Ober die Extraktivstoffe der Muskeln.
1. Mitteilung.

\Von
Temistocle Jona«

(Aus dem Institut fur pharmazeutische und toxikologische Chemie der kgl. Universitat
In Pavia.)
(Der Redaktion zugegangen am 3. Februar 1913)

Nach den Untersuchungen von K. Micko,l) in welchen
gezeigt wurde, daR man beim Kochen der Extraktivstoffe der
Muskeln mit konzentrierter Salzsaure infolge der Hydrolyse
bemerkenswerte Mengen von Aminosauren erhalt, ware es nicht
unwahrscheinlich, auch Polypeptide aus denselben zu isolieren.

Micko selbst hatte schon den Fleischextrakt (Liebig)
sukzessiven Fraktionierungen unterworfen und in einer der
Fraktionen nach Dipeptiden gesucht;8) der Erfolg war jedoch
negativ.

Ich habe mir vorgenommen, nach Dipeptiden zu suchen;
als Ausgangsmaterial verwendete ich dazu nicht bloR den im
Handel erhaltlichen Fleischextrakt der Liebig-Gesellschatft,
sondern auch ein italienisches Erzeugnis, namlich den Zar-
donisehen Fleischextrakt.

Zu diesem Zwecke habe ich den von Micko befolgten
Weg?2) modifiziert und zur Isolierung der Dipeptide die Fi-
schersehe Methoded) angewendet, indem ich dieselben in Di-
ketopiperazin umwandelte; ich bin dabei zu den folgenden
Ergebnissen gelangt: 1. Aus beiden Sorten von Fleischextrakt
habe ichpleine Mengen von Taurin getrennt und bei beiden

") Zeitschr. f. Unters. Nahrungs- u. Genul3mittel, Bd. 10, S. 393, Bd. 11,
S. 705, Bd. 14, S. 253, Bd. 15, S. 449. — Diese Zeitschrift, Bd. 56, S. 180.

*) Diese Zeitschrift, Bd. 56, S. 182.

s) Untersuchungen (ber Aminosauren, Polypeptide u. Proteine,
1906, S. 624.
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konnte ich die Anwesenheit von gréReren Mengen von Glykokoll
ausschliel3en. 2. Es gelang mir, aus dem Zardorischen Fleisch:
extrakt einen Korper zu isolieren, den ich mit dem Anhydrid
des d-Alanyl-d-Alanins identifiziert habe, und woraus ich durch
Aufschliefung der Kette das freie Dipeptid .erhielt. Es ist das
erste Anhydrid eines Dipeptids, das aus einem Fleischextrakt
erhalten wurde.

Im weitern Verlauf meiner Untersuchungen'beschéftigte
ich mich mit der Frage, ob in den Fleischextrakten sich Ge-
latine vorfindet, eine Frage, Uber welche ja schon seit ge-
raumer Zeit diskutiert wird. Zu diesem Zwecke ist mir die
vor kurzem von Schmidtl) zur Untersuchung der Gelatine
vorgeschlagene Methode sehr zustatten gekommen, welche ein
neues Hilfsmittel zur Untersuchung darstellit.

Die einander so widersprechenden Resultate, zu welchen
die zahlreichen, friiheren Untersucher gelangten, hangen, wie
ich anderen Orts auseinandergesetzt habe,2) von verschiedenen
Ursachenab: So kamen namentlich, in Ermangelung eines
Besseren, rein empirische Untersuchungsmethoden zur Anwen-
dung, welche, auf verschiedene und wenig prazisierte Prinzipien
gestltzt, zu verschiedenen Ergebnissen fihren; ihre Anwendung
auf die Fleischextrakte, welche in ihrer Zusammensetzung so
kompliziert und so verschieden von den Substanzen sind,
flr welche jene Methoden erprobt und ausgearbeitet worden
waren, fihrte zu weiteren Divergenzen.

Es ist klar, dal die Anwendung der Schmidtschen
Methode bei der Untersuchung der Gelatine in den Fleisch-
extrakten derartige Unzukémmlichkeiten nicht vollkommen be-
seitigt, und deshalb glaube ich auch nicht auf diesem Wege
die Frage endgultig und erschopfend zu l6sen. Bis jetzt aber
sind unsere Kenntnisse Uber die Gelatine und die Art und
Weise, sie jedesmal mit absoluter Sicherheit in ihren Gemischen
nachzuweisen, sehr gering, so dafl wir nur aus der Summe
der mit sehr zahlreichen und verschiedenen Methoden ge-

*) Chemiker-Zeitung, 1910, S. 839.
*) Sulle sostanze estrattive dei muscoli. Notit 1.a Tipografia M. Ros-
setti. Fossano 1911,
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wonnenen Resultate einen mehr oder weniger gewagten Schlufl
Uber ihre Anwesenheit im Fleischextrakt ziehen konnen und
uns vorlaufig noch gedulden missen, mit Hilfe rationellerer
Methoden endgltig jeden Zweifel nach dieser Richtung zu zer-
storen. Die von mir verwendete Schmidtsche Methode ver-
mag also nicht die Frage zu losen, sie bringt uns nur einen
weiteren Anhaltspunkt. Aus den im folgenden angefihrten
Experimenten geht hervor, dal} sich im Fleischextrakt Ge-
latine oder besser gesagt Substanzen vorfinden, die sich dem
Schmidtschen Reagens gegenlber wie Gelatine verhalten.

A. Die Untersuchung der Dipeptide.

1270 g von Zardonis bezw. Liebigs Fleischextrakt
werden bei Zimmertemperatur in 10 I Wasser gel6st und die
erhaltene Lbésung mit festem Ammonsulfat gesattigt. Hierauf
wird das Ganze 24 Stunden stehen gelassen und dann filtriert.
Den am Filter zuriickbleibenden Teil wascht man mit einer
gesattigten, wasserigen Ammonsulfatlésung und vereinigt dann
die rotlich-braunen, gegeniiber Lackmus schwach sauer reagie-
renden Filtrate. Denselben werden nun 51 98°/oigen Alkohols
hinzugesetzt, das Ganze langere Zeit hindurch stark geschuttelt,
das ausgelallte Ammonsulfat abfiltriert und vom Filtrat der
Alkohol, nach vorausgegangener genauer Neutralisation mit
Soda, durch Destillation bei 30 mm Druck entfernt. Nach Ver-
tagung des Alkohols wird bis zu neuerlichem Auskrystallisieren
des Ammonsulfates eingeengt, von neuem 51 98°/oigen Alkohols
hinzugesetzt, abermals filtriert und der Alkohol wie das erste-
mal verjagt, und das Ganze wieder bis zum Auskrystallisieren
des Ammonsulfats eingeengt. Nach vorausgegangener Filtration
wird Alkohol hinzugefugt, nochmals filtriert, der Alkoholrver-
jagt und nun die Ubrigbleibende Flissigkeit durch Auffillen
mit Wasser auf 10 Liter gebracht. Zu dieser Fllssigkeit werden
4,5 Volumprozente verdinnter Schwefelsdure (1:3) und unter
bestandigem Umrihren eine 10°/oige Losung von Phosphor-
wolframsaure in geringem UberschuB hinzugefiigt, um eine
vollstandige Ausféallung zu erhalten; nach ungefahr 10stiindigem
Stehen wird filtriert. Der Filterriickstand wird mit mit ein wenig
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Schwefelsdaure und Phosphorwolframsédure versetztem Wasser
gewaschen und hierauf mit Hilfe einer Presse kraftig ausgedruckt.
Die so erhaltene feste Masse wird mit mit HtS04 und Phosiphor-
wolframsaure angesduertem Wasser verrieben, neuerlich aus-
geprellt; diese Behandlung wird schliellich hoch ein drittes
Mal wiederholt. Der Phosphorwolframséureniederschlag wird
mit FlieBpapier getrocknet und fir eventuelle weitere Unter-
suchungen aufbewahrt. Das erste, nach der Entfernung des
Phosphorwolframsédureniederschlags erhaltene Filtrat wird mit
den Waschwassern des Niederschlags vereinigt und zur Fal-
lung der in Losung gebliebenen Schwefelsdure und Phosphor-
wolframsédure Barytwasser hinzugesetzt, wobei ein zu groRer
UberschuR an Baryumhydroxyd vermieden werden soll. Hierauf
wird filtriert, der Barytiberschull durch eine berechnete Menge
von HgS04 beseitigt, der Filterriickstand gewaschen und Filtrat
und Waschwasser zusammengegossen. Die so erhaltene Flissig-
keit verhalt sich gegentber Lackmus neutral und betragt gegen
30 Liter. Sie wird nun bis auf */$ ihres Volumens eingedampft
und dann das Eindampfen bei vermindertem Druck fortgesetzt
(30 mm Quecksilber). In dem MalRe als die Einengung fort-
schreitet, scheiden sich Krystalle ab, welche abgetrennt werden.
Die Krystalle werden zunachst mit sehr kaltem Wasser und
hierauf mit gleichfalls sehr kaltem, wésserigem Alkohol ge-
waschen. Die erste Fraktion der abgeschiedenen Krystalle be-
steht hauptsachlich aus Alkalisulfaten und Alkalichloriden. In
den letzten Mutterlaugen, welche einen gelbbraunen Sirup dar-
stellen, finden sich noch Krystéallchen, die sich erst nach sehr
langer Zeit und mit grofRen Schwierigkeiten abscheiden lassen.

Diesen Mutterlaugen wird nun Alkohol zugesetzt, das
Ganze 12 Stunden stehen gelassen und filtriert (bei 5° C.).
Durch den Filterrickstand lalt man nun rasch ein wenig
70°/oigen Alkohol durchlaufen, welcher den groRten Teil des
Natriumchlorids l6st, die Krystallchen aber unaufgeldst 1aft.

Bei wiederholter Umkrystallisation aus Wasser scheiden
sich weile Krystalle aus, welche auf Platinblech ohne merk-
lichen Rickstand verbrennen, keinen definierten Schmelzpunkt
besitzen, sondern sich bei ungefahr 240° zersetzen; nach allen
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ihren chemischen und physikalischen Eigenschaften zu urteilen,
sind sie mit dem Taurin identisch.

* 0,1101 g dieser Substanz ergaben bei 15° C. und 750 mm
Druck 10,8 ccm N.

Stickstoffgehalt des Taurins

CgHjSOjN berechnet: Gefunden
N°/o 11,20 11,43.

Das bei 5° gehaltene Filtrat wird zum Zwecke der Ent-
fernung des Alkohols einer Destillation bei vermindertem Druck
unterworfen, mit sehr verdinnter H8S04 angesduert und, um
die in den Fleischextrakten immer in betréachtlichen Mengen
anwesende Milchsaurel) zu entfernen, wiederholt mit Ather
durchgeschuttelt, wobei das Ganze immer sehr kalt gehalten
wird. Der Ather wird abgeschieden und der kalten, wasserigen
Losung zur Entfernung der noch anwesenden Schwefelsdure
BafOH)* in geringem UberschuR zugesetzt. Es wird nun filtriert
und im Filtrat der Barytuberschul3 durch eine berechnete Menge
von 112S04 beseitigt. Man filtriert und engt bei einem Druck
von 20 mm bis zur Sirupdicke ein, welcher Sirup infolge der
Abkihlung fest wird. Dieser Sirup wird auf Dipeptide unter-
sucht und vor allem der Veresterung unterworfen. Zu diesem
Zwecke wird der Abdampfrickstand in einem Ballon mit
750 ccm absoluten Alkohols versetzt und gemischt. Hierauf
leitet man trockenes Chlorwasserstoffgas bis zur Sattigung
durch und beendigt das Durchleiten, wenn eine fast vollstandige
Losung eingetreten ist. Nach Beendigung dieses Vorganges,
wahrend welches UberméaRiges Erhitzen stets vermieden werden
soll, lalkit man das Ganze 12 Stunden ruhig stehen und filtriert
hernach den sich gebildeten mineralischen Niederschlag Uber
Asbestwolle ab. Das Filtrat wird im Vakuum bei einer Tem-
peratur, die 40° nicht Ubersteigt, destilliert. An dem nicht
destillierten Rickstand wird die Behandlung mit Alkohol und
trockenem Salzsduregas noch zweimal wiederholt. Die alko-
holische, mit HCI gesattigte Losung laRt man 12 Stunden
bei 0° C. ruhig stehen, nachdem sie vorher mit einem Krystall

‘) Diese Zeitschrift, Bd. 56, S. 181. :
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von dem Chlorhydrat des Glykokollathylesters geimpft wurde.
Es wird filtriert; der kleine auf dem Filter bleibende Ruick-
stand ist nur von mineralischen Substanzen gebildet, wodurch
die Gegenwart grofRRerer Glykokollmengen ausgeschlossen er-
scheint. Das Filtrat wird im Vakuum bei einer 40° nicht Uber-
schreitenden Temperatur destilliert. Die Chlorhydrate im Riick-
stand werden mit Hilfe berechneter Mengen von Natriuméthylat
in der Kélte zerlegt und das geféllte Natriumchlorid abfiltriert.
Die filtrierte alkoholische Losung wird bei einem Druck von
10 mm Hg abdestilliert; die Temperatur des Bades erreicht
erst am Ende der Prozedur eine Hohe von 65° C. Auf diese
Weise werden der Alkohol und die Ester der Monaminosaureri
getrennt. Den Destillationsrickstand nimmt man mit absolutem
Alkohol auf und filtriert und leitet durch das Filtrat bei 0°
einen Strom von trockenem Ammoniakgas bis zur Sattigung
durch. Man laRt nun das Ganze einige Tage bei 0° stehen.
Aus der vom Zardonischen Fleischextrakt herriihrenden
Flussigkeit setzen sich nach und nach feine Blattchen ab,
welche durch Filtration getrennt werden koénnen. Wird die
Flussigkeit einige Tage hindurch sich selbst Uberlassen, so
fallt schlielich nichts mehr aus; destilliert man, so erhalt
man als Rulckstand einen Sirup von gummiartiger Konsistenz.
Aus der vom Liebigschen Fleischexlrakt stammenden Flissig-
keit erhadlt man nur eine Trubung und die ausgeféllte Sub-
stanz ist so sparlich, daR es unmoglich ist, sie néher zu unter-
suchen; bei Destillation bleibt gleichfalls ein sirupahnlicher
Ruckstand von gummiartiger Beschaffenheit zurick.

Die Krystalle werden nun in kochendem Wasser gel0st,
aus welchem sie auskrystallisiereh; das Umkrystallisieren wird
nochmals wiederholt. Die Menge der erhaltenen Krystalle be-
trug 2,42 g, was also 1,90°/0 des Extraktes entspricht. Sie
verbrennen auf dem Platinblech, ohne einen Ruickstand zu
hinterlassen, und erweisen sich bei der Analyse als eine stick-
stoffhaltige, aber phosphor- und schwefelfreie Verbindung.
Rasch erhitzt, schmelzen sie bei ungefahjr 296° und bilden dann
eine gelbliche Flissigkeit. Die Substanz schmeckt ein wenig
bitter; wird sie durch kurzes Kochen in Lésung gebracht und
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mit Kupferoxyd versetzt, so farbt sie sich nicht. Sie ist in
Wasser, in verdinnten Sauren und Alkalien auch in der Kélte
I6slich, hingegen in absolutem Alkohol unl6slich. Bei 100° ge-
trocknet, ergibt sie bei der Analyse die folgenden Resultate:

0,2112g der Substanz ergeben 0,3960g CO02 und 0,1390g H20

0,1250g » > » 21,20ccm N bei 15° u. 760mmHg.
Berechnet fir C8H50N : Gefunden:
C°/o 50,70 50,81
Hfto 7*04 7,26
N°/o 19,72 19,90

Das Mit Hilfe der Gefrierpunktsmethode unter Verwen-
dung von Essigsdure als Losungsmittel gefundene Molekular-
gewicht betragt 136. Fur C8H50N wirde man ein Molekular-
gewicht von 71 annehmen missen. Unserer isolierten Substanz
gebiuhrt demnach die doppelte Formel CgH"OgNg (Molekular-
gewicht = 142).

Der zur Isolierung der Verbindung befolgte Weg, die
erhaltene Formel und alle beobachteten physikalischen Eigen-
schaften, lassen den Schluf} zu, daR diese Substanz ein An-
hydrid eines Dipeptids und zwar das Anhydrid des Alanyl-Ala-
nins vorstellt:

yNH — COv
CH,—CHico_nh)CH — CH.

Zur ldentifizierung der Verbindung habe ich versucht,
die Kette aufzuschlielen, um das Dipeptid selbst zu erhalten:
CH, — GH, — NH, — CO — NH — CH, — CH, — COOH.

Aullerdem bestimmte ich das spezifische Drehungsver-
maogen.

1/0,90g der fein pulverisierten Substanz werden mit
7,5 ccm Normalnatronlauge bei Zimmertemperatur geschiittelt.})
Nach zwei Stunden ist dieselbe gelést. Um die Hydrolyse zu
vervollstandigen, wird das Ganze noch eine weitere Stunde sich
selbst Uberlassen. Hierauf wird CHsCOOH bis zu schwach
saurer Reaktion hinzugefugt und das Ganze bei herabgesetztem

") Ber. d. deutsch, ehern. Gesellsch. Bd. 39 (1906), S. 467 u. folg.
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Druck eingedampft. Der Rulckstand wird in 25 cem Alkohol
geldst und erwarmt. Kaum ist die Flissigkeit bis zur Siede-
hitze erwarmt, so beginnen sich Krystalle abzuscheiden. Nach
5 Minuten wahrendem Kochen kihlt man ab und filtriert. Die
auf dem Filter gebliebene Substanz wird nochmals umkrystak
lisiert, indem man sie in Wasser l6st und nun absoluten Al-
kohol hinzusetzt, Man erhélt auf diese Weise Krystalle, die
die Eigenschaften des d-Alanyl-d-Alanins von Fischerl) auf-
weisen und die, getrocknet, bei der Analyse folgende Zusammen-
setzung ergeben:

0,2011g der Substanz ergeben 0,3310g GOt u. 0,1392g HiO

0,1555g - » » 22,8¢ccm N bei 12° u 758mm.
Berechnet fir C6HI203N: Gefunden:
C°/o 45,00
H°/o 7,50
N°/o 17,50

2. Zur Bestimmung des spezifischen Drehungsvermdégens®)
verwendete ich eine Lo6sung von 0,2710g der Substanz inj
Wasser, deren Gesamtgewicht dann 12,800 g betrug. Auf
diese Weise erhalte ich eine Flussigkeit von der Konzentration
2,11°/o; die Dichte bei 20° betragt 1,0031. Die Drehung des
Natriumlichtes bei 20° betragt —1,119. Daraus berechnet sich:
Md =——-28,1°. Aus allen angefiihrten Experimenten geht da-
her hervor, daB die isolierte Substanz identisch mit dem Anhydrid
des d-Alanyl-d-Alanins oder dem cis-DImethyldiketopiperazin 1st,
(F.==297°; Md’== —28,8+0,5), welches E. Fischer durch Be-
handlung des Athylesters des d-Alanyl-d-Alanins mit ammoni-
akalischen Alkohol dargestellt hat.?)

B. Untersuchung auf Gelatine

Ich hielt es nicht fir angezeigt, direkt die wasserige
Losung des Fleischextraktes zu untersuchen, da ich einen
storenden EinfluB seitens der in ihr enthaltenen Substanzen
flrchtete. Ich arbeitete daher blof3 mit jenem Anteil des Ex-

*) Ber. d. deutsch, ehern. Gesellscb. Bd. 39 (1906), s! 467 u. folg.
*) Ber. d. deutsch, chem. Gesellsch. Bd. 39 (1906).
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traktes, der bei Sattigung der wasserigen Losung mit Ammon-
sulfat ausfallt. Zu dem Zwecke l6ste ich 22,6 g des Fleisch-
extraktes in 200 ccm Wasser von 15° C. und sattigte die er-
haltene Losung mit Ammonsulfat. Nach 12 Stunden wurde
filtriert, der Filterrtickstand mit einer gesattigten, wasserigen
Lésung von Ammonsulfat gewaschen und dann in Wasser auf-
gelost.  Die verwendete Wassermenge war so grof3, dal} die
Losung fast farblos, demnach also sehr verdiinnt wrar. Dieses Fil-
trat prifte ich mit einer wasserigen 1,2°/oigen Ldsung von Am-
moniummolybdat und einer Ldsung von Salpetersdure (d=1,2).
Im nachfolgenden sind die erhaltenen Resultate angefuhrt:

1. Losung -f Ammoniummolybdat: kein Niederschlag.

» -f- » -J-3 Min. langes Kochen: leichte
Trubung.
3 o * -j- 2 Tropfen HNO3: Weiler, beim

Erhitzen sich l16sender Nieder-
schlag, der beim Abkihlen
wieder ausféllt.

4. * -f! * + 2 Tropfen HNO3 und 3 Min. lan-
ges Kochen: starker, nicht
flockiger Niederschlag:

5a) » 4~ » -j-HNO3 im UberschuB langsam
hinzugesetzt: Niederschlag, der
sich bei S&urelberschull un-
vollstandig l6st.

b) > f* * 4-HNO3 im UberschuB rasch hin-
zugesetzt: Niederschlag, der
sich im S&uretberschul? voll-
kommen Kklar 16st.

c) » + - -]-HNOs: Niederschlag der sich in
konzentrierter HNOs  und
schwieriger in 80°/o0 igen Essig-
saure lost.

6. Die L6sung-}-Ammoniummolybdat wird nicht nur von HNOs, son-
dern auch von verdiinnter H,S04 und HCI geféllt. Die Essig-
saure und die Weinsaure hingegen erzeugen eine Tribung,
welche durch Kochen sich vermindert; die Oxalsaure gibt eine
Tribung, welche beim Erhitzen verschwindet, bei Abihlung

v aber wieder erscheint.

Dieses Verhalten ist gleich jenem, welches von Schmidt
fur die Gelatine angegeben wurde; die einzigen Unterschiede
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bestehen darin, dal} 1. die Weinsaure und Essigsdure einen
Niederschlag bewirken, der beim Erhitzen, anstatt sich zu ver-
mehren oder ungedndert zu bleiben, sich vermindert. 2. Die
Farbe des Niederschlags bekommt mit der Zeit keinen blau-
lichen Stich.

Ich untersuchte daher einige Muster von Gelatine und
fand, daR sie mit dem Schmidtsehen Reagens Niederschlége
ergeben, die sich ganz anndhernd wie die Niederschlage ver-
halten, die man mit den Fleischextrakten gewinnen kann.

In Hinblick auf die reichliche Menge der erhaltenen Nieder-
schlage kann man daher schliefen, dal} die Fleischextrakte
einen ziemlich starken Prozentsatz von Gelatine oder, besser,
gesagt, von Substanzen enthalten, die sich dem Schmidtschen
Reagens gegenuber wie Gelatine verhalten.
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