Spaltungsprodukte des Hamatins.
(1. Mittheilung.)
Ueber die Hamatine verschiedener Darstellungs- und Blutarten.

Von
William Klister.

(Die Untersuchungen sind mit Unterstiitzung des Elizabeth-Thompson Science Fund
in Boston ausgefiihrt worden.)

(Der Redaction zugegangen am 18. Januar 1900.)

Die vorliegenden Versuche bezwecken eine Erganzung
der friher veroffentlichten Arbeiten.*) Es war gezeigt worden,
dass bei der in eisessigsaurer LoOsung durch Chromate er-
folgenden Oxydation des Hamatins als charakteristische Spaltungs-
produkte die «zweibasische Hamatinsdaure C8HINO4» und das
« Anhydrid der dreibasischen H&matinsdure C8HsO5» auftreten.
Daneben wurde ausser Kohlensdure die Bildung bald geringer,
bald erheblicher Mengen Ammoniaks nachgewiesen, womit das
wechselweise Vorwalten von CsHINO4 und CygH805 wahrschein-
lich im Zusammenhdnge stand. Nachdem dann auch die
Methoden zur Trennung?) letzterer Sauren ausgearbeitet worden

1) Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, S. 1 und 34. — Bei dieser Gelegen-
heit mdchte ich auch eine fehlerhafte Angabe berichtigen, die sich m
der Arbeit von Kolle und mir befindet. Das Hamatoporphyrin ist mit
einer Chromatmenge oxvdirt worden, welche «6» und 8, nicht wie auf
Seite 34, 35 und 37 angegeben ist, 12 und 8 Atomen Sauerstoff entspricht.

2) L ¢ pas. 23 war gezeigt worden, dass beim Behandeln eines
Gemisches der Sauren mit Calciumcarbonat héufig ein Theil der Saure
nicht reagirt und sich mit Aether ausschitteln ldasst. Es war die Ver-
muthung ausgesprochen worden, dass letztere Theile mit C8HINO4 identisch
sein durften.

Dies ist in der That der Fall. Die S&ure gibt namlich bei er-
neuter Behandlung mit Calciumcarbonat ein wasserldsliches Kalksalz,
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waren, erschien es mdoglich zu entscheiden, ob beide Sauren
als primére Spaltungsprodukte anzusehen sind oder — was
wahrscheinlicher — ob unter gewissen Bedingungen, die nun
zu ermitteln waren, der Uebergang des als primares Oxydations-
produkt anzusehenden Korpers C8HINO4 in G8H805 schon
wahrend der Oxydation selbst, d. h. also in saurer Ldsung,
stattfmdet.])

Die erstere Annahme, dass also auch C8H8O5 primares
Spaltungsprodukt sei, war ja von vornherein nicht unmdglich:
ein solches Verhalten konnte z. B. in dem inneren Bau der
nach verschiedenen Methoden oder aus verschiedenen Blutarten
hergestellten H&mine begrindet sein. Viel wahrscheinlicher
war es allerdings, dass die wahrend der Oxydation eingehaltene
Temperatur oder vielleicht intensive Belichtung eine Bolle
spiele, oder dass bei der Ueberfiihrung der Hamine in Hamatin
Veranderungen in verschiedener Dichtung vor sich gehen, je
nachdem in der Hitze oder bei gewdhnlicher Temperatur ge-
arbeitet wurde, was sich nun bei der'Oxydation bemerkbar
machte. Letzteres war um so wahrscheinlicher, als ja diese
Oxydation mit einer Wasseraufnahme Hand in Hand geht; ja,
nach einigen Analysen schien sogar schon die Zusammen-
setzung der Hamatine von der Art der Darstellung abhéngig
zu sein.

das nach dem Umkrystallisiren sich in folgender Weise zusammengesetzt
zeigte:

0,1384 g, Uber Schwefelsdure getrocknet, verloren im Vacuum
0,0074 g, dann bei 110° noch 0,001 g und liessen 0.0172 g CaO zuriick
= 9,83 °/0 Ca (berechnet 9,90°0 fiir (GsH8NO4)2 Ca). Die regenerate Saure,
aus Essigester zweimal umkrystallisirt. zeigte bei langsamem Erhitzen den
richtigen Schmelzpunkt 113,5° (corrigirt).

1) Durch Natronlauge wird dieser Uebergang ja leicht bewirkt.
Ich mochte hier erwéhnen, dass die zur Reinigung der Rohsduren
dienenden Operationen stets gleichméssig ausgefiihrt wurden, namentlich
geschah das Losen in Natriumcarbonat in der Kaélte, die alkalische
Lésung wurde dann rasch dreimal mit Aether ausgeschittelt, um dann
sofort wieder angeséduert zu werden, so dass in dieser kurzen Zeit eine
Ammoniakabspaltung nicht eintreten konnte. Allerdings muss man rasch
arbeiten: als eine Losung von C8HINO4 in Soda eine Stunde stehen blieb,
hatten sich bereits Spuren von C8H805 gebildet.



In den beiden folgenden Tabellen sind nun die unter den
angefiihrten Verhéltnissenn gewonnenen Resultate getrennt
angeordnet, zwei Versuche, Il 4 und 7, fanden, was die Ana-
lysen der Calciumsalze betrifft, schon in der ersten Mittheilung
Verwendung, die Ubrigen Analysen sind neu ausgefiihrt worden.
Was- die Ammouiakabspaltung betrifft, so sind ebenfalls einige
Resultate wiederholt aufgefihrt,

Wie man sieht, wurde neuerdings das «vorwiegende»
Auftreten von CsHsO5 nicht mehr beobachtet, ja die einwand-
freisten Versuche?) ergaben das Fehlen dieser S&ure, so dass
also die Annahme, C8H805 konne als priméares Spaltungs-
produkt auftreten, nicht aufrecht erhalten werden kann. Es
liefert das Hamatin, ob es nun nach Nencki's oder nach
Schalfejew’s Methoded)*dargedellt ist, ob es aus Pferde-

1) Es ist natlrlich nicht ausgeschlossen, dass noch andere Factoren
in Betracht zu ziehen sind.

2) Die Versuche, | 3 und 4, welche verhaltnissméssig viel C8H805
ergaben, wurden zu Ende gefiihrt, nachdem die Rohsdure 4 Monate auf-
bewahrt worden war.

3) In neuester Zeit habe ich auch das Morner’sehe Hdmin unter-
sucht, nachdem es mir mit Hilfe genauer Angaben, welche mir Herr
Professor Dr. Morner in liebenswirdigster Weise zur Verfiigung stellte,
gelungen war, die gute Ausbeute von ca. 3 g Hamin aus einem Liter
Blut zu erreichen. Im Folgenden gebe ich die Einzelheiten dieser Methode,
welche in der That auf die bequemste Weise grdssere Mengen Hamins
herzustellen gestattet.

11 Blut wird mit 3 1 Wasser gemischt und nach Zusatz von
10 ccm. I°/oiger Schwefelsdure bis zum lebhaften Aufwallen erhitzt, das
Coagulum wird colirt. ausgewaschen und scharf abgepresst. Dann wird
mit ca. I/»1. 90°/igen Alkohols angerieben und wieder scharf abgepresst.
Jetzt wird der Blutkuchen mit 1750 ccm. 90°/oigen Alkohols, dem ein
erkaltetes Gemisch von 17,5 ccm. concentrirter Schwefelsdure und
17,5 ccm. 90°/«igen Alkohols zugesetzt ist, verrieben und bei Zimmer-
temperatur eine Stunde digerirt, dann colirt, der Rest ausgepresst, die
erhaltene dunkel gefarbte Losung fltrirt, das Filtrat in etwa zwei
Portionen getheilt, rasch zum Sieden erhitzt und jetzt pro Liter Blut
8 ccm. 25°/oige Salzsdure, die mit ca. 12 ccm. 90°/oigen Alkohols ver-
setzt sind, eingetragen und durch Einstellen in kaltes Wasser abgekiihlt.
Nach zweitdgigem Stehen wird der Uber dem abgesetzten Hdmin stehende
Alkohol abgegossen, der Krvstallbrei abgesaugt, mit Wasser ausgewaschen
und im Vacuum getrocknet. Eine Reinigung von etwa noch beigemengtem

13*
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oder aus Rinderblut gewonnen wurde, als priméres Spaltungs-
produkt die stickstoffhaltige «zweibasische Hamatinsaure »
c8hinod

Und ich will gleich hinzufiigen, dass dieselbe auch aus
einem Hamatin erhalten wurde, zu dessen Herstellung von
Schafblut ausgegangen war. Aus Essigester umkrystallisirt,
zeigte sie den Schmelzpunkt 113—114°. Ihr wasserldsliches,
einmal umkrystallisirtes Calciumsalz, aus dem sie gewonnen
wurde, gab bei der Analyse folgendes Resultat

0.2099 g verloren im Vacuum 0,0020 g. bei 110° noch 0,0073 g
uncl hinterliessen 0,027 g CaO. = 0.0193 g Ca.

Berechnet fiir: Gefunden .

(C8H8NO42 Ca + 1 H20 Im Vacuum  Bei 110° Ca
H20 4,27 > 0,95°l 3,51%
Ca 990° — — 9.62%

Was die Menge der Rohsdure betrifft, so zeigte ich
schon friher, dass die Ausbeute bei Rinderhdmatin am
gunstigsten ist, wenn man ca. 20 Atome Sauerstoff auf das
Molekil H&matin verwendet; sie betrdgt dann fast 50°/0 vom
Ausgangsmaterial. Fast die gleiche Quantitit wurde nun aus
Pferdehdmatin schon bei Verwendung von 12 Atomen Sauer-
stoff gewonnen, Il 4;8 unter gleichen Bedingungen kam die
Ausbeute beim Rindshdmatin nur einmal bis auf 40°/0. Das
kénnte an der Reinheit des verwendeten Materials liegen,
obwohl bei allen Préparaten, wenn nicht eine véllige, so doch
moglichst vollstdndige Reinigung erstrebt worden war.

Auch mochte ich auf eine weitere Differenz zwischen
Rinds- und Pferdehamatin, die sich bei der Spaltung ergibt,
aufmerksam machen.

Bei der Oxydation mit 12 Atomen Sauerstoff entsteht
ja dabei ein wasser- und atherunloslicher, in Alkalien l6slicher,

Eiweiss scheint auch hier durch ca. 1%ige Salzsdure zu gelingen.
Bisher wurden 6,5 g solchen Hamins nach meiner Methode oxydirt und
hierbei die gleichen &atherl6slichen S&uren, wie aus den nach anderen
Methoden bereiteten Haminen, erhalten.

1! Dieser Fall ist nicht vereinzelt; bei einem anderen nicht in die
Tabelle aufgenommenen Versuche mit Nencki’schem H&min wurden
sogar 47 % Rohséaure erhalten.
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als erstes Oxydationsprodukt aufgefiihrter Korper. Die Menge
desselben wurde nun bei Verwendung von Rindshamatin stets
bedeutend grosser wie bei Verarbeitung von Pferdehdmatin
gefunden. Sie stieg dort bis 62,5°/0 vom Ausgangsmaterial,
wéhrend hier 40°/o nicht erreicht wurden.

Die genauere Untersuchung dieses Korpers, der ja nach
einigen orientirenden Analysen sich als recht verschieden zu-
sammengesetzt erwies und hei verschiedenen Versuchen er-
halten, auch schon in der Farbe differirte, wird vielleicht
besseren Einblick in die recht complicirten Verhaltnisse ge-
statten.

Um endlich noch einmal auf die Ammoniakabspaltung
zurickzukommen, so geht aus den Tabellen nur hervor, dass
eine geringe Menge des Stickstoffs des Hamatins in Form
dieser Verbindung austreten kann, ohne dass Theile von
C8HINO4 in C8HBO5 Ubergehen. Starke Belichtungl) oder das
Erhitzen des Hamatins mit Natronlauge vor der Oxydation er-
weisen sich als einflusslos, sobald nur mit 12 Atomen Sauer-
stoff oxydirt wird. Werden aber 20 Atome verwendet, wird
also der als erstes Oxydationsprodukt bezeichnete Korper fast
vollig wegoxydirt, so scheinen, wie sich aus | 7 und 8 ergibt,
gréssere Mengen von Ammoniak und auch von C8H805 dann
aufzutreten, wenn das Hamatin vor der Oxydation mit Natron-
lauge mehrere Stunden gekocht worden war. Doch mdchte
ich dieser einen Beobachtung noch nicht zu viel Belang zu-
erkennen.

Was endlich den schon friher besprochenen Fall 1l 1
betrifft, bei dem 40°/0 des Hamatinstickstoffs als Ammoniak
abgespalten und damit im Zusammenhédnge 56°/o der Rohséure
als CsH805 gefunden wurden, so haben die neueren Versuche
nicht die erwiinschte Aufklarung gebracht.

Auch die Differenzen, welche in der Zusammensetzung
der nach verschiedenen Methoden dargestellten Hamine ge-

) In greller Beleuchtung verlauft die Oxydation etwas rascher,
weil sich die dunkle Flussigkeit rasch auf 40—50° erwarmt, doch ist es
weit zweckmassiger, im Dunkeln zu operiren. weil dann ein weniger
gefarbtes atherldsliches Rohprodukt erhalten wird.
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funden wurden, finden durch vorliegende Arbeit keine Erkl&rung.
Vielmehr konnte erwiesen werden, dass — wie die procentische
Zusammensetzung der aus verschiedenen Blutarten erhaltenen
Hémine von den Darstellern bereinstimmend gefunden wurde
— diese nun auch als best charakterisirtes Spaltungsprodukt
die gleiche S&ure C8HINO4 geben.

Tubingen, Physiologisch-chemisches Institut, am 17. Ja-
nuar 1900.

Analytische Belege.

I. 1. 0,6894 g Ca-Salzi) verloren im Vacuum 0.0122 g, bei 110°
noch 0,0068 g und gaben 0,0922 g CaO.

. 20,3308 g Ga-Salz verloren im Vacuum 0,0 g, bei 100 bis
105°:0,0152 g und gaben 0,0425 g CaO.

1. 3. 0.2241 g Ca-Salz verloren im Vacuum nichts, bei 105°:0,0100 g
und gaben 0,0290 g CaO.

I. 4. 0,2473 g Ca-Salz verloren im Vacuum 0,0013 g, bei 105°:0,0105g
und gaben 0,0320 g CaO.

I. 5. 1,0675 g Ca-Salz verloren im VVacuum 0,0075 g, bei 105°: 0,0536 g
und gaben 0,1395 g CaO.

I. 6. 0,2855g Ca-Salz verloren im Vacuum 0,0056 g, bei 110° :0,0059 g
und gaben 0,0380 g CaO.

I. 7. 0,2674 g Ca-Salz verloren im VVacuum 0,005 g bei 110°:0,0066 g
und gaben 0,0347 g CaO.

I. 8. 0,2085 g Ga-Salz, Uber 112S04 getrocknet, verloren bei
110°: 0,005 g und gaben 0,0275 g CaO.

1. 2. 0,3833 g Ca-Salz verloren im Vacuum 0,0124 g bei 110: 0,0088 g
und gaben 0.0495 g CaO.

Il. 3. 0,4770 g Ca-Salz verloren im Vacuum 0,0206 g, bei 110° :.0,0004g
und gaben 0.0623 g CaO.

Il. 4. 0,3187 g Ca-Salz verloren im Vacuum 0,0005 g, bei 110°: 0.0125 g
und gaben 0,0413 g CaO.

Il. 5. 0,2413 g Ca-Salz verloren im Vacuum nichts, bei 105° 0,0113 g
und gaben 0,0316 g CaO.

I. 6. 0,3913 g Ca-Salz verloren im Vacuum 0.0045 g, dann bei 105°
0.0104 g und gaben 0,0539 g CaO.

Il. 7. 0,1760 g Ca-Salz verloren im Vacuum nichts, bei 110°: 0,0096 g
und gaben 0,0230 g CaO.

9 Das Galciumsalz wurde stets (ber Schwefelsdure liegend bis
zum constanten Gewicht getrocknet.



