Quantitative Bestimmung der Bestandtlieile des Oxyh&moglobins
des Pferdes.

Von
0. Lawrmv.

Au- dem physiol.-ehern. Laboratorium iljit St. iVtersbnrtrer militéar-arztl. Akademie.)
Der Redaction zugegangeu am 2f Oktober iwth.V

Di(' Bestandteile ties Oxyhamoglobins sind im Allgemeinen
wenig untersucht und die Ansichten Uber dieselben verschieden,
lenn einige Autoren glauben, dass das Oxyh&moglobin nur aus
zwei Bestandtheilen besteht — Eiweissstoff und Farbstoff:
andere, wie Lehmann.ll F. Hoppe-Sev ler,2 Prey er,3)
>rliulz 4» nehmen im Oxyhamoglobin ausser den beiden ge-
nannten Bestand!heilen noch andere Substanzen an.

Lbenso verschieden sind die Meinungen Uber den che-
mischen Charakter des Kiweissstofles im Oxyhamoglobin.. So
liilt Preyer die Eiweisssubstanz des Oxyhdmoglobins, das
(,I°bin» fir ein Albumin besonderer Art: F. Hopp.e-Sovler
fir ein Globulin, und Schulz fir ein HisLon. f *

Methoden, welche zur Zerlegung des Oxyhamoglobins
in seine Bestandtlieile angewandt wurden, waren folgende:
K. Hoppe-Sey ler zerlegte das Oxyhamoglobin durch Kochen

M iner wasserigen Losung, wobei die Protein,Substanz des Oxy-

11 Lehrhuch d. physiol Chemie. I8nH. S.

2) Medicin.-chem. Untersuch. Th. lIl. $ IK, Th. IV. §26.
3 Blutkrystalle. 1871. S. 164 u. folg. . ‘
4 Biese Zeitschrift, Bd XXIV, i?. 44U--181. 1898
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h&dmoglobins in Klocken anslallt. Prever>’ zersetzte das O.u-
hamoglobin, indent er auf eine wasserige LOsung desselben

«lureli Essigsaure in Gegenwart von Aether einwirkt: dahe;
leiden sieh beim Stehen des Gemisches zwei Sel.iehten eine
untenstehende, farblose, die Proteinsubstanz des Oxyhuniogl.,.
'ins in Losung enthaltende, und eine obenstehende, gefarbte
.welche alle anderen Uestalidthcile des Oxyhamoglobins auiv,.-

nnmmcn Imt. [—

WA ~ Dan “10wskV die Spaltung herbei «:m}
kurz (laiHTiidos Koehen einer wasserigen, mit einem gleietit
\ elinrten igen Alkohols gemisehten Losung des Oxyhame-

Klobins. Der abgespaltene Kiweisssloff dos Oxvhamoglobin-
i»st sich in der heissen it»_ |5»/oigen alkoholischen Losun«
aus der er heim Abkihlen ansfaUt. Cm diese Eiweisssubstanz

", Rustaude darzustellen, wird die erhaltene alkoholisch,’
Losung. heiss liltrirt; das Filtrat scheidet beim AbkUhlen dm

Kiweisssloff als llockigen Niederseldag ab, der mit Kliess|.al.i,-i
abgepresst, nochmals in 16'Voigem heissen Alkohol gel6st und
durch Abkihlen seines Losungsmittels von Neuem ausgesehieden
wird. Dieses lieinigimgsverfahren kann mehrere Male wieder-
Indl werden. Ist die alkoholische Ldsung der Eiweisssubstanz
gelb gelatbt, so wird sie durch Thierkohle entfarbt.

Schulz G spaltet das Oxyhdmoglobin in der Weise, <la--
er der wiisserigen Lo6sung des Oxyhamoglobins verdinnte Salz-
saure so lause hinznligt, bis der zuerst .entstandene Nicdcr-
schlag wieder verschwindet. Die so erhaltene saure L6sung
wirdmit ! J Votiimeu HD!' «igen Alkohols und '/2 Volumen Aether
unb'r sorgfaltigem Umrihren gemischt. Das Hamatin geht in
die atherische Lo6sung, der Eiweissstoff und andere liestand-
Ihrde bleihen in der wasserig-alkoholischen Loésung.

Fir meine eigenen, auf die Zusammensetzung des Oxv-
hadmoglohins bezlglichen Untersuchungen benutzte ich da
Oxyhamoglobin des Pferdes. Die Darstellung des, Qxyham,,-
ghdiins gestaltete sich folgendermassen: das frisch gelassene
Blut wurde mit Ammoniumoxafat gemischt (1 gr. dieses Salze-



aut je 1 Liter Blut) und bei der Temperatur von ptwa 0°0.
-mhen geladen. Nach 24 Stunden wurde die Plasma* und die
buicoevtenschicht vorn dicken Blutkoérperchenbrei abgegossen.
liaiauf wurde der letztere mit 2 Volumen destilljrten Wassers
von Zimmertemperatur und etwas Aether gut genuseht und
«lie. Mischung zuerst bei 15—20? C., endlich bei. 0°C. etwa
21 Stunden gehalten. Jetzt wurde der in Lo6sung gegangene
blutfarbstof T durch Fliesspapier bei etwa 0° filtrirt und dem
Filtrate Vi Volumen stark abgekuhlten 95°/oigen Alkohols
allmahlich unter sorgfaltigem Umriihren hinzugefiugt. 1)ie alko-
holische Mischung war nach 221-48standigem Stehen bei
—12° bis —L>°G. zum kristallinischen Brei erstarrt. Der
b i —10° bis —15° C. abgetrennte kristallinische Niederschlag
wurde zwischen Fliesspapier sorgfaltig abgepresst und zweimal
auf angegebene Weise umkrystallisirt. - L

Das auf diese \Veise dargestellte Oxyhadmoglobin ent-
hielt 0,469°/0 Fisen. 1 : ! '

Zur quantitativen Bestimmung des Eisens wurde das
-“Ibsle und liltrirte Oxyhamoglobin zuerst bei 100°, dann bei
119—110° G. getrocknet und mit 15 Theilen S&)petergéniisch
verbrannt. Das~Eisen wurde als Eisenoxyd bestimmt.

\199 gr; Oxyliamoglebfin liHerten 0.0.V27 "r. Eisenoxyd 1:0.45°» Eisen
. e Kr- > [>.059? =0,458 ,
*90 . oV '

Demnach betrug die Mittelgrosse des Eisengehalts die
oben angegebene Zahl von (>,409° ¢. Vv'-VV

Zur Spaltung des gewonnenen Oxyhamoglobins versetzte
M' die wasserige LoOsung desselben mit einer Alkohol, Aether
und Schwefelsaure enthaltenden Mischung und zwar kamen auf
Kt 100 ccm. Losung des Oxyhamoglobins 500 ccm. 75°/oigen
Alkohols-f 200 ccm. Aether: der Gehalt der Mischung (800 eem.)
an Schwefelsdure betragt 0,025° .

Das Zusammenmischen wird sehr allméahlich unter sorg-
eiligem Umrihren durchgefihrt. Dabei fallt die Broteinsubstanz
'I('s Oxyhamoglobins in Flocken aus: alle anderen Bestandteile
Gemen in d(‘'r alkohol-atherischen Lésung. Kocht man die ab-

Vv tionnte alkohol-atherische Losung; bis zur vollkommenen Ver-



jagung des Aethers und Alkohols. so mill dus Hamatin

aus. In dem wasserigen Filtrate vomHamatin ist keine Pfoieiu:
snl-slanz inehr naehzuweisen, sodass man annehmen ,im-
dass die Kiweisssuhslanz des Oxyhamoglobins hei der. an-
gegebenen Sliallung vollkommen ausgeschieden wird.

tin die Oiiiinlil.il des ahgesjiallenen Itiimalins fesizustellen
wurde das alkohol-atherische Killuit vom Proteinniedersehlam
san.iul de,, ersten gefarbten alkohol-iilheriseheu Wasehllissi-
keilen bis zur vollkommenen Vertreibung des Alkohols und'
Aelhers gekocht. Dahei Ilullt das Hamatin vollkommen no
Has abgeschiedene Hamatin wurde auf einem getrockneten
und gewogenen Killer zuerst mit heissen, Wasser bis zur v,]|-
kommenen Knilernuug der Schwefelsdure, darauf mit Alkohol
und Aether durchgcwnschcn und hei 1tfl 115°t bis zum
conslantch Owichto getrocknet.

Vmv quantitativen Bestimmung der Menge Her Protein-
Sill,stanz des Oxyhamoglobins wurde eine Oxylmmoglnbinlosuiig
yon bekamdem (lehalte naeli dem oben geschilderten Verfahren
zerlegt, der abgeschiedene [|*mleinniede#sehlag auf einem Kille,
von bekanntem tiewieht gesammelt, mit einem Cemiseh am
2 Ah,Jlumen litt" ,igen Alkohols imd | Voh,men Amber bis zur
Kntterming Her mechanisch beigemengten Schwefelsaure an-
gCWaselien und bei 110 [HI5"C. bis zum eonstan.en tiewi.l,-

getrocknet.: -yfT;
Analysen gaben Hi« ftilgenden Resultate:

... MT<< "uen Oxyha@mog.....nlésung liefert,-,, 17,it .,

V i-s! 50 *TJ,h ®;"er 2.7*!°/o igen- wasserigen Qxyhamoglobintdésung liefert, |,
t..1,.tl gr. 99.aU““, Niederschlag und 0.058« gr. =, 3.88<«Hamatin

Wasserigen Oxyhamoglobmtisung liefert. «
-1. W.otl, Niederschlag.

: " pn wasserigen OxyMmogtobinfosnng liefert,-,,
-110,. »9-28 - Niedersei,lag Und 0.0551 gr. S.I«,6,, Hamatin

* ner ——== jgon uasserigehOxyhiunoglobinlésimg gal,.-,
0.10J1, dl 3.77%, Hamatin.

Als .Mittelwerlhe fur die Menge des ans dem flxvhamo-
gloh", .iligespaltenen Proteins fanden sied, demnaeh lii».:«t
und tiir das entstandene Hamatin .'l.ss" ,.



Dieso Zahlen bedirfen jedoch noch der Corrector, da

voll dem Proteine Schwefelsdure in gebundener Form zurick-

halten wird. Ich bestimmte daher die Schwefelsdure ver-

schiedener Praparate des Proteins nach den Uublichen Me-

thoden. Die Resultate sind in nachstehender Tabelle ziisammen-
geslelll :

Ni dos Praparates ..... e 1 %* " Ul v
Menge des veraschten Proteins . . 5.020 3.711 27 «U7 1.3701

Monge des ttxyhainoglohins, welche

dem veraschten Protein ent-

spricht ., . . . --- . . . 500 3.733 2.7(> 1.38

U. nicht des Ihiiyumsiilfats . . . ok h: (MitU 0.1153 0.2285

mMenge der gebundenen .Schwefel-

saure in " Y- YYSY oK 48¢'  Tétr 5.21

Von den in der Tabelle aulgefihrten Werthen fur Schwefel-
siure sind bereits abgezogen die Werthe, die der im. Protein-
mol(*kiil gebundene Schwefel liefern muss. Da der gesummte
Schwefel des Oxyhamoglobins nach meinen Brfahrungen in
das abgespaltene Protein Ubergeht und das von mir benutzte
Oxyhdmoglobin &« Schwefel enthielt, so habe ich die der

genannten Zahl entsprechende Schwefelsaure in Abzug <o

Setze ich jetzt die gefundene Schwefelsaure in Beziehung
™ ,or gefundenen Menge des Proteins.* dann lasst sich leicht
die Menge des schwefelsaurefreien Proteins berechnen. Ks

ergibt sich namlich, wenn ich die gesuchte von Schwefelsaure

heie Substanz mit X bezeichne, die Gleichung ><—-j—=2==99;H9

. X—
Da jedoch das, Protpin noch Bisen enthielt, das wahr®

Nelieinlich aus Hamatin stammt, welches von d(‘m ausfallenden
Proteid mit niedergerissen wird, muss die Menge des bei-

y' nii>;hten Hamatins ebenfalls von der zuletzt gefundenem Zahl



in Abzug gebracht werden. Nach der in der Fussnole *) aus.
gcliiln ten Reclimmg musste nun eigentlich das von mirungcwimd!>
Oxyhamoglobin 4.47''n Hamatin bei der Spaltung liefern In
VX irkhchkeit fand ich jedoch nur il,««'l,. Hs mussen demnu. |,
A,11-r-3,88“/0—0,590/e von dem Proteid mitgerissen sein. Unter
Bericksichtigung dieser letzten Zahlen ergibt sich also, dass
mlas™Oxyhamoglobin bei seiner Spaltung !>4<Mn’'. Kiweissstoll.
Ihimaliu und 1,4t®» andere Bestandtheile geliefert hat.
Nach Schulz>] betragt der Gehalt des Oxyhamoglobin»
an Kiweissstoll («Globin») 86,0°/», an Hamatin 4,2@/« und

anderen lleslandl heilen !f,:I'V. N.It. Der Autor selbst
hat darauf hingewiesen, dass die Proteinsubstanzen des Oxy-
hamoglobins bei seiner Bestimmung nicht ganz vollkommen
abgetrennt sind.)

Die nach meinem Verfahren dargestellte Proteinsubstanz
lies Oxyhamoglobins gibt alle Farbenreactionen, die den eehlen
Kilv(»isssioHen eigenthiimlien sind, aber schwacher als zum
Hcispiel das Kieralbumin. Sie enthéalt leicht beim Kochen
niit Aetzalkali abtrennbaren Schwefel, jedoch in geringer Menge.

Ihre Falligkeit zur Dialyse ist sehr gering. Nachdem sie
mil kaltem \\ asser vollkommen ausgewaschen ist, ist sie
in Wasser von Zimmertemperatur fast unloslich. Ziemlich
leicht ist sie in verdinnten Mineralsauren und sehr leicht in

*' Nach den Intersuchungen von F. Hoppe-Seylerl) enthélt I;.s
[lamalm S.S2°. Eisen. Nach Xencki und Sieber?) betragt der Gehalt ties
Hamatins an Kisen Nach zweien von mir ausgefiihrten Analysen
hotrugt der Gehalt des Hamatins an. Eisen 10,500 o, sodass das von mir

benutzte Oxyhamoglobin v 100 = 4.47»» Hamatin zu ent-

halten Kat
the Analysen gaben Folgendes:
0.b2U2 gr. Hamatin lieferten 0.0U6 gr. Eisenoxyd =10,f>0°» Eisen
0,0127 » 0.0U0S » » — In4a°

D 1 C.

-VArch f exper. Path. u. Pharm. Rd. XVIII. Jahrg. ml < bu.
Rer. d. d. Aehern.Ges. Bd.XVII. Jahrg. 1884. S. 2207, IkIL.Will
Jahrg. 1HRO. S. 892
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Artzalkali 16slich. Sie lasst sieh aus ihren sauren Losungen

h Nalrimnoarbonat cnler Ammoniak ausscheiden. Die dabei
entstehenden Niederschldge sind in einem nicht zu grossen
| eberschnsse der genannten Reagentien, sogar beim Erwarmen
N"fl Koohen ,ler LAosung unléslich. Mit Salpetersaure geben ihre
siuren Lo6sungen Niederschldge nur bei einigem [|'ebersehusse
der Saure. Dieselben losen sich beim »warmen und Kochen
Die sauren Lo6sungen der Proteinsubstanz geben mit | Volumen
.darken Alkohols Niederschlage, die beim Erwdrmen und Kochen
verschwinden und beim Erkalten wieder erscheinen. Eine kleine
Menge von Kochsalz erzeugt in ihren sauren Losungen starke
Niederschlage. Diese Fallungsreactionen sind so charakteristisch
dass die Proteinsubstanz des Oxyhadmoglobins als eine besondere
hoteinsubstanz anzusehen 1st.
D i1e vorlaufige kurze Untersuchung des Gemenges der
M°cfle, welche ausser Eiweiss und Hamatin im Oxyhamoglobin
vorhanden sind, hat gezeigt, dass dasselbe zum Theil von
Fettsauren gebildet wird, von denen einige im Wasser loslich
ind. andere nicht. Einige der Fettsduren sind mit Wasser-
“Umpfen flichtig, andere nicht. Beim Erhitzen des Gemenges
mit Aetznatron entwickelt sich Ammoniak.

Schliesslich kann ich nicht umhin, Herrn Prof A. Dani-
lcwsky meinen besten Dank auszusprechen fir das freundliche
Interesse an meiner Arbeit. LAY,
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