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‘Aus wilirigen Losungen von Zn(NOs), und zwei Moldquivalenten
Kalium-L-hydrogenglutamat - K(1.-GluH) entsteht .Zink-bis-L-
hydrogenglutamat Zn(L-GuH), als in Wasser schwerlsliches Pén-
tahydrat. Beim Erhitzen von ZnO mit der entsprechenden Merige
L-Glutaminsiure bildet sich dagegen das isomere Zink-bis-L-
pyrogiutamat-dihydrat Zn(L-pGlu){H,0),. Diese unerwartet
leichte Cyclisierungsreaktion ist in den NMR-Spektren erkenn-
bar. Die Kristallstrukturanalyse durch Rontgenbeugung zeigt dis-
_krete' Molekiile mit kristallographischer C-Symmetrie, in denen
vierfach  koordiniertes Zink von zwei Wassermolekiilen
[Zn—04 =1.988(2). A] und zwei Pyroglutamat-Anionen [mit
Kontakten zu jé einem. Carboxylat-Sauerstoffatom Zn-O1 =

11.929(1) A] gebunden ist. Die Molekiile sind ber zahireiche

Wasserstoffbriicken miteinander verkniipft; an denen mit Aus-

‘nahme von Ot:alle Sauerstoﬁatome (02, 03, O4) und die NH- -

__Gruppe bete:hgt sind. .

Zink ist ein biologisch bedeutsames Spurenelement”. In
den letzten Jahren wurden mehrere zinkhaltige Proteine ent-
deckt und durch Zink(lI)-lonen aktivierte Enzyme identifi-
ziert, darunter Carboanhydrasen®, Carboxypeptidasen?
und Dehydrogenasen?. Die Bindung des Zinks erfolgt dabei
in der Regel an die freien Carboxylat-Funktionen der Ami-
nosduren. Unter letzteren féllt deshalb speziell der L-Aspa-
ragin- und L-Glutaminsiure, den wichtigsten Aminodicar-
bonsduren der Natur, eine spezielle Rolle zu. Die komplex-
bildende Wirkung dieser beiden Aminosduren gegeniiber
Metallen ist generell von groBem Interesse”, da die zuge-
horigen Gleichgewichte bei zahlreichen Transport- und
Ubertragungsprozessen von zentraler Bedeutung sind.
Metall-L-aspartate und -L-glutamate sind deshalb in groBer
Variationsbreite als Pharmaka im Handel.

Zink(II) bildet mit 1-Asparaginsdure (H,Asp) und L-Glu-
taminsdure (H,Glu) in alkalischem Medium die Komplexe
ZnAsp und ZnGlu, deren Kristallstrukturen bekannt
sind®”. Thre Konstitution gleicht der der analogen Komple-
xe des Magnesiums® oder Mangans(Il)® sowie weiterer Bei-
spiele dieser Rejhe”. Uber die Natur der in neutralem oder
saurem Medium vorliegenden Komplexe!® ist noch wenig
bekannt. Lediglich die Struktur des sauren 1-Aspartat-chlo-
rids Zn(HAsp)Cl wurde bestimmt, in dem das Zink-Atom
erstmals tetrakoordiniert und mit diskretem Zn—Cl-Kon-
takt vorliegt '),

In Fortsetzung einschldgiger Bemiihungen®>' haben wir
versucht, auch Struktur und Eigenschaften von Zn(HAsp),
und Zn(HGlu), zu bestimmen bzw. weiterzustudieren”, um
Informationen iiber den ganzen biologisch relevanten pH-
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Zinc(ID) Bls-upyroglummate through Cychzanon of i-Glutamic
Acid in the Presence of Zinc Oxide ,

From aqueous solutions of Zn(NO;), and two mol-equivalents of
potassium L-hydrogenglutamate K(1-GluH) the water-insoluble
zinc bis-L-hydrogenglutamate Zn{L-GluH), is precipitated as pen-
tahydrate, Heating of aqueous solutions of L-glutamic acid in the
presence of ZnO, however, affords the isomeric zinc bis-L-pyro-
glutamate dihydrate Zn(L-pGlu)(H;O);. This unexpected cycli-

_ zation is easily recognized in the NMR spectra: The X-ray crystal

structure analysis of the product shows discrete molecules of cry-
stallographnc C; symmetry with tetracoordmate zinc atoms sur-
rounded by two’ water molecules [Zn—04 = 1.988(2) A1 and
two L-pyroglutamate anions [each connected through one of the
carboxylate oxygen atoms at a distance Zn—O1 = 1.929(1) A}.
The molecules are linked by a network of hydrogen bonds, where,
except for O1, all oxygen atoms and the NH group are involved.

Bereich zu erhalten. Dabei sind wir {iberraschend auf die
zugehorigen Salze der wasserdrmeren Pyroglutaminsdure (L-
2-Pyrrolidon-5-carbonsiure) gestoBen, woriiber hier berich-
tet wird. L-Pyroglutaminsiure entsteht u.a. beim trockenen
Erhitzen von L-Glutaminsiure oberhalb 180°C'? oder
durch langes Erhitzen in saurer wilriger Losung sowie
durch (teilweise metallkatalysierte) Cyclisierung von Deri-
vaten dieser Siure!”. Im Gegensatz zu den wohlschmecken-
den und zur Vergiitung von Speisen verwendeten L-Gluta-
maten besitzen Pyroglutamate einen bitteren Geschmack,
so daf ihre Bildung auch fiir die Lebensmittelchemie von
Bedeutung ist. Zink{II)-bis-L-pyroglutamat ist frither aus
ZnCO; und freier L-Pyroglutaminsiure erhalten worden ',
Aus Analysen wurde bereits geschlossen, dafl ein Dihydrat
vorliegt, iber dessen Struktur aber keine Aussagen gemacht
werden konnten.

Ergebnisse und Diskussion

Mit dem Ziel der Darstellung von Zn(HGlu), wurde eine
wiBrige Suspension von Zinkoxid mit der doppeltmolaren
Menge L-Glutaminsdure 24 h zum Sieden erhitzt. Der pH-
Wert sank dabei von 8.5 auf 7.0 ab, und das Reaktionsge-
misch wurde klar. Das "H-NMR-Spektrum dieser Lésungen
war nicht mit dem Vorliegen eines Metall-glutamats verein-
bar, sondern zeigte die Bildung einer neuen Species an. Die
daraufhin unternommene zeitliche Verfolgung der Reaktion
mit Hilfe der NMR-Spektroskopie ergab, daB in der Tat
eine rasch fortschreitende Cyclisierung der Glutamat- zu
Pyroglutamat-Anionen eintritt, bis nach 24 h (96°C) nur
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noch letztere vorhanden sind. Aus der Losung 1dBt sich das
Produkt nach Einengen in groBen transparenten farblosen
Kristallen gewinnen, die analytisch als Dihydrat identifiziert
werden konnen. Die berechnete Summenformel wiirde
jedoch auch fiir das erwartete Zn(GluH), in wasserfreier
Form gelten, so daB eine eindeutige Strukturbestimmung
durch Réntgenbeugung notwendig wurde (s.u.).

ZnO + 2 r-GluH, — H,0 + Zn(L-GluH),
A

ZH(L-pGlu)z(Hzo)z
Glu = Glutamat
pGlu = Pyroglutamat

2 K(-GluH) + Zn(NO;), — 2 KNO; + Zn{L-GluH),(H,0)s

Neben diesen strukturanalytischen Arbeiten wurde zum
Vergleich auch das isomere Zn(L-GluH), auf einem anderen
und schonenderen Wege gezielt hergestellt. Wir wihlten
dazu die Umsetzung von Kalium-1-hydrogenglutamat
K(HGIu) mit Zinknitrat im Molverhéltnis 2:1. Bei dieser
Reaktion fillt das gesuchte Produkt direkt in reiner Form
als Pentahydrat aus.

Die Loslichkeit des Zink-bis-L-hydrogenglutamat-penta-
hydrats in Wasser betrdgt nur 0.016 mol/l und ist damit
wesentlich geringer als die des Zink(II)-bis-L-pyroglutamats
(0.3 mol/l). Diese Schwerloslichkeit ist schon frither festge-
stellt worden®,

Nach NMR-Studien ist Zn(L-pGlu), in wiBriger Losung
im pH-Bereich 0.7—7.8 stabil und wird von siedendem

Tab. 1. 'H- und *C{'"H}-NMR-Spektren von Zn(L-pGlu), und 'H-

Vergleichwerte fiir Zn(L-GluH), {In D,O bei 25°C, & rel. Natrium-

3-(trimethylsilyl)-1-propansulfonat bzw. Dioxan, umgerechnet auf

TMS, in ppm, J in Hz; das 'H-Spektrum des Pyroglutamats wurde

Computer-simuliert; das Glutamat ist zu schwerldslich und ergibt
nur schlecht aufgeldste Spektren]

H
1
‘HON
. s £\
Zn[OC{O)CH(NH,)C2H,C2H,CO, ], [ Zn{OC(0)Cx 2€0],
Xf ﬁ!
SN S\
2H *H *H *H
§H1 3,73, m §H1 4.21 JH1H2 5.9
§H2/2' 2.71, m §H2  2.50 JHIHS 8.8
§H3/3' 2.40, m §H3  2.40 JH2H3 7.8
SH4  2.40 JHZH4 8.0
(Léslichkeit flir '3C-Spek- §H5  2.06 JH2H5 ~-15.0

trum nicht ausreichend) © JH3HS 9.0
JH3H4 ~15.0
JH4HS 7.8

6C2/6 177.1/178.6

6C3 26.6
éC4 22.2
8C5 §5.0
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Wasser nicht hydrolysiert. Der pH-Wert seiner Losungen
betrdgt 5.05. Der Vergleichswert fiir das Bis-hydrogenglu-
tamat betrdgt 5.21, ist also recht dhnlich.

Die 'H- und C-NMR-Spektren [Solvens DO, rel.
Natrium-3-(trimethylsilyl)-1-propansulfonat bzw. Dioxan]
des aus ZnO und GluH, erhaltenen Produkts bestitigen das
ausschlieBliche Vorliegen von Pyroglutamat-lonen. Die
Chemischen Verschiebungen und Kopplungsmuster ent-
sprechen den Erwartungen®. Die IR-Spektren sind durch
die V(NH)-Absorption bei 3290 und die v(C =O)-Absorpti-
onen bei 1582 und 1656 cm~' gekennzeichnet.

Die NMR- und IR-Parameter des Produkts aus K(GluH)
und Zn(NOs), sind davon deutlich verschieden, so daB eine
Identifizierung der Komponenten auch in Mischungen ohne
weiteres moglich ist (Tab. 1).

Kristall- und Molekiilstruktur von Zn(L-pGlu),(H,0),

Die Rontgenstrukturanalyse weist tatsdchlich zwei liber
ihre Carboxylat-Sauerstoffatome O1 an das Zink-Atom
gebundene L-Pyroglutamat-Anionen nach (Abb. 1). Zusam-

‘men mit zwei Wassermolekiilen ergibt sich am Metall eine

verzerrt tetraedrische Koordinationssphére. Die diskreten
Molekiile besitzen kristallographische C,-Symmetrie. Der
von den beiden Wassermolekiilen (O4 und O4) am Zink-
Atom eingeschlossene Bindungswinkel ist kleiner als der
zwischen den beiden Pyroglutamat-Sauerstoffatomen O1
und O1’, was sicherlich den unterschiedlichen Raumbedarf
der Liganden widerspiegelt (Tab.2). Die Zn—O(pGlu)-
Abstinde sind mit Zn—O1 = 1.929(1) A deutlich kiirzer
als die Zn— O(H,0)-Abstinde mit Zn—04 = 1.988(2) A,
aber vergleichbar mit den Metall-Carboxylat-Abstdnden in
Zn(AspH)Cl mit ebenfalls tetraedrisch koordiniertem Zink-
Atom', Linger sind dagegen die Zn —O(Glu)-Abstinde in
Zn{Glu) - (H,0), mit oktaedrisch koordiniertem Zink-Atom,
wo Kontakte zwischen 2.030 und 2106 A gefunden
werden”. Die feste Carboxylat-Koordination in Zn(r-
pGlu),(H,0), wird auch aus den verglichen mit C1 —O2 lan-
gen Abstinden C1—-O1 offenbar.

Im Kristall kommt es-zur Ausbildung starker intermole-
kularer Wasserstoffbriicken zwischen den Wassermolekiilen

Abb. 1. Struktur von Zn(L-pGlu)y(H,0), im Kristall. Die Blickrich-

tung ist anndhernd entlang der zweizihligen Drehachse. (ORTEP,

die Schwingungsellipsoide umschreiben 50% Aufenthaltswahr-
scheinlichkeit, H-Atome mit willkiirlichen Radien)
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und den nicht koordinierten O-Atomen der pGlu-Ligan-
den. Schliefllich bildet auch noch das N-stindige H-Atom
eine solche Bindung zu O2 aus, dic allerdings — aus den
grofieren Abstinden zu schlieBen - etwas schwacher ist
(Tab. 3).

Tab. 2. Abstinde (A) und Winkel (°) in der Struktur von Zn(L-
pGlu),(H,0), mit Standardabweichungen in Einheiten der letzten
signifikanten Stelle in Klammern

N —- 01 1.929(1) IN -~ 04 1.988(2)
01 -- C1 1.276(2) 02 --C1 1.240(3)
a3 -- c3 1.237(3) N --c2 1.459(3)
N  --C5 1.338(3) €1 -- €2 1,514(3)
c2 - c3 1.549(3) €3 -- C4 1.525(3)
ca --cs 1.508(3)

01 -ZN -04 108.6¢1) ZIN -01 -C1 114.9¢1)
01 ~ZN -D1 131,8(1) 04 -IN -04 ?8.5(1)
c2 -N -CS 114.2¢2) g1 -c1  -02 123.9(2)
0t -c1 -c2 113.4¢2) 02 -Ct -c2 122.6(2)
N  -C2 ~C1 113.3¢2) N -Cc2 -C3 102.9¢2)
€1 -cz2 -c3 110.8(2) c2 -c3 -ca 105.2(2)
€3 -c4 -C% 104.2¢(2) 03 -cs  -N 125.5(2)
03 -CcS ~Ca 124.9(2) N -C5 -Ca 109.6¢2)

Tab. 3. Wasserstoff-Briickenbindungen (Abstinde in A) im Kristall
von Zn(L-pGilu),(H,0),

A B [ A~-B B-C A-C
04 -- HO1 ---- 03 (-x,y-1,~z~1) 0.78(4) 1.85 2.61
04 —— HO2 ---- 02 (x,y-1,z} 0.93(4) 1.85 2.74
N -- Hl - 02 (-x,y,~2z-1) 0.92(3) 2.13 3.03

Unsere Arbeiten wurden in dankenswerter Weise unterstiitzt von
der  Deutschen Forschungsgemeinschaft (Leibniz-Programm) und
vom Fonds der Chemischen Industrie. Herrn Dr. J. Helbig, Wiss.
Abt. der Verla-Pharm GmbH. KG, Tutzing, danken wir fiir hilf-
reiche Diskussionen, Herrn J. Riede fiir die Erstellung des kristal-
lographischen Datensatzes und der Alexander-von-Humboldt-Stif-
tung fir die Gewédhrung eines Stipendiums (D.L. W.).

Experimenteller Teil

"Die Untersuchungen wurden in reinem, vollstindig entsalztem
Wasser durchgefiihrt. Die Reagenzien hatten p.a. Qualitdt. — pH-
Messungen: pH-Meter der Fa. Knick, EinstabmeBketten der Fa.
Ingold. — NMR-Spektren: Spektrometer Jeol FX 60 und CX
270. ~ FElementaranalysen: Mikroanalytisches Laboratorium des
Instituts, Standardmethoden.

Zink(II)-bis-L-pyroglutamat-dihydrat: Eine Suspension von
14.7 g L-Glutaminséure (0.10 mol) in 60 ml Wasser wird auf 60°C
erwarmt und portionsweise mit 4.07 g Zinkoxid (0.05 mol) versetzt.
Die Reaktionsmischung wird anschlieBend 24 h unter RiickfluB

erhitzt und heif filtriert. Man 148t auf Raumtemp. abkiihlen. Nach’
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Einengen i. Vak. auf 2/3 des Volumens tritt beim Stehenlassen Kri-
stallisation ein. Zundchst fallen 7.0 g eines farblosen Kristallisats
vom Schmp. 168°C an. Weiteres Finengen der Mutterlauge crgibt
weitere 3.5 g (Gesamtausb. 65%). Die Substanz 13st sich zu 0.3 mol/
1in Wasser und zeigt darin pH 5.05. — IR (KBr): 3290 cm ~!(vNH);
1656, 1582 (vC=0).
CyoHsN,OgZn (357.6) Ber. C 33.59 H 451 N 7.81 O 35.79
Gef. C 33.57 H4.71 N 7.84 O 36.05

Zink(11}-bis-L-hydrogenglutamat-pentahydrat: Zu einer Losung
von 2.03 g Kalium-L-hydrogenglutamat (10 mmol) in 50 m| Wasser
gibt man tropfenweise eine Losung von 130 mg Zink(II)-nitrat-
tetrahydrat (5.0 mmol) in S ml Wasser. Es fillt sofort ein farbloser
feinkristalliner Niederschlag aus, der iber ein Glasfilter abgetrennt
und kurz im Hochvak. getrocknet wird. Die Substanz 15st sich zu
0.016 mol/l in Wasser und zeigt darin pH 5.21. Thr Schmelzpunkt
liegt oberhalb 200°C. — IR (KBr): 3100—2500 cm™!, br. (vOH,
vNH); 1583 (vC=0).

C1oHN,O3Zn (447.7) Ber. .C 2683 H 5.85 N 6.26
Gef. C26.19 H 5.69 N 6.23

Tab. 4. Atomkoordinaten und dquivalente isotrope Temperatur-
faktoren fiir Zn(L-pGlu),(H,O), (Uyq = (U, U,Us)'", wobei U; die
Eigenwerte der Uj;-Matrix sind)

ATOM X/A Y/B Z/C Uleq.)
ZN 0.0000 0.0000 0.0000 0.023
0ol 0.0964( 1) 0.1336¢( 3) -0.1056( 2) 0.030
02 ~0.0081( 1) 0.3605( 3) -0.2450( 2) 0.032
03 0.1541( 1) 0.8889( 3) -0.5404( 2) 0.035
04 -0.0669( 1) ~0.2200{ 3) -0.1617( 2} 0.034
N 0.1183( 1) 0.54585( 3) -0.4331( 2) 0.026
Cl 0.0714¢ 1) 0.2922( 4) -0.2114( 3) 0.022
Cc2 0.1458( 2} 0.3937( 4) -0.2911(.3) 0.024
c3 0.2078¢ 2) 0.5506( 4) -0.1632( 3) 0.029
Ca 0.2323( 2) 0.7517( 4) -0.2686( 3) ' 0.026
Cc5 0.1641( 2) 0.7412( 4) -0.4286( 3) 0.026

Rontgenstrukturanalyse von Zn(L-pGlu),( H,0),: Enraf-Nonius-
CAD4-Diffraktometer, Mo-K,-Strahlung, A = 0.71069 A, Graphit-
Monochromator, T = 23°C. Kristalldaten: CioH{(N,OZn, M, =
357.62, monoklin, Raumgruppe C,, a = 14.853(1), b = 5.899(1),
c= 19371) A, B = 9829(1)°, V = 6882 A% Z = 2, D, =
1.726 gcm 3, p(Mo-K,) = 18.6 cm™!, F(000) = 368. Von 1555
gemessenen Reflexen verblieben nach Lp-Korrektur und Mitteln
dquivalenter Daten (R;,, = 0.01) 1499 unabhéingige Strukturfak-
toren, die fir alle weiteren Rechnungen verwendet wurden (©®/2@-
Scan, Aw = 09 + 0.35 tan @, (sin®/A)mex = 0.637 A~', hkl-
Bereich: +19, +8, +11). Die Daten wurden empirisch fiir Absorp-
tion korrigiert (rel. Transmission: 0.88 — 1.00, KristallgroBe: 0.25 x
0.25 x 0.4 mm?®). Strukturldsung durch automatisierte Patterson-
Methoden (SHELXS-86)'%; R(R,) = 0.018 (0.022), w = 1/c? (F,)
fir 127 verfeinerte Parameter (anisotrop, H-Atome isotrop,
SHELX-76'"). Die Verfeinerung des inversen Koordinatensatzes
ergab R(R,) = 0.051 (0.060). Die Restelektronendichte zcigte keine
Besonderheiten: Agg, (max/min) = 0.37/—0.63 ¢/A3. Tab. 4 enthilt
die- Atomkoordinaten. Weitere Kristallstrukturdaten wurden
hinterlegt '®. '
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CAS-Registry-Nummern

Zn(L-pGluH),(H,0);: 114614-15-2 / L-GluH: 56-86-0 / Zn(L-Glu),:
34992-53-5
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