Beitrage zur Kenntnis der prosthetischen Gruppe des
Blutfarbstoffs.

Uber den Einfluss des Alterns auf den Blutfarbstoff.

Il. Mitteilung.
Von

William Kuster
nach Versuchen von Dipl.-Ing. Dr. Otto Geering.

Aus <I»» Laboratorium fir organische und phurmaceutische Chemie der Technischen
Hochschule Stuttgart.)

(Der Redaktion zngegangen am 28. Januar 1920.)

Schon vor langerer Zeit habe ich in dieser Zeitschriftl)
darauf hingewiesen, dal3 es von Wichtigkeit werden konne,
das Blut von Schlachttieren einzeln zu untersuchen, um fest-
stellen zu kénnen, ob das Alter, Krankheiten, der Erndhrungs-
zustand, vielleicht auch das Geschlecht etwa Verdnderungen
oder Verschiedenheiten bedingen kénnten, die den Blutfarbstoff
betreffen und sich in dem aus dem Blut gewonnenen H&min
widerspiegeln.

Eine erste diesbezligliche Mitteilung habe ich dann an
anderer Stelle gemacht?). Es hatte sich gezeigt, daR aus
dem Blut eines alten Pferdes ein a-Chlorhdmin, also nach
der Methode Schalfejeffs gewonnen, hervorgeht, das bei
der Umscheidung ein Pseudoh&min und entsprechend bei der
Behandlung mit Anilin ein De(hydrochlorid)hdmiii liefert,
welches sich mit Hilfe von Methylalkohol und verdinnter
Schwefelsaure nicht dimethylieren lie, sondern nur ein Mono-

) Bd. 101, S. 36 (1917).
-) Ber. d. d. pharmac. Ges. 29, S. 98 (1919).
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methylhamin ergab, so dal das Vorliegen eines N-De(hydro-
chloridlhdamins!) angenommen werden mufte. Das ,,«*-Hamin
verhielt sich somit &hnlich, wie es am R-Hamin beobachtet
worden war, und es sprach alles daftir, dal im Blut des alten
Tieres sozusagen die B-Form der prosthetischen Gruppe bereits
vorgobildct war. So wurde die Frage aufgeworfen, ob die
Verénderung, welche sich hier zeigte, gegenuber dem Ver-
halten des H&mins, das aus dem Blut junger Ochsen her-
gestellt worden war, durch das Alter oder durch die Art
des Schlachttieres zu erklaren sei, und schon dahin beantwortet,
dal3 allem Anschein nach Veréanderungen mit dem Altern resp
durch Erkrankungen eintreten. Versuche mit dem Blut eines
alten Rindes standen aber noch aus. Uber solche zu berichten
bin ich nunmehr in der Lage, und ihr Ausfall bestatigte in
erwunschter Weise unsere Erwartungen. Zunachst waren die
Ausbeuten an «-Hamin gering — das Tier besall also nur
noch wenig Blutfarbstoff —, es zeigten sich aber Teich-
mannsche Formen. Bei der Umscheidung aus Eisessig wurden
jedoch gut ausgebildete wirfelahnliche Kristalle erhalten, wie
sie dem R-Typus eigentimlich sind. Das dann durch Ein-
wirkung von Anilin erhaltene Produkt stellte, nach der Analyse
zu urteilen, ein Gemisch von Hamin mit Hydroxyhimin im Ver-
haltnis 1:3 vor. Die Herausnahme des Chlors war also nur
unvollstandig gegliickt. Hier war also ein Unterschied gegen-
tber dem Hamin aus dem Blut junger kréaftiger Ochsen zu
konstatieren, denn dieses Hamin geht durch Einwirkung von
Anilin in 0-Dethydroehlorid)hdmin Gber. Es zeigte sich aber
auch ein Unterschied gegeniber dein bisher beobachteten
Verlauf der Einwirkung von Anilin auf das aus altem Pferde-
blut gewonnene H&min, denn hierbei wurde vornehmlich ein
N-De(liydrochlorid)hamin erhalten, wahrend das Entstehen
von Hydroxyhdmin namentlich bei Bromhaminen beobachtet
worden war. Vercsterungsversuche zeigten dann aber ein
tbereinstimmendes Verhalten des Hydroxyhdmins mit dem
N-Dc(hydrochlorid)hamin, insofern bei Verwendung verdiinnter

) Pioso Zcitschr. Bd. 101, S. 49 (1917).
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Schwefelsaure nur Monomethylierung eintrat, erst mit Hilfe.
konzentrierter Schwefelsaure konnte Dimethylierung erreicht
werden. Die Hamine aus dem Blut der alten Tiere zeigten
also in dem wesentlichsten Punkt vollige Gbereinstimmung.
Das eine Carboxyl (A) dieser Hamine hat hier nicht
reagiert und durfte somit der Chlorferrigruppe fernstehen,
wahrend es beim Hamin junger Tiere mit derselben unter
Austritt von Chlorwasserstoff reagiert, und zwar so, daR ein

0-1)o(hydrochlorid)hdmin mit der Gruppierung —CO—O—

entsteht.  Carboxvl B des Hamins aus dem Blut des alten
Ochsen ist beta'inartig festgelegt . — CO—ONH und hat sich

hier ebenfalls nicht mit der Chlorferrigruppe umgesetzt, da
letztereja, soweit sie verandert wurde, in die Hydroxyferrigruppe
Ubergegangen ist, wahrend beim Hamin aus dem Blut des
alten Pferdes Carboxyl B mit der Chlorferrigruppe unter Aus-
tritt von Chlorwasserstoff und Bildung des N-de(hydrochlorid)-

N\ /
hdmins: —CO—ON—Fe( zusainmentrat, ihr also benach-
X

hart sein muf3. Diese Unterschiede kommen auch bei der
Umseheidung der H&mine zum Ausdruck: das aus dem Blut
des alten Ochsen hergestellte a-Hamin lieR sichl nach der
Eisessigmethode umscheiden und lieferte in guter Ausbeute
(ca. 85%, wobei in dem Verlust das dem liohhamin anhaftende
Eiweil3 inbegriffen ist) ein echtes Hamin, wahrend ein auf
gleichem Wege von llerrn Geering erhaltenes Hamin aus dem
Blut eines alten Pferdes bei der Umscheidung ein Pseudo-
hdmin mit 00% Ausbeute gab. Ganz &hnlich verlief der in
der ersten Mitteilung (Seite 108) beschriebene Versuch mit
dem Blut eines 14jahrigen Wallachs, wéhrend das Blut einer
18jahrigen Fuchsstute bei der ersten Umscheidung ein un-
deutlich kristallisierendes echtes H&min und erst bei der
zweiten Umscheidung ,,kuglige* Aggregate eines Pseudohamins
gab (Seite 105).

Wir haben demnach bisher drei Anordnungen der in Be-
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tracht kommenden Gruppen zu unterscheiden, die wir bildlich
wie folgt zum Ausdruck bringen kdnnen:

A. COOH CIFe/ |
bei COO-Fe/ \

N
jungen ;
gibt
. COOH .
Ochsen: B, COOH N
y
beim A. COOH N COOH \N
alten y 4
Ochsen: B. COOH N FeCl COONH Fe-OH
X \ 7 N
\ \
beim A. COOH N Cooll N
alten / /
Pferd: Cl /
B. COOH N-Fe< N-EAN
Ve N COO-N Fo\

wobei es noch unentschieden bleiben muf3, ob die als I und 1l
unterschiedenen basischen Stellen in ihrem Verhalten einander
gleichgesetzt werden konnenl).

Ein etwas vom Ausfall der Methylierung abweichende
Resultat ergaben die Athylierungsversuche mit dem aus dein
Blut des alten Ochsen erhaltenen Gemische aus Hydroxyhainin
und Ha&mm. Bei der Veresterung mit verdinnter Schwefel-
saure fand Aufnahme von mehr Athyl statt, als einem Mono-
derivat entspricht, mit konzentrierter Schwefelsdure wurde

) Willstatter (Untersuchungen uber Chlorophyll S. 29 -30}
nimmt an, dal} bei der Umwandlung von Chlorophyllin a in Isochloro-
phyllinaeine Umlaktaraisierung sich vollzieht, wobei das eine Carboxyi
welches zuerst mit dem Stickstoffatom 8 laktamartig verbunden ist, frei
wird und nunmehr ein anderes Carboxyl mit einem Stickstoffatom * zu
sammentritt. Diese Laktamtheorie halte ich nicht fur wahrscheinlich
und ersetze sie durch die Betain-Annahme, weil durch den Austritt vou
Wasserstoff vom Stickstoffatora die Moglichkeit der komplexen Bindun,
des Metalls gefahrdet wird. Ubrigens missen in den von Willstatter
gegebenen Formeln die Wasserstoffatome aus denLaktamgruppen gestrichen
werden, da ja sdmtliche Stickstoffatome in Pyrrolringen enthalten sind.
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die Diathylierung dagegen nicht vollstandig erreicht. Die
erstere Beobachtung stimmt mit der friher schon begriinde-
ten Annahme') Uberein, wonach das Athyl auch das betain-
artig gebundene Carboxyl, wenn auch schwierig, verestern
kann. DaR eine Diathylierung schwierig ist, erhellt bereits
aus den ersten Versuchen hiertber, die Nencki und Zaleski?
beschreiben. Der Grund fir das MiRRlingen ist wieder iin
Zustandekommen einer betainartigen Bindung, die nun auch
das zweite Carboxyl eingehen kann, zu suchen. Hieriliber
ergeben Beobachtungen beim Hamatoporphyrin einen Anhalts-
punkt, die in der folgenden Abhandlung naher beschrieben
sinds).
Experimenteller Teil.
I, Herstellung von a-Hamin aus Pferdeblut.

Zur Verwendung gelangte das Blut eines 12 Jahre alten,
wegen Erkrankung geschlachteten Wallachs.

Je ein Liter Blut, nach Schalfejeffs Methode verarbeitet,
gab 3 g gut ausgebildete, sehr kleine Kristalle von Chlorhamin,
resp. 3,2 g groRere Kristalle von Bromhamin in Teich-
inannsehen Formen.

Bei der Umscheidung mit Hilfe von Pyridin-Chloroform
wurden aus 0,59 Rohh&min 0,3 g in rhomben- und waurfel-
artigen Formen als Pseudohamin wieder erhalten, da durch
mit Schwefelsdure angeséauerten Alkohol Losung eintrat. Das
Bromhdmin verhielt sich bei der Umscheidung genau wie
das Chlorh&min.

Der Rest dieses Pferdeblutes wurde nach Morners
Methode verarbeitet; tber die Untersuchung der hier erhal-
tenen [3-Hamine wird spater berichtet werden. Es sei nur
erwahnt, dal sich der in Chloroform schwer |6sliche Teil
des Brom-Athylhdmins als ein Pseudohidmin erwies.

1. Herstellung von a-Hamin aus Ochsenblut.
a) Nach Aussage des Metzgers handelte es sich um ein
sehr altes Tier. Die Herstellung des a-llamins erfolgte
o Biese Zeitschr. Bd. 101, S. 34 (1917).

s) Diese Zeitschr. Bd. 30, S. 405 (1900).
a) S. 125f.
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wie angegeben; das Chlorhamin filtrierte auf3erordentlich
schlecht und erschien durch Eiweil3 stark verunreinigt,
weshalb es mit einer Auflosung von 2,5 g Pepsin in
200 ccm 0,3°/Oiger Salzsaure bei 35° digeriert wurde.
Nach zweistindiger Behandlung konnte dann das Hamin
glatt filtriert werden. Die Ausbeute betrug aber nur
52 g aus zwei Litern Blut; es wurde in Form der
Teichmannschen Kiristalle erhalten.

b) Bei der Umscheidung mit Hilfe von Pyridinchloroform
ergaben sich dann 4,4 g echtes Hamin in Form von
groBen Wirfeln und Rhomben, welche sich unter dem
EinfluR von Methylathylketon nicht anderte.

c) Die 4,4 g wurden dann in gewohnter Weise mit Anilin
behandelt, wonach 3,8 g verblieben, die bei der Analyse
folgende Werte ergaben:

<>2083 »Substanz (90""): 0,4884 CO., 0,1006 1120, 0,02G7 Fe,0*
01430 ,  (90'»): 0,0098 AgCl (Carius).

Es mufdte sich also um ein Gemisch aus drei Teilen
Hydroxyhamin mit einem Teil Chlorhdmin handeln:

%«H3204N4FcOH + C84H3f04N4FeCl
IW. 63,957, 0, 5.01% H, 8,8% Fc, 1,4% CI
<W. 63,94 5,23 8,96 1,6

Das Gemisch war anscheinend vollstdndig in angeséuertem
Alkohol l6slich, welche Beobachtung zur Alkylierung benutzt
wurde.

1.a)0,75 g wurden in 38 ccm absoluten Methylalkohols unter
Zusatz von 0 Tropfen verdinnter Schwefelsaure gelost,
die Losung 15 Minuten am RuckfluBkihler gekocht und
dann durch Eintrdgen von 5 ccm 38°/0i0oOr Salzsédure eine
hallung erzeugt. Nach 24stiindigem Stehen wurde diese
abgesaugt und ausgewaschen, nach sorgféaltigem Trocknen
betrug ihr Gewicht 0,7 g. Sie kristallisierte aus Chloro-
form sowohl wie aus heiBem Eisessig in Form von
feinen Nudelchen, Spindeln und Prismen und erwies sich
bei Zimmertemperatur in 5°/Oigor Sodaldsung als I6slich.
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0.1123 Substanz (i. V.): 0,0442 AgJ (Zeisel)
02210 (90«,: 0,5096 CO02, 0,1059 H,0, 0,0274 FesO3
0,1052 (90°): 10,0228 AgCl (Carius)
~»«(CHJO.V'cCl. Ber.63,11°/0C,5,11%H,8,41°/0Fe, 5,3370Cl,2,33°/0CHt
Gef. 62,89 536 8,67 535 251
Nach diesen Analysen zu urteilen lag also ein mono-

methyliertes Hamin vor.

R) Der bei a beschriebene Versuch wurde unter denselben
Bedingungen wiederholt, nur wurden 8 Tropfen konzen-
trierte Schwefelsdure verwendet. Dabei ergaben sich
0,65 g eines zuné&chst amorphen, dunkelbraunen Pulvers,
das aus heil3er 98% Essigsaure in feinen, teilweise
zu Bilndeln angeordneten Nadeln kristallisierte. Im
kochenden Wasserbade mit 5% iger Sodaldsung erhitzt
waren nach Einwirkung von 20 Minuten hdchstens Spuren

gelost.

0,1905 Substanz (90®): 0,4430 C02, 0,0915 HsO, 0.0230 Fe. ,0s
0,0863 " (i.V.): 0,0593 AgJ (Zeisel)

0,1066 » (90°): 0,0223 AgJ (Carius).

UH,/0113),0,N4FeCl. Ber. 63,57%C,5,29%H,8,24%F¢,5,22%Cl,4,4°/0CH,,
Gef. 63,42 5,37 8,44 5,17 4,38,

wonach der Dimethylester des Hamins vorliegt.

2.2 05 g wurden in 30 ccm absoluten Athylalkohols unter
Zusatz von 12 Tropfen 10% iger Schwefelsdaure ge-
I6st, die Losung 30 Minuten am RuckfluRkihler gekocht
und dann filtriert, wobei ein Rickstand von 0,1 g blieb!).
Das noch heiBe Filtrat wurde dann mit 4 ccm 38% iger
Salzsdure geféllt, nach 24 stdndigem Stehen der Nieder-
schlag filtriert, ausgewaschen und im Vakuum getrocknet.
Er wog 0,35 g, kristallisierte aus Chloroform als Gemisch
von Niudelchen und langgestreckten Prismen, war in
3% iger Sodalésung bei Zimmertemperatur nicht loslich,
wohl aber im kochenden Wasserbade nach etwa 20 Mi-
nuten anscheinend colloid l6slich.

0,1009 Substanz (90°): 0,0393 AgJ (Zeisel) = 4,8% CSII6.

) Es ist anzunehmen, daB dieser Rickstand das intakte Hamin des
Gemisches enthielt, leider wurde unterlassen, den Chlorgehalt des Riick-

standes quantitativ zu ermitteln.
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Da sich fur einen Monodathylester nur 4,27% C2H- be-
rechnen, war demnach etwas Diathylester beigemengt,
Der Versuch wurde unter Verwendung von 6 Tropfen
konzentrierter Schwefelsdure unter sonst gleichen Be-
dingungen wiederholt mit dem Resultat, dal} ein amorphes
dunkelbraunes Pulver erhalten wurde, welches aus heilem
Eisessig in feinen N&delchen Kkristallisierte, in 5%igei
Sodalésung bei Zimmertemperatur nicht, im kochenden
Wasserbade nach 20 Minuten spurenweis loslich war.

0,0942 Substanz (90°): 0,0530 Ag.l (Zeisel) = 6,95% LVH .
Fur den Diadthylester berechnen sich 8,19% C2H6. K,

lag also ein Gemisch vor von etwa 2 Teilen des Diathyl-
und einem Teil Monoéathylester des Hamins.



