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153. L-Tyrosinhydrazid als optisch aktive Base zur Spaltung von 
DL-Prolin, DL-Alanin und DL-Isoleucin in die optischen Antipoden 

von K. Vogler und P. Lanz 

(5. IV. 66) 

Zur Synthese von Analoga vcrschiedener Polypeptid-Wirkstoffe mit u-Amino- 
sauren [l] wurde das schwer zugangliche D-Prolin benotigt. Dieses wurde bisher durch 
asymmetrische Verseifung von DL-Prohamid [Z] mittels Schweinenieren-Amidase 
oder totalsynthetisch aus D-Glutaminsaure [3] hergestellt. 

Urn den biochemischen Weg, der sich zur Herstellung grosserer Mengen wenig 
eignet, oder das langwierige totalsynthetische Verfahren zu umgehen, haben wir eine 
Racematspaltung ausgearbeitet, die sich in verschiedener Hinsicht als aussichtsreich, 
ergiebig und ausbaufahig erwiesl). 

L-Tyr-NHNH, L-Tyr-NHNH, 
Z-D-Pro-OH 2-L-Pro-OH 

Methanol L-Tyr-NHNH, 
2-DL-Pro-OH 

l) Zum Patent angemeldet. 
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Dieses Verfahren lauft auf eine fraktionierte Spaltung diastereomerer Salze aus 
L-Tyrosinhydrazid und Benzyloxycarbonyl-DL-prolin (abgekiirzt Z-DL-prOh) hinaus. 
Diese Base ist bereits zur Racemattrennung von DL-Glutaminsaure herangezogen 
worden [4]. Zur Spaltung neutraler Aminosauren bedarf es dazu einer Ausschaltung 
der basischen Funktion, was meistens durch N-Acylierung, in unserem Falle rnit 
Benzyloxycarbonylchlorid zum N-Benzyloxycarbonyl-Derivat (Z), bewerkstelligt 
wird. Der Spaltungsvorgang selbst wird anhand des vorstehenden Schemas erlautert. 

Das Verfahren, das die Gewinnung von D-PrOh und D-Tyrosin in besonders guter 
Ausbeute erlaubt, kann dank der grossen Loslichkeitsunterschiede der betr. diastereo- 
meren Salze auch zur Herstellung von L-Prolin und L-Tyrosin aus den Racematen 
dienen. Dasselbe gilt fur die Antipoden von Alanin und Isoleucin. 

Nach unserem Schema werden molare Mengen von L-Tyrosinhydrazid [5]. und 
Benzyloxycarbonyl-DL-prolin (A) aus niederen Alkoholen oder Wasser, rnit Vorzug 
aus Methanol, kristallisiert, wobei 93% des schwerloslichen Salzes A1 aus Benzyloxy- 
carbonyl-D-proh und L-Tyrosinhydrazid gewonnen werden. Aus diesem Salz A, kann 
durch Zerlegen rnit Salzsaure reines Benzyloxycarbonyl-D-prolin hergestellt werden, 
das als solches verwendet oder in D-Prolin durch einfache Hydrogenolyse rnit Pd in 
Essigsaure umgesetzt wird. Aus dem optisch noch unreinen Salz A,, bestehend zu ca. 
90% aus L-Tyrosinhydrazid und Benzyloxycarbonyl-L-prolin, kann nach Zerlegen, 
die Prolinkomponente iiber das Dicyclohexylaminsalz gereinigt und dadurch ebenfalls 
optisch rein gewonnen werden. Besonders vorteilhaft ist es, wenn bei der Kristallisa- 
tion des Salzes A nur ein halbes Mol-Aqu. L-Tyrosinhydrazid verwendet wird. Man 
erhalt dann aus Methanol 88% des Salzes A,. Die Mutterlauge enthalt hauptsachlich 
optisch unreines Benzyloxycarbonyl-L-prolin, das uber das Dicyclohexylaminsalz 
ebenfalls in guter Ausbeute optisch rein anfallt. 

Zur Spaltung von DL-Tyrosin, erhalten durch Racemisierung des leicht zugang- 
lichen L-Tyrosins [6], kann anderseits dessen Hydrazid in Kombination rnit Benzyl- 
oxycarbonyl-L-prolin (Salz B), aus dem das schwerlosliche Salz B, (das Spiegelbild 
von A,) in iiber 90-proz. Ausbeute aus Methanol kristallisiert wird, verwendet werden. 
Daraus gewinnt man nach Ansauern, Extraktion rnit Ather und Alkalischstellen rnit 
NH, direkt das D-Tyrosinhydrazid in einer Ausbeute von uber 80%. Aus dem Mutter- 
laugensalz A, kann nach Zerlegen auch L-Tyrosinhydrazid optisch rein in guter Aus- 
beute erhalten werden durch blosses Umkristallisieren aus Wasser. Auch hier weist 
der L-Antipode gegenuber der DL-Form einen hoheren Smp. und deshalb auch eine 
geringere Loslichkeit auf, wie dies bereits beim Dicyclohexylaminsalz des optisch un- 
reinen Benzyloxycarbonyl-prolins beobachtet wurde, was die Regel durchaus be- 
statigt [7]. 

Vorliegende Spaltung ist uberdies von einigem Vorteil fur peptid-chemische 
Arbeiten, da Prolin in einer geschiitzten Form, die vie1 verwendet wird, anfallt. In  
dieser Hinsicht ahnelt unser Verfahren der Trennung diastereomerer Salze von N-o- 
Nitrophenylsulfenyl-aminosauren [S], das kurzlich bekannt wurde. 

Was fur die diastereomeren Salze von L-Tyrosinhydrazid und 2-DL-Prolin nach 
Schema gilt, kann ohne Vorbehalt auch auf die Salze von L-Tyrosinhydrazid und 
Z-DL-Alanin bzw. Z-DL-Isoleucin iibertragen werden. 

Zudem sind auch noch andere Kombinationen als die im Schema angegebenen 
moglich, z. B. kann ein analoger Kreisprozess, beginnend rnit D-Tyrosinhydrazid und 
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2-DL-Prolin ausgefuhrt werden, der uber spiegelbildliche Salze fuhrt, deren Loslich- 
keiten gegenuber dem Schema nicht verandert sind. 

Im Prinzip sind auch noch andere 2-Derivate von a-Aminosauren nach diesem 
Verfahren spaltbar, z. B. Phenylalanin. Im letzteren Falle ist jedoch die Ausbeute der 
reinen Antipoden geringer. 

Experimenteller Teil z, 
A) Optische Spaltung von 2-oL-Prolin. - 1. 2-nL-Prolin wurde nach der Vorschrift 

fur 2-L-Prolin 191 hergestellt und aus Essigester-Petrolather kristallisiert ; Smp. 74-75". 
q,H,,O,N (249,26) Ber. C 62,64 H 6,07 N 5,62% Gef. C 62.42 H 6,07 N 5,63% 

2. L- Tyrosinhydrazidsalz van 2-n- Prolin. - a) Mit der berechneten Menge L-Tyrosinhydrazid. 
97,5 g (0,5 Mol) L-Tyrosinhydrazid [5] und 124,5 g (0,5 Mol) 2-DL-Prolin wurden in 2,2 1 siedendem 
Methanol gelost, die Losung sofort filtriert, rnit dem L-Tyrosinhydrazidsalz von Z-D-Prolin an- 
geimpft und 20 Std. bei 25" geriihrt. Die Kristalle wurden abgenutscht, mit insgesamt 200 ml Me- 
thanol gewaschen und getrocknet. Ausbeute 103,2 g (93 yo) L-Tyrosinhydrazidsalz von Z-D-Prolin, 
Smp. 187-189", [a]g  = +74,2" (c = 1, in Wasser). 
C,2H2s0,N4 (444,48) Ber. C 59,44 H 6,35 N 12,61% Gef. C 59,50 H 6,55 N 12,55% 

Die Mutterlauge, die das optisch noch nicht reine L-Tyrosinhydrazidsalz von Z-L-Prolin ent- 
hielt, wurde gemass M a )  verarbeitet. 

b) Mit der halben Menge L-Tyrosinhydrazid. 48,75 g (0,25 Mol) L-Tyrosinhydrazid und 124,5 g 
(0,50 Mol) 2-DL-Prolin wurden in 750 ml siedendem Methanol gelost. Die Losung wurde heiss fil- 
triert, mit dem L-Tyrosinhydrazidsalz von Z-n-Prolin angcimpft und 20 Std. bci 25" geriihrt. 
Die Kristalle wurden abgenutscht, mit 100 ml Methanol gewaschen und getrocknct. Ausbeute 
97,8 g (88%) L-Tyrosinhydrazidsalz von 2-n-Prolin, Smp. 187-189", [a]g = +73,9" (c = 1, in 
Wasser). 

Die Mutterlauge wurde im Vakuum eingedampft, der Ruckstand rnit 300 ml Ather vermischt, 
2 Std. bei 0' belassen, abgenutscht, rnit 200 ml Ather gewaschen und getrocknet; Ausbeute 5,5 g 
Zwischenfraktion, Smp. 164-168", [a]: = +23,5' (c = 1, in Wasser). 

Filtrat und Waschlosung enthielten zur Hauptsache optisch noch nicht reines Z-L-Prolin; 
sie wurden gemass M b )  weiterverarbcitet. 

3. 2-D-Proliin. Eine Suspension von 222 g (0,5 Mol) L-Tyrosinhydrazidsalz von Z-D-Prolin in 
200 ml Wasser und 100 ml konz. Salzsaure wurde im Scheidctrichter mit insgesamt 1 1 k h e r  
extrahiert. Die Atherlosungen wurden mit Wasser gewaschen, iiber MgSO, getrocknet, im Vakuum 
eingedampft, der Riickstand aus Ather-Petrolather kristallisiert, abgenutscht und im Wasser- 
strahl- und Hochvakuum bei GO" getrocknet. Ausbeute 115),5 g (96%), Smp. 76-77", [N]: = 
+ 61,2O (G = 5,3, in Eisessig). Literaturwcrt fur Z-L-Prolin [9] : [a]: = - 61.7" (c = 5,3 in 
Eisessig) . 

CI,H,,04N (249,26) Ber. C 62,64 H 6,07 N 5.62% Gef. C 62,94 H 5,94 N 5,60y0 
Das L-Tyrosinhydrazid wurde aus den salzsauren Losungen analog B2) regeneriert. 
4. n-Prolin. 25 g (0,l Mol) Z-n-Prolin wurden in 150 ml 80-proz. Essigsaure mit 3 g 5-proz. 

Pd-Kohle in iiblicher Weise hydriert, vom Katalysator abgetrennt, im Vakuum eingedampft und 
mehrmals mit Benzol abgedampf t. Der Ruckstand wurde in moglichst wenig siedendem Alkohol 
geltist, filtriert, rnit Ather ausgefallt, abgenutscht und aus Alkohol-Ather umkristallisiert. Aus- 
beute 10,2 g (89%), [a]: = +85,Z0 (G = 3,5, in Wasser). Literaturwerte fur L-Prolin: [aID = 

C,H,O,N (115,13) Ber. C 52,16 H 7,88 N 12,17y0 Gef. C 52,19 H 8,OO N 12,28% 
5. Isolierung des optisch unreinen 2-L-Prolins. - a) Die Mutterlauge aus der Spaltung A2a) 

wurdc im Vakuum eingedampft, der Ruckstand in 100 ml Wasser und SO ml konz. Salzsiiure sus- 

s) Die Smp. wurden auf dem Schmelzpunktsbestimmungsapparat nach TOTTOLI der Firma 
BUCHI, Flawil (Schweiz), bestimmt; sie sind korrigiert. Fchlergrenze der Werte der spezifischen 
Drehungen: f 2". Die Analysenmuster wurden 18 Std. iiber P,O, bei 0,Ol Torr und bei 60° 
getrocknet. 

- 84,9" [lo], - 86,5' [Ill, - 85,6O [12]. 
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pendiert und mehrmals rnit Ather extrahiert. Die Atherlosungen wurden mit Wasser gewaschen, 
uber MgSO, getrocknet, im Vakuum eingedampft, aus Ather-Petrolather kristallisiert, abgenutscht 
und getrocknet. Ausbeute 63 g optisch unreines Z-L-F'rolin, [a]: = - 55,4' (c = 5, in Eisessig) ; 
cs wurde gemass A6b) uber das Dicyclohexylaminsalz optisch gercinigt. Das L-Tyrosinhydrazid 
wurde aus den salzsauren Losungen analog B2) regeneriert. 

b) Die Athermutterlauge und der Waschather aus der Spaltung A2b) wurden im Scheide- 
trichter mehrmals mit IN Salzsaure und Wasser gewaschen, iiber MgSO, getrocknet, im Vakuum 
eingedampft, aus Ather-Petrolather kristallisiert und getrocknet. Ausbeute 62 g optisch unreines 
2-L-Prolin, [a18 = - 53,5' (c = 5, in Eisessig) ; es wurde gemass A6b) iiber das Dicyclohexylamin- 
salz optisch gereinigt. 

6. Optische Reinigung von 2-L-Prolin uber das Dicyclohexylaminsalz. - a) Modellversuch. Das 
Dicyclohexylaminsalz von Z-DL-Prolin wurde nach der Vorschrift fur das entsprechende Z-L- 
Prolinsalz [13] hergestellt; Smp. 160". 

C,,H,,O,N, (430,57) Ber. C 69,73 H 8,89 N 6,51% Gef. C 69,73 H 8,78 N 6,89% 

Es ist etwas leichter loslich als das Dicyclohexylaminsalz von Z-L-Prolin; der Loslichkeits- 
unterschied ist ausreichend fur eine optische Reinigung. Je 1 g 2-L-Prolin und Z-nL-Prolin wurden 
in 40 ml Essigester bei 50' gelost, mit 1,45 g Dicyclohexylamin versetzt, nach 45 Min. abgenutscht, 
rnit 40" warmem Essigester gewaschen und getrocknet. Ausbeute 1,6 g (95%) Dicyclohexylamin- 
salz von 2-L-Prolin, Smp. 178-180". [a]g = -25" (c = 2, in Methanol). Literaturwert [13]: Smp. 
179-180°, [aID = - 25,5O (c = 2, in Methanol). 

Die Mutterlauge wurde im Vakuum stark eingeengt, mit Ather ausgefallt, abgenutscht, und 
getrocknet; Smp. 160-162", [a]: = -2" (c = 2, in Methanol) (Racemat). 

b) Anwendungsbeis9iel. 60 g optisch unreines 2-L-Prolin aus M a )  bzw. Mb) ,  [a]g = - 54" 
(c = 5, in Eisessig), wurden in 600 ml Essigester auf 60" erwarmt, mit 51,6 g Dicyclohexylamin 
versetzt und sofort mit dem Dicyclohexylaminsalz von Z-L-Prolin angeimpft. Man liess zur Kri- 
stallisation langsam abkiihlen, nutschte nach 45 Min. ab, wusch portionenweise mit insgesamt 
250 ml40" warmem Essigester nach und trocknete im Vakuum bei 60'. Ausbeute 91,4 g (83,5%) 
optisch reines Dicyclohexylaminsalz von Z-L-Prolin, Smp. 178", [a18 = - 25,3" (c = 2, in Metha- 
nol). Literaturwert [13]: Smp. 179-180", [a],, = - 25,5" (c = 2, in Methanol). 

Aus der Mutterlauge konnten wir 13,2 g rac.-Salz isolieren, Smp. 161-164' [a]g = - 2,7" 
(c = 2, in Methanol). 

7. 2-L-Prolin. 343 g optisch reines Dicydohexylaminsalz von 2-L-Prolin wurden in 300 ml 
Wasser, 400 ml Essigester und 80 ml konz. Salzsaure 3 Std. stark gcriihrt. Das Dicyclohexylamin- 
hydrochlorid wurde abgenutscht und rnit 300 ml Essigester nachgcwaschen. Das Filtrat wurde 
im Scheidetrichter mehrmals mit IN Salzsaure und Wasser gewaschen, die Essigesterphase iiber 
MgSO, getrocknet, im Vakuum eingedampft und bei 60' getrocknet. Der dicke Sirup wurde aus 
Ather-Petrolather kristallisiert, abgenutscht, mit Petrolather gewaschen, im Wasserstrahl- und 
Hochvakuum bei 60" getrocknet. Ausbeute 179 g (go%), Smp. 76-77', [a]g = -61.7" (c = 5,3, 
in Eisessig). Literaturwert: [=ID = - 61,7" (c = 5,3, in Eisessig) [9]. Zur Kristallisation von 
2-L-Prolin vgl. [14]. 

B) Optische Spaltung von-DL-Tyr0sinhydrazid.-I. Z-L-Prolinsalzvon D- Tyrosinhydrazad. 
-a) Mit der berechneten Menge Z-L-Prolin. 97,5g (0,5 Mol) DL-Tyrosinhydrazid [5] und 124,5 g 
(0,5 Mol) Z-L-Prolin wurden in 2,2 1 sicdendem Methanol gelost, sofort filtriert, mit dem Z-L- 
Prolinsalz von D-Tyrosinhydrazid angeimpft, 20 Std. bei 25" geriihrt, abgenutscht, rnit 200 ml 
Methanol nachgewaschen und im Vakuum bei 90" getrocknet. Ausbeute 100 g (90%) 2-L-Prolin- 
salz von D-Tyrosinhydrazid, Smp. 187-189", [a]g = - 74" (c = 1, in Wasser). 
C,,H,O,N, (444,48) Ber. C 59,44 H 6,35 N 12,61% Gef. C 59,66 H 6,33 N 12,75% 

Die Muttcrlauge, die optisch unreines Z-L-Prolinsalz von 1,-Tyrosinhydrazid enthiclt, wurde 
gemiks B4b) weiterverarbeitet. 

b) Mit  der halben Menge 2-L-Prolin. 9,75 g (0,05 Mol) DL-Tyrosinhydrazid wurden in 250 ml 
siedendem Methanol gelbst, mit 6.23 g (0,025 Mol) Z-~-Prolin versetzt, sofort filtriert, mit dem 
Z-L-Prolinsalz von D-Tyrosinhydrazid angeimpft, 20 Std.bei 25" geriihrt, abgenutscht, rnit Alkohol 
gewaschen und getrocknet. Ausbeute 6 g (54%) Z-L-Prolinsalz von n-Tyrosinhydrazid, Smp. 184- 
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186O, [a]: = - 73" (c = 1, in Wasser). - Die Mutterlauge wurdc nicht weiter untersucht, da diese 
Spaltmcthode eine schlechte Ausbeute ergab. 

2. D- Tyrosinhydrazid. 89 g 2-L-Prolinsalz von o-Tyrosinhydrazid wurden im Scheidetrichter 
mit 80 ml Wasser und 40 ml konz. Salzsaure zersetzt, 3mal rnit je 150 ml ather  extrahiert und 
die Atherlosungen mit 100 ml Wasser nachgewaschen. Die sauren, wasserigen Losungen wurden 
vereinigt, im Vakuum bei 45' vom Ather befreit, rnit iiberschiissigem konz. Ammoniak alka- 
lisch gestellt und 3 Std. bei 0" aufbewahrt. Das D-Tyrosinhydrazid wurde abgenutscht, mit Eis- 
wasser gewaschen und aus siedendem Wasser umkristallisiert. Ausbeute 34.8 g (89%), Smp. 
198-ZOO", [a]: = -70,3" (G = 2, in 3~ Salzsaure). 
C,H1,O,N, (195,22) Ber. C 55,37 H 6,71 N 21,53y0 Gef. C 55,34 H 6,67 N 21,24% 

Aus den gesammelten Atherlosungen wurde das 2-L-Prolin nach dem Trocknen iiber MgSO,, 
Eindampfen und Kristallisation aus Ather-Petrolather regeneriert. 

3. D- Tyrosin. 111 g 2-L-Prolinsalz von D-Tyrosinhydrazid wurden gemass BZ) mit Salzsaure 
zersetzt, mit Ather extrahiert und die gesammelten wasserigen Losungen im Vakuum auf ca. l/, 
des urspriinglichen Volumens cingedampft. Die Losung wurde rnit 160 ml konz. Salzsaure 6 Std. 
unter Riickfluss gekocht und im Vakuum eingedampft. Die Liisung des Ruckstands in 400 ml 
Wasser wurde mit konz. Ammoniak auf ein p H  von 6 gestellt; nach 3 Std. wurde abgenutscht. 
Das D-Tyrosin wurde in 400 m l 1 ~  Salzsaure unter Erwarmen gelijst, filtriert, mit konz. Ammoniak 
auf ein pH von 6 eingestellt, nach 2 Std. abgenutscht, rnit Wasser und Alkohol gewaschen und 
getrocknet. Ausbeute 39,5 g (88%), [ m ] g  = + 14,5" (c  = 1, in 3~ NaOH), [ a ] g  = + 8,s' (c = 1, 
in 6 , 3 ~  Salzsaure). Litcraturwert [15] : [aID = + 8,64'. 

CgH,,O,N (181,19) Ber. C 59,66 H 6,12 N 7,73% Gef. C 59,89 H 6,16 N 7,78% 

4. Optische Reinzgung von partiell racemischenz L- Tyrosinhydrazid. - a) Modellversuch. 4 g 
L-Tyrosinhydrazid und 2 g DL-Tyrosinhydrazid wurden in 40 ml siedendem Wasser gelost, rnit 
L-Tyrosinhydrazid angeimpft, langsam abgekiihlt, nach 1 Std. abgenutscht, rnit Eiswasser ge- 
waschen und getrocknet. Ausbeute 3,6 g (90%) L-Tyrosinhydrazid, Smp. 198-200°, [a]: = + 70" 
(c = 2,'in 3N Salzsaure). Trockenruckstand der Mutterlauge 2,3 g, Smp. 169-172", [a]g  = +7,3" 
(c = 2, in 3N Salzsaure). 

b) Anwendungsbeispzel. Die Mutterlauge aus dem Spaltungsbeispiel B7a), die optisch un- 
reines 2-L-Prolinsalz von L-Tyrosinhydrazid enthielt, wurde im Vakuum eingedampft. Der Riick- 
stand wurde rnit 80 ml Wasser und 40 ml konz. Salzsaure zersetzt und 3mal rnit je 150 ml Ather 
extrahiert. (Aus den gesammelten Atherlosungen wurde das 2-L-Prolin regeneriert.) Die sauren, 
wasscrigen Losungen wurden im Vakuum bei 45" vom Ather befreit, rnit iiberschiissigem konz. 
Ammoniak versetzt, 3 Std. bei 0" aufbewahrt, die ausgeschiedenen Kristalle abgenutscht und 
getrocknet: 47 g optisch noch nicht reines L-Tyrosinhydrazid, [a]g = +64' (c = 2, in 3~ Salz- 
saure). 46,5 g dieses Hydrazides wurden aus 400 ml siedendem Wasser umkristallisiert. Nach 3 Std. 
bei 25" wurde abgenutscht, rnit Eiswasser gewaschen und getroc,knet. Ausbeute 40,8 g L-Tyrosin- 
hydrazid, Smp. 198-200°, [m]3 = +70,Z0 (c = 2, in 3~ Salzsaure). 

Aus diescm optisch reinen L-Tyrosinhydrazid crhielten wir durch Hydrolyse rnit Salzsaure 
analog B3) L-Tyrosin. 

C )  Optieche Spal tung von 2-DL- Alanin. - 1. L-Tyrosinhydrazidsalz von Z-D-Alanin. - a) 
M i t  der berechneten Menge L-Tyrosinhydrazid. 44.6 g (0.2 Mol) 2-DL-Alanin [16] wurden in eine 
siedende Suspension von 39 g (0,2 Mol) pulverisiertem L-Tyrosinhyclrazid in 800 ml Alkohol cin- 
getragen und unter Riickfluss gekocht. Man filtrierte von wenig ungeloster Substanz ab, impfte 
das Filtrat rnit dem L-Tyrosinhydrazidsalz von Z-D-Alanin an, riihrte 2 Std. wahrend des Ab- 
kiihlens und bewahrte den Kristallbrei 20 Std. bei 25" auf. Nach dem Abnutschen, sorgfaltigem 
Nachwaschen mit 200 ml Alkohol und 100 ml &her und Trocknen erhielt man 38,3 g (91%) L- 

Tyrosinhydrazidsalz von Z-o-Alanin, Smp. 149-150", roll;; = +55,2" ( c  = 2, in H,O). 
C,,Hz60,N, (418.44) Ber. C 57.40 H 6.26 N 13,39% Gef. C 57,51 H 6,33 N 13,47y0 

Die Mutterlauge, die zur Hauptsache das L-Tyrosinhydrazidsalz von 2-L-Alanin enthielt, 
wurde gemass C3) zum Dicyclohexylaminsalz von 2-L-Alanin umgesetzt. 

b) Mit der halben Menge L-Tyrosinhydrazid. 22,3 g (0,l Mol) 2-DL-Alanin und 9,75 g (0,05 Mol) 
pulverisiertes L-Tyrosinhydrazid wurden in 300 ml Alkohol am Riickflusskiihler gekocht, heiss 
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filtriert, mit dem L-Tyrosinhydrazidsalz von Z-D-Alanin angeimpft, 2 Std. geruhrt und 20 Std. 
bei 25" aufbewahrt. Nach dem Abnutschen, Waschen mit Alkohol und Essigester sowie Trocknen 
erhielt man 15,8 g (75%) L-Tyrosinhydrazidsalz von 2-D-Alanin, Smp. 148-150°, [a]g = + 54,5O 
(c = 2,  in H,O). 

2. 2-o-Alanin. 50,3 g (0,12 Mol) L-Tyrosinhydrazidsalz von Z-D-Alanin wurden in 200 m 
3 N Salzsaure suspendiert, 3mal rnit je 150 ml Essigester extrahiert, die Essigesterphasen 2mal 
mit je 40 ml Wasser nachgewaschen, iiber MgSO, getrocknet, im Vakuum eingedampft und der 
Ruckstand aus Essigester-Petrolather kristallisiert. Ausbeute 25,8 g (96%) 2-D-Alanin, Smp. 84- 
86", [a]g = +13,8' (c = 2, in Eisessig). Literaturwert [17]: Smp. 84", [aID = +13,9O (c = 8,5, 
in Eisessig). 

Optisch noch nicht reincs Z-n-Alanin kann notfalls analog C3) iiber das Dicyclohexylaminsalz 
gereinigt werden. 

3. Dicyclohexylaminsalz uon Z-~Alanin .  Die Mutterlauge der Spaltung C7) wurde im Vakunm 
eingedampft und der Ruckstand analog C2) rnit 3~ Salzsaure und Essigester zersetzt. Man erhielt 
22,7 g (95%) optisch noch nicht reines 2-L-Alanin, [a]g = - 9,4" (c = 2, in Eisessig). 21.7 g dieses 
Rohproduktes wurden in 200 ml Alkohol gelost, rnit 17,6 g Dicyclohexylamin versetzt, nach 1 Std. 
abgenutscht, rnit 50 ml Alkohol sorgfaltig nachgewaschen und getrocknet. Ausbeute 26,l  g (67%) 
Dicyclohexylaminsalz von Z-L-Alanin, Smp. 180-182", [m]b = + 5,2" (c = 2, in Alkohol). Litera- 
turwert [13]: Smp. 180-181,5', [aID = +5,0° (c = 2>11, in Alkohol). 

Aus der Mutterlauge des Dicyclohexylaminsalzes erhielten wir nach dern Einengen und Aus- 
fallen rnit Ather 8 g (20,6%) Salz, [a]: = + 1,5" (G = 2, in Alkohol). 

4. 2-L-Alanin. Die erstc Fraktion des Dicyclohexylaminsalzes von Z-r-Alanin von C3) wurde 
gemass [13] in 2-L-Alanin ubergefuhrt; Ausbeute 93%, Smp. 83-85", [ x ] E  = -13,8" (c = 2, in 
Eisessig). Literaturwert [16] : Smp. 84", [a]:: = - 14,3" (c = 9, in Eisessig). 

5. Dacyclohexylaminsalz von 2-DL-Alanin. Es wurde hergestellt aus 2-DL-Alanin und Dicyclo- 
hexylamin gemass der allgemeinen Vorschrift fur das Dicyclohexylaminsalz von Z-L-Alanin [13] 
und aus wenig Alkohol umkristallisiert: Smp. 172-173". Das DL-Salz war etwas leichter loslich 
als das L- bzw. D-SalZ. Der Loslichkeitsunterschied war ausreichend fur die optische Reinigung 
von partiell racemischen Z-r-Alanin bzw. Z-D-Alanin. 

C2,H,,0,N, (404,53) Ber. C 68,28 H 8,97 N 6,93% Gef. C 68,26 H 9,OO N 6,96% 

D) Optische Spaltung von 2-DL-Isoleucin. - 1. L- Tyrosinhydvazidsalz von 2-D-Isoleucin. 
53 g (0,2 Mol) 2-DL-Isoleucin und 39 g (0,2 Mol) L-Tyrosinhydrazid wurden in 800 ml Methanol 
unter Erwarmen gelost, filtriert, im Vakuum eingedampft und getrocknet. Das glasige Harz wurde 
in 300 ml siedendem Alkohol gclost, auf 50" abgekuhlt und mit authentischem L-Tyrosinhydrazid- 
salz von 2-D-Isoleucin angeimpft. Man liess 1 Std. bei 25" und 24 Std. bei 0" stehen, nutschte das 
Salz ab, wusch es sorgfaltig mit 200 ml Isopropylalkohol und 150 ml Ather und trocknete im 
Vakuum bei 90". Ausbeute 42,4 g, Smp. 154-156", [a]: = +46,5" (c = 2, in H,O). 

C22H,,0,N4 (460,52) Ber. C 59,98 H 7,OO N 12,17% Gef. C 60,25 H 7,11 N 12,23y0 
Aus der Mutterlauge kristallisierten 3,s  g einer Zwischenfraktion, [ x ] g  = +66,8" (c = 2, in 

H,O). - Die Mutterlauge wurde im Vakuum eingedampft und der Ruckstand gemass D3) zum 
Dicyclohexylaminsalz von 2-L-Isoleucin weiterverarbeitet. 

2. Dicyclohexylarninsalz von 2-D- Isoleucin. 42 g L-Tyrosinhydrazidsalz von Z-D-Isoleucin 
wurden in 40 ml Wasser, 20 ml konz. Salzsaure und 80 ml Essigester suspendiert und im Scheide- 
trichtcr rnit Essigester cxtrahiert. Die Essigesterphasen wurden mit Wasser gewaschen, iiber 
MgSO, getrocknet und im Vakuum eingedampft. Man erhielt 23,2 g (96%) dliges Z-D-Isoleucin, 
das in 45 ml Alkohol gelost, rnit 15,9 g Dicyclohexylamin und zur Vervollstandigung der Kristalli- 
sation mit 45 ml Essigester versetzt wurde. Man liess 2 Std. bei 0" stehen, nutschte ab, wusch 
mit Essigester und Ather und trocknete im Vakuum bei 90". Ausbeute 34,8 g (89%) Dicyclohexyl- 
aminsalz von Z-D-Isoleucin, Smp. 15&158", [a]g = -4.3" (c = 2, in Alkohol). 

C2,H,,0,N, (446,61) Rer. C 69,92 H 9,48 N 6,27y0 Gef. C 69,99 H 9,42 N 6,40% 

3. Dicyclohexylaminsalz von Z-L- Isoleucin. 44 g Trockenriickstand der Spaltungsmutterlauge 
von D7) wurden analog D2) zersetzt. Man erhielt 22,8 g (90%) optisch noch nicht reines Z-L- 
Isoleucin. Es wurde in 45 ml Alkohol und 45 ml Essigester gelost. rnit 15,6 g Dicyclohexylamin 
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versetzt, 1 Std. bei 25' aufbewahrt, abgenutscht, mit 40 ml Essigester gewaschen und getrocknet. 
Ausbeute 32,6 g (85%) Dicyclohexylaminsalz von 2-L-Isoleucin, Smp. 153-lyC0, = + 4,l" 
(c = 2, in Alkohol). Literaturwerte [13]: Smp. 153-154", [or]11 = +4,1" (c = 1, in Alkohol). 

4. Dicyclohexylarninsalz von 2-nL-Isoleucin. Herstellung nach [13] aus 2-DL-Isoleucin, Smp. 
143-145'. Das Salz von Z-DL-Isoleucin war etwas leichter loslich als das entsprechende L- bzw. 
D-Salz. Der Loslichkeitsunterschied konnte zur optischen Reinigung von partiell racemischem 
2-L-Isoleucin bzw. 2-D-Isoleucin ausgeniitzt werden. 

C,,H,20,N, (446,61) Ber. C 69,92 H 9,48 N 6,27% Gef. C 69,86 H 9,30 N 6,26% 

SUMMARY 

A new procedure for the resolution of DL-proline, DL-alanine and DL-isoleucine 
into the optical antipodes is outlined. It is based on the separation of diastereoisomeric 
salts of D- or L-tyrosine hydrazide with 2-DL-proline, Z-DL-alanine and Z-DL-isoleu- 
cine, by means of fractional crystallization in suitable solvents such as lower 
aliphatic alcohols and water. It is shown that the new method gives excellent yields 
even with half the molar amount of the optically active resolving agent. 

Chemische Forschungsabteilung 
F. HOFFMANN-LA ROCHE & Co. A.G., Base1 
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