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88. William Kiister: Ueber den Blut- und den Gallen-Farb-
stoff.
[Mittheilung aus dem physiologisch-chemischen Institute zu Tabingen.]
(Eingegangen am 8. Marz.)

Meinen friiheren Mittheilungen!) iiber den eisenhaltigen Bestand-
theil des Oxybimoglobins, das Hématin Cs;sHza NyFeQ,, habe ich
einige wesentliche Berichtigungen zn geben, welche ich im Folgenden
darlege.

Wie ich zeigte, zerfdllt das Himatin, wenn es, im frisch gefillten
Zustande in Eisessig geldst, der Einwirkung von Natriamdichromat
ausgesetzt wird, in verschiedene Spaltungsproducte, unter denen sich
auch itherlosliche Siuren befinden, welche nach einer gualitativen
Priifung als stickstofffrei betrachtet werden mussten. Aus dem Rob-
material konnte ich einmal eiue Siure isoliren, deren Schmelzpunkt
zu 109.5—111.5° angegeben wurde?), bei weiteren Versuchen wurde
eine bei 94.5° schmelzende Siiure erhalten.

Auf Grund einer Analyse (I) wurde der ersteren die Formel
CsHy0O; ertheilt, womit auch das Molekulargewicht iibereinstimmte,
die Analyse des Silbersalzes ergab einen Gehalt von 2 Atomen Metall,
Der Korper wurde als: »zweibasische Himatinsdure¢« bezeichnet.

Dieselbe Siure wurde nach der gleichen Abbaumethode auch
aus dem Himatoporphyrin, C;sHis N2Oy, erhalten; die wvon Hrn.
Vilterd) ausgefibrten Analysen (II) stimmten mit den von mir er-
haltenen Resultaten iiberein.

CaH;00s. Ber. C 51.61, H 5.31,
Gef. » 1. 51.68, II. 51.70, 1I. 51.49, » I.5.29, IL 5.27, TL 5.14.
CsHsAg:0s. Ber. C 24.00, H 2.00, Ag 53.84,
Gef. » 24,05, » 2.12, »1I 53.76, 1I. 53.75.

Die bei 94.5% schmelzende Siure ergab bei der Analyse Werthe,

welche — allerdings nicht genau — fiir die Formel CsHzO;s stimmten.
CsHgOs. Ber. C 52.17, H 4.35.
Gef. » 51.24, 51.35, » 4.44, 4.50.

Da nun die fiir das im Vacuum getrocknete Silbersalz gefandenen
Zahlen (C 17.79, 17.60, H 1.75, Ag 60.49, 61.09%)) noch am besten
mit der Formel CsHy Agy O (C 18.3, H 1.34, Ag 61.88) in Einklang

') Habilitationsschrift. Tibingen bei Pietzker. 1896. Diese Berichte
29, 823.

3) Bei einer weiteren Bestimmung wurde 112—113¢ beobachtet.

3) Diese Berichte 30, 107 und Vélter’s Dissertation [Tiabingen bei
Pietzker] pag. 16, 21.

#) Die in meiner Habil.-Schrift pag. 43 angegebene Zahl 61.4 beruht
anf einem Rechenfehler.
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:zu bringen waren, wurde CsHgOs als das »Anhydride einer drei-
basischen Hamatinséiure, CsH,;004, angesprochen.

Ich will gleich hinzufiigen, dass es spiter gelang, den K&rper
CsHsO; in reiner Form zu erhalten, er zeigte dann den scharfen
Schmelzpunkt 97—98° und ergab bei der Analyse:

Gef. C 52.25, 51.77, 52.15, H 4.55, 4.58, 4.35,
wiihrend fiir das Silbersalz ein Gehalt von /3 HoO festgestellt wurde,
welches bei 1100 entweicht:
CsHrAg; Os+ 1/3H30. Ber. 1/,H20 1.69. Ag 60.83.
Gef. 1.46, 1.99, 1.69, » 60.33, 60.60, 61.04.

Die »zweibasische Himatinsiiure« wurde noch charakterisirt durch
das in Wasser 16sliche Calciumsalz, welches aus einer heiss gesittigten
Lésung in zu Drusen vereinigten Nadeln krystallisirt.

Der Korper CgHgOs giebt endlich in wiissriger Lésung bei der
Einwirkong von Calciumcarbonat in der Kilte Calciumsalzldsung,
aus der beim Erhitzen basische Salze in mikroskopischen Krystallen
ausfallen, welche einen Gehalt von ca. 20—21 pCt. Caleium auf-
weisen,

Dieses Verhalten leistete fiir die Abtrennung von Cg Hg O; treffliche
Dienste.

Nach den Untersuchungen V3lter’s schien auch der Zusammen-
hang der beiden Sduren erklirt. Durch Oxydation in »alkalischer«
Lésung konnte CgHjo0s in C¢HsOs iibergefiihrt werden, in saurer
Lésung war es nicht moglich. In alkalischer Losung ging aber die
Ueberfiihrung sehr leicht von Statten, kleine Mengen von CgH, 05
fanden sich schon nach lingerem Stelien an der Luft vor, sodass eine
Einwirkung des atmosphérischen Sauerstoffs angenommen wurde.

Zu gleicher Zeit wie diese Untersuchung ausgefiihrt wurde, batte
ich begonnen, den Gallenfarbstoff einer dhulichen Spaltung zu unter-
ziehen, um die vermuthete Verwandtschaft desselben mit dem Blut-
farbstoff zu priifen ¥). Ich war dabei, zuerst nur mit sehr geringen
Mengen des kostbaren Materials arbeitend, wider Erwarten zu einer
Stickstoff haltenden Sdure vom Schmelzpunkte 100—~101¢ gekommen,
der nach der Analyse die Formel CgHyNO, zukam. Sie wurde
Biliverdinsiiure genannt, erwies sich gegen '/s n-Ammoniak als ein-
basisch, ihr Silbersalz enthielt aber 2 Atome Metall.

Nachdem (ich dann im Verlaufe eines Jahres grossere Mengen
von Gallensteinen hatte sammeln und verarbeiten konoen, sodass
im Ganzen 130 g Farbstoff oxydirt wurden, gelang es scheinbar, die
Biliverdinsdure besser zu reinigen. Wihrend Analyse und Molekular-
gewichtsbestimmung die angenommene Zusammensetzung bestitigten,
wurde der Schmelzpunkt bei 110° gefunden, allerdings nicht ganz

1) Diese Berichte 30, 1831.
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scharf, es fand schon von 1089 etwa ein Erweichen statt. Bei der
Einwirkung von Natronlauge spaltete nun die Biliverdinsiure eine
Molekel Ammoniak ab und lieferte hierbei das aus dem Himatin
friber gewonnene Anhydrid, CsHsOs?).

Dieses Verhalten veranlasste mich zu einer Controlle der friheren
Beobacbtungen, welche zuniichst ergab, dass die bei der Oxydation
des Himatins erhalitenen iitherléslichen Rohproducte Stickstoff ent-
hielten.

Allerdings versagte manchmal die Probe oder sie fiel ausser-
ordentlich schwach aus. Weitere Versuche lehrten, dass das primére
Oxydationsproduct des Himatins zum grossen Theile aus CsHgOs
bestehen konnte, z. B. fielen einmal bei der Reinigung iiber die Calcium-
salze durch Erhitzen der in der Kilte bereiteten Losung 3/ der vor-
handenen Siure als basisches Calciumsalz von CgHgO; aus. In
diesem Fall liess sich aus der durch Ausiithern von den Rohséuren
befreiten Lésung eine Menge Ammoniak austreiben, welche mehr als
/. des in der angewendeten Himatinmenge vorhandenen Stickstoffs
entsprach,

Dies Ergebniss bestitigte also lediglich die friheren. Andere
Portionen von Himatin und Himatoporphyrin dagegen lieferten vor-
wiegend nur Stickstoff haltende Siure, und diese gab ein leicht 15s-
liches, beim Erhitzen nicht ausfallendes Calciumsalz, welches darch
Umbkrystallisiren gereinigt werden konnte. Die nunmehr regenerirte
Séure zeigte den Schmelzpunkt 111—1139 2).

Das sind aber Eigenschaften der :zweibasischen Hamatinséures«.

Die Analyse fiihrte nun zur Formel CsHoNO,.

CsHoNO,. Ber. C 52.45, H 4.92, N 7.65.
Ht. (Pferd) Hp. (Rind) Hp.9)
Gef. C 52,49, 52.52, 52.12, > 3.16, 5.30, 5.06, ® 7.59.

Ich bin also durch das einstmalige Versagen der qualitativen
Probe auf Stickstoff und die zufillig gut auf CgH;pOs stimmenden
Werthe fir den Kohlenstoff zur Aufstellang der falschen Formel
CsH100s gefiibrt worden, wihrend alle frilberen gefundenen Werthe
fir den Wasserstoff besser zur richtigen Formel passen. Eine nach-
triigliche Priifung der von friiher noch vorhandenen =als »zweibasische
Héimatinséure« bezeichneten Reste bestiitigte den Stickstoffgebalt.

Auch diese Siure geht durch Erwiirmen mit Natronlauge unter
Abspaltung von Ammouiak in CgHgQjs iiber, der Zusammenhang
beider Siéuren beruht also nicht auf einer in alkalischer Ldsung ein-

1) Zeitsch. f. phys. Ch. 26, 314, 335.

%) Bei anderen Praparaten wurde beobachtet: 110—113%; 111.5—112.5,
Erweichen von 1039 an.

3) Ht. = Hamatin; Hp. = Hamatoporphyrin.
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tretenden Oxydation, sondern auf dem Krsatz von Imidgruppe durch
Saunerstoff.

Nunmehr versuchte ich die Bedingungen zu ermitteln, unter
denen es schon bei der Oxydation des Hiimatins zur Bildung der
stickstofffreien Siure kommt. Bei der verschiedenartigen Zusammen-
setzung, welche die auf verschiedenem Wege gewonnenen »Hiwine«!)
zeigen, war es ja nicht unmdglich, dass das Entstehen der in Betracht
kommenden S#uren seinen Grund schon im Bau der Himine fand.
Des weiteren konnte die Thierart eine Rolle spielen — ich hatte
Himin aus Pferdeblut und solches ans Rinderblut durcheinander
verwerthet, in der Voraussetzung, dass nicht nur die empirische
Formel, sondern auch die Structur aller »Hémine< die gleiche ist.
Endlich war es moglich, dass die wihrend der Oxydation ein-
gehaltene Temperatur oder die Menge des Oxydationsmittels den
Unterschied bewirke, auch starke Belichtung habe ich in Frage
gezogen.

Aus_einer grossen Zahl von Versuchen, die mit Himin aus
Rinder-, Pferde- und Schaf-Blut, dargestellt nach dem Verfahren von
Nencki und Schalfejew, sowie mit Himatoporphyrin angestellt
wurden, scheint nun hervorzugehen, dass bei Einhaltung méglichst
niederer Temperaturen bei allen Operationen als erstes Oxydations-
product die Sidure C3HyNO; entsteht und zwar in einer Ausbeute von
ca. 40 pCt. des verwendeten Himatins.

Nur als einmal das Hiamin mit der zur Ueberfilhrung in Himatin
ndthigen Natronlauge lingere Zeit erhitzt wurde, bestand das Roh-
product der Oxydation zum grossen Theile aus Cs HsO; 2).

Endlich diirften die aus Himatin und die aus dem Gallenfarbstoff
erhaltenen Sduren CyHoNO, identisch sein. Beide geben bei der
Bebandlung ihrer wissrigen Losung mit Calciumcarbonat in Wasser
lésliche Calciumsalze. Wird diese Losung im Vacuum eingedunstet,
8o kann das Salz aus der etwa vierfachen Menge Wassers um-
krystallisirt werden, wenn man die auf die angegebene Weise bereitete
Losung ausgeiithert hat. Auoch bei lingerer Einwirkung eines Ueber-
schusses von Calciumcarbonat kapn niamlich die Ldsung noch freie

) of. Schalfejew, Diese Berichte 18, 232¢c. Nencki, Arch. f. exp.
Path. u. Pharmak. 18, 401. 20, 825. Moilta, Arch. f exp. Path. u.
Pharmak. 36, 339. Rosenfeld, Arch. f. exp. Path. u. Pharmak. 40, 136.
Moérper, Sonderabdricke aus dem Nordiskt Medicinskt Arkiv 1896 u. 1897.

?) In diesem Fall hatte auch das nach dem Abdestilliren des als Losungs-
mittels dienenden Eisessigs und Wicderaufnehmen des Riickstands mit Wasser
unloslich bleibende Oxydationsproduct des Himatins, welches sich bei Ein-
wirkung von ca. 12 Atomen Sauerstoff auf die Molekel Hamatin in einer
Menge von ca. 40 pCt. bildet, eine hellbraune Farbe, wihrend es sonst ge-
trocknet fast wie Himatin, also schwarz aussah.
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S#ure enthalten, und diese verhindert dann das Ausscheiden des
Calciumsalzes beim Erkalten!).

Andererseits geniigt bereits die Einwirkung von Calciumcarbonat.
um kleine Mengen von CgHgOs zu bilden, und stets bleibt beim Auf-
nehmen des im Vacuum bei Zimmer-Temperatur eingetrockneten Saizes
mit heissem Wasser ein Theil ungelost, aus dem dann CsH O, dar-
gestellt werden kann. )

Beim Eindampfen der Calciumsalzlésung auf dem Wasserbade
tindet endlich eine derartige Zersetzung statt, dass ein Umkrystallisiren
nicht mehr moglich ist.

Unter Beriicksichtigung der angegebenen Vorsichtsmaassregeln
verhalten sich nun die aus Hidmatin und die aus Bilirubin unter den-
selben Bedingungen gewonnenen Siuren gleich, beide geben Calcium-
salze, welche aus heisser Ldsung in zu Drusen vereinigten Nadeln
krystallisiren, welche denselben Krystallwassergehalt und den gleichen
Gehalt an Calcium aufweisen

(CsHsNOy); Ca+H20. Ber. Hi0 4.27 Ca. 9.90
Ht (Pferd) Br. 2 Ht Br.
Gef. 4.15 4.94. » 9,88 9.60.

Bei der Bestimmung des Krystallwassergebalts von Calcinm-
salzen, welche aus Sduren hergestellt waren, die unter verschiedenen
Bedingungen erhalten wurden, bin ich allerdings auf Unterschiede ge-
stossen, insofern manche Salze, iiber Schwefelsiure zum constanten
Gewichte getrocknet, bereits im Vacuum wesentlichen Verlust er-
litten.

Ich halte darum die Moglichkeit nicht fiir ausgeschlossen, dass
die Kérper CgHyNO, (zweibasische Himatinsiure — Biliverdinsiure)
keine chemischen Individuen vorstellen, sondern Gemische von isomeren
Koérpern sind, welche aber in ein und denselben Kérper CgHsOs
dibergehen. Darauf weisen auch das nicht ganz scharfe Ueber-
einstimmen der gefundemen Schmelzpunkte, darauf weisen ferner die
Analysen der Silbersalze. In dem aus Biliverdinsiure erhaltenem
Salz fand ich zuerst 53.9 pCt. Silber, das neue Priparat ergab nur
52,0 pCt. Silber. Und Aehnliches gilt fiir die zweibasische Hiématin-

') Hierdurch findet die gegentheilige Angabe in meiner ietzten Arbeit ihre
Erklarung. Zeitsch. f. physiol. Chem. 26, 232. Auch das Ausfallen des
6fters erwihnten, basischen Caleiumsalzes von CgHzOs kann durch die freie
Saure beschrinkt oder ganz verhindert werden.

% Br. = Bilirubin. Es konnten nur 0.1315 g Calciumsalz sanalysirt
werden, diese verloren, iiber Schwefelsaure getrocknet, im Vacuum nichts an

Gewicht, bei 100—1059, 0.0065 g, d. h. 0.001 g bedingt schon einen Unter-
schied von 0.8 pCt.
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siiure, die erhaltenen Werth liegen zwischen 53.94 pCt. und 53.02 pCt.
Silber, etwa den Formeln CgHg AggOs und Cs H7 AgsO; entsprechend').

Durch diese Berichtigung meiner friiheren Angaben ist nun auch
der Zusammenhang der bisher erhaltenen Spaltungsproducte des
Himatins mit letzterem {bersichtlicher geworden.

Unter Abspaltung von Eisen und Aufnahme von Wasser zerfillt,
wie Nencki?) zeigte, das Hématin (I) in Hématoporphyrin (II), bei
der Oxydation giebt das letztere, wie das isomere Bilirubin, die zwei-
basische Himatinsfure = Biliverdinsiure (III), aus diesen endlich
entsteht durch Abspaltung von Ammoniak das Anhydrid der drei-
basischen Hamatinsdure (IV)

I I m v
Coys Hya Ny Fe Oy -->» Cis Hig Na O3 -» G Hy NO;, > G Hy Os.

Freilich darf nach den bisherigen Resultaten nicht angenommen
werden, dass der Zerfall nur in diesem Sinne verliduft, konnten doch
aus dem Héimatin nur 40, héchstens 50 pCt. an #therldslichen Séuren,
aus dem Bilirubin gar nur 20 pCt. erhalten werden.

Die ungesittigte Verbindung CsHzO; geht endlich bei der Re-
duction mit Jodwasserstoff in eine gegen Kaliumpermanganat be-
stindige Substanz CgH,30¢ iber, welche zwar scharfe Werthe bei der
Analyse gab und sich als dreibasische Siure erwies, aber bei ver-
schiedenen Priiparaten nicht den gleichen und keinen scharfen Schmelz-
punkt zeigte und daher wohl auch als Gemisch isomerer Korper zu
betrachten ist.

Die vorstehenden Resualtate habe ich trotz mancher Unvollstindig-
keit veroffentlicht, weil ich gezwungen bin, die Arbeit auf mehrere
Wochen zu unterbrechen.

Es eriibrigt nur noch, Hrn. Dr. Kélle fir seine Hiilfe bei der
Darstellung des Hiématoporphyrins und bei der Ausfilhrung mehrerer
Analysen bestens zu danken.

Tiibingen, den 7. Mirz 1899.

Y Ein Wassergebalt konnte bisher nicht festgestellt werden, die am
Lichte recht bestindigen Silbersalze briiunen sich schon bei 1007 sehr stark.
7) Arch. f. exp. Pathol. u. Therapie 24, 430.





