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Den vorstehend beschriebenen Imidazolderivaten i#hnliche Ver-
bindungen liegen vielleicht auch in den von Schiff (diese Berichte
2B, 1936) beschriebenen Producten der Umsetzung von Benzidin bezw.
Tolidin und Formaldehyd vor.

Organisches Laboratorium der technischen Hochschule zu Berlin.

102. W. Kiister: Ueber chlorwasserstoffsaures und brom-
wasserstoffsaures Hématin.
(Eingegangen am 10. Februar.)

In den Jahren 1884-—1888 1) wurden von Nencki und Sieber
aus dem Blate verschiedener Thiere durch Extraction mittels Amyl-
alkohols und Salzsiure Himinkrystalle gewonnen, deren nach pein-
lichster Reinigung ausgefiihrte Analysen ergaben, dass alle Blutarten
ein und dasselbe Himin liefern, und dass die Zusammensetzung des-
selben eine verhiltnissmissig einfache ist, jedenfalls eine einfachere
als bisher angenommen wurde. Auch der Uebergang in Hiimatin
und die Zerlegung in Himatoporphyrin wurde klargestellt und
durch chemische Gleichungen ungezwungen erklirt.

Gegen diese unsere Anschauungen wesentlich erweiternden und:
berichtigenden Arbeiten wurden von mehreren Seiten Bedenken geltend
gemacht 3), namentlich von Hoppe-Seyler, dem wir ja die ersten
bahnbrechenden Untersuchungen des Himins verdanken, und, wenn
auch Nencki und Sieber in den meisten Punkten die Einwendungen.
iiberzengend bekdmpften, erschien es doch wiinschenswerth, Bestitigung
von dritter Seite zu bringen.

Auf Veranlassung von Hrn. Prof. Hifner habe ich daher das
Studium des Himins aufgenommen und will im Folgenden iber die
seit dem Sommersemester 1891 gewonnenen Resultate berichten.

Zu Beginn der Untersuchung folgte ich genau Nencki’s Angaben,
nur wurden die Blutkdrperchen durch Ausschleudern vom Serum
getrennt. 10 L. Rinderblut, entsprechend ungefihr 5000 g préparirten
Blutpulvers, lieferten mir beim Ausziehen mit reinem Amylalkohol
vom Siedepunkt 129—131° und Salzsiure ca. 12.5 g Roh-Himin,
welche Menge durch die weitere Reinigung betrichtlich gemindert
wurde (Priparat I).

) Archiv f. exp. Pathologie und Pharmakologie 18, 404; 20, 325;
24, 430. Archiv des sciences biologiques, St. Petersbourg 1893. T. II,
No. 1, 120.

?) Hoppe-Seyler, diese Berichte 18, 601, C, le Nobel, Pfiiger’s
Archiv 40, 501.
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Um ein von Anfang an reineres Product zu gewinnen — die aus
Rinderblut erbaltenen Himinkrystalle erschienen unter dem Mikroskop
stets mit eiweissartigen Massen durchsetzt — wandte ich spiter mit
Erfolg Oxyhimoglobinkrystalle an, welche, in bekannter Weise dar-
gestellt, in moglichst wenig Wasser geldst und mit soviel 95 procentigem
Alkohol versetzt wurden, dass ein dinner Brei entstand. Derselle
verdichtete sich nach einiger Zeit und wurde nach 24 Stunden auf ein
Filter gegehen. Sobald dann der Alkohol abgelaufen war, wurde die
Masse auf Filtrirpapier getrocknet!) und dann wiederum mit der
vierfachen Menge Amylalkohols ausgezogen, welches Verhiltniss auch
hier die besten Ausbeuten zu geben scheint, auf 10 L Blut ca. 7 g
Himin.

Ist nun also auch die Ausbeute erheblich verringert, so wurde
doch aus dem krystallisirten Oxybi#moglobin wesentlich reineres
Material gewonnen. Beim Durchmustern der aus dem Amylalkohol
abgesetzten Krystalle sind unter dem Mikroskop fast keine Fremd-
kérper zu erblicken, weshalb auch von dem umstindlichen, viel Ver-
lust mit sich bringenden Reinigungsverfahren Abstand genommen
werden kann. Es geniigt, den Amylalkohol durch Aethylalkohol zu
verdringen, dann mit Aether und Alkohol, zuletzt mit Wasser sn
lange auszuwaschen, bis im Abfiltrirenden keine Chlorreaction mehr
auftritt. (Préparat IL.)

Die erhaltenen Himinkrystalle (Préparat I und II) enthalten Amyl-
alkohol, der beim Trocknen im Vacuum, ja selbst bei 1109 noch nicht
entweicht, beim Erhitzen mit Natronlauge aber abgespalten wird, ins
Destillat geht und hierin leicht nachgewiesen werden kann; dass ihre Zu-
sammensetzung aber grade durch die Formel (C3asHs1 CINsFeO3)4C;s H150,
wie Nencki angiebt, ausgedriickt wird, konnte nicht bestiitigt werden.
Dieselbe verlangt einen Gebalt von 3.48 pCt. Amylalkohol; ein
entsprechender Gewichtsverlust konnte aus spiter anzufithrenden
Griinden niemals gefunden werden, und die bei der Analyse erhaltenen
Zahlen kénnen uns kaum einen Aufschluss geben, wie aus der unten
angefiihrten Tabelle leicht ersichtlich ist. Meine Priparate z. B. er-
gaben bei der Analyse Werthe, welche am besten zu der Formel
(CssH3; CINyFeO3)3 Cs Hi3 O passen wiirden.

Es verlangt z. B.:
C3aHs CIN,FeO3)16Cs H130: C 62.96, H 5.155, Cl 5.74, N u. Fe 9.09 pCt.
CaaH3 CIN;FeOs)s CsHi30: » 63.006, » 528, » 569, » » » 9.01 »
C3aH3 CINyFeOs)y CsH1aO: » 63.08, » 53767, » 559, » » » 885 »
C39H31CIN4F603)2 C5H120: » 63.?7, » 5.66, > 5.45, »» » 855 »

) ¢f. die Bemerkung Nencki’s, Archiv 18, 404,
%) 5.376 pCt. Wasserstoff, nicht 5.69, wie Nencki L c. 409 angiebt.

37*
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Nencki u. Sieber erhalten
durchschnittlich H: . . . C 62.78, H 5.79, Cl 5.294, N 9.06, Fe 8.84 pCt.
Meine Analysen ergeben:
Praparat I » 62.95, » 6.04, » 5.04, » 8.91, » 8.28 »
Praparat II » 62.94, » 6.07, » 5.08, » 857 »
» 8,48 »

Nachdem Himin aus Rinderblut und krystallisirtem Oxybimoglobin
vom Rind nach Nencki’s Verfahren erbalten worden war, versuchte
jch auch aus dem Oxyhimoglobin des Pferdes den Farbstoff zu ge-
winnen. Als aber einmal umkrystallisirtes Material, nachdem es
durch Alkohol zersetzt und dann getrocknet worden war, mit Amyl-
alkohol ausgezogen wurde, legte sich bei zwei Versuchen die Masse
trotz Schiittelns an den Boden, verkohlte zum Theil und aus dem
abfiltrirten Amylalkohol schieden sich nur #usserst wenige, stark mit
Eiweiss verunreinigte Krystalle aus. Dijese Versuche wurden deshalb
und weil es gelang, aus anders vorbereitetem Materiale ausgezeichnet
reines Hamin zu erbalten, abgebrochen.

Nencki hatte schon beobachtet 2), dass zweimal umkrystallisirtes,
lange mit verdiinntem Alkohol ausgewaschenes Himoglobin vom Pferde
durch starken Alkohol in eigenthiimlicher Weise verindert werde.
Es findet keine Zersetzung, sondern nur eine Farbeninderung statt,
und das Product, welches Parahimoglobin genannt wird, zeigt, von
einem geringeren Krystallwassergehalt abgesehen, procentisch die
gleiche Zusammensetzung wie Oxyhimoglobin. Es gelang Nencki
jedoch nicht, aus diesem Parahimoglobin Himin darzustellen.

Da es wegen der Schwerldslichkeit %) des einmal bereits umkry-
stallisirten Oxyhidmoglobins vom Pferde mit den gréssten Schwierig-
keiten verkniipft erschien, so grosse Mengen zweimal umkrystallisirten
Materials zu erhalten*), wie man sie zur Héiminbereitung brauncht,

1) Berechnet aus der Gesammtheit ihrer Analysenresultate.

%) Archiv 20, 335.

3) Die gegentheilige Angabe im Beilstein TI. Aufl., 3. Band 1284 ist
entschieden zu berichtigen.

4) Nach neueren Versuchen ist dics doch moglich, wenn man vom
reducirten Haimoglobin ausgeht. Die grossen sechsseitigen Tafeln dieses
Korpers sind sehr leicht in Wasser léslich. Man erhilt sie stets beim Ldsen
der aus etwas fauligem Blut abgesetzten Blutkdrperchen, Abfiltriren dieser
Losung und Versetzen mit Alkoliol. Die Krystalle wie ihre wissrige Losung
rehmen allerdings dusserst leicht Sauerstoff auf, wie auch Nencki und Sieber
‘bereits beobachtet haben. Diese Berichte 19, 126. Betrachtet man z. B. unter
«lem Mikroskop die sechsseitigen Tafeln bei Zimmertemperatur, so zerfliessen
ieselben und nach einiger Zeit erscheinen an ihrer Stelle die hellrothen
Prismen des Oxyhimoglobins. Diese Erscheinung hat offenbar auch schon
Tunke beobachtet, man vergl. z. B. auf Tafel X seines Atlas der physio-
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verwendete ich nur einmal umkrystallisirte Pferdeblutkrystalle, welche
entweder nach dem Abheben der Mutterlauge auf Tellern aus Holz-
faser getrocknet oder durch Ausschlendern von der Mutterlauge voll-
stindig getrennt waren. Wird diese Masse mit dem drei- bis vier-
fachen Gewichte 93 procentigen Alkohols angeriibrt, so findet ebenfalls
keine Zersetzung der Krystalle statt, nach 24 Stunden kann man den
vollig klaren Alkohol abheben; er ist jetzt ca. 80procentig, hat also
lediglich Wasser entziehend eingewirkt. Die Krystallmasse waurde
alsdann auf ein Filter gegeben, auf Filtrirpapier getrocknet und wie
frilher verarbeitet. Aus dem amylalkoholischen Filtrate setzten sich
hierbei sofort ifusserst reine Himinkrystalle ab in einer Ausbeute,
welche den friiher erhaltenen Resultaten entspricht. (Priparat III.)

Diese Art der Himindarstellung wird dadurch noch interessanter,
dass das ausgezogene und abfiltrirte Eiweiss, welches getrocknet eine
graue Masse darstellt, unter dem Mikroskop weitaus zum grossten
Teile noch die Krystallform, lange Prismen, des Oxyhimoglobins
zeigt, withrend die Farbe fast verschwunden ist. Diese Beobachtung
von Pseudomorphosen des Eiweiss nach Oxyhdmoglobin ist jedenfalls
der an die Seite zu stellen, welche H. Struve bereits gemacht hat?).

Die Elementaranalyse von Priparat III ergab 62.74 pCt. C und
6.26 pCt. H, welches beziiglich des Wasserstoffs mangelhafte Resultat
leider nicht mehr controllirt werden konnte, da der Rest des Materials
fir guantitative Versuche — Ueberfiibrung in amylalkoholfreies Himin
— verwendet worden war?),

Es war mir ndmlich unicht gelungen, das amylalkoholhaltige
Hiémin im Luftbade bei 130— 135° bis zu constantem Gewicht zu

logischen Chemie, Fig. V, wo hellrothe prismatische Krystalle an Stellen an-
schiessen, an denen zuvdrderst blassrothe Blattchen sich befanden.

Beim Umkrystallisiren muss daher der Luftzutritt méglichst beschrankt
werden, und das geschieht am besten in der Weise, dass die abgesetzten
Krystalle mit einem Theil der Mutterlange ausgeschlendert werden. Die jetzt
klar aber den Krystallen befindliche Fliissigkeit — am besten wihlt man den
Krystallbrei so, dass sie die Hilfte des Gefisses einnimmt — wird abgegossen
‘und durch ausgekochtes Wasser von 36—370 ersetzt, woranf man noch in
lauwarmes Wasser stellt. Sehr bald tritt nun Ldsung ein, und man giesst
alsdann den Inhalt in eine grosse Flasche, die mit Wasserstoff gefullt ist,
wahrend man noch ausserdem Wasserstoff einleitet. Die moglichst gefillte
und gut verstopfte Flasche lisst man daon 24 Stunden in der Kalte stehen,
nach welcher Zeit sich die Blattchen des vendsen Hamoglobins wicder fast
ausschliesslich ausgeschieden hahen, gleichviel Ob man noch Alkohol hinzu-
gefiigt hat oder nicht.

1) Mémoires de 'académie impériale des sciences de St. Petersbourg,
VIT série 1884, T. 82; erwihnt von Nencki, loc. cit. 341.

%) Man vergleiche aber die gut stimmenden Analysen des im Stickstoff-
strome getrockneten Materials,
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trocknen; zuniichst tritt zwar Gewichtsverlust ein, beim lingeren Er-
hitzen wurde jedoch stets Gewichtszunahme beobachtet, was, nach den
Analysen zu urtheilen, einer beginnenden Oxydation zuzuschreiben ist.
Ber. far CzeHy CINyFeO3: C 62,91, H 5.08, Cl 579, N u. Fe 9.17 pCt.
Priparat I, 15 Stunden im
ganzen erhitzt, gab . . » 61.75, » 35.62, » — » $.36 »
62.06, » 35.46.

Nur einmal gelang es scheinbar, reines Himin zu erhalten, als
Priparat III 3 Stunden lang aaf 130—135% erhitzt wurde. Der
Amylalkohol war, wie der Versuch lehrte, vollstindig entwichen; der
Gewichtsverlust gegen das im Vacuum getrocknete Material betrug
aber nur 0.7 pCt.

Die Anpalysen!) ergaben:

C 63.36, 62.85, H 5.41, CI 5.04, N 9.13, Fe 8.86, 8.94 pCt.

Jedenfalls konnte durch Trocknen im Luftbade der procentische
Gewichtsverlust nicht genau ermittelt werden. Ich versuchte daher,
ob dies durch Ueberleiten von Wasserstoff oder Stickstoff bei 135 bis
145° méglich wire. Es stellte sich aber heraus, dass durch dieses
Verfahren der Amylalkohol nicht oder nicht vollstindig heraus-
genommen wurde.

Z. B. gab Priparat III nach 7!/pstindigem Erhitzen auf 145% im Stick-
stoffstrome eine Gewicbtsabnahme von 0.93 pCt. und bei der Analyse

C 63.11,. H 5.99, Cl 5.52, Fe 8.70, 8.77,
welche Zahlen auf ein amylalkoholhaltiges Himin von angegebener
Zusammensetzung hinweisen.

Vielen missgliickten Versuchen, reines Himin darzustellen, stand
nur ein einziger gegeniiber, wo es erhalten warde. Ich suchte nach
andern Mitteln, um die Formel Ci3Hjz; CINyFeO;3; zu stiitzen. Ein
solches stand mir in dem Material zu Gebote, welches zur Darstellung
von Priparat III gedient hatte. Bei geeigneter Behandlung mussten
aus diesem Derivate des Himatins zu erhalten sein, aus deren Analyse
Riickschliisse anf die Formel des chlorwasserstoffsauren Hidmating
oder Himins gezogen werden konnten.

Die mikroskopische Bildung von »Himin¢ durch Einwirkung
verschiedener Siuren ist schon oft beobachtet worden?), ja der eine

1) Die eine Wasserbestimmung ging verloren, die Abspaltung des Chlors
wurde hier durch Natronlauge bewirkt, woraus sich der Fehler einigermaassen
erklart.

% Husson, Compt. rend. 81 (1875, 2), 477. — Cazeneuve, Bull. de
la société chimique de Paris 1877, T. 26, 485. —~ Bikfalvi, Centralblatt
f. d. med. Wissensch, 1886, 289—291. — D. Axenfeld, Ann. di chim. e di
farmacol.. 4 Ser.. 5. 98, 100. — Die beiden letzten Arbeiten habe ich nar im
Referat (diese Berichte 19, 578 und 21, 364) eingeschen, aus welchem aber
schon hervorgeht, dass Analysen der »Himine« nicht gemacht worden sind.
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Weg, den Hoppe-Seyler zur Gewinnung von Himatin in grdsseren
Mengen angiebt!), fiihrt augenscheinlich dber das schwefelsaure Salz.
‘Es scheint aber noch nie versucht worden zu sein, reine Derivate des
Himatins in grésserem Maassstabe zu gewinnen, die missgliickten
Versuche Nencki’s ausgenommen.

Ich wihlte als niichstliegendes die Darstellung des bromwasser-
stoffsauren Himatins und kam durch folgendes Verfahren zum Ziel:
Das aof die angegebene Art vorbereitete Material wird lange Zeit
mit verdiinntem Alkohol ausgewaschen, bis im Filtrat héchstens
Spuren von Halogen noch nachzuweisen sind, getrocknet und dann
mit der vier- bis fiinffachen Menge absoluten Alkohols im Sandbade
zum Sieden erhitzt, worauf bei 200g verwendeten Materials 35 ccm
Bromwasserstoffsiiure von 1.47 spec. Gew. dazu gegeben werden.
Sofort tritt jetzt Zersetzung ein, was an der Farbeninderung deutlich
sichtbar ist, es wird noch eine Minute im Sieden erhalten und durch
ein gewéhnliches Filter filtrirt. Aus dem Filtrate setzt sich alsdann
im Laufe einiger Tage das Himin in schwarzen Massen ab?). Unter
dem Mikroskop erkennt man bei starker Vergrésserung Krystalle, die
viel kleiner wie die des salzsauren Himatins sind und meist die Form
eines Rhombus haben. Die Reinigung der Krystalle wurde in der
Art bewirkt, dass kurz mit Alkoho] und Aether, darauf mit Wasser
80 'lang’e ausgewaschen wurde, bis im Filtrate kein Brom mebr nach-
gewiesen werden konnte. Alsdann wurde im Vacuum {ber Schwefel-
sdure oder bei 120° im Luftbade getrocknet, was keinen Unterschied
bedingt. Aus 2250 g Material erhielt ich so fast 11 g bromwasserstoff-
saures Himatin, dessen Analyse am besten zur Formel C32Hz; BrNFeO3
+ CH;O0H stimmt. In der That enthalten die Krystalle Alkohol,
welcher beim Auflésen in reiner Natronlauge abgespalten wird und
im Destillat durch die Jodoformreaction nachgewiesen werden kann.

Es verlangt:

CsoH3BrN,FeO; C 58.63, H 4.73, Br 12.21, N u. Fe 8.55 pCt.
D39Hg BrNyFeO3,CoHsOH: » 58.20, » 5.28, » 11.41, » 7.99 »
Gefunden wurde: » 57.76, » 5.56, » 11.45, N 8.21 »
» 57.84, » 5.68, Fe 8.31, 8.45 »

Sind pun auch die mitgetheilten Ergebnisse vielfach liickenhaft
oder nicht véllig befriedigend, so habe ich doch geglaubt, sie jetzt
verdffentlichen zu diirfen, da man schon bei der Reindarstellung des

1) Handbuch der phys.- u. pathol.-chem. Analyse 239.

%) Die sture alkoholische Lésung enthilt Himatoporphyrin und einen
‘braunen, in wissrigen Alkalien und Siuren unléslichen, in Chloroform leicht
16slichen Korper, den Nencki auch bereits beobachtet hat (Archiv 24, 439).
Wird die abfiltrirte Eiweissmasse in viel heissem Wasser geldst, so setzt sich
gofort noch eine betrichtliche Menge von Hiaminkrystallen ab, deren Unter-
suchung noch aussteht.
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Ausgangsmaterials erstaunlichen Schwierigkeiten begegnet und die
pdthige Wiederholung der Versuche voranssichtlich wiederum lange
Zeit in Anspruch nehmen wird.

Die gelungene Darstellung des bromwasserstoffsauren Himatins
— in jiingster Zeit sind noch mehrere Priparate desselben gewonnen
worden — berechtigt zu der Hoffnung, auch noch andere reine Deri-
vate des Himatins aus krystallisirtem Oxyhimoglobin in grésserer
Menge erhalten und analysiren zu kénnen. Versuche in dieser Rich-
tung sind bereits in Angriff genommen.

Die Ueberfihrung der Hiémine in Himatin ist ebenfalls Gegen-
stand der Untersuchung gewesen, und hoffe ich, hieriiber bald be-
richten zu konnen.

Zusammenfassung.

Ein amylalkoholhaltiges salzsaures Himatin ldsst sich nicht nur
aus durch Alkohol zersetztem Blute, sondern auch aus zersetztem
Oxyhidmoglobin und endlich auch aus unzersetztem, durch 93 procen-
tigen Alkohol aber eigenthiimlich verdnderten Oxyhimoglobin des
Pferdes durch Einwirkung von Salzsiure und Amylalkohol gewinnen.

Die Analyse dieses Himins liefert Werthe, welche zu der Formel
(C32 H31 C1 Ny Fe03):Cs H1aO stimmen, wo x zwischen bestimmten
Grenzen schwankt.

Durch kurzes Trocknen im Luftbade bei 130—135° verlieren die
Hiaminkrystalle den Amylalkohol, ein lingeres Trocknen ist mit merk-
licher Oxydation verkniipft. Im Wasserstoff- oder Stickstoffstrome
bei 145% wird der Amylalkohol nicht véllig abgespalten.

Bromwasserstoff und absoluter Alkohol liefern aus reinem Oxy-
himoglobin vom Pferde, das durch Alkohol eigenthiimlich verdndert
ist, ein bromwasserstoffsaures Himatin, dessen Analyse zu der Formel
CygH3 Br NyFe O3, C:H; OH fiihrt.

Diese Arbeit wurde im physiologisch-chemischen Institute ausge-
fihrt. Es sei mir gestattet, auch an dieser Stelle meinem hoch-
verehrten Chef und Lehrer, Hrn. Prof. Dr. Hiifner, aufrichtigsten
Daok auszusprechen fiir die Anregung zur Bearbeitung dieses Themas.
und fiir das Interesse, welches er meinen Untersuchungen erzeigt undi
durch vielfache Rathschlige bekundet hat.

" Tiibingen, im Februar 1894.



