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9. Uber o, o’ -Iminosiiuren-dehydrasen
von P.Karrer und H. Brandenberger.
(30. XL. 50.)

Vor einigen Jahren?!) haben wir die Frage diskutiert, ob sich die
Transaminierung der «-Aminocarbonsduren, fiir die Braunstein &
Kritzmann?) das Reaktionsschema a) vorschlugen:

Rl R2 R2 R1 R2 R2
| -H,0 | | i | +HZO
a) CO +H,NCH —> (ll—N— ——?H <—* CH-N=C — (|)HNH2 + CO
I | | l
COOH COOH +H0 COOH COOH COOH COOH ~H:0 COOH éOOH

nicht in der Weise abspielen kann, dass die priméir gebildeten Schiff’-
schen Basen (B) zu Imino-dicarbonsiuren (A) hydriert und letztere
nachher zu den isomeren Schiff'schen Basen (C) erneut dehydriert
werden (Schema b):

Rl R2 R1 R2 Rl Rt R?2
[ +H, é +H,0 |
b) C—N—CH — CH-NH-CH —> CH—N—— — CHNH, + CO
| | { { i
COOH COOH COOH COOH (lJOOH COOH COOH  COOH
B A C

In letzterem Fall miissten Fermente existieren, welche solche
,&’-Imino-dicarbonsiuren A zu den Schiff’schen Basen (B oder C)
dehydrieren konnen.

In unserem Institut wurden daher seinerzeit einige solche «,x’-
Imino-dicarbonsiuren hergestellt®) und ihr Verhalten zu verschiede-
nen Organextrakten und Organ-homogenaten gepriift. Es handelte
gich um die vier stereoisomeren o,a’-Imino-dipropionsiduren (D), drei
isomere o,«’-Imino-propionsidure-isocapronsduren (E) und die o,a'-
Imino-essigsdure-propionsiure (I7).

Aber alle diese Verbindungen wurden weder durch Nieren-
extrakte noch durch Leber- oder Nieren-Gewebebrei dehydriert und
analog verhielt sich auch Octopin (G). Es schien daher, dass die
genannten Gewebe keine «,«’-Imino-dicarbonsiduren-dehydrasen ent-
halten und den Imino-dicarbonsduren keine Bedeutung im Stoff-
wechsel zukommt.

1y P. Karrer, H. Koentg & R. Legler, Helv, 24, 127 (1941).

%) A. E. Braunstein & M. Q. Kritzmann, Nature (40, 503 (1937); Enzymologia 2,
129 (1937).

3) P. Karrer, H. Koenig & R. Legler, Helv. 24, 861 (1941); P. Karrer & R. Appen-
zeller, Helv. 25, 595, 1149 (1942).
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Nun wurde aber von verschiedenen Forschern, insbesondere von
Cohen') sowie von Green, Leloir & Nocito?) gezeigt, dass die Trans-
aminierungsreaktion eine viel grossere Substrat-Spezifitdt besitzt als
dies nach den ersten Arbeiten von Braunstein der Fall zu sein schien.

CH, CH, CH, CH,CH(CH,),
| ! | |
CH-NH-CH CH-NH-CH
| | |
¢00H Co0H COOH COOH
D E
NH
Vi
CH, CH,  CH,CH,CH,NHC(
| | NH
CH-NH-CH, CH-—NH—-&H ?
| l |
COOH COOH door  coon
F G

Die genannten Autoren wiesen nach, dass sich Transaminierungen
nur abspielen, wenn Glutaminsidure (bzw. x-Ketoglutarsiure) darap
beteiligt ist. Nach Cohenl) sind nur die beiden folgenden Transaminie-
rungen sicher nachweisbar,
¢) L(+)-Glutaminsiure a-Ketoglutarsiure
—>

P E— +
Oxalessigsiure L(— )-Asparaginsiure

d) L(+)-Glutaminsdure a-Ketoglutarsiure
+ — +
Brenztraubensiure L(+ )-Alanin
wihrend sich die von Braunstein ebenfalls beschriebene Transaminie-
rungsreaktion e) nicht bestitigen liess.
e) L(—)-Asparaginsiure Oxalessigsdure
+ — +
Brenztraubensiure L({+)-Alanin

In einer soeben erschienenen Abhandlung®) hat Cohen aber seine
fritheren Auffassungen, dass Transaminierungen nur zwischen o-Keto-
glutarsidure einerseits und Asparaginsdure bzw. Alanin andererseits
moglich sind, zuriickgezogen. Nach seiner gegenwirtigen Auffassung
sollen sich die meisten Aminosiuren, die im Eiweiss vorkommen, an
der Transaminierungsreaktion mit Ketoglutarsinre beteiligen kon-
nen, wenn auch mit verschiedener Leichtigkeit.

COOH COOH (|300H
| |
CH, CH, CH, (llHa COOH
! | |
CH-NH-CH éHz CH, ("T‘H2 CH,
I I | |
COOH COOH CH—NH—&H (fH——NH—-CH
| !
I II COOH COOH IIT COOH (lJOOH
1) P. P. Cohen, Biochem. J. 33, 551, 1478 (1939); J. Biol. Chem. 136, 565, 585
(1940); P. P. Coken & @. L. Hekhuis, J. Biol. Chem. 140, 711 (1941).
2) D. E. Green, L. F. Leloir & V. Nocito, J. Biol. Chem. 161, 559 (1945).
8y P. 8. Cammarata & Philip P. Cohen, J. Biol. Chem. 187, 439 (1950).
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Als eventuelle Zwischenprodukte der Transaminierungen c¢), d)
und e) kdimen die o«,«’-Imino-dicarbonsduren III, IT und I in Frage,
von denen jede zwei asymmetrische C-Atome enthilt und daher in
vier isomeren Formen vorkommen muss. Wir haben einige dieser
Verbindungen synthetisiert, und zwar folgende optische Isomere?):

Von Typus I:

1. o,a'-Imino-DL-bernsteinsdure-bL-propionsiure (doppeltes Ra-
cemat), aus DL-Asparaginsiure und d,{-a-Brompropionsiure.

2. a,0’-Imino-L-bernsteinsiure-DL-propionsdure (Bernsteinsiure-
hilfte L-Konfiguration, Propionsdurehilfte racemisch) aus r-Aspara-
ginsdure und d,l-«-Brompropionsiaure.

Von Typus I1:

1. «,a’-Imino-L-glutarsiure-DL-propionsdure (Glutarsidurehilfte
L-Konfiguration, Propionsdurehilfte racemisch) aus L-Glutaminsidure
und d,l-«-Brompropionsiure.

2. a,a’-Imino-DL-glutarsiure-DL-propionsdure (doppeltes Race-
mat) aus DL-Alanin und d,l-x-Bromglutarsiure.

3. a-o’-Imino-DL-glutarsiure-L-propionsdure (Glutarsiurehilfte
racemisch, Propionsiurehilfte L-Konfiguration) aus d,Il-x-Brom-
glutarsiure und L-Alanin.

Von Typus III:

1. «,o’-Imino-DL-glutarsdure-L-bernsteinsiure (Glutarsiurehilfte
racemisch, Bernsteinsiurehilfte r-Konfiguration) aus d,l-o-Brom-
glutarsiiure und L-Asparaginsiure.

2. «,0’-Imino-bL-glutarsdure-DL-bernsteinsdure (doppeltes Race-
mat) aus d,l-a-Bromglutarsiure und DL-Asparaginsiure.

Von den vorgenannten Verbindungen liess sich bisher nur die
o,a’-Imino-DL-bernsteinsdure-DL-propionsiure (Typus I, 1) in kristal-
linem Zustand herstellen. Die anderen Iminosiuren erhielten wir nur
in amorpher Form. Der Umstand, dass sie alle Mischungen optischer
Isomerer sind, mag zu ihrer geringen Kristallisationsneigung bhei-
tragen. Die Reinigung der Verbindungen fiihrten wir teils durch
Destillation oder Chromatographie ihrer Ester, vor allem aber iiber
ihre Bleisalze durch, die in analysenreiner Form gewonnen wurden.
Die aus den Bleisalzen regenerierten Iminosduren zeigten keine
Ninhydrinreaktion und waren somit auch nicht durch Spuren von
x-Aminocarbonséuren verunreinigt.

1) Von diesen Verbindungen ist unseres Wissens in der Literatur nur die «,a’-Imino-
glutarsdurc-propionsidure erwihnt. Stadnikoff (B. 40, 1018 [1907]) brachte dquivalente
Mengen Glutaminsidure-didthylester-hydrochlorid, Acetaldehyd und Xaliumeyanid in
Reaktion und verseifte das entstandene Esternitril mit Salzsdure. Er gelangte so zu ciner
leimahnlichen Masse, die beim Behandeln mit Aceton erstarrte. Das Produkt wurde
nicht niher beschrieben, so dass wir iiber Identitat oder Verschiedenheit mit den von uns
hergestellten Sauren nichts aussagen konnen.
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Die fiir die Synthese beniitzten Verfahren waren folgende:

a) Kondensation einer «-Brom-carbonsiure mit einer «-Amino-
carbonsiure in wisserig-alkalischer Liosung und Isolierung der ent-
standenen Iminosiure iiber das Bleisalz. Es handelt sich hier um die
gleiche Methode, die frither in unserem Institut zur Synthese ver-
schiedener «,a’-Imino-dicarbonsiuren Anwendung fand?).

b) Kondensation eines o«-Brom-carbonsiureesters mit einem
«-Aminocarbonsidureester in Benzol und Isolierung des entstandenen
Imino-sdureesters durch fraktionierte Destillation im Hochvakuum
oder durch Chromatographie; Verseifung des Esters durch Schwefel-
sdure oder Bariumhydroxyd.

Hierauf haben wir die vorerwihnten Iminosduren der Einwir-
kung von Fermentlésungen unterworfen. Als Enzymaquellen dienten:

1. Im Turmix bereitete Homogenate von frischen Lebern und
Nieren von Schweinen und Rindern;

2. wisserige Extrakte von Aceton-Trockenpulvern von Schweine-
lebern und Rindernieren.

Die Dehydrierungsversuche fithrte man in Warburg-Gefissen aus
und bestimmte die O,-Absorption manometrisch. Die Ermittlung des
gebildeten Ammoniaks erfolgte in griosseren Ansitzen in geschlossenen
Gefissen. In allen Fillen wurden die verwendeten Enzymlésungen
gleichzeitig auf ihren Gehalt an D-Aminosdureoxydase (bei Verwen-
dung von Aceton-Trockenpulver-Extrakten) bzw. D- und L-Amino-
sdureoxydasen (bei Verwendung von Organ-Homogenaten) gepriift.

Die Ergebnisse der fermentativen Dehydrierungen waren folgende:

1. Die «,o’-Imino-propionsdure-glutarsiuren (II) und die «,a’-
Imino-glutarsiure-bernsteinsduren (I1T) wurden durch Fermente, die
gich in den vorgenannten Organ-Homogenaten und Extrakten aus
Aceton-Trockenpulver vorfinden, schnell dehydriert.

2. Die «,x'-Imino-bernsteinsdure-propionsduren (I) wurden in
der Regel durch unsere Fermentpriparate nicht angegriffen; aus-
nahmsweise positive Ergebnisse liessen sich nicht reproduzieren, so
dass es scheint, dass die o,a’-Imino-bernsteinsiure-propionsiure ent-
weder enzymatisch nicht dehydrierbar ist oder die notwendigen
Fermentsysteme so labil sind, dass wir sie nur ausnahmsweise beob-
achten konnten.

3. In Ubereinstimmung mit friitheren Versuchen?) wurden die zu
Vergleichszwecken nochmals gepriiften «,o’-Imino-dipropionsiuren
{Formel D) und «,«’-Imino-propionsiure-isocarponsiure (Formel E)
wiederum enzymfest gefunden. Sie lassen sich durch die verwendeten
Enzymlésungen nicht dehydrieren.

4. o,0’-Imino-glutarsdure-propionsdure (II) und «,x’-Imino-giu-
tarsdure-bernsteinsiure (ITT) liessen sich mit einem (zuféllig erhalte-

1y P. Karrer & R. Appenzeller, Helv. 25, 595, 1149 (1942).
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nen) Fermentextrakt aus Schweineleber-Trockenpulver dehydrieren,
das keine D-Aminosdureoxydase enthielt und p1-Alanin nicht dehy-
drierte. Auch in anderen Versuchen verliefen die Dehydrierungen der
Iminogduren IT und 111 und des Alanins nicht parallel. Daraus darf
geschlossen werden, dass die Fermente, welche die Iminosiuren II
und IIT angreifen, von D-Aminosiure-oxydase verschieden sind.

5. Bei den Dehydrierungen der Iminoséduren IT und IIT durch
die Fermente, die sich in den Extrakten aus den Leber- bzw. Nieren-
Aceton-Trockenpulvern vorfinden, wird als Folge der Hydrolyse der
gebildeten Schiff'schen Basen (Formel C) und nachfolgenden Desami-
nierung der gebildeten Aminosiuren Ammoniak frei, dessen Menge
dem Sauerstoffverbrauch, d. h. der Dehydrierung parallel geht. Die
gemessenen Ammoniakmengen betrugen 356—909, der nach der
Theorie maximal zu erwarteten Menge?).

Die Ergebnisse unserer bisherigen Untersuchungen sind noch
sehr liickenhaft und lassen eine Reihe von Fragen offen, die weiter-
bearbeitet werden miissen. Was wir bisher zeigen koénnen, ist die
Tatsache, dass es Iminosduren-dehydrasen gibt, welche bestimmte
Iminosiduren, nimlich «,a'-Imino-glutarsiure-propionsiauren (II) und
o,a’-Imino-glutarsiure-bernsteinsduren (I1I1) zu Schiff’schen Basen
dehydrieren (Reaktionsschema b). Es scheint, dass Glutaminsidure ein
notwendiger Bestandteil einer dehydrierbaren o,a’-Iminosiure ist; ob
gie sich durch Asparaginsiure in dieser Rolle ersetzen lisst (Sdure I),
erscheint fraglich bzw. unwahrscheinlich. Die nachgewiesenen Imino-
sduren-dehydrasen sind von D-Aminosidure-dehydrase verschieden.

Weiterer Abklirung bedarf die Frage, welche Konfiguration der
a,0’-Iminosdure dehydriert wird (D- oder L-), ob die Dehydrierung an
der Glutaminsiureseite oder an der Seite des anderen Aminosdure-
restes einsetzt und ob die Transaminierung der Aminosiduren iiber
solche Iminosiduren verliuft bzw. verlaufen kann.

Wir werden uns bemiihen, diejenigen «,o’-Iminosiduren, welche
zur Beantwortung der vorerwidhnten, noch offencn Fragen not-
wendig sind, herzustellen.

Leider war es bisher niecht méglich, die in dieser Untersuchung
verwendeten Iminosfduren zu kristallisieren (mit einer Ausnahme).
Das mag z. T. damit zusammenhingen, dass es sich um Mischungen
verschiedener Racemate oder optisch isomerer Verbindungen han-
delt. Die Substanzen sind daher nur relativ rein. Wesentlich ist aber,
dass sie keine nachweisbaren Mengen Aminocarbonsduren als Ver-
unreinigung enthalten (Priifung mit Ninhydrinreaktion und Papier-
chromatogramm).

1) Dabei haben wir zur Vereinfachung der Berechnung angenommen, dass 509, der

Iminosiure am Glutarsiure-Koblenstoffatom, die anderen 509, auf der Seite des andern
Aminosiurerestes dehydriert werden.
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Experimenteller Teil.
a) Darstellung der a,o’-Imino-propionsiure-bernsteinsiure.

1. Kondensation von DL-Asparaginsdure mit d,l-a-Brom-propion-
sdure in wéasseriger, alkalischer Lésung. 10 g DL-Asparaginsiure (0,076 Mol) und
18 g d,l-a-Brompropionséiure (0,12 Mol) wurden in 250 ml Wasser, welches 16 g Natrium-
hydroxyd (0,4 Mol) enthielt, gelost und drei Wochen bei 259 dann noch drei Tage bei 37°
stehengelassen. Hierauf siuerte man mit verdiinnter Salzsiure an und dampfte im Va-
kuum bis zur Trockene ein. Den Riickstand extrahierten wir mehrmals mit siedendem
Alkohol. Durch Eindampfen der alkoholischen Ausziige erhielten wir eine halb zihfliissige,
halb feste Masse, welche in heissem Wasser geldst, mit einem Uberschuss von Bleioxyd
aufgekocht und siedend filtriert wurde. Die Riickstéinde zogen wir noch mehrmals mit
kochendem Wasser aus.

Das aus den erkalteten Filtraten mikrokrystallin ausgefallene Bleisalz — die Mutter-
lauge lieferte nach dem Einengen noch eine weitere Fraktion — wurde abgenutscht, in
250 ml heissem Wasser gelost und durch Einleiten von Schwefelwasserstoff zersetzt. Nach
dem Abfiltrieren des gefillten Bleisulfides wurden die Chlorionen mit Silbercarbonat ent-
fernt und die im Filtrat verbliebenen Silberionen mit Schwefelwasserstoff ausgefillt.

Beim Eindampfen des klaren Filtrates zur Trockene verblieb ein gallertartiger
Riickstand. Er wurde in wenigen Tropfen Wasser in der Wérme gelost und die Losung bis
zur Triibung mit absolutem Alkohol versetzt. Nur durch lingeres Stehenlassen, wobei von
Zeit zu Zeit wieder etwas absoluter Alkohol zugetropft werden musste, liess sich die Séure
in mikrokrystalliner Form gewinnen. Sie wurde abgenutscht, mit Alkohol und Ather ge-
waschen, in wenigen Tropfen Wasser wieder geldst und durch langsamen Alkobolzusatz in
gleicher Weise erneut zur Abscheidung gebracht.

Wir erhielten 400 mg einer «,o’-Imino-propionsiure-bernsteinsaure, welche um 195°
unter Zersetzung schmolz. Der Schmelzpunkt ist stark abhéngig von der Geschwindigkeit
des Erhitzens. Aus den Filtraten und Waschflissigkeiten konnten wir noch 200 mg der
Substanz gewinnen, so dass die Totalausbeute 0,6 g betrug, das sind 49, der Theorie.

C,H,,O,N (205,17) Ber. N 6,83%  Gef. N 6,90%,

Ninhydrin-Reaktion bei allen Fraktionen negativ.

2. Kondensation von L-Asparaginsiure-didthylester mit d,l-a-Brom-
propionséure-dthylester in absolutem Benzol. In 70 g absolutes Benzol wurden
20 g r-Asparaginsiure-didthylester und 20 g Brom-propionsdure-dthylester eingetragen
{(je ca. 0,1 Mol). Das Gemisch liessen wir zwei Tage unter Ausschluss von Feuchtigkeit
stehen und erwirmten dann fiinf Stunden auf dem Wasserbad. Nach guter Kiithlung mit
Eis schiittelten wir die Reaktionsmasse zweimal mit Sodalsung und extrahierten die
wiisserige Schicht mit Ather. Die Benzol- und Ather-Ausziige wurden mit wenig Wasser
gewaschen, getrocknet und die Losungsmittel sowie der iiberschiissige Brom-propionsiure-
ester im Vakuum entfernt. Den Riickstand haben wir in einem Claisen-Kolben der De-
stillation im Hochvakuum unterworfen, wobei der Tridthylester der Imino-propionsiure-
bernsteinsiure unter 0,2 mm Druck bei 1209 (4- 3% iiberging. Ausbeute etwas mehr als
7 g. Aus dem verbleibenden, barzigen Riickstand konnten in einem Kugelrohr noch 2 g
des gleichen Esters abdestilliert werden.

Durch Rektifikation der beiden vereinigten Fraktionen in einem Kugelrohr er-
hielten wir 8,9 g Triithylester — das sind 47% der Theorie — in Form eines farblosen Ols,
welches sich bei langerem Stehen leicht gelb farbte.

CisH,;0,N  Ber. C 53,96 H 8,01 N 4,84 OC,H; 46,729
(289,32)  Gef. ,, 53,89 ,, 7,98 ,, 502 , 46,687

3.Kondensation von nL-Asparaginsiure-didthylester mit d,/-¢-Brom-
propionséure-dthylester in absolutem Benzol. Dieser bedeutend kleinere An-
satz wurde mit einem Uberschuss an Aminosaureester ausgefiihrt, um durch Bindung des
sich abspaltenden Bromwasserstoffes die Kondensation zu foérdern. Trotzdem die Be-



88 HELVETICA CHIMICA ACTA.

dingungen fiir Kondensation und Aufarbeitung die gleichen waren, fiel die Ausheute an
racemischem Imino-propionsiure-bernsteinsiiure-tridthylester geringer aus als beim vor-
hergehenden Ansatz.
C1;H,30N  Ber. C 53,96 H 8,01 N 4,849
(289,32) Gef. ,, 53,3¢ ,, 7,86 ,, 4,86%

4. Verseifung des o,a’-Imino-propionsédure-bernsteinsaure-tridthyl-
esters. 7,0 g Ester wurden mit 500 ml 0,15-n. Bariumhydroxyd-Lésung wihrend 10 Stun-
den auf dem Wasserbad erwiarmt, wobei das Ol langsam in Losung ging. Die heisse Losung
haben wir mit der berechneten Menge 2-n. Schwefelsiure versetzt und genau auf den
Aquivalenzpunkt eingestellt. Das Bariumsulfat wurde abfiltriert und das Filtrat im Vaku-
um eingedampft. Die freie Saure verblieb dabei als zdhflissiges Ol, welches sich beim
Trocknen zu einem Schaum aufbléhte. Ninhydrin-Reaktion negativ.

5. Uberfiihrung der S#ure in das sekundire Bleisalz. Die Imino-tri-
carbonssure wurde in wenig Wasser gelést, mit einem Uberschuss von Bleicarbonat mehr-
mals aufgekocht und siedend filtriert. Schon beim Abkiihlen des Filtrates fiel ein Teil der
Saure als Bleisalz aus. Ein Zusatz von Alkohol vervollstindigte die Fillung.

Das Bleisalz wurde abgenutscht, mit Alkohol gewaschen und getrocknet. Nach cin-
maligem Umkristallisieren ergab die Analyse, dass das sekundire Salz vorlag.
C,H,ONPb  Ber. C 20,48 H 2,21 N 341%
(410,36) Gef. ,, 19,81 ,, 2,40 ,, 3,561%

Beim Eindampfen der Mutterlauge zeigte sich, dass ein betrachtlicher Teil der Saure
nicht in das Salz iibergefiihrt worden war. Eine nochmalige Behandlung mit einem Uber-
schuss an Bleicarbonat erwies gich deshalb bei allen grossern Anséatzen als notwendig. Das
Bleisalz kann auf diese Weise aus dem Ester leicht in einer Ausbeute von 85—90% ge-
wonnen werden.

Fiir die Durchfithrung der fermentativen Versuche haben wir das reine Bleisalz auf
folgendem Wege in das Natriumsalz (oder Kaliumsalz) iibergefiihrt: Losen in Wasser, Aus-
fillen des Bleies mit Schwefelwasserstoff, Einengen des Filtrates und Einstellen mit nor-
maler Natronlauge (oder Kalilauge) auf pH 7,6 (potentiometrisch bestimmt). Eindampfen
und Trocknen am Hochvakuum.

b) Darstellung der a,a’-Imino-propionsiure-glutarsiure.

1. Kondensation von bDL-Alanin-dthylester mit d,l-a-Bromglutar-
siure-dimethylester und Trennung der Ester durch Destillation. 4,8 g pL-
Alanin-athylester (0,04 Mol) und 8,4 g Brom-glutarsiure-dimethylester (0,035 Mol) wur-
den in 20 g trockenem Benzol gelost, wie iiblich kondensiert und das Reaktionsgemisch
aufgearbeitet. Der nicht umgesetzte Alaninester konnte im Wasserstrahlvakuum leicht
entfernt werden. Zur Abtrennung des Brom-glutarsiureesters vom entstandenen Reak-
tionsprodukt war ein Claisen-Kolben mit kleiner Fraktionierkolonne notwendig. Damit
liess sich das Ausgangsprodukt unter 0,04 mm bei 87¢ abdestillieren. Um unsere Substanz
nicht unndtig zu iiberhitzen, iiberfithrten wir den Destillationsriickstand in ein Kugelrohr.
Durch zweimaliges Destillieren — Luftbadtemperatur bei 0,02 mm Druck 105° — er-
hielten wir 2,2 g Ester als farbloses 01, das sind 239, der Theorie.

C,H 0N Ber. C 52,35 H 7,60 N 5,09%
(275,30)  Gef. ,, 52,05 ,, 6,65 ,, 4,949

5,16 mg Substanz liefern 10,0 mg Silberjodid an Stelle der berechneten 13,2 mg
(Zeisel’sche Bestimmung).

Der niedere Wasserstoffgehalt und der Fehler bei der Zeisel-Bestimmung lassen sich
durch die Annahme erkliren, dass ein Teil der Substanz als Lactam vorlag.

Die Hydrolyse erfolgte mit 2-n. Schwefelsdure. Schon bei Zimmertemperatur ging
der Ester darin langsam in Losung. Zur Aufspaltung von eventuell vorhandenem Lactam
wurde noch zwei Stunden auf dem Wasserbad erwirmt. Aus der heissen Liosung fallten
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wir die Sulfationen durch Zusatz der genau dquivalenten Menge Barytlauge als Barium-
sulfat. Das Filtrat lieferte beim Eindampfen eine hygroskopische Gallerte, die wir nicht
in krystalline Form iiberfithren konnten. Ninhydrin-Reaktion negativ.

Die Identifizierung der Substanz als Imino-propionsédure-glutarsiure gelang durch
Féllung des sekundéren Bleisalzes.

2. Kondensation von L-Alanin-dthylester mit d,l-a-Brom-glutar-
siure-dimethylester und Trennung der Ester durch: Chromatographie.
3,0 g r-Alanin-sthylester (0,026 Mol) und 6,0 g d,l-a-Bromglutarsaure-dimethylester
(0,025 Mol) wurden in 9 g absolutem Benzol, wie in friitheren Beispielen beschrieben, kon-
densiert und die Mischung der Reaktionsprodukte aufgearbeitet.

Die Trennung des Estergemisches geschah in Benzollosung chromatographisch an
einer Siule von 250 g Aluminiumoxyd. Die Entwicklung des Chromatogramms erfolgte
zuerst mit Benzol, dann mit Benzol-Ather-Gemisch und schliesslich mit Ather. Eluiert
hat man mit methanolhaltigem Ather.

Brom-glutarsaure-dimethylester haftete am schlechtesten. Er wurde schon bei der
Entwicklung mit Benzol-Ather ausgewaschen, wihrend der Iminoester erst mit methanol-
haltigem Ather eluiert werden konnte.

O H, 0N Ber. € 52,35 H 7,69 N 5,09%
(275,30) Gef. ,, 53,3¢ ,, 7,38 ,, 5,06%

3,32 mg Substanz lieferten 7,72 mg Silberjodid statt 8,52 mg (Zeisel’sche Bestim-
mung).

Fiir eine weitere chromatographische Reinigung stand uns zu wenig von dem Pro-
dukt zur Verfiigung.

3. Kondensstion von d,l-a-Brom-propionsiure-ithylester mit r-Glu-
taminsaure-didthylester, Trennung des Estergemisches durch Destilla-
tion und Reinigung des Endproduktes durch Chromatographie. 13 g inak-
tiver o-Brom-propionsiure-ithylester und 17 g frisch destillierter L-Glutaminséure-
diathylester wurden in 30 ml trockenem, thiophenfreiem Benzol gelost und 5 Tage bei
Zimmertemperatur stehengelassen. Anschliessend erhitzte man das Gemisch 8 Stunden
auf dem Wasserbad, liess erkalten, schiittelte zweimal mit eisgekiihlter wisseriger Soda-
l6sung aus und trocknete iiber Natriumsulfat. Das Losungsmittel wurde verdampft und
der nicht umgesetzte a-Brom-propionsiureester im Hoechvakuum wegdestilliert. Den
Riickstand 16ste man wieder in absolutem Benzol und reinigte ihn durch Chromatographie
an neutralem Aluminiumoxyd. Die stickstoffhaltigen Fraktionen wurden im Hochvakuum
destilliert. Der o,a’-Imino-propionsiure-glutarsiure-tridthylester ging bei 110—120¢ iiber
und zeigte folgende Analysenwerte:

C H,50,N  Ber. C 55,42 H 8,31 N 4,629
(303,35)  Gef. ,, 55,77 ,, 8,65 ,, 4,84%

2,5 g dieses Tminosdureesters wurden zur Verseifung in 13 ml 2-n. Schwefelsiure
4 Tage bei Zimmertemperatur stehengelassen. Die Schwefelsiure haben wir mit so viel
Bariumhydroxyd gefallt, bis die Losung weder mit Schwefelsiure noch mit Barium-
hydroxyd eine Triithung zeigte. Die wisserige Losung der freien Saure verdampfte man im
Vakuum zur Trockene. Die Ninhydrin-Probe war negativ.

4. Das sekundire Bleisalz der Imino-propionsidure-glutarsiure. Auch
zur Reinigung der Imino-propionsiure-glutarsiuren eignen sich die Bleisalze. Deren Dar-
stellung erfolgt wie diejenige des Salzes der Imino-propionsaure-bernsteinsiure ; sie unter-
scheiden sich jedoch von diesem durch ihre gréssere Wasserlslichkeit. Nach Abfiltrieren des
Bleicarbonates ist deshalb die Losung auf ein kleines Volumen einzuengen. Zur Vervollstin-
digung der Salzabscheidung haben wir mindestens das doppelte Volumen Alkohol zugesetzt.

Auf diese Weise erhielten wir z. B. aus Ansatz 1 in guter Ausbeute ein sekundires
Salz mit folgenden Analysenzahlen:

C,H,;0,NPb Ber. C 22,64 H 261 N 3,29%
(424,39) Gef. ,, 22,28 ,, 2,38 ,, 3,14%
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c) Darstellung der a,o’-Imino-bernsteinsiure-glutarsiure.

1. Kondensation von L-Asparaginsiure-dimethylester mit d,l-a-
Brom-glutarsdure-dimethylester und Destillation des entstehenden Imino-
bernsteinsaure-glutarsiure-tetramethylesters. 0,8 g L-Asparaginsiure-dime-
thylester und 1,2 g d,l-«-Brom-glutarsiure-dimethylester wurden in 3 g Benzol in ge-
wohnter Weise kondensiert und das Reaktionsgemisch aufgearbeitet. Als Nebenprodukt
entstand ein kristalliner Kérper, welcher durch Abgiessen der benzolischen Lisung isoliert
und als 2,5-Diketo-piperazin-3,6-diessigsiure-dimethylester identifiziert werden konnte.

Die Destillation im Hochvakuum erfolgte in einem Kugelrohr und ergab eine scharfe
Fraktionierung. Unter 0,005 mm destillierten zwischen 75 und 1059 zuerst die Ausgangs-
produkte ab, dann zwischen 130 und 140° ein sehr konsistentes 01, bei dem es sich um noch
unreinen Tetramethylester der Imino-bernsteinsiure-glutarsiure handelte. Durch Rek-
tifikation war eine weitgehende Reinigung moglich, doch fiel die Methoxylbestimmung
immer noch zu niedrig aus. Wir vermuten deshalb, dass der Ester sich teilweise in das
Lactam anhydrisiert hatte.

2.Kondensation von pL-Asparaginsdure-didthylester mit d,l-a-Brom-
glutarsdure-dimethylester und Trennung des Gemisches durch Chro-
matographie. 10 g pL-Asparaginsiure-didthylester wurden mit 12 g d,l-a-Brom-glutar-
saure-dimethylester in 15 g Benzol in iiblicher Weise kondensiert und die Reaktionslosung
aufgearbeitet. Das erhaltene Estergemisch chromatographierten wir aus Benzollosung an
einer Aluminiumoxydssule von 45 cm Lénge und 4,5 cm Weite, welche 750 g Aluminium-
oxyd vom pH 8—9 enthielt. Die Entwicklung erfolgte zuerst mit Benzol, dann Benzol-
Ather und schliesslich Ather allein, total ca. 31 Losungsmittel. Eluiert haben wir mit
methanolhaltigem Ather.

Den erwarteten Iminocster erhielten wir auf diese Weise als mittlere Fraktion in
verhiltnismissig reinem Zustande. Sein Verseifungsprodukt gab keine Ninhydrin-Reak-
tion.

C;H,;ON  Ber. C 51,86 H 7,25 N 4,03%
(347,36) Gef. ,, 52,18 ,, 7,00 ,, 3,93%

Die Verseifung geschah mit Schwefelsiure in gleicher Art, wie wir sie frither an an-

deren Beispielen beschrieben haben.

3. Kondensation von L-Asparaginsdure-dimethylester mit DL-a-
Brom-glutarsdure-didthylester und Reinigung des Reaktionsproduktes
durch Chromatographie. 17 g inaktiver «-Brom-glutarsiure-didthylester und 13,5 g
I.-Asparaginsiure-dimethylester 16ste man in 30 ml trockenem thiophenfreiem Benzol,
liess das Gemisch 4 Tage bei Zimmertemperatur stehen und erwidrmte es anschliessend
7 Stunden auf dem Wasserbad. Die Reaktionsmasse wurde mit eiskalter Sodalsung
zweimal ausgeschiittelt und iiber Natriumsulfat getrocknet. Nach dem Verdampfen des
Lésungsmittels wurden die nicht umgesetzten Ausgangssubstanzen im Hochvakuum bei
120° entfernt. Den briunlichen Riickstand chromatographierte man an neutralem Alu-
miniumoxyd, Lésungsmittel Benzol. Die ersten stickstoffhaltigen Durchlauf-Fraktionen
wurden eingedampft und analysiert:

CisHy;0N  Ber. C 51,86 H 7,259,
(347,36) Gef. ,, 51,50 ,, 6,999

Diesen Ester haben wir zur Vergeifung 4 Tage mit 2-n. Schwefelsdure stchenge-
lassen. Die Schwefelsiure entfernte man mit Bariumhydroxyd. Die wisserige Losung
wurde auf ein kleines Volumen eingeengt und zur Uberfiihrung in das Bleisalz mit festem
Bleicarbonat mehrere Male aufgekocht und heiss filtriert. Bei der amorph ausgefallenen
Substanz handelte es sich zum Teil um das sekundire, zum Teil um das tertidre Bleisalz
(siehe unter 4).

CoH,,0,N,3Pb/2 (570,99) (tert. Bleisalz) Ber. C 18,93 H 1,77 N 2,45%
C,H,,0,NPb (468,40) (sekund. Bleisalz)  Ber. C 23,08 H 2,37 N 2,99%
Gef. ,, 20,32 ,, 2,17 ,, 2,90%
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Das Bleisalz wurde in wasseriger Losung mit Schwefelwasserstoff zerlegt, die Lésung
vom Bleisulfid getrennt und im Vakuum zur Trockene verdampft.

4. Die Bleisalze der Imino-bernsteinsiure-glutarsiure. Auch diese Siaure
liess sich leicht in Bleisalze iiberfithren und auf diesem Wege reinigen. Es entstehen auf
dem iiblichen Wege nebeneinander das tertidre und das sekundire Salz. Durch Um-
kristallisieren war es mdoglich, die beiden voneinander zu trennen.

Das tertidire Bleisalz ist in Wasser viel schwerer 16slich, es kristallisiert schon beim
Erkalten des Filtrates aus und wurde nach lingerem Stehen abgesaugt und getrocknet.
CoH;,0pN,3Pb/2  Ber. C 18,93 H 1,77 N 2,459,

(570,99) Gef. ,, 18,3¢ ,, 2,13 ,, 2,76%

Das sekundire Salz lasst sich aus dem Filtrat durch Alkcholzusatz ausfillen. Wir
haben es ebenfalls erst nach lingerem Stehen und erneutem Versetzen mit Alkohol ab-
gesaugt und getrocknet.

C,H;;0NPb Ber. C 23,08 H 2,37 N 2,999,
(468,40) Gef. ,, 22,88 ,, 2,36 ,, 3,059

d) Darstellung von Ausgangsprodukien fir die beschriebenen Synthesen.

1. Veresterung von Aminosduren. Fiir die Veresterung aller Aminosiuren
verwendeten wir die Methode von Fischer?).

2. a-Brom-propionsdure. Wir gewannen diese Substanz durch direkte Bromie-
rung von Propionsiure unter Anwesenheit von rotem Phosphor, Eingiessen des Reaktions-
produktes in Eiswasser, Extraktion der mit Schwefelsidure stark angesiuerten Lésung
mit Ather und Destillation?).

3.a-Brom-glutarsiure-dimethylester. Dieser Ester ist unseres Wissens in der
Literatur noch nicht beschrieben. Wir stellten ihn analog der Vorschrift dar, welche
Ingold3) und in etwas abgednderter Form Karrer & Kehrerd) fiir die Herstellung des ent-
sprechenden Diathylesters gaben. Durch Uberfithrung von Glutarsiure in das Chlorid,
Bromierung bei 60° und Eingiessen in absoluten Methylalkohol liess er sich in einer Aus-
beute von 639, der Theorie gewinnen. Der «-Brom-glutarsidure-dimethylester ist ein farb-
loses 01, welches bei 0,4 mm zwischen 100 und 1049 siedet.

C,H,,0,Br (239,07) Ber. Br 33,43 % Gef. Br 33,73%

Als Nebenprodukte entstehen bei dieser Synthese immer Glutarsidure-dimethylester
gsowie in kleinerer Menge eine wenig héher siedende, mehr Brom enthaltende Substanz,
welche teilweise kristallisiert. Die Kristalle sind gut Ioslich in Ather, schlecht in Methanol.
Durch Umkristallisieren gewinnt man sie in Form feiner Niadelchen vom Smp. 176-—177°.

e) Bereitung der Ferment- Praparate.

Das verwendete Fleisch — meist Schweinsleber oder Rindsniere — wurde unter
Kiithlung mit Trockeneis vom Schlachthof in das Laboratorium gebracht und dort spé-
testens eine Stunde nach der Schlachtung verarbeitet.

1. Frischfleisch-Homogenate. 10 g Leber oder Niere wurden mit 100 ml eis-
gekiihltem 0,067-m. Phosphatpuffer vom pH 7,7 zwei Minuten in einer Turmix-Maschine
bei hoher Tourenzahl homogenisiert, das pipettierbare Homogenat sofort fiir die Messun-
gen verwendet. Den Gehalt an D- und L-Aminoséure-oxydasen haben wir bei den meisten
Ansatzen durch gleichzeitige Einwirkung auf Alanin kontrolliert.

Ein auf diese Weise bereitetes Homogenat besitzt den grossen Vorteil, dass es sich
mit der Pipette gerau und gleichméssig abmessen lisst.

2. Leber- und Nieren-Trockenpulver. Das frische Fleisch wurde mit dem
Wiegenmesser fein zerhackt und mit der fiunffachen Menge reinem Aceton unter Licht-

1) E. Fischer, B. 34, 433 (1901); E. Fischer & E. Koenigs, B. 40, 2058 (1907).

2y N, Zelinsky, B 20, 2026 (1887); K. Auwers & R. Bernhardi, B. 24, 2219 (1891).
3} C. K. Ingold, Soc. 119, 316 (1921).

4) P. Karrer & F. Kehrer, Helv. 27, 146 (1944).



92 HELVETICA CHIMICA ACTA.

ausschluss einen halben Tag stehengelassen. Nun haben wir abgenutscht und den Riick-
stand mit der gleichen Menge frischen Acetons versetzt. Nach weiterem 15- bis 20stiin-
digem Stehen in der Dunkelheit haben wir die Flissigkeit abgesaugt, das Ungeloste mit
Aceton gut gewaschen und das gelbliche Pulver im leeren Exsikkator durch lingeres
Evakuieren getrocknet.

Unter Lichtausschluss aufbewahrt, waren die Trockenpulver mehrere Monate haltbar.

3. Ferment-Rohextrakte aus Aceton-Trockenpulvern. 3 g Trockenpulver
schiittelten wir mit 30 ml 0,067-m. Phosphatpuffer vom pH 7,7 wihrend 20 Minuten auf
der Maschine. Dann wurde 20 Minuten zentrifugiert, die hellgelbe, klare Losung abge-
gossen und sofort fiir unsere Messungen verwendet. Ihren Gehalt an D-Aminosdure-
oxydase haben wir bei jedem Ansatz durch gleichzeitige Einwirkung auf Alanin kontrolliert.

f) Fermentative Dehydrierungen.

1. Das Messverfahren. Die Messungen haben wir in der Warburg-Apparatur bei
38,09 vorgenommen, wobei der Gasraum Luft enthielt. Gemessen wurde der Sauerstoff-
verbrauch in mm? als Funktion der Zeit. Um das durch gleichzeitig stattfindende Decar-
boxylierung entstehende CO, zu binden, enthielt der Seitenansatz der Reaktionsgefisse
Kalilauge. Substrat- und Fermentlésung wurden vor dem Austemperieren zusammen in
das Hauptgefiass pipettiert. Die ersten 10 Minuten des Oxydationsvorganges konnten
manometrisch nicht erfasst werden. Es handelt sich demnach bei unseren Bestimmungen
um Relativ-Werte.

Bei jeder Versuchsreihe wurde durch Blindansdtze der Sauerstoffverbrauch der
Fermentlosung allein (Angatz ohne Substrat) kontrolliert. Dies ist besonders bei den Ver-
suchen mit Frischfleisch-Homogenat unumgéanglich, da dessen Kigenatmung oft hoch ist.

Um Zufallsresultate auszuschliessen, wurden bei fast allen Messungen mindestens
zwei Geféasse fiir den gleichen Ansatz verwendet. Nur wenn die Ergebnisse dieser Parallel-
versuche sich innerhalb der apparativ bedingten Fehlergrenzen deckten, fand die Messung
Beriicksichtigung.

Versuchsanordnung:

im Hauptgefass a) 2 ml Fermentrohextrakt oder 2 ml Frischfleisch-Homogenat;
b) 2 ml 0,067-m. Phosphatpuffer, pH 7,7, welcher — sofern es sich nicht
um einen Blindansatz handelt — enthilt:
bei den ersten Versuchen 10 mg Substrat,
bei den spiteren Versuchen das Substrat in Y/, molarer Konzentration,
im Seitenansatz 7 Tropfen 40-proz. Kalilauge,
im Gasraum Luft,
Temperatur 38,0°,
Schliessen der Hahnen nach 10 Minuten.

Da der verwendete Phosphatpuffer die freien Iminosduren nicht véllig abzupuffern
vermochte, haben wir diese als Alkalisalze eingewogen, und zwar die Sidure I meist als
Na-Salz, die Saure II und III als K-Salz. Die Herstellung dieser Salze geschah durch
Titration der wisserigen Lésung der Sauren mit NaOH resp. KOH bis zum pH 7,7 (+ 0,2).

Im folgenden begntigen wir uns, einige typische Versuche wiederzugeben, méchten
jedoch darauf hinweisen, dass zahlreiche weitere, gleichsinnige Resultate vorliegen.

Die verwendeten Iminosiuren werden in den Tabellen mit den untenstehenden Ab-
kiirzungen bezeichnet:

Saure I rac. = o,o’-Imino-propionséure-bernsteinsiure, racemiscl, dargestellt aus
DL-Asparaginsdure und d,!-Brom-propionsiure.

Saure I part. == a,0-Imino-propionsiure-L-bernsteinsiure, partiell racemisch, dar-
gestellt aus L-Asparaginsdure und d,!-Brom-propionsiure.

Sgure II rac. = o,o’-Imino-propionsaure-glutarsiure, racemisch, dargestellt aus
DL-Glutaminsdure und d,l-«-Brom-propionsiure.

Saute IT part. = w,a’-Imino-propionsiure-L-glutarsiure, partiell racemisch, dar-

gestellt aus L-Glutaminsidure und d,l-z-Brom-propionséiure,



Séure IT part. iso
Saure I1I rac.

Ssure ITI part.
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o,&’-Imino-L-propionsiure-DL-glutarsiure, dargestellt aus L-Ala-

nin-athylester und DL-a-Brom-glutarsiure-dimethylester.

o, -Imino-bernsteinsiure-glutarsiure, racemisch, dargestellt aus
DL-Asparaginsiure und d,l-o-Brom-glutarsiure.
o,a’-Imino-L-bernsteinsaure-glutarsiure, partiell racemisch, dar-

gestellt aus L-Asparaginsgure und d,!-«-Brom-glutarsiure.

Diprop. S. == a,a’-Imino-dipropionsédure, racemisch.
Prop. Cap. S. = o,a’-Imino-propionsiure-L-isocapronsiure.
2. Dehydrierungen mit Iminosaureoxydase aus Frischfleisch-Homogenat:
Rindsleber.
Zeit Blindversuche Saure 1 pL-Alanin
rac. 10 mg 10 mg
0’ 0 0 0 0 0 0 0 0
107 9 7 8 7 9 9 17 16
20’ 21 18 20 18 19 22 37 37
30’ 29 24 27 23 23 24 49 49
45’ 40 34 37 32 29 30 66 68
60’ 48 40 47 40 36 36 82 86
75 58 50 57 50 40 42 98 103
90’ 66 58 66 59 54 53 (113 119
Schweinsniere.
Zeit Blindversuche DL-Alanin Saure 1
10 mg rac. 10 mg
0’ 0 0 0 0 0 0 0 0
10’ 6 11 9 7 38 43 10 9
20’ 12 20 17 15 79 86 16 16
30’ 18 30 23 21 | 113 120 22 22
60’ 30 42 35 35 | 205 210 30 32
75" 34 46 38 38 | 243 245 30 32
Schweinsleber.
Zeit Blind- pL-Alanin Saure I1 Saure TT1
versuche 10 mg part. 10 mg | part. 10 mg
0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 2 3 7 5 10 12 12 11
20" 6 8 17 14 24 24 27 24
30 15 17 29 27 39 40 44 40
40’ 19 23 40 37 52 54 56 52
507 25 31 51 47 66 68 70 65
60’ 30 37 60 57 75 79 80 76
70 41 47 75 70 90 93 97 91
80’ 47 56 86 82 | 102 106 | 111 105
90’ 57 66 96 91 | 114 118 |125 116
1007 67 75 1105 102 | 125 128 | 138 128
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Schweinsleber.
Zeit Blind- pL-Alanin Saure IT Séaure 111
versuche 0,05 mol. |part.0,05mol.| part.0,05mol.
0 0 0 0 0 0 0 0 0
30’ 9 8 39 41 34 31 17 21
60" 29 32 90 95 81 70 53 64
90’ 57 63 135 140 137 122 88 93
Schweinsleber.
Zeit Blind- pL-Alanin | Diprop. S. | Prop.Cap.S.
versuche 10 mg 10 mg 10 mg
0’ 0 0 Q 0 0 0 0 0
107 ~1 1 4 5 0 -1 0 0
20’ 4 4 14 15 2 2 6 4
307 12 12 28 31 10 10 14 12
40" 14 15 36 41 14 13 19 16
50’ 20 20 49 55 20 20 23 18
607 20 21 55 63 21 20 24 19
75 22 24 71 79 28 26 28 23
90’ 28 29 76 82 35 33 36 30
Rindsniere.
Zeit Blind- pL-Alanin Siaure 11 Siure IT1
versuche 0,05 mol. |rac. 0,05 mol.|rac. 0,05 mol.
0 0 0 0 0 0 0 0 0
307 2 9 31 23 8 11 12 14
60’ 8 16 53 42 20 24 28 30
90’ 14 22 71 62 31 37 43 44
1207 15 23 84 78 38 46 55 54
1507 21 28 98 94 48 59 69 68
1807 25 32 112 110 59 71 84 82
Rindsniere.
. pL-Alanin Blindyerglich Séure IT
Zeis 0,05 mol. versTthe part.0,05mol.
0’ 0 0 0 0 0 0 0 0
307 23 27 14 14 13 14 37 43
60" 49 55 27 27 24 26 74 85
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3. Dehydrierungen mit Trockenpulver-Rohextrakten:

Schweinsleber.
Zeit Blind- DpL-Alanin Sé'u;‘ ° I Saure I1IL
el versuche 0,05 mol. part. 150 e 0,05 mol.
0,05 mol.

0’ 0 1 0 0 0 0 0 0
30" 16 17 35 37 29 27 31 23
60" 38 42 83 91 73 68 76 63
90’ 55 62 127 136 120 109 129 110

1207 69 77 160 170 157 146 172 152
Schweinsleber.
Zoit Blind- pL-Alanin Saure 11
versuche 0,05 mol. |rac. 0,05 mol.

0o’ 0 0 0 0 0 0
307 11 11 32 27 14 14
60’ 26 28 63 56 39 37
90’ 42 43 93 84 62 57
120’ 56 56 113 102 84 78
150" 70 66 (130 125 {109 101
180/ 75 68 142 141 128 121

Rindsnieren-Pulver.

Zoit Blind- pL-Alanin Séure 11 Sdure 11T
versuche 10 mg part. 10 mg | part. 9 mg
0 0 0 0 0 0 0 0 0
300 | -4 -4 28 23 29 34 24 28
80" -5 -2 57 50 60 69 52 54
907 -4 0 88 78 91 103 78 81
1200 | -3 0 116 103 [120 133 |103 106
Rindsnieren-Pulver.
Zeit Blind- pr-Alanin | Diprop. S. |Prop. Cap. S.
versuche 10 mg 10 mg 10 mg
0 0 0 0 0 0 0 0 0
307 -3 -4 28 27 -4 -1 -3 -1
60" 1 -3 64 65 1 1 1 1
90/ -1 -4 80 83 2 2 2 2
1207 0 -2 120 122 4 4 3 3
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Rindsnieren-Pulver.

Zoit Blind- pL-Alanin Siure 11 Sgure 111
versuche 0,05 mol. {rac.0,05 mol.|rac. 0,05 mol.

o 0 0 0 0 0 0 0 0

307 -4 0 44 32 8 7 15 16

60" -6 0 79 63 15 16 29 30

90’ -5 1 111 89 22 24 42 43

1207 -2 3 | 141 118 30 33 56 56

Rindsnieren-Trockenpulver.
Zeit Blind- pL-Alanin Si‘xutre' I Saure I1T
el versuche 0,05 mol. Part. 180 q6. 0,05 mol.
0,05 mol.

o’ 0 1 0 1 0 0 0 0

307 0 1 41 43 22 21 31 33

60’ 1 1 79 84 37 35 64 67

907 0 1 (119 123 55 54 [ 102 106

1207 1 1 164 170 70 68 | 149 154

Rindsnieren-Pulver. Schweinsleber-Pulver.
Zoit Blind- |pr-Alanin Saure 1 Zeit Blind- |pr-Alanin Saure 1
’ vers. |0,05 mol. |part.0,05mol. vers. [0,05 mol. |part.0,05mol.

o 0 0 0 0 0’ 0 0 0 0
10’ -2 13 1 2 10 0 8 0 1
207 -2 30 3 7 207 -1 15 1 2
307 -5 42 1 5 307 -3 20 0 1
40’ -8 58 -1 2 40’ -2 25 -2 1
50 -7 68 1 5 507 0 34 0 3
60’ -8 80 -3 1 607 -2 38 -2 0

Schweinsleber-Pulver, ohne Aminosduren-dehydrasen (braunlich).

Zeit Saure 111 Saure 11T Blind- Siure 1
rac. 0,05 mol. |part.0,05mol.| versuche |part.0,05mol.

0’ 0 0 0 0 0 0 0 0
10’ 2 4 22 16 0 -1 -3 0
207 6 9 41 31 1 -1 -3 2
307 9 11 53 42 1 -1 -3 3
507 16 19 81 66 3 0 -3 4
70 20 24 104 84 3 1 -3 3
90’ 27 29 123 106 4 2 -2 4
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g) Ammoniak- Bestimmungen.

1. Vorbereitung der Messungen. Gleiche Volumen Substrat- und Ferment-
Losung, dazu ein Tropfen Toluol zur Sterilhaltung, wurden in einen Erlenmeyer pipettiert
und iiber Nacht im Brutschrank bei 37—389 stehengelassen. Beide Losungen waren genau
8o bereitet, wie diejenigen fiir die Oxydationsversuche am Warburg-Apparat. Die Sub-
stratlgsung war immer 0,05 molar, so dass die Mischlésung die Iminosiduren oder das
Alanin in 1/,, molarer Konzentration enthielt.

Durch eine gleichzeitig angesetzte manometrische Messung kontrollierten wir das
Oxydationsvermégen des in Verwendung kommenden Rohextraktes auf die angesetzten
Substrate.

Am nichsten Morgen wurden die Ammoniak-Bestimmungen aller Ansitze der Ver-
suchsreihe moglichst kurz hintereinander vorgenommen.

2. Die Messmethode. Wir verwendeten zu diesen Bestimmungen die Apparatur
von Parnas-Wagner, arbeiteten aber, wie Foreman') und spéater auch Raynaud?) empfoh-
len haben, in moglichst konz, alkoholischer Losung, um einer Neubildung von Ammoniak
wahrend der Wasserdampfdestillation entgegenzuwirken. Die gleichzeitig angesetzten
Blindversuche lieferten denn auch nur unbedeutende, sehr konstante Blindwerte, welche
jeweils von den ermittelten Ammoniakmengen in Abzug gebracht worden sind.

3 ml der zu priiffenden Lésung wurden mit 12 ml Alkohol und einem Tropfen Thy-
molphtalein versetzt und mit Kalilauge genau bis zum Farbumschlag alkalisiert. Das Ge-
misch fiillten wir in den Kolben der Parnas-Apparatur ein und spiilten mit Alkohol nach.
Ein kriftiger Wasserdampfstrom von vier Minuten geniigt, um alles Ammoniak aberzu-
treiben. Fiir die Titration des stark alkoholischen Destillates verwendeten wir als Indikator
zwei Tropfen einer 1-proz. alkoholischen Losung von alizarinsulfosaurem Natrium.

3. Die Messergebnisse.

Rohextrakt aus . O,-Verbrauch
mg Ammoniak .
Trockenpulver Substrat . in mm? pro
- (ohne Blindwert) .

von 120 Min.
Rindsniere pL-Alanin 0,376 mg 70 mm?
Saure I, part. 0,005 mg 0 mm?
Saure 11, part. 0,138 mg 100 mm?
Rindsniere pL-Alanin 0,082 mg 30 mm?
Saure ITI, part. 0,258 mg 100 mm?
0,027 mg 90 mm?
Schweinsleber | Saure II, part. 0,228 mg 170 mm?
Saure III, part. 0,282 mg 170 mm3
Sdure I, part. 0,014 mg 0 mm?

Bei Annahme eines 100-proz. Ablaufs der Fermentreaktion berechnet sich fiir DL-
Alanin eine maximale Entwickiung von 0,637 mg Ammoniak (3/,, Millimol sind 1,275 mg,
es wird aber nur D-Alanin desaminiert).

Zusammenfassung.

Es wurden verschiedene (stereoisomere) «,o’-Imino-propionsiure-
glutarsiuren, «,a’-Imino-glutarsiure-bernsteinsduren und «,«’-Imino-
bernsteinsédure-propionsduren hergestellt und ihr Verhalten zu Fer-

1y F. W. Foremann, Biochem. J. 14, 451 (1920).
2) M. Raynaud, Bl. Soc. Chim. biol. XXX, 713 (1948).



98 HELVETICA CHIMICA ACTA.

menten, die sich in Leber und Nieren finden, untersucht. Wihrend
sich in Nieren- und Leberhomogenaten und in Extrakten aus Aceton-
Trockenpulver der genannten Organe keine Fermente nachweisen
liessen, welche o,a’-Imino-dipropionséuren, «,a’-Imino-propionsiure-
isocapronsiure, Octopin und «,«’-Imino-bernsteinséure-propionsiuren
dehydrieren, wurden a,o’-Imino-propionsidure-glutarsauren (II) und
a,o’-Imino-glutarsiure-bernsteinséiuren (III) bei Gegenwart der ge-
nannten Fermentsysteme durch Sauerstoff rasch dehydriert. Es
scheint demnach, dass zur Angreifbarkeit solcher Imino-dicarbon-
sduren durch Dehydrasen Glutaminsiure am Aufbau der Imino-
dicarbonsiure teilhaben muss. Als Folge der Hydrolyse der durch die
Hydrierung gebildeten Schiff’schen Basen und nachfolgenden Desa-
minierung der gebildeten Aminosiduren wird Ammoniak freigesetzt,
dessen Menge dem Sauerstoffverbrauch, d. h. der Dehydrierung par-
allel geht.

Zirich, Chemisches Institut der Universitit.

10. Sur la bromuration de sels d’argent d’acides organiques
dans le trichloréthyléne

par M. Stoll et A. Rouvé.
(12 V 1943)1).

La dégradation de sels d’argent d’acides organiques par le
brome a fait I'objet de différentes études?). L’utilisation de cette
méthode pour la préparation d’acides o-bromés a été spécialement
étudiée par H. & C. Hunsdiecker®). Ces auteurs indiquent, pour les
monoesters des acides dicarboniques supérieurs, des rendements de
65 4 809, de la théorie. Pour arriver & ces résultats, ils préconisent
I’emploi de dissolvants stables vis-a-vis du brome, tels que CCl,,CS,,

ete.:
1)  RCOOAg+Br, — RCOOBr+AgBr — RBr+C0,

En reprenant cette réaction, nous avons fait la constatation tres
curieuse que de tous les dissolvants étudiés, précisément celui qui
n’était pas stable vis-a-vis du brome donnait les meilleurs rende-
ments. Ainsi les rendements moyens obtenus pour la bromuration du
sel d’argent du monoester thapsique dans le tétrachlorure de carbone

1) Date de dépdt du pli cacheté, ouvert par la rédaction le 19 XII 1950 & la demande
du déposant, la Maison Firmenich & Cte, succrs de Chuit, Naef & Cie, Genéve,

2) Pour l’énumération chronologique de ces études, voir K. Ziegler, A, 551, 37 (1942).

3) B. 75, 291 (1942).





