
Über die Zersetzung des roten Blutfarbstoffs durch 
Trypsin.) 

von Prof. B. ReINBOLD. 

Urn die chromophore Gruppe des roten Blutfarbstoffs in 
möglichst unveründertem Zustande gewinnen zu können, darf 
man zur Trennung derselben vom Globinanteil nur in ganz 
milder Weise eingreifen. v. Zeynek2 ) digerierte ldümogiobin mit 
Pepsin in schwach salzsaurer Lösung. Da das Globin dabei 
verdaut wurde, schied sich das freigewordene und in Süuren 
unlösliche Hümatin aus dem Gemische aus. Das so gewonnene 
Produkt wurde von v. Zeynek „Verdauungshümatin" genannt 
und für diejenige Substanz gehalten, weiche der chromophoren 
Gruppe des Blutfarbstoffs tatsüchlich entspricht. Dieser Auf- 
fassung schloss sich auch Küster3 ) an. Seiner Auffassung nach 
soil jedoch das Verdauungshümatin die chromophore Gruppe 
des Methámoglobins darstellen, wührend derjenigen des Oxy- 
hümoglobins ein von ihm J-lümochromogenperoxyd genannter 
Körper entsprechen soli.  Auf ahniichem Wege haben noch Soll - 

mann°) und Garzia5 ) ldümatin dargestellt. 
fiber die Zersetzung des Blutfarbstoffs durch Trypsin sind 

mir nur spürliche Angaben bekannt. F. Hoppe -Seyler teilte 
schon im Jahre 1877 die Beobachtung mit, dass das Oxyhümo- 
globin dem Pankreasferment gegenüber sich weniger resistent 

Die Versuche sind noch im Jahre 1918 im physiologisch-chemischen 
Institut der kön. ung. Franz Josef Universitdt in Kolozsvár ausgeführt 
worden. 	 . 
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verhízlt, als das reduzierte Hümoglobin, ohne über den Gang der 
Zersetzung nühere Angaben zu machen. 

In der Mitteilung von Zeynek fiber  sein .  „Verdauungs- 
hümatin" lesen Wir die Bemerkung, dass ihm die Zerlegung des 
Blutfarbstoffs durch Trypsin nicht gelang. Es ist andererseits 
bekannt, dass ganz geringe Spuren von Blutserum die trypti-
sche Verdauung der Eiweisskörper aufheben, resp. die Aktivie- 
rung des Trypsinogens verhindern. 

Es konnte demnách angenommen werden, dass bei An- 
wesenheit von genügendem Sauerstoff beziehungsweise Verhin-
derung der sogenannten „Setbstreduktion" des Blutfarbstoffs. 
und nach vollkommener Entfernung des Blutserums nichts im 
Wege der tryptischen Zerlegung des Blutfarbstoffs stehen 
würde. Die bei ganz schwach alkalischer Reaktion verlaufende 
tryptische Verdauung dürfte die chromophore Gruppe besser 
schonen, als die Einwirkung der PepSin-Salzs~ure, wültrend das  
Globin durch Trypsin eine weitergehende Zerlegung erleiden  
sollte. Es konnte somit erhofft werden, dass man durch die  
tryptische Verdauung des Blutfarbstoffs zu einem Idízmatin-  
prüparate gelangen konnte, welches der ursprünglichen chromo-
phoren Gruppe des Blutfarbstoffs ebenso oder noch mehr ent- 
spricht als das „Verdauungshümatin" von v. Zeynék.  

In den vorliegenden Versuchen suchte ich folgende Fra- 
gen zu beantworten: Spielt der rote Blutfarbstoff bei der anti- 
tryptischen Wirkung des Blutes eine Rolle? Kann das klümo- 
globin (Oxyhümoglobin, Methümoglobin) durch Trypsin unter 
Gewinnung von klümatin zerlegt werden? Wie ist de r  Verlauf 
der tryptischen Verdauung des Blutfarbstoffs bei Luftzutritt 
und bei Luftabschluss? 

In den zur Beantwortung der ersten Frage angestellten 
Versuchen wurde die tryptische Verdauung von reinem Kasein 
weder durch Lösungen rein dargestellter I-Iümoglobinprüparate 
noch durch Lösungen gut angewaschener Pferdeblutkörperchen 
oder einen wüsserigen Auszug der Stromata irgendwie gehin- 
dert,'wührend stark verdünntes frisches Blut eine starke klem- 
mung' ausübte. Nach dieser Feststellung bestand allerdings noch 
die Möglichkeit, dass der Blutfarbstoff einen spezifischen Wie- 
derstand der Trypsinwirkung gegenüber leisten könnte. . 



Zur Schilderung des allgemeinen Vérháltens einer Blut- 

farbstofflösung bei der tryptischen Verdáuung soil hier der Ver- 
lauf eines Vorversuches beschrieben werden. 

Eine geringe Menge eines aus Pferdeblutkörperchen dar- 
gestellten trockenen kristallinischen Oxyhamoglobinpraparatés, 
welches wenig Methamoglobin enthielt, wurde mit 0.1 %-iger 
Na2CO3-Lösung •aufgerührt, 3-4 Tage mit Trypsinglycerin 
bei 35-40 digeriert und das Absorbtionsspektrum von Zeit zu 
Zeit beobachtet. 

Anfangs zeigten sich zwei Streifen, welche demjenigen 
des Oxyhamoglobins resp. des alkalischen Methamoglóbins 
entsprachen. 

Man darf namli,ch bei der Verwertung der einfachen Ab-
sorptionsspektra nicht vergessen, dass die Streifen ;des alka- 
lischen Methamoglobins, wenn diesel:, Farbstoff in nicht zu gros- 
sen Mengen neben Oxyhamoglobin.zugegen ist, durch die Strei- 
fen des letzteren verdeckt werden können. Ist die relative Menge 
'des Methamoglobins grösser, so wird ihre Gegenviwart sich durch 
,einen Schatten vor dem ersten Streifen und durch die Trübung 
des hellen Raumes zwischen beiden Oxyhamoglobinstreifen 
dem geübten Auge verraten. 

Vor diesen beiden Streifen trat im Verlaufe der Ver- 
dauung noch ein dritter — derjenige des „saueren Methamo- 
globins — von Zeit zu Zeit im Roten auf und verschwand immer 
auf Zusatz ganz geringer Sodamengen. Die Reaktion des Ge-
misches blieb dabei gegen Lakmus stets alkalisch. 

Im Laufe, der Verdauung. traten . die Methamoglobinstrei- 
fen fiber die Oxyhamoglobinstreifen in Vordergrund, zugleich • 
ist jedoch das ganze Absorptionsspektrum verwaschener gewor- 
den. Am vierten Tage• des Versuches . waren die Methamogló- 
binstreifen schon kaum zu béobachten. Auf vorsichtigen Essig- 
saureziisatz schied sich nun ein reichlicher dunkelbráuner Nie-
derschlag aús, welcher beinahe samtlichen 1~arbstoff der Lő- 
sung enthielt. Die von diesen durch Zentrifugieren befreite 
Flüssigkeit war hellbraun, im Absorptionsspektrum fehlten die 
charakteristischen Streifen, weiterer Saurezusatz oder Trichlor- 
essigsaure erzeugten iri ihr keinen weiteren Niederschlag. 

° Der in Wasser unlöschliche, gründliéh ausgewaschene 
, 	 t= 

U 
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Niederschlag trocknete auf der Tonplatte in schwarzen Krus- 
ten, welche sich leicht zu einem rötlichbraunen Pulver zerrei- 
ben liessen. Die Substanz erwies sich als unlöschlich in Wasser 
sowie in 95%-igem kaltem Alkohol, kaum löslich in heissem_ 
95% Alkohol, löslich in Eisessig, Pyridin, pyridinhaltigern Was- 
ser, Piperidin, wüssriger verdünnter NaOH, — NHgOH — Tri-- 
methylaminlösung, Kalkwasser. Kristallinisches Hümin 'konnte: 
aus dem trockenen Pulver durch Erwürmen am Objekttrüger 
mit kochsalzhaltigem Eisessig nicht dargestellt werden. Eine 
Lösung in Eisessig lieferte beim Aufkochen unter Kochsalzzusatz_ -  
graue, rosettenförmig geordnete Nüdelchen. Mit salzsaúrem 
Alkohol oder Aceton entstand ein hüminartiger Niederschlag. 
in etwas reichlicheren Mengen. Die Substanz ergab in verdünn-- 
ter Natronlauge gelöst und  mit Pyridin und einer reduzierenden. 
Substanz unter Luftabschluss erwürmt eine klare Lösung von, 
Hümochromogen, beim Abkühlen einen schön kristallinischen, 
Niederschlag von Hümochromogen. Es wurde also eine stütige 
Umwandlung des Oxyhümoglobins in Nfethíimoglobin und dabei 
eine statige Abnahme der Gesamtmenge des Blutfarbstoffes 
zum Verschwinden desselben beobachtet. Am Schlusse des Ver-
suches fand sich eine reichliche Menge eines- Stoffes von den. 
Eigenschaften des Hamatins in der Lösung, welcher von den_ 
bisher bekannten Hümatinen durch seine- Darstellung unter- 
schied un dem Zeynek-schen „Verdauungshümatin" 'lnsofern 
nüher stand als dem gewöhnlichen Hümatin, dass er verhalt-- 
nissmüssig leicht kristallinisches Hümin lieferte. 

Aus mehreren Versuchsgruppen seien bier zwei ausführ-- 
lich beschrieben. 

Versuchsgruppe A. 

Eine gesüttigte wüssrige Lösung von frisch aus Pferde- 
blut dargéstelltelltem kristallinischem Oxyhümoglobiri wurde 
vom Überschuss des Farbstoffes durch Zentrifugierén befreit 
und mit destilliertem.Wasser zwéifach verdünnt. Ein Teil dieser  
Lösung wurde mit 1% einer 1'10  n. Natronlauge, ein zweiter Teil. 
ausserdem noch mit 10% einer 3% -igen Trypsinlösung (Kahl,. 
baum) versetzt. Von beiden Teilen wurde je einé Portion von. 

9 
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ingefdhr 10 cc. in entschprechend geformten .Glasröhren mit 
der Luftpumpe entgast, dann mit reinen Wasserstoff völlig 
:sauerstóffrei gewaschen und schliesslich von. der freien .Luft 
'lurch Abschmelzen (trypsinfreie Lösung) resp. durch Verdre-
ben eines Hahnes (trypsinhaltige Lösung) abgeschlossen. 

Da die Stammlösung vor dem Beginn der Verdauung ein 
gémischtes Absorptionsspektrum (Streifén des Oxyhdmoglobins, 
,des alkalischen und des sauren Methdmoglobins)°) zeigte, wurde 
seine weitere Portion der trypsinhaltigen Lösung 7 ), mit. NaOH 
:soweit_ alkalisiert bis der Streifen des saueren Methdmoglobins 
verschwand. Aus dieser Lösung wúrde ein Teil sauerstoffrei 
in ein Röhrchen eingeschrholzen. . 

Die zugeschmolzenen Röhren mit den drei sauerstoffreien 
Lösungen, sowie drei offene Probierröhren mit den • éntschpre-
chenden sauerstoffhaltigen Lösúngen wurden gleichzeitig in ein 
gemeinsames Wasserbad von 40 C. gesenkt und ihre Absorp= 
áionsspektren von Zeit zu Zeit beobachtet. 

.E) Es wurde vom Verfasser früher•gezeigt (Festschrift für Prof. Lech- 
ner 1915, S. 442, ungarisch), dass das Methdmoglobin beim Ansauern seiner 
alkalischen Lösung sein Absorptionsspektrum nicht mit einem Schláge són- 
.dérn nur allmálich dndert, so dass auf der Grenze der Neutralitdt ein 
„Übergangspektrum" existiert in welchem sowol die Streifen der sauren, 
wie die der alkalischen Lösung sichtbar sind. . 

7) Von der trypsinfreien Lösung stand mir schon keine genügende 
.Menge -zur Verfügung. 	 • . • . 	. 	. 
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TABELLE I. 
Trypsinfreie Blutfarbstofflösung mit wenig Alkali. 

Zeit 
A. 	In offenem Rohre 	 II 

II 
B. Saúerstofffrei. í n geschlossenem 

Rohre 

der Beo-

bachtung 

Verhalten und 
Absorptionsspek- 
tam der, alkal i - 
schen LiSSUng 

Verhalten und 
Absorptionsspek- 

trum nach Ansauern 
mit Essigsiurc 

Vorhalten und 
Absorptionsspek- 

trum der alkali- 
schen LSsunQ 

Vorhalten und 
Absorptionsspek- 	■ 

trum nach Ansauern • 
mit Essigskure 

31/V. 
11 U. 30' 

v ' M '(Beginn 
des 

Versuchs) 

Hb 
Hbmk 	1, 	lI') 

I n dicker 
Schicht wird 
HbID I deutlich 

— 

Hbr  
Hbm I wird 

auch bei 
dicker Schicht 
nicht sichtbar 

• 
' 

' — 

: 	i 

2U.n.M. 
Hb0  
Hba;k } 1 , I[ 
Hbm deutlich 

— 

- 
„ - 

- 
4 U. n. M. 	— 

Bleibt kiar 
Hbo  I, lI stark 
Hba; I deutlich 

„ — 

6. U. n. M. „ „ - 	„ — 

1/IV. 

Ziegelroter 
Niederschlag 

Hb0 	1 II Hbmk 	 ' 

Hbn; I 
Die Flüssigkeit 
wird abzéntri- 

fugiert und wei= 
ter erwürmt 

9 U. v. M. 

, 

Keine Steige- 
rung Trü- 
bung, Absorpti- 
onsspektrum, 

wie früher 

„ 

• 
. 

• 

— 

2/VI. 
10. U.vM. 

\ 

Neuer, ühnlicher 
Niederschlag 

Essigsüurezusatz 
zur abzentrifugi 

erten Lösug: 
kein weiterer  
Niederschla 

Hbn  I, II stark 
Hba° I sChwach m 

1I  

" 
— 

Dass Rohr wird geöffnet 

 I 'II H b$'k 	I.,  m . ) In einigen Minu- 
len wird auch 
Hbm I schwach 

sichtbar 

Bleibt klár 
Hbo  I, II 
Hba deutlich °'°  

1) In dieser Tabelle, wie auch in den folgenden bedeuten : 
Hbo  I, II: die zwei charakteristischen Streifen des Oxyhiimoglobins• 

(2 = 577 µN., 2= 540 µµ). 
Hbmk I, II: die zwei ühnlichen Streifen des in alkali gelösten Methü- 

moglobins (2 = 579 µ,u, 2.= 540 pit).  
Hbm 1: den für Satire Lösungen von Methümoglobin bezeichnendern 

Streifen im Roten (2= 626 µµ) Dieser Streifen kann im „Über- 
gangsspektrum' bei massig alkalischer Reaktion neben Hbmr' 
I, II erseheinen. 	 • 

Hb, : den for reduz:ertes Han: oglobinbezeichnendenStreifen(2-559)µ,tr. 
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TABELLE II.  
Trypsinhaltige Blutfarbstofflösung, mit wenig Alkali.  

Zeit 
der Beo- 
bachtung 

A. In offenem Rohre B. Im  geschlossenem Rohre bei stark 
beschranktem Luftzutritt 

Verhalten und Absorptionsspektrum 
der alkalischen 

Lösung 
nach Ansaüern 
mit Essigsdure 

der alkalischen 
Lösung 

nach Ansauern  
mit Essigsáure 

31/V.11 U.  
30' v. M. 
(Beginn 

des 
Versuchs) 

Hba~ ~ I , II  Hbm 	' 
Hbm I schwach 

— Hbr  —  

2 U.n. M . 

Hbo 
NIX'? 	I.  H 
H b m starker, 

wie früher 

Hba 	I, II tg 
Hba deutlich d1  

— 

4 U. n. M. • 

Hb o I, l I H b mk  ~ 
Hso b~ 	

ch  starker 

T ti rbung 

	

H b 	I I I 

	

o 	, 
schwach 

Hbm I stark 

H bm k 	I , I I 
Hbm I stark 

~  

6 U. n. M. 
Hbo 
Hbmk 	I I, I  

schwach 

Brauner Nieder-  
schlag 

Hbo  I, II 
schwach 

Hbm I stark  
,, —  

I/VI. 
9 U.n.M. 

`  
Hbm I. 
An der Stelle von 
Hb 
Hba;k 	I, I I. 
ein verwasche 

n er Schatten 

Reichlicher  
brauner Nieder-  
schlag, bordeux 
Hr

bm  
rote Lösung  

Hbo  I, II 
schwach und  
atypisch (der  

erste Steifen ist  
verwaschener,  

als der zweite) 

. 

„ 

,  

—  

4 U. 30' 
11.  M. 

' 

Hbm schwach  
An der Stelle von  
Hb o  
Hbmk ~ I, II  
sind zwei Strei- 
en, deren erster 

verwaschener ist,  
als der zweite  

• 

— Hbmk 	I ,  II  
Hba° I m  

_  
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Zeit 
der Beo- 
bachtung 

A. 	In offenem Rohre 	I B. 	In geschlossenem Rohre bei stark 
beschri;nktem Luftzutritt  

uerhalten und Absorptionsspektrum 
der alkalischen 

Lösung 
nach Ansauern 
mit Essigsdure 

der alkalischen 
Lösung 

nach Ansauern 
mit Essigsiiure 

2/VI. 
10 U. v. 

M. 

. 

Hbm 
verschwunden 
I-I bo 
Hbmk 	I, Il 

wie früher 

Sehr reichticher  
braunerNieder- 
schlag. !Die  ge -  
kl'árte Flüssig- 
keit ist hell- 

braun. An Stelle 
vo n H bo  1,i1  zwei 

verwaschene 
Streifen. Bei 1  

cm. Schichtdicke 
wird Hbm I 

sichtbár 

Hba,k 
°' 	~ 	I, II Hbo  
schwach 

Hbm stark  
— 

Dass Rohr wird geöffnet  
• 

Keine unmittel- 
bare Ver~nde- 

rung 

Sehr reichlicher 
Niederschlag 
Die geklürte 

Fl üssigkeit ist 
brawn. 

Hbm I stark  
Hb o  I, II  

. schwach 

TABELLE III.  
Trypsinhaltige Blutfarbstofflösung mit hinreichendem Alkali.  

Zeit 
der Beo- 
bachtung 

A. In offenem Rohre 	II 
B. 	Sauerstofferei,

ohre  
in geschlossenem 

R  
Verhalten und Absorptionsspektrum 

der alkalischen 
Lösung 

nach Ansauern 
mit Essigsüure 

der alkalischen 
Lösung 

nach Ansauern 
mit Essigsdure 

31/V.  
11 U. 30'  

V. M.  
(Beginn 

des 
Versuchs) 

Hb 0 	~ I 1  
Hba k 	, I 

m 
.'— Hbr  , 	— 

2 U. n. M.! 
Fib 
Hbfllk 	I, II 
Hbm I deutlich 

— Hbr  • 
Hbm I deutlich 

— 

4 U. n. M. — 

Brauner Nieder- 
schlag 

Hbm I stark 
Hbo  I, II 

schwach 

‚,. 
 

— 

6  U.  n.M. Hbmk ~  I , l [  
schwach 

Hbm deutlich 

Brauner Nieder- 

Hbo  Icl[ag  
schwach 

Hbm I deutlich 
" 

_  
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Zeit 
der Beo- 
bachtung 

A. In offenem Rohré 	II ~ 
B. Sauerstofffrei, i nhre geschlossenem 

Ro  

Verhalten und Absorptionsspektrum 
der alkalischen 

Lösung 
nach Ansauern 
mit Essigsdure 

der alkalischen 
Lösung 

nach Ansauern  
mit Essigsüure  

1/VI 
9 U. v. M . 

 

Hbm schwach 
An Stelle von 
Hbo 
Hbmk I I , lI zwei 
verwaschene 

Streifen, welche 
bei grósserei~ 

Schichtdicke 
verfliessen. • 

Schütteln mit 
Luft ündert am 
Bilde nichts. 

Reichlicher 
brauner Nieder- 
schlag. Die  ge-

ist bordeauxró . 
Hba° I stark m 
Hb°  I , II  
schwach und 
atypisch (der 
erste Streifen 

istverwaschener 
als der zveite. 

Hbao ist  Hb 	l 	ver-  
schwunden 

, 

—  

• 

4 U. 30' 
n M 

, 

Wie früher 

Reichlicher 
braunerNiedér•- 
schlag. Die ge- 
klürte Lösung ist 
hellbraun mit 

einem Stich ins 
Ro sa. 

Hbm I bei 1 cm.  
' 	Schichtdicke  

sichtbár  
Hb° I ,I I  

wie oben.  

. 

Hbr 

• 

_ 

IO 	vI.M.  Ú Hbac 
verschwunderi 

Reichlichbar 
brauner Nieder- 
schlag. Die ge-  
klárte Flüssig- 
keit ist hellbraun 
Hbm I beieiner 

Schichtdicke 
von mehreren
cm. schwach 

sichtbar. Schat- 
ten im Grünen. 

Hbr  

Das Rohr wird geöffnet  

Hb°  
Hbaik ~ I , I I 

~ Hbm  erscheint 
in wenigen 

Minuten  

Wenig brauner  
Niederschla[;.  

DiegeklürteLö-
sung hat die  
Farbe einer 

konzentrierten 
Hbő Lösung  
Hb°  I, lI stark  
Hbm schwach  

11 U 15'  
v. M. 

` 

. 

Offen weiter digeriert 

Hbm I stark 

Hbalk  I I, II 
schwach 

Ziemlich reich- 
licher brauner 
Niaederschlag 

Hbm  I stark 
Hb °  I, II  

schwach 
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Die in diesen Tabellen aufgezeichneten Beobachtungen 
zeigen, dass in der trypsinfreien Blutfarbstofflösung, welche 
schon beim Beginn des Versuchs ein wenig Methdmoglobin né- 
ben viel Oxyhdmoglobin enthielt in den ersten 6 Stunden der 
Digestion bei Luftzutrit eine geringe Steigerung des Methdmog- 
lobingehaltes, sonst aber keine Verdnderung des Blutfarbstoffes 
und besonders keine Iddmatinbildung stattfand. Im Laufe der 
weiteren protrahierten Digerierung d. h. in 21, 304  40 Stunden 
entstand ein geringer rötlicher Niederschlag, welcher sich vont 
I-Idmatin unterschied. Der Oxyhdmoglobin- und Methdmoglo- 
bin-Gehalt der Lösung blieb bis zum Ende des Versuchs beinahe 
unverdndert. (Tabelle I. A). 

In der sonst gleichen und gleich behandelten trypsinhalti- 
gen Lösung fand dagegen schon in den ersten vier Stunden der 
Verdauung eine bedeutende Vermehrung des Methdmoglobins 
auf Kosten des Oxyhdmoglobins statt, in der vierten Stunde 
war auch der Beginn der lddmatinbildung zu beobachten. In der 
6-ten Stunde de r. Verdauung ist die Menge sles freigewordenen 
Iddmatins betrdchtlich geworden, vom 21-ten Stunde an wár 
dagegen schon kein typisches Oxyhdmoglobinspektrum zu beo-
bachten. Im weiteren Verlaufe des Versuchs nahm das Hama-
tin  zu, der Blutfarbstoff bis zum völligen Verschwinden ab. 
(Tabelle II; A). 

Mit etwas mehr Lauge verlief der Vorgang ganz in der 
gleichen Weise (Tabelle III; A). Es ist klar, dass in dieser 
Zersetzung des Oxyhdmoglobins und zwar nicht nur <im Frei- 
werden des Hamatins, sondern auch in seiner Umwandlung in 
Methdmoglobin, das Trypsin eine. Rolle spielt. Der Umstand, 
dass in einem Versuch (Tabelle I, A) die kIdmatinbildung erst 
in der vierten Stunde merkbar wurde, als schon beinahe sdmtli- 
ches Oxyhdmoglobin in Methdmoglobin umgewandelt war, ldsst 
den Schluss zu, dass die ridmatinbildung und Methdmoglobin- 
bildung nicht als paralelle Vorgdnge mit dem gemeinschaft- 
lichen Ausgangspunkte Oxyhdmoglobin, sondern als verschie- 
dene Stadien eines und desselben Zersetzungvorganges auf zu 
fassen wdren, deren eme Stufe Metlidmoglobin bildete. 

Unter Luftabschluss verdnderte sich das reduzierte hId- 
moglobin der sauerstoffreien trypsinhaltigen Lösung in 46 Stun- 
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den nur kaum merklich. (Tabelle III. B). Die Lösung zeigte 
sowol am Anfang wie am Ende des Versuchs das reine Absorp-
tionsspektrum des reduzierten Hámoglobins. In den 2-6-ten 
Stúnden• der Verdauung war jedoch daneben auch der Streifen. 
der sauren Methámoglobinlösungen vorübergehend zu beob- 
achten. Dieser Streifen verschwand im weiteeren Verlaufe des. 
Vorganges.  

Zur Erklárung dieser Exscheinung sind zwei Möglichkei- 
ten in Betracht zu ziehen. Das anfangs vorhandene Methámo- 
globin dürfte erstens zu reduziertem Hámoglobin umgewandelt. 
werden, oder es traten vorübergehend saure Affinitáten im. 
Oberschusse auf, wodurch der erste Streifen des „Übergangs- 
spectrums" des Methámoglobins erschien, spáter aber infolge 
einer Zunahme der alkalischen Reaktion wieder verschwand.. 
Die' Streifen des alkalischen Methámoglobins dürften dabei 
durch den starken Streifen ,des reduzierten Hámoglobins ver-
'deckt bleiben. Welche dieser Annahmen der Warheit náher 
liegt; liess sich bei der vorliegenden Anordnung der Versuche 

• nicht feststellen. 
Nach dem Cjffnen des Glasrohres wandelte sich das re-- 

duzierte Hámóglobin der Lösung in Oxyhámoglobin um. Die 
Streifen des Oxyhámoglobins konnten natürlich die . Streifen 
des vielleicht vorhandenen Methámoglobins verdecken. In we-
nigen Minuten wurde aber auch der Methámoglobinstreifen im 
roten sichtbar. Ist dies' als ein Zeichen einer, durch Luftzutritt 
rasch gesteigérten Methámoglobinbildung aufzufassen, oder ist 
sie einfach durch die Sáure,wirkung der Luftkohlensdure zu 
erkláren, welche das „Übergangsspektrum" des Methámoglo- 
bins zu Tage brachte, war wieder nicht zu entscheiden. 

In der Lösung bildete sich eine geringe Menge Hámatins, 
die von diesem durch Essigsáure 'befreite Lösung enthielt über- 
wiegend Oxyhámoglobin neben wenig Methámoglobin. 

War der Luftzutritt nicht völlig ausgeschlossen (Tabelle 
II. B) so verlief der Vorgang wesentlich so, wie bei freiem Luft- 
zutritt, nur etwas langsamer; am Ende des Versuchs war noch 
Oxyhámoglobin in der Lösung vorhanden. 

Das reduzierte Hámoglobin der trypsinfreien Lösung (Ta- 
belle I. B) veránderte sich bei Luftabschluss in 46 Stunden bei 



12 

40°  C nicht merklich. Im Absorptionsspektrum war am Beginn 
and Ende des Versuchs nur der Streifen des reduzierten 
moglobins sichtbar. Nach dem Zulassen der Luft erschienen 
die Streifen des Oxyhamoglobins and daneben der Streifen des 
sauren Methamoglobins, in derselben Intensitat, wie sie auch 
vor dem Auspumpen des Sauerstoffs aus der Lösung schon 
vorhanden waren. 

Idamatin ist nicht frei geworden. Aus der Vorsuchsgruppe 
ist deutlich zu ersehen, dass die tryptische Verdauímg des Blut-
farbstoffs resp. die Methamoglobin and I-Iamatinbildung aus 
demselben ohne Sauerstoff nur Behr unvollkommen vor rich 
gehen. Besonders beweisend ist in dieser flinsicht der Befund, 
Mass die bei Luftabschluss durch 46 Stunden unverandert ge-
bliebene trypsinhaltige Blutfarbstofflösung eine rasche Metha-
moglobin and Hamatinbildung  zeigte, sobald die Luft frei zu-
gelassen wurde. 

Versuchsgruppe B. 

. Die abzentrifugierten Blutkörperchen aus 2 Lit. Rinder-
blut wurden mit 1% -iger  Kochsalzlösung zweimal gewaschen, 
erfrieren gelassen und in wenig Wasser aufgelöst. Die Lösung 
wurde zweimal mit reinem Aether ausgewaschen, von den 
Stromata durch Zentrifugieren béfreit filtriert und durch einen 
reinen Luftstróm entathert. In dieser Weise wurden etwa 
350 cc. dunkelróte Lösung erhalten (Stammlösung dieser Yer- 
suchsgruppé). Im Absorptionsspektum derselben waren nur die 
Oxyhamoglobinstreifen sichtbar, der Streifen des Methamoglo- 
bins im Roten kam auch nach Ansauern' mit Essigsaure nicht 
zum Vorschein.  

30 cc. dieser Stammlösung wurden auf 300 cc. mit destil- 
liertem Wasser verdünnt mit 5 cc. norm. NaOI-I versetzt und 
wie in der vorigen Versuchsgruppe weiter geprüft. - 

Die Resultate sind in den folgenden Tabellen zusammen- 
gestellt : 
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TABELLE IV.  
Trypsinfreie Blutkörperchenlösung.  

Zeit- 
der Beo- . 
bachtung 

A In offenem R6hre Sauerstofffrei in geschlossenem Rohre  

. 	Verhalten und Absorptionsspektrum 
der alkalischen 

Lösung 
nach Ansauern 
mit Essigsaure 

der alkalischen 
Lösung 

nach Ansauern  

mit EssiggAure 

13/VI.9 U. 
30' v: M, 
(Beginn 

des  
Vorsuchs) 

Hbo  1, I I 
• 

Hbo 	I , 	II 	.  
Hbm I  schwach 

angedeutet 

Bleibt klar  

Hbr 	• 

-  

-, 
 

_ 
-  

11 U.45' 
v. M. 

Hbo ~ Hb mk 	, I 	II Hb o  I , II stark 
Hbm I schwach 

Bleibt klar 
 

» 

1 U. 30' 
n. M. » 11 11  —  

4U.n. M. 

,  

Bleibt klar  
Hbo 	[ , 	II .  

schwach 
Hbm I stark 

"  
.  

_  

•  

7 U. 30' 
n. M. 

Hbo 	
~ Hbm 	I , II Bleibt klar 	•  

Hbm I stark 
• 
"  

. 	_ 

14/VI. 
9 U. 45' 

v. M. 

' 
Hb~k  I II m 	' 

» 
Endabsorption 
vom Griinen ‚I  

.  

— 
 

4  U. n. M. 
mit eine

»
m Schat- 

ten vor dem 
ersten Stréflen 

_ 
» 

• 
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A ln offenem Rohre 	II Sauersto
Zeit- 

ftfrei in geschlossenem Rchre 

der Beo- Verhalten und 
.
Absorptiongspektrum 

bachtung der alkalischen 
Lösung 

nach Ansauern 
mit Essigsüure 

der alkalischen 
Lösung 

nach Ansauern 
mit Essigsáure 

15/10.
10 U. 
v M 

Hbmk I, II 
schwach, 

Schattenvordem 
ersten Streilen 

Bleibt klar 
Hbm 1 schwach 
Endabsorption 

rechts 

•  
», _ 

4  U. n. M. 
Hbmk  I, II 
sehr schwach 

Schatten vor dem 
ersten Streifen 

Heller Nieder- 
schlag, welcher 
sich im Ober- 

schuss derSdure 
auflöst. 

Hbm I deutlich, 
Endabsorption 

rechts 

,r 

, 

_ 

• 
16/VI. 10 
U . v. M. — — 

• 

,, _ 

10 U. 45' 
v. M. 

_ 

. 

• 

— 

• 
Des Rohr wird geöffnet, sein 
Inhalt mit Luft geschüttelt 

Rosaroter 
Schaum 

Hbo  1, II 

Bleibt klar 
Hbo  I, II 
Hbm schwach • 

angedeutet 

• 
6 U. n. M. ..... . — 

Offen weiter digeriert 

Hbo 
Hbmk 	I , II • 

Bleibt klar 
Hbn; zeimlich 

stark 
H bo I,II 

verwaschen 

1R/VI. 
12 U. M. — — 

Hbalk  1 I , II 
Hbm 

verwaschen. 
Endabsorption 

links 

Bleibt klar 
Hbm I stark 
Endabsorption 

links 
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TABELLE V.  

Trypsinhaltige Blutkörperchenlösung.  

Zeit 
der Beo- 

bachtung 

A. In  of fenem  Rohre  B. aauerstofffrei in geschlossenem 
Rohre 

Verhalten und Absortionsspektrum  
der alkalischen 

Lösung 
nach Ansauern 
mit Essigsüure 

der alkalischen 
Lösung 

nach Ansauern  
mit Essigsüure  

13/VI. 
10U.v. M 
(Beginri 

des  
Versuchs) 

Hbo  I, II 
Bleibt klar  

Hho  I, II  
I  I 

angedeutet  
Hbr  — 

. 

. 
11 U. 45 

v. M . 
Hbo 	

f 

	

k 	I 	I[ Hb~ 	, 

Trübung  
Hbo  I, II  
viel schwücher,  
Hbm I ebenso 
stark, wie in der 
entsprechenden.  

trypginfreien  
Lösung  

3) .  

- 

1 U. 30 
v. M. 

• 

Trübung;  
Verwaschene  

S! reifen 
Hbo I,II 
sehr geschwacht  

„ — 

• 

4 U. n. M. 
Braun 

Hbo 
I..Ib;l!= i 	I, II 
unklar; Schatten 

im Roten 

Reichlicher  
brauner Nieder-  
schlag. Die ge-  
klürte Lösung 

ist hell rosarot 
Hbm I, Hbo I . II  
Sulfosalicylsüúre 

erzeugt eine  
Trübung  

„ 

•  

. 

—  

7 U, 30' 
n. M. 

Schatten im 
Roten 

Reichlicher brau-  
nerNiederschlag;  
die gekiürte Lö-
sung ist blass  
gelb. Keine Ab- 
sorptionsstreifen.  
Sulfosalicylsüure 
erzeugt eme ge-  
ringe Trübung  

r  

.  
. 

—  

14/VI. 
9 U. 45 
v. M. 

Ein Streifen im 
Roten. Bei dün- 
ner Schícht ein 
Schatten im 

Grünen, welcher 
sich bei grösse- 

rer Schicht- 
dicke bis ins 

Rote ausbereitet  

Reichlicher  
brauner Niéder- 
schlag. Die ge- 
klürte Lüsung 
ist beínahe farb- 
los .  Sulfosalicyl- 

süure erzeugt 
keitie Trübung  

Bei dünner 
Schicht spaltet  

sich der Streif en 
in zwei dünne  

Streifen  

•  

—  
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Zeit der A. In offenem Rohre 	II 	B.  Sauerstofffrei . 	 in geschlossenem 
r 	 Rohre 

Beo- Verhalten und Absorptionsspektrum 
bachtung der alkalischen 

Lösung 
nach Ansauern 
mit Essigsdure 

der alkalischett 
Lösung 

nach Ansauern 
mit Essigsáure 

16/VI. 
10 U. v.M. 

• 
— — 

I
GeringeTrübung 

Absorptions- 
spektrtím wie 

fill her  
— 

10 U. 45' 
v. M. — 

. 

-- 

Des Rohr wird geöffnet und 
sein Inhalt mit Luft geschüttelt 

Brauner Schaum 
Hb

atk 	1 , II rein Hbm  
und scharf 

Hbm angedeutet 

Die Trübung 
nimmt nicht zu 
Hbo  I , II rein 

und scharf 
Hbm I 

6 U. n. M. — — 

- Offen weiter 	digeriert 

Verwaschenes 
Spektrum. Bei 

geringer Schicht- 
. icke ein Schat- 
ten im Grünen, 

welcher sich bei 
gesteigerter 

Schichtdicke bis 
ins Rote aus- 

breitet 

• 

Starke Trübung 
Hbn; schwach, 
noch sichtbar 

18 VI.  
12 U. M. 

• _ _ 
Wie früher 

. 

BraunerNfeder- 
schlag. Die  ge- 
klárte Lösug ist 
beinahe farblos 
Hbm verschwun- 
den. Sulfosalicyl-
satire erzeugtkei- 
nen Niederschlag 
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Ín diésem Versuch bildete sich also aus dem Oxyhümoglo- 
bin der trypsinfreien Blutkörperchenlösung (Tabelle IV. A) in 
56 Stunden kein durch Essigsüure füllbares Idümatin, ,wührend 
in der trypsinha.ltigeri. Lösung unter sónst gleichen Umstünden 
(Tnelle V. A) die Idümatinbildung schon in der zweiten Stunde 
nachweisbar und in 24 Stunden die ganze Mengen des Blut- 
farbstoffs zerlegt war. Bezüglich der IVlethümoglobinbildung 
sind die Befunde hier von denen des vorigen Versuches .(Ta- 
belle I. A) verschieden. Wührend nümlich . damals das ohne 
Trypsin in offenem Gefüsse digerierte Oxyhümoglobin sich in 
50 Stunden nur zu einem geringen Teil in Methümoglobin urn - 
wandelte und zum grösseren Teile unverdndért blieb, fand jetzt 
schon in den ersten 6 Stunden eine bedeutende Umwandlung in 
diesen lezteren Fárbstoff statt. Von ' der 10-ten Stunde an war 
in der Flüssigkeit schon kein Oxyhümoglobin mehr vorhanden. 
Das gebildete Methdmoglobin wandelte sich stütig in einen 
anderen braunen Farbstoff urn , welcher keine bezeichnende 
Absorptionsstreifen zeigte, und auf Essigsüurezusatz nicht aus- 
fiel, sich also vom I-Iümatin deutlich unterschied.. 

Der Grund dieses Unterschiedes ist warscheinlich in der 
Verschiedenheit des Ausgangmaterials zu suchen (kristalli-
nisches Oxyhümoglobin aus Pferdeblut—Rinderblutkörperchen-
lösung). 

• 	Bezüglich der Methümoglobinbildung war infolgedessen 
zwischen der trypsinfreien und trypsinhaltigen Lösung nicht 
der Écharfe Gegensatz vorhanden, wie im vorigen Versuche. 
In geschlossenem Rohre blieb das reduzierte Hümoglobin der 
trypsin- und sauerstoffreien Lösung bis zum bffnen des.Rohres, 
also ca. 7~ Stünden unveründert. Vom Sauerstoffzutritte an 
veründerte sich der Blutfarbstoff ganz so, wie in der vom An- 
fang an offen behandelten Probe. 

Das reduzierte Ilümoglobin der in geschlossenem Rohre 
sauerstoffrei behandelten trypsinhaltigen Lösung veranderte 
sich nur wenig. In der 24-sten Stundé war eine geringe Menge 
von Methümoglobin vorhanden, diese vermehrte sich aber nicht 
im weiteren Verlaufe, so dass der Farbstoff im Inhalt des in 
der 72-sten Stunde geöffneten und mit Luft geschüttelten Rohres 
zum grössten Teil noch in Form von Oxyhümoglobin vorhanden 

2  
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war. Hümatinbildung fand nicht statt. Nach Öffnen des Rohres 
verschwand zuerst das Oxyhümoglobin, spüter das Methümo- 
globin unter Bildung von Hümatin. 

In Zusammenfassung der Ergebnisse sif.mmtlicher Ver-
suche lassen sich die folgenden Tatsachen feststellen: 

Die tryptische Verdauung der Eiweisskörper wird in 
alkalischen Lösungen vom Oxyhümoglobin nicht gehindert. 

Dieser Farbstoff ist der. Trypsinwirkung selbst zugünglich, 
indem sein Eiweissanteil in durch Sulfosalicylsüure nicht füllbare 
Bausteine zerfült.und seine chromophore Gruppe in Form eines 
braunen, durch Essigsüure füllbaren Körpers frei wird. Dieser 
Körper ist in seinen Eigenschaften dem Hümatin gleich und 
steht durch die Art seiner Darstellung, sowie dadurch, dass er 
ziemlich leicht Hümin liefert dem Verdaüungs-Hümatin' v. 
Zeynek's  nahe. Eine Analyse des Hamatins konnte leider nicht 
ausgeführt werden. Eine solche würde übrigens den Beweis 
für die Identitüt mit einem der bisher Hümatin genannten Sub- 
stanzen noch immer nicht bringen können, da diese selbst nicht 
genügend definiert sind. Solange für die Identitüt oder Differenz 
dieser Stoffe Beweise erbracht werden können, möchte ich für 
v. Zeynek's  Verdauungshamatin den Námen . Pepsin-Hümatin, 
für das durch Trypsinwirkung gewonnene Hümatin Trypsin- 
hü.niatin vorschlagen, wahrend für die übrigen Hamatine die von 
Küster vorgeschlagene Bezeichnung. fi-Hümatin bis auf weite- 
res zu behalten ware.  . 

Eine Bedingung der tryptischen Zersetzung des Blutfarb- 
stoffs ist die Anwesenheit von Sauerstoff. Démentsprechend ist 
das reduzierte Hamoglobin dem Trypsin nicht zugünglich. 
(Gewissermassen ist der Sauerstoff in dieser Beziehung durch 
Kohlénoxyd zu ersetzen, wie dies aus anderen, hier nicht mit- 
geteilten Versuchen hervorgeht. Die tryptische Verdauung des 
Kohlenoxydhümoglobins geht jedoch langsamer an und schreitet 
langsamer vor als die des Oxyhümoglobins unter sonst gleichen 
Umstünden. Gewisse Zeichen sprechen dafür, dass die Hama-
tinartigen Stoffe in beiden Füllen nicht identisch sind). 

Es ist warscheinlich, dass die erste Stufe der tryptischen 
Zerlegung des Blutfarbstoffs von seiner Umvandlung in Methü- 
moglobin gebildet wird. Die Methamoglobinbildung ging nahm- 
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lich regelmüssig dem Freiwerden des Idümatins voran, die Zu- 
nahme des kIümatins aber hatte einen, dem Verschwinden der 
Methümoglobinstreifen üngeführ paralellen Gang. Die Hamatin-
bildung war verzögert oder blieb vollstündig aus wenn die Be- 
dingungen der Methümoglobinbildung ungünstig waren oder 
fehlten. Gegen diese Anndhme scheint meine hier nicht be- 
schreibene Beobachtung zu sprechen, wonach aus Kohlenoxyd- 
hümoglobin ohne Methümoglobinbildung ein hümatinartiger 
Körper entsteht. Dieser hümatinartige Körper schien jedoch mit 
meinem Trypsinhümatin nicht identisch zu sein. 

Scliliesslich ist noch zu erwühnen, dass das in diesen Ver-
suchen verwendete Trypsinprüparat die Umwandlung des Qxy- 
hümoglobins in Methümoglobin in so hohem Grade beförderte, 
dass man ihm bei der Methümoglobinbildung eine Rolle zu-
schreiben muss. 

Ist diese Wirküng eine reine Trypsinwirkung, so könnte 
-man daraus folgen, dass bei der Methümoglobinbildung nicht 
die chromophore Gruppe des Oxyhümoglobins primür verün- 
dert wird, da diese keine eiweissartige Verbindung ist, und somit 
auch nicht in den Bereich der Trypsinwirkung füllt. Die Urn- 
wandlung sollte vielmehr, mit der primüren Veründerúng des 
Eiweissanteiles beginnen. Dies könnte dann diese Sekundüre 
Veründerung der chromophoren Gruppe zur Folge haben oder 
für diese die Möglichkeit eröffnen. 

Dies ist auch  eme  der Fragen, welche noch weitere Erfor- 
schung benötigen. 

2* 


