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Hydrogénation directe de Ueucarvone en tétrahydro-eucarvone. 9,0 g d’eucarvone,
25 em? d’alcool, 1 g de nickel de Raney, agités dans I’hydrogéne & 20° et sous 729 mm,
ont absorbé en 105 minutes 2980 em® H, (calculé 2950 ¢cm?) dont 509, en 48 min.; 75,
en 72 min. et 90%, en 96 minutes. Le produit, distillé, était homogeéne et possédait sensible-
ment les mémes caractéres physiques que la préparation précédente:

. 420 . 120
B, 5 = 44—45% d3° = 0,9064; nfy — 1,4556.

RESUME.

L’hydrogénation de l’eucarvone, en solution alcoolique, a 20°
et a la pression atmosphérique, au contact du nickel de Faney, con-
duit, dans une premiére étape, & la cétone a-éthénique: la g-dihydro-
eucarvone de Wallach. I’hydrogénation se poursuit, apres 'accomplis-
sement de cette premieére étape et dans les mémes conditions, sans
différence sensible de la vitesse de réaction, et livre la tétrahydro-
eucarvone.

Laboratoires de Recherches de L. Givaudan & Cie, S. A.
Vernier-Geneve.

45. Eine einfache enzymatische Methode zur Herstellung
von D- und L-Methionin

von M. Brenner und V. Kocher.

(27. XIL. 48.)

Die L-Komponente des DL-Methionin-isopropylesters wird durch
Pankreatinpraparate teils verseift und teils in schwerldsliche Kon-
densationsprodukte umgewandelt!). Der mengenméssige Anteil der
letzteren am Gesamtreaktionsprodukt hingt von der Qualitit des an-
gewandten Fermentes ab. Er ldsst sich zugunsten der Bildung von
freiem L-Methionin auf ein Minimum reduzieren. Die D-Komponente
des Esters wird durch das Ferment nicht merklich veridndert. Sie
lagst sich leicht vom L-Methionin abtrennen und zum bn-Methionin
verseifen.

Wir haben diese Reaktion zur priparativen Herstellung von
D- und L-Methionin herangezogen. Sie liefert die Antipoden in Roh-
ausbeuten von 80—909%, (bezogen auf angewandten racemischen
Ester). Der Racemisierungsgrad der Rohprodukte betrigt etwa 109%,.
Thre Reinigung erfolgt nach der beim Tryptophan erprobten ,,Nasylat-

1) M. Brenner und V. Kocher, Exper. 4, 73 (1948).
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methode**1). Man erhéilt die reinen Antipoden in Ausbeuten von
40—509, (bezogen auf angewandtes DL-Methionin).

Das verwendete Fermentpriparat ist cin technisches Pankreas-
Enzym der Firma J. K. Geigy AG., Basel?). Es kann durch ,,Difco-
Trypsin 1:250¢%), ,,Difco-Pangestin 1: 75¢3), , Pankreatin Hoch-
konzentrat, roh* (Schweiz. Ferment AG., Busel) und andere Handels-
produkte ersetzt werden, welche sich in ihrer Wirkung auf die Ver-
seifung des L-Esters beschrinken. Die giinstigsten Reuaktionsbedin-
gungen sind jeweilen durch Vorversuche zu ermitteln.

An Stelle des Isopropylesters kénnen auech andere Kster, z.B.
der n-Butyl-, i-Butyl-, n-Propyl- oder Athylester der fermentativen
Verseifung unterworfen werden. Wir haben den Isopropyvlester ge-
wihlt, weil er weniger zu spontanen Verinderungen neigt als die
Ester der primiren niedermolekularen Alkohole*) und eine hervor-
ragende Affinitdt zum Ferment besitzt.

Die vorliegende Methode liefert b- und L-Methionin in ungefihr gleichen Mengen.
Die ,,unnatiirliche** D-Form interessiert aber im allgemeinen weniger als die ..natiirliche™
L-Form. Es gelang nun, den bei der Gewinnung von t-Methionin anfallenden p-Ester
mit guter Ausbeute vollstandig zu racemisieren und auf diese Weise wieder verwendungs-
fahig zu machen. Die Racemisierung erfolgt bei 100—130° in (legenwart katalytischer
Mengen von Natriumisopropylat und CO, (evtl. auch CS,). Es ist hierbei notwendig, dass
das Natrium in bezug auf das CO, in einem stéchiometrischen Uherschuss vorhanden ist.
Versuche zur Abklirung dieser intevessanten Reaktion sind im Gange?).

Wir danken der J. R. Geigy AG. in Basel fir dic Unterstiitzung dieser Arbeit und
Herra H. R. Rickenbacher fir seine Hilfe bei der Durchfithrung einiger Versuche.

Experimenteller Teil,

Die Schmelzpunkte wurden auf dem Kofler-Block bestimmt und sind korrigiert.
Fehlergrenze 4 29,

I. pL-Methionin-isopropylester.

Man séttigt ein Gemisch von 100 g pL-Methionin und 500 ¢m? absolutem Isopropyl-
alkohol mit trockenem HCI-Gas, kocht 30 Minuten am Riickfluss und entfernt den Alkohol
im Vakuum (Bad 50—60°). Der Prozess wird nach Zusatz von 500 ¢cm? frischem Isopropyl-
alkohol wiederholt. Der Riickstand wird mit einem Spatel aufgelockert, mit 200 cm?
Wasser und 500 cm? Ather iibergossen, das Gemisch auf —10°® abgekiihlt und unter kraf-
tigem Riihren und stindiger Kithlung mit 25-proz. wisscrigem Ammoniak eben schwach
phenolphtaleinalkalisch gestellt. Eine entstandene Fallung wird abfiltriert, mit Ather
gewaschen und verworfen. Man trennt das Filtrat im Scheidetrichter, extrahiert die
wisserige Phase nach Sittigung mit NaCl mehrmals mit frischem Ather, trocknet die

1) M. Brenner, E. Sailer und V. Kocher, Helv. 31, 1908 (1948).

%) ,,Enzymhochkonzentrat’ mit einer Aktivitit von ca. 35000 ,.(¢igy-Kinheiten™
pro kg. Das Produkt ist uns von der Firma Geigg in {reundlicher Weise zuy Verfiigung
gestellt worden.

8) Difco Laboratories, Inc., Detroit, Michigan.

1) Versuche der Herren K. Menzt und W. Thomuer im hiesigen Laboratorium; vgl.
ferner dbderhalden und Suzuki, Z. physiol. Ch. 176, 101 (1928},

®) Vgl. eine spaterc Abhandlung.
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vereinigten Atherlésungen und destilliert. Ausbeute 112 g Ester (87%), Kp- 11nm 127—
129°, Eine Probe wurde ein zweites Mal destilliert und die Mittelfraktion analysiert:
4,142 mg Subst. gaben 7,690 mg CO, und 3,378 mg H,O
C,;H,;0,NS (191,28) Ber. C 50,23 H 8,969  Gef. C 50,66 H 9,139
Dichte: O = 1,0289

II. Charakterisierung der Methionin-Nasylate.

Die Salze krystallisieren aus der heissen Losung von 1 mMol Methionin und 1,2 mMol
Naphtalin-f-sulfosdure in 1,2 cm?® 1-n. Salzsiure (kratzen!). Reinigung durch Umkry-
stallisieren aus der drei- bis vier-fachen Menge Wasser. Zur Analyse wird im Hochvakuum
bei 60—80° getrocknet.

DL-Salz: Schmelzpunkt von intakten Krystallen: 187—190°
Schmelzpunkt von zerriebenen Krystallen: 176—185°
3,779 mg Subst. gaben 6,953 mg CO, und 1,852 mg H,0
C;H,ONS, (357,43) Ber. C 50,40 H 5,36%  Gef. C 50,21 H 5,487

D-Salz: Schmelzpunkt von intakten Krystallen: 203—205°
Schmelzpunkt von zerriebenen Krystallen: 181—191°
Mischprobe mit DL-Salz (zerriebemn): 150—176°

4,014 mg Subst. gaben 7,369 mg CO, und 1,920 mg H,0
CHgONS, (357,43) Ber. C 50,40 H 5,36%  Gef. C 50,10 H 5,359
[a]})g"-’ =—-15,6° 4 0,2° (¢ = 5 in trockenem Methylcellosolve)

L-Salz: Es zeigt dieselben Schmelzpunkte wie das D-Salz und denselben Drehwert
mit umgekehrtem Vorzeichen.

III. Herstellung von p- und L-Methionin.

Das crwihnte technische Pankreasenzym der Firma J. R. Geigy AG., mit dem die
vorliegenden Versuche durchgefiihrt worden sind, kann direkt, d. h. in Substanz oder in
Form eines wisserigen Auszuges, verwendet werden. Eine Reinigung durch Umféllen
mit Ammonsulfat ist jedoch empfehlenswert. 30 g ,,Enzymhochkonzentrat’® werden
wihrend einiger Stunden mit 150 cm?® kaltem Wasser digeriert und der Extrakt durch
Filtration oder auf der Zentrifuge geklart. Man versetzt die Losung (140 cm3) portionen-
weise unter Riithren mit insgesamt 95 ¢ Ammonsulfat, dekantiert die resultierende Ferment-
suspension von ungeldstem Ammonsulfat ab und filtriert durch eine grosse Nutsche. Das
zuriickbleibende Ferment wird zweimal mit gesattigter Ammonsulfatlésung gewaschen,
scharf abgesaugt, im Vakuum tiber Schwefelséure getrocknet und gemahlen. Ausbeutc 4 g.
Das gereinigte Produkt wird im folgenden kurz als ,,Ferment bezeichnet. Es ist monate-
lang haltbar.

100 g pr-Methionin-isopropylester werden mit der Losung von 2 g ,,Ferment* in
100 cm?® Wasser versetzt und in einem mit Natronkalk-Rohr versehenen Geféss unter
langsamem Riihren bei 20° sich selbst iiberlassen. Das Reaktionsgemisch erstarrt im
Verlauf einiger Stunden (Rihrer abstellen). Nach insgesamt 48 Stunden — ein Kontroll-
versuch ohne Ferment bleibt wihrend dieser Zeit unverindert — werden 260 cm?® Ather-
Alkohol (1: 1) zugesetzt und wéihrend 3—4 Stunden mit der Reaktionsmasse verriihrt.
Man saugt durch cine gerdumige Nutsche vorsichtig ab, deckt den Riickstand in mehreren
Portionen mit insgesamt 130 em3 Ather-Alkohol (1 : 1) und schliesslich mit 70 em® Ather.
Das Produkt wird im Vakuum vom Ather befreit, gemahlen und im Soaleth-Apparat
nochmals iiber Nacht mit Ather extrahiert. Trockengewicht 36 g. Ausbeute an rohem
r-Methionin nach Abzug von 2 g Fermentsubstanz: 34 g (87% der Theorie). Simtliche
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Alkohol-Ather- und Atherlésungen werden vereinigt und im Vakuum cingeengt. Der
olige Riickstand enthalt p-Ester, etwas Wasser und geringe Mengen noch nicht naher
untersuchter Umwandlungsprodukte des 1-Esters. Das Ol wird deshalb vor der Destil-
lation nochmals in 250 cm3 Ather aufgenommen, von nunmehr ausfallenden Realtions-
produkten abfiltriert, von abgeschiedenem Wasser abgetrennt und iiber Natriumsulfat
getrocknet. Durch Destillation erhélt man 40g p-Ester, IXp. 11y, 126-—128°, [x]gj =+ 7,64°
(unverdiinnt)?).

D-Methionin.

60 g p-Methionin-isopropylester werden zur Verscifung mit 420 ¢m? 2-n. Salzsaure
2 Stunden am Riickfluss gekocht. Zur heissen Losung fiigt man 90 ¢ Naphtalin-f-sulfo-
siure-trihydrat, 1ost die Sulfosiure durch kurzes Aufkochen, impft moglichst heiss mit
etwas reinem D-Methionin-nasylat an und ldsst vor rascher Abkihlung geschiitzt iber
Nacht erkalten. Der resultierende Krystallkuchen wird auf einer Nutsche ausgepresst,
so dass die Mutterlauge sofort abfliessen kann, und schliesslich mit Eiswasser gewaschen.
Eine nochmalige Krystallisation aus der 3-fachen Menge Wasser (heiss impfen) liefert
praktisch reines, konstant drehendes D-Methionin-nasvlat. Ausheute lufttrocken 73 g
(65% bezogen auf verseiften p-Ester). Zur Gewinnung des freien Methionins werden 70 g
Nasylat in einer Lésung von 26,5 cm® Didthylamin in 700 em? 96-proz. Alkohol suspen-
diert. Man rithrt 31, Stunden bei Zimmertemperatur und filtricrt die freigesetzte, in
Alkohol unlosliche Aminosdure ab. Sie. wird auf der Nutsche mit Alkohol gewaschen
und hierauf nochmals in 250 cm? 96-proz. Alkohol suspendiert. Nach 3-stiindigem Riithren
wird wiederum abgesaugt, mit Alkohol gewaschen und getrocknet. Ausheute fast quanti-
tativ. Zur Analyse und Drehung wird das praktisch schon reine Produkt aus 66-proz.
Alkohol umkrystallisiert und eine Probe wihrend 2 Stunden bei 70¢ im Hochvakuum
getrocknet. Ausbeute 22 g p-Methionin.

3,239 mg Subst. gaben 4,80 mg CO, und 2,20 mg H,0

3,124 mg Subst. gaben 0,271 em3 N, (28% 743 min)
C,H,,0,NS  Ber. C 40,23 H 7,43 N 9,39%
(149,15) Gef. ,, 40,44 ,, 7,60 ,, 9.629%
[a]h"® =~ 23,4° + 0,4° (¢ = 5 in 6-n. H()
(]} =-20,80 + 0,5° (c = 1,2 in 0,20-n. HCY)

Die hochste von uns gemessene spezifische Drehung betragt

[«]}75 = — 23,80 + 0,4° (c = 5 in 6-n. H(I)

Das betreffende, aus 66-proz. Alkohol krystallisierte und im Hochvakuum bei 80°
getrocknete, analysenreine Priaparat war aus eincmn {iber mechrere Krystallisationen
hinweg konstant drehenden Nasylat bereitet worden. K. Vogler und F. Hunziker?) er-
hielten bei der Spaltung des DL-Methioning mit Brucin nach Windus und Marvel?) n-
Methionin mit der spezifischen Drehung

(a5 = —24,1° £ 0,5° (c = 2,304 in 6,3-n. H(1)
Windus und Marcel geben an3)

[of) = —21,18° £ 0,5° (c = 0,80 in 0,2001-n. HCH).

1) Die Drehung des Esters kann um mehr als 1" sinken, wenn er Spuren von Feuch-
tigkeit enthilt. Zum Trocknen wird er in der 4-fachen M. nge absolutem Ather gelost,
mit 25% gebranntem Kalk iiber Nacht auf der Maschine geschiittelt und destilliert.

%) Helv. 30, 2013 (1947).

3) Am. Soc. 53, 3490 (1931).
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L-Methionin.

Man behandelt 36 g rohes r-Methionin mit 540 cm? kochendem Wasser, filtriert
heiss von unléslichen Anteilen ab (3,6 g), versetzt das Filtrat mit dem gleichen Volumen
konz. Salzsdure (d = 1,19), kocht zur Hydrolyse von vorhandenen Peptiden iiber Nacht
am Riickfluss und verdampft im Vakuum zur Trockene. Der Riickstand wird in 100 em?
Wasser gelost, die dunkelgefarbte Losung mit 7 g shurebehandelter Kohle wahrend 10 Mi-
nuten kochend geriihrt und heiss filtriert. Man verdiinnt das nur noch schwach gefarbte
Filtrat (+ Waschwasser) mit Wasser auf ein Volumen von 290 cm3, versetzt es heiss mit
58 g Naphtalin-f-sulfosdure-trihydrat, 16st kochend und lisst nach erfolgtem Animpfen
wie beim pD-Methionin angegeben erkalten). Ausbeute 50 g Nasylat (58 % bezogen auf rohes
L-Methionin). Zur weitercn Reinigung werden insgesamt 76 g Nasylat (aus 2 Ansétzen)
ein zweites Mal aus der 3-fachen Menge Wasser umkrystallisiert (heiss impfen). Ausbeute
71 g (93%) praktisch reines L-Salz. Dic Zerlegung des Salzes (vgl. oben) liefert 28 g L-
Methionin. Eine Probe wird zur Analyse und Drehung aus 66-proz. Alkohol umkrystalli-
siert und bei 80° im Hochvakuum getrocknet.

4,397 mg Subst. gaben 6,520 mg CO, und 2,870 mg H,0
3,175 mg Subst. gaben 0,274 em?3 N, (27° 743 mm)
C,H,;0,NS  Ber. C 40,23 H 743 N 9,399,
(149,15) Gef. ,, 40,46 ,, 7,31 ,, 9,609%
[olfy =+23,40 4 0,4° (c = 5 in 6.n. HCI)
[l = +21,0° + 0,5 (¢ = 1,2 in 0,20-n. HCI)

Dic Analysen wurden im Mikroanalytischen Laboratorium der Org.-chem. Anstalt
der Universitit Basel ausgefiihrt.

Zusammenfassung.

Racemischer Methionin-isopropylester wird dureh geeignete pro-
teinasehaltige Priparate aus dem Pankreas ,,asymmetrisch® ver-
seift. Es wird gezeigt, wie sich diese Reaktion unter Verwendung
von technisch gebrduchlichen Pankreatinpriaparaten zur Zerlegung des
synthetischen Methionins in seine optisch aktiven Formen heran-
ziehen Idsst.

Universitit Basel, Anstalt fir organische Chemie.

1) Das folgende, einfachere Vorgehen fiihrt oft zum selben Ziel: Rohmethionin mit
7-facher Menge 1-n. HCl aufkochen, erkaltete Suspension filtrieren, Filtrat heiss mit
Naphtalin-§-sulfosdure versetzen und impfen.



