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DESCRIPCION
Método para preparar D-arginina.
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un método de preparacion de D-arginina, y mas particularmente a un método
de preparacion de D-arginina de una manera en la que la DL-arginina se resuelve opticamente mediante la
utilizacion de acido D-3-bromocanfor-8-sulfénico como agente de resolucion dptica seguido de la hidrdlisis.

Antecedentes de la técnica

La D-arginina es un ingrediente que se utiliza esencialmente en la produccién de medicamentos, tales como
desmopresina, para el tratamiento de la enuresis nocturna; icatibant, para el tratamiento del angioedema
hereditario, y velcalcetide, para el tratamiento del hiperparatiroidismo.

Las técnicas convencionales de preparacion de D-arginina pueden clasificarse generalmente en dos tipos: uno que
es un procedimiento de reaccidon de resolucion o6ptica biolégico que utiliza un enzima, y otro que es un
procedimiento de reaccion de resolucion dptica quimico que utiliza un acido organico quiral.

La preparacion de D-arginina mediante una reaccion de resolucion optica bioldgica incluye obtener selectivamente
D-acetil-arginina a partir de DL-acetil-arginina mediante una reaccion de resolucion éptica utilizando un enzima y
después hidrolizar la D-acetil-arginina, tal como es bien conocido [Archives of Biochemistry Biophysics, 39, 108,
(1952); Archives of Biochemistry Biophysics, 60, 496, (1956); The Journal of Biochemistry, 45(9), 687, (1958)],
aunque resulta problematico debido al gran numero de etapas de procesamiento y el requisito de hidrolisis de la
D-acetil-arginina, obtenida mediante una reaccién de resolucién optica, que es la etapa clave, en una solucion
acuosa de acido clorhidrico.

Ademas, como técnica asistida por enzima adicional, la patente US n° 5.591.613 da a conocer un método de
preparacion de D-arginina mediante la conversion selectiva de L-arginina de DL-arginina en L-ornitina utilizando
un enzima, aunque resulta problematica porque la L-arginina contenida en DL-arginina no se recupera, sino que
se descompone.

Por otra parte, la reaccion de resolucion 6ptica quimica mediante la utilizacion de un acido organico quiral resulta
ventajosa en el aspecto de que el procesamiento quimico se lleva a cabo con facilidad con un aparato simple en
comparacion con el procesamiento biolégico, y de esta manera, resulta adecuado para la produccidon masiva,
aunque la busqueda y selecciéon de acidos organicos quirales que sirvan como agente de resolucidon éptica se
considera muy importante aunque dificil.

Con el fin de preparar D-arginina a partir de DL-arginina, en Analytical Biochemistry 63, 68, (1975), se informa de
la utilizacion de agentes de resolucion dptica tales como acido tartarico, acido canférico y acido glutamico pero que
no se obtenian los resultados deseados y asimismo se informa de la separacion de D-arginina utilizando acido L-
malico. Sin embargo, con este fin debe llevarse a cabo un procesamiento complicado de manera que se cristaliza
una solucién acuosa de DL-arginina y acido L-malico durante un dia en la nevera, obteniendo de esta manera
cristales primarios, que a continuacién se concentran nuevamente para proporcionar cristales secundarios. En
particular, Unicamente se menciona la rotacion 6ptica especifica ([a]p) de la D-arginina obtenida, y no se lleva a
cabo el analisis instrumental mediante cromatografia quiral, imposibilitando de manera no deseable la confirmacion
precisa de la pureza optica de la D-arginina obtenida.

El documento WO87/06929 describe la preparacion de D-arginina mediante resolucién optica utilizando
cloroformato de (+)-1-(9-fluorenil)etilo como agente de resolucién éptica.

Divulgacion

Problema técnico

De acuerdo con lo expuesto anteriormente, se ha llevado a cabo la presente invencion considerando los problemas
encontrados en la técnica relacionada, y la presente invencién pretende proporcionar un método de preparacion
de D-arginina mediante la resolucion optica de DL-arginina utilizando, como agente de resolucion optica, acido D-
3-bromocanfor-8-sulfénico o una sal del mismo que presenta un efecto de resolucion éptica excelente entre los
acidos organicos quirales.

Solucién técnica

Por lo tanto, la presente invencion proporciona un método de preparacion de D-arginina, que comprende las etapas
de: (1) deposito de una sal de acido D-3-bromocanfor-8-sulfonico de D-arginina mediante la resolucién optica de
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DL-arginina utilizando, como agente de resolucién 6ptica, acido D-3-bromocanfor-8-sulfénico o una sal de acido
D-3-bromocanfor-8-sulfonico, y (2) hidrdlisis de la sal de acido D-3-bromocanfor-8-sulfénico de D-arginina.

Efectos ventajosos

Segun la presente invencion, el método de preparacion de D-arginina es capaz de preparar D-arginina mediante
la resolucion optica de DL-arginina utilizando, como agente de resolucion optica, acido D-3- bromocanfor-8-
sulfénico o una sal del mismo que presenta un efecto de resolucién optica excelente, incrementando de esta
manera la pureza optica de la D-arginina y simplificando las etapas de procesamiento, generando finalmente
beneficios econémicos y haciendo realidad la produccién en masa de D-arginina.

Ademas, en el método de preparacion de D-arginina segun la presente invencion, se utiliza un catalizador de
racemizacion junto con el agente de resolucion optica, de manera que se llevan a cabo simultaneamente una
reaccion de resolucion optica y una reaccion de racemizacion, incrementando de esta manera el rendimiento de
D-arginina.

Breve descripcion del dibujo

La figura 1 representa esquematicamente el procedimiento de preparacién de D-arginina segun la presente
invencion.

Mejor modo
A continuacion en la presente memoria, se proporciona una descripcion detallada de la presente invencion.

Con el fin de preparar tipicamente D-arginina mediante la resolucion 6ptica quimica de DL-arginina, se utiliza un
acido organico quiral como agente de resolucion optica, aunque la busqueda de acidos organicos quirales
adecuados para ello sigue resultando muy dificil. Los acidos organicos quirales utilizados convencionalmente
resultan problematicos debido a que el procedimiento de preparacion de D-arginina resulta complicado y la pureza
6ptica del mismo no puede evaluarse.

Por lo tanto, en el contexto de la presente invencion se han estudiado los efectos de resolucién optica de la DL-
arginina utilizando diversos tipos de acidos organicos quirales y de esta manera han determinado que el acido D-
3-bromocanfor-8-sulfénico o una sal del mismo puede mostrar un efecto de resolucién 6ptica excelente. De esta
manera, en la presente invencion, se prepara D-arginina de una manera en que la DL-arginina se resuelve
6pticamente utilizando acido D-3-bromocanfor-8-sulfénico o una sal del mismo.

Especificamente, la presente invencion se refiere a un método para preparar D-arginina mediante la resolucion
optica de DL-arginina utilizando acido D-3-bromocanfor-8-sulfénico o una sal del mismo como agente de resolucion
optica, y la D-arginina puede prepararse mediante las etapas siguientes:

(1) depositar una sal de acido D-3-bromocanfor-8-sulfénico de D-arginina mediante la resolucion optica de DL-
arginina utilizando, como agente de resolucion optica, acido D-3-bromocanfor-8-sulfénico o una sal de acido
D-3-bromocanfor-8-sulfénico, y

(2) hidrolizar la sal de acido D-3-bromocanfor-8-sulfénico de D-arginina.
En la etapa (1), el acido D-3-bromocanfor-8-sulfénico presenta la estructura de la formula quimica 1, a continuacion.

[Férmula guimica 1]
~ " 50,H

El acido D-3-bromocanfor-8-sulfénico o sal del mismo esta comprendido en una cantidad de 0.5 a 1.5 equivalentes,
y preferentemente de 0.5 a 1.1 equivalentes, respecto a la cantidad de DL-arginina. En el caso de que la cantidad
de acido D-3-bromocanfor-8-sulfénico sea inferior a 0.5 equivalentes, puede disminuir la eficiencia de la resolucién
optica. Por otra parte, en el caso de que la cantidad del mismo exceda de 1.5 equivalentes, puede disminuir el
rendimiento de D-arginina.

Ademas, el tipo de sal de acido D-3-bromocanfor-8-sulfénico no se encuentra particularmente limitado, aunque
preferentemente incluye sal amonica de acido D-3-bromocanfor-8-sulfénico.
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La DL-arginina se somete a una reaccién de resolucion éptica utilizando acido D-3-bromocanfor-8-sulfénico o una
sal del mismo como el agente de resolucion dptica, de manera que se deposita una sal de acido D-3-bromocanfor-
8-sulfénico de D-arginina en forma de un sdlido, y la sal depositada se obtiene mediante filtracion y después se
hidroliza, obteniendo de esta manera D-arginina.

En la etapa (1), en el caso de que el acido D-3-bromocanfor-8-sulfonico o una sal del mismo, que es el agente de
resolucion optica, se utilice solo, en teoria no puede obtenerse D-arginina con un rendimiento de 50% o superior.
Con el fin de superar dicho problema, se utiliza adicionalmente un catalizador de racemizacion, ademas del agente
de resolucion optica, de manera que se induce que la reaccion de resolucion optica y la reaccion de racemizacion
se produzcan a la vez, consiguiendo finalmente un rendimiento elevado, de 50% o superior. Ademas, en el caso
de que esté comprendido el catalizador de racemizacion, la D-arginina puede prepararse no solo a partir de DL-
arginina, sino asimismo a partir de L-arginina.

El tipo de catalizador de racemizacion no se encuentra particularmente limitado, aunque preferentemente incluye
por lo menos uno seleccionado de entre el grupo que consiste en salicilaldehido, 3,5-diclorosalicilaldehido y 5-
nitrosalicilaldehido, y mas preferentemente incluye salicilaldehido.

El catalizador de racemizacién esta comprendido en una cantidad de 0.05 a 0.2 equivalentes respecto a la cantidad
de DL-arginina. En el caso de que la cantidad del catalizador de racemizacion sea inferior a 0.05 equivalentes,
puede disminuir la eficiencia de la racemizacion. Por otra parte, en el caso de que la cantidad del mismo exceda
de 0.2 equivalentes, el rendimiento de la sal resultante es bajo.

La etapa (2) es la obtencion de D-arginina mediante la hidrdlisis de la sal de acido D-3-bromocanfor-8-sulfonico de
D-arginina depositada en la etapa (1).

La etapa de hidrolisis puede llevarse a cabo utilizando diversos procedimientos tipicamente conocidos y
preferentemente utilizando una resina de intercambio iénico.

En el caso de que se utilice una resina de intercambio i6nico, la sal de acido D-3-bromocanfor-8.sulfénico de D-
arginina, depositada en forma de un sélido en la etapa (1), se disuelve en agua, y después la sal se somete a un
procedimiento tipico de resina de intercambio i6nico que incluye la adsorcion a una resina de intercambio i6nico,
la desorcion utilizando una solucién acuosa de amonio y después la concentracion, proporcionando de esta manera
D-arginina.

La pureza 6ptica de la D-arginina preparada de esta manera puede analizarse utilizando una columna quiral.

Puede obtenerse una mejor comprension de la presente invencion mediante los ejemplos, a continuacion, los
cuales se explican Unicamente a titulo ilustrativo y no limitativo del alcance de la presente invencion.

Modo para la invencion
<Preparacion de D-arginina>
Ejemplo 1

Se afiadieron 200 ml de metanol y 80 ml de acido acético con DL-arginina (10 g, 57.4 mmoles) y sal aménica de
acido D-3-bromocanfor-8-sulfénico (18.8 g, 57.4 mmoles), se calentaron a 50°C para disolverlos de esta manera y
después se enfriaron lentamente.

La solucién resultante se agité a 5°C durante 3 h y la sal de acido D-3-bromocanfor-8-sulfénico de D-arginina
depositada se obtuvo mediante filtracion.

Después, se disolvio la sal en agua destilada y se pas6 por una columna empaquetada con una resina de
intercambio iénico (IRC-86, tipo NH4) para adsorber la D-arginina, seguido de la desorcién de la misma utilizando
agua amoniacal al 5%, y la solucion acuosa desorbida resultante se concentré6 nuevamente, proporcionando de
esta manera D-arginina.

La pureza optica de la D-arginina obtenida de esta manera se analizé utilizando una columna quiral (columna
Sumichiral OA-5000) Las condiciones de analisis fueron las siguientes:

Columna: Crownpak CR(+)
Fase movil: solucion acuosa de acido perclorico (HCIO4) a un pH de 1.5
Detector: UV (200 nm)
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Basandose en los resultados del analisis de la pureza éptica de la D-arginina bajo las condiciones de analisis
anteriores, se descubre que 2.9 g de la D-arginina obtenida incluian D-arginina y L-arginina en una proporcién de
96:4.

Ejemplo 2

Se afadieron 400 ml de acido propidnico con DL-arginina (20 g), sal aménica de acido D-3-bromocanfor-8-sulfonico
(39.6 g) y salicilaldehido (1.1 g) y después se calentaron a 60°C.

La solucion resultante se agitd a 60°C durante 25 h y se enfrié hasta la temperatura ambiente, y después la sal de
acido D-3-bromocanfor-8-sulfénico de D-arginina depositada se obtuvo mediante filtracion.

Después, se disolvio la sal en agua destilada y se pas6 por una columna empaquetada con una resina de
intercambio iénico (IRC-86, tipo NH4) para adsorber la D-arginina, seguido de la desorcién de la misma utilizando
agua amoniacal al 5%, y la solucién acuosa desorbida resultante se concentrd, proporcionando de esta manera D-
arginina.

La pureza optica de la D-arginina obtenida de esta manera se analizé utilizando una columna quiral (columna
Sumichiral OA-5000) bajo las mismas condiciones que en el ejemplo 1.

Basandose en los resultados del analisis de la pureza éptica de la D-arginina bajo las condiciones de analisis
anteriores, se encontré que 15.7 g de la D-arginina obtenida incluian D-arginina y L-arginina en una proporcion de
98:2.

Ejemplo 3

Se afadieron 1000 ml de acido propidnico con L-arginina (50 g), sal aménica de acido D-3-bromocanfor-8-sulfonico
(94.2 g) y salicilaldehido (1.7 g) y después se calentaron a 65°C.

La solucion resultante se agitd a 65°C durante 20 h y se enfrié hasta la temperatura ambiente, y después la sal de
acido D-3-bromocanfor-8-sulfénico de D-arginina depositada se obtuvo mediante filtracion.

Después, se disolvio la sal en agua destilada y se pas6 por una columna empaquetada con una resina de
intercambio idnico (IRC-86, tipo NH4) para adsorber la D-arginina, seguido de la desorcidon de D-arginina utilizando
agua amoniacal al 5%, y la solucion acuosa desorbida resultante se concentrd, proporcionando de esta manera D-
arginina.

La pureza optica de la D-arginina obtenida de esta manera se analizé utilizando una columna quiral (columna
Sumichiral OA-5000) bajo las mismas condiciones que en el ejemplo 1.

Basandose en los resultados del analisis de la pureza éptica de la D-arginina bajo las condiciones de analisis
anteriores, se descubrié que 38.2 g de la D-arginina obtenida incluian D-arginina y L-arginina en una proporcion
de 97:3.

Basandose en los resultados de los ejemplos 1 a 3, puede concluirse que el método de preparacion de D-arginina
segun la presente invencién muestra un rendimiento elevado y es un procedimiento de preparacion simple y eficaz
para la produccion masiva de D-arginina.

Ademas, en el caso de que se utilice un agente de resolucion éptica, tal como acido D-3-bromocanfor-8-sulfénico
o una sal del mismo junto con un catalizador de racemizacioén, pueden llevarse a cabo simultaneamente una
reaccion de resolucion optica y una reaccion de racemizacion, obteniendo de esta manera D-arginina con un
rendimiento mas elevado.
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REIVINDICACIONES
1. Método de preparacion de D-arginina, que comprende las etapas de:

(1) depositar una sal de acido D-3-bromocanfor-8-sulfénico de D-arginina mediante la resolucion 6ptica de DL-
arginina utilizando, como un agente de resolucion optica, acido D-3-bromocanfor-8-sulfonico o una sal de
acido D-3-bromocanfor-8-sulfénico; y

(2) hidrolizar la sal de acido D-3-bromocanfor-8-sulfénico de D-arginina.

2. Método segun la reivindicaciéon 1, en el que el acido D-3-bromocanfor-8-sulfénico o la sal de acido D-3-
bromocanfor-8-sulfénico estda comprendido/a en una cantidad de 0.5 a 1.5 equivalentes sobre la base de una
cantidad de DL-arginina.

3. Método segun la reivindicacion 1, en el que la sal de acido D-3-bromocanfor-8-sulfénico incluye una sal aménica
de acido D-3-bromocanfor-8-sulfénico.

4. Método segun la reivindicacion 1, en el que en la etapa (1), se utiliza ademas un catalizador de racemizacion
de manera que se llevan a cabo simultaneamente una reaccién de racemizacion y una reaccion de resolucion
Optica.

5. Método segun la reivindicacion 4, en el que el catalizador de racemizacion incluye por lo menos uno
seleccionado de entre el grupo que consiste en salicilaldehido, 3,5-diclorosalicilaldehido y 5-nitrosalicilaldehido.

6. Método segun la reivindicacion 5, en el que el catalizador de racemizacién esta comprendido en una cantidad
de 0.05 a 0.2 equivalentes sobre la base de una cantidad de DL-arginina.

7. Método segun la reivindicacion 1, en el que la hidrolizacion en la etapa (2) se lleva a cabo utilizando una resina
de intercambio i6nico.
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