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Bei meinem Scheiden von der hiesigen Ioch-

schule ist es mir cine angenehme Ptiicht den hoch-
verehrten Lehrern fiir die wiithrend meiner Studienzeit
erhaltene wissenschaftliche Ausbildung an  dieser
Stelle meinen Dank abzustatten. Herrm Docenten
Dr. G.. Bunge hitte ich fiir dic mir bei Ausfiihrung
der vorliegenden Arbeit zu Theil gewordene Anregung
und liebenswiirdige Unterstiitzung meinen Dank ent-

gegenzunehmen.







Die bisherigen Analysen des Haemoglobins haben zu dem
iiberraschenden Resultat gefiihrt, dass diese Verbindung auf
¢in Atom Eisen 600 Atome Kohlenstoff, somit wenigstens 600
Atome Kohlenstoftf in .einem Moleciil enthilt. Das Haemoglobin
ist also wunvergleichlich viel complicirter als alle uns bisher

bekannt gewordenen chemischen Verbindungen. Die angefiihrte
Grosse aber ist eine Minimalzahl. Sie ist aus der Voraus-
setzung berechnet worden, dass das Haemoglobin nur ein
Atom Eisen im Moleciil enthiilt. Diese Voraussetzung aber ist
widerlegt, sobald es sich herausstellt, dass zwischen dem Eisen-
gehalt und dem Gehalte an einem anderen Elemente kein
einfaches Aequivalentverhiiltniss besteht. Sollte es sich zeigen,
dass auf ein Atom Eisen nicht eine ganze Zahl von Schwefel-
atomen kommt, sondern eine ganze Zahl und ein Bruch, so
miisste die Grisse des ganzen Haemoglobin-Moleciils mit dem
Nenner dieses Bruches multiplicirt werden. Wir wiirden also
gezwungen werden, uns dieses Moleciil noch weit grosser zu
denken. Es ist daher von hohem Interesse, den Eisen- und
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Schwefelgehalt des Haemoglobins genau festzustellen. Wir wiirden
dadurch einen Einblick in die Grosse und Complicirtheit der
Eiweissmoleciile gewinnen. Die bisherigen Analysen des Haemo-
globins haben in Bezug auf den Eisen- und Schwefelgehalt sehr
abweichende Resultate ergeben und kein einfaches Verhiltniss
zwischen beiden Elementen. Ja es ist auf Grund dieser That-
sache sogar die Vermuthung ausgesprochen worden, das Hae-
moglobin sei dberhaupt kein chemisches Individuum, das eisen-
haltige Haematin sei nur mechanisch von dem krystallisirenden
Eiweisskdorper mitgerissen, *).

Sollte durch genauere Analyse das einfache Aequivalent-
verhiltniss zwischen Eisen und Schwefel sich feststellen lassen,
so wiire damit dieses Bedenken widerlegt und die chemische
Individualitit des Haemoglobins bewiesen. Auch aus diesem
Grunde ist eine genaue Bestimmung der Elemente von Wich-
tigkeit.

In der folgenden Tabelle stelle ich die Resultate der
Bestimmungen zusammen :

*)  Lehmanu, Lehrbuch der physiolog. Chemie 1850 IT pg. 175.
Struve (Erdmann’s Zeitschrift . praet. Chem. 1884, Hft. 7 u. 8)
stelite, indom er den in Alecohol gehirteten Haemoglobinerystallen durch
ammoniakhaltigen Alcohol einen eisenhaltigen Stoff (das Haematin)
entzog, fast farblose Krystalle dar, die dicse Behauptung unterstiitzen
sollten. Weder er noch auch ich, der ich diesen Versuch nachgemacht
habe, konnten jedoch diese Krystalle umkrystallisiren.
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Aufl Atom Menge des eingeiisc',ilat?!i

Autoren. S Fe ¢y  FekommenS Haemoglobins
u. Mittelwrth, fiir S. fir Fa,

_ (Schmidt. . .. 0,66 0,43 2,686 16637 1,6637
= |Hoppe-Seyler. 0,375 0,45 1,60 19972 1,7062
B o ... 0,448 0,42 1,4033 2,5122
= w ... 0,359 0,42 1,8915 4,7855

Biicheler . . . 0,632 0,46370 1,8481
E W ... 06443 047238 2427 1,8132 0.9430
K| o 0.46720
£ |Kossel .. .. 085 047 249

Otto . . ... 0,67 0.45 2,60 24876 4,0866

Diese Verhiltnisse waren es, welche an zwei Moglich-
keiten denken liessen :

1. konnte das von denm genannten Autoren analysirte
Priparat unrein gewesen sein.

2. konnten die analytischen Methoden Fehlerquellen
darbieten und die Mengen der angewandten Substanz zu ei-
ner genauen Bestimmung zu gering sein.

Ich stellte mir daher die Aufgabe:

1. ein Préparat darzustellen, das von Jedermann als

rein anerkannt werden musste.

2. nach sorgfiltiger Priiffung der zu Gebote stehenden
analytischen Methoden dieses Priparat zu analysiren.

Darstellung des Haemoglobins.

Hoppe-Seyler schreibt vor *): Zur Darstellung des Hae-
moglobins zunichst die Blutkérperchen vom Serum zu trennen,

*) Hoppe-Seyler medicin.-chemische Untersuchungen, Heft I1..
pg. 170. Berlin 1867.
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Zu  diesem Zwecke wird das defibrinirte Blut durchgeseiht
und cine zeitlang stehen gelassen, damit die Blutkérperchen
sich im Serum senken kionnen. Die iiber den Blutkiérperchen
stehende Fliissigkeit giesst man ab und versetzt den Blut-
korperbrei mit einer Kochsalzlosung, welche ihn vom Scrum-
eiweiss befreien soll; durch Abstehenlassen und Decantiren
entfernt man den grossten Theil der Chlornatriumlésung.
Hoppe-Seyler fiigt aber auch in derselben Arbeit hinzu, dass
.die Reinigung der Blutkérper auf diese Art keine leichte
sei. Die sich im Serum leicht senkenden Blutkiorperchen
senken sich in der Kochsalzlisung sehr schwer.** In der That
brauchen sie cine lange Zeit, um bis zum Boden des Ge-
fisses zu gelangen : es dauert 3 bis 5 Tage bis die Senkung
eine einigermaassen vollstiindige ist, mnach 3 Tagen aber neh-
men die Blutkiorperchen, trotzdem dass man in der Kilte
operirt. cine veniise Farbe an und ex tritt dic Gefahr der
Zersctzung ecin.  Es erscheint daher wiinschenswerth, das
Auswaschen der Blutkorperchen zu umgchen. Es liesse sich ja
annchmen. dass ein Theil des Serumeiweisses in dem Blut-
kérperbrei zuriickbleiben konne, -obhne der, spiter zu erfolgen-
den, Zerlegung der Blutkérperchen, der Krystallisation des
Oxy-Haemoglobins und der Reinigung der Krystalle hinderlich’
zu sein.  Darauf musste der Versuch antworten.

1 Volumen Serum, 3 Vol. Wasser uud 1 Vol. Alkohol
gemischt triibten sich kaum. Es blieben also die Serwmnbe-
standtheile gelost. Daraus folgere ich., dass man den Blut-
korperbrei, ohne zu waschen, in Arbeit nehmen kann. Oxy-
Taemoglobinkrystalle und Serumbestandtheile konnen dann
spiiter durch wicderholte Krystallisation getrennt werden. Wie
sich spiiter zeigen wird, beeintrichtigt dic Modification der
Vorschrift die Reinheit des Priiparates nicht.
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Es folgt nun die Trennung des Haemoglobins vom
Stroma; auch hier mussten Versuche den richtigen Weg zei-
gen. Verdiinnt man den DBlutkorperbrei mit dem 3-fachen
Volum destillirten Wassers und erwiirmt auf 35° C., so wird
die Flissigkeit lackfarben, eine Indication, dass das Oxy.-
Haemoglobin sich gelost hat; die Stromata mussten jetzt als
farblose Scheiben in der Flissigkeit suspendirt sein.

Da man nun weiss, dass diese Scheiben durch Filtration
nicht zu entfernen sind, dass sie ferner den O.-Haemoglobin-
krystallen hartniickig anhaften, so ging ich darauf aus sie
aufzulgsen.

Behandelt man die lackfarbene auf 85% C. erwirmte
Fliissigkeit mit einer sehr kleinen Menge Ammoniak, so 16-
sen sich die Stromata auf; verzetzt man jetzt eine Probe
der Fliissigkeit mit einer concentrirten Lisung schwefelsauren
Natrons und etwas Schwefelsiiure, so sicht man mikroscopiseh
keine Stromata mehr. Das Ammoniak, dessen Menge man
sehr genau kennen muss, wird dann mit der ihr entsprechen-
den Menge sehr verdiinnter Salzsiure genau neutralisirt, weil
das Haemoglobin aus ammoniakalischer Lisung nicht kry-
stallisirt *).

Das gleiche Resultat kann bekanntlich auch durch Ae-
thylaether errcicht werden, Nach meinen Erfahrangen genii-
gen dazu weit geringere Mengen als Hoppe-Seyler in seiner
Vorsehrift angicbt: 30 CC. Aether rcichen hin, das Stroma
von 9 Liter Blut aufzuldsen.

e e

®) Ich verdanke diese Methode der Losung des Strowa einer
miindlichen Mittheilung meines verehrten Lebrers Dr. A. Schmidt:
sie ist bisher nicht publicirt worden,
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Nach dieser Manipulation hahen wir eine unreine wiss-
rige Losung von O.-Haemoglobin vor uns; s gilt aus dersel-
ben das O.-Haemoglobin durch Krystallisation zu gewinnen.
Zu diesem Zweck kithlt man die Flissigkeit bis nahezu 0°
ab, versetzt sie mit '/, Vol. absol. Alkohol und ldsst bei 0°
krystallisiren *), Schon nach 24 Stunden hat sich die Tlis-
sigkeit in einen dicken Krystallbrei verwandelt; zweckmissig
lisst man diesen noch 48 Stunden stehen, die Krystalle ver-
grossern sich und kénnen dann die Poren des Filtrums, das
Mutterlauge und Krystalle trennt, nicht verstopfen. Die Kry-
stalle miissen nun wit einer auf 0° abgekiihiten Mischung von
1 Theil absoluten Alkohol und 4 Th. Wasser ausgewaschen
werden, was man nach zahlreichen von mir ausgefithrten
Versuchen am besten so bewerkstelligt, dass man den Kry-
stallbrei mwit dem 3-fachen Volum der Mischung iibergiesst,
_aufrithrt, abstchen lisst und dann decantirt. DBehufs weiterer
Reinigung wird der Krystallbrei in dem 3-fachen Vol. destil-
lirten Wassers bei 36° C. aufgelost, die Losung filtrirt und
nach Zusatz von Alkohol, in der schon frither erwihnten
Weise umkrystallisirt.

Wie oft soll man dic Krystalle waschen und umkrystal-
lisiren,” nm ein absolut reines Priparat zu crhalten ?

Auch zur Beantwortung - dieser Frage wurden eine An-
zahl von Versuchen gemacht.

*) lloppe-Seyler nimint in seiner Vorschritt diesclbe Quanti-
tit 80/, Alkohols,



Es wurde, wie oben beschrieben, eine Anfangs unreine
0.-Haemoglobinlisung dargestellt und das daraus erhaltene
Krystallisationsproduet noch zweimal umkrystallisirt, Von je-
dem Krystallisationsproduct wurde ein Theil analysirt, eben-
so von jeder Mutterlauge. Als Controle fir die Reinheit des
Priparates und der Mutterlange diente die Bestimmung des
Eisengehaltes dersclben.

In Mutterlauge und Krystallen differirte der Procent-
gehalt des Liisens beim I. Product um 00,0764, beim IL um
0,0376, beim IIL. Product enthiclten sowohl Mutterlauge als
anch Krysfalle fast gleiche Quantititen Eisen. Ich gebe die
Zaldenbelege hicrfiie iin analytischen Abschnitt der Arbeit.

Nachdem ich gefunden hatte, auf welche Weise reine Kry-
stalle zu erhalten seien, musste studirt werden, wie sie ge-
trocknet werden “sollen.

Hoppe-Seyler *) schreibt vor, die Krystallmasse bei 0°
im Vacuum zu trocknen. Ich habe ein Priparat im Vacuum
bei moglichst niedriger Temperatur zu trocknen versucht;
das Trocknen von 50 grm. O.-Haemoglobin nahm 2 Monate
in Anspruch. Der Versuch belehrte mich abermals, dass man
den Krystallbrei, recht dimn in flache Schalen vertheilt, bei
18 bis 0% C. in 8 Stunden so trocknen kann, dass das Pri-
parat sich nicht zersetzt.

Das so getrocknete O.-Haemoglobin l6st sich klar in
Wasser, die Lisung giebt spectral-analytisch untersueht, das
reine Oxy-Haemoglobinspectrum und wird von basisch essig-

*) Hoppe-Seyler, Med. chem. Unters. Heft II., pg. 170.
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saurein Bleioxyd nicht gefillt — ein Zeichen, dass sich kein
Methaemoglobin gebildet hat, Wurde das Priparat bei 40°C.
weiter getrocknet, so loste es sich schwer und nicht ganz
vollstiindig in Wasser.

Diese Vorstudien hatten dic Mecthoden zur Darstellung .

des O.-Haemoglobing klargelegt; es konnte nun zur Herstellung
mehverer Priparate geschritten werden. Ich habe davon im
Ganzen drei angefertigt, bei jedem derselben gebe ich die
Darstellungsweise an. Anzufithren ist noch, dass ich zu allen
Praeparaten Pferdeblut angewandt habe, weil dessen Blut-
kirperchen sich leichter senken, grosse Mengen davon erhalten
werden konnen, und das Haemoglobin leicht krystallisirt.

Praeparat L

20 Liter Pferdeblut (Blut von 2 Pferden) werden zu je
10 Liter defibrinirt und dann in die Kélte gestellt, wo sich
nach drei Stunden die Blutkorperchen bis auf i/, des Volums
gesenkt haben. Das Serum wird dekantirt, der Blutkérperbrei
mit dem 8-fachen Volum einer 2%/, Kochsalzlosung iibergossen,
aufgeriihrt und bei Seite gestellt. Nach 3 Tagen nehmen die
Blutkiérper das unterste Viertel des Gefisses ein. Die Koch-
salzlosung wird nun dekantirt, der Blutkdrperbrei mit dem
3-fachen Volum destillirten Wassers vermischt und auf 35° C.
erwitrmt. Der noch nicht lackfarbenen Flissigkeit werden nun

16 C. C. einer titrirten ¥/, normalen Ammoniakfliissigkeit all-
miihlich unter Umriihren zugesetzt, Nach fiinf Minuten ist die
Fliissigkeit lackfarben. Das Ammoniak wird nun durch ein
entsprechendes Quantum titrirter, schr  verdiinnter Salzsiure
allmithlich und vorsichtig neutralisirt, und die Flisssigkeit mog-
lichst rasch abgekiihlt (die Erfalirung belehrte mieh, dass sich
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bei langsamem Abkiihlen Methaemoglobin bildet). Der bis nahe 0°
abgekiihlten Flussigkeit wird auf 0° abgekiihlter absoluter Al-
cohol auf je 4 Vol. 1 Vol. zugesetzt, und das Ganze in eine
Kiltemischung aus Kochsalz und Eis gestellt. Nach drei Tagen
werden die Krystalle von der Mutterlauge getrennt, mit einer
auf 0° abgekiihiten Mischung aus 4 Vol. Wasser und 1 Vol,
Aleohol 2 mal gewaschen, daun in dem 3-fachen Volum Wasser
vou 35% C. gelost, die Losung filtrirt, abgekithit, mit Alcohol
versetzt und wieder in die Kiiltemischung gestellt. Die resulti-
renden Krystalle werden noch 2 mal derselben Reinigungspro-
cedur unterworfen und dann unter der Lultpumpe getrocknet,
Ausbeute: ca. 200 Grmm,

Praeparat 1L

In Arbeit genommcene Menge DPferdeblut 10 Liter. Die
nach dem Defibriniren durch Abstchen und Dekantiren ge-
wonnenen Blutkérperchen werden nicht mit Chlornatriumlisung
behandelt, sondern sofort mit dem 3-fachen Volum Wassers
von 35° C., darauf mit Ammoniak versetzt und wie Priiparat I
behandelt bis zur Gewinnung reiner Krystalle. Ausbeute
520 Grmm.

Die zu Iriparat I angewandten 20 Liter Blut gaben,
wie wir ~gesehen haben, bloss 200 Grmm. Haemoglobin. Hier
geben 10 Liter 520 Grmm. Ich glaube, dass das Waschen
mit Kochsalzlosung die Ausbeute verringert.

Praeparat IIL

Die Blutkirperchen aus 9 Liter Pferdeblut werden wie
bei dem vorigen Priiparat ohne Anwendung von Kochsalzlosung
vom Serum moglichst befreit. Der Blutkérperbrei wird in
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3 Vol. Wasser gebracht, auf 35° C. erwirmt, abgekithlt und
dann mit 30 C. C. Aether versetzt. Die klare Lisung wird
mit !/, Vol. Aleohol vers etzt. Die resultirenden Krystalle wer-
den wie frither durch 2-maliges Umkrystallisiren gereinigt.
Proben eines jeden der 3 Krystallisationsproducte und der zu ih-
nen gehorigen Mutterlaugen wurden auf ihren KEisengehalt
gepriift.

Dieses Priiparat erwies sich als das reinste von den
dreien. Die Asche enthielt kaum eine Spur von Chlor. Nach
dem KEiniischern von ca. 2 Grmm. mit kohlensaurem Natron
gab die salpetersaure Losung der Asche mit Silbernitrat nur
eine ehen wahrnchmbare Opalescenz. Alkalien liessen sich in
der Asche nicht nachweisen. Phosphor liess sich  zwar mit
Qicherheit nachweisen, quantitativ aber nicht bestinunen : aus
der Asche von 23,6 grm. Haemoglobin wurde nur eine unwilg-
bare Menge vou pyrophosphorsaurer Magnesia crhalten: beim
Versuch dieselbe zu wiigen wurden 0,0021. gefunden. Kalk
und Magnesia waren in noch weit geringeren Spuren in dieser
Asche nachweisbar.

Das Priparat 1 enthielt deutliche Spuren von Chlor,
keine Alkalien; Kalk und Magnesia waren in der Asche vou
60.8006 in quantitativ nicht bestimmbarer Menge enthalten,
etwas grosser war die Menge des Phosphors, die angege-
bene Asche lieferte 0,0223 pyrophosphorsaurer Magnesia =
00143 P, 0, = 0,0235%, Py Os.

Am wenigsten rein war das Priparat 11 Dasselbe ent-
hielt, wie aus weiter unten anzufiihrenden Zahlenbelegen her-
vorgeht 0,0401 °f, P, 05, 0,0097 Ca0, 0,01381 °/, MgO.

Alle Priparate sind, als sie noch feucht waren, auch
microscopisch untersucht worden. Es liessen sich auf diesem
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Wege nicht einmal Spuren von Verunreinigungen nachweisen :
die Contouren der Krystalle waren scharf und gradlinig, nicht
ausgefranst oder angebohrt, wie es bei den durch Stromata
verunreinigten der Fall zu sein pflegt.

Methoden der Eiscnbestimmung,

Die Methoden der Eisenbestimmung gehiren zu den zu-’
verlissigsten und schirfsten welche wir besitzen. Dennoch
hielt ich es nicht fiir iiberflissig die Genauigkeit der Ausfiih-

- rung dieser Methoden dadurch zu priifen, dass die Resultate
der Titrirung mit Chamacleonlésung durch die Gewichtsanalyse
controlirt wurden. Mein verehrter Lehrer Dr. G. Bunge hatte
die Freundlichkeit, die Gewichtsanalysen auszufithren.

Zu jeder Bestimmung wurde eine grosse Menge O.-Hace-

moglobin, in einem Falle sogar 60 Gramm verwandt. Der Feh-
ler musste also ein sehr kleiner werden. Die Reagentien waren
simmtlich eisenfrei.

Zum Titriren wurde das Haemoglobin in Platinschalen
eingedischert, die Asche in Salzsiiure gelost, die salzsaure Lisung
fast zur Trockne eingedampft, mit Schwefelsiure aufge-
nommen, in der bekannten Weise mit Zink reducirt und dann
titrirt. Der Titre wurde auf met. Kisen gestellt.

Bei der Gewichtsanalyse wurde folgendermaassen
verfahren: Einiischern des Haemoglobins, Lisen der Asche in
Salzsidure; diese wird mit Ammoniak abgestumpft, dann Zu-
satz von essigsaurem Ammon, (Fliissigkeit dabei nur schwach
sauer) Erwirmen bis essig- und phosphorsaures Eisen geron-

nen. Heiss filtrirt. mit heissem essigsaurem Ammon durchge-
2
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waschen, Verbrennung des Filtrums, Glithen und Wigen. Das
Gewogene zeigt die Menge des Eisenoxyds -}~ Phosphorsiure.
Auflésen des Gewogenen in Salzsiure, Versetzen der Lisung
mit Weinsiiure, darauf mit Ammoniak, Fillung des Eisens mit
Schwefelammonium, Uberfihrung des Schwefeleisens in der be-
kannten Weise in Eisenoxyd und Wigung dieses Niederschlages.
In derselben Asche wurden zugleich auch die Phosphorsiure,
der Kalk und die Magnesia bestimmt. Aus dem Filtrat vom
Schwefeleisen wurde dic Phosphorsiiure mit Magnesiamixtur
ausgefillt. Aus dem Filtrat vom basisch essigsauren und phos-
phorsauren Eisenoxyd wurde durch Uebersiittigen mit Ammoniak
und Zusatz von oxalsaurem Ammon der Kalk ausgefillt; das
Filtrat vom oxalsauren Kalk wurde eingedampft, dic Ammoniak-
salze vertrieben, der geringe Riickstand in Salzsdure gelost
und aus dieser Losung mit Ammoniak und phosphorsaurem
Ammon dic Magnesia ausgefillt.

Resultate der Eisenbestimmung.

' a. 0,336°/,
< b, 0,337/,
\ c. 0,334Y%/,
nge 0,3309,

Praeparat I

= Titration.

Gewichtsanalyse von Dr,

| a. 0,327%,
| b, 0,3279/ (ausgef. v. Dr. Bunge.)
Gewichtsanalyse von Dr. Bunge 0,325%,

Praeparat 1L

Titrat.

Praeparat III.
Mutterlaugentrockenriickstand: Krystallisationsproducte.
a. 0,228%, a. 0,305°/, (unrein.)
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b. 0,2966°/, b. 0,334°/, 1 m. winkrystallisirt.

c. 0,347°, c. 0,334/,
d. 0,338%, 2 mal um-
e. 0,337%, krystallisirt.

Dr. Bunges Gewichtsanalyse 0,333%/,

Zahlenbelege :
fir Praeparat L

a. 9,8622 Gramm Substanz verbrauchen 35,40 CC.
Chamaeleonlosung, Titre 0,000935.
Fe pro CC. = 0,3356"/, Fe.

b. 9,6106 Gramm Substanz verbrauchen 34,60 CC.
Chamaeleon, Titre 0,000935.

Fe pro CC. = 0,3366%/, le.
¢. 20,6889 Gramm Substanz verbrauchen 71,60 CC.
Chamaeleon, Titre 0,000986,

Fe pro CC. == 0,3338%, Fe,

Gewichtsanalyse: 60,8006 Haemoglobin
geben 0,2866 Fe? 0° = 0,3300°/, Fe.

Zu Praeparat II.

a. 21,6980 Gramm Substanz verbrauchten 74,00 CC.
Chamaeleon, Titre 0,00096,

Fe pro CC. = 0,3274Y%/, Fe.
b. 22,3837 Gramm. Substanz verbrauchten 76,20 CC,

Chamaeleon Titre 0,00096,
Fe pro CC. == 0.3268%, Fe,

Gewichtsanalyse: 45,2511 0. Haemoglobin
geben 0,2100 Fe® 0% = 0,325%, Fe,

2*
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0,0290 Mg. P2 07 = 0,0186 P.2 05 = 0,0409°, P* 0%
0,0165 Mg. P2 07 = 0,005946 Mg.0 = 0,0131%, Mg.0
0,0107 CaS.0* = 0,0044058 Ca0. = 0,011°/, Ca0.

Zu Praeparat III.

a. 22,1770 Gramm Trockenriickstand aus der
I Mutterlauge verbrauchen 53,00 CC.
Chamaeleon, Titre 0,000956 = 0,2283%, Fe.

b. II. Mutterlauge: 20,3522 Gramm Trockenriick-
stand verbrauchen 63,20 CC. Chamaeleon,
Titre 0,000955 = 0,2966°%, Fe.

¢. IIL Mutterlauge: 4,9855 Gramm Trockenriick-
stand verbrauchen 18,50 CC. Chamaeleon,
Titre 0,000935. — 0,34699%, Te.

Krystalle,

a. 1. Krystallisationsproduet :

22,5587 Gramm brauchen 71,60 CC. Chamaeleon, Titre
0.00096 = 0,3047°/, Ie.

b. 1I. Krystallizationsproduct :

19,8790 Gramm brauchen 69,60 CC. Chamaeleon, Titre
0,000955 = 0,3343°/, Fe.

c. III. Krystallisationsproduct :

10,2323 Gramm brauchen 36,20 CC. Chamaeleon, Titre
0,000944 = 0,3339 9/, Fe.

d. 12,6274 Gramm verbrauchen 45,60 CC. Chamaeleon, Titre
0,000935 = 0,3376°/, TFe,
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e. 9,4898 Gramm verbrauchen 34,20 CC. Chamaeleon, Titre
0,000935 = 0,3369°/, Fe.

Gewichtsanalyse: 23,6116 Gramm geben 0,1127 Grammn.
Fe 20% = 0,3330°/, Fe.

Wie der Leser sehen wird, stimmen die Zahlen leidlich
mit einander, aber ganz und garnicht mit denen der iibrigen
Autoren. Dass das Praeparat I u. III tadellos rein sei, glaube
ich durch die Schilderung der Darstellung und Eigenschaften
derselben bewiesen zu haben. Fiir die Accuratesse der Analysen
biirgt dem Leser schon der Umstand, dass Dr. Bunge und ich
zu gleichen Resultaten gekommen sind und dass die Gewichts-
analyse dieselben Zahlen ergeben hat, wie die Titration. Ich
habe also Grund genug meine Zahlen als die richtigen anzusehen,

Bestimmung des Schwefels.

Wenn man sich die Schwefelbestimmungen, besonders die
am Casein ausgefithrten, ansieht, wenn man dabei erfihrt, wie
sehr die Angaben der einzelnen Forscher auseinander gehen,
wie die Autoren, um die eigenen Zahlen als die richtigen hin-
zustellen, einander beschuldigen unreine Niederschlige gewogen
zu haben etc. so wird es sofort klar, dass die Differenzen
nicht von der Ungenauigkeit der Ausfihrung herrithren kénnen,
sondern dass wahrscheinlich die Methoden der Schwefelbe-
stimmung Fehlerquellen mit sich bringen miissen. Es kommt
vor Allem darauf an, die organische Substanz so zu zerstéren,
dass aller Schwefel an die Asche gebunden wird. Dieses ist auf
die verschiedenste Weise versucht worden, aber imsner und
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immer wieder ist man auf eine alte Methode, die des Schmel-
zens mit  Salpeter u. Aetzkali zuriickgekommen. Aus den
fritheren Analysen entnehmen wir, dass das O.-Haemoglobin
0,65°%/, Schwefel enthdlt, dass man folglich, um geniigende
Mengen eines schwefelhaltigen Niederschlages zu  erhalten,
grossere  Quantititen in Arbeit nehmen muss. Die Be-
rechnung zeigte dass 10.0 Substanz gentigen wiirden.

Die Substanz musste nun zerstort werden., Wieviel man
dazu Aetzkali u. Salpeter braucht, musste der Versuch lehren.
Nach mehrfachen Versuchen ergab es sich, dass eine Mischung
von 1 Th. Haemoglobin mit 7 Th, Salpeter u. 3 Th., Aetzkali
ruhig, ohne Flammenerscheinung, schmolz und vollstindig ver-
brannte. Die Schmelze war weiss mit einem Stich ins Gelb-
liche ; die Firbung rviihrte vom Eisen her. Am geeignetsten
erwies es sich, das O.-Haemoglobin in der Losung des Aetzkali
zu losen, dann den Salpeter zuzusetzen, auf dem Dampfbad in
ciner Silberschale einzudampfen und zu schmelzen. Ich muss
hier tiber einc Erfahrung berichten, die wohl von Jedermann
bei Verbrennung solcher Substanzen gemacht, aber von Nie-
mand in der Literatur mitgetheilt worden ist. Beim Erhitzen
des Gemenges von Salpeter, Aetzkali und einer Eiweisssubstanz
entwickeln sich, bevor die Verbrennung eintritt, penetrant
stinkende Gase. FEs lag nahe zu denken, dass mit diesen
Gasen ein Theil des Schwefels in die Luft ginge. Das ist aber
nicht der Fall. Ich habe ein Gemisch von O.-Haemoglobin
und Aetzkali in einem Kolben erhitzt, die Destillationsproducte
in Konigswasser aufgefangen und analysirt; es war kein
Schwefel darin.

Das Resultat der Schmelze war eine geringe Menge
schwefelsauren Kalis in  mehr als 100 Gramm einer
Salzmasse, welche aus Salpeter, salpetrig -saurem Kali
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und kohlensaurem Kali bestand. Die grosse Salzmenge
musste ein wenig erschrecken. Es war vorauszusehen,
dass die Tillung des Schwefels als schwefelsaurer Baryt in
wenigstens einem Liter Flissigkeit vorgenoﬁlmen werden musste.

Behandelt man, wie das Hammarsten *) mit dem Casein
gethan das O.-Haemoglobin mit conc. Salpetersiure in der
Wirme, so wird ein  Theil davon zerstort. Es cntweicht
Kohlensiure, das Ucbrige 1ost sich in der Siure zu einer
klaren, gelblichen Fliissigkeit, welche abgedampft einen gelben
Riickstand hinterlisst. Dieser kann nun mit weniger Salpeter
u. Aetzkali geschmolzen werden. Es resultiren kleinere Salz-
massen.

Aus der Auflosung der Schmelze sollte nun der Schwe-
fel als schwefelsaurer Baryt ausgefillt, die Flissigkeit dazu
aber erst vorbereitet werden. List man die Schmelze auf, so
kann man das in jhr suspendirte Eisen durch Filtration ent-
fernen. Man muss es thun, weil es bei den weiteren Opera--
tionen in die Lésung iibergeht, vom Barytniederschlag mit-
gerissen wird und daher das Gewicht des Niederschlages ver- |
grossert. Man muss ferner alles Alkali in Chlorid verwandeln
und zwar miissen in erster Linie die Salze der Salpeter- und
salpetrigen Siure zerstort werden, weil bekanntlich der Baryt-
niederschlag diese Salze mit sich niederreisst. Dazu muss man
’ die Salzmasse 3 bis 5 Mal mit concemtr. Salzsiure abdampfen.
Von der vollstindigen Zersetzung der genannten Salze habe
ich mich bei jeder Analyse iberzeugt, indem ich kleine Proben
der mit Salzsiure behandelten Salzmasse mit Schwefelsiure |
ansiuerte und nach Zusatz von Jodkaliumstirkekleister mit
Zink behandelte. Firbte sich die Stéirke nur schwach bliu-

*) Ztschr. fiir physiol, Chemie Bd. IX. Heft 3. frither Bd. VIL
Hett 3.
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lich, so musste das Abdampfen mit Salzsiure wiederholt werden.
Es resultirte nun eine Menge von Chlorkalium in der sich
eine kleinc Quantitiit von schwefelsaurem Kali befand und blieb
noch zu untersuchen, welchen Einfluss eine Chlorkaliumlésung
von bekannter Concentration anf das Resultat der Analyse
haben kénnte. 0,1980 Grm. schwefelsauren Natrons, 5 CC 259/,
Salzsdure und 50 Grm. Chlorkalium wurden in 500 CC.
Wasser geldst mit einer Losung von 0,62 Grin. Chlorbaryum
heiss versetzt, der Niederschlag in iiblicher Weise gewaschen,
getrocknet, geglitht und gewogen. Dieser Versuch wurde zwei-
mal wiederholt.

I Gewogenes Baryumsulfat 0,3220
II 1 " 0,3240

daraus berechnet sich in:

I 0,04422 Grm. S. und in
Il 0,04450 Grm. .

die theoretisch berechnete Menge betriigt 0,04458 Grm. &,

Wie bei diesen Versuchen habe ich mich auch bei allen
spiteren Bestimmungen einer wmir bekannten Menge von
BaCl®? bedient : ebenso war dic Menge der CIH mir
bekannt, Ich nalm mir bekannte Mengen von beiden Reagen- '
tien, weil BaCl? in zu grossem TUeberschuss zugesetzt, in den
Niederschlag geht, ein grisserer Ueberschuss von ClIH aber
den Ba S0% 16st. Chlorkalium konnte, wie wir gesehen haben,
kaum schaden. Hinzuzufiigen bleibt noch, dass weder Digeriren
des geglithten Niederschlages mit Salzsiiure, noch Aufschliessen
und abermaliges Fiéillen das Gewicht erheblich veridnderten. Die
angewandten Reagentien waren schwefelfrei: von der Salz- und
Salpetersdure wurden grosse Quantititen eingedampft, in den
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Riickstdnden liess sich keine Schwefelsiure nachweisen. 10 Grm.
des Aetzkali wurden mit 10 grm. Salpeter zusammengeschmol-
zen, die Schmelze gelost, mit Salzsiure schwach angesduert .
und nach Zusatz von BaCl? in die Wirme gestellt. Am
folgenden Tage hatte sich nur eine unwigbare Spur schwefel-
sauren Baryts abgeschieden.

Resultate der Analysen:

Praep. L

Praep. 11

Praep. I11.

Praep. L ergab 0,39029/, S.
0,39160/0 »

Praep. 11. ergab 0,3583 ,,
0,3668 ,, .

P'raep. IlI. ergab 0,3899
0,3881 .,

Rl

£

Zahlenbelege.

11,1325 Grmm. gaben 0,3163 Grmm. BaS0%
= 0,3902%/, S.

10,9060 Grmm. Substanz gab 0,3110 Grmm.
BasS0* = 0,3916Y/, S.

10,5337 Grmm. gaben 0,2748 BaS0t —
0,3583°%/, S,

10,7855 Grmm. gaben 0,287Y3 Grmm. BaS04
== 0,36589/, S.

9,2346 Grmm. gaben 0,2622 Grmm. BaS0#
= 0,3899%/, S.

9.6022 Grmm. gaben 0.2714 Grmm. BaSo#
=— 0,3881Y/, S.
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In dem Praep. III. als dem reinsten wurden auch der C.
H. und N. bestimmt, um das Praep. mit dem anderer Autoren
.vergleichen und eine Formel des Haemoglobins berechnen zu

koénnen.

Bestimmung des C. und H.

Das Praep. bei 115° C. im Luftbade getrocknet, wurde
wie gewdhnlich in einer Verbrennungsréhre mit vorgelegtem
chromsaurem Bleioxyd, Kupferoxyd und einer 25 Cm. langen,
im Wasserstoffstrome frisch ausgegliibten Kupferspirale, im
Sauerstoffstrome verbrannt.

Es ergiebt sich 1. C.

1L

= 51,2909°/,
H = 6727 —
L C. == 51,01 —
H = 679 —
Zahlenbelege.
0,6500 Grmm. gaben 1,0345 Grm. C0* und
0,3330 Grmm. H%0 = 51,2909%, C. und
6,7272°/, H.
0,5952 Grmm. gaben 1,1133 Grmm. CO? und
0,3638 Grmm. H20 = 51,02%, C. und
6,79/, H.

Bestimmung des N.

Diege wurde nach der Will-Warrentrappschen Methode
ausgefithrt und ergab:

L N. = 18,02%,
IL — = 17,87,
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Zahlenbelege.

I. 0,4683 Grmm. gaben 0,5926 Grmm. Pt. =
18,02°/, N. ‘

II.  0,2751 Grmm. gaben 0,3452 Pt = 17,87°/, N.
Bei der folgenden Zusammenstellung sind die bei der Ana-

lyse des Praep. II. erhaltenen Resultate fortgelassen, weil, wie
erwiihnt, dieses Praep. weniger rein war.

Praeparat I Mittel.
. B——
- -
N ‘ﬁ_ R
S. 10,8902 0,3916 0,3909
Fe| | |0336|0,887|0,330| 0,334
o.|
i Praeparat II1, Mittel.
C. [61,29|61,01] ; T | 6L16
H. | 673679 | 1‘ T 6,76
N. 18,02 | 17,87 ; 17,94
S, 10,3899 | 0,3881| 0,3890
Fe 10,384 0,3380,3370,333/0,3355
0. | k
\ | i

Mittel aus beiden.
C. b1,15. H. 6,76, N. 17,94, S, 0,3899, Fe 0,335, 0. 23.4251.

Berechnen wir nun die Anzahl der Schwefelatome, die
auf ein Atom FEisen kommen, so finden wir fiir das Prip. I:

03909 _ x32 __ x4, _
o 3 o 7 X = 2,04




fir das Priiparat ILL:
0,3890 x.4

omEs = 7o X = 2,02.

Im Mittel aus allen Bestimmungen :
03899 __ x4

0,3350'—-7_: x = 2,03.

Aus diesen Zahlen geht unzweifelhaft hervor, dass
aufl Atom Fe genau 2 Atome 8 im Haemo-
globin enthalten sind und dass das Haemo-
globin e¢in chemisches Individuum ist.

Leider war es mir ans #usseren Griitnden nicht ver-
gonnt, die Menge des vom Haemoglobin locker gebundenen
Sauerstoffs genau zu hestimmen, um zu entscheiden, ob auch
dieses Flement im einfachen Aequivalentverhiltniss  zum
Fe steht.

Ich gebe schliesslieh die aus den von mir gefundenen
Werthen resultirende Formel des Haemoglobins:

Crias Hyjs00 Nosar Sos Fe, Ogys.

- TR e
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Thesen.

-t
.

Die ,Fermente* sind keine Stoffe sondern Be-
wegungsvorginge.
2. In den rothen Blutkdrperchen ist ausser dem
Himoglobin und dem Paraglobulin des Stroma
kein weiterer Eiweisskorper vorhanden.
3. Die Existenz der Lieberkiihnschen Driisen im
Darm lisst sich nicht negiren.
4. Das Haemoglobin entstebt aus dem Haematogen
unter Abspaltung von Phosphorsiiure.
5. Die Gefahr der Fettembolie bei Knochenbriichen
besteht darin, dass frisches Fett sich nicht emul- 1
sioniren lisst. , i
6. Es giebt keinen Niihrstoff der als specifische Harn- |
siurequelle anrusehen wire. ‘
|

7. Leichenverbrennungen sind unniitz.

8. In der Kriegspraxis ist fiir die Desinfection von
Kleidern und Stoffen, im Lager, der Schwefel
zu empfehlen.
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