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Verfahren zur Gewinnung eines Dipeptidderivats

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung eines
Dipeptidderivats.

FEine Additionsverbindung eines Dipeptidesters, wie eines
N-Benzyloxycarbonyl-GC-L-aspartyl-L-phenylalanin-niedrig-
alkylesters mit einem Aminosiureester, wie einem Phenyl- ‘
alanin-niedrigalkylester oder Valinniedrigalkylester, ist
geeignet als Zwischenprodukt fiir einen X-L-Aspartyl-L-
phenylalanin—niedrigalkylesﬁer, der ein SiiBstoff ist oder
als ein Zwischenprodukt fiir die optische Trennung einer
razemigschen Aminosduremodifikation.

Charakteristik der bekannten technischen Losungen

Eine derartige Additionsverbinduhg ist beispielswelse er-
hiltlich durch Reaktion einer N-geschiitzten Aminodicarbon-
siure mit einem Aminosiureester in einem wiBrigen Medium in
Anwesenheit einer Protease (US-PS 4 165 311 und 4 256 836)
oder durch Reaktion eines Dipeptidesters mit einem Amino-
ssureester in einem Lisungsmittel, wie Wasser (JA-OS 19234/80
und 72644/80). Bei diesen Reaktionen scheidet sich die Addi-
ticnsverbindung als eine feste Komponente in dem wdBrigen
Medium ab. Dariiber hinaus verbleibt eine wesentliche Menge
von noch aktiver Protease, wie geldst im ersteren Falle im
wiBrigen Medium. Dementsprechend ist es sehr wichtig, die -
7usatzverbindung sowie die Protease aus dem wéBrigen Medium
wirksam wiederzugewinnen.



Bei den vorstehend genannten {iblichen Methoden erfolgt die
Wiedergewinnung der Additionsverbindung durch Filtrieren,
wobei keine Wiedergewinnung der Protease durchgefiihrt wird.

Es ist auch bekannt, ein orgahisches Losungsmittel, das zur
Bildung eines bin#ren Phasensystems mit Wesser geeignet ist,
zu dem Reaktionsgemisch zuzusetzen, wodurch die Additions-
verbindung geldst und in das LOosungsmittel extrahiert wird
und in der Form einer glelchmaﬁlgen Losung in dem organischen
Losungsmittel abgetrennt Werden xann (US-PS 4 212 946). Um
die Extraktion wirksam durchzufiihren, sollte das organische
Lsungsmittel geeignet sein, nicht nur ein bin#dres Phasen-
system zu bilden, sondern auch ein gutes Losungsvermdgen fiir
die Additionsverbindung aufzuweisen. Es gibt jedoéh nur eine
begrenzte Anzahl organischer Losungsmittel, die diesen Erfor-
dernissen entsprechen. Typische Beispiele sind Ester, wie |
ithylacetat oder Alkylhalogenide, wie 1,2-Dichlorédthan. Je-
doch ergeben Ester das Problem, daB sie der Hydrolyse unter-
liegen, wihrend Alkylhalogenide in der letzien Zeit als
Carcinogen angesehen werden und deren Verwendung zur Behand-
lung der Additionsverbindung, die als Ausgangsmaterial fir
Nahrungsmittel verwendet wird, vermieden werden sollte.

Dariiber hinaus ist es, wenn das organische Ldsungsmittel weni-
ger wirksam zur AuflSsung der Additionsverbindung ist, erfor-
derlich, es in einer gridBeren Menge zu verwenden, was zu
wirtschaftlichen Nachteilen fihrt.

7iel der Erfindung

Es ist Ziel der Erfindung, die vorstehend genannten Schwierig-
keiten zu-liberwinden.



Wesen der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Gewinnungsver-
fahren eines Dipeptids zu entwickeln, das in einem Gemisch
von organischer und widBriger Phase vorliegt,

Erfindungsgem#l wird eine organische Losungsmittelphase, die
im festen Zustand eine wesentliche Menge eines Dipeptidderi-
vats der Fprmel '

0 0 NEHX - 0
f Wl |

R 40-0-?H-NH—C-CH-(CHZ)D-C-O'oZ+ (III)

1
Ba
enthdlt, worin R1 Niederalkyl, R2 eine Seitenkettengruppe
einer Aminosiure ist, n = 1 oder 2 ist und X eine Benzyl=-
oxycarbonylgruppe mit gegebenenfalls einem Kernsubstituenten
igt, und Z ein Wasserstoffion oder ein Ammoniumderivat der
Formel '
0
+ I
Ha -cI:H-c-o-R4 : (IV)
R

darstellt, worin R3 eine Seitenkettengruppe einer Aminosdure
und R4 eine Niederalkylgruppe ist, von einer wéBrigen Phase
getrennt wird und anschlieBend eine Brénsted-S&ure zu der
abgetrennten organischen Losungsmittelphase zugesetzt und
demit vermischt, und das so erhalfene Gemisch einer Phasen-
trennung unterzogen wird, unter Bildung von

1. einer zweiten organischen Losungsmittelphase, die ein
Dipeptidesterderivat der Formel
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-O-C-(llH-NH-C-CH-(CHz)n-é-O"H"' - (VIII)

Ry

Ry

enthdlt, worin R1, RZ’ X und n wie vorstehend definiert sind,
und

2, einer zweiten wiBrigen Phase, die ein Aminos#ureesierion
enthidlt, mit der Formel
0

I |
R 4-o-c-<;H-N+H3 | (IX)

Ry

worin R3 und R4 wie vorstehend definiert sind.

Die beiden Phasen werden voneinander getrennt und des endgiil-
tige Dipeptidderivat wird aus der zweiten organischen Ldsungs-
mittelphase gewonnen, wihrend ein Aminos@ureester der Formel

0
l

H,N~CH~C-0-R, (X)
’ Lo

. RB

2

worin R3 und R4 wie vorstehend definiert sind, aus der zwei-
ten wiBSrigen Phase gewonnen wird..

Falls X in dem Dipeptidester eine Benzyloxycarbonylgruppe ist,
go ist es vorteilhaft, Toluol als organisches Losungsmitiel zu
verwenden, da Toluol leicht, wie nachstehend beschrieben,
wiedergewonnen und erneut verwendet werden kanm.

Die Menge an Wasser, die zu der ersten von der ersten widBrigen
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Phase abgetrennten organischen Losungsmittelphase gefiigt
wird, liegt gewthnlich bei etwa 0,5 bis etwa 15 Gew.,~Teilen,
vorzugsweise etwa 1 bis etwa 10 Gew.=Teilen, basierend auf
1 Gew.=Teil der Additionsverbindung, unter Einbeziehung von
Wasser, das von der Sdure stammt. Wenn die Ssure in der Form
einer wiBrigen Losung verwendet wird, so kann die erforder=-

liche Wassermenge in der Form der wdBrigen Losung der Sidure
zugesetzt werden.

Die zusammen mit dem Wasser zu der Reaktion mit der Addi-
tionsverbindung zuzusetzende SHure ist eine anorganische
oder organische Bronsted-Sdure. Als anorganigche Bronsted-
Séure ktnnen genannt werden Chlorwasserstoffséure, Bronwas=-
gserstoffsiure, Schwefelsdure oder Phosphorséufe. Alg orga-
nigche Brongsted-Sdure konnen Ameisensidure, Essigsdure, Zitro-
nensiure oder Toluolsulfonsdure genannt werden. Diese Siuren
ktnnen in der Form einer wifrigen Ldsung verwendet werden,

" Die Konzentration der Siure in der wiBrigen ILOsung ist nicht
kritisch und kann wahlfrei derart bestimmt werden, daB die
Wassermenge in den vorstehend angegebenen Bereich f81llt.

Dariiber hinsus kann auch eine feste S#ure, wie ein Kationen-
austauscherharz vom H-Typ verwendet werden. In diesem Falle
getzt sich eine derartige feste Siure am Boden des Systems ab.

Die wesentliche Punktion der Sdure liegt in der elektrolyti-
schen Digsoziation des Aminosdureesterteils der Additionsver=-
bindung und dadurch der Bildung einer wiBrigen LOsung eines
Salzes des Aminosdureesiers. (Jedoch wird im TFalle der Ver-
wendung einer festen Sdure der Aminosiureester mit den Was-
serstoffionen der festen Siure lonenausgetauscht und aus dem
wiBrigen fhasensystem abgezogen.) Daher ist die Menge der
SHure, bezogen auf die Additionsverbindung in dem w&Brigen
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Gemisch als Ausgangsmaterial eine stUchiometrische Menge oder
mehr, de h. von etwa 1 bis etwa 100 Kquivalente, vorzugswelse
etwa 1 bis 20 Kquivalente, besonders bevorzugt etwa 1 bisg et~
wa 10 Aqulvalente, bagierend auf 1 Mol der Additionsverbin-
dung. Jedoch mu8 in einigen F&llen der Dipeptidester nicht
notwendigerweise so rein, je nach seinem gpeziellen Zweck,
gein. In einem derartigen Falle kann die Sdure in einer Menge
von weniger als der stdchiometrischen Menge verwendet werden.

Die Abtrennung des Dipeptids nach der elektrolytischen Dis-

goziation von der Additionsverbindung wird gewdhnlich durch-
gefiihrt durch Ubertragen in das organische LOsungsmittel in

der Form einer Aufschlimmung. Wird jedoch ein Keton, das zur
Bildung eines biniren Phasensystems mit Wasser geeignet isf?,
verwendét, so kann die Abtrennung in der Form seiner LOsung

erfolgen.

' Die Temperatur zum Zeitpunki der Behandlung der Additions-—
verbindung bei dieser Ausfilhrungsform liegt gewthnlich bei
etwa O bis etwa 100 C vorzugsweise bei etwa 5 bis etwa 80 °c.
Die Dissoziationsreaktion der Addltlonsverblndung ist gewdhne
lich inmerhaldb von 10 min vollstindig, vorausgesetzt, daB in
entsprechender Weise geriihrt wird.

Ist jedoch die Schutzgruppe X eine Gruppe, die relativ gut
hydrolysierbar ist, wie eine p-Methoxybenzyloxycarbonylgruppe,
g0 sollte in entsprechender Weise darauf geachtet werden, die
Reaktionszeit und die Reaktionstemperatur zu steuern, um eine
Preisetzung d&r Gruppe zu vermelden, mit Ausnahme des Falles,
daB die Preisetzung der Gruppe gewiinscht oder zuldssig ist.

Beim Kontakt mit der Siure wird die feste Additionsverbindung
in einen Dipeptidester und ein Salz eines Aminosdureesters
mit der Siure dissoziiert. Der Dipeptidester weist eine ge-
ringe Loslichkeit in der wiBrigsauren Losung auf, und der



wesentliche Anteil davon liegt in der organischen Ldsungs-
mittelphase in der Form einer Aufschlémmung oder eines ge-
15gten Materials vor. Andererseits ist das Salz des Amino-
siurecesters in der wiBrigsauren Losung sehr gut 1loslich und
158t sich in der wiBrigen Phase. Wenn eine feste Sdure ver-
wendet wird, so f#llt der Aminosdureester als ihr Salz aus.
Somit filhrt das Reaktionssystem zu einem bindren Phasensysten,
das eine organische Phase, die den Dipeptidester in der Form
einer Aufschlimmung oder eines geltsten Materials enth&lt,
und eine wiBSrige Losung des Salzes des AminosZureesters auf=
weist. Die Trennung des biniren Phasensystems kann nach
einer iiblichen Fliissigkeits-Fliissigkelts-Trennmethode erfol-
gen. Die Gewinnung des Aminogiureesters aus dem festen SEu-
resalz kann auch leicht in iiblicher Weise durchgefiihrt wer-
den.

Ausfiihrungsbeispiel

"Die folgenden Beispiele diemen zur weiteren Erliuterung
der Erfindung. )

Beispiel 1

Tn einen 2-1-Kolben wurden 53,45 g N-Benzoyloxycarbonyl-L-
asparaginsdure und 107,84 g D,L-Phenylalaninmethylester—
hydrochlorid beschickt, und 400 ml destilliertes Wasser,
100 ml einer wiBSrigen S5n-Natriumhydroxidldsung, 7,2 g rohes
Thermolysin (Thermoase PS-160, Warenzeichen) und 1,3 g
Calciumacetatmonohydrat wurden zugesetzt. Das Gemisch wurde
ve: 40 °C unter Rilhren umgssetzt. Nach 8 h wurde das Reak-
tionsgemisch zu einem wiBrigen Gemisch, das das Reaktions-
produkt im suspendierten Zustand enthielt, gefiigt. Zu diesem
- wdBrigen Gemisch wurden 700 ml Toluol gefiigt, und es wurde
20 min bei 40 °C geriihrt. Beim Beenden des Riihrens trennten
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gich eine Toluolphase, die eine feste Komponente im suspen-
dierten Zustand enthielt, und eine homogene transparente wifB-
rige Phase. '

REin Teil der festen Komponente wurde gesammelt, aus Athyl-
acetat/n-Hexan umkristallisiert und durch NMR, IR, Elementar-
analyse und optische Drehung analysiert, wodurch sich bestid=-
tigte, daB es sich um eine 1:1-Additionsverbindung von Z=APM
und hauptsichlich D~PM handelte.

Die Toluolphase wurde von der wiBrigen Phase abgetrennt und
500 ml einer wiBrigen 1n-Chlorwasserstoffsdurelisung wurden
zugesetzt. Das Gemisch wurde1 h bei 60 °C geriihrt. Nach dem
Stehenlassen des Gemischs wdhrend etwa 20 min wurde die die
feste Komponente enthaltende Toluolphase von der homogenen

transparenten wiBrigen Phase abgetrennt.

Die abgetremnte Toluolphase wurde zweimal mit 2QO'm1 destil-
liertem Wagser bel 60 °c gewaschen und auf Raumtemperatur
gekiihlt. Die Kristalle in der Toluolphase wurden durch Fil-
trieren unter verringertem Druck mittels eines Glasfilters
gesammelt und getrocknet, wodurch man 73,42 g Z-APM erhiel?
(Gesamtausbeute, bezogen auf dag Ausgangsmaterial, 85,2 %;
Reinheit 99,4 %).

Beisgpiel 2

In einen 2-1-Kolben wurden 53,45 g N-Benzyloxycarbonyl-L-
asparaginsiure und 86,27 g L~-Phenylalaninmethylesterhydro~
chlorid eingefiihrt, und 350 ml destilliertes Wasser, 90 ml
einer wiBrigen 5n-NatriumhydroxidlSsung, 4,8 g rohes Ther-
molysin (Thermoase PS=160, Warenzeichen) und 0,9 g Calcium-
acetatmonohydrat wurden zugesetzt. Das Gemisch wurde unter
Rithren bei 40 °C umgesetzt. Nach 5 h wurden 600 ml Toluol zu



dem Reaktionsgemisch gefiigt, und das Gemisch wurde 20 min beil
40 OC gerithrt. Beim Beenden des Rilhrens trennten sich eine

- Toluolphase, die eine feste Komponente im suspendierten Zu-
stand enthielt, und eine homogene transparente walrige Phase.

Ein Teil der festen Komponente wurde als Probe entnommen,
aus Athylacetat/n-Hexan umkristallisiert und in gleicher
Weise wie im Beispiel 1 analysiert, wodurch gich eine 1:1-
Additionsverbindung von Z-APM und L-FPM bestétigte.

Die Toluolphase wurde von der wéSrigen Phase abgetrennt, und
es wurden 500 ml einer 1n wiBrigen Chlorwasserstoffsiurelo~
sung zugesetzt. Das Gemisch wurde 1 h bel 60 °C geriihrt. Nach
dem Stehenlassen des Gemischs wihrend 20 min wurde die To-
luolphase, die die feste Komponente enthielt, von der homo=-
genen transparenten wifrigen Phase abgetremnt. Nach dem Kih-
len der abgetrennten Toluolphase wurden die darin enthaltenen
Krigtalle durch Filtrieren unter verringertem Druck mittels
eines Glasfilters gesammelt und getrocknet, wobel man 73,27 8
7-APM erhielt (Gesamtausbeute, bezogen auf das Ausgangsmate-
rial, 85,3 %, Reinheit 99,7 %).

Beigpiel 3

7u einer Suspension, hergestellt durch Suspendieren von 4,25 g
einer 1:1-Additionsverbindung von Z-APM und D=-PM in 35 ml
Toluol, wurden 10 ml 1n~Chlorwasserstoffséure und 20 ml de-
gtilliertes Wasser gefiigt. Das Gemisch wurde 30 min bei 60 °¢
gerilhrt. Nach dem Stehenlassen des Gemischs wihrend 20 min
wurde die Toluolphase, die die feste Komponente enthielt,
von der transparenten homogenen wiBrigen Phase abgetrennt.

Die Toluolphase wurde zweimal mit 20 ml destilliertem Wasser
gewaschen und das Losungsmittel wurde durch Verdampfen mit-
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tels eines Rotationsverdampfers entfernt, wobel man 2,92 g
7=-APM (Reinheit 99,7 %) erhielt.

Beigpiel 4

Es wurde in gleicher Weise wie im Beispiel 3 gearbeitet, wo-
bei jedoch anstelle von Toluol Diisopropyldther verwendet
wurde. Das Losungsmittel wurde aus der Isopropylétherphase,
die die feste Komponente enthielt, durch Verdampfen mittels
eines Rotationsverdampfers entfernt, wobei man 2,96.g Z=APH
(Reinheit 98,0 %) erhielt.

Beigpiel 5

Eg wurde in gleicher Weige wie im Beispiel 3 gearbeitet, wo-
bei jedoch die Temperatur und die Zeit fiir das Vermischen
der Toluolsuspension der Addltloneverblndung und der wiBri-
gen Chlorwasserstoffsaurelosung auf 25 °C bzw. 60 min gein-
dert wurden, wodurch man 2,96 g Z-APM (Reinheit 98,1 %) er-
hielte.

Béispiel-6

Es wurde in gleicher Weise wie im Beispiel 3 vorgegangen, wo=
bei jedoch 0,715 ml einer 95 % Schwefelsiure anstelle der
Chlorwasserstoffsdure verwendet wurden, und 26,3 ml destil-~
liertes Wasser anstelle von 20 ml verwendet wurden, wobel
man 2,96 g Z-APM (Reinheit 99,6 %) erhielt.

Beispiel T

BEg wurde in gleicher Weise wie im Beispiel 6 gearbeitet, wo-
" bei jedoch 0,733 ml Essigsdure anstelle der 95 % Schwefel-
sdure verwendet wurden, wobei man 3,06 g Z-APH (Relnhelt

91,7 %) erhielt.
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Beigpiel 8

Es wurde in gleicher Weise wie im Beispiel 3 gearbeitet,
wobei man jedoch n-Heptan anstelle von Toluol verwendete,
wodurch man 3,12 g 2-APM (Reinheit 89,6 %) erhielt.

Beigpiel 9

In 20 ml Wasser wurden 5,0 g eines Natriumsalzes von N-
Benzyloxycarbonyl-OQ—L—aspartyl-L-phenylalanin-methylester
geltst, und diese LUsung wurde tropfenweise zu 20 ml einer
wiBrigen LOsung gefligt, die 5,0 g D,L—Valinmethylester-
hydrochlorid enthielt, wobei geriihrt wurde, worauf das Reak=-
tionsprodukt ausfiel und das Reaktionsgemisch zu einer Sus-
pension wurde. Nach dem Stehenlassen dieser Suspension bei
Raumtemperatur wihrend 2 h wurden 50 ml Methylisobutylketon
zugesetzt, es wurde geriihrt und anschlieBend stehengelassen,
wobel sich eine Methylisobutylketon-Suspensionsphase, die
das Reaktionsprodukt enthielt, und eine homogene transparen-
te wdBrige Phase tremnten. Die Methylisobutylketonsuspen-
sionsphase wurde von der wdSrigen Phase abgetremnt und 10 ml
einer wiBSrigen 1n-Chlorwasserstoffsiureldsung und 20 ml Wag-
ser wurden zugesetzt. Das Gemisch wurde 30 min bei 60 °¢ ge-
rithrt und anschlieBend ruhig stehengelassen, wobei sich eine
homogene Methylisobutylketonphase und eine

homogene wilrige
Phase trennten. )

(<

Methylisobutylketon wurde aus der Methylisobutylketonphase
durch Verdampfen mittels eines Rotationsverdampfers ent~
fernt, wobei man 4,5 g Z-APM (Reinheit 99,5 %) erhielt.

AuBerdem wurde die wiBrige Phase durch Zusatz von Natrium-~
carbonat auf den pH-Wert 8 gebracht und anschliefiend mit
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Méthylenchlorid extrahiert. Die Methylenchloridphase wurde
iiber wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet, und nach dem
Finblasen von Chlorwasserstoffgas wurde gie konzentriert.
Disthyldther wurde dariiber hinaus zugesetzt, um eine Ausfdl-
lung der Kristalle zu bewirken, und die Kristalle wurden ge=-
sammelt. Man erhielt 1,6 g Kristalle von D-Valimmethylester-
hydrochlorid (optische Reinheit 69 %).

Beigpiele 10 bis 13

Eg wurde in gleicher Weise gearbeitet wie im Beispiel 3, wo=-
bei jedoch anstelle der 1:1 Additionsverbindung von Z-APH
und D-PM 5,00 g der 1:1 Additionsverbindungen von Z-APM und
Aminosiureester, die sich von Phenylalaninmethylester unter-
gchieden, verwendet wurden. Die so erhaltenen Ergebnisse
gind nachstehend aufgefiihrt:

Beispiele Additionsverbindungen  gewonnene ~_ Reinheit
: . Z=APl

10 D-Valinmethylester 3,76 g 98,3 %

11 I-Alanindthylester 3,82 g 99,4 %

12 D=-Leucinmethylester 3,71 g 99,1 %

13 L-Tyrosindthylester 3,11 g 98,4 %

Beigpiel 14

Es wurae in gleicher Weise wie im Beispiel 3 gearbeitet, wo-
bei Jedoch anstelle der 1:1 Additionsverbindung von Z-ATM
und D-FM 5,00 g einer 1:1 Additionsverbindung von ‘N-Benzyl-
oxycarbonyl- O(-L-aspartyl-L-phenylalanln-athylester (Z=APE)
und D-PM verwendet wurden, wodurch man 3,42 g Z-APE (Rein-
heit 98,8 %) erhielt.
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Beigpiel 15

Es wurde in gleicher Weise wie im Beispiel 3 gearbeitet, Wo=
bel jedoch anstelle der 1:1 Additionsverbindung von Z=-APM
und D-PM 5,00 g einer 1:1 Additionsverbindung von N-p-Meth-
oxybenzyloxycarbonyl=- X -~L-agpartyl-L-phenylalaninmethylester
(PMZ-APM) und D-PM verwendet wurden, und die Kontakttempera-
~ tur der Toluolldsung mit der wiBrigen Chlorwasserstoffs@ure-
16sumg 20 °C betrug, wobei man 3,45 g PMZ-APM (Reinheit

97,2 %) erhielt.

Beigpiel 16

In einem 2-1-Kolben wurden 53,45 g N-Benzyloxycarbonyl-L-
asparaginsdure und 107,84 g D,L—Phenyialaninmethylester-
hydrochlorid eingefiihrt, und 400 ml destilliertes Wasser,

100 ml einer wiSrigen Sn-Natriumhydroxidltsung, 7,2 g rohes
Thermolysin (Thermoase PS-160, Warenzeichen) und 1,3 g Cal-
ciumacetatmonohydrat wurden zugesetzt. Das Gemisch wurde bei
40 °C unter Riihren umgesetzt. Nach 8 h wurde ein Teil des
festen Bestandteils in dem wiBrigen Gemisch in der Form einer
Suspension als Probe ehtnommen, gorgfdltig mit kaltem Wasser
gewaschen, getrocknet und in gleicher Weise wie im Beispiel 1
analysiert, wobei sich die feste Komponente als 1:1 Additions-
verbindung von Z-APM und hauptsichlich DMP bestédtigte.

7u dem wiBrigen Gemisch, d. h. dem Reaktionsgemisch, wurden
600 ml Toluol und 100 ml konzentrierte Chlorwasserstoffsiure
gefiigt, und das Gemisch wurde bei 60 °C 1 1 geriihrt und an-
gchlieBend wihrend etwa 20 min still stehengelassen, wobedl
gich eine Tpluolphase, die einen festen Bestandteil enthielt,
von der homogenen transparenten Phase abtrennte, Dies abge=-
 trennte Toluolphase wurde zweimal mit 200 ml destilliertem
Wasser bei 60 °C gewaschen und anschliefend auf Raumtempera-
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tur gekithlt, und die Kristalle in der Toluolphase wurden
durch Filtrieren unter verringertem Druck gesammelt,'mittels
eines Glasfilters getrocknet, wobei man 74,75 g Z-ATM er=-
hielt (Gesamtausbeute, bezogen auf das Ausgangsmaterial,
86,3 %; Reinheit 99,3 %).

Beigpiel 17

Die Reaktion wurde in gleicher Weise wie im Beispiel 16
durchgefilhrt, wobei jedoch IL-Phenylalaninmethylester-hydro-
chlorid anstelle von D,L-~Phenylalaninmethylester-hydrochlorid
verwendet wurde, 3,6 g rohes Thermolysin anstelle von 7,2 g
eingesetzt wurden und 0,6 g}Calgiumacetat-monohydrat angtelle
von 1,3 g verwendet wurden. Nach 8 h wurde ein Teil der fe-
sten Komponente aus dem wiBrigen Gemisch in Form einer Sus-
pension als Probe entnommen, sorgfdltig mit kaltem Wasser
gewaschen, getrocknet und angchlieBend in gleicher Welge wie
im Beispiel 1 analysiert, wodurch die feste Komponente als
eine 1:1 Additionsverbindung von Z-APM und L-PM bestédtigt
wurde.

Das wiBrige Gemisch, d. h. das Reaktionsgemisch wurde in
gleicher Weigse wie im Beispiel 16 behandelt und man erhiel%
7=-APM durch Filtrieren der Toluolphase in einer llenge von
74,56 g, getrocknet (Gesamtausbeute, bezogen auf das Aus-
gangsmaterial 86,4 %, Reinheit 99,3 %).

Beigpiel 18

'In eine Suspension, erhalten durch Suspendieren von 5,00 g
einer 1:1 Additionsverbindung von Z-APM und D-PM in 20 ml
destilliertem Wasser wurden 35 ml Toluol und 10 mlreiner
widBrigen 1n-Chlorwasserstoffsiureldsung gefligt, und das Ge-
misch wurde 30 min bei 60 °C geriihrt und anschlieBend etwa
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20 min stehengelassen, wobel sich die eine feste Komponente
enthaltende Toluolphase von der homogenen transparenten wif-
rigen Phase trennte. Die abgetremnte Toluolphase wurde zwei-
mal mit 20 ml destilliertem Wasser gewaschen, und das Lo-
sungsmittel wurde durch Verdampfen mittels eines Rotations-
verdampfers entfernt, wobei man 3,49 g Z-APM (Reinheit

99,5 %) erhielt.

Beigpiel 19
Es wurde in gleicher Weise wie im Beispiel 18 gearbeitet,
wobei jedoch anstelle von Toluol Diisopropylédther verwendet

wurde, wodurch mén 3,36 g Z-APM (Reinheit 97,4 %) erhielt.

Beispiel 20

Es wurde in gleicher Weise wie im Beisgpiel 18 gearbeitet,
wobei jedoch die Temperatur und die Mischzeit der wdBrigen
Suspension der Additionsverbindung mit Toluol und der wifBri-
gen Chlorwasserstoffsidureldsung auf 25 °¢ bzw. 60 min gedn-
dert wurden, wobei man 3,45 g Z-APM (Reinheit 99,7 %) erhielt.

Beigpiel 21

Es wurde in gleicher Weise wie im Beispiel 18 gearbeitet,
wobei jedoch 10 ml 95.% Schwefelsdure anstelle von Chlorwas-
serstoffsidure verwendet wurden und 30 ml destilliertes Was-
ger anstelle von 20 ml verwendet wurden, wobei man 3,42 g
7-APM (Reinheit 99,5 %) erhielt. '

Beigspiel 22

Es wurde in gleicher Weise wie im Beispiel 21 gearbeitet,
wobei jedoch 1,0 ml Essigsdure anstelle von 95 % Schwefel=-
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gdure verwendet wurden, wodurch man 3,21 g Z-AFM (Reinheit
91,8 %) erhielt.

Beispiel 23

Es wurde in gleicher Weise wie im Belspiel 18 gearbeitet,
wobei jedoch anstelle von Toluol n-Heptan verwendet wurde,
wodurch man 3,21 g Z-APM (Reinheit 91,8 %) erhielt.

Beisgpiel 24

Es wurde in gleicher Weiée wie im Beispiel 18 gearbeitet,
wobei jedoch 5,00 g einer 1:1 Additionsverbindung von N-
Benzoyloxycarbonyl- ~-L-aspartyl-L-phenylalanindthylester
(2-APE) und D-PM verwendet wurde anstelle der 1:1 Additions-
verbindung von Z-APM und D-PM, wodurch man 3,38 g Z-APE
(Reinheit 99,1 %) erhielt.

Beigpiel 25

Es wurde in gleicher Weise wie im Beigpiel 18 gearbeitet,
wobei jedoch eine Suspension von 5,00 g einer 1:1 Additions-
verbindung von N-p-Methoxybénzyloxycarbonyl-CK-L-aspartyl-
L-phenylalanin-methylester (FPMZ-APM) und D-PM anstelle der
Suspension von 1:1 Additionsverbindung von Z-APM und D-PM
verwendet wurden, und die Kontakttemperatur der wiSrigen
Sugpension mit Toluol und der wéBrigen Chlorwasserstoffsiure
20 °C betrug, wobei man 3,41 g PMZ-APM (Reinheit 98,4 %) er-
hielt.

Beispiel 26

80 ml einer heiBen Athylacetatltsung, enthaltend 6,66 g
D,L-Phenylalaninmethylester und 200 ml einer heiBen Athyl-
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acetatlosung, enthaltend 7,72 g N=-Benzyloxycarbonyl- X-L-

- aspartyl-L-phenylalaninmethylester wurden vermischit, und .das
Gemisch wurde bei Raumtemperatur tiber Nacht stehengelassen,
worsuf die gebildete Additionsverbindung durch Filtrieren
abgetrennt und getrocknet wurde. 5,00 g der so erhaltenen
Additionsverbindung wurden in 20 ml destilliertem Wasser
zur Erzielung eines wiBrigen Gemischs suspendiert. Zu die-
sem wiBrigen Gemisch wurden 35 ml Toluol und 10 ml einer
wiBrigen 1n-Chlorwasserstoffsturelosung gefligt, und das
Gemisch wurde 30 min bei 60 °C geriihrt und anschlieBSend

20 min ruhig stehengelassen., Die eine feste Komponente ent-
haltende Toluolphase wurde von der homogenen trangparenten
wiBrigen Phase abgetrennt. Die abgetrennte Toluolphase Wurdé
sweimal mit 20 ml destilliertem Wasser gewaschen, und an-
schlieBend wurde das Ldsungsmittel durch Verdampfen mittels
eines Rotationsverdampfers entfernt, wobei man 3,47 g Z=APM
(Reinheit 99,6 %) erhielt.

AuBerdem wurden die wiBrige Phase von der Toluolphase abge-
trennt und die Waschltsung von der Widsche der Toluolphase
vereint, und Natriumcarbonat wurde zugesetzt, um den pH=-
Wert der vereinten Losung auf 8 einzustellen. Die LOsung
wurde anschlieBend mit Methylenchlorid extrahiert, Die
Methylenchloridphase wurde iiber wasgserfreiem Magnesium=-
sulfat getrocknet und nach dem Einblasen von Chlorwasser-
gtoffeduregas konzentriert. Didthylather wurde weiter zu
der Kristallausfdllung gefiigt, und die Kristalle wurden
durch Filtrieren gewonnen. Man erhielt 1,58 g Kristalle von
D-Phenylalanimmethylester-hydrochlorid (optische Reinheit
97 %)

Beigpiele. 27 big 30

Es wurde in gleicher Weise wie im Beispiel 18 gearbeitet,
wobei jedoch anstelle der 1:1 Additionsverbindung von
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7-APM und D-PM 5,00 g der 1:1 Additionsverbindungen von
Z=-APN und Aminosiureestern, die sich von Phenylalaninmethyl-
ester unterschieden, verwended wurden. Die erhaltenen Ergeb-
nisse sind nachstehend aufgefiihrt:

Beigpiele  Additlonsverbindungen  gewonnenes Reinheit

Z=APM
27 I-Valindthylester 3,58 g 99,2 %
28 I-Alaninmethylester 3,92 g 99,3 %
29 L—Leucinﬁthyleéter 3,41 g 99,1 %

30 D-Tyrosinmethylester 3,13 g 98,8 %
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Erfindungsanspruch

1e Verfahren zur Gewinnung eines Dipeptidderivats,
gekennzeichnet dadurch, da8 eine organische Lo=-
sungsmittelphase, die im festen Zustand eine we-
gentliche Menge eines Dipeptidderivats der Formel

0. 0 1}@{ Cﬁ
i i _
Ry~O~C~CH~NE~C~CE=(CH,)  ~C=0" + Al (III)
B,

enthdlt, worin R,1 Niederalkyl, R2 eine Seitenket=-
tengruppe einer Aminosdure ist, n = 1 oder 2 ist
und X eine Benzyloxycarbonylgruppe mit gegebenenfalls einen
Kernsubstituenten ist, und Z ein Wasserstoffion oder
ein Ammoniumderivation der Formel
0
+ I
HBN -CH-C-O-RLl_ (V)

|

By

darstellt, worin R, eine Seitenkettengruppe einer
Aminosdure und R4 eine Niederalkylgruppe j.st, von
einer wdBrigen Phase getrennt wird und anschlieBend
Wasser und eine Bronsted-Sdure zu der abgetrennten
organischen Lisungsmittel-Phase geflgt und damit
vermischt werden und das Gemisch der Phasentrennung
unterzogen wird, unter Bildung von
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1)

2)

- D)

elner zweiten organischen Losungsmittelphase,

die ein Dipeptidesterderivat der Formel

0 0 NHX 0

| I [
R1-O-C-?H-NH-C-CH-(CH2)n-G—O o HW

B

enthélt, worin R, eine Niedrigalkylgruppe ist,
32 eine Seitenkettengruppe einer Aminosdure ist,
n 1 oder 2 "ist, X eine Benzyloxycarbonylgruppe
ist, die einen Kernsubstituenten haben kann, und

einer zweiten wdBrigen Phase, die ein Aminosdure-

esterion enthsdlt git der Formel

I
+
R4~O‘C-?H~NH3’

By

worin B.4 eine Niedrigalkylgruppe ist und eine
R3 eine Seitenkettengruppe einer Aminosdure ist,

worauf die resultierenden Phasen gebtrennt und das

endgliltige Dipeptidderivat aus der zweiten organi=-
schen Losungsmittelphase gewonnen wird.

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch,

da das organische Ldsungsmittel ein Keton, das ein

bindres Phasensystem mit Wasser bilden kann, ein

aliphatischer oder aromatischer Kohlenwasserstoff,
ein Ather oder ein Gemisch davon ist, wobei das
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Lisungsmittel in einer Menge von weniger als 10 Gew.~=
Teilen und nicht weniger als 1 Gew.-Teil, basierend
auf der Menge des Dipeptidesterderivates verwendet
wird,.

Verfahren nach Punkt 1 oder 2, gekehnzeichnet da=
durch, daB die Menge an Wasser in dem wéBrigen
Gemisch bei etwa 1 bis etwa 10 Gew.-Teilen, basie=-
rend auf der llenge des Dipeptidesterderivates
liegts

Verfahren nach Punkt 1, 2 oder 3, gekennzeichnet
dadurch, daB die Brinsted=-S3ure in einer Menge im
Bereich von etwa 1 bis etwa 1 bis etwa 10 Aquivalen=
ten, basierend auf der lolaritdt des Dipeptidester-
derivates verwendet wird.

Verfahren nach Punkt 1, 2, 3 oder 4, gekennzeichnet
dgdurch, daB das Wasser, das mit der Bronsted-S&ure
zu der ersten organischen Lsungsmittelphase gefiigt

wird, in einer Menge im Bereich von etwa 1 bis etwa 10

Gew.=Tellen, basierend auf der Menge des Dipeptid~-
derivats verwendet wird.

Verfahren nach den Punkten 1 bis 4 oder 5, gekenn=-
zelchnet dadurch, aal Rq und 34 Methylgruppen sind,
R2 eine Benzylgruppe ist, RB eine Methyl-, Isopropyl-,
Isobubtyl-, Benzyl- oder p.Hydroxybenzylgruppe ist,

X eine Benzyloxycarbonylgruppe oder eine p-iethoxy-

benzyloxycarbonylgruppe ist und n 1 ist,
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Verfahren nach den Punkten 1 bis 5 oder 6, gekenn-
zeichnet dadurch, da8 das organische Lisungsmittel
Toluol, Methylisobutylketon oder Diisopropyléther
ist und die Bronsted-Sdure Chlorwasserstoffsaure,
Schwefelsdure oder Essigsdure ist,

Verfahren nach den Punkten 1 bis 6 oder 7, gekenn-
zeichnet dadurch, daB ein aminosdureester der
Formel

i
HN~-CH~-C~-0=2R

2 éB 4
worin RB eine Benzylgruppe ist und Ru eine Methyl-

gruppe ist, aus der zweiten wéBrigen Phase gewonnen
wirde

1
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