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Beschreibung
HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0001] Gebiet der Erfindung Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Verbesserung der optischen
Reinheit einer Aminverbindung.

Beschreibung des verwandten Fachgebiets

[0002] Eine optisch aktive Aminverbindung wie optisch aktives a-Methylbenzylamin ist als ein brauchbares
Reagens zur optischen Trennung bekannt und wird hergestellt aus der entsprechenden razemischen Aminver-
bindung durch eine enantioselektive Umwandlung mit bestimmten Mikroorganismen (JP63-237796A (Offen-
gelegt), JP1-174398A (Offengelegt), JP6-253891A (Offengelegt)).

[0003] Die Mikroorganismen waren jedoch lediglich fiir limitierte spezifische Verbindungen mit einer spezifi-
schen Struktur geeignet, und sie waren geeignet fir eine Umwandlung der verdiinnten Aminverbindungen. Da-
her war ein weiterer Mikroorganismus gewunscht, der nicht nur fur die Umwandlung einer anderen Aminver-
bindung verwendet werden kann, sondern auch fiir die Umwandlung der Aminverbindung mit einer héheren
Konzentration.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0004] Es ist eine Aufgabe der Erfindung, ein Verfahren zur Verwendung einer Kultur eines Mikroorganismus
zur Verfiigung zu stellen, welches geeignet ist zur Verbesserung der optischen Reinheit einer Aminverbindung
der Formel I:

NH,

RY—CH—R?

wobei R' eine Phenylgruppe, die substituiert sein kann, oder eine Aralkylgruppe mit 7 bis 10 Kohlenstoffato-
men, die substituiert sein kann, anzeigt und R? eine Alkylgruppe mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen anzeigt, oder
eines behandelten Produkts davon.

[0005] Gemal der vorliegenden Erfindung ist es moglich, die optische Reinheit einer Aminverbindung der wie
oben definierten Formel |, welche als ein basisches Reagens zur optischen Trennung oder als ein syntheti-
sches Zwischenprodukt von Pharmazeutika und landwirtschaftlichen Chemikalien brauchbar ist, wirksam zu
verbessern.

[0006] Die vorliegende Erfindung stellt ndmlich folgendes zur Verfligung:

[0007] 1. Ein Verfahren zur Verbesserung der optischen Reinheit einer Aminverbindung der Formel I:

NH,
RY—CH—FR"

wobei R' eine Phenylgruppe, die substituiert sein kann, oder eine Aralkylgruppe mit 7 bis 10 Kohlenstoffato-
men, die substituiert sein kann, anzeigt und R? eine Alkylgruppe mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen anzeigt, das
folgendes umfalfit:

[0008] In Kontakt-Bringen einer Kultur eines zu Arthrobacter gehdrigen Mikroorganismus mit einer Fahigkeit
zur bevorzugten Metabolisierung eines optischen Isomers basierend auf dem asymmetrischen Kohlenstoffa-
tom an das die Aminogruppe gebunden ist in der Aminverbindung der Formel | oder eines behandelten Pro-
duktes davon mit der Aminverbindung der Formel I;

[0009] 2. Ein Verfahren zur Verbesserung der optischen Reinheit einer Aminverbindung der Formel Il:

NH
2
RB

6
(CH,) —CH—TR
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wobei R® und R* gleich oder verschieden sind und ein Wasserstoffatom, eine Alkylgruppe mit 1 bis 2 Kohlen-
stoffatomen, eine Alkoxygruppe mit 1 bis 2 Kohlenstoffatomen oder ein Halogenatom anzeigen, R® eine Alkyl-
gruppe mit 1 bis 2 Kohlenstoffatomen anzeigt und n fiir eine ganze Zahl von 0 oder 1 steht, das folgendes um-
fafdt:

[0010] In-Kontakt-Bringen einer Kultur eines zu Arthrobacter gehorigen Mikroorganismus mit einer Fahigkeit
zur bevorzugten Metabolisierung eines optischen Isomers basierend auf dem asymmetrischen Kohlenstoffa-
tom an das die Aminogruppe gebunden ist in der Aminverbindung der Formel Il oder eines behandelten Pro-
duktes davon mit der Aminverbindung der Formel Il;

[0011] 3. Ein Verfahren zur Verbesserung der optischen Reinheit einer Aminverbindung der Formel II";

NH
1 2
R3

61
CH,) —CH—R

rY

wobei R¥ und R* gleich oder verschieden sind und ein Wasserstoffatom, eine Methylgruppe, eine Methoxy-
gruppe oder ein Chloratom anzeigen, R® eine Methylgruppe oder Ethylgruppe anzeigt und n fir eine ganze
Zahl von 0 oder 1 steht, das folgendes umfal3t: In-Kontakt-Bringen einer Kultur eines zu Arthrobacter gehérigen
Mikroorganismus mit einer Fahigkeit zur bevorzugten Metabolisierung eines optischen Isomers basierend auf
dem asymmetrischen Kohlenstoffatom an das die Aminogruppe gebunden ist in der Aminverbindung der For-
mel II' oder eines behandelten Produktes davon mit der Aminverbindung der Formel II'; und

[0012] 4. Das Verfahren nach obigem Punkt 3, wobei die Aminverbindung der Formel II' eine aus 1-Phenyle-
thylamin, 1-(3-Methoxyphenyl)ethylamin, 1-(3,4-Dichlorphenyl)ethylamin, 1-(4-Methylphenyl)ethylamin,
1-(3,4-Dimethoxyphenyl)-2-aminopropan, 1-(4-Methoxyphenyl)-2-aminopropan und 1-Phenyl-1-aminopropan
ist.

BESCHREIBUNG DER BEVORZUGTEN AUSFUHRUNGSFORMEN

[0013] Derin der vorliegenden Erfindung verwendete Mikroorganismus ist ein zu Arthrobacter gehérender Mi-
kroorganismus mit einer Fahigkeit, bevorzugt ein optisches Isomer zu metabolisieren, das auf dem asymmet-
rischen Kohlenstoffatom basiert, an welchem die Aminogruppe in der Aminverbindung der Formel | gebunden
ist. Mit anderen Worten, eine Metabolisierungsrate von einem des (S)-Isomers oder (R)-Isomers ist hdher als
beim anderen Isomer.

[0014] Beispiele des Mikroorganismus mit einer solchen Fahigkeit umfassen zum Beispiel den
SC-K99-Stamm, welcher ein zu Arthrobacter gehérender Mikroorganismus ist, der durch die Erfinder der vor-
liegenden Erfindung aus der Natur isoliert wurde. Der SC-K99-Stamm ist nach dem Budapester Vertrag hinter-
legt in dem National Institute of Bioscience and Human Technology, Agency of Industrial Science and Techno-
logy als "FERM-BP-5744" (Zugangsdatum: 14. November 1996).

[0015] Die bakteriologischen Eigenschaften des SC-K99-Stamms sind nachfolgend aufgezeigt.

Bakteriologische Eigenschaften des SC-K99-Stamms

(a) Konfiguration:

1. Gestalt und Abmessung der Zelle

(1) Gestalt: Stabchenpilz

(2) Abmessung: 0,5 x 1~3 ym

2. Polymorphismus der Zelle: positiv (Stabchen-Kokken-Zyklus)

3. Matilitat: keine

4. Spore: keine

(b) Inkubationseigenschaften:

1. Bouillon-Agarplatten-Inkubation: kreisformig, konvex, kein Glanz, hellgelb
2. Inkubation in Bouillonflissigkeit: Wachstum in gleichférmiger Suspension, kein Glanz, hellgelb
(c) Physiologische Eigenschaften

1. Gram-Stamm: positiv

2. Hydrolyse von Starke: negativ

3. Fahigkeit zur Verwendung von Nikotin: keine

4. Bildung von Pigment: Es wird keine spezifische Pigmentkolonie gebildet
5. Oxidase: keine
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6. Katalase: existiert

7. Reaktion gegeniber Sauerstoff: aerob

(d) Andere Eigenschaften:

1. Saurebestandigkeit: keine

(e) Eigenschaften der chemischen Klassifizierung:
1. GC-Gehalt (Mol-%) an intrazellularer DNA: 68%
2. Aminosaurezusammensetzung der Zellwand: Lysin : Alanin : Glutaminsaure : Glycin : Asparaginsaure : Se-
rin: Threonin=1:9:3:4:1:0:0

3. Glycolyltest: nein (Acetyl-Typ)

4. Arabinogalactanpolymer: keines

5. Chinontyp: MK-9 (H2)

[0016] Anhand der beschriebenen bakteriologischen Eigenschaften wurde der vorliegende Stamm als ein zu
Arthrobacter gehérender Mikroorganismus identifiziert, der in Bergey's Manual of Systematic Bacteriology, Bd.
2, 1986, oder Bergey's Manual of Determinative Bacteriology, 9. Auflage, 1994, aufgezeigt ist.

[0017] Da jedoch die Aminosaurezusammensetzung der Zellwand und dergleichen nicht mit denen einer be-
liebigen Spezies Ubereinstimmt und die Spezies des Stamms der vorliegenden Erfindung nicht bestatigt wurde,
wurde der Stamm daher lediglich als Arthrobacter sp. identifiziert und hinterlegt.

[0018] In der vorliegenden Erfindung kann ein jeder Stamm wie ein Wildstamm, ein Mutantenstamm oder ein
rekombinanter Stamm, der durch ein molekulargenetisches Verfahren gewonnen Wird, wie ein Genmanipula-
tionverfahren, geeignet verwendet werden, vorausgesetzt, dal er die oben beschriebenen Fahigkeiten besitzt.
[0019] Die Zusammensetzungen der Kulturmedien zur Kultivierung des oben beschriebenen Mikroorganis-
mus sind nicht besonders eingeschrankt, und es kénnen dabei verschiedene Kulturmedien verwendet werden,
die eine geeignete Menge an Kohlenstoff quellen, Stickstoffquellen und organische oder anorganische Salze
enthalten, die fir eine Ubliche Kultivierung eines Mikroorganismus verwendet werden.

[0020] Beispiele der Kohlenstoffquelle umfassen Saccharide wie Glucose, Fructose, Sucrose oder Dexitrin,
Zuckeralkohol wie Glycerol oder Sorbitol, organische Sauren wie Fumarsaure oder Zitronensaure. Die Menge
der Kohlenstoffquelle betragt fir gewdhnlich von ungefahr 0,1 bis 10%.

[0021] Beispiele der Stickstoffquelle umfassen Ammoniumsalze von anorganischen Sauren wie Ammonium-
chlorid, Ammoniumsulfat oder Ammoniumphosphat, Ammoniumsalze von organischen Sauren wie Ammoni-
umfumarat oder Ammoniumcitrat, nattirliche organische Stickstoffquellen oder Aminosauren wie einen Fleisch-
extrakt, einen Hefeextrakt, einen Malzextrakt, Sojabohnenmehl, Solubles einer Maisfermentation (Corn Steep
Liquor), Baumwollsamenmehl, getrocknete Hefe oder Caseinhydrolysat. Darunter kann in vielen Fallen die or-
ganische Stickstoffquelle mit einer Kohlenstoffquelle verwendet werden. Die Menge der Stickstoffquelle betragt
fur gewodhnlich von 0,1 bis 10%.

[0022] Beispiele der anorganischen Salze umfassen Alkalimetallphosphate wie Kaliumphosphat, Natrium-
phosphat und dergleichen, Alkalimetallchloride wie Kaliumchlorid oder Natriumchlorid, Metallsulfate wie Mag-
nesiumsulfat oder Eisen(l)sulfat. Die Menge des anorganischen Salzes be- tragt flir gewdhnlich von 0,001 bis
1%.

[0023] Der Mikroorganismus wird mittels eines herkémmlichen Verfahrens kultiviert, und es kénnen jegliche
Mittel verwendet werden wie Festkultur, Flissigkultur, Testréhrchen-Schuttelkultur, Schittelkultur, Standgefa-
Rfermenterkultur, eine Tankkultur. Insbesondere wenn ein Standgefafermenter verwendet wird, wird fir ge-
wohnlich sterilisierte Luft in einem Belliftungszustand von ungefahr 0,1- bis ungefahr 2mal pro Minute basie-
rend auf der Menge der Kulturmediumlésung eingeleitet.

[0024] Die Kulturtemperatur kann in dem Bereich, in dem ein Mikroorganismus wachsen kann, geeignet ver-
andert werden und liegt zum Beispiel bei einer Kulturtemperatur von ungefahr 15°C bis ungefahr 40°C und ei-
nem Kultur-pH von ungefahr 6,0 bis ungeféhr 8,0. Die Kulturzeit variiert in Abhangigkeit von verschiedenen
Kulturbedingungen und betragt fir gewohnlich ungefahr 1 bis ungefahr 5 Tage.

[0025] Wenn eine Aminverbindung, vorzugsweise eine Aminverbindung der Formel |, zuvor in einer kleinen
Menge zugegeben wird, kdnnen die Fahigkeiten des Mikroorganismus gemaf der vorliegenden Erfindung ver-
starkt werden. Die Menge der Aminverbindung betragt fiir gewdhnlich nicht weniger als 0,001, vorzugsweise
von ungefahr 0,1 bis 1%. Diese zuzugebende Aminverbindung kann als eine Stickstoffquelle in der oben be-
schriebenen Kultur des Mikroorganismus verwendet werden.

[0026] Die Aminverbindung der wie oben definierten Formel | besitzt zwei optische Isomere auf Basis des
asymmetrischen Kohlenstoffatoms, an welches die Aminogruppe bindet, welches das (R)-Isomer und (S)-Iso-
mer sind.

[0027] Die Phenylgruppe, die substituiert sein kann fiir R"; umfalt eine Phenylgruppe, die substituiert sein
kann mit mindestens einer Gruppe, ausgewahlt aus einer Gruppe von einer Hydroxylgruppe, einem Halogena-
tom (z. B. Chlor, Brom, Fluor und lod), einer (C,-C,)-Alkylgruppe (Methyl, Ethyl, n-Propyl oder i-Propyl) und
einer (C,-C,)-Alkoxygruppe (Methoxy, Ethoxy, n-Propoxy oder i-Propoxy).
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[0028] Die Aralkylgruppe mit 7 bis 10 Kohlenstoffatomen, welche substituiert sein kann fir R1, umfal}t eine
Benzylgruppe, eine Phenethylgruppe, eine Phenylpropylgruppe, von denen alle substituiert sein kdnnen mit
mindestens einer Gruppe, ausgewahlt aus einer Gruppe von einer Hydroxylgruppe, einem Halogenatom (z. B.
Chlor, Brom, Fluor und lod), einer (C,-C,)-Alkylgruppe (Methyl, Ethyl, n-Propyl oder i-Propyl und einer
(C,-C,)-Alkoxygruppe (Methoxy, Ethoxy, n-Propoxy oder i-Propoxy), vorausgesetzt, dal R' 7 bis 10 Kohlen-
stoffatome umfalit.

[0029] Die Alkylgruppe mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen fiir R? umfaRt eine Methyl-, Ethyl-, n-Propyl-, i-Propyl-,
n-Butyl-, i-Butyl-, s-Butyl-, t-Butyl-, n-Pentyl-, i-Pentyl-, s-Pentyl-, neo-Pentyl-, t-Pentyl-, n-Hexyl-, i-Hexyl-,
s-Hexyl-, t-Hexyl- und neo-Hexyl-Gruppe.

[0030] Vorzugsweise ist die Aminverbindung der Formel | die Aminverbindung der wie oben definierten For-
mel Il und weiter bevorzugt die Aminverbindung der wie oben definierten Formel II'.

[0031] Spezifische Beispiele davon umfassen 1-Phenylethylamin, 1-(3-Methoxyphenyl)ethylamin, 1-(3,4-Di-
chlorphenyl)ethylamin, 1-(3,4-Dimethoxyphenyl)-2-aminopropan, 1-(4-Methoxyphenyl)-2-aminopropan,
1-Phenyl-1-aminopropan, 1-(4-Chlorphenyl)ethylamin,  1-(4-Hydroxyphenyl)ethylamin,  1-(4-Methylphe-
nyl)ethylamin, 1-(4-Chlorphenyl)-2-aminopropan, 1-(4-Hydroxyphenyl)-2-aminopropan und 1-(4-Methylphe-
nyl)-2-aminopropan.

[0032] Das Verhaltnis von (R)-Isomer/(S)-Isomer in der Aminverbindung, die in dem vorliegenden Verfahren
verwendet wird, ist nicht besonders eingeschrankt, jedoch ist es aus industrieller Sicht vorteilhaft, eine einfach
verfugbare razemische Aminverbindung zu verwenden.

[0033] Die Kultur des Mikroorganismus oder des behandelten Produkts davon zu dessen In-Kontakt-Bringen
mit der Aminverbindung umfal}t ferner zum Beispiel einen Mikroorganismus selbst oder eine Kulturlauge, wel-
che den Mikroorganismus enthalt, oder behandelte Produkte des Mikroorganismus wie unlésliche Substanzen,
die durch bekannte Verfahren wie ein Polyacrylamid-Verfahren, ein Verfahren mit schwefelhaltigem Polysac-
charidgel (zum Beispiel Carageenangel-Verfahren), ein Alginsauregel-Verfahren oder ein Agargel-Verfahren
immobilisiert wurden, gefriergetrocknete Zellen, Aceton-getrocknete Zellen, Grundzellen, selbstverdaute Zel-
len, Ultraschall-behandelte Zellen, Zellextrakte, rohgereinigte Enzyme, gereinigte Enzyme oder behandelte
Produkte davon, von denen alle ebenfalls in der vorliegenden Erfindung geeignet verwendet werden.

[0034] Naturlich kann das vorliegende Verfahren durchgefiihrt werden durch In-Kontakt-Bringen einer Kultur,
welche die geimpften Zellen des Kulturmediums enthalt, zu dem die oben beschriebene Aminverbindung vor-
her gegeben wurde.

[0035] Das Verfahren des In-Kontakt-Bringens der Kultur oder eines behandelten Produkts davon mit der
Aminverbindung wird in einem flissigen Zustand durchgefuhrt. Die Anfangskonzentration der Aminverbindung,
die in dem Verfahren zugegeben wird, betragt fir gewohnlich nicht mehr als ungefahr 30 Gew.-%, vorzugswei-
se von 2 bis 20 Gew.-%, weiter bevorzugt 5 bis 20 Gew.-%.

[0036] Die Temperatur betragt fir gewohnlich von ungefahr 10 bis 70°C und vorzugsweise von 25 bis 60°C.
Der pH-Wert des Verfahrens des In-Kontakt-Bringens der Kultur mit der Aminverbindung reicht geeigneterma-
Ren im allgemeinen von 4 bis 12, vorzugsweise von 7 bis 11. Gegebenenfalls kann die Zeit bestimmt werden.
Allgemein gilt, je langer die Zeit, desto hdher ist die optische Reinheit der resultierenden Aminverbindung, da
das Umwandlungsverhaltnis héher wird.

[0037] Darlber hinaus ist die Zugabe einer Substanz wie eines Tensids, eines Coenzyms und einer organi-
schen Verbindung als eine Hilfssubstanz zu der Prozef3l6sung manchmal wirksam, um die Prozef3zeit zu ver-
kirzen und das Umwandlungsverhaltnis zu verbessern, wobei daher diese Hilfssubstanzen gegebenenfalls al-
lein oder in einer beliebigen Kombination davon zu der ProzeRl6sung gegeben werden kdnnen.

[0038] Spezifische Beispiele des verwendeten Tensids umfassen zum Beispiel Triton-X100 und Cetylpyridi-
umbromid.

[0039] Spezifische Beispiele des Coenzyms umfassen zum Beispiel Nikotinamidadeninnukleotid, Pyridoxal-
phosphorsaure und dergleichen.

[0040] Beispiele der organischen Verbindung umfassen hydrophobe organische Lésungsmittel wie n-Heptan
oder Cyclohexan, hydrophile organische Lésungsmittel wie DMSO oder Alkohole, Ketone wie Aceton, Aldehy-
de wie Propionaldehyd, Ketosauren wie Oxalessigsaure oder Pyruvinsaure.

[0041] Die optische Reinheit der Aminverbindung der Formel | kann auf diese Weise verbessert werden und
durch eine Rickgewinnung der Aminverbindung, die in der L&sung nach einer Vollendung des Prozesses ver-
bleibt, wobei geeignete kombinierte herkémmliche Behandlungsverfahren verwendet werden. Somit kann die
Aminverbindung mit einer verbesserten optischen Reinheit leicht erhalten werden.

[0042] Zum Beispiel ist es mdglich, daf’ die Kultur des Mikroorganismus oder des behandelten Produkts da-
von durch eine Zentrifugalabtrennung von der ProzeRIésung entfernt wird, dann ein Uberstand davon in eine
alkalische Lésung umgewandelt wird und eine Extraktion mit einem organischen Lésungsmittel wie Diethyle-
ther oder Toluol durchgefiihrt wird, bevor das Lésungsmittel unter reduziertem Druck entfernt wird, um die
Aminverbindung mit verbesserter optischer Reinheit zu erhalten.

[0043] Die folgenden Beispiele veranschaulichen die vorliegende Erfindung weiter im Detail, sie sind jedoch
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nicht dazu gedacht, deren Umfang einzuschranken.

[0044] In diesen Beispielen wurden eine quantitative Bestimmung und Analyse der optischen Reinheit der
Aminverbindung durch Gaschromatographie bzw. Hochleistungsfliissigkeitschromatographie durchgefihrt.
Die Bedingungen davon sind wie folgt:

1) Quantitative Analyse der Aminverbindung (Gaschromatographie)

Saule: DB-17 (Innendurchmesser 0,25 mm, Filmdicke 0,25 ym, Lange 30 m, J & W corp.)
Saulentemperaturbedingung: erhéht von 80°C auf 250°C mit 5°C/Minute

Detektor: FID (Detektortemperatur 250°C)

2) Analyse der optischen Reinheit der Aminverbindung (Hochleistungschromatographie)

Saule: OA-4100 oder OA-4800 (hergestellt vom Sumika Analysis Center K.K.)

Mobile Phase: n-Hexan : Ethanol : Trifluoressigsaure =240 : 10 : 1

Detektionswellenlange: 254 nm

[0045] Die Konzentration (%) einer nachfolgend beschriebenen Substanz wird mittels der folgenden Glei-
chung berechnet:

Konzentration (%) = (Gewicht/Volumen) x 100
Beispiel 1

[0046] Es wurde ein sterilisiertes Kulturmedium (100 ml, pH 7,0) mit einer Zusammensetzung, die 0,2% an
Glycerol, 0,5% an (RS)-1-Phenylethylamin, 0,05 an Dikaliumphosphat, 0,1% an Monokaliumphosphat, 0,01%
an Magnesiumsulfat und 1 mg/l an Eisen(l)sulfatheptahydrat enthielt, in einen Sakaguchi-Kolben gefiillt, dazu
wurde ein SC-K99-Stamm geimpft, und das Resultierende wurde wahrend 1 Woche unter Schitteln bei 30°C
kultiviert. Die resultierende Kulturldsung wurde einer Zentrifugaltrennung (10 000 g, 10 Minuten) unterzogen,
um Zellen zu entfernen, und der pH des Uberstands wurde unter Verwendung einer waRrigen NaOH-Lésung
auf 12 eingestellt, dann wurde eine Extraktion mit Diethylether durchgefiihrt. Die optische Reinheit des 1-Phe-
nylethylamins in der extrahierten L6sung wurde mittels Hochleistungsflissigkeitschromatographie gemessen,
wobei lediglich der Peak des (R)-1-Phenylethylamins und kein Peak des (S)-1-Phenylethylamins gefunden
wurde (optische Reinheit 1000 .

Beispiel 2

[0047] Es wurde eine sterilisierte Kultur mit einer Zusammensetzung, die 1,0% an Glycerol, 0,3% an Hefeex-
trakt, 0,5% an (RS)-1-Phenylethylamin, 0,75% an °Dikaliumphosphat, 0,25% an Monokaliumphosphat, 0,01
an Magnesiumsulfat, 0,1 ml/l einer wafirigen Spurenelementlésung und 1,8% an 2 N-Schwefelsdure enthielt,
in einen Sakaguchi-Kolben gefiillt, dazu wurde ein SC-K99-Stamm geimpft, und das Resultierende wurde 24
Stunden unter Schiitteln bei 30°C kultiviert. (Der begriff "walrige Spurenelementldsung" bezeichnet eine Lo-
sung, die erhalten wird durch Auflésen von Eisen(l)sulfatheptahydrat, Cobaltchloridhexahydrat, Zinksulfathep-
tahydrat und Mangansulfattrihydrat in destilliertem Wasser mit einer Konzentration von jeweils 1%.

[0048] Die resultierende Kulturldsung wurde einer Zentrifugaltrennung (10 000 g, 10 Minuten) unterzogen, um
Zellen zu sammeln, und die resultierenden Zellen wurden zweimal mit Wasser. gewaschen, wurden dann in
einer Phosphatpufferlésung (pH 7,5), welche 2,2% an Natriumpyruvat und eine razemische Mischung der in
Tabelle 1 beschriebenen Aminverbindung enthalt, suspendiert, und die Suspension wurde wahrend 72 Stun-
den bei 30°C gertihrt. Nach einer Vollendung des Prozesses wurde zu der erhaltenen Lésung die zweifache
Menge an Methanol gegeben, und die resultierende Mischung wurde einer Zentrifugaltrennung (10 000 g, 5
Minuten) unterzogen, um durch Entfernung der Zellen einen Uberstand zu erhalten. Die Konzentration und op-
tische Reinheit der verbleibenden Aminverbindung in dem Uberstand wurde mittels Gaschromatographie bzw.
Hochleistungsflissigkeitschromatographie gemessen, und es wurde die Endkonzentation der Aminverbindung
berechnet. Die Ergebnisse sind unten in Tabelle 1 zusammengefal3t.
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Tabelle 1
Anfangskonzen-| Endkonzentra- Optische
tration der in|tion der Amin-|Reinheit der
Aminverpindung | das Kulturme- verbindung verbleiben-
(racemische dium gegebenen| nach Vollen- |den Aminver-
Mischung) Aminverbindung| dung des Pro- bindung
(%) zesses (%) (R/S)
1—Ph§nylethyl— 2.4 1.2 100/0
amin
1-(3-Methoxy-
phenyl) ethyl- 3,0 1,5 100/0
amin
1-(3,4-Dichlor-
phenyl)ethyl- 3,8 1,9 100/0
amin
1-(4-Methyl-
phenyl)ethyl- 2,7 1,35 100/0
amin
Beispiel 3

[0049] Es wurde dasselbe Verfahren wie in Beispiel 2 durchgeflihrt, mit der Ausnahme, daf3 bei der Durch-
fihrung der Reaktion eine Natriumhydrogencarbonatpufferlosung (pH 10,0) anstelle der Phosphatpufferlosung
(pH 7,5) verwendet wurde und 3,9% an (RS)-1-(3,4-Dimethoxyphenyl)-2-aminopropan anstelle von
(RS)-1-Phenylethylamin verwendet wurde. Als ein Ergebnis wurde nach 24 Stunden (R)-1-(3,4-Dimethoxyphe-
nyl)-2-aminopropan in einer Konzentration von 1,95 gefunden, und die optische Reinheit davon betrug 100%.

Beispiel 4
[0050] Es wurde dasselbe Verfahren wie in Beispiel 3 durchgefiihrt, mit der Ausnahme, daf die Konzentration
der razemischen Mischung von (RS)-1-(3,4-Dimethoxyphenyl)-2-aminopropan auf 20% geandert wurde und
die Konzentration an Natriumpyruvat auf 11% geandert wurde. Als ein Ergeb- nis wurde nach 24 Stunden

(R)-1-(4-Methoxyphenyl)-2-aminophenyl)-2-propan in einer Konzentration von 10% gefunden, und die opti-
sche Reinheit davon betrug 100%.

Beispiel 5
[0051] Es wurde dasselbe Verfahren wie in Beispiel 3 durchgefiihrt, mit der Ausnahme, dall bei der Durch-
fihrung der Reaktion 3,3% einer razemischen Mischung von 1-(4-Methoxyphenyl)-2-aminopropan anstelle von
(RS)-1-(3,4-Dimethoxyphenyl)-2-aminopropan verwendet wurde. Als ein Ergebnis wurde nach 24 Stunden
(R)-1-(4-Methoxyphenyl)-2-aminopropan in einer Konzentration von 1,65% gefunden, und die optische Rein-
heit davon betrug 100.

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Verbesserung der optischen Reinheit einer Aminverbindung der Formel I:

RL—CH—R?
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wobei R' eine Phenylgruppe, die substituiert sein kann, oder eine Aralkylgruppe mit 7 bis 10 Kohlenstoffato-
men, die substituiert sein kann, anzeigt und R? eine Alkylgruppe mit 1 bis 6 Kohlenstoffatomen anzeigt, das
folgendes umfal¥t: In-Kontakt-Bringen einer Kultur eines zu Arthrobacter gehoérigen Mikroorganismus mit einer
Fahigkeit zur bevorzugten Metabolisierung eines optischen Isomers basierend auf dem asymmetrischen Koh-
lenstoffatom an das die Aminogruppe gebunden ist in der Aminverbindung der Formel | oder eines behandelten
Produktes der Kultur mit der Aminverbindung der Formel I.

2. Verfahren zur Verbesserung der optischen Reinheit einer Aminverbindung der Formel II:

NH
R3 2
6

(CH,) ;7—CH—R

R4

wobei R® und R* gleich oder verschieden sind und ein Wasserstoffatom, eine Alkylgruppe mit 1 bis 2 Kohlen-
stoffatomen, eine Alkoxygruppe mit 1 bis 2 Kohlenstoffatomen oder ein Halogenatom anzeigen, R® eine Alkyl-
gruppe mit 1 bis 2 Kohlenstoffatomen anzeigt und n fiir 0 oder 1 steht, das folgendes umfal}t: In-Kontakt-Brin-
gen einer Kultur eines zu Arthrobacter gehérigen Mikroorganismus mit einer Fahigkeit zur bevorzugten Meta-
bolisierung eines optischen Isomers basierend auf dem asymmetrischen Kohlenstoffatom an das die Amino-
gruppe gebunden ist in der Aminverbindung der Formel Il oder eines behandelten Produktes der Kultur mit der
Aminverbindung der Formel II.

3. Verfahren zur Verbesserung der optischen Reinheit einer Aminverbindung der Formel II';

, NH
R’ 2
(CH,) —CH—R®

R

wobei R* und R* gleich oder verschieden sind und ein Wasserstoffatom, eine Methylgruppe, eine Methoxy-
gruppe oder ein Chloratom anzeigen, R® eine Methylgruppe oder Ethylgruppe anzeigt und n fiir 0 oder 1 steht,
das folgendes umfal3t:

4. In-Kontakt-Bringen einer Kultur eines zu Arthrobacter gehdrigen Mikroorganismus mit einer Fahigkeit
zur bevorzugten Metabolisierung eines optischen Isomers basierend auf dem asymmetrischen Kohlenstoffa-
tom an das die Aminogruppe gebunden ist in der Aminverbindung der Formel II' oder eines behandelten Pro-
duktes der Kultur mit der Aminverbindung der Formel II'.

5. Verfahren nach Anspruch 3, wobei die Aminverbindung der Formel II' eine aus 1-Phenylethylamin,
1-(3-Methoxyphenyl)ethylamin, 1-(3,4-Dichlorphenyl)ethylamin, 1-(4-Methylphenyl)ethylamin, 1-(3,4-Dimetho-
xyphenyl)-2-aminopropan, 1-(4-Methoxyphenyl)-2-aminopropan und 1-Phenyl-1-aminopropan ist.

6. Verfahren nach Anspruch 1, wobei der zu Arthrobacter gehdrige Mikroorganismus FERM-BP-5744 ist.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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