Nachtragliche Bemerkungen betreffend die Pyridinverbindung
des Hamochromogens.
Von
R. von Zeynek.

Mit einer Abbildung im Text.

(Der Redaktion zugegangen am ti. November R*10.)

Herr Prof. Kobert hat mich auf dem Heidelberger Physio-
logenkongreR auf die Krystallbildung, welche Pyridin in Hdmo-
globinlgsungen bewirkt, aufmerksam gemacht und mir freund-
lichst mikroskopische Préaparate zur Ansicht gesendet. Ich
glaubte, auf Grund der im vorstehenden von Herrn Dr. Kalmus
geschilderten Versuche die Vermutung aussprechen zu dirfen,
dall die Krystalle der mir vorgelegten Praparate keine weit-
gehenden Abbauprodukte des Hamoglobins darstellen. Seither
bin ich, durch Publikationen auf dem Gebiete der gerichtlichen
Medizin angeregt, zu einer anderen Auffassung gelangt, und
unsere Erfahrungen linden sich in den beiden vorliegenden
Mitteilungen. Ich bedaure sehr, dafl Herr P/of. Kobert ohne
mein Wissen einen mehr als 2 Jahre alten, diese Frage be-
treffenden, an ihn gerichteten Brief teilweise von Herrn Dilling
publizieren lieR. Eine Verstandigung Uber diese seine Absicht
und ein Austausch unserer Erfahrungen hatte zur rascheren
und einfacheren Kldrung besser beigetragen.

Auf Grund der Dillingschen Arbeit habe ich kirzlich
folgende Versuche ausgefiihrt, Gber welche ich kurz berichten
wijl, um mir ein weiteres Arbeiten auf diesem Gebiete, bei
welchem jedoch die mikroskopischen Versuche flr mich nicht
sonderlich in Betracht kommen, zu ermdglichen.
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Vor mehreren Jahren habe ich gezeigt,*) dafl Pyridin
nicht imstande ist, Hamatin zu Hamochromogen zu reduzieren.
Es entsteht zwar bei der Pyridinwirkung ein dem H&mochro-
mogen &hnliches, aber bei weitem nicht so intensives Spektrum,
erst durch Zusatz eines Reduktionsmittels geht dieses Spektrum
in das charakteristische Hamochromogonspektrum Uber. Diese
Versuche hat Dr. Kalmus vor etwa einem Jahre hier bestatigt.

Die Versuche wurden in Eprouvetten an der Luft, z. T.
mit vorher ausgekochten Ldsungen angestelit.

W. J. Dilling hat nun neuerlich unter seinen interes-
santen mikroskopischen Beobachtungen solche Uber Hamo-
chromogenkrystalle mitgeteilt, die.aus Schalfejew-Hamatin
durch Pyridinwirkung gewonnen waren; wenngleich die Krystalle
ebenso wie das Hamoehromogenspektrum erst nach verschieden
langer Zeit auftraten (u. a. nach einer
Woche), also jedenfalls keine glatte Re-
aktion vorliegt, so konnte doch an den
Tatsachen nach den eingehenden Be-
schreibungen kaum gezweifelt werden.

Ich habe die gleichen Versuche in
gréRerem Malistabe durchgefiihrt. In
einem Kolben k, der einen seitlichen An-
satz b trug, wurde in diesen Ansatz Ha-
matin resp. nach Schalfejew-Kduster
umkrystallisiertes Hdmin gegeben, in den
Kolben selbst kam Pyridin (Merck pu-
riss.). Der Kolben wurde hierauf bei a
ausgezogen, mit einer Quecksilberpumpe
unter gelindem Erwérmen sorgsam eva-
kuiert, dann bei a abgeschmolzen. Bei

der Loésung des Hamatins resp. Hamins trat keine Hamochro-
mogenbildung ein, wohl aber beim Erwédrmen der Lésung auf
etwa 50°. Diese Reaktion ging rascher bei den H&minproben
als bei dem verwendeten Hamatin, bei dem letzteren an-
scheinend nicht vollstandig vor sich. Nachdem der Kolben auf-
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gesprengt worden war, verschwand an der Luft das Hamo-
chromogenspektrum und konnte nicht wieder durch erneutes
Auspumpen und Erwérmen erhalten werden.

Wie diese Reduktion — denn zweifellos liegt eine solche
vor — zu erkléren ist, weifl ich nicht; vermutet kdnnte aller-
dings werden, dal mit dem Pyridin geringe Mengen von redu-
Zierenden Substanzen zugegeben waren, die durch die Reduktions-
wirkung zerstort worden sind. Ein Abbau des Hamatins tritt
anscheinend nicht ein; wird die Pyridinlésung nach dem Luft-
zutritt mit einer entsprechenden Menge Hydrazinhydrat ver-
setzt, so tritt prompt und rein das Hdmochromogenspektrum auf.

Analoge Beobachtungen haben wir vor dem Erscheinen
von Herrn Dillings Arbeit betreffend die Einwirkung von
Piperidin auf Blutfarbstoff gemacht. Das durch Piperidin zuerst
gebildete Hamochromogen wird auch bei betriachtlichem Uber-
schufl von Piperidin durch den Luftsauerstoff oxydiert und
beim ruhigen Stehen in verstdpselten Gefalen trotz des Piperidin-
Uberschusses nicht wieder zuriickgebildet. Hier geht aber die
Reaktion weiter und fuhrt zu einer Eisenabspaltung unter Bildung
gelbbrauner Produkte.

Bekanntlich hat schon Gamgee die Ansicht ausgesprochen,
dall die Substanzen, welche durch Oxydation von Hamochro-
mogen entstanden sind, nicht als Hamatin anzusehen seien.
Da keine Analysen vorliegen, die Darstellung der Substanzen
in groReren Mengen mehr Schwierigkeiten bietet, als urspringlich
vorauszusehen war, méchte ich dazu gegenwaértig nur bemerken,
dall wir aus den Mutterlaugen, die durch Oxydation von H&mo-
chromogen durch Luftsauerstoff erhalten waren, mit Pyridin
und Hydrazinhydrat den grof3ten Teil des Oxydationsproduktes
wieder als Hamochromogen krystallinisch ausfallen konnten.
Bei reinen Hamatinldsungen allerdings geht diese Féllung fast
quantitativ, d. h. die Uber den Krystallen befindliche Fllssig-
keit ist nur ganz minimal hellrot geféarbt. Schwefelammon und
frisch bereitetes Kaliumsulfid als Reduktionsmittel gaben eine
nicht so weitgehende Féllung, auch hat der Niederschlag nicht
die prachtvoll reinrote Farbe, sondern einen etwas braunlichen
Farbenton. Es besteht also auch in bezug auf die Féllbarkeit
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des H&mochromogens durch Pyridin ein Unterschied zwischen
dem direkt aus Blutfarbstoff durch Lauge abgespaltenen und
dem aus Hamin dargestellten Hamochromogen.

Zweifellos ist es mdglich, wie Herr Hilling an mehreren
Stellen seiner Arbeit betont, daR durch die Reagenzienwirkung
verschiedene Substanzen, die als Hdmochromogenarten zu be-
zeichnen sind, entstehen. Es scheint aber diese Frage noch
komplizierter zu sein, als die der Einheit, resp. Verschiedenheit
der Hamatine, denn durch verschiedene Reduktionsmittel mdgen
aus jedem einzelnen Hamatin optisch etwas differente Hamo-
chromogene erhalten werden.

Ehe da nicht quantitative Bestimmungen vorliegen, wird
es wohl besser sein, auf geringfligige optische Differenzen keine
weitgehenden Schlisse aufzubauen. Bisher kommt ja zur
Charakterisierung von Hamochromogen nur die ungefahre Zu-
sammensetzung, das auffallende optische Verhalten und die
Oxydierbarkeit zu Kérpern von Hamatinreaktionen, schliellich
die Krystallisierbarkeit der Pyridinverbindungen, wie der von
Hilling studierten Verbindungen mit anderen organischen
Basen in Betracht.

Aber auch aus den Krvstallformen weitere Schlisse zu
ziehen, erscheint verfriiht, da bei geringfiigigen Anderungen
der Versuchsbedingungen in bezug auf Temperatur und Kon-
zentration verschiedene Krystallformen entstehen, wie E. Kal-
mus im hiesigen Laboratorium sich oftmals Uberzeugt hat.

Zur Darstellung gréRerer Mengen der kri stallisierten Himo-
chromogenpyridinverbindungen durfte die Eigenschaft des Himo-
chromogens wertvoll sein, aus wasserigen Pyridinlésungen durch
hinreichenden Laugen- oder Salzzusatz mit dem Pyridin aus-
gesalzen zu werden. Uber die Reinheit dieser Pyridinlosungen
habe ich allerdings noch keine Erfahrungen.

Zur Orientierung Uber die Mengenverhaltnisse, in welchen Pyridin
mit Hamochromogen zusammentrifft, habe ich folgenden Versuch aus-
gefihrt: Reines Hamatin (nach Schalfejew) wurde in Pyridin geldst,
mit etwas Hydrazinhydrat versetzt, die Losung wurde ausgepumpt, hierauf
hei 50° im Vakuum dor Quecksilberluftpumpe mehrere Stunden getrocknet.
Nach dem Abkihlen wurde ahgeschmolzen, das Gefall gewogen, dann
aufgesprengt und der Inhalt mit verdinnter Lauge gelést. Das leere
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Geféll wurde wieder ausgepumpt und zuriickgewogen. Das Gewicht der
Substanz betrug 0,6743 g. Nach dem Offnen des GefaRes war absolut
kein Pyridingeruch vorhanden, der rote Kdérper schien relativ bestandig
zu sein gegeniber der Luft. Nach dem Ld&sen in Lauge roch die Ldsung
deutlich nach Pyridin, sie wurde destilliert, das Destillat titriert. Die
Titration gab auf Pyridin gerechnet 0,154 g. Der Destillationsrickstand
wurde zur Eisenbestimmung verascht, gefunden wurden 0,0678 g Eisen-
oxyd. woraus sich auf Grund der Hamochromogenformel CS4H34NFe()4
eine Hamochromogenmenge von 0,5253 g berechnet; die Differenz 0,1490 g
als Pyridin gerechnet, entspricht etwa 2.2 Mol. Pyridin fir 1 Himochromogen.

Dieser Versuch ist naturlich nur als Orientierungsversuch zu be-
trachten. Ich hoffe bald Uber genauere Versuche berichten zu kdnnen.

Kino viel umstrittene Frage ist jene betreffend Hoppe-
Seylers Beobachtung, dal aus H&moglobin und Kohlenoxyd-
hamoglobin krystallisiertes Hdmochromogen resp. Kohlenoxyd-
hdmochromogen erhalten werde. Ich habe die von Hoppe-
Seyler beschriebene Versuchsanordnung mit Oxyh&moglobin-
und Kohlenoxydhdmoglobinlésung, und zwar mit verdiinnten
und konzentrierten (frisch filtrierten 1) Blutfarbstoffliisungen und
verschieden konzentrierten Laugenlosungen (bis 14°/0 Blut-
farbstoff, bis 2f)°/0 Kali- und Natronlauge) wiederholt, konnte
aber, wenn nicht langer als zwei Stunden im Wasserbade er-
warmt wurde, keine Krystalle beobachten. In der Hitze wie
in der Kalte waren die Fllssigkeiten bis auf minimale Tri-
bungen, die aber auch nur in einigen Proben auftraten, voll-
kommen Klar und intensiv gefarbt.

Anders verhalten sich aber die Proben, wenn sie langer,
ca. 6 Stunden und mehr, erwédrmt wurden. Da kommt es zur
Ausscheidung von viel Farbstoff, aber gleichzeitig schieden sich
immer reichliche Mengen flockiger,, weniger geféarbter Nieder-
schlage ab. Bei Verwendung konzentrierterer Blutfarbstoff-
I6sungen und konzentrierterer Laugen erstarrt schlielich die
ganze Flussigkeit zu einer Gallerte, welche, an der Wand des
zugeschmolzenen Rohres heruntergeschdittelt, eine intensiv ge-
farbte Losung von den charakteristischen Spektralerscheinungen
des Hdmochromogens, resp. Kohlenoxydhdmochromogens zeigte.

Hamin mit 25°/oiger Lauge und etwas Hydrazinhydrat
oder frisch bereitetem Schwefelkalium oder Schwefelammonium
nach dem Auspumpen vor der Quecksilberluftpumpe oder im
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Kohlenoxydstrome, auf dem Wasserbade erwdrmt, gab im
Gegensatz zwar eine Veranderung seiner Farbe und die er-
warteten charakteristischen Spektralerscheinungen, jedoch ging
von dem Farbstoff nichts in Ldsung.

Wahrscheinlich sind auch diese Erscheinungen auf die
verschiedene Konstitution des direkt aus Blutfarbstoff abge-
spaltenen und des Uber H&min resp. H&matin gewonnenen
Hamochromogens zuriickzufiihren.1)

9 Vgl. R. von Zeynek, Verb, der deutschen Naturf. u. Arzte, 1910,
Bd. Il, 1, S. 83, Vortrag geh. in Salzburg: Uber die Abspaltung der
prosthet. Gruppe bei Chromoproteiden.
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