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69 Verfahren zum Verestern von alpha-L-Aspartyl-L-phenylalanin.

@ alpha-L-Aspartyl-L-phenylalanin wird an der Phenyl-
alanin-Carboxylgruppe selektiv in die entsprechen-
den Ester iiberfithrt. Man verwendet dazu ein proteolyti-
sches Enzym mit spezifischer Esteraseaktivitit. Das Ver-
fahren wird in wissrigem Alkohol durchgefiihrt, wobei die
Alkoholkonzentration so gewihlt wird, dass die Esterase-
aktivitdt umgekehrt wird. Die erhaltenen Ester des alpha-
L-Aspartyl-L-phenylalanins sind kiinstliche Siissmittel.
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PATENTANSPRUCHE
1. Verfahren zur Veresterung der Carboxylgruppe des
Phenylalaninrestes des alpha-L-Aspartyl-L-phenylalanins der
Formel
(o]
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dadurch gekennzeichnet, dass man diese Verbindung mit
einem Alkohol in Gegenwart einer wirksamen Menge eines
proteolytischen Enzyis mit spezifischer Esteraseaktivitit in
einem wissrig-alkoholischen Medium bei einem pH von 4 bis
7 behandelt, wobei die Alkoholkonzentration so gewéhlt
wird, dass sie ausreicht, um die Hydrolysewirkung des pro-
teolytischen Enzyms umzukehren.

2. Ve..ahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass das genannte Enzym eine Serin-Alkali-Proteinase ist.

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
dass die genannte Proteinase Subtilisin Carlsberg ist.

4, Verfahren nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekenn-
zeichnet, dass man als Alkohol Methanol in einer Konzentra-
tion von 10 bis 90 Vol.-% verwendet.

5. Verfahren nach den Anspriichen 3 und 4, dadurch
gekennzeichnet, dass man bei einem pH von 5,0 und einer
Methanolkonzentration von 60 Vol.-% arbeitet.

6. Verfahren zur Veresterung der Carboxylgruppe des
Phenylalaninrestes des N-geschiitzten alpha-L-Aspartyl-L-
phenylalanins der Formel
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CHZ-C-OH

| Il
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worin X eine primire Aminogruppe bedeutet, die mit einer
Schutzgruppe am Stickstoffatom versehen ist, dadurch
gekennzeichnet, dass man mit dieser Verbindung als Aus-
gangssubstanz das Verfahren geméss Anspruch 1 ausfiihrt
und dann die Schutzgruppe aus dem Rest X abspaltet.

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet,
dass die genannte Schutzgruppe die Carbobenzoxygruppe ist.

(B)

I
o

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren
zum selektiven Verestern der Carbonylgruppe des Phenylala-
ninrestes von alpha-L-Aspartyl-L-phenylalanin unter Verwen-
dung eines proteolytischen Enzyms mit spezifischer Esterase-
aktivitat.

Die Veresterung von alpha-L-Aspartyl-L-phenylalanin
durch chemische Mittel wird in den US-Patentschriften
3933 781 und 4 173 562 beschrieben. Ein Nachteil der chemi-
schen Verfahren besteht darin, dass die Veresterung sowohl
an der Aspartylcarboxylgruppe wie auch an der Phenylala-
nincarboxylgruppe erfolgt, so dass unerwiinschte Nebenpro-
dukte der Formel I der beiliegenden Tabelle (im folgenden
Diester genannt) und der Formel 11 (im folgenden Aspartyl-

ester genannt) auftreten. Der Diester und der Aspartylester
miissen durch Reinigungsoperationen abgetrennt werden,
damit man die gewiinschte Verbindung erhilt.

Bekannte enzymatische Veresterungsverfahren beziehen

5 sich auf einfache Aminoséuren. Sie wurden nicht auf selek-
tive Veresterungen von Dipeptiden mit ihren Problemen
angewandt, insbesondere nicht auf alpha-L-Aspartyl-L-
phenylalanin mit mehr als einer Carboxylgruppe.

Beispielsweise beschreiben Ingalls et al., Biotechnology

10 and Bioengineering 17 (1975) 1627-1637 die Veresterung
einer einfachen Aminoséure, N-Acetyltyrosin, mit immobili-
sierten Chymotrypsin oder Subtilisin Carlsberg in der freien
unmodifizierten Form in einem Lésungsmittelsystem aus
Wasser, Ethanol und Glycerin. Ein Nachteil dieses Verfah-

15 rens besteht darin, dass erhebliche Mengen des Glycerinesters
der Aminosiure gebildet werden.

Klibanov et al., Biotechnology and Bioengineering 19
(1977) 1351-1361 beschreiben die Veresterung der einfachen
Aminosiure N-Acetyltryptophan mit immobilisiertem Chy-

20 motrypsin in einem Zweiphasensystem aus Wasser und Chlo-
roform. )

Die Erfindung betrifft nun ein Verfahren zur Veresterung
der Carboxylgruppe des Phenylalaninrestes des alpha-L-
Aspartyl-L-phenylalanins der Formel

25
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35 dadurch gekennzeichnet, dass man diese Verbindung mit
einem Alkohol in Gegenwart einer wirksamen Menge eines
proteolytischen Enzyms mit spezifischer Esteraseaktivitit in
einem wissrig-alkoholischen Medium bei einem pH von 4 bis
7 behandelt, wobei die Alkoholkonzentration so gewahlt
wird, dass sie ausreicht, um die Hydrolysewirkung des pro-
teolytischen Enzyms umzukehren.

Ein Vorteil der vorliegenden Erfindung besteht darin,
dass die Carboxylgruppe des Phenylalaninrestes selektiv in
einem Einphasensystem verestert wird, ohne dass die uner-
wiinschten Nebenprodukte Diester und Aspartylester gebildet
werden. Dies wird durch Verwendung einer Serin-Alkali-Pro-
teinase erreicht, die aromatische Aminosduren bevorzugt.

Die erfindungsgemiss herstellbaren alpha-L-Aspartyl-1-
phenylalanin-alkylester sind wertvolle Siissmittel. Der Aus-
druck «spezifische Esteraseaktivitit» bezieht sich auf die
Fihigkeit des proteolytischen Enzyms, selektiv die Carboxyl-
gruppe des Phenylalaninrestes zu verestern. Die Siissmittelei-
genschaften der erfindungsgemdss hergestellten Ester werden
in der US-Patentschrift 3 492 131 beschrieben.

Man kann als Ausgangsmaterial fiir das erfindungsge-
misse Verfahren auch N-geschiitztes alpha-L-Aspartyl-L-phe-
nylalanin verwenden, wobei der hergestellte Ester dann N-
geschiitzt ist. In diesem Fall kann man am Schluss die N-
Schutzgruppe abtrennen, und zwar in bekannter Weise. Eine
bevorzugte N-Schutzgruppe ist die Carbobenzoxygruppe.

Bevorzugte Alkohole besitzen die Formel R-OH, worin R
eine Niedrigalkylgruppe mit | bis 7 C-Atomen bedeutet, ndm-
lich Methyl, Ethyl, Propyl, Butyl, Pentyl, Hexyl, Heptyl und
deren verzweigte Isomere.

Die Aminogruppe des Ausgangsmaterials kann durch
iibliche Schutzgruppen geschiitzt werden, wie z.B. Arylnieder-
alkylgruppen, wie Diphenylmethyl oder Triphenylmethyl, die
durch Halogen, Nitro, Niederalky! oder Niederalkoxy substi-
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tuiert sein konnen, oder auch durch Benzhydryl, Trityl und
Di-para-methoxybenzhydryl, ferner durch eine Acylgruppe,
wie Formyl, Trifluoracetyl, Phthaloyl, Benzolsulfonyl und
o-Nitrophenylsulfonyl, ausserdem durch Reste von Carbon-
sduren oder Thiocarbonsduren, wie Carbobenzoxygruppen,
die im aromatischen Teil durch Halogen, Nitro, Niederalkyl,
Niederalkoxy oder Carboalkoxy substituiert sein kénnen, wie
Carbobenzoxy, p-Chlorcarbobenzoxy, p-Nitrocarbobenzoxy
und p-Methoxycarbobenzoxy, ferner durch gefiarbte Benzy-
loxycarbonylgruppen, wie p-Phenylazobenzyloxycarbonyl
und p-(p-Methoxyphenyl-azo)-benzyloxycarbonyl, und
schliesslich auch durch 2-Tolyl-2-propoxycarbonyl, 2-Phenyl-
2-propoxycarbonyl, 2-Tolyl-2-propoxycarbonyl und 2-(p-
Biphenylyl)-2-propoxycarbonyl. Auch aliphatische Oxycar-
bonylgruppen sind dienlich, wie t-Butoxycarbonyl, Alkylox-
ycarbonyl, Cyclopentyloxycarbonyl und t-Amyloxycarbonyl.
Speziell bevorzugt wird im vorliegenden Fall die Carboben-
zoxygruppe als N-Schutzgruppe.

Die Aminogruppe kann auch durch Enaminbildung
geschiitzt werden, indem man sie mit 1,3-Diketonen umsetzt,
wie etwa Benzoylaceton oder Acetylaceton.

Die N-Schutzgruppen kdnnen in iiblicher Weise entfernt
werden, wie etwa durch Hydrogenolyse (z.B. in Gegenwart
von Palladiumschwarz), durch Behandeln mit Halogenwas-
serstoff, wie Brom- Fluor- oder Chlorwasserstoff in Essig-
sdure, oder durch Behandeln mit Trifluoressigsdure.

Die Veresterung kann in einer Wasser-Alkohol-Losung
erfolgen, die so gepuffert ist, dass das Enzym seine Wirksam-
keit behilt. Fiir Serin-Alkali-Proteinase betrdgt dazu das pH
etwa 4 bis 7. Typische Pufferldsungen sind Natriumpyro-
phosphat-, Citronensdure-, Essigsiure- und Tris-HCI-Losun-
gen.

Die verwendeten Serin-Alkali-Proteinasen sind Enzyme
mit hoher Esteraseaktivitit und selektiver Wirkung auf aro-
matische Aminoséduren. Typische Vertreter solcher Enzyme
sind Subtilisin und Alkaliproteinasen verschiedener Stimme
von Bacillus Aspergillis, Streptomyces, Penicillium und
Arthrobacter. Eine bevorzugte Serinalkali-proteinase ist das
im Handel erhiltliche Subtilisin Carlsberg. Das Enzym wird
im Veresterungsverfahren in katalytischen Mengen ange-
wandt, vorzugsweise 10 bis 500 mg pro Millimol alpha-L-
Aspartyl-L-phenylalanin oder dessen N-geschiitztem Derivat.
Zum Unterstiitzen der Enzymwirkung kann ein Calciumsalz
zugesetzt werden.

Das Enzym kann frei vorliegen oder immobilisiert auf
einem geeigneten Tréger, wie pordsem Glas, Polyacrylamid-
gel, Carboxymethylcellulose oder Aminomethylcellulose. Sol-
che Methoden werden in Immobilized Enzymes, Bd. 44,
Methods in Enzymology, Herausg. Klaus Mosback, beschrie-
ben.

Die Reaktionstemperatur betrdgt gewohnlich etwa
10-50 °C, was fiir die Enzymwirksamkeit geniigt. Bevorzugt
werden 20-40 °C.

Die Reaktion wird in wissrigem Alkohol durchgefiihrt,
wobei die Alkoholkonzentration ausreichen muss, um die
Esteraseaktivitit des Enzyms umzukehren. Die Alkoholkon-
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Das Endprodukt wird in iiblicher Weise durch Chromatogra-
phieren oder andere bekannte Methoden aus der Reaktions-
mischung entfernt.

Die folgenden Beispiele erldutern die Erfindung. Tempe-

5 raturen werden in °C angegeben und Mengen in Gewichtstei-

len, falls nicht anders erwidhnt. Das Verhiltnis zwischen
Gewichtsteilen und Volumenteilen ist dasselbe wie zwischen
Gramm und Milliliter.

10 Beispiel 1

Subtilisin Carlsberg (Protease Typ VIII, Sigma Chemical
Co.) wird in einer Konzentration von 40 mg/ml in destil-
liertem Wasser gel6st und gegen destilliertes Wasser bei 5 °C
dialysiert. 0,1 Volumenteile der Enzymlésung werden mit 0,9

15 Volumenteilen einer wéissrigen Methanolldsung gemischt, die

0,0056 Gewichtsteile alpha-L-Aspartyl-L-phenylalanin ent-
hilt. Die wissrige Methanollosung wird hergestellt durch
Vermischen von 0,6 Volumenteilen Methanol mit 0,075 Volu-
menteilen von 0,33 M Natriumacetat, 0,225 Volumenteilen

20 von 0,33 M Essigsdure und 0,002 Volumenteilen von 2,5 M

Calciumchlorid. Vor der Zugabe des Enzyms wird die wiss-
rige Methanolldsung wihrend einer Minute beschallt, um das
alpha-L-Aspartyl-L-phenylalanin zu dispergieren. Das pH
wird mit verdiinnter Salzsdure auf 5,0 eingestellt. Die so

25 erhaltene Reaktionslésung enthilt 4 mg/ml Enzym, 5,0 mM

Calciumchlorid, 0,1 M Essigsdurepuffer, 60% Methanol und
0,02 M alpha-L-Aspartyl-L-phenylalanin; sie wird wihrend
vier Tagen stdndig bei etwa 25 °C geriihrt. Die Mischung
wird sodann durch eine Kolonne von Sephadex LH-120 flies-

30 sen gelassen, um das Enzym vom Dipeptid zu trennen. Die

Dipeptidfraktionen werden vereinigt und gemaiss den US-
Patenten 3 798 207 und 4 173 562 mit Halogenwasserstoff
behandelt, um den alpha-L-Aspartyl-L-phenylalanin-methyl-
ester der Formel I11 auszuféllen und zu reinigen.

Beispiel 2

Das Verfahren gemiss Beispiel | wird mit einem immobi-
lisierten Enzym als Katalysator wiederholt. Das Enzym wird
covalent an DEAE-Cellulose gebunden, die mit Bromcyan

40 aktiviert wurde. Dies erfolgt, indem man 0,075 Gewichtsteile

DEAE-Cellulose (vorgequellte DE52, Whatman) mit 0,1 M
Natriumbicarbonat wéscht und dann mit 3 Volumenteilen
Bromcyanlgsung (25 mg/ml) behandelt. Das pH wird mit 2 M
Natriumhydroxid auf 11,0 eingestellt und gehalten, und man

45 riihrt langsam wéhrend 6 Minuten bei 25 °C. Das Gel wird

abfiltriert und mit 100 Volumenteilen 0,1 M Natriumbicarbo-
nat gewaschen. 0,025 Gewichtsteile Subtilisin Carlsberg wer-
den in 0.25 Volumenteilen 0,1 M Natriumbicarbonat gel6st
und dann wihrend vier Stunden gegen den gleichen Puffer

50 bei 5 °C dialysiert. Die Enzymlésung wird mit dem durch

Bromcyan aktivierten Gel in einem geschlossenen Polypropy-
lenrohr unter Argon vermischt und dann wihrend 17 Stunden
bei 5 °C belassen. Das gebundene Enzym wird hierauf mit
Wasser gewaschen und mit 5 Volumenteilen 1 M Ethanol-

55 amin (pH 9,0) unter méssigem Riihren wihrend 2 Stunden bei

25 °C belassen. Das Gel wird zwei Mal mit destilliertem Was-

zentration kann 10 bis 90 Vol.-%, bevorzugt 30 bis 70 Vol.-% und ser gewaschen und dann in 0,3 Volumenteilen destilliertem

speziell 50 bis 60 Vol.-% betragen. Das Optimum liegt bei 60
Vol%.

In einer speziell bevorzugten Ausfithrungsform wird als
Enzym Subtilisin Carlsberg, eine Proteinase mit spezifischer
Esterasewirkung, und Methanol in einer Konzentration von

Wasser suspendiert. Das so immobilisierte Enzym wird dann
in 0,7 Volumenteilen einer wissrigen Methanollésung suspen-

60 diert, und zwar derart, dass die erhaltene Mischung die glei-
chen Komponenten in gleicher Konzentration wie in Beispiel

| aufweist. Die Reaktion erfolgt wie im Beispiel 1, jedoch

60 Vol.-"s angewandt. Die wissrige-alkoholische Mischung ent- wird das immaobilisierte Enzym durch Zentrifugieren vor der

hilt 5,0 Millimol Calciumchlorid, das pH ist 5,0 und die
Reaktionstemperatur betrégt 25 °C.

Unter diesen Bedingungen verlduft die Reaktion glatt bis
zum Schluss. Bevorzugte Reaktionszeiten liegen zwischen 1
bis 260 Stunden, insbesondere zwischen | und 90 Stunden.

Reinigung des Endproduktes abgetrennt.

Beispiel 3
Wenn man das in den Beispielen 1 und 2 angewandte

Methano! durch eine fiquivalente Menge Ethanol ersetzt und
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praktisch die gleichen Reaktionsbedingungen einhilt, erhilt jedoch als Ausgangsmaterial 0,0125 Gewichtsteile N-Car-
man den alpha-L-Aspartyl-L-phenylalanin-ethylester der For- bobenzoxy-alpha-L-aspartyl-L-phenylalanin. Man erhilt den
mel IV. Methylester des N-Carbobenzoxyderivats. Aus diesem wird
die N-Carbobenzoxyschutzgruppe durch Reduzieren nach

Beispiel 4 5 Bergmann und Zervas, Ber. 65 (1932) 1192 abgetrennt.

Man verfahrt gemiss dem Beispielen 1 und 2, verwendet

Tahelle
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