Ueber den von V. Arnold alo ,,neutrales Hamatin
beschriebenen Farbstoff.
Von
K. If. L. Van Klaveren.

Aus dora physiologischen Laboratorium der Universitat Utrecht.)
(Der Redaction zugegangen am G. Juli 1901)

\ "'r einiger Zeit (heilte V. Arnold mil, dass das Hamatin
Imi neutraler Reaction in salzhaltigem Alkohol 16slich ist.l)
Kr land némlich, dass frisches delibrinirtes Blut, mit einer
alkoholischen Kalilosung gekocht und mittelst Glaswolle liltrirt.

AYr Neutralisation mit Salzsaure den Farbstoff grossten-
tinil> gehist hielt, indem die Farbe der L&sung von braun

WI,1'lie- Hamatin ist, ausser in Wasser, Aether und Chlor.,-
I"iin. auch in Alkohol unldslich; dass hier der Farbstoff in
dem Alkohol gel6st blieb, schrieb Arnold dem zu, dass die
k'-Hiii]- viel Neutralsalz enthielt. Erst mittelst starker Ver-
dinnung mit Wasser wurde der Farbstoff gefallt; Diese Fallung.
vmi Arnold als neutrales Hamatin betrachtet, wurde ahfiltrirt
mal um Wasser gut ausgewaschen. Dieselbe zeigte sieb dann
1 ™lieh in V asser, in verdiinntem sowie in absolutem Alkohol,

""" intiirten waésserigen Kochsalz- und Ammoniuinsulfat-
Mmgen. l6slich aber, besonders beim Erwarmen,' in einer

| -«Moischon Kochsalz- oder Ammoniumsulfatlosung. Diese

«0simg ist schon roth von Farbe und zeigt bei der spedfo-
* opisehen Intersuchung zwei, zwischen den Fratenhofer-

D 1111 b «eignen Absorptionsstreifen. Renn

nutzen wird die Lésung braun und zeigt dann das.Spec-
"' ""s alkalischen Hamatins; beim Abkiithlcn kehrt die
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rothe Farbe und zu gleicher Zeit auch das Spectrum .1*!
neutralen Hamatin* wieder. Zusatz von Alkali ruft den ;lku-
tischen, Zusatz von Saure den sauren Hamatmstreifen hervor
Am leichtesten erhielt Arnold das neutrale Hamatin aus
Methamoglobin.  Wurde eine Methdmoglobinlésung mit dom
gleichen Volum starken Alkohol versetzt, so schlug sofort die
braune Farbe der Flussigkeit in eine rothe um, das Spectrum
des Methamoglobins verschwand und bald schied sich das
«'neutrale Hamatin» aus. Audi wiederholtes Schutteln mit
Chloroform genugte zur Ausscheidung von «neutralem Hamatin>
ans einer Methumoglobinlésiing. Die am meisten charakte-
ristischen Eigenschallen des von ihm entdeckten FarbstotM
sind, nach Arnold, erstens der mit unbewaffnetem Auge und
speetroskopiseh naclizuweisende Farbenunterschied bei Zimmer-
temperatur und heim Erhitzen und zweitens die Loslichkeit
in salzhaltigem Alkohol. «Diese beiden Eigenschaften . so
spricht er sich aus, «eharakterisiren eine neutrale Hamatin
lGsuug hinlanglich einer Oxyhamoglobinlésung gegentber. 1)
Gegen die Auflassung Arnold’s wurde inzwischen bald
Zweifel erhoben. Formének bemerkte, dass auch aus einer
Oxyhamoglobinlésung, wenigstens bei einer Temperatur von
etwa 50° C., durch Zusatz von Chloroform ein rotlier Nieder-
schlag erhalten wird, welclier aber als ein;schwerl6slichos
Oxyhamoglobin zu betrachten sei. Der Niederschlag enthielt
ebensoviel Eisen wie das Hamoglobin, 0,83°/,» und IC» v N.
Es unterliegt daher keinem Zweifel, dass dieser Korper kein
Hamatin ist>”™ Formanek fiigt dann hinzu, dass durch
Vermischung einer Oxyhamoglobinlésung mit einer cniu-cn-
trirlen alkoholischen Kochsalzlésung eine Substanz erhalten
wird, welche dein Arnold’sehen «neutralen Hamatin analog
ist, die zwei von diesem Forscher beschriebenen Absorptions«
streifen zeigt, beim Erhitzen eine braune Farbe annimmt und
dann den alkalischen Hamatinstreifen gibt. Dieser Farbst«!l
ist aber offenbar nicht identisch mit dem von Formanok

"Da a 0.S. So.
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mittelst Chloroform aus Oxyhamoglobin erhaltenen. Obgleich

also Forméanek vollkommen zu dem Ausspriiche berechtigt ist
»ler letztgenannte Farbstoff sei gewiss kein Hamatin, so hat
er dennoch nicht nachgewiesen, dass dasselbe von dein von
Arnold neutrales Hamatin genannten Stoff gesagt werden darf.

Andererseits schien mir auch die Auffassung Arnold's
nicht genigend begrindet zu sein. Wenn man auch schon
armehmen durfte, der in salzhaltigem Alkohol l16sliche, in
Wasser unlésliche, bei Temperaturwechsel Aenderung der
Lichtabsorption zeigende Farbstoff sei nicht als Hamoglobin
ZU betrachten, so war damit noch nicht festgestellt, dass der-
selbe Hamatin genannt werden musste, nur weil der Farbstoff
durch Behandlung des Hamoglobins mit alkoholischer Kalilauge
erhalten wurde und bei alkalischer Reaction das Licht in der-
s'iben Weise wie Hamatin absorbin'./".

Thatstiehlich fand ich, dass die von Arnold beschriebene
Substanz dem Hamoglobin noch sehr nahe steht. Sie ist nicht,
wie das Hamatin, ein eiweissfreies Spaltungsprodukt, sondern
eill ans einer noch sehr geringfiigigen Zersetzung des Blut-
farbstoffes hervorgegangenes Proteid: Hamoglobirr, in Welchem
nicht, wie im Methamoglobin, nur eine Atoniverschiebiling
stnttgefiinden hat, sondern von welchem schon ein, wenn auch
kleiner Thoil des so hochzusammengesetztenMolekulsabge-
I'alten worden ist. )

Ich erlaube mir deshalb vorzuschlagen, diesem Produkt
«len Namen Kathamoglobin zu geben, wodurch angedeutet
sei. «lass diese Substanz nicht, wie das Methamoglobin, durch
intramolekulare Umlagerung, sondern durch einen ersten An-
fang des Abbaues des Molekils entstanden ist. /e

Arnold hat die fragliche Substanz durch Aufkochen einer
Mischung von defibrinirtem Blut mit einer alkoholischen Kali-
o'"smg bereitet. Uebcr die relativen Mengen von Blut, Kali-
lauge und Alkohol, und Uber die Zeit, wahrend welcher die
Mischung erhitzt werden soll, macht er aber keine Angaben.
Hennoeh ist es nothig, darauf bei der Bereitung zu achten.
Ihm. Verdinnen der neutralisirten Flidssigkeit mit Wasser
uil ‘0 r°the Fallung nicht oder nur in geringer Menge er-
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Irnlten, wenn der Gehalt der Lésung an KOH viel mehr i-t
wie aVo und wenn das Kochen einige Zeit fortgesetzt worden

ist.  Wenn hierauf geachtet wurde, erhielt ich, genau so wie
Arnold angibt, eine, so lange die Reaction alkalisch war

die htrhe des alkalischen Hamatin zeigende, bei der Neutra-
lisation roth werdende Ldsung, welche, nachdem das gefalite
Eiweiss abtiltrirt war, beim Zusatz von Wasser einen gm!,.
lloekigen, blassrothen Niederschlag lieferte. Der Niedersélda -
war unloslich in Wasser, beim Erhitzen aber leichtldslich in
salzhaltigem Alkohol. Diese L6sung zeigte die von Arnold
beschriebenen Absorptionsbénder und den Farbenwechsel heim
Erhitzen und Abkthlen. Sie enthielt aber nicht nur Hamatin
sondern auch in reichlicher Menge Eiweiss. Kochen der Lésung
niit Essigsaure und darauf folgender Zusatz von gesattigter Kodi-
salzlésung rief einemassige Eiweissfallung hervor.

Hass dieses Eiweiss vom Rlutserum herrihren sollte,
war kaum anzunehmen. Nach dem Kochen mit Kali uni
Alkohol, Neutralismen und Fillriren, dirften in dem duoh
Verdinnen der alkoholischen Ldsung mit Wasser hervotg,-
rufeneii Niederschlag von diesem Eiweiss nicht mehr als Sptm-n
erwartet werden. Dennoch wurde, zur grésseren Sicherheit,
fur die weitere Untersuchung statt delibrinirten Rlutes reine-,
krystallisirtes Hamoglobin verwendet.

Dasselbe wurde in der von Sehuurmans-Stekhoven
angegebenen Weisel) bereitet, welche hauptsachlich hierin voit
anderen Methoden verschieden ist, dass der Blutfarbstoff tim
Stromata nicht durch Wasserzusatz, sondern durch Zer-
quetschung der Blutkdrperchen entzogen wird. Die lilutkorp. i-
chen-werden mit I’/oiger Kochsalzlosung auf der Centrifuge
ausgewaschen und dann wahrend zwei Stunden mit Asbc-i-
Hocken kraftig geschittelt. Der Blutfarbstoff l6st sich dam,
in der Salzlésung auf, indem die Stromata grosstentheils tut
den Asbestlloeken festkleben und durch Filtration entfernt
werden. In dieser Weise braucht das Hamoglobin nicht
mit Aether in Berihrung gebracht zu werden. Dann wild

fl Omiet-Z. Physiol. l.ab(.rat. I'tn-ehl. f Reets. I, n, «7.
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Humoglobinlisung in einem IVrgamentpapierschlaueh in

lixem Alkohol in den Kissehrank gestellt. Sobald die
[lamoglobinkrystalle sieh an der Dialysatorwand abznselzen
aiilangen (nach 2t bis to Stunden), wird der bialysatorinl.all
in ein oylindrisehes Gelass gehracht und darin im lvis-
srinank bis zum vollstdndigen Ablauf der Krystallisalion be-
lasM ii.  Das Hamoglobin wird also mit nicht mehr Alkohol
in lierdhrung gebracht, als fir die Krystallisalion uolhwendi«
gehadert wird. Auf den Krystallbrei wird dann ein seidenes

>'|™"k'" geteilt, welches, mehr oder weniger, je nachdem
e- nathig scheint, belastet, die Mutterlauge durchirren lasst
Xa,'h .....™im* 'ler Mutterlauge werden die Krystalle 'hei

in «»Dg'iehst wenig Wasser gel6st. Diese Losun« wird
viele, im Dialisator in 15">igen Alkohol gestellt. Jetzt fa,,,|
A" Crystallisation viel schneller an als das erste Mal Nach
'len, die Krystalle in der angegebenen Weise zur vollstandigen
Ausscheidung gekommen und von der Mutterlauge getrennt
sind, werden dieselben erst auf porosem Teller und dann in
'smor IWzellanschaale Uber Chlorcalcium bei Zimmertemperatur
JMiucknet. y .. L.

Zur liereitung des Kathamoglobins wurden 100 ccm
"ne, moglichst concenlrirten Losung dieser Krystalle mit
L*M I, I'/#1?en Alkollols «nd 1—2 ccm. gesattigter Kali-
w"V |V, TS<1zt" b* auf «0» C. erhitzt, sofort mit Salzsaure
miilial'siH, abgekuhlt und mit einer reichlichen Men-o
cosulhrtc" Wassers verdinnt. Der Niederschlag wurde nid

lie'vasc,ien lds das Filtrat ganz farblos war in
' "liem Alkollob unter Zusatz von Kochsalz, bei tiO"C ge|,ist
lla" «" der mit Wasser geféllt. Zur weiteren Reinigung wurde
'" "Muig m salzhaltigem Alkohol und die Fallung mit Wasser

animal wiederholt.
K .. )J( ™Us)eute WUf(Je Kleiner, sobald zur liereitung mehr

o ' «tujre serwendet wurde, ebenso wenn das Gemisch mehr
- " weniger als fiO-70*/, Alkohol enthielt, und wenn die
-mg zu hoch getrieben oder langere Zeit fortgesetzt wurde
*'ucl, das so erhaltene Kathdmoglobin, welches sicher
"Il -iweissstoireu ilcs Serums verunreinigt war. enthielt
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reichlich Eiweiss. Die Lo6sung gab eine Fallung beim Kochen
mit Essigsdure und Kochsalz. Zusatz von Salpetersdure ver-
ursachte einen Niederschlag, welcher beim Kochen geldst
wurde. Ebenso wurde eine Fallung hervorgerufen durch Essig-
saure und Ferrocyankalium, durch Pikrinsaure, durch Sattigung
mit Kochsalz oder mit Ammonsulfat. Das Kathdmoglobin
I6st sich in 0,2° oiger HCI. Wurde diese Losung mit Pepsin
versetzt jmd die Nacht tber bei 37° C. digerirt, so waren die
Kathdmoglobinstreifen durch Neutralismen der LoOsung nicht
mehr hervorzurufen.

Die von Arnold als H&matin betrachtete Substanz ist
also, ebenso wie das Hamoglobin, ein Proteid. Erst bei mehr
eingreifender Behandlung des Blutfarbstones mit starkerer
alkoholischer Kalilauge oder bei anhaltender Erhitzung wird
das Hamatin vollig von dem Eiweisscomponertten losgeldst

Es war jetzt zu untersuchen, ob bei der beschriebenen,
vorsichtigen Behandlung das Eiweiss des Hamoglobins denn« <h
theilweise entfernt oder vielleicht denaturirt wird.

Wie Schulz nachgewiesen hat, lasst sich das Hamoglobin
mittelst sehr verdinnter Salzsaure spalten und wird dann als
eiweissartiges Spaltungsprodukt ein, wie es scheint, mit den
Historien verwandter Korper erhalten, das Globin. M

Dem von Schulz gezeigten Weg folgend, habe ich erstens
krystallisirtes Oxyhamoglobin und zweitens daraus in der be-
schriebenen Weise bereitetes Kathamoglobin in 0,1 %iger
gelost und die LOsung, genau wie von Schulz angegelkni,
mit Alkohol versetzt und im Scheidetrichter mit Aether geschuttelt.

In Bezug auf das Oxyhamoglobin stimmten meine Befunde
mit den Schutz’sehen Angaben gut dberein. In den Aeliier
ging ein brauner, die Absorptionsstreifen des sauren Hamaliti'
zeigender Farbstoff UGber. Dieser Farbstoff konnte, nach Ver-
flichtigung des Aethers, in Ammoniak gelGst werden. |he
Losung zeigte den Streifen des alkalischen H&matins und, naeh
Zusatz Stokes scher Flussigkeit, die beiden Absorptionsban.lei-
des Hamoehromogens.

1. Diese Zeitsehr.. Bd. XXIV, S. 140.
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Aus der von dem Aether getrennten wasserigen alkoholi-
schen LoOsung konnte durch Neutralisation mit Ammoniak das
'(slohin geféllt werden. Das von mir. bereitete Globin wich
von dem von Schulz beschriebenen nur in Bezug auf folgende
Reactionen ab

Wurde das Globin mittelst Ammoniak geféllt, mit Wasser
A(swaschen, in verdinnte Essigsaure geldst und dann ein Paar
Tage gegen stromendes Wasser dialvsirt, so konnte es durch
Alkohol nicht geféllt werden.

Ammoniumchlorid rief, in nicht zu geringer Menge zu-
gesetzt, auch bei saurer Reaction einen Niederschlag hervor.

Magnesiumsulfat gab bei neutraler Reaction keine Fallung.

Natriumphosphat, in geringer Menge zugesetzt, lieferte
einen Niederschlag, welcher sich aber beim Erhitzen nicht I0ste.
Wurde viel Natriumphosphat zugleich zugesetzt, so blieb die
Losung klar; sie tribte sich dann aber beim Kochen.

Ausser diesen gewiss nicht wichtigen Unterschieden ent-
spracli das von mir bereitete Globin voéllig demjenigen, welches
Schulz aus Oxyhamoglobin erhielt. Dabei muss ich bemerken,
dass in meinen Versuchen Hamoglobin aus Rinderblut verwendet
wurde, wahrend die Beschreibung Schulz’s sich auf den
Blutfarbstoff des Pferdes und des Hundes bezieht.

Genau dieselbe Behandlung, wie auf das Oxyh&moglobin,
wurde auf den daraus bereiteten, von Arnold neutrales
Hé&matin genannten Stoff angewandt und dabei wurde, genau
*° wio beim Oxyhdmoglobin, eine Hamatmldsung' in Aether
und eine Globinlosung in verdinntem Alkohol erhalten. Dieses
Globin war in keiner Hinsicht von dem in meinen.Versuchen
aus Oxyh&moglobin abgespaltenen zu unterscheiden.

Von einer Verunreinigung der wiederholt in salzhaltigem
Alkohol geldsten und mittelst Wasser wieder geféllten Substanz
mit von zersetztem H&moglobin herrihrendem Globin kann
Wo,,| nicht (Jie Rede sein. Es ist also klar, dass der von
Arnold beschriebene Stoff, ebenso wie das Hamoglobin, ein
] »teid darstellt und unrichtiger Weise mit dem Namen Hamatin
" legt worden ist.

Schulz hat nachgewiesen, dass bei der Behandlung des
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llamalms mit verdiinnter Salzsdure neben dem Hamatin im,|
dem Glohin noch andere, kohlenstoflarme und stickst,.iiivi.l,.-

Zer.selzungsprodukte frei werden, Denn das Hamatin und ,1,
Globin enthalten beide mehr Kohlenstoff, als dem Hamatin’
aus Welchem sie entstanden sind, entspricht. Die Ausbeule
an den beiden genannten Stollen war denn auch geringer ab
die Menge des zersetzten Hamoglobins. Die Menge des Hamatins

wurde durch Wagung des nach der Verflichtigung des Aethers
Weihenden RuUckstandes bestimmt, indem das Globin ans dem

wasserigen Alkohol mittelst Ammoniak, unter Zusatz v,n
Ammoniumchlorid, ausgefallt, liltrirt, getrocknet und gewogen

wurde. So wurde weniger gefunden, als dem zersetzten
Hamoglobin entsprach. Auch wenn in Betracht genommen

wurde, dass die Ausfillung des Globins wahrscheinlich nicht

ganz ohne Verlust slatlfand, ware es doch nicht wohl mdglich,
das Didieit von U ,aus diesem Verluste zu erklaren. Aon

weleher Art die das Deficit verursachenden Spaltungsprodukt,
sind, war bis jetzt nickt zu efuiren.

Ganz ahnliche Befunde, wie Schulz fur das Oxvham,,-
globiu des Pferdes, erhielt ich in Bezug auf das Oxyhamoglobin
des Rindes. o

a SehuU kind ans 1,788 g Oxyhamoglobin:
Hamatin 0,0»a g,1also 1,2°'< und Globin 1,517 g, also 80.5u »

und ieh ans 0,09i g Oxyhamoglobin:
Hamatin 0,025 g, also 1.2V, und Globin 0,517 g, also 87.2"*

Boi Schulz war der Verlust 9,3V, bei mir 8,6V.
leb hatte jetzt zu untersuchen, oh dieses Verhéltnis®

tlurrh die Behandlung des Blutfarbstoffes mit alkoholischer
Kalilauge in der oben beschriebenen Weise geandert wird.

wurden die aus der durch wiederholtes Ldsen in
salzhaltigen Alkohol und Féallen mit Wasser gereinigten Substanz
erhalleilen Mengen von Hamatin und Globin genau auf die-
selbe \\ eise wie beim Oxyhadmoglobin bestimmt. Drei lie-
stimmungeii lieferten folgende Resultate:

A

) Katbiiniogjobin Hamatin (ilohin Vorl y -f
J-Vi 0515 « 0.0205 g. 1.8 " . 0.402 ¢.90.2° 5. .
Il 0.05t 0,027 11w, 05975 912V b

111 1-W 0.0255  H.870 * 0,000 *87.7V sl.r



| iher den von V. Arnold beschriebenen Farbstoff. Hol

Heim ersten Anblick kann es vielleicht scheinen, als: ob
das Deficit bei der Spaltung des Kathamoglobins kleiner ist
als beim Oxyhamoglobin. Es ist aber einleuchtend dass die
(irdsse «ler unvermeidlichen Bestimnmngsfehler nicht zul&sst

den gefundenen Unterschieden irgend einen Werth beizumessen’
Das Gewicht.sverhiltniss zwischen Farbstoff und Eiweiss war:

fur Oxyhadmoglobin (Pferd) . - . - - . . 0(U>
" ! (Kindy ---.. . . .207
Kathdmoglobin «Hindi I. 1Hb
Il 22 1
1. 2fif)

«4.2, Mittel 21.4
» Tlcksichtigt man, dass immer ein Kkleiner Tleil des

[lamalms nicht m den Aether Ubergeht; sondern am Globin
I'ali' D) und dass ein Kkleiner Vertust an Globin wohl nicht
zu vermeiden ist, dann hat man, wie ich glaube, nicht das
be' ht, aus den unbedeutenden Unterschieden, welche gefunden
wurde", zu folgern, beim lebe,-gang des H&moglobins in
Kathdmoglobin witrde ein Tbeil des Eiweisses dem Molekiil
4'ntznfon werden.

Wie oben bemerkt, ist «lies aber nur dann der Fall
«"un be, ,ler Bereitung der Gehalt des Alkohols an Kalilauge

/fu (rross genommen und die Mischung, sobald die
lempera’'ur auf 60» C. gebracht ist, sofort neutralisat wird,

" '™ man die Kalilauge in grosserer Concentration, Dbei
" ™ler emperatur oder wahrend langerer Zeit auf «leu Blul-
("'wirken lasst, tritt dieselbe Reaction ein wie

vo" Himoglobin mit alkalischem Wasser: dann
' ‘'ee> Hamatm abgospaltcn und in Alkali gelost. Dann
"'h 10111 Neutralismen und Verdinnen mit Wasser der

«mrhalton ®,0bin wW. wie auch Schulz angibt, niemals véllig farblos
In Febereinsiiiri T* weniger von H&matin verunreinigt.
M, “ dainlt Isl <lie As<'hc des (ilobins cisoohallig. Die
Hématins "»um* "t “  *° Hei"- d**s si,’ w!,W der Beimischung des
alms zugeschrieben werden darf, Ich erhielt: .
"S | 8 <I0bin aUS OxVhiin'."gl"Wn 0.» mg Fe, also 0,«w> .
Di« el ' Kathdmoglobin (V8 . , , >08» ,

« "«in selbst darf also wohl als eisenfrei betrachtet- werden.
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fleischfarbene; in warmem salzhaltigen Alkohol I0sliche Nieder-
schlag nicht oder nur in geringer Menge erhalten.

Das Mitgetheilte konnte vielleicht die Vermuthung nah,
legen, die von Arnold als neutrales Hamatin beschriebene
Substanz ware als ein modilicirtes Hamoglobin zu bezeichneui.
als ein dem Methamoglobin analoger, nicht durch Zersetzung,
sondern durch Atomverschiebung im Molekil entstandener Stell

Dem ist aber nicht so, wie aus der weiteren Unter-
suchung horyorging; Hin Anfang des Abbaues des Molekil
konnte nachgewiesen werden und darin mége die vorgeschlagen«*
Benennung «Kathdmoglobin» ihre Berechtigung finden.

Durch die Erhitzung mit Alkohol und Kalilauge wird dem
Biullarbstolf Eisen entzogen, wie sich bei der Bestimmung des
Eisengehalts des Oxyh&moglobins und des daraus bereiteten
Kathamoglobins herausstellte.

Fir die Eisenbestimmung wurde die bei 110° C. ge-
trocknete Substanz im Platintiegel verbrannt und in 10Sdger
eisenfreier Schwefelsdure gelost. Alles Eisen wurde, in der
ublichen Weise, mit Hulfe von eisenfreiem, platinirtem Zink
tinter Durchleiten von Kohlensdure in Ferrosulfat Ubergelbil
und dann mit einer Chamaleonl6sung titrirt.  Aus krystallisirtem
Oxyhamoglobin, in der oben beschriebenen Weise aus Rinder-
blut bereitet, erhielt ich:

1. 2,241 g Oxyh&moglobin 7,324t) mg Eisen, also 0,326 °/o

; 0. 1,829 '/ » 5840t* v 1 1 "' 0.319°,
Mittel 0.322° >

Kathdmoglobin, aus einem Theil desselben Hamoglobin-
praparates dargestellt, lieferte:

I. 4,018 g Kathamoglobin 2.7242 mg Eisen, also 0,267V

1. 3.107 9.116 »  0,266°/
I, 1.379 3.582 0,259°
g Mittel 0,264° ,

Der Stickstofigehalt dagegen war nicht merkbar geéndert
Die Substanz wurde im Kjeldalilkblbochen mit 15 ccm. cinm
Mischung von 500 ccm, starker Schwefelsaure und 10

PhosphorpentOxyd unter Zusatz eines Tropfchens -QuecksilberS
verbrannt. Das gebildete Ammoniak wurde in V* n-Schweclel
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sinre. welche schon vor dem Anfang der Destillation mit
Mrthylorange versetzt -war, aufgefangen.

So fand ich:
au' L L £ kryslallisirtem Oxyhamoglobin 120.0 nig X, also 10,(;27 .
im«! aus daraus bereitetem Kathamoglobin:

| 0.8925 g Kathamoglobin 147,7 mg N. also 05> |
lI- 0.4815 » — 829 - o, 1T 1LV

Alls "Wibrinirtem Blut statt aus Krystallen, .also weniger
nin licrgestclites Kathamoglobin ergab: 0,242S Eisen uni)
IUIM "o N. Die aus diesem Befund hervorgehende Folgerung,
da,- bei der Behandlung mit alkoholischer Kalilauge eine
eisenhaltige Atomgruppe aus dem Hamoglobin abgespalten

\vinl. fand in der weiteren Untersuchung eine Bestatigung,
t:- war namlich mdglich, in der vom durch Wassefzusatz
ausgeschiedenen Kathamoglobin abfiltrirten Flissigkeit Eisen
na- lizilweisen. Ich habe zu bestimmen versucht, Wieviel von
dim aus dem Hamoglobin verloren gegangenen Eisen zurlck-
g<‘luiiden werden konnte.

Dazu wurde eine gewogene Menge Kkrvstallisirles Oxy-
hamoglobin in Wasser gelost. Die LOsung wurde in der oben
I" - Inliebeneu Weise mit Kali und Alkohol vermischt, auf

[" "rhitzt und dann mit Salzsdure noutralisii-l.- Dabei
I'i" i. die Hussigkeit, so lange die Temperatur auf (HI" O. ge-
halt. " wurde, vollstandig klar. Durch Abkihlen und Wasscr-

zusalz wurde das Kathamoglobin gelullt. Die vom Niederschlag
ahlillrirle, schwach rothlich gefarbte Flussigkeit wurde ein”
geengt, von dem sich noch ausscheidenden Kathamoglobin,
‘wirhes mit dem zuerst gefallten vereinigt wurde, abliltrirt
" "s Zlr Trockene eingedampft. Der Ruckstand wurde
w i ‘rannt und der Eisengehalt desselben bestimmt. Ich erhielt
au- 0,1002 g Oxyhamoglobin 5,7558 g Kathamoglobin. Ersteres
| "f--""T a,s0 mg, letzteres <),2«f",.,- also
tlt Kison- Es waren danach 4,45 mg Eisen abgespalten
e I,;lvon bind ich im Rickstand des vom Kathdmoglobin
getrennten Filtrates 2,34 mg zurck.
Das filtrat enthielt das Eisen in organischer Bindung.

Il 1l Lisensalz konnte darin nicht nachgewiesen w
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Zur volligen Entfernungdes Kathamoglobins, unter V*T.
meidung ries Eindampfens, wurde folgender Weg eingeschlagon.

Has zwar schwach, aber doch immer rothlieh gefarbt*
Filtrat %viirdo mit Ammonsulfat gesattigt. Dabei entstand kein.*
Trubung, aber die L6sung trennte sich in zwei Thoile, eine
obere, alkoholhaltige, den Farbstoff enthaltende, und eine
untere, vollig farblose Schicht, welche mit Hilfe des Scheide-
triebters gesondert aufgefangen wurden. Der in der oberen
Schicht enthaltene Farbstoff wurde mittelst Dialyse, wobei
Salz und Alkohol entfernt wurden, gefallt. Der Niederschlag
war in salzhaltigem Alkohol unter Erwarmen 16slich und
stimmte auch in Bezug auf das spektroskopische Verhalten mit
Kathamoglobin tberein. Einmal habe ich eine Eisenbestimmune
gemacht und erhielt aus 0,0(>7 g der Substanz 0,1273 mg
Eisen, also 0,10°.». Selbstverstandlich konnte b(» einer so
kleinen Menge eine genaue Uebereinstimmung mit den oben
angefuhrten Analysen nicht erwartet worden.

Die farblose, mit Ammonsultat gesattigte Ldsung wurde
mittelst Alkohol theilweise vom Salz befreit und dann mit
Darylwassor geféallt. Das Baryumsulfat wurde abliltrirt, der
uberschiissige Baryt mittelst Kohlensdure entfernt und das
Filtrat erst auf dem Wasserbad, dann bei Zimmertemporaiiii
uber Schwefelsdure» eingeengt. Indem sich Krystalle von
Ammoniumchlorid ausschieden, blieb die eisenhaltige Substanz
in Lésung. Die Mutterlauge zeigte aber keine Spur einer
Eiseiireaction, bevor die Organische Substanz durch Verbrennung
zerstort war.

Diese organische EisenVerbindung ist nicht nur sehr Ici. lit
|6slich in Wasser, sodass alle Versuche, dieselbe durch Com
centration der LOsung zu isoliren, fehl schlugen, sie wird
auch bei der Dialyse gegen Wasser vom Pergamentpapiere durch-
gelassen. Wenn die mittelst Ammonsulfat vom Kathdmoglobin
befreite LOsung ein paar Tage gegen stromendes Wasser dialvsii t
war, konnte im Dialysatorinhalt auch nach Eindampfen und
Verbrennen keine Spur von Eisen mehr nachgewiesen werden.

Arnold fand sein «neutrales Hamatin» leichter aus M»m
lidmoglobin, wie aus Oxyhdmoglobin zu erhalten. Beim Schitteln
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rinor Methdmoglobinlésung mit dem gleichen Volumen Alkohol
oder mit Chloroform, oder auch mit Aether, wurde die Farbe
von braun roth; anstatt Methdmoglobin enthielt jetzt die
Flussigkeit den in salzhaltigem Alkohol 16slichen, in Wasser
unloslichen Farbstoff.

Dieser Farbstoff stimmt nicht nur in Ld&slichkeit und
in Lichtabsorption, sondern auch in Bezug auf den Eisen-,
gehalt mit der mittelst alkoholischer Kalilauge aus Oxyhamo-
glohin (erhaltenen Substanz Uberein, wie aus Folgendem her-
\(»lgelit.

Kine Losung von Kkrystallisirtem H&moglobin aus Rinder
Llui «imlo mit Amylnitrit versetzt und ein paar Tage dialysirl.
Kin Tluil der so erhaltenen Methdmoglobinlésimg'wurde bis
zni Trockne eingedampft, verbrannt und zur Eisenbestimmtmg
verwendet. 1,0735 g Methdamoglobin lieferte 3,45 mg Eisen,
.02 ™ ™ein Gehalt, mit demjenigen des von mir bereiteten
Oxyh&moglobin Ubereinstimmend, entsprechend.

Der (brige Theil der Methamoglobinlésung wurde mit
Alkohol behandelt, wobei das gebildete Kathdmoglobin ausfiel.
Der Niederschlag wurde abliltrirt, unter Erwarmen in NaGl-
lialligoin  Alkohol gel6st und aus der klaren Loésung durch
\\ nsserzusatz wieder gefillt und abfiltrirt. In dem jetzt cr-
hallencn, schwach gefarbten Filtrat war, als die Flissigkeit in
der oben beschriebenen Weise mittelst Ammonsulfat vom.
Farbstoff befreit worden war, wieder organisch gebundenes
Fiscn nachzuweisen.

Das Ergebniss der Eisenbestimmung war:

0,010 g Kathdmoglobin lieferte 1,45 mg Eisen, 0,266°,0
entsprechend. Der Eisengehalt des mittelst Alkohol aus Met-
hamoglobin bereiteten Kathdmoglobins stimmte also mit dem
des mittelst alkoholischer Kalilauge aus .Oxyh&moglobin be-
rmelon dberein. Daraus geht hervor, dass die hei dem Heber-
=an? (,es Oxyhamoglobins in Methdmoglobin stattlindende Um-
lagerung den Abbau des Molekiils erleichtert. Der Abbau fangt
,mf der Abldsung einer wahrscheinlich wenig umfangreichen
eisenhaltigen Atomgruppe an. Erst bei heftigerem Eingreifen
gHit die Zerstérung weiter, wird der Farbstoff vom Eiweiss

H 'I-lio Soylcr s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXIII. : 20
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getrennt und jedes dieser Spaltungsprodukte fir sieh weit* |
zersetzt. K/K; cVKV';:

Dass eisenhaltige Atomgruppen leicht vom Hamoglobmv
molekll abgesplittertwerden, steht mit den Erfahrungen zahl-
reicher Forscher Uber die Zusammensetzung des Hamatins im
Einklang. Selbst in Bezug auf die Zusammensetzung *.>
krystallisirten Hamins gehen die Ergebnisse der Analysen
weit auseinander, dass, wéahrend frihere Bestimmungen zum
Schluss gefuhrt hatten, ein Molekil Hamin enthielt 1 Atom IV
auf i Atome N, Eloottal)* ind Bosenfold-) 1 Atom 1'*
fanden auf 3 Atome N. Je nach der Bereitungsweise wtu !
das Hamin &armer oder reicher an Eisen gefunden im Wi-
hiltniss zum Stickstolf.

Der Grund der Verschiedenheit kann, wie Cloctta b.K
inerkl, in dem Abldsen eines eisenhaltigen Bestandtlfeiles, oder
auch in Verunreinigung mit einer stickstolfreichen Substanz
gelegen sein. Dieser Forscher ist geneigt, die letztgenannt.
Moglichkeit anzunehmen, und Kosen leid stimmt ihm darin U i
irgend ein entscheidender Grund wurde daflr aber hiebt gefunden

Fine andere Auffassung schlagt von Zeynek vor in
diesen Worten: Aus den nicht unbetrachtlich von eman ier
diflerirenden Analysenergebnissen mancher nach verschieden-m
Methoden dargestellten Hamatine scheint hervorzugehen, .dass
die Zerreissung des grossen Hamogtobinmoleklls unter Ab-
spaltung des eisenhaltigen Farbcomplexes nicht immer an der
gleichen Stelle erfolgt. > Kd V

Vielleicht ware diese Auffassung allzu einfach, wenn
wenigstens das Gesagte buchstablich genommen und vorair-
gesetzt wird, ein Hamoglobinmolekil wirde in nur zwei Stiicke
zerrissen werden, wobei die Bruchstelle in verschiedenen Fallen
etwas anders gelegen sein wirde. Hat doch Schulz na. !t-
gewiesen, dass bei der Spaltung des Hamoglobins nicht All*-'
als Hamatin und Globin zurtickgefunden wird, dass also utO-l

1) Arch. T. exp. Path, und Pharm,. Bd. HO, S. HfO.
2..Und. Bd. in. S. 1H7. k!d

3) Diese Zeitsehr.. Itd. XXX. S. 120.
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ein oder mehrere andere Spaltungsprodukte frei werden. Wenn
it Laihl‘1- wie k'kllt eisenhaltige Splitter vom [lamo.dohin-
mob kil losgelést werden, wie das schon in Folge der Be-
rithrung mit Alkohol oder mit Chloroform, wenn nur der Farb-
sloil zuvor in den Zustand des Methdmoglobins gebracht worden
isl. stattlindet, so braucht man sieh nicht zu wundern, wenn
ein Absplittern in grdosserem Massstab unter der Einwirkung
tiefer eingreifender, eine Spaltung des Hdmoglobins in Kiweiss
und Farbstoff hervorrufender Agenden erfolgte.

lis war zu erwarten, dass das durch Spaltung des schon
an sich meid eisenreichen Kathdmoglobins entstandene Hamatin
weniger Risen, als gewdhnlich in Hamatin gefunden wird, ent-
halten wurde. Diese Voraussetzung konnte- bestatigt werden:
ausserdem stellte es sich heraus, dass auch das aus Oxyh&mo-
globin mittelst 0,1 "oiiger Salzsaure, Alkohol und Aether bereitete
Hamatin cisenarm war. Hei der Analyse des nach Schulz in
matherischer Losung erhaltenen Hamatins fand ich:

| ing aus Oxylidmogl. bereit. Hdmatin lieferte 0.7 mg Risen also 4 ». ,

y o l * ' ' . 417 - » ’ 4a_1;
Kalhaim, «lobin - - y 1,77, .. .aa»,
" ) s 171

Das aus Kathdmoglobin hervorgegangene Hamatin it
als. zwar noch eisendarmer als das aus Oxyhamoglobin er-
laltone, letzteres enthdlt aber auch nur etwa halb so viel
uren. als gewohnlich in nach verschiedenen Methoden bc
iciieicm H&matin gefunden wird. Neneki und Sieber!) fanden
den Kisengelmlt des Hamatins aus liinderhhd »,3»»/«, wéhrend
C oHla und Hosenfeld in verschiedenen Pr&paraten mehr
Il V> " E'sen fanden und von Kuster?) nach der Me-
........ von Nenckl "nd «'eher bereitete H&min 8,60»/« das
{ Vorschrift Sei,alfejeWs bereitete 0,22»/« Eisen ent-
"P Lntersuehungen der letzten Zeit») haben die; Aussicht

! f. exp. Path, und Pharm., IM. 18, S. 401.
Diese Zeitschr., Bd. XXVIII, S. 1.
N.-n. k, L_Kwr*er; DieF Z*itSChr-' lid XXVm-S ti W XXIX, S rn
»s,N. S "U7 ' Ib,d M' XXX- S: ** »nd Bor. d. ehern, ft*
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auf bessere Kenntniss der Structur des Hamatinmolekuls g<>
ulfnet. Vielleichtwird bald genauer als jetzt angegeben weiden
kdnnen, welche Atomgruppen es sind, wodurch die Zusammen-
setzung des nach verschiedenen Methoden bereiteten Hamatins
gedndert wird.

Dass die Farbe nicht in erster Linie von dem Vorhanden-
sein eisenhaltiger Atomgruppen abhangt, geht schon daraus
hervor, dass der Stoff ein Farbstoff bleibt, auch wenn derselbe
nach Verlust des gesummten Eisens in Hamatoporphyrin Uher-
gegangen ist, Auch die fur das Hamatin charakteristischen
Absorptionsstreifen aber sind nicht an einen bestimmten Gehalt
des Molekils an Eisen gebunden. Denn das nach der Spaltung
mittelst Salzsdure in Aether gel6ste, sowohl das aus Kathamo-
globin, wie das aus Oxyhamoglobin entstandene Hamatin zeigt
die bekannten Bander iin Spectrum genau so, wie auf anderem
Weg bereitetes und viel eisenreicheres’ Hamatin.

a Dass Uberhaupt das Lichtabsorptionsvermogen hei der
Beurthoilung von Farbstoffen mit Vorsicht zu verwerthen ist,
zeigt auch das Kathamoglobin, welches in alkalischer Lésung den
Absorptionsstreifen der Hamatine und, nach Zusatz StokesVcher
FlUssigkeit, die beiden Hamochromogenstreifen beobachten lasst,
wahrend doch, wie oben nachgewiesen, der Stoff dem Hamo-
globin viel naher steht, als dein Hamatin.

Dass Hamatine verschiedener Herkunft nicht gleich sind,
geht auch daraus hervor, dass nicht jedes Hamatin zur Hamin-
bildung geeignet ist. Hamatin, aus nach der Schal fejewVelum
Methode bereitetem Hamin durch Zersetzung mit Ammoniak
hergestellt, liefert bei der Behandlung mit Eisessig und ein
wenig Kochsalz vollkommen charakteristische TeichnninnV In-
Krystalle: aus dem nach der von Schulz gegebenen Methode
aus Oxyhamoglobin oder aus Kathamoglobin bereiteten Hamatin
Ist es mir aber nicht gelungen, mit Eisessig und Kochsalz
oder mit Aceton und Salzsdure Haminkrystalle herzustelhm.

Aus meinen Befunden glaube ich Folgendes schliessen zu
durfen. Der von Arnold als neutrales Hamatin beschriebene

Stoff ist ein in der Zusammensetzung nur wenig vom Hamo-
globin verschiedenes Proteid.
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Dasselbe unterscheidet sich in Bezug auf die Zusammen-
setzung von Hamoglobin hauptsachlich durch einen geringeren

Gehalt an Eisen.
Bei der Bildung des Kathdmoglobins wird aus dem Blut-

lui bstoir Eisen abgeldst in einer wasserloslichen, organischen
\ erbindung, welche von Pergamentpapier bei der' Dialvse

gegen Wasser durchgelassen- wird. f
Der Name Hamatin umfasst eine Gruppe von Stoffen
welche zwar einen gemeinschaftlichen Kern besitzen, tbrigens

aber, speciell m Bezug auf den Eisengehalt, betrachtliche Unter-
schiede nachweisen lassen.



