouzitého organického rozpustadla (jedného alebo
viacerych rozpustadiel) nie su uréené Ziadne Specialne ohrani¢enia. Vytazok sa
dosiahne vy$si, kedZe mnoZstvo pouzitého organického rozpastadla sa v porovnani
s mnozstvom pouzitej vody sa zvySuje. V pripade, Ze takéto extrakéné postupy sa
opakuju, vytaZok moZe predstavovat takmer 100 % bez ohraniCenia. Nie je
samozrejme Ziadnym problémom, Ze rozpustadlo, ktoré nereaguje so vstupnymi
latkami a pozadovanym produktom, napr. kyselina octova, metanol, dioxan,
dimetylformamid, atd., mozno zmieSat v roztoku s dvoma vrstvami obsahujicimi
takéto organické rozpUstadlo a vodu za podmienky, Ze tieto dve oddelené vrstvy sa

zachovavaju bez rozkiadu.
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Pokial ide o teplotu pri spracovavani pocas postupu podla predkladaneho
vynalezu nie je problémom, Ze moZno pouZit teplotu, ktora nie je vysSia ako teplota
varu organického rozpustadla. Av8ak rozklad pozadovaného produktu v procese
spracovania méze byt sposobeny prili§ velkym teplotnym rozmedzim, a preto je
vyber bezného rozmedzia teplét od 0 po 100 °C.

Z &asového hfadiska pri postupe spracovania podfla predkladaného vynalezu
neexistuju Ziadne Specialne ohranicenia. Hoci k rozkladu produktu méze dojst' pri
spracovavani pocas prili§ dihej doby, je preto beZne postaCujuce uskutoCnit
spracovanie v asovom limite 60 min alebo kratSom.

Pri krokoch Cistenia mozno pouZit nasledovné kroky.

Krystaly obsahujice metylester a-L-aspartyl-L-fenylalaninu sa vloZia do
dvoch oddelenych vrstiev roztoku z vodnej vrstvy a organickej vrstvy ziskanej z
jedného alebo viacerych organickych rozpastadiel nemieSajucich sa homogénne s
vodou a zmes sa mie$a do rozpustenia kryStalov. Po potvrdeni, Ze krystaly su v
roztoku uplne rozpustené, sa roztok opat mieSa stanoveni dobu. Potom sa
mieSanie zastavi a po potvrdeni, Ze sa v roztoku vytvorili dve oddelené vrstvy, sa
jedna vrstva od druhej oddeli.

V pripade krokov pre ziskanie produktu podfa predkladaného vynalezu
moZno pouzit nasledovné postupy.

K vodnému roztoku (napriklad kryStalizatného materskému lahu)
rozpustajucemu tak metylester a-L-aspartyl-L-fenylalaninu, ako aj metylester N-
(3,3-dimetylbutyl)-a-L-aspartyl-L-fenylalaninu sa prida najmenej jedno organicke
rozpustadio a zmes sa mieSa stanovenu dobu. Potom sa mie$anie ukonCi a po
potvrdeni skutocnosti, Ze sa v roztoku vytvorili dve oddelené vrstvy, mozno jednu
vrstvu od druhej odseparovat.

Pri obidvoch vy$8ie spomenutych spdsoboch moZno kvéli dosiahnutiu
vyssieho vytaZzku dalej pridavat k vodnej vrstve organické rozpustadlo a extrakcné
postupy mozno zopakovat.

U obidvoch spdsobov organicka vrstva vybrana a ziskand z dvoch
oddelenych vrstiev v roztoku méze byt skoncentrovana za zniZzeného tlaku na tuhd
latku, aby sa ziskal metylester N-(3,3-dimetylbutyl)-a-L-aspartyl-L-fenylalaninu, ktory
neobsahuje metylester a-L-aspartyl-L-fenylalaninu. Okrem toho moZno kvdli
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zvySeniu Cistoty odstranenim velmi malého mnozstva necistét takto ziskané
krystaly podrobit rekrystalizacii.
Pri kryStalizacii matersky 1Gh neobsahuje metylester a-L-aspartyl-L-
fenylalaninu, a preto je samozrejme lahlo recyklovatelny.
Predkladany vynalez je Specificky ilustrovany nasledovnymi prikladmi.

Priklady uskutoénenia vynalezu

Priklad 1

Krystaly s obsahom 4,5 g metylesteru a-L-aspartyl-L-fenylalaninu a 10 g
metylesteru N-(3,3-dimetylbutyl)-a-L-aspartyl-L-fenylalaninu sa pridali do zmesnych
rozpustadiel obsahujucich 1000 ml etylacetatu a 500 ml vody a zmes sa mieSala pri
izbovej teplote. Krystaly sa v roztoku Gplne rozpustili a potom sa zmes dalej mieSala
25 min. Zmes sa nechala stat' 5 min, aby sa v roztoku vytvorili dve oddelené vrstvy.
Takto ziskana organicka vrstva sa premyla 100 ml vody a skoncentrovala sa za
znizeného tlaku, aby sa ziskalo 9,1 g bielych kryStalov. V kryStaloch sa nenachadzal
metylester a-L-aspartyl-L-fenylalaninu. Ziskany vytaZzok metylesteru N-(3,3-
dimetylbutyl)-a-L-aspartyl-L-fenylalaninu bol 91 %.

Priklad 2

K zmesnym rozpustadlam 500 ml toluénu a 100 ml vody sa pridali kryStaly
pozostavajlce zo 4,5 g metylesteru a-L-aspartyl-L-fenylalaninu a 10 g metylester N-
(3,3-dimetylbutyl)-a-L-aspartyl-L-fenylalaninu a takto vzniknuta zmes sa mieSala pri
50 °C. Po potvrdeni, ze krystaly st v roztoku Uplne rozpustené, sa zmes dalej
mieSala 10 min. Zmes sa nechala stat 5 min, aby sa v roztoku vytvorili dve
oddelené vrstvy. Takto ziskana organicka vrstva sa premyla 20 ml vody a
skoncentrovala sa za znizeného tlaku, aby sa ziskalo 9,3 g bielych krystalov. V
kryStaloch sa nenachadzal metylester a-L-aspartyl-L-fenylalaninu. Ziskany vytaZok

metylesteru N-(3,3-dimetylbutyl)-a-L-aspartyl-L-fenylalaninu bol 93 %.



Priklad 3

K zmesnym rozpustadiam 1000 ml toluénu a 100 ml vody sa pridali krystaly
pozostavajlce zo 4,5 g metylesteru a-L-aspartyl-L-fenylalaninu a 10 g metylesteru
N-(3,3-dimetylbutyl)-a-L-aspartyl-L-fenylalaninu a takto vzniknuta zmes sa mie3ala
pri 50 °C. Krystaly sa v roztoku Uplne rozpustili a zmes sa dalej mieSala 10 min.
Zmes sa nechala stat 5 min, aby sa v roztoku vytvorili dve oddelené vrstvy. Takto
ziskana organicka vrstva sa skoncentrovala za znizeneho tlaku, aby sa ziskalo 9,5
g bielych krystalov. Takto vzniknuté kryStaly boli rekrystalizované vo vode, aby sa
ziskalo 8,8 g metylesteru N-(3,3-dimetylbutyl)-a-L-aspartyl-L-fenylalaninu. V
kry$taloch sa nenachadzal metylester a-L-aspartyl-L-fenylalaninu. Ziskany vytaZok
metylesteru N-(3,3-dimetylbutyl)-a-L-aspartyl-L-fenylalaninu bol 88 %.

Priklad 4

K 500 ml vodného roztoku s koncentraciou 0,9 g/dl metylesteru a-L-aspartyl-
L-fenylalaninu a s koncentraciou 0,9 g/dl metylesteru N-(3,3-dimetylbutyl)-a-L-
aspartyl-L-fenylalaninu sa pridalo 500 mi etylacetatu a zmes sa miesala pri izbovej
teplote 10 mindt. Zmes sa nechala stat 2 minaty, aby vznikli v roztoku 2 oddelené
vrstvy. K takto vzniknutej vodnej vrstve sa pridalo 500 ml etylacetatu a opakovali sa
postupy tak, ako je uvedené vy3Sie. Takto vzniknuté organické vrstvy sa spojili a
skoncentrovali sa za zniZzeného tlaku, aby sa ziskalo 4,3 g metylesteru N-(3,3-
dimetylbutyl)-a-L-aspartyl-L-fenylalaninu v kry$talickej forme. V krysStaloch sa
nenachadzal metylester a-L-aspartyl-L-fenylalaninu. Ziskany vytaZok bol 95 %.

Priklad 5

K zmesnym rozpustadiam 1000 ml butylacetatu a 500 ml vody sa pridali
kry$taly pozostavajuce zo 4,5 g metylesteru a-L-aspartyl-L-fenylalaninu a 10 g
metylesteru N-(3,3-dimetylbutyl)-a-L-aspartyl-L-fenylalaninu a takto vzniknuta zmes
sa mieSala pri izbovej teplote. Po potvrdeni, Zze kryStaly su v roztoku uplne

rozpustené, sa zmes dalej mieSala 25 min. Zmes sa nechala stat 5 min, aby sa v
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roztoku vytvorili dve oddelené vrstvy. Takto ziskana organicka vrstva sa premyla
100 ml vody a skoncentrovala sa za znizeného tlaku, aby sa ziskalo 9,0 g bielych
kryStalov. V krystaloch sa nenachadzal metylester a-L-aspartyl-L-fenylalaninu.
Ziskany vytaZok metylesteru N-(3,3-dimetylbutyl)-a-L-aspartyl-L-fenylalaninu bol 90
%.

Priklad 6

Vodny roztok (500 ml) s koncentraciou 0,9 g/dl metylesteru a-L-aspartyl-L-
fenylalaninu a s koncentraciou 0,9 g/dl metylesteru N-(3,3-dimetylbutyl)-a-L-
aspartyl-L-fenylalaninu bol skoncentrovany za znizeného tlaku na objem 100 ml
vodného roztoku. K roztoku sa pridalo 500 ml toluénu a zmes sa mieSala pri 60 °C
10 min. Zmes sa nechala stat' 2 min, aby sa v roztoku vytvorili dve oddelené vrstvy.
Takto ziskana organickd vrstva sa premyla 100 ml vody. Organicka vrstva sa
skoncentrovala za zniZzeného tlaku, aby sa ziskalo 4,0 g metylesteru N-(3,3-
dimetylbutyl)-a-L-aspartyl-L-fenylalaninu v kry$talickej forme. V kryStaloch nebol
obsiahnuty metylester a-L-aspartyl-L-fenylalaninu. Ziskany vytazok bol 89 %.

Prakticky vyznam vynalezu

Pouzitim predkladaného vynalezu mozno bez zloZitych krokov alebo
postupov uéinne Cistit alebo ziskat metylester N-(3,3-dimetylbutyl)-a-L-aspartyl-L-
fenylalaninu s vysokym stupriom &istoty. Spdsob podfa tohto vynalezu sa pouziva
najméa na jeho Cistenie alebo ziskanie, najma z metylesteru N-(3,3-dimetylbutyl)-a-L-
aspartyl-L-fenylalaninu s obsahom metylesteru a-L-aspartyl-L-fenylalaninu aspor

ako nedistoty.
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PATENTOVE NAROKY

1. Sposob Cistenia metylesteru N-(3,3-dimetylbutyl)-a-L-aspartyl-L-fenyl-
alaninu,vyznacéujlici sa tym,zezahiha zmieSanie metylesteru N-(3,3-
dimetylbutyl)-a-L-aspartyl-L-fenylalaninu nedostatocnej Cistoty s obsahom
najmene] metylesteru a-L-aspartyl-L-fenylalaninu ako necistoty so zmesnymi
rozpustadlami s dvoma vrstvami, pri€om aspof jedna vrstva obsahuje najmenej
jedno organické rozpustadio, ktoré sa homogénne nemie$a s vodou a druhou
vrstvou je voda, aby sa v organickej vrstve extrahoval metylester N-(3,3-

dimetylbutyl)-a-L-aspartyl-L-fenylalaninu.

2. Spbsob podfa naroku 1, vyznacdujuci sa tym, Ze najmene
jednym organickym rozpustadlom, ktoré sa nemieSa homogénne s vodou, je toluén.

3. Spdsob podla naroku 1, vyznacéujuci sa tym,Ze najmenej
jednym organickym rozpustadlom, ktoré sa nemieSa homogenne s vodou, je

etylacetat a butylacetat.

4. Sposob ziskania metylesteru N-(3,3-dimetylbutyl)-a-L-aspartyl-L-fenyl-
alaninu, vyznadéujuci sa tym,Ze zahffia zmieSanie vodného roztoku
metylesteru N-(3,3-dimetylbutyl)-a-L-aspartyl-L-fenylalaninu s obsahom najmenej
metylesteru a-L-aspartyl-L-fenylalaninu ako nedistoty s najmenej jednym
organickym rozpustadlom, ktoré sa homogénne nemieSa s vodou, aby sa
extrahoval metylester N-(3,3-dimetylbutyl)-a-L-aspartyl-L-fenylalaninu v organickej

vrstve.

5. Metylester N-(3,3-dimetylbutyl)-a-L-aspartyl-L-fenylalaninu ziskatelny
sposobom podfa naroku 1 alebo 4.



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

