Ober die Veresterung und die empirische Zusammensetzung
der Hamine.
Von
William Kuster.

(Aus dem Laboratorium fir organische und pharmazeutischo Chemie der Technischen
Hochschule Stuttgart).
(Der Redaktion zugegangen am 16. September 1917.)

In den beiden Abhandlungen Uber die Methylierung des
Hamins und Uber rom-Haminel) sind einige Praparate beschrie-
ben worden, deren Analyse Werte ergab, die mit der empirischen
Zusammensetzung C34HrtO4N4FeHIg. fur das Hamin nicht vollig
tbereinstimmten, es wurden vielmehr fir den Kohlenstoff Zahlen
erhalten, die den berechneten Wert bis zu 0,5 °/o Ubertrafen. *)
Bei einigen dieser Praparate konnte noch eine Nachprifung
erfolgen. Sie ergab als Grund fir das Abweichen von den
normalen Werten einen Gehalt an Athyl statt Methyl, daher
stammend, daR der verwendete Methylalkohol Athylalkohol
enthalten hatte, was wiederum dadurch bewiesen wurde, dal}
zwei neue fir diesen Zweck mit Hilfe eines Gemisches der
Alkohole hergestellte Praparate und zwar ein R-Chlor- und
ein B-Brom-Hamin sich ebenfalls als Gemische erwiesen, die
neben Methylestern auch Athylester des Hamins enthielten, wie
die Bestimmung nach der von Wiilstatter») angegebenen
Methode ergeben hat.

Durch die Feststellung, daR die mit Athylalkohol enthalten-
dem Methylalkohol hergestellten Haminpraparate Athyl enthalten,

Y Diese Zeitschr., Bd. 82, S. 113 (1912) and Bd. 91, S. 115 (1914).

*) e*n R'Chlor-Hamin wurde dies besonders henrorgehoben,
es trifft aber auch fiir eine ganze Reihe der beschriebenen R-Brbm-Himine

zu, vgl. S. 136, 140, 144 und 145 der Abhandlang in Bd. 91.
*) Untersuchungen Uber Chlorophyll, S. 225. *
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wird die beobachtete Verschiedenheit in der Loslichkeit der
Praparate z. B., die zunachst verwirrend wirken mufite, geklart;
es erscheinen aber auch die Schlisse auf die empirische Zu-
sammensetzung des Hamins, die aus der Elementaranalyse abge-
leitet wurden, beeintrachtigt. Doch geht schon aus der bereits
erwahnten Tatsache, daR eine ganze Reihe der Préparate zu
hohe Werte fir den Kohlenstoff gab, hervor, dall die Formu-
lierung mit 34 Kohlenstoffatomen fur das Hamin den analytisch
ermittelten Werten am besten entspricht, und die im experimen-
tellen Teil mitgeteilten neuen Analysen weisen ebenfalls mit
grofiter Wahrscheinlichkeit darauf hin, daR fur das Hamin die

Formulierung
r.S4H3i04N4FeHIg.

beizubehalten ist.

Endlich muf? hervorgehoben werden, da das Ergebnis
doch in einer Beziehung zunéchst wenigstens tberraschen muR.
Denn ein nach der urspringlichen Methode Mo6rners, d. h.
mit reinem Athylalkohol hergestelltes Hamin stellt sich dar als
ein Gemisch von Hamin mit wenig monoéathyliertem H&min,
ein R-Hamin dagegen, das mit reinem Methylalkohol bereitet
worden ist, enthalt in der Regel Monomethyl-H&dmin neben dime-
thyliertem Hamin. Es war also nicht vorauszusehen, dall die
Verwendung eines Gemisches der Alkohole das gleiche Ergebnis
in Beziehung auf den Grad der Alkylierung haben wirde wie
die Anwendung reinen Methylalkohols, was aber nach dem
Ausfall der analytischen Untersuchung doch der Fall war.

Demnach muf} angenommen werden, dal} priméar eine
Methylierung des Hamins stattfindet und daR sich der entstandene
Methylester mit dem Athylalkohol sekundar umsetzt, wobei
sich nunmehr &thyliertes Hamin auf Kosten des methylierten
bildet.l) Da nun, wie erwahnt, die Reaktion zwischen Hamin
und Methylalkohol vorwiegend zur Bildung des Monomethyl-
esters flhrt, ware also jetzt der diesem entsprechende Athyl-
ester zu erwarten, In der vorgehenden Abhandlung wurde aber
darauf hingewiesen, daR bei direkter Einwirkung von Athyl-
alkohol auf Hamin ein anderes Carboxyl allem Anschein nach

) Vgl. L. Cambi, Chem. Centr.-Bl. 1914, I, S. 1412.
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verestert wird als bei der Einwirkung von Methylalkohol. Der
Athylester des Hamins, welcher sich durch das Gemisch der
Alkohole bildet, sollte demnach das Isomere des Esters sein,
der bei direkter Einwirkung von Athylalkohol entsteht Und
hierfir spricht nun in der Tat nicht nur die verschiedene
Krystallform der erhaltenen Produkte — hier prachtig aus-
gebildete Wiirfel eines R-Monoéathylbromh&mins, dort undeutliche
Krystallformen —, sondern auch das Verhalten gegenuber einer
5°/oigen Sodalésung — hier Unloslichkeit, dort allmahliches
Inlésunggehen bei Zimmertemperatur — und namentlich das
Verhalten gegeniber Diazomethan — hier weitere Methylierung
bis zum Methyl&thylester, dort keine Einwirkung.

Ehe ein abschliel}endes Urteil gefallt werden darf, muR}
aber auch in diesem Fall Bestatigung durch weitere Versuche
abgewartet werden, da eine andere Mdoglichkeit nicht ausge-

schlossen ist, die zur Erklarung der Beobachtungen ebenfalls
geeignet ist.

Bei verschiedenen Gelegenheiten wurde ja schon darauf
hingewiesen, dal vielleicht das Blut resp. das Hdmoglobin des
Blutes fur das Entstehen der beiden isomeren Ester verant-
wortlich zu machen ist,1) und schon Hoppe-Seyler dachte im
Protoplasma der roten Blutkorper an chemische Bindung zwischen
Lecithinen und Hamoglobin.*) Vielleicht handelt es sich auch
um eine solche zwischen letzterem und Cholesterin. Zur Reini-
gung mussen die nach Mdrners Methode gewonnenen 3-Hamine
mit Petrolather ausgezogen werden, der immer Cholesterin fort-
nimmt und daneben stark gefarbte Stoffe, die an rohes Wollfett
erinnern. Es dirfte sich also um Ester des Cholesterins handeln,
deren Vorkommen im Blute neben freiem Cholesterin nach-
gewiesen ist. Es ware also auch nicht ganz unmoglich,

im Hamoglobin selbst eine Verbindung vorliegt, an deren
Zustandekommen Cholesterin beteiligt ist, und zwar kdnnte
dasselbe mit dem Hamochromogen durch dessen eines Carboxyl
esterartig verbunden sein, wahrend nur das andere verwendet

*) Diesc Zeitschr., Bd. 82, S. 114 (1912); Bd. 91, S. 125 (1914).
*) Diese Zeitschr.. Bd. 13, S. 479 (1889).

3*
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wird, um die Verbindung mit dem Globin zu bewerkstelligen.
Solche Cholesterinester des Hamoglobins resp. des Hamochro-
mogens wirden dann an das Chlorophyll als Phytolester er-
innern und bei der Herstellung von R-H&min wirde dann der
Cholesterinrest durch Methyl oder Athyl ersetzt werden, gleich-
wie bei der Einwirkung von Salzsaure und Methylalkohol auf
Phaophytin Phytol durch Methyl ersetzt wird. Dann wirde
also der Gehalt an Alkyl in, den R-Haminen von dem Grad
der Veresterung des Hamochromogens im H&amoglobin mit
Cholesterin abhangig sein, und die Beobachtungen wirden
verstandlich, daB bei der Herstellung von R-Hamin mit Methyl-
alkohol manchmal nur das Auftreten geringer Mengen alkylierten
Hamins beobachtet worden ist, obgleich es sogar auf die Ge-
winnung der Ester abgesehen und die Ausfihrung der Dar-
stellung darauf hinausgehend geleitet worden war,l) und daf3
anderseits weitgehendere Alkylierung eingetreten war, als der
Regel nach erwartet werden konnte.§)

Schliel3lich wirde auch das Entstehen der isomeren Mono-
alkylester des Hamins bei der Bereitung des R-H&mins auf den
Zustand des Blutes in jedem Einzelfall zurtckzufihren sein,
insofern als das eine oder das andere Carboxyl des Hamo-
chromogens mit Cholesterin verestert war. Aus diesen Uber-
legungen heraus ergibt sich aber die Notwendigkeit, das Blut
eines jeden Tieres fir sich bei der Herstellung von [3-H&min
zu verarbeiten und auf Art, Geschlecht, Alter, Krankheiten,
Erndhrungszustand genau zu achten, wahrend bisher meist
Mischblut verschiedener Tiere benutzt worden ist. Der Anfang
hierzu ist in dieser und der vorhergehenden Abhandlung gemacht
worden. Aus den mitgeteilten Uberlegungen ergibt sich auch,
dal die Veresterung bei der Bereitung der 3-Hamine nicht erst
durch das Hinzufligen des Halogenwasserstoffs erfolgt, sondern
schon beim Erhitzen des alkoholischen Auszugs durch die vor-
handene Schwefelsdure bewirkt wird. Einen Anhaltspunkt hier-
fur ergibt ein im experimentellen Teil der folgenden Abhandlung

") Vgl. das 5. Praparat von B-Hftmin aus Pferdeblut mit nur 0,4 °/o CH,»
beschrieben in dieser Zeitschr., Bd. 91, S. 133 und 146 (1914).
*) Ebenda, das 3. Praparat, S. 142.
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beschriebener Versuch. Endlich kann aus einigen in der ersten
Mitteilung Uber Brom-Hamine beschriebenen Beobachtungen
geschlossen werden, daR bei der Umscheidung alkylierter Hamine
mit Hilfe von Chinin oder Pyridin mit der Mdglichkeit einer
Verschiebung des Alkylsl) von dem einen zum andern Carboxyl
zu rechnen ist und daR hierdurch die Anderung der Eigen*
schéften, die festgestellt werden konnte, zusammenhéngt. Die
genaue Untersuchung dieser Verhdltnisse, die ich mir Vorbe-
halten mochte, wird vielleicht auch ein neues Licht auf die
von Willstatter beim Chlorophyll beobachteten Erscheinungen
werfen, die als Umlactamisierung bezeichnet worden sind.

Experimenteller Teil.

Zur Darstellung des 3-Brom-H&mins wurden 13 Liter eines
13jahrigen Pferdes verwendet, das wegen Bosartigkeit geschlach-
tet werden muBte. Das Absetzen der Blutkorper ging sehr
langsam vonstatten, sodall nur 3 Liter Serum glatt abgehoben
werden konnten. Die Verarbeitung erfolgte mit einem Methyl-
alkohol, der Athylalkohol enthielt; der schwefelsaure Extrakt
wurde 15 Minuten im Sieden erhalten, nach deip Abkulhlen
auf 40° mit 25°/oiger Bromwasserstoffsaure geféllt, die mit
Bromkalium geséttigt war und zwar pro Liter Blut 28 ccm.

Ausbeute an mit Petrolather*) extrahiertem Rohprodukt:
52 g; hiervon gingen durch 4t4gige Extraktion 10 g in Chloro-
form Uber, von denen 4 g sehr leicht, 6 g schwerer im
genannten Losungsmittel 16slich waren. Eine Probe der ersteren
war bei Z.-T. in 5°/oiger Sodalésung nicht 16slich, wohl aber
beim Erhitzen, ein dialkyliertes Produkt lag also nicht vor.8)

*) Nachdem ein Athylgehalt der verwendeten Préparate festgestellt
worden war, konnte daran gedacht werden, daR die Anderung in der
Loslichkeit durch Verdrangung des Athyls hervorgerufen worden sei.
Diesbezlgliche Bestimmungen ergaben aber, da dies bei Zimmertemperatur
nicht geschieht. Auch wurden verschiedene Eigenschaften vor und nach
der Umscheidung hei einem Préaparat beobachtet, das mit Hilfe von reinem
Methylalkohol hergestellt worden war.

*) Dieses Losungsmittel nahm hier bemerkenswertviel Cholesterinfort.

"y Das Produkt erlitt bei dem Versuch, es aus siedendem Eisessig
umzukrystallisieren, eine teilweise Umwandlung. Ein Teil blieb ndmlich
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Eine Probe der 6 g, die aus Methylfithviketon in kleinen, oft
gekreuzten Nadelchen krystallisierten, l6ste sich in 5°/oiger
Sodalésung bei Z.-T. allmahlich auf, wahrend die bei der
Extraktion mit Chloroform zuriickgebliebenen Teile sofort 16s-
lich waren; in der Krystallform glichen sich beide Préparate
vollstdndig.l) Diese Loslichkeit, in 5°/oiger SodalGsung bei
Z.-T. ist insofern bemerkenswert, als wir es in diesem in
Chloroform recht schwer loslichen Praparat mit einem mono-
alkylierten B-Brom-H&min zu tun haben,*) das allerdings ein
Gemisch vorstellt, wie die Analyse ergab. Es setzt sich nam-
lich aus Monomethyl- und Monoéthyl-R-Brom-H&min zusammen:

ersteres macht etwa lU, letzteres */* des Gemisches aus, da
es 0,38°/o CH, und 2,6®/0 C,H5 enthalt.

0,4550 Substanz : 0,0235 N(CH,)4J und 0,0888 (CH#),NC,H5J.

Legt man also fir das Hamin die Formel mit 34 Kohlen-
stofTatomen zugrunde, so setzt sich das Praparat zusammen aus
Vi (C,5H,404N4FeBr) und *U (CMHMO4N4FeBr), bei 33 Kohlen-
stoffatomen aus V4 (C,4H,404N4FeBr) und *U (C,5H,604N4FeBr).

Die Analyse entschied fur die erstere Formulierung mit 34
Kohlenstoffatomen.

Nid*HidtO 14N, FedBrd.
Ber.: 59,54®/« C 4,93®/« H 7,77®/0 Fe 11,17®/« Br 0,52®/« CHS 3,02®/« C,H,

C|»»HI4IOIttN,4Fe4Br4,
Ber.: 58,86®/« C 5,00®/« H 791®/« Fe 11,29®/« Br 0,53®/« CH, 3,07®/« C,HS
Gef.: 59,08e/ 4,86®/« 10,99®/« 0,38®/« 2.6 ¢/«

0,1647 Substanz (90®) : 0,3568 CO, und 0,0720 H,0
0,2400 » (90®) : 0,0620 AgBr.

Durch Behandlung mit Diazomethan blieb nun dieses der

unloslich zurick (eine kleine Probe hatte sich vollstdndig geldst) und er-
wies sich gegen kochende Sodaldsung bestandig, trotzdem er nur 3,13®/« CH,
enthielt (0,1721 Substanz [90*] : 0,0845 AgJ, auf Athyl wurde hier nicht
untersucht). Vielleicht war hier also eine Lactambindung eingetreten.

‘) Diese Angabe bezieht sich auf das mikroskopische Bild nach der
Behandlung mit Methylathylketon, vor derselben zeigten sich nur undeut-
liche Krystallformen.

*) Das in der vorhergehenden Arbeit beschriebene Monoéathyl-B3-
Brom-Hamin krystallisierte in Wurfelform und l6éste sich nicht in5®/«iger
Sodalésung bei Z.-T.
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Hauptmenge nach monodathylierte 3-Brom-H&min zu etwa 50¢/¢
unverandert.

2 g wurden in 80 ccm Chloroform suspendiert und die
Suspension mit der aus 5 ccm Nitrosomethylurethan entwickelten
Diazomethanmenge behandelt. Nach 12stiindiger Einwirkung
wurde filtriert, wobei 1 g zurtickblieb, welcher Teil sich in
5°/oiger Sodalésung als l6slich und damit als nicht weiter
alkyliert erwies. Aus dem Filtrat wurde das Chloroform bis
aut 25 ccm abdestilliert und, da ein Ausfall nicht eintrat, der
Farbstoff mit Ather gefallt. Dieser Teil erwies sich als in der
Sodalésung bei Zimmertemperatur unloslich.

Da das in der vorhergehenden Abhandlung beschriebene
Monoathyl-R-Brom-H&min unter gleichen Bedingungen durch
Diazomethan jedenfalls zum groten Teil methyliert, d. h. in
Methylathyl-3-Brom-Hamin Ubergefuhrt wurde, ist es hochst
wahrscheinlich, daR hier die beiden isomeren Athylester des
R-Brom-Hamins vorliegen. Der Grund fir das Auftreten der
isomeren Form ware dann darin zu suchen, dal} bei der ersten
Darstellung Athylalkohol benutzt wurde, der Carboxyl A vér-
estert, bei der zweiten wurde ein, wie erwahnt, athylalkohol-
haltiger Methylalkohol verwendet. Letzterer verestert aber
Carboxyl B und das Athylprodukt ist dann sekundar durch
Verdrangung des Methyls durch Athyl entstanden.

Die eingehende Untersuchung mulfite leider aufgeschoben
werden, da Herr Dipl. Ing. Otto Geering, der, verwundet aus
dem Felde kommend, sich kurze Zeit mit Haminuntersuchungert
befassen konnte, in eine Munitionsfabrik eintrat. Die folgenden
Versuche des Herrn Dipl. Ing. 0. Geering erbringen einmal eine
Bestatigung dafur, dafl ein mit Hilfe von Methylalkohol her-
gestelltes [-Brom-Hamin durch Diazomethan nicht weiter-
gehend methyliert wird, und dann sprechen die ausgefihrten
Analysen erneut fir die Formulierung des Hamins mit 34 Kohlen-
stoffatomen.

Zur Verwendung gelangten 8 Liter Blut einer 15—16
Jahre alten Stute; die Extraktion wurde mit reinem Methyl-
alkohol (Kahlbaum) ausgefiihrt, dem 10°/0 Wasser zugesetzt
waren. Ausbeute 25 g gereinigtes Roh-Hamin. Bei der Extraktion
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durch Chloroform ergab sich vollstdndige Lésung! Ein Teil
des Hamins hatte sich im Extraktionskolben wieder abge-
schieden (A b), der andere (A a) war in Losung geblieben.

A a. Nach Abdestillation von */s des Chloroforms wurde
das Hamin durch Ather gefallt. Eine Probe war in 5°/oiger
Sodalésung bei Z.-T. nicht l6slich, beim Erhitzen wurde sie
schwach angegriffen. Ein Dimethylhdamin lag also nicht vor,
was die Analyse bestétigte, da nur 3,03°/0 CH3 enthalten waren,
wonach es sich um ein aquimolekulares Gemisch von Mono-
und Dimethylhdmin handeln mulfte.

CtoHMOIN4FeBr + CKHMO4N4FeBr).
Ber.: 59,41°/o0 C  4,89% H11,16*/. Br 7,81% Fe 3,17% CH,'

CMHMO4N4FeBr + CMHMO4N4FeB).

Ber.: 58,72% C 4,97% H11,35% Br 7,94% Fe 3,23% CH,
Gef.: 58,98% 524% 11,10% 7,76% 3,03%

0,2055 Substanz (90%) : 0,4444 C02, 0,0929 H,0 und 0,0228 Fe,0,
02232 * : 0,0582 AgBr (Carius)
0,1125 » (i.V.) @ 0,0535 AgJ (Zeisel).

Es wurde nun versucht vollige Methylierung mit Hilfe von
Diazomethan zu erreichen, zu welchem Zweck 2 g des Pra-
parats in 90 ccm Chloroform gelést und mit der aus 5 ccm
Nitrosomethylurethan entwickelten Diazomethanmenge 12 Stun-
den in Bertihrung gelassen wurde. Hierbei hatte sich ein Nieder-
schlag gebildet, der durch Filtration abgetrennt wurde. Aus dem
Filtrat wurde das Chloroform grotenteils abdestilliert und das
Hamin durch Ather gefallt. Dieser Teil verhielt sich gegen
5°/oige Sodalésung wie das H&min vor der Behandlung mit
Diazomethan; die Menge betrug 1,6 g, der Gehalt an Methyl
3,26°/0, es war also nur wenig mehr Methyl als vor der Be-
handlung mit Diazomethan vorhanden, und dieser Zuwachs
erklart sich wohl daraus, dal wéahrend der Behandlung eine
teilweise Trennung des vorliegenden Gemisches von Mono- und
Dimethylhdmin eingetreten war und das erstere sich als in
Chloroform schwer 16slich abgeschieden hatte.

Die Elementaranalyse weist wieder auf ein Hamin mit
34 Kohlenstoffatomen hin.
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0,2446 Substanz : 0,1266 AgJ = 3,26 = CH,
0,1763 * (90°): 0,3828 CO,, 0,085 H,0und 0,0190 Fe,O,
= 59,22#/o C 5,36*/. H 7,64+/. Fe

Ein Versuch, die Methylierung durch Diazomethan in
Acetonldsung zu erreichen, ergab &ahnliche Resultate wie bei
Anwendung von Chloroform. Das Hauptprodukt enthielt hier
3,40/0 CHS.

0,1042 Substanz : 0,0556 AgJ.

Der in Chloroform schwer l6sliche Teil (A b) gab bei der

Analyse folgende Werte:

0,1920 Substanz (90°): 0,4159 CO,, 0,810 H,0und 0,0221 Fe,O,

0,0886 » ( »):0,0239 AgBr
0,1516 » (i.V.): 0,0452 AgJ
C35HMO4N4FeBr.

Ber.: 59,16°/« C 4,79V H 7,89°/« Fe 11,27°/® Br 2,11°/® CH,
Gef.: 59,08°/®  4,69°/®  8,06°/® 11,48°/® 1,90°/®

Die Analyse bestétigte also wiederum die Formulierung
mit 34 KohlenstofTatomen fir das Hamin und ergab das Vor-
liegen eines Monomethyl-3-Brom-Hamins. Es loste sich in
5°/oiger Sodalésung bei Z.-T. auf, verhielt sich also wie das
auf Seite 38 beschriebene Praparat.

Ein Versuch, durch Behandlung mit Diazomethan in
Acetonsuspension weitere Methylierung zu erreichen, erwies
sich insofern vergeblich, als kein Hamin in Lésung ging, doch
loste sich das Reaktionsprodukt erst in erwarmter Sodaldsung
auf. Dieselbe Eigenschaft zeigte ein durch Umscheidung bei
Z.-T. erhaltenes Praparat, zu welchem Zweck 2 g des R-Brom-
Hamins Ab mit Hilfe von 1g Chinin und 15ccm Chloroform
gelést und filtriert wurde, worauf mit zweimal je 5 ccm
Chloroform nachgespilt und dann das Filtrat in 100 cdm
90°/oigem Methylalkohol, der 2,5 ccm 25°/oige Bromwasserstoff-
saure enthielt, eingetragen wurde. Das im Lauf von 24 Stunden
abgeschiedene Hamin betrug der Menge nach 1,2 g und kry-
stallisierte in Wirfelform. Eine weitere Methylierung war
nicht eingetreten, da nur 1,68°/0 CHS enthalten waren (0,1211
Subst. : 0,0319 AgJ).

Es bedarf daher weiterer Untersuchungen, ob etwa eine
Isomerisation eingetreten ist.
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Bestimmung von Athyl neben Methyl in einigen Hamin-
praparaten.

a) R-Chlor-Hamin (Diese Zeitschr. Bd. 82, S. 130, Roh-
produkt 1 und Il, die in Chloroform I6slichen Teile). Die mit-
geteilten Analysen hatten 64,5 und 63,6*/0 C bei 3,9°/0 CH,
ergeben, anstatt wie berechnet 63,57°/0 C fur ein Dimethyl-
R-Chlor-Ha&min. Nunmehr wurde festgestellt, dal} das Praparat
2,30°/0 CH, und 1,89®/0 C,Ha enthalt.

0,2315 Substanz (105°) = 0,0714 N(CH,)4J und 0,0322 N(CH" CtH#J.
bj R-Brom-Hamin (Diese Zeitschr. Bd. 91, S. 147, Roh-
produkt V Fraktion Aa) hatte 2,9°/0' CH, ergeben; die neue
Bestimmung zeigte, daB 1,91o0/0 CH, und 1,82°/0 C,H5 vor-
handen sind.
0,1745 Substanz (110°) => 0,0449 N(CH,4J und 0,0235 N(CH,),C,H,J.
c) Ein neu hergestelltes Praparat von R-Chlor-Hamin, bei
dessen Gewinnung ein athylalkoholhaltiger Methylalkohol ver-
wendet worden war.
Fraktion C (in Benzol und Chloroform nicht 16slich)

0,2182 Substanz (105®) : 0,0100 N(CH,}4J und 0,0195 N(CHs),CiHJ
= 034+.CH » 1280 CH6



