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(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung eines Dipeptidderivates. Ziel der Erfindung ist die

_Bereitstellung eines einfachen und industriell vorteithaften Verfahrens zur Abtrennung der Additionsverbindung.
- ErfindungsgemaB wird ein organisches Lésungsmittel, das geeignet ist zur Bildung eines bindren Phasensystems mit

Wasser, mit einem wiBrigen Gemisch vermischt, das als eine feste Komponente ein Dipebtidesterd'erivat der

Formell .. ... . ... . . . - I
0 0 NHX 0
1" L L | -
* Rq=0~C-CH-NH-C~CH~(CH,) ~C-0",¥* (1)
B | - ) . ) .

enthélt, worin R, eine Niedrigalkylgruppe ist, R, eine Seitenkettengruppe einer Aminoséureist, n 1 'oder 2ist, X eine

‘Benzyloxycarbo‘nylgruppe, die einen Kernsubstituenten haben kann, und Y ein Wasserstoffion u. a. Danach 188t man-~

das resultierende Gemisch absetzen unter Bildung einer organischen Losungsmittelphase, die eine wesentliche
Menge des Dipeptidderivates im festen Zustand enthalt, und einer wiélrigen Phase. Die organische
Losungsmittelphase wird von der wiRrigen Phase getrennt und das Dipeptidderivat aus der organischen

. Lésungsmittelphase gewonnen.
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Verfahren zur Gewinnung eines Dipeptildderivats

Anwendu..gsezebiet der Erfindung

Die riindung beirifft ein Verfahren gur Gewinnuhg_eines
Dipeptidderivats. insbesondere beirifft sie ein Verfahren
sur Gewinnung eines Dipeptidderivats aus einer wifrigen
suspension davon mit einem ofganischenkLbsungsmittel.

Eine Additioansverbinduag eines Dipeptidesters, wie
eines N-Benzyloxycarbouyl-eol -L=aspartyl-L-phenylalanin-
nicdrigalikylesters mit einemlﬂmihosaureester, wie einem
Phenylelanin-niedrigalicylester oder Valinniedrigalkylé

eater, ist geeignet als Zwischenproduxt flir einen & =Le:

Asvartyl-L-phenylalanin-niedrigalkylester, der ein
Sildstofl ist oder als ein Zwischenprodukt fiir die cop-
tische Urennung einer razemischen Aminosduremodifikation,

Charakteristik der bekannten technischen Lﬁsup@én

Bine derartige Additionsverbinduag ist beispiclsweise
erhiiltlich durcn Reaktion einer N-geschitzten amingdi-
cerbons.ure mit einem Aminosiureester in einem willrigen -
llediun in Anwesenheit ciner Protease (U3-PSen 4 165 311
und 4 256 83%) oder durch Reaxtion eines Dipeptidesters
mis einem Amlnosidureester in einem Lidsuagsmitiel, wie
Wasser (JA=-Oben Nr. 19234/80 und 72644/80). Beli dicsen
Reakticaen schneidet sich die Additionsverivinduig als
cine feste domponente in dem wdBrigen Medium ab, Dariber
hinaus verbleibt eine wesentliche lleige von noch akiie
ver Protease wie geldst im ersteren Talle im widrigen
ledium, Dementsprechend ist es sehr ﬁichtig, die Zusatza-
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verbindung sowle die Protezse aus dem wikirigen kieddum:

1,

wipkgam wleaerzug(awmnen.

N

Hei den vorstehend genannten Ublichen liethoden erfelgh
die Mledergcwxnnxn& der Additionsverbindung darch File
trieren, wobel Kkeine Wiedergewinanung der Prctease durcle

gefihrt wirde.

w3 lst auch bekannt, ein crganisches LOSQHW”mlbuel, dao
zur Bildung elnes bindren fhasensystems mit Wasder ge-
eignet ist, zu dem Reakticnsgemisch zuzusetzen, wodurch
~die AGQLthﬂSVerLLndunU geldst und in das Losungsmittel
ehb caliert wird und in der Form elnexr g;ClChd&ﬁlaen ’
‘Losung 1n dbm orvanlschen LO8 ungsmlttel abgetrennt wer=
den &&JA(Uu—PS 4 212 946), Um die Extraktion wirksem duschu
vuianrcn, salltc das organische Losungsmittel gcel*nnt
ln, nLCht nur ein bindres Fhasensystem zu blldon, *ona‘:'
‘ern auch ein gutes Losungsverndgen flir dle Aqdltions- |
verbinduig s wufzuweizen, Es gibt jedoch nur eine begrenzte
anzanl organischer Lusungsmittel, die dicsen Srforder-
issen entaprecnﬂn. Typliscae Belsplele gind bster, wie
nthdl cetat oder ﬁlkjlhalogenlde, wie 1,£—chlloratnaa.
Jedoch. ergeben Lster das Froblem, daB sie’ der Hydrolyse
unterliegen, wihrend nl&ylaalogenlde in Jcr letutou Zelt
nls Cz rcmnogen angesehen werden und deren Vcrwendunc"
zur Behandlung der 4dditicnsverbindung, die als Aug-
*aﬂ*ﬁiutpr"al fiir Naarung rsmittel vervendet wird, ver-

mieden werden sciltes

deribsr hinaus 1ot es, wenn das organische Losungsmiticl
veniger. wirksam zur Auflost we der Additlonsverbindung
igt, arforderlimn, eg in siner grofercn dleige su ver-

wenden, weg au wirtschaftlichen Nachteilen fliart.
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Ziel der Erfindung

Es ist das Ziel der Eriindung, die vorstehenden Schwierig-
keiten zu iberwinden und ein industriell vorteilhaftes
Verfahren zur Abtrennw:g der Additlongverbindung bereit-

- zustellen, ' ‘

Derleguug des Wesens der Erfindung

Der briindung liegt dis Aufgabe zugrunde, die Abtrennung
- der Additlonsverbindung in einem bindren rhacensystem vor-
sanehmel o

Erfindungsgemi, hat sich Uberraschenderveise gezeigt, daf
‘in einem biniren Phasensystem, des eine wilrige Phase und
eine organiscne Lusungsmittelphase enthdlt, fristalle der
Additioﬁsverbindung in die organische Lbsungsmittelphase 1k
featen Zustand aufgenommen werden und dadurch wirkeam von der
wiirigen Phase, die das nichtreagierte liaterial und Proteasc
enthilt, abgetrennt werden kann, Dies stellt den Gegenstand
der Erfindung dar, | '
Durch die Erfinduhg»wird ein Yerfahren bereitgestellt zur ,
Gewinnuag eines Dipeptidderivats, das darin besteht,‘ein‘i
organicches Lisungsmitiel, das zur Bildung eines biniiren

* Phasensystems mit Wasser geeignet ist, mit einem wiirigen
Gemiisch zu vermischen, das als eine feste Homponenite ein
Dipeptidesterderivat mit der Formel -

0 0 LHX 0 |

R, O Ol = Cm CHm ( QL ) =00, v (1)

ﬂ“..l"',"'u .I- 1"_‘“4 g 2 n""’ & 4
R,

enthdlt, worin R1 eine Wiedrigalkylgruppe ist, R2 eine
seitenkettengruppe elner aminosdure ist, n 1 oder 2 ist,
X eine Benzyloxycarboﬁylgruppe ist, die elnen Kernsub;
stituenten aufweisen kann, uvnd Y ein Wasserstoifion
oder ein Aumoniumderivation der Formel



HgN -CH-C-O-Ry B

5 | 3 | |
ist,varin R, éine Seitenkefténgruppe einer Aminosdure
darstellt und R4 eine Nledrlgalkylgrupoe ist, daB man
das Reaktlonsgemlsch absetzen lant, unter Bildung’von

10
1. einer organischen Lésungsmittelphase, die im festen
Zustand eine wesentiiche Menge des Dipeptidderivats
der Formel | ‘
-‘15 "‘ Ri—O—C-?H-NH—CFCH—(CHz)ﬁ~C-O'-Z ;1 ‘Ig)
Ry
‘enthdlt, wOriani, R2' n und X wie vorstehend defi-
. niert sind und Z ein Wasserstoffion oder ein Ammonium-
20 derivation der Formel ' -
_ O N .
}13N+—<i‘,1'1~c[,—0—R4 - (W)
i R3
15 | ,
' ist, worin R4 und R4‘wie vorstehend definiert sind,
und '
2. einer wéssrigen Phase,
30 o

daB man die organische Ldsungsmittelphase von der wiss-
rigen Phase abtrennt und das Dipeptidderivat aus der

organischen LOsungsmittelphase gewinnt.

35 Im folgenden Werden bevorzuqte Ausfithrungsformen der
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-Erfindung beschrieben. In den vorstehenden Formeln be-~

deuten RT und R4 jeweils. eine Niedrigélkylgruppe, wie

.eine Methylgruppe,'eine\Athylgruppé, eine Propylgruppc
_'Qdér eine Butylgruppe, und jedes von R, und R3 ist eine
-, Seitenkettengruppe einer Aminosdure, wie eine Methyl-

gruppe, eine Isopropylgruppe, eine Isobutylgruope, eine

‘Isoamylgruppe, eine Benzylgruppe oder eine p—Hydroxy—

benzylgruppe. Besonders bevorzugt als R, ist eine

‘Benzylgruppe. X kann eine Benzyloxycarbonylgruope sein,

die einen Substituenten an ihrem Kern aufweisen kann,

wie eine Benzyloxycarbonylgruppe oder eine p-Methoxy-
- benzyloxycarbonylgruppe.

‘Das wdssrige Gemiséh, das die Additionsverbindung der

allgemeinen Formel I im festen Zustand enthadlt, kann er-

’halteq werden durCh Reaktion eines Aminosidureesters

mit der Formel
7
Rl-O-C-(')H-NH2 (V) B
Ry | S

worin R1 und R2 wie vorstehend definiert'sind, mit

~einer N-geschiitzten Aminodicarbonsiure mit der Formel

o e

HO-C-(CH~2)n— CH —C-OH (Vi)
worin n und X wie vorstehend definiert sind, in An-
wesenheit einer Protease,:Vorzugsweise einer Metallo-
protease, in einem wdssrigen Medium, wodurch die
Additionsverbindung der Formel I, worln R3 gleloh wie
R2 ist und R4 glelch ist wie R1, ausfdllt.

Die Additionsverbindung der FOrmel I, der Aminosidureestor

der Formel V und die N-geschilitzte Aminodicarbonsédure der
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1. Formel VI werden im folgenden einfach als Additionsver-
:binduhg} Aminosiureester, bzw. N-geschiitzte Aminodicarbon-

" sdure bezeichnet.

Das vorstehend erwihnte Verfahren zur Herstellung der

o

Additionsverbindung karn durchgefiihrt werden unter"den‘
Bedingungen, wie sie beschrieben werden in den US-PSen
4 165 311 und 4 256 836. Belsplelswelse kdnnen folgende

Bedlngungen angewendet werden.

Konzéntrationen des Amino- von etwa 0,1 bis etwa 5 m,
séureesters und der N-ge- vorzugsweise von etwa 0,2
sChﬁtzten_Aminodicarbon¥ bis etwa 2 m | ’
‘sdure in dem wissrigen . ‘ L

15 Medium

i

Molverhéltnis des Amino- von etwa 5:1 bis etwa 1:5,
(saureesters zu der N-ge- vorzugsweise von 2:1 bis etwa
schiitzten Aminodicarbon- ° 1:4

20  sdure
‘Enzyme - Proteasen wie saure Protea-

sen, Thiolproteésen,'Métallo~
proteasen und Serlnproteasen,
351 o vorzugsweise Metalloprotea-l
' sen, wie Prolisin, Thermoly~
sin, Tasinase und PS~ Protease.
Ein rohes Enzym von z.B.
Thermoase kann ebenfalls
40 o , ‘ verwendet werden.
Enéymkonzentratioﬁ ' ' Gewdhnlich etwa 2 bis etwa
' ‘ 400 mg pro Mol des Substrats

(d.h. etwa 5 x 107> bis

etwa 1 x 1072 mMol), vorzugs-

12
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weise etwa 5 bis etwa 100 mg
r : . pro Mol des Substrats (d.h.

etwa 1 x 1077 bis 3 x 107>

mMol) .
"pH-Wert der LOsung zum Im Bereich, in dem das ‘
Zéitpunkt der Reaktion Enzym seine proteolytische

Wirksamkeit ausiibt, gewdhn-
lich bei einem pH-Wert von
‘etwa 4 bis etwa 9, vorzugs-

weise von 4 bis 8.

Reaktionstemperatur . Innerhalb des Temperatur-
|  bereichs, bei dem das Enzym
seine ehzymatische Aktivi-
tit beibehalten kann, vor-
zugsweise etwa 20 bisvetwa
50°C. |

Bei diesem Verfahren werden der Aminosdureester bzw.

'~ die N-geschiitzte Aminodicarbonsiure in der L-Form oder

in Form eines Gemischs der L- und D-Formen verwendet.
Wenn eih L-Aminosdureester verwendet wird, so erhilt
man eine Additionsverbinduné eines L,L~Dipeptidesters
mit einem L-Aminosdureester. Wenn ein Gemisch eines

L—Aminoséureesﬁers und eines D-Aminosdureesters ver-
wendet wird, so erhdlt man eine Additionsverbindung

eines L,L-Dipeptidesters mit einem'D—Aminoséureester

oder ein Gemisch von D- und L-Aminosdureestern.

Das erfindungsgemdBe wissrige Gemisch kann auch herge-
stellt werden durch Reaktion des Aminosiureesters mit

einem Dipéptidester, dargestellt durch die allgemeine

!

Formel

8 ond

—(CHz)n- CH ~C-NH-CH—C—O—R‘1 (vip -
3

Ch:O‘

HO-
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worin R., R,, n und X wie vorstehend definiert sind,

in einem wéssrigen Medium. Die dabei erhaltene Addi-
tionsverbindung ist geeignet fir die optische Trennung
von D,L-Aminosdureestern, wievbeschrieben in den JA-OSen
Nr. 19234/80 und 73644/80.

Das erfindungégeméﬁ zu verwendende wdssrige Gemisch ist
nicht auf eines beschrinkt, das nach den vorstehenden
Verfahren erhalten wurde, und kann eine wdssrige Sus-

pension sein, die erhalten wurde durch Suspendieren-

reiner=Additionsverbindung, hergestellt nach den vor-

stehend erwdhnten Verfahren oder jeglichen anderen Ver-

fahren in Wasser.

Wenn ein organisches Lésungsmittel, das zur Bildung
eines‘binérenvPhasensystems mit Wasser geeignet‘ist,

zu dem so erhaltenen wissrigen Gemisch gefiigt wird,
werden Kristallq'der Additionsverbindung im festen Zu-
stand in die organische Lésungsmittelphase unter Bildung

einer Aufschlammung {ibertragen.

-Als geeignetes organisches LésungSmittel; das zur Bil-

‘dung eines bindren Phasensystems geeignet ist, kdnnen

genannt werden, ein aromatischer Kohlenwasserstoff, ‘wie
Benzol oder Toluol, ein aliphatischer Kohlenwasserstoff,

wie n-Hexan, n-Heptan oder Cyclohexan, éin Ather, wie

Dijthyldther oder Diisopropyl&ther, ein Keton, wie
Methylisobutylketon, Dibutylketon oder Diisobutylketon,

oder ein Gemisch davon.

Erfindungsgendf wird das organische'Lbsungsmittel vor-
Wendet, um die Additionsverbindung in der Form einer
Aﬁfschlammung des Lésungsmittels=abzutrennén und das
Lésungshittel wird in einer Menge verwendet, die es

ermdglicht, daB ein wesentlicher Teil der Additionsver-

bindung in festem Zustand verbleibt. Die Menge des orga-
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nischen’Lésungsmittels betrdgt gewShnlich etwa 1 bis

etwa 20 Gew.-Teile, vorzugsweise etwa 1 bis etwa 15
Gew.-Teile, besonders bevorzugt weniger als 10 Gew.-

Teile und nicht mehr als 1 Gew.-Teil, basierend auf

1 Gew.-Teil der Additionsverbindung.

Wenn das bindre Phasensystem, das eine organische L&~
Suhgsmittelphase und eine widssrige Phase enthdlt, derart

- gebildet wird, daB die Additionsverbindung in der or-

ganischen Phase suspendiert ist, so enthilt das organi-
sche Losungsmittel die Additionsverbindung im wesent-
lichen in fester aufgeschlémmter Form,‘obwohl,éin Teil
der Additionsverbindung je nach ihrer Loslichkeit in
dem organischen Losungsmittel geldst ist.

Die Wassermenge in dem als Ausgangsmatefial gemdfR der
Erfindung verwendeten wissrigen Gemisch ist nicht kri-

‘tisch. Sie liegt jedoch gewdhnlich bei~0,3 bis etwa

20 Gew.-Teilen, vorzugsweise etwa 0,5 bis etwa 15 Gew.-
Teilen, basierend auf 1 Gew.-Teil der Additionsverbindung.

.Erfindungsgemds liegt die Temperatur zum Zeitpunkt des

Kontakts des w&ssrigén Gemischs, dasdie Additionsver-
bindung enthdlt, mit dem organischen L&sungsmittel ge-

. wohnlich bei etwa O bis etwa 80°C. Jedoch ist es im = -

Falle, wenn die verbleibende Protease aus der wégsrigen
Phase wiedergewonnen werden soll, bevorzugt, dasﬁver—
mischen bei einer Temperatur von etwa .5 bis etwa 50°C
durchzufithren. Die Zeit fiir das Vermischen oder die
Pﬁasentrennung ist nicht kritisch und liegt gewdhnlich
bei 5 min bis 3 h. |

Die 6rganische'Lésungsmittelphase, die den wesentlichen
/ . .
Anteil -der Additionsverbindung in Form einer Aufschlim-

mung enthélt, kann von der wissrigen Phase, die_die
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Protease enthdlt, in {iklicher Weise, wie sie gewdhnlich

fiir die Fliissigkeits-Fliissigkeits-Trennung verwendet
wird, durchgefﬁhrt werden. Der Hauptanteil des Amino-
sdureesters, der N-geschiitzten Aminodicarbonsdure und

der hich;umgesetzt und nichtdesakti&iert in der vor-

‘stehenden Reaktion zur Bildung der Additionsverbindung

vérbleibehden,Proteasé; verbleiben in der wissrigen
Phasé, und dementsprechend kann die Additionsverbindung
von diesen abgetrennt werden. Die Additionsverbindung
kann aus der abgetrennten organischen Phase isoliert

werden in {iblicher Weise, wie durch Filtrieren oder Ent-

fernen des organischen Losungsmittels durch Verdampfen.

Es ‘ist aﬁch méglich, die abgetrennte o¢rganische Phase
mit. einer wdssrigen saueren LOsung in Kontakt zu brin-
gen, derart, daB der Aminosiureester als ein Bestand-
teil‘dertAdditionsverbindung dadurch in die wdssrige

Phase iibertragen wird, worauf der Aminosdureester aus

der wissrigen Phase isoliert wird, wihrend der Dipeptid-

ester als anderer Bestandteil der Additionsverbirdung

aus dem organischen L&sungsmittel iscliert wird.

Tatsidchlich werden nach der Trennung der organischen

Lésungsmittelphase von der widssrigen Phase Wasser und
eine'Bf¢nsted~S§ure zu der abgétrennten‘orgaﬂischénj

LOsungsmittelphase zugesetzt und damit vermischt, und
Qaé so erhaltene Gemisch wird einer Phasentrennung un-

terzogen, unter Bildung von

1. einer zweiten organischen L@sungsmittelphase, die

ein Dipeptidesterderivat der Formel

0 O NHX \ o
R,-0-C-CH-NH-C-ClI- -c-0”-n"
;0-C-CH-NU-C-CII-(CH1,) -C-0 -1

RZ\

(VL)
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enthdlt, worin R1, Rz, X und n wie vorstehend defi= |,

niert sind, und

2. einer zweiten wdssrigen Phase, die ein Aminosiure-

esterion enthidlt, mit der Formel

-0
I +
-O-C-CH-N H

R
3

R, 3 axy.

worin R3 und R4 wie vorstéhend#definiert sind}

Die beiden Phasen werden voneinander getrennt und das
endgiiltige Dipeptidderivat wird aus der zweifen orga-
nischen Lo&sungsmittelphase gewonnen, wihrend ein Amino-

sdureester der Formel
? _ S 7
H2N-(|3H-C~O—R4 ‘(X)_

Rq

worin Ry und R, wie vorstehend definiert sind, aus der

zweiten wissrigen Phase gewonnen wird-..

Falls X in dem Dipeptidester eine Benzyloxycarbonyl-
gruppe ist, so ist es vorteilhaft, Toluol als organi-
sqhés Lésungsmittel zu verwenden, da Toluol leiéht, wie
nachstehend beséhrieben,'wiedergewonnenAund erneut ver-

wendet werden kann.

Die Menge an Wasser, die zu der ersten von der ersten
wdssrigen Phase abgetrennten organischen L&sungsmittel~
\ phase gefligt wird, liegt gewBhnlich bei etwa:O,S bis
etwa 15 Gew.-Teilen, vorzugsweise etwa 1 bis etwa 10
'Gew.-Teilen, basierend auf 1 Gew.-Teil der Additions-
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verbindung} unter Einbeziehdng von Wasser, das von der
Sdure stammt. Wenn: die Sdure in der Form elner wassrlgen
Losung verwendet wird, so- kann die erforderliche Wasser-
menge in der Form der wissrigen LGsung der S&dure .zuge-
setzt werden. | '

Die zusammen mit dem Wasser zu der Reaktion mit der
Additionsverbindung zuzusetzende Sdure ist eine anorga—
nische oder organlsche Brégnsted-Sdure. Als anorganlsche
Brgnsted-Sdure k&nnen genannt werden, Chlorwasserstoff-
sidure, Bromwasserstoffsaure, Schwefelsaure oder Phosphor-
sjure. Als organische Br¢nsted -Sdure konnen Ameisen-
sdure, Essigséure, Zitronensdure oder Toluolsulfonsaure
genannt werden. Diese Sduren kdnnen in der Form elner
wassrlgen Losung verwendet werden. Die Konzentration der
Sdure in der widssrigen Ldsung 1st nlcht kritisch und
kann wahlfrei derart bestimmt werden, daB die Wasser-

menge in den vorstehend angegebenen Bereich fallt..

Dariiberhinaus kann auch eine feste Sdure, wie ein
Kationenaustauscherharz vom H-Typ verwendet werden. In
diesem Falle setzt_éich eine derartige feste Sdure am
Boden des Systems ab. '

Die wesentllche Funktion der Sdure llegt in der

elektrolytischen D155021at10n des Amlnosaureestertells

der Addltlonsverblndung und dadurch der Bildung einerxr

widssrigen Losung . eides'SalZes des Aminosdureesters.

'(Jedocn wird im Falle der Verwendung einer festen

Saure der Aminosdureester mit den Wasserstofflonen

der festen SHure ionenausgetauscht und aus dem wdss-

' rigen Phasensystem abgezogen.) Daher ist die Menge

der Siure, bezogen auf die Additionsverbinddhg in dem

widssrigen Gemisch als Ausgangsmaterial eine stdchio-

.metrische Menge oder méhf, d.h. von etwa 1 bis etwa 100

\
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Aquivalente, voriugsweise'etwa 1 bis 20 Kquivalenfe,

' besonders bevorzugt etwa. 1 bis etwa 10 Aquivalente,.

basierend auf 1 Mol der Additionsverbindung. Jedoch

‘muB in einigen F&illen der Dipeptidester nicht notwendi-

gerweise: so rein, je nach seinem speziellen'Zweck,sein, In

einem derartigen Falle kann die Siure in einer Menge

‘von weniger als der stdchiometrischen Menge verwendet

werden.

Die Abtrennung des‘Dipeptids nach der elektrolytischen

Dissoziation von der Additionsverbindung wird gewdhn-

lich durchgefiihrt durch Ubertragen in das organische
Losungsmittel in der Form einer Aufschlémmung. Wird je-

» doch ein Keton, dqs zur Bildung eines biniren Phasen-

systems mit Wasser geeignet ist,‘vérwendet, so kann
die Abtrennung in der Form seiner L&sung erfolgen.

Die Temperatur zum Zeitpunkt der Behandlung der Addi-

»tlonsverblndung bei dieser Ausfuhrungsform 11egt ge-

wdhnlich bei etwa O bis etwa 100° c, vorzugswdlsc bei
etwa 5 bis etwa 80°C. Die Dissoziationsreaktion der
Additionéverbindung ist geWéhnlich innerhalb von 10 min
vollstindig, vorausgesetzt daB in entSprechender Weise

gerihrt wird.

Ist jedoch die Schutzgruppe X eine Gruépe,:die relativ
gut hydrolysierbar ist, wie~eine'peMethoxybehzyloxy—
carpbonylgruppe, so sollte in entsprechender Weise darauf
geachtet werden, die Reaktionszeit und die Reaktions-
temperatur zu steuern, um eine Freisetzung'der Gfuppe

zu vermeiden, mit Ausnahme des Falles, daB die Frei-

setzung der Gruppe gewlinscht oder zulissig ist.

ABelm Kontakt mit der SHure wird die feste Addlt:onSVGJ»

bindung in einen Dipeptidester und ein Salz eincs Amino-

’
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Der Dipeptidester kann aus der organischen Aufschlédm-

14—

sdureesters mit der Sdure dissoziiert. Der Dipeptidester

weist eine geringe L&slichkeit in der wdssrigsauren

* Losung auf, und der wesentliche Anteil davon liegt in

der organischen Losungsmittelphase in der Form einer Auf-

schlidmmung oder eines geldsten Materials vor. Anderer-
seits'ist das Salz des Aminosdureesters in der wadssrig-
sauren L&sung sehr gut 18slich und 1l6st sich in der
wéssrigen Phaée. Wenn eine feste Sidure verwendet wird,
so fdllt der Aminosdureester al§ ihr Salz aus. Somit
filhrt das Reaktionssystem zu einem bindren Phasensystemv
das eine organische Phase, die den Dlpeptldester in der
Form einer Aufschlammung oder eines geldsten Materlals
enthdlt, und eine wédssrige Ldsung des Salzes des
Aminosidureesters aufweist. Die Trennung des bindren
Phasensystems kann nach einer ﬁblichen Flﬁssigkeits—
Fluss1gke1ts -Trennmethode erfolgen. Die Gew1nnung des
Amlnosaureesters aus dem festen Sduresalz kann auch

leicht in ubllcherrWelse durchgefiihrt werden.

mungsphase in liblicher Weise gewonnen werden, wie -
durch Filtrieren, Zentrifugenabscheidung oder Ent-

fernung des L8sungsmittels durch Verdampfen. Anderer-

seits kann die organische Aufschlémmung direkt.derv
néchsteh Reaktionsstufe zZur Entfernung der Schutz-
gruppe unter?ogen werden. Insbesdndere fiir den Fall,
daB X in der Formel I fir den Dipeptidester eine
Benzyloxycarbonylgruppe 1st und das organlsche Losungs-
mittel Tolucl ist, wird, wenn Wasser zu der abge-
trennten organischen Aufschlémmungsphase gefligt wird.
und die Entfernung der Benzyloxycarbonylgruppe reéduk-

tiv durchgefiihrt wird, der Dipeptidester mit seiner

Aminogruppe mit entfernter Schutzgruppe in die wdss-

rige Phase ﬁbértragen.:Es ist daher mdglich, nicht nur

‘die Entfernung der N-Schutzgruppen durchzufiihren, son-
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dern auch dic entfernten Schutzgruppen in das Toluol,
bei dem eé’sich um das gleiche wie das Ldsungsmittel
handeit, zu libertragen., So fiihrt die Enﬁfernunqsreak~
tion nicht zu einer Verunreinigung des Losungsmittels
und das als Losungsmittel verwendete Toluol kann lelcht

zur Wlederverwendung w1edergewonnpn werden.

Dies ist besonders glinstig fiir die industrielle Erzeu-
gung von Aspartam, einem SiiBstoff mit geringem Kalorien-
gehalt, wenn die Additionsverbindung die allgemeine

Formel I aufweist, worin jedes von R, uhd R, eine Methyl-

gruppe ist, und jedes von R2 und‘R3.eine Benzylgruppe
ist und n 1 ist.

Daruberhlnaus ist es mbglich, den Aminosiureester aus
der wissrig-sauren L&sung abgetrennt von der organlsclen

Phase in iiblicher Weise zu gewinnen, z.B. durch Konzen-

‘trieren der sauren Losung, um den Aminoester in Form

eines Salzes auskristallisieren zu lassen, oder durch
Alkalischmachen der Ldsung, gefolgt von der Extraktlon,
mit einem geeigneten organischen Ldsungsmittel. Die
Wiedergewinnung des Amlnosaurgesters aus dem Salz
einer festen Siure kann auch leicht in iiblicher Weise

durchgefﬁhrt werden.

Wenn die erfiﬁdungsgeméﬁ als Ausgangsmaterial zZu’'ver-
wendende Additionsverbindung nach der vorstehenden Me-
thode der US-PSen 4 165 311 und 4 256 836 hergestellt
wird, so liegt der Dipeptidrést davqn‘in der L,L-Kon-
figuration vor, wahrend der Aminosiureesterrest davqﬁ
in einer der L-Konfigurationen, D-Konfigurationen oder

einem Gemisch von D- und L-Konfigurationen vorliegt.

‘Das erfindungsgemife Verfahren ist auf jegliche dieser

Konfigurations-Variationen durchfiihrbar. Dariiberhinaus

ist das erfindungsgemiBe Verfahren auch auf den Fall
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1 anwendbar, wenn der Dipeptidrest in der D,D-Konfiguration

der D,L-Konfiguration oder L,D—Konfiguration vorliegt.

‘Der durch dao erflndungsgemaﬁe Verfahren erhaltene
5 Dipeptidester ist als solcher brauchbar als Zw1schen-
~ produkt filir die Peptidsynthese, und ein Dlpeptldester,
 der erzielbar ist, durch Entfernung der Aminoschutz-
| gruppe X daraus, ist ebenfalls eine brauchbare Verbin-
. dung. Belsplelswelsellst ein o~L-Aspartyl- L—phenylalanln-
10 methyleéter als SiiBstoff brauchbar, wie vorstehend er-
wihnt. Dariiberhinaus -sind optisch getrennte AmindSéure—'
ester aus der Additionsverbindung erhﬁlf}ich, die durch
Vermischen des Dipeptidesters und eines razemischen
:AminOSaﬁreesters gebildet wird . Somit ist das Verfahren
15 als Methode zur optischen Trennung brauchbar.

v
s

GemaB einer weltercn Ausfuhrungsform der Erflndung wird
eine Saure, vorzugswelse die vorstehende Brgnsted- Sdure

- zu dem widssrigen Ausgangsgemlsch zusammen mit dem orga-

20 nischen Losungsmittel zZum Zeitpunkt dés Vermischens

_des organlschén'Lésungsmittels mit dem wdssrigen Ge-
‘mlsch aefugt wodurch. die Additionsverbindung, d.h.

das Dlpeptldesterderlvat der vorstehenden Formel I, ‘
worin Y elanmmonlumdexlvatlon dexr vorstehenden Formel IT

1st, elektrolytisch durch Sdure dlss0211ert wird, zu

53
o

einem Dlpeptldderlvat der vorstehenden Formel 111, ‘worin 7
Wasserstoffion ist, und elnenlAmlnosaureester der vor-
 stehenden Formel X und das Dipeptidderivat wird in die
organlsche Losungsnlttolphase im wesentlichen im festen

30 Zustand ubertragen, wadhrend der‘Amlnosaureester in ‘der

wassrigen Phase geldst wird.

Das Dipeptidderivat und der Aminosdureester kdnnen aus
der organischen L&sungsmittel und bzw. der wdssrigen

$15) Phase'in.gleicher;Weise, wie vorstehend fiir die SHure-
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-behandlung der abgetrennten organlschen Phase beschrle~'

ben, wiedergewonnen werden.

Die fiir diese Ausflihrungsform zu verwehdende Siure ist

- . die gleiche anorganische oder orgahische Br¢néted—Saure‘

wie vorstehend in bezug auf die Sdurebehandlung der ab-
getrennten organischen L&sungsmittelphase erwdhnt. Die
Menge der S&ure liegt in gleicher Weise gewdhnlich beci

Pl

etwa 1 bis etwa 100 Aquivalenten, vorzugsweise etwa 1

‘bis etwa 20 Aquivalenten, besonders bevorzugt etwa 1

bis etwa 10 Aquivalenten, basierend auf 1 Mol der Addi-

tionsverbindung. Jedoch kann die Menge gerlnger sein

-als die stdchiometrische Menge, falls das. Dlpeotld nlcht

in hochreinem Zustand erforderllch ist.

Die Wassermenge einschliéﬁlich des Wéssers,‘das‘von der
Sdure stammt, liegt gewdhnlich bei etwa 0,3'bis‘etwa 20
Gew.~-Teilen, vorzugsweise bei 0,5 bis etwa 15 Gew.~=Tei-
len, besonders bevorzugt bei etwa 1 bis'etwa 10 Gew.—

Teilen, ba51erend auf 1 Gew.-Teil der Addltlonsverbln*

dung.

Andere Arbeitsbedingungen dieser §5urebéhandlung, ein-
schlieBlich der Abtrennung der organischen L&sungs-
mittelphase und der wissrig-sauren Phase, der Entfernung
der N-Schutzgruppen und der Wiedergéwinhung der ge-
winschten Produkte und der L&sungsmittel sind grundle-
gend die gleichen, wie sie vorstehend im Hinblick auf
die Sdurebehandlung der abgetrennten organischen Phase
beschrieben wurden.

In der von der organischen L&sungsmittelphase abge-
trennten wadssrigen Phase liegt noch eine wesentliche
Menge der aktiven Protease vor. Diese wissrige Phase

kann weiter nach dem Konzentrieren und Wiedergewinnen
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der Protease mittels beispielsweise Ultrafiltration
erneut verwendet werden. Auch kann die Protease von

der widssrigen Phase .in iblicher Weise, wie durch Aus-
salzen abgetrennt und dann w1ederverwendet werden.

Unter dlesen Methoden ist die Methode unter Anwendung
der Ultraflltratlon fiir die industrielle Verfahrenswclse

,am vorteilhaftesten. Das Material fiir die Ultrafiltration

ist nicht kritisch und das Ultrafilter kann aus einem

Material hergestellt werden, wie Polyacrylnitril, Poly-
amid, Polyimid, Polysulfon oder Celluloseacetat. Es ist

Jjedoch bevoriugt, ein Filter mit einer geeigneten Frak-

tionierungseigenschaft je nach dem Molekulargewicht der

verwendeten Protease und einen minimalen Absorption der

Protease zu verwenden. Der Filtermodul ist nicht”kri—

~tisch und es kann jeglicher Hohlfasertyp, Spiraltyp,

Zylindertyp oder Rahmen— und Plattentyp Verwendet wer-

den. .

Die so kohzentrierte Proteaseldsung kann zusammen mit
dem Aminosiureester und der N-geschiitzten Aminodicar-
bonsdure, die nicht umgesetét verblieb, als Ausgangs-
material fiir die anschlieBende Reaktion zur Bildung

der Additionsverbindung verwendet werden.

Alternativ kann eine wissrige Ldsung eines Salzes zu

der konzentrierten Proteaseldsung géfﬁgt werden, und

es wird erneut filtriert, um die Protease in der Form

einer Ldsung des Salzes, das die Protease in im wesent~

°

lichen reiner Form enthdlt, - zu gewinnen.

Die Protease oder ihre Ldsung, die so gewonnen wurde,

kann erneut verwendet werden zur Reaktion zur Bildung
der Addltlonsverblndung oder kann selbstverstdndlich
flir andere Reaktionen, bei denen eine Protease er-

forderlich ist, verwendet werden.
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ks ist ersichtlich, dali durch die vorliegende Erfine
dung die Additlonsverbindung in dem wiBrigen Gemisch
in wirksamer weise von anderen Komponenten abgetrennt
und in das organische Losungsmittel in Form einer hoche
konzentrierten Aufschlismung Ubertragen werden kann,
Dariber hinaus muf die additionsverbindung nicht voll=
sténdig gelost sein, sondern der wesentliche Anteil
davon kann in die organische Losungsmittelphase im
festen Zustand extrahiert werden, wodurch die llenge
des erforderlichen LBSngsmittels auf ein Minimup herab-
gesetat wird, was industriell von Vorieil iste Dariber:
hinaus it es moglich, ein organisches Ldsungsmitbel zu
vervenden, das stabiler unc physiblogisch sicherer ist
~als die Igsungamittel, die normalerweise bei der ixtrak-
tionéméthode, pel der die additiomsverbindung gelsst wird,
vervendet werden, Auch ist es mdglich, die Protease aus
der wdgrigen Fhase zu gswinnen und sie wiederzuverwen~
den, was wirtschaftlich vorteilhaft ist,

susflihrungsbeigpiel

Die folgenden Delspiele dienen zur weiteren Erliuterung
“der grfindung,.
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"»b eis p iel 1

in einen 2~1-Aolben wurden 53 45 g NéBenzolyloxycarbonylu
b~usparag1n34ure und 107,84 g D ,L-Phenylalaninmethylester-
fiydrochlorid eingefiihrt und 400 ml destilliertes Wasger,
100 ml einer wifBrigen 5n~ﬂaurlumhydrox1dlosung, 4,8 g
rohes Thermolysin (Thermoase PS5-160, warenzeichen)und
O %8 calc1umacetatmonohydrot zugesetzt. Dus Gemisch wurde
bei 40 °C unter Rilhren umgesetzt. Nach 15 h erhiclt man ein
Rcaktlonsgemlach in Form einer Suspension, 600 ml Toluol
“wurden zugesetzt, und das Gemisch wurde 20 min bei 40 ¢
_reruhrt. Bei Beendigung des Rihrens wurden eine Toluol—
Jnase, die eine feste Komponente in suspendlertem Zu-
"stand und eine hoiogene waﬁrlge Phase getrennt, 10 min
wurde die Toluolphase, die die feste Komponente efithielt,
von der wiBrigen Phase abgetrennt, und die abgetrennte
roluolpnaae wurde zweimal mit 200 ml einer 0,5 % wdbrigen
Calciumacetatldsung geWaschen, und anschliedend wurde
die feste Komponente durch Filtrieren unter Anwendung
eines Glaafilters abgetrennt. Nach dem Trocknen wurde
aus einem Athylacetat—n—Hexan-Losungsmlttelgemlsch am= |
» xrlstalllslert, wodurch 101,1 g (Ausbeute 83,2 %) einer
1 : 1 -Additionsverbindung von l<Benzoyloxycarbonyl=0L L~
aepdrtyluL-phenylalanlnpmethylester (im folgenden als-
n7-APMY bezeichunet) und Phenylalanlnmethylester, haupt -
Subhllbh der D-Form (im folgenden als "D-PH" bezeichnet)
ernalten wurden, Diese Kristalle bestitigbten sich sls
1 1 -idditiongverbindung von 7-APM und hauptsiichlich
'D~PM, da NNR, 1R, wlementaranalyse und optische Drehuag
in wesentlichen icentisch mit den in der US-PS 4 16) 317

angegebenen Daten waren.
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Beispiel 2

Die Reaktionen zur Bildung des Peptids und zur Bildung

der AdditibnSverbindung wurden in gleicher Weise wie

im Beispiel 1 durchgefiihrt, wobei jedoch 7,2 g rohes
Thermolysin und 1,3 g Calciumacetat-monohydrat verwen-

det wurden und die Reaktionszeit 8 h betrug.

"Nach Beendigungvder Reaktionen wurde dié'gleiche Be-

handlung wie im Beispiel 1 durchgefﬁhrt,‘wobei*jedoch'» .
1 1 Methylisobutylketon anstelle von Toluol verw¢ndet“'
wurde. Nach der Trennung wurde die Methylisobutylketor -
phase, die die feste Komoonente in susoendlertem Zustaud
erhielt einer Entfernung des Losungsmlttel durch einen
Rotationsverdamofer unterzogen, und der Riickstand wurde
aus einem Athylacetat/n—Hexan-Losungsmlttelgemlsch umm o
krlstalllslert, unter Bildung von 102,2 g (Ausbeute *

'84 1 %) einer 1:1 Addltlonsverblndung von Z—APM und D-PM.

B‘e ispi e 1 3

Die Reaktionen der Peptidbildung under Bildung der

Additionsverbindung wurden in gleicher Weise wie im

Beispiel 2 durchgefiihrt.

"Nach Beendigung der Reaktlonen wurde dle gleiche Be-

handlung wie im Beispiel 2 durchgefuhrt, ‘wobei 1edoch

500 ml Dllsonropylather anstelle von Methyllsobutvlkervn
verwendet wurden. Nach der Trennung wurde die DllSOOrLﬁvim
dtherphase, die die feste Komponente im suspendierten
Zustand enthlelt, einer Entfernung des Losungsmlttels.'
durch einen Rotaticnsverdampfer unterzogen, und der

Rickstand wurde aus einem Athylacetat/n~-Hexan~-Losungs-
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1 mitteﬁgemisch umkfistallisiert, wobei man 96,5 g
(Ausbeute 79,5 %) einer 1:1.Additionéverbindung von
Z-APM und D-PM erhielt.

Beispiel 4

-Die Reaktionen zur Bildung des Peptlds und zur Bildung
10 der Addlthdsverblndung wurden in glelcher Weise wie
‘;1m Beispiel 2 durchgefiihrt, wobei jedoch L-Phenylalanin-
methylester hydrochlorid anstelle von D,L- Phenylalanln—

'methylester nydrochlorld verwendet wurde. -

‘15 _bNach'Beendigung der Reaktionen wurde eine Nachbehandlung
in gleicher Weise wie imvBeispiél 2 durchgefﬁhrt} wobei
“jedoch ein Lasungsmittelgemisch aus 900 ml Methylisobutyl-
keton und 100 ml Toluol anstelle von Methjllsobutylketon
verwendet wucde. Nach der Abtrennung von der wassrlgen

»20: Phase wurde aus der organischen Phase die die feste

| 'Komponente in suspendlertem Zustand enthielt, das Lo&-
sungsmittel durch einen Rotationsverdampfer entfernt,
und der Rilickstand wurde aus einem Athyvlacetat/n-Hexan-
Losungsmlttelgemlsch umkristallisiert, wobei man 98, 68 g

25 (Ausbeute 81,2 %) einer 1:1 Additionsverbindung von
| Z-APM und L- Phenylalanlnmethylester (im folgenden als
?LEPM" bezeichnet) erhielt.

_Die‘Additionsverbindung erwies sich als eine 1:1 Additions-
30 verbindung von Z-APM und L-PM, da NMR, IR, Elementar-

analyse und optische Drehung identisch mit den in der

US-PS 4 165 311 beschriebenen Daten waren. '

85
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Beisp iel 5

/

In einen 200 ml Kolben wurden 5,345 g N—Benéoyloxycar—

- bonyl- e -L-asparaginsiure und 10,784 g D,L- Phenylalanin-

methylester hydrochlorid eingefiihrt, und 40 ml destillier-
tes Wasser, 10 ml einer wadssrigen 5n-Natr1umhydrox1dlosunq‘
200 mg Thermolysin und 130 mg Ca101umacetat-monohydrat
wurden Zugesetzt. Das Gemlsch wurde bei 40° C unter Ruhren.
ungesetzt. Nach 7 h wurden 100 ml Wethyllsobut/lkﬂton

zu dem Reaktlonsgemlsch gefugt, und das Gemisch wurde’ 

20 min bai 40°% gerihrt. Nach 10 min nach Beenden des
Rihrens wurde die organische Phase, dle die feste Kom-
ponente enthielt, von der homogenen wissrigen Phase ah-
getrennt, und die abgetrennte organlsche Phase wurde
zweimal mit 20 ml einer 0,5 % wassrlgen Calciumacetat-
16sung gewaschen, und anschlieBend wurde das Loqungsmwtto1
durch einen Rotationsverdampfer entfernt, und der Riick~
stand wurde aus Athylacetat/n -Hexan umkristallisiert,wnhai
man 10,34 g (Ausbeute 85,2 %) einer 1: 1-Add1t1onsverb1n~
dung von Z-APM und hauptsdchlich D-PM erhielt.

Beispi e 1 6

Die Peptidbildung, die Bildung der Additionsverbindung
und die Behandlung nach den Reaktionen wurden in glei-
cher Weise wie im Beispiel 5 durchgefiihrt, wobei jedoch
1g PS—Protease anstelle von Thermolysin verwendet wurde.
Nach dem Umkristallisieren erhielt man 9,87 g (Ausbeute
81,2 %) einer 1:1 Addltlonsverblndung von Z-APM und

~haupts&dchlich D-PM.
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Bedspil e 1 ¥

In 2 O ml Wasser wurden 5,0 g eines NatrLumualues von
N-henzyloxycarbonyl~0( ~L—aspartyl-anhenylalanln—metayls
ester geltst, und diese Losung wurde tropfenweise zu

20 ml,einer'wéssrigén Losuag gefiigt, die 5,0 g D,L-Valin=
methylester enthielt, wobei geriihrt wurde, Nach dem
Stehenlassen des Gemischs bel Raumtemperatur widhrend -

2 h wurden 50 ml ldethylisobutylketon zugesetzt, und es
warde gérﬁﬁrt. Die organische Lﬁsungsmittelphaée wurde -
von der wisspigen Phase abgetrennt, filtriert und ge-
trocknét, wbdurcn 5,9 g einer Additionsverbindung von
N—BenzoleXyCarbonyleol -Lnaspartyl—L-phenylalaninmethyl—
ester and Valinmethylester erhalten wurden.

Liese Additiongverbindung wurde mit einey 1n-Chlorwasser—
‘stoffeidurelvsung behandelt, wodurch D-Valinmethylester

of

mit elner optischen Relnhelt von 72 % ernalten wurdes

Beispiel 8

1n Beispiel 1 wurden die abgelrennte wdssrige Phase und
‘die Waschlosungen vereint (Gesamtmenge €40 ml), und die
enzymatische AkUivitdt der vereinten Lisung wurde durch:
eine Caaein;Dlgemtidnsmethode gemc°sen,\wobei>dié'ﬁest—
sxtivitidt als 86 % der beschlcmten Protease geiunden
. wurde, Diese wissrige Losung wurde mittels einer Ultra-
-_filtrationsvor ichtung vem rolysulfonwﬂohlfdaertyp
fraktioniertes liolekulargewicht 5.000; gpezifische Filter-
cberfliche 0,05 m2; Innendurchmesser der Hohlfaser 0,5 mm)
conzentriert, Die enzymatische hktivitdt der konzentrier-
ten Losung betrug 86 % der beschickten Protease,
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vUnterJVerwendung der so ernaltenen Proteaseltsung wurde
- die Reaktion zur Bildung der Reaktionsverbinduhg Wiédere
- holt (diese Proteaseldsung wurde zum Brsatz von 200 ml
‘von 400 ml des destillierten Wasser verwendet, und die
1 mﬁe an zugesetztem ronem Thexmolysin'betrug 0,6 g); N
lan erhielt im wesentlichen die gleicaen Lrgebnlsse wie
bei der crsten Bildungsreaktion, '

Beispiel 9
Im Beispiel 2 wurden die abgetrconte widssrige Phase und
die Waschlosung vereint (Gesamtmenge 840 ml), und die
, enZJmat; che aktivitdt der vereinten Ldsung betrug 90 %
der beschickten Proteace, Diese Losuug wurde mittels
~einer Ultrafiltrationsvorrichbtung aus Polyacrylnitril-
Houlfasern auf 200 ml konzentriert Fraktionierungs-
lolekulargewicht 6,000; spezifische Filteroberfliche 0,2’

mz; Innendurchmesser der Hohlfaser 0,8 mm),

Die enzymatische Aktivitdi der konzentrierten Lisung
‘betrug 75 # der beschickten Protease.

Beigpilel 10

In Beispiel 3 wurden die wissrige Phase und die Wasche
" 1ldsungen vercint (Gesamtmenge 680 ml), und die enzyma=-
tische Aktivitdt der vereinten Losung betrug 72 % der
beschickten rrotease, ‘
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Diese Ldsung wurde mittels elner Ultrafiltrationsvor-
rizhtung vom Bolylnld-éyllndertyp auf 200 ml konzen-
urlert‘spezlilsche Filteroberflédche 0,014 2; nrakt;onier
lolekulargewicht 20,000). | -

Die enzymatische aktivitdt der Aonzentrlcrten Losunb
betrug T0 /% der beschickten Frotease,

‘Bedepiel 11

im Beisopiel 4 wurden die abwetrennte wissrige Phase’und
die Wiaschlsungen vereint [Gesamtmenge 920 ml), und dle
eliz ymahlsche Aktivitdt der vereinten Losung betrug 92 9
“der beechickben Proteasee

Diese Lisung wurde in gleicher veise wie im. Beispiel 8
~auf 200 ml zonzentriert.

Die enzymatische .xtivitdt der konzentrierten Losung
betrug 88 % der boschickten Protease.

‘Deriiber hinaus wurde die Lisung in einer konsbanten
Menge von 200 ml filtriert, wihrend fontinuierlich
0,5 % wigsrige Calciumacetatlosung zugesetzt wuarden,
wa die durch die Yiltratlon vcrrxn>erte ilenge zu er=,

(J

" gdnzen, wodurch eine 0,5 % wiserige Calciumacetatli-
sung von ronem Thormolysin, uas im wesehtvlichen kKeline
enderen Bestandteile erhielt, erhalten wurde. bie so
crialtsne rohe Pharwolysinlosung wies eine engymatische

'Axtivitét'van 85 & dsr beeschickten rrotease auf,

‘



-2 2143.1983
\ | AP C 0T C/243 407
;oo . ' : (61 437/12)

Beilspie 1 12
lm Beispiel % wurden die wissrige Phase und die Wasche
losungen vereint (Gesamtmenge 70 ml), und die enzyma-
tische Aktivitdt der vereinten Losung betrug 82 % der
beschickten rrotease, |

- ,

Diese Losung wurde mitlels einer Ultrafiltrationsvor-
richtung vom Polyacrylnitril-Honlfasertyp auf 20 ml
kongentriert (liinimodul iH-3 lodell, speszifische Filbter-
oberfliche 25 cmz;vInnéndurchmesser der Hohlfsser 0,8 mn;

Fraktionier-holekulargewicht 6,000), |

Die enzymatische Aktivitidt der konzentrierten Lisw.g be-
trug 77 % der beschiciten Protease,

Beispiel 13

In Beispiel & wurden die abgetrennte wissrige Phase und
die Waschlosungen vereint, und die enzymatischo aktivie
&t der vercinten Ltsuang bebrug 84 % der beschickten
Protease, ‘

Die Lgsung vwurde in gleicher Weise wie in Beispiel 12
konzentriert, and die enzymatiscne Aktivitdt der kon-

zentrierten ..fgung betrug 78 % der bescaickten Protease,

B e i spilel 14

ln einen 2=-l-Kolben wurden 53,45 g li-Benzoyloxycarbonyle
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‘Luasparaginsﬁure und 107,84 g'D,L~Phenylalaninmethylester—
_nydrbcnlorid beschickt, und 400 ml destillicrtes liasser,
100 ml einer widBrigen 5n~Natr1umhydrox1dlusung, 7,2 8
rohes Thermolysin (Thermoase PS=160, Warunzelchen) und 1,3 g
_ua101umacetatmonohydrat wurden zu@esetzt Das Gemisch wurde
pei 40 O¢ uater Ruhren umgesetzt, Nach 8 h wurde das Realt-
tionsgemisch zu ‘elnem waBrlgen Gemisch, das das Reastions pro-
dukt im suspendierten Zustand enthielt, 5efugt Zu diesem
w&Brigen Gemisch wuarden T00 ml Toluol geflgt, und es wurde
20 min bei 40 O¢ geriihrte, Beim Beenden des Rithrens treannten
sich eine Toluolphase, die e¢ine feste Komgonentp im suspen-
dierten Zustand enthielt, und elne homogene transparente

i

wilirige Phases

Kin Tell der festen Komponente wurde gesammelt, aus
ithylacetat/n-Hexan umkristallisiert und in glelcher .
Weige wie im Beisplel 1 analyslert, wordurch sich be-
statigte, dafl es ”1ch wm eine 1 ¢ 1 —Addltlonsverblndang ;‘
von 4~AMP und hauptsacbllch D-PH handelté. o .

Die Toluolphase wurde von der wiBrigen Phase abgetrennt,
und 500 ml einer wifrigen 1nuahlorquserutoffsaurolosun
warden aubeﬂetvt. Dag Gemisch wurde 1 h bei 60 O¢ gerilinrt.
Nach dem Stehenlassen des Gemischs wahrend etwa 20 nin
wurde dic die feste rKomponente enthaltende Toluolphase
von der homogenewL trangparenten widfrigen Phase abge-
treant. | ’

Die abgetrennte Toluolphase wurde zweimal mit 200 ml
degtilliertem Wasser bei €0 O¢ gewaschen und zuf Raumtem-
}peratur gekihlt, Die fristalle in der Toluolphase wurden
durch Filtrieren uwater vers lngertem Druck mittels eines
Glasfilters geaaxnelt wnd getrocknet, wowurch man 73,42 g
A-A’h erhlcxt (G samnausbcute, bezogen auf das Ausgangs=-
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material, 85,2 %; Reinneit 99,4 %).

Beisepiel 15

- In einen 2-l-dolben wurden 53,45 g N;BenzyloxyCarbgnyleL_
asparaginsdure und 86,27 g L-Phenylalaninmethylester-

| hydrochlorid eingefiihrt, und 350 ml destillieries Vasser,
90 ml einer waﬁrlgenvbn—NatrlumhydrOXLdlosung, 4,8 g

- roheés Thermolysin (Thermoase P5-160, WarenzeiChen),und

),

0,9 g “a101umacetatmonohydrat wurden zugesetzi., Das Gemis ch
wurde unter itihren bei 4C °c ungesetust. Nach 5 h wurden
600 ml Toluol zu dem Reaktionsgemisch gefiigt, und das Ge-
misch wurde 20 min bei 40 °C geriihri. Beim Beenden des
Rihrens trensten sich sine Toluolphase, die eine feste
scaponente im suspendierten Zustand enthielt, und elne
homogene transparente wiirige Phase.:

Ein Teil der festen domponente wurde als Probe entnoimen,
ats Athylacetat/n-Hexsn umcristallisiert und in gleicher
Wwelse wie im Beispiel 1 unalysiert, wodurch sich eine

1 :+ 1 -Additionsverbindung von Z-iPFk und L-Pi bestitigte.

Die Toluolphzse wurde von der wiBrigen Phase abgetrennt,
und es wurden 500 ml cimer 1n widssrigen Chlorwacserstoff- -
siurelvsung sugesetzt. Des Gewisch vincde 1 h bel 60 °¢
gerihet, fach dem Stenenlassen des Gemischs wihrend 20 uln
warde «le Toluclphase, die die feste Jomponente entuilelt,
von de: horcenea transpurenten wﬁBL;gon Phase abgetrennt. -
dnch dew fib_en der aLge .rennten Toluolphase wurden die
durin enthal tenen Arljtulle durch Filtrieren unter ver-
ringertem Vruck mitteis cines Glasfilters gesammelt und
satroccnet, wobeil man 73,27 g Z-ABM erhielt (Gesamtzus-
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“beute, bezogen auf das Ausgangsmaterial, 85,3 %, Reinheit

99,7 %).

Beispiel 16

Zu einer SuspehsiOn, hergestellt durch Suspendieren

vonr 4,25 g einer 1:1 Additionsverbindung von Z-APM und

'D-PM in 35 ml Toluol, wurden 10 ml In-Chlorwasserstoff-

sdure und 20 ml destilliertes Wasser gefligt. Das Gemisch
wurde 30 min bei 60°C geriihrt. Nach dem Stehenlassen des

Geﬁischsiwéhrend 20 min wurde die Toluolphase, die die

‘feste'Komponenbe enthielt, von der transparenten homo-

genen wissrigen Phase abgetrennt. Die Toluolphase wurde
zweimal mit 20 ml dest¢lllertem Wasser gewaschen und

das LOSJngstFtol wurde durch Verdampfen mlttels eines

«Robatlonsverdampfers entfernt, wobel man 2 92 g Z-APM

(Reinheit 99,7 2) erhlelt.

Beis piel 17

Es wurde in gleichef Weise wie im Beispiel,16xgearbeitet)

.wobei jedoch anstelle von Toluol Diisopropylédther verwen-

det wurde. Das Ldsungsmittel wurde aus der Isopropylidther-
phase, die die feste Komponente enthizlt, durch Verdampfen

mittels ‘eines Rotationsverdampfers entfernt, wobei man

2,96 g Z-APM (Reinheit 98,0 %) erhielt.
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Beisviel 18

Es wurde 1n gleicher Weise wie im ‘Beispiel 16 gearbeitet,
wobei jedoch die Temperatur und dle Zeit fir das Vermlw
schen der Toluolsus spension der Addltlonsverblndung und

der wdssrigen Chlorwasserstoffsaurelosung auf 25°% bzw.'

60 min geidndert wurden, wodurch man 2,96 g Z—APM (Rein—

helt 98,1 %) erhielt.

Beispiel. 19

Es wurde in gleicher Weise wie im Beispiel 16 Vorge—_
gangen, wobei jedoch 0,715 ml einer 95 ¢ Schwefelsaure
anstelle der Chlorwasserstoffsiure verwendet wurden,

und 26,3 ml destllllerteu4Wasser anstelle von 20 ml

verwandet wurden,. wobel man 2,96 g Z~NPM (Rtlnh@lt 99 %
erhielt. '

Beispiel 20

Es wurde in glelcher Weise wie im Beispiel 19 gearbeltpt
wobei jedoch 0,733 ml Essigsdure anstelle der 95 % Schwe-
felsdure verwendet wurden, wobei man 3,06 g Z-APM
(Relnhelt 91,7 %) erhielt.

Beispie 1 21

Es wurde in gleicher Weise wie im Beispiel 16 gearbelto
wobe i man ]edOCh n-Heptan anstelle von Toluol Verwendete,
wodurch man 3,12 g Z-APM (Relnhelt 89,6 %) erhielt.
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Beispiel 22

In 20 ml Wasser Wurden 5,0’9 eines Natriumsalzes von

- N~Benzyloxycarbony1—AL—L—aspartyl—L—phenylalanin—methyl—

ester geldst, und diese L&sung wurde tropfenwéiSe zu 20 ml
éiner'wassrigen Losung gefﬁgt{'die 5,0 g D,L-Valinmethyl-~

ester-hyd;ochlofid enthielt, wobei geriihrt wurde, worauf- -

das ‘Reaktionsprodukt ausfiel und das Reaktionsgemisch

zu a2iner Suspension wurde. Nach dem Stehenlassen dieser

Suspension bei Raumtemperatur wihrend 2 h, wurden 50 ml

,Methyllsobutylketon zugesetzt, es wurde geriihrt und an-

schlleBend stehengelassen, wobei sich eine Methylisobutyl-

_'keton Suspen51onsphase, dle das Reaktionsprodukt enthlelt,

und eine homogene transparente wdssrige Phase trennten.:

Die Methylisobutylketonsuspensionsphase wurde von»der _
wéssrigen Phase abgetrennt und 10 ml einer widssrigen 1n-

Chlorwasserstoffsédurelésung und 20 ml Wasser wurden zuge=

'setzt. Das Gemisch wurde 30 min bei 60°C gerﬁhrt-und an=

schlieBend ruhig stehehgelassen, wobei sich eine homogene
Methylisobutylketonphase und eine homogene wissrige Phase

trennten.
Meﬁhylisobutylketon wurde aus der Methylisobutylketon-
phase durch- Verdampfen mittels eines Rotatlonsverdanpfers

entLernt wobel man 4, 5 g Z-APM (Reinheit 99,5 %) erhielt.

AuBerdem wurde die wassrige Phase durch Zusatz von Natrium-

~carbonat auf denlpH—Wert 8 gebracht und anschliefiend mit

Methylenchlorid extrahiert. Die Methylenchloridphase wurde
liber wasserfreiem Magnesiumsulfadt getrocknet, und nach
dem Einblasen von Chlqrwaséefstoffgas ‘wurde sie konzen-
triert. Didthyldther wurde dérﬁberhinaus zugesetzt, um

eine Ausféllung der Kristalle zu bewirken, und die Kri-

. stalle wurden gesammelt. Man_erhielt 1,6 g Kristalle von

D-Valinmethylester-hydrochlorid (optische Reinheit 69 %) .
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Beispiele 23 bis 26

' Es wurde in gleicher Weise gearbeitet wie im Beispiel

16 » Wobei jedoch anstelle der 1:1 Addltlonsverblndung

. von Z-APM und D-PM 5,00 g der 1: 1 Addltlonsverblndungon

von Z-APM und Aminos&durester, die sich von Phenylalanin-

methylester unterschleden, verwendet wurden. Dié so er-

haltenen Ergebnisse. sind nachstehend aufgefuhrt.

Beispiele Additions ~ Verbindungen = gewonnene Z-APM

» ‘ __(Reinheit)
23 D—Valinmethylestef : “3;7§ gj(98,3 %)
24 L-Alaninithylester 13,82.9°(99,4 %)
25 -D—Leucinmethylester ‘ ‘3 71 g (99,1 %)
26 L-Tyrosinithylester 3,11‘g (98,4 3)

Beispiel 27

Es wurde in glelcher Weise w1e im BelSDlel 16 gearbelt t,
wobei jedoch anstelle der 1:1 Addltlonsverblndung von
Z-APM und D-PM 5,00 g einer 1:1 Addltlonsverblndung von
N-Benzyloxycarbonyl- ~I- aspartyl L- ohenylalanln dthyl—'
ester (Z<APE) und D-PM verwendet wurden, wodurch man
3,42 g Z-APE (Relnhelt 98,8 o) erhielt.

Beispiel 2.8 | oo

Es wurde in gleicher Weise wle im Belsplel 16 gearbeltet
wobei jedoch anstelle der 1:1 Addltonsverblndung von
4-APM und D-PM 5,00 g einer 1:1 AddltlonSVerblndung von
N- p-Methoxybenzyloxycarbonyl ol L~ —aspartyl-L- Dhenvlaldnln—,
methylester (PMZ-APM) und D-PM . verwendet wurden, und die
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montakttemperatur der Toluollosunw mit -der wassrlgen
Lnlorwassersnotfsaurelosung 20 °¢ betrug, wobei man 3, 45 g
PMZ-APH) (Reinheit 97,2 %) ernlelt.

Beispiel 29
in einen 2- 1-Kolben wurden 53,45 8 {~-Benzyloxycarbonyl-
L~aspara51naaure und 107,84 g D L~Phenylalan1nmethylester—

hyurochlorld elngbiuhrt, und 400 ml destilliertes Wasger,
700 ml einer wiBrigen 5n-ia 5r1umhydrox1dlosung, 7,2 &

!

~ rohes [riermolysin (Thermoase PS~160, VWarenz zeichen) und 1,3 g
Calciumacetatmononydrat wurden zugesetzt, Das Gemisch wurde
bei 40 °C unter Riihren ungesetzle Wach 8 h wurde ein Tell des

festen Bestandtells in dem wa?rlgen Gemlsch in der Form
“einer Suspension als Probe entnommen, gorgfiltig mit kal-
tem Wasser gerschen, getrocknet und in gleicher Weise
“wie im Beispiel 1 analysiert, wobel sich die feste nom-

' ponente als 1 : 1 -additionsverbindung von Z-APM und haupt—

sichlich DMP bestdtigtes

- Zu dem waﬁrlben Gemisch, d. k. deimn Reaktionsgemisch, Wur-
den 600 ml Toluol und 100 ml konzentrierte Chlorwasaer—
stoffsiure gefiigt, und das Gemisch wurde bei 60 °C 1 h
zerihrt und anscihlieBend wihrend ‘etwa 20 min still stehen-
elassen, webei sich eine Toluolphase, die einen festen

' Bestandteil enthielt, von der homogehen ﬁransparenten :
Phase abtrennte. Die abgetrennte 1oluolphase wurde zZwel-
mal mit 200 ml destilliertem Wasser bel 60 °c gewaschen
_und dﬂ‘bhlleﬁend wuf Raumbtemperatur geklhblt, und die
drigtalle 1n der loluolphase yurden durch Filtrieren un-
ter Verrlnwbrtem Druck gesammelt, mittels eines Glas-
f;lter aetrocknot, wobel man 74 75 g Z-APU erhlelt
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(Gesamtausbeute, bezogen auf das Ausgangsmaterlal
86, 3 %; Reinheit 99,3 ).

\

Beispiel 30
Die Reaktion wurde in gleicher Weise wie im Beispiel 29
durchgefiithrt, wobei. jedoch L-Phe w¢7alan1nmethylﬁqtér¥‘ '
hydrochlorid ‘anstelle von D L—Phenylalanlnmethylester*
hydrochlorid verwendet wurde, 3,6 g rohes Thermoly31n
anstelle von 7,2 g eingesetzt wurdeén und 0,6 g Ca101um—‘
acetat-monohydrat anstelle von 1,3 g verwendet wurden
Nach 8 h wurde ein Teil der festen Komponente aus dem h
wassrlgen Gemisch in Form einer Suspension als Probe
entnommen, sorgfiltig mit kaltem Wasser gewaschen,ge-'

‘trocknet und anschlieBend in glewcher Weise wie im Bel—
~spiel 1 analysiert, wodurch die feste Komponente als
eine 1:1 Addltlonsverblndung von 7—APM und L~ PM bestatlgtv

wurde.

Das wdssrige Gemisch, d.h. das Reaktionsgemisch wurdé> 
in gleicher Weise wie im Beispiel 29 behandelt und man
erhielt Z-APM durch Flltrleren der Toluolphase in elner
Menge von 74,56 g, getrocknet (Gesamtausbeute, bezogen

auf das Ausgangsmaterial 86 4 %, Reinheit 99,3 %) .

Beispiel 31

In €eine Suspension, erhalten durch Susnendieren von
5,00 g einer 1:1 Additionsverbindung von Z-APM und D- PW

in 20 ml destilliertem Wasser wurden 35 ml Toluol und
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10 ml einer widssrigen 1n—Chlorwasserstoffsaurelésung"gé-
. fugt, und das Gemisch wurde 30 min bei 60°C gertihrt und

anschlleBend etwa 20 min stehengelassen, wobei sich die

‘eine feste Komponente enthaltende Toluolphase von der

‘hOﬂogenen transparenten wassrlgen Phase trennte. Die ab-

getrennte Toluolphase wurde zweimal mit 20 ml destllller-
tem Wasser gewaschen, und das L&sungsmittel wurde durch
Verdampfen mittels eines RotatlonSVerdampfers entfernt,
wobnl man 3,49 g 7Z- ~APM (Reinheit 99,5 %) erhielt,

Beilspiel 32

Es wurdé in gleicher Weise wie im Beispiel 31 gearbeitet,

wobei jedoch anstelle von Toluol Diisopropyldther ver-

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

Beispiel 3 3

Es wurde in gleicher Weise wie im Beispiel 31 gearbeltet,
wobei jedoch die Temperatur und die Mischzeit der wéss-

der widssrigen- Chlorwasserstoffsaurelosung auf 25°C bzw.

60 min geidndert wurden, wobei man 3,45 g Z-APM (Reinheit
99 7 o) erhlelt '

Beispiel 3 4

‘Es wurde in gleicher Weise wie im Beispiel 31 gearbeitet,
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wobei jedoch 10 ml 95 % Schwefels&iure anstelle von Chlor-

wasserstoffsdure verwendet wurden und 30 ml destllllertes

" Wasser anstelle von 20 ml verwendet wurden, wobei man
3,42 g 2-APM (Relnhelt 99,5 %) erhielt.

Beispie 1 35

Es wurde in gleicher Weise wie im Beispiel 34 gearbeéitet,
wobei jedoch 1,0 ml Essigsdure anstelle von 95 % Schwefel-
sdure verwendet wurden, wodurch man 3,21‘g Z-APM (Rein- .
heit 91,8 %) erhielt.

Beispiel 36

. Es wurde in gleicher Weise wie im Beispiel 31 gearbeitet,

wobei jedoch anstelle von Toluol n-Heptan verwendet wurde,
wodurch man 3,21 g Z-APM (Reinheit 91,8 %) erhielt.

Beispiel 3 7

Es wurde in gleicher Weise wie im Belsplel 31 gearbeltet,
wobei jedoch 5, 00 g einer 1:1 Addltlonsverblndung von
N—Benzoyloxycarbonyl~¢x—L aspartyl L—phenylalanlnathyl-
ester (Z-APE) und D-PM verwendet wurde anstelle der 1:1
Additionsverbindung Von Z~APM und D-PM, wodurch man

3,38 g Z2-APE (Reinheit 99,1 %) erhielt.
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Beispie 1 3.8

Es wurde in gléicher Weise wie im Beispiel 31 qearbeitét,
wobei'jedoéh eine Suspension von 5,00 g einer 1:1 Addi-
tioﬁSverbindung von N-p—Methoxybenzyloxycarbonyl-‘M—Lf
aspartyl-L-phenylalanin-methylester (PMZ-APM) und D-PM

anstelle der Suspension von 1:1 Additionsverbindung von

 Z—APM und D-PM verwendet wurden, und die Kontakttempera-

tur der wédssrigen Suspension mit Toluol und der wdssri-

gen ChlorwasserSthfsaure'ZOOC_bétrug, wobei man 3,41 g

PMZ-APM (Reinheit 98,4 %) erhielt.

/

Beispiel 3 9;

~ 80 ml einer heifen Athylacetatlosung, enthaltend 6,66 g
‘D,L~- Phenylalanlnmethylester und. 200 ml einer heiBen Athyl-
. acetatldsung, enthaltend 7,72 g N- Benzyloxvcarbonyl -

L~aspartyl-L- phenylalanlnmethylester wurden vermlscht,

und das Gemisch wurde ‘bei Raumtemperatur uber Nacht stehen—

- gelassen, worauf die geblldete AddltlonSVerblndung durch

" Filtrieren abgetrennt und getrocknet wurde. 5,00 g der-

so erhaltenen Additionsvarbinduhg wurden in 20 ml destil-

liertem Wasser zur Erzielung eines wéssrigen -Gemischs
' suspendiert. Zu diesem wdssrigen Gemisch wurden 35 ml

rToluol'qnd 10 ml einer wéssrigen 1n-Chlorwasserstoffsiure- -

lééung gefﬁgf, und das Gemisch wurde 30 min bei 60°C ge-
rithrt und anschlieBend 20 min ruhig stehengelassen. Die
eine feste Komponente enthaltende Toluolphase wurde von

der hombgenen transparenten widssrigen Phase abgetrennt.

‘Pie abgetrennte Toluolphase wurde zweimal mit 20 ml

destllllertem Wasser gewaschen, und anschlleﬁend wurde

das Losungsmlttel durch Verdampfen mittels eines Rotations-
verdampfers entfernt, wobei man 3,47 g Z-APM (Reinheit

99,6 %) erhielt. '
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AuBerdem wurden die wissrige Phase von der Toluolphase
abgetrennt und: dle Waschl8sung von der Wasche der -

Toluolphase verelnt und Natrlumcarbonat wurde zugesetzt,

um den pH-Wert der vereinten LOsung auf 8 elnzustellen

Dle Losung wurde anschlieBend mit Methylenchlorld extra- :

hiert. Die Methylenchlorldphase wurde {iber wasserfreiem

Magnesiumsulfat getrocknet und nach dem Einblasen von

Chlorwasserstoffsauregas konzentriert. Didthyl&ther wurde
welter zu der Krisgt allqus~allung gefigt, und die Kri-
stalle wurden durch Filtrierén gewonnen. Man -ethielt

1, 58 9 Kristalle von D—Phenylalanlnmethylester ~hydrochlo-

rid (optlsche Reinheit 97 %). |

S

Be i S piele 40 bis 43"

Es wurde in gleicher Weise wie im Belsplel 31 gaarbelt@t.

, wobel jedoch anstelle der 1:1 Addltlonsverblndung von.

Z- APM und D-PM 5,00 g der 1:1 Addltlonsverblndungen von
Z-APM und Amlnosaureestern, die sich von Phenylalan1n~

methylesteryunterschleden, verwendet wurden. Die erhaltenen

Ergebnlsse sind nachstehend aufgefihrt:

Beispiele Additions - Verbindungen gewonnenes Z-APM

(Reinheit)
40 ' L-Valindthylester 3,58 g (99,2 3)
41 - L-Alaninmethylester 3;92 g (99,3 %)
42 L-Leucindthylester 3,41 g (99,1 3%)
43 D-Tyrosinmethylester 3,13 g (98,8 3)
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Jrf1ndunp anspruch

1.

V(r[nhrnn ZUur Gew1nnung eines Dlpeptldderlvats gekennzeich-
net dadurch, dal man ein organisches Losun*%mltfol dag mo-

eignet ist zur Biiduné‘eines bindren Phasensystems mit Wasser
mit einem wiBrigen Gemisch vermischt, das als festen Bestand-

teil ein Dipeptidesterderivat enthslt mit der Formel

o 0 NHX 0
o R L nwoo_ .
Hﬁ-OaCéCH—NH—C—CH—(CH2)n—C—O .Y (1)
i ' a . » .
R2 :
erin h1 eine Nie&rigalkylgﬁuppe ist, R2 eine Seitenkettengrupne
. einer Aminosdure -ist, n 1 oder E'ist, X eine Benzyloxycarbonyl-
- .gruppe ist, die einen Kernsubstituenten aufweisen kann, und Y
ein Wasserstoffion oder ein Ammoniumderivation mit der Formel
}
-0
H N -0H-C-0-R, | (11)
3‘v“\‘}"" U 4 .
HB '
iat, wnrin‘H3 eins Seltenkettengruppe einer Aminosdure ist und
Rw eine Niedrlgalkylgruppe ist, das resultierende Gemisch ab-
sitzen 148t, unter Bildung von
viﬁieihér organischen ILosungsmittelphase, enthaltend in festem

Zustand eine wesentliche Menge eines Dipeptidderivats der

- Formel (
0 onEX 0 . /
R1—0—8~CH—NH~8—&H—(CHC)n—E—O_.Z+, (111)
é2 : -
worin Rq, 2, n und X wie vorstehend definiert sind,- und Z
" ein Wasserstoffion oder ein Ammoniumderivation der Formel
. _
H3N+—qH—é—O—R4 N B B | (Iv)
RB

worin R, und HW wie vorstehend definiert sind, und
> o o

) einer wabirigen Phase,
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und die organische LOsungsmittelphase von der wdBrigen Phase ab-

trennt und das Dipeptidderivat aus der organischen Losungs—

mittelphase gewinnt.

. Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch daB das orga-

nlsche Losungsmittel in einer derartlgen Menge verwendet wird,
daB das Peptidderivat im wesentllchen im festen Zustand ver-

bleiben kann.

. Verfahren nach Punkt 1 oder 2, gekennzelchnet daduroh dafi

der Rest
0 0 NHX 0
" . "o ] _
31—O—C-gﬂ-NH—c—CH—(CHQ)n—c—o

Ky

in den Formeln T und III in L,L-Konfiguration vorliegt.

Verfahren nach Punkt 3, 2 oder 1, gekennzeichnet dadﬁrch, dafl
Y und 7 beide das Ammoniumderivation der Formel '
- 0

4 1"

H3N —('JH~C*O—34
R3

sind, worin R, eine Seitenkettengruppe einer. Amlnoaaure 1°t und
P[4 eine Nledrlgalkylgruppe ist.

Verfahren nach Punkt 4 oder einem der Punkte 1 bis 3, gekenn-

zeichnet dadurch, daB das organische Ldsungsmittel ein Keton,

das zur Bildung eines bindren Phasensystems mit Wasser geeignet
isf ein aliphatischer oder aromatlscher Kohlenwasserstoff oder
ein Ather ist.

Verfahren nach Punkt 5 oder einem der Punkte 1 bis‘4,-gékenn4
zeichnet dadurch, daB dag organische Losungsmittel in einer
Mernge von weniger als 10 Gew.-Teilen und nicht weniger als

1 Gew.-Teil, bezogen auf das Dipeptidesterderivat, verwendet
wird. | ‘
Verfahren nach den Punkten 1 bis 5 oder 6, gekennzeichnet da- .
durch, daB Rﬂ und R4 Methylgruppen sind, R2 und RB Benzylgruppon”
sind, n 1 ist, X gine Benzyloxycarbonjlgruppe ist und Y und 7
in der L-, L- und D—-, oder D-Konfiguration vorliegen.
Verfahren nach den Punkten 1 bis 7 oder 8, gekenn/ejcnnet da~
durch, daB das organlsohe Lésungsmittel Toluol Methyl—
isobutylketon. oder Isopropylather ist. ' |
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Verfahren nach Punkf 6 oder einem der iibrigen vorhergehenden
unkte, gekennzeichnet dadurch, daB das wiBrige Gemisch dar—
iiber hinaus eine I'r OthWQO enthitlt ond dald darviiber hinows die

Protease aus der wiaBrigen Phase nach der Phasentrennung ge—

- wonnen wird.
10.

Verfahren nach Punkt 9, gekennzeichnet dadurch, daB R1.und R[1L

" Methylgruppen sind, RB und R3 Benzylgruppen sind, n 1 ist, X
“eine Benzyloxycarbonylgruppe ist und Y und Z in der L-, L- '

und D-, oder D-Konfiguration vorliegen.

Verfahren nach Punkt 9 oder 10, gekennzeichnet dadurch, daB
das organlsohe Losungsmittel Toluol, Methyllsobutylketon oder
laopropylather ist.

. Verfahren nach Punkt 4 oder einem der iibrigen Vorhergehenden

Punkte, gekennzeichnet dadurch, daB nach der Phasentrennung
die wilrige Phase einer Ultrafilfration unterzogen wird, um
eine.konzenfrierte Proteaseldsung zu erzielen und diese zu
gewinnen. ’ A | ,
Verfahreh,nadh,Punkt 3 oder einem der ilibrigen vorhergehenden
Punkte, gekennzeichnet dadurch, daf Y das Ammoniumderivat der
Formel IT ist und'Z_ein Wasserstoffion ist, bei dem dariliber

hinaus zum Zeitpunkt des'Vermischens,des organischen LOsungs-

mittels mit dem wiBrigen Gemisch eine Bridnsted-S&ure zu dem

wiBrigen Gemisch zusammen mit dem organischen Lésungsmittel
gefiigt wird. -
Verfahren nach Punkt 13, gekennzelchnet dadurch, daf das or-—

ganlsche Looungsmlttel ein Keton, das zur Bildung eines bi-

" nAiren Phasensystems mit Wasser_geelgnet ist, ein aliphatisch

aromatischer Kohlenwasserstoff oder ein Ather ist, wobeil das
Losungsmittel in einer Menge von wéniger als 10 Gew.-Teilen
und nicht weniger als 1.Gew.—Teil, basierend auf der Menge
des-Dipeptidesterderivats, verwendet wird.

Verfahren nach Punkt 20 oder 21, gekennzeichﬁet dadurch, 'daB

"die Bronsted-Siure in einer Menge im Bereich von etwa 1 bis

etwa 10 Kquivalenten, basierend auf der Molarit&dt des Di-

peptidesterderivats verwendet wird.

(2]
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Verfahren nach Punkt 20, 21 oder 22, gekennzeichnet dadurch,

daB Wasser in dem wiBrigen Gemisch in einer Menge von etwa

1 bis etwa 10 Gew. ~Teilen, basierend auf der MGH&O‘deu‘“I“

peptldesterderlvats verwendet wird.

Verfahren nach Punkt 20, 21, 22 oder 23, gekennzeichnet da- .

durch, daB als Brénsted-SHure Chlorwaséerstoffséure,'Schwefelw
sdure oder Essigsiure verwendet wird. | - ‘ _

Verfahren nach Punkt 20, 21, 22, 23 oder. 24, gekennzeichnet ‘3
dadurch, daB R1 und R4 Methylgruppen sind, R2 und R3 BenZyl—f |

§

A

gruppen sind, n 1 ist, X eine Benzyloxycarbonylgruppe ist

und Z das Ammoniumderivat der Formel IV ist, das in der L-,
L= und D~, oder D-Konfiguration vorliegt.
Verfahren nzch einem der Punkte 20 bis 24 oder 25 gekenn-
zeichnet dadurch, dafB nach der Phasentrennung aus der WaRIlgCn
Phase ein Ammlnosaureester mit der Formel
0 ' | )‘
'RQ—O—E—?H—NH

R
4 | .
gewonnen wird, worin Rq eine Methylgruppe und BB eine Benzyl-

2

gruppe sind.

Veffahren nach Punkt 9 und 12 oder einem der librigen vorher-
gehenden Punkte, gekennzeichnet dadufch, daBAdie Protease einc
Metalloprotease ist. '
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