licber die Grosse des HamoglobinmolecUls.

Von

Dr. 0. Ziuoffsky.

(Der Redaction zugogangen am 2'J. Juli 1885))

Die bisherigen Analysen des Hamoglobins haben zu dem
uberraschenden Resultat gefihrt, dass diese Verbindung auf
ein Atom Eisen GOO Atome Kohlenstoff, somit wenigstens
GOli Atome Kohlenstoff in einem Molecul enthalt. Das Hamo-
globin ist also unvergleichlich viel complicirter als alle uns
bisher bekannt gewordenen chemischen Verbindungen. Die
angefihrte Grosse aber ist eine Minimalzahl. Sie ist aus der
Voraussetzung berechnet worden, dass das Hamoglobin nur
ein Atom Eisen im Molecil enthalt. Diese Voraussetzung
aber ist widerlegt, sobald es sich herausstellt, dass zwischen
dem Eisengehalt und dem Gehalte an einem anderen Elemente
kein einfaches Aequivalentverhaltniss besteht. Sollte es sich
zeigen, dass aut ein Atom Eisen nicht eine ganze Zahl von
Schwefelatomen kommt, sondern eine ganze Zahl und ein
Bruch, so miusste die Grdsse des ganzen Hamoglobin-Moleciils
mit dem Nenner dieses Bruches multiplied werden. Wir
wirden also gezwungen werden, uns dieses Moleciil doch weit
grosser zu denken. Es ist daher von hohem Interesse, den
Eisen- und Schwefelgehalt des Hamoglobins genau festzu-
stellen. >Vir wirden dadurch einen Einblick in die Grdsse
und Complicirtheit der Eiweissmoleclle gewinnen. Die bis-
herigen Analysen des Hamoglobins haben: in Bezug auf den
Eisen- und Schwefelgehalt sehr abweichende Resultate eigeben
und Kkein einfaches Verhéltniss zwischen beiden Elementen.

f
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Ja cs ist auf Grund dieser TImtsache sogar die Vermuthimg
ausgesprochen worden, das Hamoglobin Sri Ubeiliaupt kein
chemisches Individuum, das eisenhaltige Hamatin sei nur
mechanisch von dem Kkrystallisirenden Eiweisskorper mit-
gerissen. ’) '

Sollte durch genauere Analyse das einfache Acquivaknt-,.
verlniltniss zwischen Eisen und Schwefel sich teststeileil lassen,

so ware damit dieses Bedenken widerlegt und die chemische
Individualitdt des Hamoglobins bewiesen. Auch aus diesem
Grunde ist eine genaue Bestimmung dieser Elemente von
Wichtigkeit.

In der folgenden Tabelle stelle ich die Resultate der
bisherigen Bestimmungen zusammen:

Aul' Montre
S e ! lf\tom Fe ,jcs eingelsehcrteu
A : ommen 4 :
utoren 11 sn.Mittel- Hamoglobins
L °q wertli.  fur S, fur Fe.
]
%! Schmidt . . | 000 043 2080 11037  1,0037
=\ Hoppe Sevler , y 0375 045 1,00 1997%2 | 1,70(12
Xi ) (' 0448 042 — - LAOUI 2m122
I . 0350 042 =1 sy, 47855
.| Biclieler . 00532 040370  — 13481 1 09430
1 . P 00443 047-238 2427 18132
5¢ N 040720  —
11 Kossel . .+ b 065 047 24-2 — v
*\Otto. . . |} 007 045 2,00 2487(1  4,0800

Diese Verhaltnisse waren cs, welche an zwei Madglich-
keiten denken Hessen:

1. Konnte das von den genannten Autoren analysirte
Praparat unrein gewesen sein.

) Lehmann. Lehrbuch der physiologischen Chemie, 1S»(1 Il
S. 175. Struve (Erdmann s Zeitschrift tir practice Lhemie, 1884.
Heft 7 u. 8) stellte, indem er den in Alcohol gehérteton Hamoglobin-
crystallen durch ammoniakhaltigen Alcohol einen eisenhaltigen StotT (das
Hamatin) entzog, fast farblose Krystalle dar, die diese.Behailptung.untcr-
stutzen sollten. Weder er. noch auch ich, der ich diesen Versuch naeli-
gemacht habe, konnten jedoch diese Krystalle umkrystallisircn.
Zeitschrift fur physiologische Chemie, X. )



2. Konnten die analytischen Methoden Fehler<|iiellen dar-
bielen und die Mengen der angewandten Substanz zu finer
genauen Bestimmung zu gering sein.

Ich stellte mir daher die Aufgabe:

1. Bin Praparat darzustellen, 'das von Jedermann als rein
anerkannt warden musste.

2. Nach sorgfaltiger Prifung der zu (Jebotc stehenden
analytischen Methoden dieses Praparat zu analysiren.

Darstellung des Hamoglobins.

Hoppe-Sey ler schreibt vorl): Zur Darstellung des
Hamoglobins zunéchst die Blutkdrperchen vom Serum zu
trennen. Zu diesem Zwecke wird das delibrinirte Blut durch-
geseihl eine Zeit lang stehen gelassen, damit die Blutkdrperchen
sich im Serum senken konnen. Die Uber den Blutkérperchen
stellende Fllssigkeit giesst man ab und verse zt den Blut-
korperbrei mit einer Kochsalzlésung, welche ihn vom Scrum-
eiweiss befreien soll; durch Abstehonlasseii und Decantiion
entfernt man den grossten Theil der Chlornalriunilésiing.
Itoppe-Seyler fugt aber auch in derselben Arbeit hinzu,
dass «die Kcinigiing der Blutkorper auf diese Art koine
leichte sei. Die sieh im Serum leicht senkenden Blutkdrperchen
senken sich in der Kochsalzlosung sehr schwer.» In der that
brauchen sie eine lange Zeit, um bis zum Boden des Deéfasses
zu gelangen; es dauert d bis 5 lage, bis die Senkung eine
einigormassen vollstdndige ist, nach d lagen aber nehmen
die Blutkorperelien, trotzdem dass man in der Kalte opeiiit,
eine venodse Farbe an und es tritt die Getahr dA* Zersetzung
ein. Es Erscheint datier winschenswerth, das Auswaschen
der Blutkorperchen zu umgehen. Es liesse sich ja annehmen,
dass ein Theil des Serumeiweisses in dem Blutkorperbrei
Zurlckbleiben konne, ohne der, spater zu ertolgenden, Zei-
legung der Blutkorperchen, der Krystallisation des Oxy-H&mo-

| ) H'op'pe—'SeyI'er. niediein.-chcniische I’ntertuchungeu,'cHeft I
S. 170. Berlin 1807.
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Robins und (K1 Peinigung (Ut Krydalle hinderlich zu soin.
Darauf musste dor Versuch antworten.

I Volumen Serum, 5 Vol. Wasser mul | Vol. Alcohol
gemischt tribten sich kaum. Es blieben also die Serum-
bestandtheile geltst. Daraus folgere ich, dass man den Blut-
korperbrei, ohne zu waschen, in Arbeit nehmen kann. Oxy-
Ilamoglobinkrystalle und Serumbestandthcile kdnnen dann
spater durch wiederholte Kristallisation getrennt werden. W ie

sich spater zeigen wird, beeintréchtigt diese Modification der
Vorschrift die Reinheit des Praparates nicht.

Es folgt nun die Trennung des Hamoglobins vom Stroma;;
auch hier musston Versuche den richtigen W eg zoigoii. Ver-
dinnt man den Blutkdrperbrei mit dem d-tachen Volum
destillirlen Wassers und erwarmt aut TV C-, so wird die
Flussigkeit laekfarben, eine Indication, dass das Oxy-llamo-
globin sich gelost hat; die Stromata mussten jetzt als farb-
lose Scheiben in der Flussigkeit suspendirt sein..

Da man nun weiss, dassdiese Scheiben durch Filtration
nicht zu entfernen sind, dass sie ferner den O.-lhimoglohin-

krystallen hartnéckig anhalten, so ging ich darauf aus, sie
aufzuldsen.

Behandelt man die lackfarbene, auf 35u 8. erwarmte
Flussigkeit mit einer sehr kleinen Menge Ammoniak, so lésen
sich die Stromata auf; versetzt man jetzt eine Probe der
FlUssigkeit mit einer concontrirten LOsung schwefelsauren
Natrons und etwas Schwefelsiure, so sieht man mikroskopisch
keine Stromata mehr. Das Ammoniak, dessen Menge Inan
sehr genau kennen muss, wird dann mit der ihr entsprechen-
den Menge sehr verdinnter Salzsdure genau neutralisat, weil

das Hamoglobin aus amnioniakalischer L&dsung nicht kry-
stallisirt m). !

Das gleiche Resultat kann bekanntlich auch durch Actby -
ather erreicht werden. Nach meinen Erfahrungen genigen

*1 Ich verdanke dies»* Methode der Losung des Stroma einer mund-
lichen Mittheilung meines verehrten Lehrers Dr. A. Sc hm idt; sie i-t
bisher nicht publicirt worden.
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dazu weit geringere Mengen, als lloppe-Sey ler in seiner
Vorschrift angiebt; 30 ebem. Aether reichen hin, das Stroma
von O Liter Blut autV.ullsen.

Nach dieser Manipulation haben wir eine unreine wassrige
Losung von O.-Hamogtobin vor uns; es gilt aus derselben
«las O.-lldginoglobin durch Krystallisation zu gewinnen. Zu
diesem Zweck kihlt man die Flissigkeit bis nahezu 0° ab,
versetzt sie mit V* Vol. absol. Alcohol und Ilasst bei 0°
krystallisiren'). Schon nach 21 Stunden hat sich die Flissig-
keit in einen dicken Kirystallbrei wverwandelt; zweckmassig
ldsst man diesen noch 48 Stunden stellen, die Kry.stalle ver-
grossern sich und konnen dann die Foren des Filtrums, das
Mutterlauge und Krystalle trennt, nicht verstopfen. Die
Krystalle missen nun mit einer auf 0° abgekthlten Mischung
von ! Theit absoluten Alcohol und 4 Tlieile Wasser aus-
gewaschen werden, was man nach zahlreichen von mir aus-
gelutirten Versuchen am besten so bewerkstelligt, dass man
den Krystallbrei mit dem 3-fachen Volum der Mischung Uber-
giessl, aufruhrt, abstehen l&sst und dann decantirt. Behufs
weiterer Reinigung wird der Krystallbrei in dem :>-fachen
Volum destiHirten Wassers bei 35° C. aufgel6st, die Losung
filtrirt und nach Zusatz von Alkohol in der schon friher
erwahnten Weise umkrjstallisirt.

Wie oft soll man die Krystalle waschen und umkrystal-
lisiren, um ein absolut reines Praparat zu erhalten?

Auch zur Beantwortung dieser Frage wurden eine Anzahl
von Versuchen gemacht.

Es wurde, wie oben beschrieben, eine Anfangs unreine
O-llainoglobinlésung dargestellt und das daraus erhaltene
Krystallisationsproduct noch zweimal umkrystallisirt.  Von
jedem KrystaHisationsproduct wurde ein Theil analysirt, ebenso
von jeder Mutterlauge. Als Controle fur die Reinheit des
Praparates und der Mutterlauge diente die Bestimmung des
Eisengehaltes derselben.

*) Hoppe-Sry ler nimmt in seiner Vorschrift dieselbe Ouantiliit
Slixo Alkohols,
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In Mutterlauge und Krystallen difterirte der Proeent-
golialt do? Eisen? beim 1. Product um 0,070*2, beim Il. um
00370, beim 111. Product enthielten, sowohl Mutterlauge als
auch Krystalle fast gleiche .Quantitaten Eisen. Ich gebe die
Zahlenbelege hierfir im analytischen Abschnitt der Arbeit.

Nachdem ich gefunden hatte, auf welche Weise reine
Krystalle zu erhalten seien, musste studirt werden, wie sie
getrocknet werden sollen.

Iloppe-Sey lerl) schreibt vor, die Krystalimasse bei 0°
im Vacuum zu trocknen. Ich habe ein Praparat im Vacuum
hei moglichst niedriger Temperatur zu trocknen versucht ; das
Trocknen von 50 gr. O.-llamoglobin nahm 2 Monate in
Anspruch. Der Versuch belehrte» mich abermals, dass man.
den Krystallbrei, recht diinn in flache Schalen verlheilt, bei
IS bis 20° in S Stunden so trocknen kann, dass das
Praparat sich nicht zersetzt.

Das so getrocknete O.-H&moglobin l6st sich klar in
Wasser, die LOsung giebt, spectral-analytisch untersucht, das
reine Oxy-llamoglobinspeclrum und wird von basisch essig-
saurem Bleioxyd nicht gefallt — ein Zeichen, dass sich kein
MetHamoglobin gebildet hat. Wurde das Praparat bei 4<F C.
weiter getrocknet, so loste es sich schwer und nicht ganz
vollstandig in Wasser.

Diese Vorstudien hatten die Methoden zur Darstellung
des Q-llamoglobins klargelegt; es konnte nun zun «Herstellung
mehrerer Praparate geschritten werden. Ich habe davon im
Ganzen drei angefertigl, bei jedem derselben gebe ich die
Darstellungsweise an. Anzufthren ist noch, dass ich zu allen
Préparaten Pferdeblut angewandt habe, weil .dessen Blut-
korperchen sich leichter senken, grosse Mengen davon erhallen
werden koénnet, und das Hamoglobin leicht krystallisirt. /

Praparat 1
IO Liter PferdeWut (Blut von 2 Pferden) werdeji zu je
in Liter defilninirt und dann in die Kélte gestellt, wo sich

i1 [10i>)p-Seylo p. Mrtlclicin. Inters., Heit U. S. LO.



uadi drei Stunden die Blutkorperchen bis auf >< des Volums
senkt haben. Das Serum wird decantirt, der Blutkorper-
luvi mit dem. 8-fachcn Volum einer 2°/o Kochsalzlosung uber-
goss.-n, aufgerihrt und bei Seite gestellt. Nach 3 Tagen
nehmen die Blutkdrper das unterste Viertel des Défasses ein.
Die Kochsalzlésung wird nun decantirt, der Blutkdrpcrbrci
mit dem o-lachen \ olum deslillirten Wassers vermischt und
auf 35° C. erwdrmt. Der noch nicht lacklarbenen Flussigkeit
werden nun 10 ebcni. einer titrirten Vi. normalen Am-
moniakniissigkeit allm&hlich unter Pmrihren zugesetzt. Nach
timt Minuten ist die Flussigkeit lackfarben. Das Ammoniak
wird nun durch ein entsprechendes Quantum titrirter, sehr
verdunnter Salzsdure allmahlich und vorsichtig neutralism!,
mal die Flussigkeit moglichst rasch abgekthlt (die Erfahrung
belehrte mich, dass sich bei langsamem Abkihlen Methamo-
globin bildet). Der bis nahe 0° abgekthlten FlUssigkeit wird
auf 0° abgekuhlter absoluter Alcohol auf je 4 Vol. | Vol
zugesetzt und das Ganze in eine Kaltemischung aus Koch-
salz und Eis gestellt. Nach drei Tagen werden die Krystallo
von der Mutteilauge getrennt, mit einer auf 0° abgekthlten
Mischung aus 4 \ol. Wasser und 1 Vol. Alcohol 2maJ ge-
waschen, dann in dem 3-fachen Volum Wasser von 35° G.
gelost , die Losung liltrirt, abgekUhlt, mit Alcohol versetzt
und wieder in die Kaltemischung gestellt. Die resultirenden
Kryslalle werden noch -mal derselben Heinigungsprocedur
unterworfen und dann unter der Luftpumpe getrocknet.

Ausbeute: ca. 200 gr.

Praparat |l.

In Arbeit genommene Menge Pferdeblut 10 Liter. Die
nach dein Delibriniren durch Abstehen und Decautiren ge-
wonnenen Blutkdrperchen werden nicht mit Chlornatrium-
I6>ung behandelt, sondern sofort mit dem 3-fachen Volum
W'assi'Ts von 30" C., darauf mit Ammoniak versetzt und wie

Praparat | behandelt bi< zur Gewinnung reiner Kryslalle.
Ausbeute 020 gr.
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Die zu Praparat | angewandten 20 Liter Pint gaben,
wie wir gesellen haben, blos 2<>0 gr. Hdmoglobin. Hier geben

10 Liter 520 gr. Ich glaube, dass das Wuschen mit Koch-
salzlésung die Ausbeute verringert.

Praparat 11

Die Blutkérperchen aus 9 Liter Pfordcbinl wehten wie
1 dem vorigen Praparat ohne Anwendung von Kochsalz-
lI6sung vom Serum mogliehsl befreit. Der Bhdkorperbre, wird
in ! Vol. Wasser gebracht, aul '35° C. erwarmt, abgcku i
und dann mit Od eben.. Aether versetzt. Die klare Lusuiig
wird dann mit '< Vol. Alcohol versetzt. Die rcsuU.temU-
Krvstalle werden wie friher durch 2 maliges Lmkrystalhsiren
geninhd. Proben eines jeden der 3 Krystallisationspi.oducle.
.»d der zu ihnen gehorigen Mutterlaugen wurden auf ihren
Eisengehalt gepruft. '

Dieses Préaparat erwies sieb als das reinste \on i i
dreien. Die Asche enthielt kaum eine Spur von Chlor. Nach

dem Einédschcrn von ca. 2 gr. mit kohlensdurem Natron gab
die Salpetersdure Losung der Asche mit Silbernitrat nur eine

oben wahrnehmbare Opadlcscenz. Alkalien liessen sieh m der
Asche nicht nactiweisen. Phosphor Hess sich zwar mit Sichci-
|,eit naehweisen, quanlilativ aber nicht hestimmeir, aus der.
\sche von 23,6 grm. Hamoglobin wurde nur eine unwéagbare
Moic'c von pyrophosphorsaurer Magnesia erhalten: beim Ver-
! 55 dieselbe zu wégen, wurden 0,«d21 gefunden. Kalk und

Magnesia waren in noch Weit geringeren Spuren .n d.cser

Asche nachweisbar.

Das Praparat | enthielt deutliche Spuren von Chior,
keine Alkalien; Kalk und Magnesia waren in der Asche von
10,8006 gr. nur in quantitativ nicht neslimmbarer Menge ui
lalten, etwas grosser war die Menge des Phosphors.
\sciic von den 00,8000 gr. lieferte 0,0223 pryphosphursaure
Magnesia = 0,014:1 WK = 0,0230 «/. t'*0S.

Am wenigsten rein war das Praparat Il. Dasselbe e.il-

liiell, wie aus weiter unten anznluhrenden Zahler,l.elegen .e.
vorgehl, 0,0401*;. P.O., 0,0097*» CaO, I'Ol-t » Mg' "
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Allo Praparate sind, als sie noch leucht waren, auch
mikroskopisch untersucht worden. Es Hessen sich auf diesem
Wege nicht einmal Spuren von Verunreinigungen nachweisen:
die Gontouren der Krystalle waren scharf und geradlinig,
nicht ausgefranst odei angebohrt, wie es bei den durch
Stromata verunreinigten der Fall zu sein pflegt.

Bestimmung des Wassergehalts.

Nach vorhergegangenem Trocknen bei 40° C. (cf. S. 21)
wurden die Praparate’ im Luitbade mit Bunsen-Kemp'schein
Regulator bei 115° G. so lange getrocknet, bis nach weiterem
21 standigen Trocknen nicht die geringste Gewichtsabnahme
mehr eintrat.

Methoden der Eisenbestimmung.

Die Methoden der Eisenbestimmung gehdren zu den zu-
verlassigsten und scharfsten, welche wir besitzen. Dennoch
hielt ich es nicht fir Gberflussig, die.Genauigkeit der Aus-
fihrung dieser Methoden dadurch zu prifen, dass die Resul-
tat«' der Titrirung mit Ghamaéleonl6sung durch die Gewichts-
analyse contrélat wurden. Mein verehrter Lehrer Dr. G. Bunge
hatte die Freundlichkeit, die Gewichtsanalysen auszufihren.

Zu jeder Bestimmung wurde eine grosse Menge O.-l11amo-
globin, in einem Falle sogar-00 gr., verwandt. Der Fehler

musste also ein sehr kleiner werden. Die Reagentien waren
sammtlich eisenfrei.

Zum Titriron wurde das Hamoglobin in Platinschalen
eingeaschert, die Asche in Salzsgure gelust, die salzsaure
Losung fast zur Trockne eingedampft, mit Schwefelsdure auf-
genommen, in «ler bekannten Weise mit Zink reducirt und
dann titrirt. lIhr Titre wurde auf met. Eisen gestellt.

Bei der Gewichtsanalyse wurde folgendermassen
verfahren: Eindschern des Hamoglobins, Ldsen der Asche in
Salzsaure; diese wird mit Ammoniak abgestumpft, dann Zu-
satz von essigsaurem Ammon (Flussigkeit dabei nur schwach
sauer), Erwérmen bis cssig- und phosphorsaures Eisen ge-
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rénnen. Heiss filtrirt, mit hcisscm essigsaurem Ammon durchb-
gcwaschen, Verbrennung des Filtrums, Glihen und Wégen.
Das Gewogene zeigt die Menge des Eisenoxyds + Phosphor-
sdurc. Auflésen des Gewogenen in Salzsdure, Versetzen der
Losung mit Weinsdure, darauf mit Ammoniak, Fallung des
Eisens mit Schwefelammonium, Ucberfiihrung des Schwefel--
cisens in der bekannten Weise in Eisenoxyd und Wagung
dieses Niederschlages, In derselben Asche wurden zugleich
auch die Phosphorsaurc, der Kalk und die Magnesia bestimmt.
Aus dem Filtrat vom Schwefeloisen wurde die Phosphorsaurc
mit Magnesiamixtur ausgefalit. Aus dem Filtrat, vom basisch-
essigsauren und phosphorsauren Eisenoxyd wurde durch Ueber-
satUgen mit Ammoniak und Zusatz von oxalsaurem Ammon
der Kalk ausgefallt; das Filtrat vom oxalsauren Kalk wurde
.mingedampft, die Ammoniaksalze vertrieben, der geringe Rlck-
stand in Salzsdure gel6st und aus dieser Losung mit Am-
moniak und phosphorsaurem Ammon die Magnesia ausgefallt.

Resultate der Elsenliestimuiuiig.

G a) 0,336°%0

Praparat 1. a 1) 0,337 °lo
H , c) 0,334°o
Gewichtsanalyse von Dr. Bunge 0,330»0

.. T | a) 0,327°0
Praparat Il. € j P) 0,327 °to (ausgef. v. Dr..Bunge).
Gewichtsanalyse von Dr. Bunge 0,325°%o0

Praparat 111.

Mutterlaugentrockenrickstand : Krystallisationsproducte:

a) 0,230 °fo a) 0,300 °jo (unrein),

b) 0’29600!0 h) 0,334 °jo Imul umkrystallisirt.
° cj a 0,334°o |

c) 0,347 °lo 3 e >l

(. 0,337°I0 ( umkrystallisirl.
Dr. Bunge's Gewichtsanalyse 0,334°Jo /

Zahlenbelege.
Flr Praparat |:
2.028*2 gr. gehen 0.0873 gr. HsO — 4,3040°,0 HgO.
2,0430 gr. gelten 0,0S78 gr. H20 ~= 4.3047ftjo HzD.
a) 10,3058 gr. = 0,8022 gr. Trockensubstanz verbrauchen 35,40 chem.
Cdiamaleonlésung, Titre: 0,0009350 gr. Fe pro ehern.— 0*3350«;« Fe.
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lo 10,0130 gr. — 9,6In0 gr. Trockensubstanz' verbrauchen 34,60 ehein,
Chamaleon. Titre: 0,0009350. gr. Fe pro ehern.. — 0,3366% Fe

') 21.6152 gr. = 2045s89 gr. Tnckonsubslanz verbrauchen 71,60 cbcm.
Chamaleon, ‘litre: 0.000iMi0 gr. Fe pro ehern.. -- 0,3338 Fe.

Cewichtsanalayse von Dr. Bunge: «ill,5:158 gr. — 60,8006 gr. Trocken-
substanz gehen 0,2866 gr. FegOj — 0,3300 "0 Fe.

Fur Praparat Il :

2,0130 gr. gehen 0.0935 gr. H?0 — 1,0i::7% H>O0.
1.9950 gr. gehen 0.0929 gr. 11-.0 — 4,6402% 11*0.

a) 22.7538 gr. - 21.09S0 gr. Trockensubstanz verhrauehen 74.00 ehern.
Chamaleon, Titre: O,0n0960 gr. Fe pn* ehern, — 0,3274% Fe.

h) 23,4728 gr. — 22.3S37 gr. Trockensubstanz verhrauchen 70.20 cbem.
Chamaleon, Titre: 0.000900 gr. Fe pro ehern.. — 0,3268% Fe.

Dr. Hungc’s Cewichlsanalyse; 47,4529 gr. — 45.2511 gr. Trocken-
substanz gehen 0,2100 gr. Fe?CD — 0,325°.) Fe. Dieselbe Menge
ergiebt :

0.0290 Mg21*2% <= 0,0180 P20-, 0,0409""« P20;j.
0.0165 Mg? 122 O7 = 0.0059 MgO — 0.0131% MgO.
0.0107 Ca SO, = 0.0044 CaO = 0.011% CaO.

Fur Praparat Il
a) Mutterlauge 1.

2,1775 gr TroekenrOeksland gehen 0,0177 gr. 1170 — 0,8]29"((
2.1960 gr. geheji 0,0180 gr. 11?70 -= 0.8196% 11?0.

22.1770 gr. Trockenrtckstand = 21,9951 gr, wasserfreier Substanz
verhrauehen 53,00 ehern. Chemaleon. Titre; 0.0009550 gr. Fe pro
ehein., = 0.2302°,* Fe.

b) Mutterlauge 2.
Der Troekenn>ksland ist u‘asserfrei.

20,3522 gr. Trnekenrnekstantl verbrauchen 63,20 ehein. Chamaleon,
Titre: 0.0009550 gr. Fe pn* ehein.,, — 0,2966% Fe.

e | Mutterlauge 3.
1.9958 gr. Troeoenriickstaud gehen 0,11:18 gr. Hat) -- 5.7019°,* IDO.

5.2869 gr. Trockeni iiekslaml - 4.9855 gr. wasserfreier Substanz ver-
hrauelum 18.50 ehein. Chamaleon. Titre: 0,0009350 gr. Fe pro
ehern. = 0.34699°,,) F**

Krystall isal ion>p rod net ¢;

a) Frsles Krystallisationsproduet. 2,1953 gr. gehen 0.0334 gr. IDO —
1,5213°,, IDO.
22,5587. gr. — 22,2203 gr. Trockensubstanz verhrauehen 71,60 ebein.
Chamaleon, ‘litre: n.000960 gr. Fe pro ehein. -- 0.3094%.
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1») Zweites KrystallisatkmsproduH : 2,(M)HO gr. *cb»*n 0,0682] jrr.; N*<»
= 3.399s °o.

20.3787 ~r. — 19,8790 gr. Trockensubstanz verbrauchen 09M “bem,

Chamaleon, Titre: 0,0009050 gr. Fe.pro chcnl. 0,3343°.* Fe.

c) Drittes Krystallisationsproduct : Eine Portion wird weniger mli.ol
getrocknet, sie dient zur Analyse sub

my 1,9801 gr. geben 0,1433 gr. HMO = 7,3380° 0 H2C.

11,0130 gr. = 10,2323 gr. Trockensubstanz brauchen THWOcbem.
Chamaleon, Titre: 0,0009440 gr. Fe pro ebem, — 0,3339"0 Fe.

Die Ubrige Menge wird scharfer getrocknet, daher ergiebt sich

auch ein anderer Gehalt an Wasser.
2,0203 gr. geben 0.0880 gr. U->0 — 4,3053°jo If60.
1991,5 gr. geben 0,0867 gr. 1120 — 4,3491 °|0 H"O.
Gerechnet wurde mit dem Mittel: 4,35°0.

3l 13,2010gr.— 12,0274 gr.Trockensubstanz verbrauchen 43,60cbcm.
Chamaleon, Titre: 0,0009350 gr. Fe pro ebem. = 0;3376°o Fe.

j 9,9213 gr. — 9,4898 gr. Trockensubstanz brauchen 34,20 ebem*
Chamaleon, Titre: 0,0009350 gr. Fe pro ebem. — 0,3309,% -Fe-.

Gewichtsanalyse, ausgefuhlt von Dr. Bunge: 24.0854 gr. —
23,0116 gr. Trockensubstanz geben 0,1127 gr. Fe*O4 — 0,334T%E.e.

Wie der Leser sehen wird, stimmen die Zahlen leidlich
mit einander, aber ganz und gar nicht mit denen dei Ubrigen
Autoren. Dass das Praparat | und Il tadellos rein sei,
glaube ich durch die Schilderung der Darstellung und Eigen-
schaften derselben bewiesen zu haben. Fir die Accuratessc
der Analysen birgt dem Leser schon der Umstand, dass
Dr. Bunge und ich zu gleichen Resultaten gekommen sind
und dass die Gewichtsanalyse dieselben Zahlen ergeben hat,’

wie die Titration. Ich habe also Grund genug, meine Zahlen
als die richtigen anzusehen.

Methode der Schwefelbestimmung.

Wenn man sich die Schwefelbestimmungen, besonders
die am Casein ausgefihrten, ansieht, wenn man dabei erféhrt,
wie sehr die Angaben der einzelnen Forscher auseinander
gehen, wie die Autoren, um die eigenen Zahlen als die richtigen
hinzustellen, einander beschuldigen, unreine Niederschlage
gewogen zu haben etc., so wird cs sofort klar, dass die
Differenzen nicht von der Ungenauigkeil der Auslihrmig her-
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Million koénnen, sondern dass wahrscheinlich die Methoden der
Sehwefolbestimmung Fehlerquellen mil sich bringen missen.
h> kommt vor Allem darauf an, die organische Substanz so
zu zerstoren, dass aller Schwefel an die Asche gebunden
wii'd. Dieses ist auf die verschiedenste Weise versucht worden,
aber immer und immer wieder ist man auf eine alte Methode,
die des Schmolzen.* mit Salpeter und Aetzkali, zuriickgekommen.
Aus den friheren Analysen entnehmen wir, dass das O-l1amn-
globin 0,060% Schwefel enthdll, dass man folglich, um
genugende Mengen eines schwefelhaltigen Niederschlages zu
erhalten, grossere Quantitdten in Arbeit nehmen muss. Die
Berechnung zeigte, dass 10,0 Substanz geniigen wiurden.

Die Substanz musste nun zerstort werden. Wieviel
man dazu Aetzkali und Salpeter braucht, musste der Versuch
lehren. Nach mehrfachen Versuchen ergab es sich, dass eine
Mischung von | Theil H&moglobin mit 7 Theilen Salpeter und
3 ] heilen Aetzkali ruhig, ohne Flammenerscheinung, schmolz
und vollstandig verbrannte. Die Schmelze war woiss mit
einem Stich in’s Gelbliche; die Farbung ruhrte vom Eisen
lier. Am geeignetsten erwies es sich, das O-H&amoglobin in
der Losung des Aetzkali zu lésen, dann den Salpeter zuzu-
setzen, auf dem Dampfbad in einer Silberschale einzudampfen
und zu schmelzen. Ich muss hier Uber eine Erfahrung
berichten, dit* wohl von Jedermann bei Verbrennung solcher
Substanzen gemacht, aber von Niemand in der Literatur mit-
gctheilt worden ist. Beim Erhitzen des Gemenges von Sal-
peter, Aetzkali und einer Eiweisssubstanz entwickeln sich,
bevor die Verbrennung omtritt, penetrant stinkende Gase.
Es lag nahe zu denken, dass mit diesen Gasen ein Theil des
Schwefels in die Luft ginge. Das ist aber nicht der Fall.
Ich habe ein Gemisch von O-H&moglobin und Aetzkali in
einem Kolben erhitzt, die Destillationsproducte in Kénigswasser
aulgefangen und aualysirt; es war kein Schwefel darin.

Das llesultat der Schmelze war eine geringe Menge
schwefelsauren Kalis in mehr als 100 Gramm einer Sdlzmasse,
welche aus, Salpeter, salpetrig-saurem Kali und kohlen-
saurem Kali liesland. Die grosse Salzmonge musste ein wenig
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merschrocken. Es war vorauszusehen, dass die Fallung des
Schwefels als schwefelsaurer Baryt in wenigstens einem Lifer
Fllssigkeit vorgenommen werden musste.

Behandelt mau, wie das llammarsten *) mit dem
Casein gethan, das I)-Hamoglobin mit coiic. Salpetersaure
in der Warme, so wird ein Tlieil davon zerstért. Es ent-
weicht Kohlensdure, das Ue.brige 16st sich in der Sdure zu
einer Kklaren, gelblichen Flussigkeit, welche abgedampft einen
gelben Rickstand hinterldsst. Dieser kann nun mit weniger
Salpeter und Aetzkali geschmolzen werden.

Es resultiren
kleinere Salzmassen.

Ans der Auflésung der Schmelze sollte nun der Schwefel
als schwefelsaurer Baryt ausgeféllt, die Flussigkeit dazu aber |
erst vorbereitet werden. LOst man die Schmelze auf, so kann
man das in ihr suspendirte Eisen durch Filtration entfernen.
Man muss es thun, weil es bei den weiteren Operationen in
die Loésung ubergeht, vom Barytniederschlag mitgerissen wird
und daher das Gewicht des Niederschlages vergrossert. Man
muss ferner alles Alkali in Chlorid verwandeln und zwar
mussen in erster Linie die Salze der Salpeter- und salpetrigen
Séure zerstort werden, weil bekanntlich der Barytniederschlag
diese Salze mit sich niederreisst. Dazu muss mau die balz-
masse 3- bis 5mal mit concentr. Salzsdure abdampfen. Von
der vollstandigen Zersetzung der genannten Salze habe ich
mich bei jeder Analyse Uberzeugt, indem ich kleine Proben
der mit Salzsdure behandelten Salzmasse mit Schwefelsdure
ansauerte und nach Zusatz von Jodkaliumstéarkekleister mit
Zink behandelte. Farbte sich die Starke* nur schwach blaulich,
so musste das Abdampfen mit Salzsdure wiederholt werden.
Es resultirte nun eine Menge von Ghlorkaliuih, in der sich
eine kleine Quantitdat von schwefelsaurem Kali- befand, und
blieb noch zu untersuchen, welchen Einfluss eine Chlorkalium-
losung von bekannter Concentration auf das Resultat der
Analyse haben konnte. 0,1980 gr. Schwefelsduren Natrons,

*) Zeitschrift fur physiologische Chemie, Bd.'IX. Oeft 3, friher
111, VI, Heft 3,
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5 cbcin. 25% Salzsaure und 50 gr. Gldorkalium wurden in
500 eben». Wasser gel6st, mit einer LOsung von 0,02 gr.
Chlorbaryum heiss versetzt, der Niederschlag in wblicher

Weise gewaschen, getrocknet, gegliht und gewogen. Dieser
Versuch wurde zweimal wiederholt.

I. Gewogenes Baryumsulfat 0,3220,
. » » 0,3240.
Daraus berechnet sic|i in:_
l. 0,04422 gr. S und in
1. 0,04450 gr. S.
Die theoretisch berechnete Menge betragt 0,04458 gr. S.

Wie bei diesen Versuchen, habe ich mich auch bei allen
spateren Bestimmungen einer mir bekannten Menge von BaCl*
bedient; ebenso war die Menge der GUI mir bekannt. Ich
nahm mir bekannte Mengen von beiden Reagcntien, weil
DaGl2 in zu grossem Ueberschuss zugesetzt, in den Nieder-
schlag geht, ein' grosserer Ueberschuss von Ulli aber den
DaSO4 lost. Chlorkalium konnte, wie wir gesehen haben,
kaum schaden. Uinzuzuftigen bleibt noch, dass weder Digeriren
des gegluhten Niederschlages mit Salzsaure, noch Aufschliissen
und abermaliges Fallen das Gewacht erheblich veranderten.
Diy angewandten Reagcntien waren schwefelfrei: von der
Salz- und Salpetersaure wurden grosse Quantitaten einge-
dampft, in den Ruckstdnden liess sich keine Schwefelsaure
nachweisen. 10 gr. des Aetzkali wurden mit 10 gr. Salpeter
zusammengeschmolzen, die Schmelze gel6st, mit Salzsaure
schwach angesduert und nach Zusatz von RaGl2 in die
Warme gestellt. Am folgenden Tage hatte sich nur eine
unwagbare Spur schwefelsauren Baryts abgeschieden.

Itesiiltutc «ler Scliwefclbostimmnngcn.

Praparat 1 ergab: 0,3902% &
0,39H» -

Praparat Il ergab: 0,3583 » »
(1.3G58 » »

Praparat Il ergab: 0,3809 * "

0,3881 " »
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Zalil*nliIm'lrge. (

I'rdparat
Das Praparat rathalt 4,305",,, H->0.
jl j,» — 11,1325 irr. Trockensubstanz. geben O,3l03 jrr. 15aSO»
— (1.3902 ",
11,3955 |rr. == 10.90**0 gr. Trockensubstanz geben 0,3110 gr, ItaSO.»-
= 0,39Hi" 0 S.
Praparat 1.

Das Préparat enthalt 1.0t",n U>O0.
I1,t)0;s gr. — lor,:;;;? gr. Trockensubstanz, gelten 0/2748 gr. HaSOi
= S. ,
U >jo”* g-, -s 10,7*55 gr. Trockensubstanz, ', 'eben 0,2873. ¢ IkiSOr
— (1,3058» 0 S.

Préparat HI. :
"1,9001 irr. mit 7,34 ( [I-Ol — ">."2340 gr. Trockensubstanz, gelten 0,20*23 g*-
* HaSO.| t=. 0,3899" 0 S,
10,03*95 gr. mit 4.3,500,, Hs«» 7 9,0022 rrr. Trnrkensnbstanz. geben
0,2714 gr. DasO, = 0,3*881 "o .
In dom Préparat Ill als dem feinsten wurden auch der
C, Il und N bestininil, um das Praparat mit dem anderer
Autoren vergleichen und eine Formel des Hamoglobins be-

rechnen zu koénnen.

Bestimmung des C und H.

Das Praparat, bei 115° C, im Luftbade getrocknet, wurde
wie gewohnlich in einer Verhrcmnmgsrohre mit vorgelegtem
eliromsatucn Bleioxyd, Kupleiuxyd und einer langen,
Im WassersInttslrome [I'riscli ausgeglidde» Kn|>fefs|)irale,

Sauerstoffs!lrome verbrannt.
F.s ergiebt sich:

. C 51,2909 n, K
I — 0,727 »

H 51,01 »
I 0,79

nZa bl en belege.

. 0,5300 gr. gaben U< itr. «O* und a,*iaO gr. m»» - °1,2909», C

und U,727i"i, H.
. 01951 gr. gawn 1,133 gr. «0* >u*d <»»»* gr. H-0 -1 51020, C

uml 0,79 H.



Bestimmung des N.

Diese wurde nach der AVill-Warrentrapp’schen Methode
ausgefuhrt und ergab :

=
I

. N = 18,0200
. N = 17,87 *

Zalileilhelegt\

[. 0,4083 gr. gaben 0,5020 gr. Pt = 18,02°« X.
[I. 0,2751 gr. gaben 0,3452 gr. Pt 17.87.°» N.

Bei der folgenden Zusammenstellung sind die bei der
Analyse des Praparates Il erhaltenen Resultate fortgelassen,
weil, wie erwahnt, dieses Praparat weniger rein war.

.
Praparat 1 | Mittel.

<
Ho |
X | ('
s &0.3902 0,3010 | 0,3009
10,336 0,337 0,330 0,334
t | | i
Praparat Ill. ; Mittel.
L . 1
C 51295101 | : i 51,15
N 673 P 6.76
X 18,02 17,87 ol 1794
0,3899 0,3881 L 0,3890
Fe | 0,334 0,3380.337 0,3341;\0,3358
| |

AN

Mittel aus beiden:
C 15.15. Il 0.70, X 17.94. S 0,3800. Fe 0,335, O 23.4251.
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Berechnen wir nun die Anzahl der Schwefclatome, die
auf ein Atom Eisen kommen, so finden wir fir das Praparat |:
0,3009 = x.32 x.4; x = 204

0,334 “¢ 5G
Flr das Praparat IllI:
0,3890 _ x.4
0,338 “ 7
Im Mittel aus allen Bestimmungen:

03899 _  x.4
073350 ** ' 7

Aus diesen Zahlen geht unzweifelhaft hervor, dass auf
1 Atom Fe genau 2 Atome S im Hamoglobin ent-
halten sind und dass das Hamoglobin ein che-
misches Individuum ist.

Leider war es mir aus dusseren Grinden nicht vergonnt,
die Menge des von Hamoglobin locker gebundenen Sauerstoffs
genau zu bestimmen, um zu entscheiden, ob auch dieses,
Element im einfachen Acquivalentvcrhaltniss zum Fe stellt.

Ich gebe schliesslich die aus den von mir gefundenen
Werthen resultirende Formel des Hamoglobins:

G712, Hiiso, Nan, S2, Fe, O2«.

Bei der Spaltung des H&moglobins scheidet sich das
Hamatin mit 34 Kohlenstoffatomen ab. Der Rest kann in
hochstens zwei Eiweissmolectle zerfallen, weil nur zwei
Schwefelatome in demselben enthalten sind. Jedes Eiweiss-

(Globulin-)Molectl wirde 1 Atom Schwefel und 339 Atome
Kohlenstoff enthalten.

Thats&chlich aber kann das Eiwciss peptonisirt werden
und die Peptone sind gleichfalls noch schwefelhaltig.

Nehmen wir nun [an, dass die Peptone Spaltungspro-
ducte des Eiweisses seien, so missen wir das Eiweissmolecil
verdoppeln und schon fir jedes Peptonmplecul 1 Atom
Schwefel und 339 Atome KohlenstotV annehmen. Bedenkt
man aber, dass das Eiweiss wenigstens zweierlei — in Ver-

schiedener Weise gebundene — Schwefelatome enthalt, dass
Zeitschrift fur physiologische Chemie. X. . 3
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ein Thc'il derselben leichter als Schwefelwasserstoff sich ab-
spaltet, so ist man gezwungen, wenigstens 4 Atome Schwelei
und 130b Atome Kohlenstoff im Eiweissmolecil anzunehmen.

Die Initiative zu vorliegender Arbeit verdanke ich dem
mHerrn Professor Dr. (J. Dunge, der mich bei der Ausfihrung
derselben aufs Liebenswurdigste unterstitzte. Ich bitte den
Herrn Professor ergebenst, meinen innigsten, warmsten Dank
fur die stattgehabte Mihe und Anregung gltig>t entgegon-
nelimen zu wollen.

L



