
68 H ass e , S c h urn a c her : Das Reaktionsprodukt [Jdrg. 83 -_- - _ _  

Das H y d r o c h l o r i d  ist hygroskopisch. 

iso-a-Oxy-~-[iithyl-isopropyl-amino]-a.~-diphenyl-i itha~ (I, R=C,H,, R =  
C,H,) aus is0 - a - Ox y - p - at h y l a m  i n o  - a. p - d i p h e n  yl- ii than und A c e t o n; Schmp. 
(aus Renzol) 127-129O. 

C,,H,,ON (283.2) Ber. C 80.50 H 8.90 N 4.95 

C,,H,,ON. HCl (319.7) Rer. C: 71.32 H 8.20 N 4.38 

C,,H,,ON. HCI (305.8) Ber. C 70.67 H 7.91 N 4.68 Gef. C 70.40 H 8.36 N 4.52. 

Gef. C 80.80 H 9.17 N 4.86. 
Hydrochlor id :  Schmp. 193-194O (am Essigeater + Methanol). 

Gef. C 71.04 H 8.41 N 4.71. 

12. Kurt Hasse und Hans-Wilhelm Schumacher: Das Reaktions- 
produkt der Decarboxylierung von 2-Glutaminsawe mittels pflanzlicher 

Decarboxylsse. 
[Aus dem Ihstitut fiir Organische Chemie der Technischeh Hochsrhule Karlmhc.] 

(Eihgegahgeh am 13. September 1949.) 

Fiir dic etlzymatische Decarboxylieruhg V O ~  I-Glutamikwiiure mit 
ltettichgewebe wurdek~ optimale Bedinyngenermittelt. Ah h k t i o h s -  
produkt wurde y-Amiho-butteraiiure isoliert. 

Zahlreiche naturliche Aminosiiuren lassen sich enzymatisch zu den entspre- 
chenden Aminen decerboxylierm : 

R*CH(CO,H).NH, + R.CH,.XH, + CO,. 

Dieser Abbau erfolgt in Gegenwart tierischer, bekterieller und pflanzlicher 
Enzyme. In  verschiedenen Fallen ist es gelungen, bei Bakterien Stiimme zu 
ziichten oder Enzympriiparate zu bereiten, mit denen eine spezifische De- 
carboxylierung nioglich ist. 

Auch 1- Glutaminsi iure  wird durch zahlreiche Mikroorgenismen de- 
carbosyliert, wie zuerst Ackermenn fand und wie neuerdings von Gale ein- 
gehend untersucht wurde. K.  Okunukil )  erbrachte den Nachweis, dal) ver- 
schiedenes P f l enzenmate r i a l  imstende ist, I-Gluteminsaure zu decarboxy- 
lieren. Die Verbreitung dieser Glutaminsiiure-Decarboxylase ist eine recht 
mannigfaltige, doch scheint ein botanischer Zusemmenhang zwischen den ein- 
zelnen enzymatisch aktiven Pflanzen nicht zu bestehen. Die Decarboxylme 
wurde in verschiedenen Riibenerten, im WeiBkohl und in Rettichen gefunden, 
wahrend sich Kartoffel und Zwiebel nls enzymatisch weniger aktiv erwiesen. 
Das Enzym zeigt eine strenge Spezifitiit : nur 1-Glutaminsiure und ihr Dehydra- 
tationsprodukt, die Pyrrolidon-cerbon&ure, werden angegriffen. Das PH- 
Optimum liegt bei 6. 

Als vennutliches Reaktionsprodukt des Abbaus ist in Analogie zu anderen 
-4minosauren y-Amino-buttersiiure anzunehmen (vergl. die obenstehende Glei- 
chung ; R=H02C. [CH,],-). Es wurde daher versucht, das Decarboxylierungs- 
produkt der Glutaminsaure in Substanz zu gewinnen. 

Fur die Annahme einer Aminbildung spricht die Beobechtung, daB die 
Kohlendioxyd-Bildung aus Glutaniinshnre in gleicher Weise unter aeroben 

_ _  ____ 
1) Botanical Magazine 61, 270 [1937]. 
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und enaeroben Bedingtmgen erfolgt, ohne daB eine gleichzeitige Desaminie- 
rung durch die Nessler-Probe festgestellt werden konnte. Die Bestimmung der 
a-Aminogruppe nach van Slyke im Laufe der Decarboxylierung ergab eine 
Parallelitiit zwischen Abnahme der Aminogruppe und Decarboxylierungsgrad. 
Dieser Befund spricht gegen das Entstehen von a-Amino-butteniiure und 
stutzt die Annahme der Bildung von y-Amino-buttersaure. 

Urn das Reaktionsprodukt priiparativ zu gewinnen, untersuchten u 'ir ' zu- 
erst die geeigneten Bedingungen fur den Ansatz. 

Als Enzymmater ia l  verwendeten wir den Brei von Winterrettichen. Da 
Ungeres Auswaschen die Aktivitiit nicht herabsetzt, ist eine weitgehende Ent- 
fernung der loslichen Inhaltsstoffe des pflanzlichen Gewebes moglich . Wir be- 
dienten uns der Warburg-Technik und errnittelten in Abhiingigkeit von ver- 
schiedenen Faktoren die Geschwindigkeit und den Grad des Umsatzes durch 
Messung der Kohlendioxyd-Bildung. Es zeigte sich, daJ3 die Decarboxylie- 
rung nicht vollstiindig verliiuft und die Konzentration von Substrat und Enzym 
einen groaen Einflul3 haben. 

Glutaminsaures Natrium hemmt die Reaktion selbst noch bei geringen 
Konzentmtionen ; diese Hemmung scheint zum Teil irrevenibel zu sein. 
Die Tafel 1 zeigt, daB bei einer Herabsetzung der molaren Konzentration des 
Substrats auf 0.025 ein Abbau von 74% erreicht wird. 

_ _ _  - 

Tafel 1. Decarboxylierung von 1 -  Glutaminsiure. 
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Mit steigender Enzymkonzentration strebt die Geschwindigkeit des Um- 
satzes einem Grenzwert zu (Tafel 2). 

Tafel 2. Decarboxylieruhy von l-Glutamibgiiure in Abhiihgigkeit von tler 
Ehzymkohzentratioh. 

I 

~ y m p r B p .  ~ m/lo  Phosph.- I Natrium- Wasser , % 
i Puffer p, 6 I glutaminat 0.1 vb Decarboxylierung 

I , ih60Min. g I ccm ccm i ccm 
_. - 

1.5 4 
1.5 16 

1.5 20 

Infolge der Ausschaltung eines Carboxyls der Glutamindure bei der Re- 
&ion nimmt die Alkalitiit der Losung zu. Zur Aufrechterhaltung des opti- 
mden PH sind deshalb hohe Pufferkonzentrationen erforderlich. Es zeigt sich 
jedooh, daf3 auch ohne Pufferzugabe ein weitgehender Abbau erfolgen kann, 
wenn freie Glutaminsiiure dem Ansatz langsam hinzugefugt wird (Tafel 3). 
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Tafel3. Decarboxylieruhg yon 1 -  Glutamihsaure m i t  und ohhe Pufferzugabe. 

-~ - ___ _ _ - - ~  ~~ 

__ ~ ~- 
m/,,, Phosph.- Substrat ' Wasser '6 Dccarboxylieruhg 
Puffer p, 6 0.1 111 in Min. Enzympdp. 

ll ccm j e  1 ccm ccrn 30 60 1.50 300 - 
. .- 

2.0 0.0 Natriumelutaminat- 4.0 11 14 2 i  3 3  - 
I-iisung p, 6 

2.0 4.0 ., 0.0 I4 21 39 43 
2.0 0.0 Ulutarninsawe pH 3.8 4.0 12 16 33 48 

Damit liii13t sich die Schwierigkeit der Abtrennung der anorganischen Salze 
von dem wasserloslichen Reaktionsprodukt bei priiparativen Versuchen um- 
g~lien. Somit konnte festgestellt werden, daB eine priiparative Decarboxy- 
lierung von Glutaminsiiure bei genugend groI3er Verdiinnung und der notigen 
Enzymmenge auch ohne Zwatz von Puffer lnngsam aber ausreichend voll- 
stiindig verlaufen diirfte, um die angenommene y- Amino-buttersaure isolieren 
zu konnm. 

Bei dem priiparativen AnstLtz lie13 sich die Kohlendioxyd-Bildung wie bei 
den analytischen Versuchen durch Auffangen des Gases in einer Burette an- 
niihernd quantitutiv verfolgen. Nach dem Aufarbeiten des Reaktions-Gemisches 
durch Abpresen, Entfernen des EiweiBes und der nicht umgesetzten Glutamin- 
suure wurde die y-Amino-buttersaure uber den Athylester und gleichzeitig ent- 
standenes Pyrrolidon isoliert. Zum Vergleich wurden y-Amino-buttersawe und 
ihr Platinsalz uber Trimethylenbromid und y-Brom-butyronitril nach Ga- 
b ri e 12) synthetisiert. 

31. Wada3) hat eihe eihfache Methode ahgcgeben, nach der sich die Hydantoihe voh 
a-.hinos&uretl durch Alkalieh uhd konzehtrieie Sauren ih Kohlendioxycl, Ammohiak 
und die cntaprechencleh Amino spalteh lassen. Aus Glutaminsaure sol1 y-Anlitlo-butter- 
&im? in guter Ausheute ehtsteheh. 

Wir kohhteh diese Ahgabetl nicht bestatigeh. Unsere hegativen Ergebnisse steheh ih 
Obereihstimmuhg mit deh Befuhdeh ahderer Autoren4), dehen CY ebenfalls nicht gclaw, 
a n d m  Aminosauren auf diesem Wege zii Amihrh zu decarboxylicreh. 

Beschreibung der Versuche. 

Bereituhg des Ehzymmaterials:  Bei deh varliegendeh Versuchen wurde init 
schwanem Wihterrettich gearbeitet. Vorversuche zeigteh, daB a d e r e  Rettichaiktl sicli 
in ihrer ehzymatischen Wirkung nicht wesehtlich von der erstgellahhteh untemcheideh. 
Der Rettich wurde auf eihem feiheh Reibeiseh zerkleinert, uhd dieses Gewebe mit Lei- 
tuhgswaaser mehrere Male auagewascheh uhd gut abgepreat. Das YO erhaltehe Pflahzeh- 
niaterial k a m  ohhe weiteres als Ktlzymnpriiparat allgewendet werdeh. 

P r l p a r e t i v c  Uecarboxylierung voh Z-Glutamihslure. 
In einem Rundkolbeh mit Quecksilberdichtuhg uhd Riihrwerk wurde die Lasuhg voh 

'7 q Glutamitlsaure in 8 2 Wasser mit 2300 g Rettichgewebe bei Zimmertemperatur 
unigesetzt. Der Verlauf der Decarboxylieruhg wurde durch Auffangeh dcs gebildeten 
Jiohlehdioxyds in einer Gasburette verfolgt. Nach 20 SMh. verlief die Reaktioh hur noch 
langsam uhd der Versuch wurde abgebrochen. Die Fliissigkeit des Ahsatzes wurde ab- 

2, B. 22, 3337 [lS89]. a) Biochem. Ztschr. 260, 47 [1933]. 
4, M. N. Schtscherkina,  C. 1940 11,3473; H. P. Clarke, G .  1,. Pos te r  u. H. J. 

_ _ _  .. 

\ 'ickery, 13iochem. Ztschr. 372, 370 [1934]. 
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geprel3t uhd zur EhtferpuDg des Eiweibs ib der Kiilte mit gesilttigta Bleiacetat-Ukutg 
versetzt. tfberschiiss. Blei wurde mit Schwefelwasserstoff als S a i d  ehtfemt. Am dem 
i. Vak. bei 40° eiageetgteh Filtrat tremten wir die ni&t umgeaetzte G l u t a m W m  durch 
Eitdeiteh vob Chlorwasserstoff uhter Eiskiihlung als Hydrochlorid ab (Gesamtkrystdi- 
eetioh 4.5 g). 

Zur Veresteruhg wurde der bis zum Sirup eihgedampfte KolbehiWt mit der 5- 
facheh Mehge absol. ~thylalkohol versetat, die Umng bei 200 mit trockehem Chlonvaaser- 
stoff gesiittigt, der Alkohol i.Vak. abdeatilliert a d  diese Verestertq floch zweimal wieder- 
holt. Der Ruckstand wurde mit wehigeb ccm absol. Alkohol a d  200 ccm absal. Ather 
versetat. Am dieser L6sung der Eeterhydrochloride liel3eb sich die freien EBter dumh 
Einleiten von trockenem Ammohiak utlter Pter  Kiihlubg gewimeh. Die iither. LBenng 
wurde fdtriert uhd tmch Ehtfmmg des Athers daa Vemterubgsprodukt bei 12 Torr 
fraktioniert. 

1. Fraktioh: Sdp.,, bis 74O, 2. Fraktioh: Sdp.,,7&78O, 3. M i o h :  Sdp.,, 125-130O. 

y-Amiho-buttersiiure aus Frakt ioh 2. 
0.5 g Ester-Fraktioh vom Sdp.,, 74-780 wurdeh mit 10 ccm halbkohzehtrierter srwle- 

&ure 16 Mia. zum Sieden erhitzt. W m  damp& d m  i.Vak. zur Troche eih uhd n@me~ 
deh Ruckstand mit einigeh Tropfeh absol. Alkohol auf. Nach Zugebe voh wenig Ather 
triibte sich die L6suhg, und nach eihigen Stunden hatten sich farblose Krystdle gebildet 
(0.1 g). 

Da durch mehmdigea Umkrystallisiereh aus Alkohol + Ather der Schmelzpuhkt dea 
Hydrochlorids der y-Amino-buttemihe nicht erreicht werden konnte, stellten wir das 
Platinsalz dar. 0.1 g des Hydrochlorids wurdeh in wehig heiDem Alkohol gel6st a d  
mit alkohol. Platihchlorid-Lasuhg versetzt. Beim Erkalten krystell isim goldgelbe, glib- 
zende Krystalle am, die nach dem Umkrystellisieren aus heiJ3em Alkohol bei 320° untm 
Zersetmhg schmolzen. 

Die freie y-Amiho-buttemaure wurde durch Zersehung des Platiielzes mit Schwefel- 
wasserstoff gewowen. Im Filtrat dea P l a t i i i d e  fillteh wir die Chlor-Iobeh mit Silber- 
arbonat und gel6sk Silber mit Schwefelwasserstoff. Nach dem Einehgen auf dem W a -  
serbad d e  der Rtickstand mit 0.6 ccm Wasser aufgehommeh uhd mit 6 ccm absol. 
Alkohol versetnt. Die Laautlg stellteh wir ih eih Kiiltebad, worauf tlach einigeh Stullden 
Krystallisatioh eintrat (0.026 g) ; Zerep. 2030. 

--____ _______ -~ _ _ ~  _ _  

C,H,O,N (103.0) Rer. C 46.58 H 8.59 N 13.58 Gef. C 46.22 H 8.63 N 13.59. 

y-Amiho-buttersaure aus Fraktion 3. 

Der Siedepmkt der 3. Fhktioh der Estertremutlg lieB auf Pyrrolidoh s c h l i e h  
Auch diese Frakti0t.l wurde in gleicher Weise verseift. Ubter &hung des LmtmmQp 
entetaad ebedalls daa Hydrochlorid der y-Amino-butterskure, daa in gleicher Weise ge- 
reinigt wurde. 


