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Uber den Karnosingehalt der Saugetier-
muskeln

von

Marie Mauthner.

Ausgefiihrt unter Leitung des a. §. Professors Otto v. Fiirth im Physiologischen
Institute der Wiener Universitit.

(Vorgelegt in der Sitzung am 8. Mirz 1913.)

L. Einleitung.

Unter den Extraktivstoffen des Sdugetiermuskels bean-
sprucht das von Gulewitsch im Jahre 1900 entdeckte
Karnosin! ein besonderes Interesse. Diese mit dem von
Kutscher aus dem Fleischextrakt isolierten Ignotin? allem
Anscheine nach identische Substanz ist eine Base von der
Zusammensetzung C,H,,N,0,3, welche als ein aus Histidin
und Alanin zusammengesetztes Dipeptid* gedeutet worden
ist. Aus den neuesten Beobachtungen von Gulewitsch st

1 Zeitschrift fiir physiol. Chemie, 30, 565 (1900). — Ber. der Deutschen
chem. Ges., 33, 1902 (1900).

2 Zentralblatt fiir Physiol., 19, 504 —508 (1905). — Zeitschrift fiir
Unters. von Nahr.- und Genufimitt., 70, 528—537 (1905). — Gulewitsch,
»Uber die Identitit des Ignotin mit dem Karnosine. Zeitschrift fiir physiol.
Chemie, 50, 204—208 (1906/07): vergl. ibid. 57, 258—260 (1907); 51, 545
(1907); 52, 527 (1907). — Zeitschrift fir Unters. von Nahr.- und Genufimitt.,
11, 582,

3 Zentralblatt fiir Physiol., 79, 504—508 (1905)

4{Gulewitsch, >Uber die Bildung des Histidins bei der Spaltung des
Karnosin«, Zeitschrift fiir physiol. Chemie, 50, 535—587 (1906/07).
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weiterhin zu entnehmen, daf§ das Alanin, welches mit dem
Histidin nach der Gleichung

CeHyN,0, + C;H,NO, —H,0 = CyH,,N,O,

Histidin Alanin Karnosin

zusammentritt, angeblich nicht das typische a-Alanin CH,.
CHNH, . COOH, vielmehr das $-Alanin CH,NH,.CH,.
COOH istt. :

Angesichts des Umstandes, da im allgemeinen nur
a-Aminoséduren beim Aufbau physiologisch bedeutsamer Sub-
stanzen beteiligt sind, erscheint das Auftreten des §-Alanins
bei der Karnosinspaltung einigermafien iiberraschend. Dasselbe
wird aber verstdndlicher, wenn man sich vergegenwirtigt, dafl
das B-Alanin? durch CO,-Abspaltung aus der Asparaginsdure her-
geleitet werden kann:

CO,H
|
I

CH.NH, CH, . NH,
| —C0,—CH,

C|H2 CO,H

CO,H

Was die Eigenschaften® des Karnosins betrifft, ist das-
selbe eine basische, durch Phosphorwolframsidure und durch
viele andere Basenféallungsmittel fdllbare Substanz, deren Iso-
lierung auf dem Umstande beruht, dafi dieselbe nicht mit
AgNO, direkt?, wohl aber auf weiteren Zusatz von
Ba(OH), zur silberhdltigen Losung ausfilit.

Nach Zerlegung des Silberniederschlages mit H,S und
Neutralisation mit HNO, krystallisiert das ziemlich leicht 18s-

1 Gulewitsch: »Uber die Konstitution des Karnosins«. Zeitschrift fir
physiol. Chemie, 73, 434446, 1911.

2 Vergl. O. v. Fiirth, Probleme der physiol. und pathol. Chem., 1, 35
(1912).

8 Demjanowski, Zeitschrift fiir physiol. Chemie, 80, 212 (1912).

4 Gulewitsch, Zeitschrift fiir physiol. Chemie, 30, 569 (1900).
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liche Karnosinnitrat?! in strahligen Nadeln aus. Zum Nach-
weise des Karnosins kann auBler einer Kupferverbindung
desselben? eine Farbenreaktion dienen, welche das Karnosin
mit Diazobenzolsulfosdure gibt und welche Reaktion der
im Molekiile des Karnosins enthaltenen Histidinkomponente
zuzuschreiben ist.

Was die physiologische Bedeutung des Karnosins betrifft,
steht dasselbe unter den N-haltigen Muskelextraktivstoffen
sicherlich im Vordergrunde. Bei Untersuchungen, die Kkiirzlich
von Otto v. Fiirth und Karl Schwarz tiber die N-Verteilung
im Muskelextrakte ausgefiihrt worden sind, stelite es sich
heraus, dafi in der Skelettmuskulatur des Pferdes etwa ein
Drittel des Extrdktiv-N auf Kreatin und Kreatinin und ein
Drittel auf die Karnosinfraktion entfilit, wahrend alle anderen
Bestandteile. zusammengenommen nur das letzte Drittel des
Muskelextrakt-N ausmachen. Wiahrend man frither gewohnt
war, den Purinkdrpern den ersten Rang unter den N-hiltigen
Extraktivstoffen des Muskels einzurdumen, hat es sich heraus-
gestellt, dafl dieselben der Menge nach hinter der Karnosin-
fraktion weit zuriickstehen.

100 g feuchten Skelettmuskels enthalten nach Firth und
Schwarz?: 0105 bis 0-117 ¢ Karnosin-N,

100 ¢ Herzmuskel: 0-086 bis 0-109 ¢ Karnosin-N,

100 g Rindfleisch nach Skworzow#: 0-069 bis 0-12¢
Karnosin-N,

100 g quergestreifte Skelettmuskulatur ‘nach einem #dhn-
lichen Vorgange von Buglia und Constantino?®: 0-105 g
Karnosin-N,

100 g Herzmuskel: 0-0445 ¢ Karnosin-N.

1 Gulewitsch und Amiradzibi, »Zur Kenntnis der Extraktivstoffe
der Muskeln«. Zeitschrift fiir physiol. Chemie, 30, 565 (1900). — (1911) Bio-
chemische Zeitschrift, 37, 477—481, Yoshimura.

2 Gulewitsch und Amiradzibi, I. ¢. und Ber. der Deutsch. chem.
Ges., 33, 1902 (1900).

3 0. v. Firth und C. Schwarz, Biochemische Zeitschrift, 30, 414
(1911).

4 W, Skworzow, Zeitschrift fiir physiol. Chemie, 68, 26 (1910).

5 Buglia und Constantino, »Beitrdge zur Muskelchemie«, II. Mit-
teilung. Zeitschrift fiir physiol. Chemie (1912), 81, 125.
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Angesichts der grofien physiologischen Bedeutung, welche
zweifellos dem Karnosin zukommt, ergab sich nunmehr die
Aufgabe, festzustellen, ob die Karnosinfraktion wirklich
ganz oder ihrer Hauptmenge nach aus Karnosin besteht oder
ob in derselben neben dem Karnosin noch andere N-hiltige
Substanzen enthalten sind.

Meine im nachstehenden mitgeteilten Untersuchungen,
welche eine Beantwortung dieser Fragé und die Ausarbeitung
einer exakten Methode der Karnosinbestimmung zum Gegen-
stande hatten, umfassen:

1. Versuche zur Isolierung der schwerldslichen
Kupferverbindung des Karnosins.

2. Versuche zur Bestimmung des nach Spaltung des
Karnosins auftretenden Histidins.

3. Versuche iiber die Gewinnung, analytische Zu-
sammensetzung und quantitative Bestimmung einer
aus der Karnosinfraktion darsteilbaren Pikrolonsidure-
verbindung des Karnosins.

II. Versuche zur Abscheidung einer Kupferverbindung
des Karnosins !

Da die schon krystallisierende, von Gulewitsch beschrie-
bene Kupferverbindung des Karnosins zunéchst giinstige
Bedingungen flr ¢ine quantitative Abscheidung dieses letzteren
darzubieten schien, ging ich zunédchst daran, festzustellen, ob
und in welcher Weise eine solche erzielt werden kann.

»Zur Identifizierung des Karnosins«, sagt Gulewitsch?,
»kann die Cu-Verbindung desselben die besten Dienste leisten,
da sie sich in sehr charakteristischen Krystallen ausscheidet.
Diese tiefblau gefarbten, kaum 1 mm GroSe erreichenden Kry-
stalle erscheinen unter dem Mikroskope am hidufigsten als sechs-
eckige, ganz regelméafiig ausgebildete oder verldngerte Tafeln,
die mit blau gefarbten Zystinkrystallen am besten verglichen
werden kdnnen.«

1 Gulewitsch und Amiradzibi, 1 c.
2 Zeitschrift fir physiol. Chemie, 30, 572 (1900).
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1. Es wurde zunichst aus 1/, kgfrischen Pferdefleisches eine »Phosphor-
wolframsdurefraktion« hergestellt, indem der Kochextrakt mit Phosphor-
wolframsiure gefillt und der Niederschlag in iiblicher Weise mit Baryt zerlegt
wurde. Nach Beseitigung des Barytiiberschusses mit CO, wurde die Fliissigkeit
mit Cu(OH), am Wasserbade digeriert, durch ein Heiflwassertrichter filtriert
und die blaugriine Losung eingedunstet. Es erfolgte eine reichliche Abscheidung
der charakteristischén sechsseitigen, in ihrer Krystallform dem Zystin dhn-
lichen Tifelchen der Karnosinkupferverbindung, welche leicht von der griin-
lichen Mutterlauge abgetrennt werden konnten.,

2. Bei einem weiteren Versucbe wurde ein Extrakt aus 1 kg Pferde-
fleisch durch dreimaliges Auskochen hergestellt und mit Bleiacetat gefilit. Die
kolloidale Fillung erwies sich erst nach Zusatz eines Barytiiberschusses als
filtrierbar. Nach Beseitigung des letzteren wurde eingeengt und direkt durch
Erwirmen mit Cu(OH)y die Darstellung einer Karnosin-Cu-Verbindung
versucht; doch zeigte die griinblaue Losung keinerlei Krystallisationstendenz.
Es wurde mit HyO verdiinnt, mit HCl angesduert und mit Phosphorwolframsidure
gefillt und der Niederschlag mit Ba (OH), zerlegt; nach CO,-Behandlung und
kurzem Aufkochen mit Cu (OH), wurde heiB filtriert und bei 50° eingedunstet.
Nunmehr krystallisierten reichlich schne, blaue Tifelchen in einer Ausbeute

von zirka 1 g aus.

3. 1 kg Pferdefleisch wurde dreimal mit HyO ausgekocht, der Extrakt mit
Bleiacetat gefillt, das Pb durch HyS und dieser durch einen Luftstrom ver-
trieben; die Fliissigkeit mit Phospborwolframsédure gefillt, der auf dem
Nutschfilter gesammelte Niederschlag mit phosphorwolframsédurehiltigem HyO
gewaschen, mit Ba (OH), zerlegt, der Barytiiberschuff mit CO, beseitigt, die
Fliissigkeit mit Cu(OH), (Kahlbaum) aufgekocht, eingeengt, der sich abschei-
dende Niederschlag aus NHy umkrystallisiert, wobei 058 ¢ der schin krystal-
lisierten Verbindung gewonnen wurden.

4. Um die Identitdt der blauen Krystalle mit dem Karno-
sinkupfer sicherzustellen, wurde 1kg Pferdefleisch dreimal
mit H,O ausgekocht, das Filtrat mit Phosphorwolframsédure
gefillt; der Niederschlag mit Baryt zerlegt, der Barytliiberschuf}
mit CO, beseitigt, die Flissigkeit auf 100 e eingeengt, mit
Cu(OH), aufgekocht, heiff filtriert, mit heilem H,O nach-
gewaschen und die blaue Flissigkeit im Faust’schen Ab-
dampfapparat unter Uberleitung eines kriftigen Luftstromes
bei 50° eingeengt. Die auskrystallisierende Cu-Verbindung
konnte aus NH, umkrystallisiert werden. Es resultierten so
schone, blaue, sechsseitige Krystalle, die nach Trocknung im
Vacuum folgende Zusammensetzung aufwiesen:
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a) 0-458 g Substanz: 01224 ¢ CuO, 2135/, Cu.
b) N-Bestimmung nach Kjeldahl: 0:1335 g Substanz,
17 4 em® Y/ignormale H,S0,, 0-0244 ¢ N, 18-39/,N.

Karnosinkupfer* C,H,,N,0,.Cu0O:

Berechnet Gefunden
N r— .
CU e 20799/, 21359/,
N . 1830 » 1830 «

An der Identitdt des so gewonnenen, schon krystallisierten
Kupfersalzes mit dem Karnosinkupfer kann sonach nicht
gezweifelt werden. Die Ausbeute an demselben blieb jedoch
stets weit hinter unserer Erwartung zurlick und ist die
Hoffnung, ein quantitatives Karnosinbestimmungsverfahren auf
die Abscheidung der schwerloslichen Kupferverbindung griinden
zu konnen, durch eine Reihe weiterer Versuche, welche zu
negativen Ergebnissen fiihrten, bald zunichte geworden.

5. So gelang es nicht, aus einem nach dem Vorgange von
Gulewitsch gewonnenen Prédparate von Karnosinnitrat,
welches nach Krystallform und qualitativen Reaktionen die
Eigenschaften eines solchen darbot, jedoch allerdings einen zu
niedrigen N-Gehalt zeigte, ein typisches Kupfersalz darzu-
stellen. Auch resultierte in diesem Falle auffallenderweise nach
der Kupferbehandlung keine schone blaue, sondern eine griine
Losung, ohne jede Krystallisationstendenz. Ahnlich verhielten
sich drei Karnosin-, beziehungsweise Phosphorwolframsédure-
fraktionen, welche aus einem Pferdeherzen sowie aus je 2,
beziehungsweise 3 k¢ Pferdefleisch dargestellt worden waren.
Auch alle Versuche, das Kupfersalz nach entsprechender Frak-
tionierung aus Liebig'schem Fleischextrakt zu gewinnen,
schlugen fehl, trotzdem in allen diesen Fillen die »Karnosin-
fraktion« sehr grofle Substanzmengen enthielt. Auch war der
Umstand, dafi das Losungsvermdgen fiir CuO dem N-Gehalt
der »Karnosinfraktion« so ganz und gar nicht proportional war,
viel zu augenfillig,um iibersehen werden zu kénnen. Wir konnten

1 Zeitschrift fiir physiol. Chemie, 30, 571; 73, 434 (1911).



Karnosingehalt der Saugetiermuskeln. 889

dieses Verhalten nur so deuten, dafi das Karnosin in den aus
Fleisch gewonnenen Extrakten und Fraktionen anscheinend in
verschiedenen Formen auftreten kann, wobei es naheliegend
wire, etwa an eine Anhydridbildung oder dergleichen zu
denken. Eine Aufklirung dieses Verhaltens mufl weiteren
Untersuchungen vorbehalten bleiben, doch ist es einleuchtend,
daf unter diesen Umsténden die Darstellung der Cu-Verbindung.
einstweilen unmoglich eine geeignete Grundlage zur Aus-
arbeitung eines exakten Bestimmungsverfahrens bieten konnte.

III. Versuche zur quantitativen Bestimmung des aus
der Karnosinfraktion abspaltbaren Histidins.

Da das Histidin zweifellos eine der Komponenten, welche
das Karnosin zusammensetzen, bildet, lag es nahe, zu ver-
suchen, das durch Karnosinspaltung gewonnene Histidin der
quantitativen Bestimmung zuzufihren.

1. Vorversuche.

Es gelingt auch ohne weiteres nach Sdurehydrolyse einer Karnosin-
fraktion, das dabei auftretende Histidin in Form des schwer 18slichen, schén
krystallisierenden Histidinmonopikrolonates zur Abscheidung zu
bringen. So wurde aus einigen Grammen eines nach Gulewitsch dargestellten,
jedoch nicht ganz reinen Pridparates von krystallisiertem Karnosinnitrat
{siche oben) das Karnosin durch Silberbarytfallung neuerlich abgeschieden, der
Niederschlag abgetrennt und ausgewaschen,‘ durch dreistiindiges Kochen mit
1y 1 konzentrierter HCL hydrolysiert, filtriert, das Filtrat durch Ein-
dampfen von HCl befreit, der Riickstand in HoO geldst, mit Phosphorwolfram-
sdure gefdllt und aus dem Filtrate nach dem von Kossel und seinen Mit-
arbeitern angegebenen Verfahrenl (siehe Abderhalden, Handlexikon,
Bd. 1V, p. 716 [1911]) das Histidinmonopikrolonat?) zur Abscheidung gebracht.

Nach einem #Zhnlichen Verfahren gelang es, aus einer Karnosinfraktion
aus Pferdeherz, die 100 ¢ Muskel entsprach, das krystallisierte Histidin-
pikrolonat nach der HCI-Hydrolyse zu isolieren und durch die schone
Diazoreaktion, welche, ebenso wie mit dem Histidin, auch der Pikrolon-
saureverbindung derselben eigentiimlich ist, zu identifizieren.

1 Abderhalden, Handlexikon; IV, 729 (1911).
2 Steudel, »Das Verhalten der Hexonbasen zur Pikrolonsiure«.. Zeit-
schrift flir physiol. Chemie, 44, 157 (1905).
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Bei einem weiteren Vérsuche wurde aus 3 kg Pferdefleisch die Karnosin-
fraktion, jedoch ohne Einhaltung quantitativer Kautelen, hergestellt und einer
flinfstiindigen Hydrolyse mit 250/, H,SO, unterworfen. Die Lésung wurde mit
Phosphorwolframséure gefillt, der abgetrennte Niederschlag in HyO suspendiert
und durch Zusatz von Aceton gelsst.

Die Loslichkeit des Histidinphosphorwolframates in Aceton ist von
E. Wechsler im Laboratorium Kossel's festgestellt wordenl. Die Aceton-
18sung wurde mit Barytwasser, dem Vorgange des Kossel’schen Laboratoriums
entsprechend, gefilit, das Filtrat durch COy von Ba befreit und abgedampft; der
Riickstand mit wenig H,O aufgenommen und daraus Histidinpikrolonat in einer
Ausbeute von 45 g gewonnen.

2. Bestimmung des aus Liebig’schem Fleischextrakt abspalt-
baren Histidins.

100 g Liebig’s Fleischextrakt wurden in HyO gelost und mit 200/, Blei-
acetatldsung ausgefillt. Die Fliissigkeit wurde mit HyS entbleit, auf 1/, 7 ein-
geengt, dann mit soviel HySO, versetzt, dal die Konzentration 259], betrug
und nun sechs Stunden lang unter RiickfluBkiihlung gekocht. Sodann wurde die
H,S0, durch Zusatz von gepulvertem Atzbaryt und von Barytwasser bis zur
schwach sauren Reaktion beseitigt, durch Abdampfen mit MgO von NHy
befreit, mit Ba (OH)y alkalisch gemacht, mit COy gesiittigt, auf 300 cm? eingeengt
und mit HNOz schwach angesiduert; nunmehr wurde dic Ausfillung des
Histidins mit AgNOgy und Ba(OH), nach Kossel's Vorschriften vorgenommen,
der Silberhistidinniederschlag mit HyS zerlegt, mit siedendem HoO vollstindig
erschopft, die Fliissigkeit mit einem Uberschusse von Baryt versetzt und dieser
mit COy beseitigt, das Filtrat auf 500 ¢m? aufgefiillt. Die N-Bestimmung in einem
aliquoten Teile der Fliissigkeit ergab fiir die Gesamtheit derselben einen Gehall
von 1-075 g Histidin-N, was 1433 g Karnosin-N entspricht. Bringt man fiir
100 ¢ Fleischextrakt einen Gesamt-N-Gehalt von 8580/, in Rechnung?, so ergibt
sich, dafi von demselben 16°70/; auf Karnosin entfallen. Nach den Bestim-
mungen von Otto v. Fiirth und Karl Schwarz entfillt dagegen vom Extrakt-N
frisch bereiteten Fleischextraktes 30 bis 369/, auf den Karnosin-N, also
wesentlich mehr; doch wird man zu beriicksichtigen haben, daff beim Auf-
arbeiten von kleinen Fleischmengen, wie dies bei den quantitativen Bestim-
mungen von Fiirth und Schwarz der Fall war, Verluste weit eher vermieden
werden konnen als bei der Verarbeitung einer so grofien Quantitit, wie es
immerhin 100 g Fleischextrakt darstellt. Meine Ausbeute kann daher in diesem
Falle nur als Minimalwert gedeutet werden.

1 E. Wechsler, Phys. Inst., Heidelberg: » Zur Technik der PWS-Féllung«.
Zeitschrift fiir physiol. Chemie, 73, 138 (1911).

2 Ko6nig, Chemie der Nabrungs- und Genufimittel, II. Auflage
(1903), 23.
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3. Histidinbestimmung in Karnosinfraktionen aus frischem
Pferdefleisch.

Auf Grund der in den im Vorstehenden mitgeteilten Ver-
suchen gesammelten Erfahrungen gingen wir nun daran, in
moglichst exakter Weise festzustellen, ein wie grofier Bruchteil
der nach dem Verfahren von Otto v.Flirth und Karl Schwarz
aus frischem Pferdefleische gewonnenen Karnosinfraktion tat-
sdchlich auf Karnosin als solches und wieviel auf beigemengte
Substanzen entfilit.

Darstellung der Karnosinfraktion.

Es wurde zu diesem Zwecke aus je 3 kg frischen Pferde-
fleisches die Karnosinfraktion in der Weise dargestelit, daff der
Kochextrakt unter Anwendung der von Gulewitsch und Krim-
berg, beziehungsweise Kutscher empfohlenen Prinzipien von
den durch Bleiacetat und AgNO, bei saurer Reaktion féllbaren
Substanzen befreit wurde. Zum Filtrate wurden weitere Mengen
AgNO, hinzugefligt, bis eine Probe der Fliissigkeit mit Ba(OH),
gemischt durch Auftreten einer dunklen Féllung das Vor-
handensein eines Silberiiberschusses verriet. Schliellich wurde
durch Zusatz eines Uberschusses von Ba(OH), das Karnosin
ausgefillt, der Karnosinsilberniederschlag mit H,S zerlegt, die
Flissigkeit auf ein bestimmtes Volumen gebracht und mit
einem aliquoten Teil derselben der N-Gehalt nach Kjeldahl
ermittelt. In einem Falle, wo alle die zahlreichen Prozeduren
mit moglichster Vermeidung von Verlusten durchgefiihrt und
insbesondere auch die Silberbarytfillung in moglichst ersché-
pfender Weise mit H,S zersetzt worden war (der Ag,S-Nieder-
schlag wurde viermal mit H,O verrieben und immer wieder mit
H,S behandelt), gelang es, eine Karnosinfraktion zu gewinnen,
deren N-Gehalt je 1 k¢ frischen Muskelfleisches entsprechend
0:949¢ N betrug, welcher Wert den Ausbeuten von Fiirth
und Schwarz (105 bis 1-17 ¢ N fiir 1 k¢ Muskel) nahe-
kommt.

a) HCl-Spaltung der Karnosinfraktion: 1/, I einer
Karnosinfraktion, 0- 1668 g N enthaltend, wurde mit /37 rau-
chender HC! drei Stunden lang unter Riickflukiihlung gekocht,
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sodann in einer Schale am Wasserbade zur Trockene gedampft.
Der Riickstand wurde in heiflem Barytwasser geldst, der Baryt-
iiberschufl mit CO, beseitigt, das Filtrat stark eingeengt und
mit der (der theoretisch moglichen Maximalausbeute an Histidin
entsprechenden) Pikrolonsduremenge. versetzt. Beim Einengen
am Wasserbade fiel ein gelber Niederschlag aus, der aus /3!
siedendem H,O umkrystallisiert wurde. Beim Erkalten schied
sich das Pikrolonat krystallinisch ab; dasselbe wurde auf einem
gewogenen Filter gesammelt, das Filtrat auf ein geringes
Volumen eingeengt, die beim Erkalten erfolgende Krystalli-
sation mit der ersten vereinigt und gewogen. Die gefundene
Ausbeute an Monopikrolonat betrug

1-119 g, also
89-74 9/, der theoretisch berechneten
Ausbeute (1-247 g).

b) Ein weiterer Versuch, analog dem friiheren, jedoch mit einer erheblich
N-reicheren Karnosinfraktion (0-949 N), entsprechend 1 kg Fleisch, ergab eine
Ausbeute von 4'954 ¢ Histidinmonopikrolonat, was 0662 g Karnosin-N ent-
spricht (berechnet nach derRelation: x:4-954 =Karnosin-N (56): Monopikrolonat
[419]). Dies kommt 69770/, der theoretischen Ausbeute gleich,

¢) H,50,-Spaltung der Karnosinfraktion. In einem
Parallelversuche wurde 1/, ! einer Karnosinfraktion (0-1668 g
N enthaltend) mit der Abweichung verarbeitet, dafi die Spaltung,
statt mit HCl, mit H,SO, vorgenommen wurde.

Zu diesem Zwecke wurde die Flissigkeit mit 150 g kon-
zentrierter H,SO, versetzt und das Volumen auf 600 cw’
ergdnzt. Nun wurde finf Stunden lang unter Riickflufkiihlung
am Sandbade gekocht, die H,SO, mit gepulvertem Atzbaryt
und schlieBlich der Rest mit Barytwasser, der Barytiiberschuf}
mit CO, beseitigt. Der volumindse Niederschlag wurde sorg-
faltig mit heiBem Wasser ausgelaugt und aus der stark ein-
geengten Fliissigkeit das Pikrolonat wie oben abgeschieden.
Das Gewicht der gelben Krystallmasse, die sich bei mikro-
skopischer Untersuchung als durchaus homogen erwies, betrug
in diesem Falle 1:°033¢ Monopikrolonat, was 82-859/, der
theoretischen Ausbeute (1248 g) entspricht.
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Der Vergleich mit einem aus kiuflichem Histidinhydrochlorid (Schuchardt)
dargestellten Histidinpikrolonate ergab eine vollkommene Ubereinstimmung
mit dem aus frischem Pferdefleisch wie aus Liebig’s Extrakt gewonnenen
Priparat. (Uberdies haben wir noch einen Kontrollversuch durchgefiihrt, bei dem
die verwendete Pikrolonsduremenge in Alkohol geldst, zu siedendem Wasser
zugesetzt und die Lésung eingeengt wurde; bei welchem Versuche wir uns
iiberzeugen konnten, daff unter den Konzentrationsverhiltnissen und den Bedin-
gungen, welche bei unseren Versuchen praktisch in Betracht kommen, eine
Beimengung von krystallisierter Pikrolonsdure zum Histidinpikrolonat nicht zu
befiirchten ist.)

Aus den mitgeteilten Versuchen ist zu ersehen, dafl die
Karnosinfraktionen tatsdchlich allem Anscheine nach in‘ihrer
Hauptmenge aus Karnosin oder einer demselben nahestehenden
Substanz bestanden, insoferne es nach Hydrolyse derselben
gelungen ist, vier Fiinftel und mehr der theoretischen Histidin-
ausbeute nach dem besten bisher zur Verfligung stehenden
Histidinbestimmungsverfahren, ndmlich dem Pikrolonséure-
verfahren Kossel’s, daraus zu gewinnen.

IV. Gewinnung eines Karnosinpikrolonates.

Darstellung einer pikrolonsauren Verbindung des Karnosins,

Der Umstand, daf§ die Pikrolonsédure? befdhigt ist, sich mit
vielen Substanzen basischer Natur zu schwerldslichen Verbin-
dungen zu vereinigen, legte es nahe, zu versuchen, ob es nicht
etwa gelingt, das Karnosin direkt aus der »Karnosinfraktion«
mit Hilfe dieses Reagens in schwerldslicher Form abzuscheiden
und einer quantitativen Bestimmung zugénglich zu machen.

a) Eine Karnosinfraktion, 1:479 ¢ N enthaltend (dies entspricht 5°9 ¢
Karnosin), war in der oben besprochenen Weise dargestellt worden; nun wurde
soviel Pikrolonsiure, als die Bildung eines Monopikrolonates erforderte, id est
zirka 7 g, in alkoholischer Losung zugesetzt. Beim Einengen der Fliissigkeit
schied sich eine gelbe Krystallmasse ab. Der Zersetzungspunkt der Krystalle
betrug 202 bis 207°, nach Umkrystallisieren 209°. Die Anwesenheit des
Karnosins, beziehungsweise des Histidinkomplexes in der Verbindung verrit
sich durch die schone Diazoreaktion mit Diazobenzosulfosdure, welche die-
selbe unter den von Pauli beschriebenen Modalitdten in #hnlicher Weise wie

1 Stendel, »Das Verhalten der Hexonbasen zur Pikrolonsdure«. Zeit-
schrift fiir physiol. Chemie, 37, 219 (1902/3).
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das Histidin gibtl. Nach Abtrennung der Krystallmasse schieden sich aus der
Mutterlauge auf weiteren Pikrolonsdurezusatz noch Krystalle ab. Die vereinigten
Krystallisationen, aus HyO umkrystallisiert und im Vakuum gétrocknet, ergaben
eine Ausbeute von 9-73 g. )

Die theoretische Ausbeute an Karnosinmonopikrolonat hitte unter der
Voraussetzung, dafl aller in der Karnosinfraktion enthaltene N wirklich Karnosin
gewesen wire, 12°8 g betragen miissen.

b) Ein analoger Versuch wurde mit einer Karnosinfraktion mit einem
N-Gehalt von 0-5685, entsprechend 2°27 g Karnosin, angestellt.

Die Bildung eines Monopikrolonates wiirde die Addition von 2-7 ¢
Pikrolonsdure erfordern. Dieses Quantum wurde in Alkohol gelst und zu der
300 cm3 betragenden Fliissigkeit gegeben; die sich beim Einengen abschei-
dende Krystallmasse wurde abgetrennt, die Mutterlauge mit einem weiteren
Gramm Pikrolonsiure versetzt und eingeengt. Die Ausbeute betrug in diesem
Falle 4 g.

¢) Da wir auf Grund der weiter unten mitgeteilten Analysen
zu der Annahme berechtigt waren, dafl sich das Karnosin aus
seiner Losung jedoch nicht in Form eines Monopikrolonates,
sondern als Natriumsalz eines Karnosindipikrolonates
abscheidet, haben wir in weiteren Versuchen, um eine quanti-
tative Karnosinfdllung zu erzielen, den Pikrolonsédurezusatz je
einem Karnosinmolekiile entsprechend mit zwei Molekiilen
Pikrolonsdure bemessen.

Eine Karnosinfraktion, 0+0947 ¢ N enthaltend (entspricht
0-38¢ Karnosin), wurde portionenweise mit 0-95g Pikrolon-
sdure versetzt. (Ein Dipikrolonat wiirde einen Zusatz von
0-89¢ Pikrolonsdure erfordern.) Das Gewicht der Krystall-
abscheidung betrug in diesem Falle 1-069 der Pikrolonsiure-
verbindung, was als Mononatriumkarnosindipikrolonat ge-
rechnet eine Ausbeute von 81:3 9/, bedeutet (0°0771 g
Karnosin-N).

Um uns jedoch die Gewilheit zu verschaffen, daf tat-
séchlich die Hauptmenge des Karnosins in diesem Falle durch
die Pikrolonsdure zur Abscheidung gelangt war, wurde die
letzte Mutterlauge mit HCl angesduert und solange mit Ather
ausgeschiittelt, als der Ather noch gefirbte Substanz aufnahm.
Da die Pikrolonsdure im Ather leicht 18slich, die basischen
Substanzen der Karnosinfraktion jedoch durchwegs in salz-

1 H. Pauli, Zeitschrift fiir physiol. Chemie, 42, 516 (1904).
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saurem Ather unldslich sind, konnte eine Trennung derselben
von der Pikrolonsdure erzielt werden.

Eine N-Bestimmung ergab, daB nach Beseitigung der
Pikrolonsdure noch 0-0198 ¢ N im Filtrate enthalten war, was
20-89/, des N der Karnosinfraktion entspricht. Die Summe der
beiden N-Fraktionen, in welche die Karnosinfraktion durch das
Pikrolonsdureverfahren aufgeteilt worden war, betrdgt sonach:

durch Pikrolonséure féllbargr Karnosin-N.0-0771 g = 81-39%,

» » nicht fallbarer N-Rest.0-0198 g == 20-8Y/,
: 0-0969g = 102-19,
Urspriingliches Ausgangsmaterial N .. ... 0-0947 ¢

Die Ubereinstimmung ist also eine sehr befriedigende und
es ergibt sich im Einklang mit der quantitativen Bestimmung des
aus den Karnosinfraktionen durch Hydrolyse abspaltbaren
Histidins, dal etwa vier Flinftel des in der Karnosinfraktion
enthaltenen N auf Karnosin als solches oder eine demselben
nahestehende Substanz bezogen werden diirfen.

d) Eine Karnosinfraktion, enthaltend 0-36 ¢ N, wurde mit
4-59 g Pikrolonsaure in alkoholischer Losung versetzt und die
Krystallmasse durch einmaliges Umkrystallisieren von auf dem
Filter zurtickbleibendem, schwerltslichem Baryumpikrolonat
befreit.

Die Ausbeute betrug nach dem Umkrystallisieren 4-505 g.

Es entspricht dies einem Gehalte an Karnosin-N =
0325 = 90-369/,. '

In der Mutterlauge fand sich nach Beseitigung der Pikro-
lonsiure durch Ausschiitteln mit Ather nach Sdurezusatz noch
0-0355¢ N, was 989, des Gesamt-N der Karnosinfraktion
entspricht.

Die Ausbeute an Karnosin-N ...0-325g = 90-36%,
» » » Rest-N ....... 0:036g—= 9-80%,

0-361g=100-16%/
Urspriingliches Ausgangsmaterial 0360 g = 1009/,

Die Ausbeute ist also auch in diesem Falle eine quanti-
tative. Ich bemerke noch, dafi die Diazoreaktion uns dariiber
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vergewissert hat, daff nach Abtrennung des durch Pikrolonséure
fallbaren Karnosins in den Mutterlaugen keine oder hdchstens
minimale Spuren einer mit dem Diazoreagens sich fdrbenden
Substanz vorhanden waren.

V. Analyse der Karnosinpikrolonsdureverbindung.

Das bei den oben angeflihrten Versuchen und auch aus
anderen Karnosinfraktionen erhaltene Material wurde dazu
beniitzt, um die analytische Zusammmensetzung der Karnosin-
pikrolonsdureverbindung festzustellen.

Ich bringe in Erinnerung, daffi die Darstellung der
»Karnosinfraktionen« in der Art erfolgte, daB der Koch-
extrakt aus frischen Pferdemuskeln, nach Beseitigung der mit
neutralem Bleiacetat sowie mit AgNO, bei saurer Reaktion fill-
baren Substanzen, mit AgNO, unter Barytzusatz ausgefilit und
der Niederschlag mit H,S zerlegt wurde. Da die Karnosinfrak-
tionen sich vielfach barythéltig erwiesen, die Karnosinpikrolon-
siureverbindung jedoch als Natriumsalz zur Abscheidung
gelangen solite, empfiehlt es sich unter allen Umstdnden, das
Baryt durch einen kieinen Uberschufi von H,SO, aus der
Karnosinfraktion zu entfernen und sodann die Fliissigkeit mit
Natronlauge zu neutralisieren. Nachdem in einem aliquoten
Teile der Fllussigkeit der N-Gehalt ermitteit worden ist, wird
die derart berechnete Pikrolonsduremenge, dafi zu je einem
Molekll Karnosin zwei Molekiile Pikrolonsdure hinzugefligt
werden, in Alkohol geldst, zur heifien Lésung hinzugefiigt,
worauf je nach Konzentrationsverhiltnissen sich eine Triibung
bildet oder ein Niederschlag ausfillt. Durch Einengen am
Wasserbad wird eine vollstindige Abscheidung der schwer
1oslichen Verbindung erzielt. Die Krystallmasse wird durch
Umkrystallisieren aus heifiem Wasser, wobei harzige Massen
ungeldst bleiben, gereinigt und das Umkrystallisieren in
gleicher Weise noch zweimal wiederholt. Man erhilt so die
Verbindung in Form intensiv gelb gefdrbter, aus spiefligen,
sehr kleinen, mikroskopischen Krystallen zusammengesetzte
Krystalldrusen, welche bei r}likroskopischer Untersuchung
durchaus einheitlichen Charakter zeigen. Es gelangten zwei
gesondert dargestellte Priparate zur Analyse.
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Verbrennungen.

Da das Préparat zum Verpuffen neigt, mufiten die Ver-
brennungen sehr langsam und vorsichtig geleitet werden.

Bei der CO,-Bestimmung mufite der vom Natrium in der
Gestalt von Na,CO, gebundene C berticksichtigt werden?®.

Praparat I, enthdlt 3-489/, Na.

a....... 0-1878 ¢S 0-295 g COq 0-0625 ¢ HyO
43760/, C 370, H
b)ovinit. 0-1810 ¢S 02871 g COy 0-0769 ¢ HyO
44-170/, C 4720/, H
eviian 0-2056 ¢S 0-3218 g CO,
43520/, C
d) N-Bestimmung nach Dumas:
0-2885 ¢S 563 cm3 N
7510 mm iber Kalilauge gem.
7410 mm entsprechend ........ 22°090/y N
(18-5°)
¢) Na-Bestimmung als NagCOq:
01666 ¢ S 0+0136 g NayCOy
3:540/; Na

f) als NaySO,:
0-1100 g S gab nach Veraschung und Abrauchen der Asche mit HySO, in der
Muffel 0-0131 g NagSOy
. 3-860/, Na
&) als NagSO,.
Die Substanz wurde erst mit (NHy),S, dann mit einigen Tropfen HNOj,
schlieflich mit HySO, in der Muffel abgeraucht.
0-2292 ¢S 0:0216 g NagSO,
3:050/, Na

Préparat I, theoretisch berechneter Na-Gehalt 2-96%,.

) JU 02986 ¢ S 04783 g CO, 0-0988 g HyO
44460/, C 3+680/, H
Bvennn. 01372 45 0-04948 g H,0
4000/, H.

1 Hans Meyer, Analyse und Konst. org. Verb., II. Auflage, 283.
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Ubersicht:
Berechnet fiir Mono-
natriumkarnosin-
Préaparat [ Praparat II | Mittel dipikrolonat

CyoHggN19013Na
Theorie
C 4376 44-17 43-52 | 44-46 43-95 44-84
H 3:70 4-72 3:68 400 402 3:73
N 4 22-09 22-09 21-65
Na 3*54 3+86 3-05 3-48 2-96
C 2669 2646 26°82
i 10000 10000

|

Spaltung des Karnosinpikrolonates. ,

Da die Analysenzahlen eines Karnosinmono- und Dipikro-
lonates ziemlich nahe aneinander liegen, mufiten wir, um die
volle Uberzeugung zu gewinnen, daB sich wirklich je zwei
Molekiile Pikrolonsdure an je einem Molekiil Karnosin ange-
lagert hatten, den Nachweis erbringen, daf} tatsdchlich die
entsprechende Menge Pikrolonsdure in unserer Verbindung ent-
halten war. Der Beweis konnte in der Weise erbracht werden,
dafl wir das Karnosinpikrolonat durch konzentrierten HCI zur
Aufspaltung brachten und die frei gewordene Pikrolonsdure
nach Ausschiittelung mit Ather zur Wigung brachten.

a) 11967 ¢ viermal aus heifflem H,O umkrystallisierten
Karnosinpikrolonates wurden in 700 c#® siedendem H,O gelost,
die Losung mit HCl angesduert und nach dem Erkalten so oft-
mals mit Ather ausgeschiittelf, als derselbe noch in nachweis-
barer Menge Substanz aufnahm. Der nach Eindunsten des
Athers zuriickbleibende, aus kleinen, hellgelben Krystallen
bestehende Riickstand, der keine Spur von Diazoreaktion gab,
betrug seinem Gewichte nach 0-8394 g, was 70-19%/, des Aus-
gangsmaterials entspricht. Das Mononatriumsalz des Karnosin-
dipikrolonates erforderte eine theoretische Ausbeute von 689/,
Pikrolonsidure. Die von der Pikrolonsdure befreite wisserige
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Losung, welche eine sehr intensive Diazoreaktion gab, ent-
hielt im ganzen 0-0637 ¢ N, was auf Karnosinnatrium umge-
rechnet 0- 2821 ¢ dieses letzteren entspricht.

Die Summe der beiden so getrennten Komponenten

betrigt:

Karnosinnatrium 0-2821 ¢
Pikrolonsdure .. .0-8394 ¢

Summe ........ 1-1215¢
gegenlber. ..... 11967 g des Ausgangsmaterials.

b) Ein anderes Prédparat von Karnosinpikrolonat wurde
viermal umkrystallisiert, wobei wir neuerdings feststellten, daf}
der Aschegehalt desselben durch die Prozedur des Umkrystal-
lisierens nicht herabgemindert werden kann. 0-3672 ¢ der
Substanz wurden in 20°%/, HCI gelést und die Lésung im rotie-
renden Lind’schen Extraktionsapparate, der einen Wirbel
feinster Athertropfen durch die Fliissigkeit treibt, einige
Stunden lang in Ather extrahiert. Das Gewicht des Ather-
extraktes betrug in diesem Falle 0°2486 g = 67-7%,, was
mit dem theoretisch berechneten Pikrolonsduregehalt eines
Mononatriumsalzes des Karnosindipikrolonates (689/,) tiberein-
stimmt. ‘

Im Wasserextrakte fanden sich in diesem Falle 0-019 ¢ N,
was 0-0841 g Karnosin-Na entspricht.

Die Summe der Komponenten, in welche das Karnosin-
dipikrolonat aufgeldst worden war, betrug in diesem Falle

Karnosinnatrium . . . .. 00841 g
Pikrolonsédure ....... 02486 ¢

0-3327 g gegeniiber
03672 g Ausgangsmaterial.

Aus der Gesamtheit unserer analytischen Befunde
ergibt es sich, dafi sich tatsdchlich je ein Molekiil
Karnosin oder einer ihm nahestehenden Verbindung mit zwei
Molekiilen Pikrolonsadure zu der schwerltslichen
krystallisierten Verbindung vereinigt hatten.
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Zusammenfassung.

1. Wird aus Fleischextrakt nach Beseitigung der durch
Bleiacetat und Silbernitrat fillbaren Substanzen durch Silber-
barytfdllung und Zerlegung des Niederschlages mit Schwefel-
wasserstoff eine Karnosinfraktion dargestellt, so gelingt es
vielfach, daraus das Karnosin in Form der von Gulewitsch
beschriebenen, in blauen, sechsseitigen, zystindhnlichen Tifel-
chen krystallisierenden, schwerlgslichen Kupferverbindung
abzuscheiden. Doch ist es niemals gelungen, eine auch nur
anndhernd quantitative Ausbeute zu erzielen und deuten zahl-
reiche unserer Beobachtungen ‘darauf hin, dafl neben dem
typischen Karnosin nach Gulewitsch in aus Muskeln
dargesteliten Fraktionen vielfach eine Modifikation, beziehungs-
weise ein Umwandlungsprodukt des Karnosins enthalten
sein diirfte, dem die Eigenschaft, Kupferoxyd zu ldsen, abgeht.

2. Die quantitative Bestimmung des nach Sdurehydro-
lyse aus Karnosinfraktionen abspaltbaren Histidins
nach dem Kossel'schen Pikrolonsdureverfahren ergab, daf
acht Zehntel bis neun Zehntel des in Karnosinfraktionen ent-
haltenen N in Form von Karnosin oder einer demselben sehr
nahestehenden Verbindung enthalten sein diirften.

3. Zu demselben Resultate fiihrte die Abscheidung der
Base aus den Karnosinfraktionen in Form eines schwerlds-
lichen, in mikroskopischen, gelben Nadelaggregaten krystalli-
sierenden Pikrolonates, welches auf Grund der Elementaranalyse
sowie der quantitativen Bestimmung der daraus nach HCI-
Spaltung abtrennbaren Pikrolonsdure sich mit der Mono-
natriumverbindung eines Karnosindipikrolonates an-
ndhernd Uibereinstimmend erwies.



