Bestimmung des Moleculargewichts vom Hundeh&moglobin durch
Verdrdngung des Kohlenoxyds seiner Kohlenoxydverbinduhg
mittelst Stickoxyd.

Voll
Dr. John Marshall aus Philadelphia

tmphotoinetric Constants and the molecular wigth of Carbonic oxiilo liiiinoi;luhin.
Tubingen

1. In einer in Ko!llie’s Journal (Bd. 22, S. 302—388)
erschienenen Abhandlung des Herrn Prof. Hufner, welche
den Titel: «Untersuchungen zur physikalischen Chemie des
Blutes» fihrt und wesentlich die Bestimmung des Molekular-
gewichtes vom llundehumoglobin nach verschiedenen Methoden
zum Gegenstande Jiat, ist u. A. die Bemerkungl) gemacht,
dass hei den neuen, nach der Verdrdngungsmethode (Sauer-,
doff durch Kohlenoxyd) ausgeflihrten, Bestimmungen dieser
Art jegliche Annahme Uber die Menge etwa dem LOsungs-
wasser entstammenden Sauerstoffs absichtlich unterlassen sei.
Kr glaube durchaus nicht mehr, sagt Prof. HUfner dort,
dass sich durch Schitteln des Blutes mit Kohlenoxyd und
naclincriges Auspumpen sammtlicher vorher frei gewordene
Sauerstoff auch wirklich gewinnen lasse, vielmehr werde ja
nach allen Erfahrungen, die man bis dahin gemacht, gerade
durch das léngere Schitteln immer auch wieder ein Theil
desselben in festere Verbindungen uhergefihrt, sei es mit
den metallischen Verunreinigungen des Quecksilbers, welche
jederzeit vorhanden, sei es mit leicht oxydirbaren Stollen,
di<' den gelosten Blutkorperchen entstammen, sei es auch mit
Bestandtheilcn des Pottes, mit welchem die Glushahnc uber-

zogen sind. In der Thal wird Jeder, der sich' auch nur
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Vorubergehend mit &hnlichen Untersuchungen beschaftigt hat;
Herrn Prof. HUfner hierin beipflichten').

Soll daher die Verdrangungsmetliode noch ferner zu
Molekulargewichtsbestininiungen von Hadmoglobinen verwerlliet
werden, so durfte dies eigentlich nur unter Anwendung von
Gasen geschehen, die nachweislich mit keinen oder nur mit
ganz geringen Affinitdten zu anderen Stoffen, jedenfalls nicht
mit den energischen und vielseitigen Affinitdten des Sauerstoffs
behaftet sind; vor Allem miusste gerade der auszutreibende,
zu verdrangende, Korper ein mdoglichst indifferenter sein.

Auf Veranlassung des Herrn Prof. HUfner habe ich
es unternommen, die zuerst von L. Hermann untersuchte
Thatsaehe, dass sich das Kohlenoxyd aus seiner Verbindung
mit dem H&moglobin durch Stickoxydgas auslreiben hisst,
zu diesem Zwecke verwerthbar zu machen. Man durfte sich
von der Benutzung dieser Thatsaehe besonders auch doss-
wegen einen guten Erfolg versprechen, weil das Kohlenoxyd-
h&moglobin fur eine verhaltnissmassig feste Verbindung gilt,
die man krystallinisch darstellen und unzersetzt wieder l6sen
konne, flr deren Kohlenoxydgehalt, wenn ihre wasserigen,
schwach alkalischen Ldsungen dem Versuche unterworfen
wirden, eine Gorrectur wegen etwa dem LOsungsmittel ent-
stammenden, also einfach absorbirten, Kohlenoxydgases daher
gewiss nicht von NOthen sei.

Da die einzelnen Versuche im Uebrigen genau nach
dem schon friher von Prof. HUfner gelbten Verfahren
und mit dem namlichen Verdrdngungsapparate ausgefiihrt
werden sollten, so waren von mir zunéchst folgende zwei
Voraufgaben zu l6sen.

Die eine bestand in der Feststellung derjenigen optischen
Constanten des Kohlenoxydhamoglobins, deren Kenntnis* fir
die quantitative. Bestimmung dieser Verbindung mit Hiilfe

*) Auf dic* gross«* Wahrscheinlichkeit, dass die neu entstanden«*.

Kohlenoxydverhindung selber von dem wieder und wieder in die;Losniip
hineingeschuttelten Sauerstoffe behufs der Oxydation «les Kohlenoxyds

in Anspruch nimmt, muss hier gleichfalls hinpedoutet werden.
Ifaifli#
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«tes Spectrophotometers erste Bedingung ist; die andere in
tier Auffindung. einer raschen und exaetcn Methode fur die

Analyse eines Gasgeineuves, welches Kohlenoxyd und Stick-
oxyd neben einander enthalt.

-« Die Bestimmung der photometrischen Con-
stanlcn des Kohlenoxydhamoglobins geschah, nach,
bereits friher angewandten und namentlich in der Abhand-
lung von Noord en’s*) genau beschriebenen Methoden, so dass
hier eine abermalige Beschreibung des ganzen Verfahrens
uberfliissig erscheint. Ich will nur anfihren, dass ich mich
tir die Feststellung der Concentration einer Xormalllsung
sogai dei gleichen Gelasse wie von Noorden bedient lind
dass ich ferner mit ganz dem gleichen Spectrophotometer
wie jener gearbeitet habe. Die benutzten Spectralregionen
waren abermals dieselben wie friher, namlich die Gegenden

D32E—D53E, und D(13F — D> E.

In der folgenden Tabelle bezeichnen i; (tie Concentration,
‘a. wnd sc¢ die in den obengenannten Regionen gefundenen

Kxtinctionscooflicienien, a, und av die bezlglichen photo-
metrischen Constanten.

Tabelle |.

Vers.- Lo .

. c S’ Ac Ac 'ﬁi/
000082070 072152 081208 01272 0,001018 mlg

00008032t  0,70240 0,79454 0001272 001124 1131

000123000  0,04378 1072 0001281 0001129 1134

000123300 0,91002 1,07144 0.001302 0.001177 1'100

000114110 080735 097840 0001317 0001107 1128

0,00127000  0.70400 080¢510  0,001320 0 0 >110

000101230 075028 08310 (,001339 < (s01158 Hgg
00070140 080152 090800 0.001343 0001185 1133
m 000103310 017490 135010 0001:500 0,00123X 1129
It 00013077 100312 114712 0,001393 0.001218 1'143
12 000150810 11sifo 1,30132 0001412 0001228 1149

Mittel 0.001314 0001150 114g

< —wo 01 AW rOR

") Diese Zeitschrift, IM. IV, S. »—35.



84

Also ist Ac = 0,001314,
Ac = 0,001150;

der Mittelwerth fir den Quotienten aber, 4 -, = 1,143.

Ae
A

Dieser Werth des Quotienten Ac ist, wie friher ')

. A A
schon in Betreff der Werthe von '~ und vr vonv. Noor-

den hervorg« hoben ward, von wesentlicher praktischer
Bedeutung. Man kann namlich aus dem Brade der Ueber-
einstimmung, die zwischen dem aus den jeweiligen Beob-
achtungen berechneten Quotienten und dieser Zahl besteht,
entnehmen, ob man im gegebenen Palle nur eine LOsung
von reinem und unzerselzten Kohlenoxydhdmoglobin vor sich
hat, oder (‘in Gemenge verschiedener Verbindungen des
Blutfarbstoffs. Man erkennt die Abweichung sofort an der
Grosse der Differenz der Drehungswinkel, die man erhélt,
wenn man die Lichlabsorption einmal in der einen, das
2. Mal in der anderen der oben bezeichneten Spectralregioneu
zu messen sucht. Fur frische und reine, zum Zwecke der
Aufhellung und KIl&rung nur schwach alkalisch gemachte,
Losungen von Kohlenoxydhamoglobin betragt die Grosse
dieser Winkeldifferenz an dem von mir benutzten Instrumente
etwa 2'45', wahrend sie fir reine Oxyh&moglobinlosungen
in den gleichen Speclralregionen im Mittel 6”30' ausmacht").
Nun habe ich sehr hadutig die Beobachtung gemacht, dass
eine Losung von reinem Kohlenoxydhdmoglobin wohl im
Anfange der Untersuchung vor dem Speclralapparute jene
normale Differenz von 2°15' ergab, aber bereits im Laufe
der Unte rsuchung, nach Vertluss von einigen Minuten schon,
sich derart veranderte, dass jene Differenz immer Kleiner und
kleiner und damit die ganze Bestimmung illusorisch ward,
In der That halte auch die Losung nachher nicht mehr den
bekannten rosonrolhen farbenton, sondern viel eher den

') Diese Zeitschrift. Bd. IV. S. r,, ferner Jahresbericht (ber
die Fortschritte der 'l hierchoinio, Itd. 10. S. Dil.
-y P,.,- Winkel i-l in beiden Fallen grdsser, wenn man in d-i

Hegion |) UIf K I)>4 K mitersucht.
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hcllrotlim einer Oxyh&moglohinlésung. Dass «las Kohk-n-
oxydhamoglobin niclil «»ine derartig feste Verbindung ist, wie,
man eine Zoitlang geglaubt haben mag, ist schonseit Jahren
mbekannt. Man weis.*, dass nicht nur das Vacuum, sondern
auch das Durchleiton anderer Oase, besonders des- Sauerstoffs,
durchseine Losungen auf die Verbindung langsam zerstdrend
wirkt: und so darf cs denn nicht .Wunder nehmen, dass
solche LdOsungen schon heim blossen Stehen an freier Luft

die angewandten Absorjdiouszellou waren offen — ullmiilig
verandert werden. Muss doch die ganze kohlenoxydfreie Atmos-
phare auf sie zundchst wie ein Vacuum wirken; aber dann
muss auch der Sauerstoff der Luft alsbald seine Wirkung
geltend machen: und so bleibt denn nur die Beobachtung,
bomerkensw’orth, die ich mehrfach gemacht habe, dass die
besprochene Zersetzung wahrend der kurzen Untersuchung
vor dem Spectralapparate besonders bei nasskaltem, stlirmi-
schem Wetter einlrat, dagegen nicht bei heiterem, klarem
Himmel. Sollte diese Erscheinung vielleicht mit dem wech-
selnden Ozongehalle der Luft ZusammenhangenV

In solchem falle misste man annehmen, dass nicht die
Dissociation, sondern eine Oxydation des Kohlenoxyds der
primare und entscheidende Vorgang sei. Aehnliche Deob*
achhingen wie diese hat tbrigens Dyhkow-sky schon vor
einer Reihe von Jahren in lloppe-Sevier's .Laboratorium
gemachtl). Dass die Schuld in meinen Féllen nicht an einer
zu grossen Concentration der untersuchten Loésungen liegen
konnte, geht aus der obigen Tabelle hervor. > Die Concen-
tration war, wie man sieht, in allen Fallen eine &usserst
geringe.

Das zu allen diesen Versuchen benutzte Kohlcnoxyd-
hainoglobiniwar aus krystallinischeni Oxyhamoglobin in be-
kannter Weise dargestellt, 1 mal ‘umkrystallisirl und mit
einer Mischung aus einem Theilo Alkohol- und drei Theilen
Wasser gewaschen, auch war die Losung der erstmals erhal-

Y Hoppe-Hey h r's nifdieiniscli - chemische * L'iitorsiicliungen,
IM. 1. S. 122.
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tonm Kirystalle vor dem erneuten Zusatz.«' von Alkohol Vor-
sichtshalber norli einmal tichtig mit Kohlenoxyd geschitten

und in einem verstopften Cylinder in die Kalte gestellt
worden.

Methode zur genauen Analys:e eines Gas-
gemenges, welches Kohlenoxyd und Stickoxyd
neben einander enthalt.

Da in den auszuflihrenden Verdrangungsversuchen eine
Austreibung des Kohlenoxyds durch Stickoxyd beabsichtigt
und folglich mit Sicherheit zu erwarten war, dass das am
Schlusse eines jeden Verdrdngungsversuches aufgesammelte
Gasvolumen neben dem ausgelriebenen Kohlenoxyd auch noch
reichlichne Mengen des im Ueberschusse angewandten Stick-
oxyds enthalten wiurde, so galt es zuvor ein Verfahren aus-
zuprobiren, nach welchem es moglich wirde, grosse Mengen
Kohlenoxyds neben vielleicht noch grésseren Mengen Stick-
oxyds mit mdglichster Scharfe zu bestimmen.

Von dem Versuche einer genauen und raschen Bestim-
mung des einen oder des anderen der bidden Gase durch
mit geeigneten Absorptionsmitteln getrankte Papiermache-
kugeln musste bei der grossen Menge, in welcher beide Gase
voraussichtlich jedesmal vorhanden waren, bald Abstand
genommen werden. Kohlenoxyd lasst sich aber mit Stick-
oxyd und auf Kosten desselben nicht verbrennen: so blieb
mir denn nichts anderes ubrig, als dem Rathe des Herrn
Prof. HUfner folgend zunéchst das Stickoxyd bei Gegenwart
von Natronlauge (enthaltend 7°'o Natronhydrat, nach Bunsen,
Gasometrische Methoden, 2. Aull., S. 102) durch zugetigten
Sauerstoff In salpetrige Sdure zu verwandeln und nach deren
Absorption das Kohlenoxyd fir sich zu bestimmen.

Einige Gonlrolversuche, welche die Exaktheit der Methode
beweisen konnen, mogen hier Platz linden. Vorher moge
nur noch bemerkt werden, dass das zu diesen, wie zu den
eigentlichen, Verdrangungsversuchen benutzt«* Slickoxydgas
aus verdunnter Salpetersdaure und Kupfer bereitet und nach
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Hansons Vorschrift mit Eisenvilriolldsoug gereinigt wurde;
dass ferner das Kohlenoxydgas aus ameisensaurem Natrium
mit concentrirtor Schwefelsaure dargestellt und zu mehrerer
Sicherheit durch ein mit Kalistickdien erfilltes RoOhrchen
unmittelbar aus dem Entwicklungskdlbchen in das Absorp-

tionsrohr, in welchem der Probeversuch stattfinden sollte,
Ubergeleitet ward.

Analyse |.
Vol. lu*i 0°
Vol.  Druck Temp, it Py Dr.
Angewandtes Kohlenoxyd . . . . 4282 05*54 17,8 23,53

Nach Zufligung von Stickoxyd, Natron-
lauge und Sauerstoff und nach Ab-

sorption der sjilpetr'gen Séure . . 121,90 0,0053 18,0 70,08.
Nach reberfihrung in's Eudiometer 249,80 10,4898 17,8 114,90

Nach der Verpuffung..........c............ 221,32 0,4008 175. 97,09
Nach Absorption mit Lauge 155,07 0,4219 17,0 01,59
Aus der Proportion :

70.08 : 23,53 114,90 : x
ergibt sich:

X 35,53.
Aus der Contraction.:
97,09—01,59 - 35,50.

Analyse II.
Vol.  Druck Temp. \GS I 1)5)65;9

Angewandtes Kohlenoxyd .- - - - 40,15 05874 18,0 25,45
Nach Zufiigung von Stickoxyd. Natron-

lauge, Sauerstoff mpl nach erfolgter

ADSOrption .......cccccveviveiiie e 149,11 0,0947 19,0 90.85
Nach ITeherflhrung in's Eudiometer 271,70 (05046 18,8 128,24
Nach der Verpuffung - - - - - - 246,51 04832 192 1.11.30
Nach Absorption mit Lauge . . . 180,30 0,4450. 18.2 77,75

Aus der Proportion :

90,85 : 25,45 128,24 : X
ergibt sich:
X 33,09.
Aus »ler Contraction:

111,30-77.75 = 33,01.
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Analyse IlII.
Yol. Druck Temp. \{OI’ hei V'
il. 1" Dr.
Angewandtes Kohlenoxyd . . . . m=1800 0,5816 i0,8 26.14
Nach Zufiigung von Stickoxyd, Natron- ‘
lauge, Sauerstoff und nach Absorp-
tion der salpetrigen Saure . . . 13530 0.6773 17.0 86.27
Nach Ceberleitnng in’s Eudiometer . 20S.60 0.1US 17,0 S7.23
Nach der Verpuffung............. 18531 0.1214 17s 73,81
Nach Absorption mit Lauge . . . 130,73 0,3836 17,3 17,16
Dir Proportion.:
so,27 : 20,11 ST w X
ergibt
\ 26,71.

Die (iontraction
73,84-17.16 26,65.

4. Eigentliche Verdrahgungsversiiche.

Wie bereits oben bemerkt, wurden die Verdrauguugs-
versliehe mit den namlichen Apparaten und ganz in der
gleichen Weise ausgefuhrt, die Herr Prof, Hufner schon
2 mal beschrieben hatl). Wegen der Einzelheiten der Aus-
fuhrung verweise ich daher auf jene Beschreibungen. Statt
des Kohlenoxyds wurde also in meinen Versuchen Stickoxyd
in die grossere Kugel (207 ccm) gefullt, und zwar blieben
darin nach der Verd[]nnrung etwa 10 ccm. dieses Gases zurlck.
Das Schitteln desselben mit der Losung des Kohlenoxyd-
himoglobins geschah etwa eine Stunde lang. Nach dieser
/eit wurde das restirende Gasgemenge unter Vermittelung
von Hufner’s Quecksilberpumpe in einem Glasgefasse auf-
gefangen, das in beistehender Figur | (A. A.) gezeichnet ist:
Die kugelformige Erweiterung des letzteren, die ungefahr
100 ccm. fassen kann, hat den Zweck, nach Aufsammelung
des Schittelgases erst noch etwa 10 ccm. der 7-procentigeu
Natronlauge, hernach aber einen grossen Ueberschuss von
Sauerstoff aufzunehmen, welcher zunachstdas noch vor-
handene Stickoxyd in dieleicht absorbirbare salpetrige Saure

11 Diese Zeitschrift-Bd. I, S. 313 ff; und Journal flr praktische.
Chemie, Bd. 22, S. 383.
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verwandeln soll. Ist die Bildung der letzteren sowie ihre
Absorption beendigt, so wird «ler Rest des Gases .in ein
Eudiometer Ubergefillt, gemessen und verputlt und das
Volumen,. V, des vorhanden gewesenen Kohlenoxyds, wie
oben, aus dem Volumen der gebildeten Kohlensdure abgeleitet.

Von der LoOsung des Kohlenoxydhamoglobins wurden
in jedem Verdrangungsversuche 158.i>5 ccm. verwandt. Die
foncentration dieser Losung, beispielsweise die jedesmal an-
gewandte Menge der Kohlenoxydverbindung, ausgedriickt in
brummen, wurde photometrisch bestimmt, und zwar unter
Benutzung der oben festgestellten photometrischen Cdnstanten
und unter Anwendung der Formeln:



90

li = a e ni! unil

h = Avtvn U,
worin h dit- Gewiehtsmenge des Kohlenoxydhdmoglobins in
Grammen, n den Grad der fur die photometrische Unter-
suchung hergestellten Verdinnung (1 bis n), und U d;e
Volumen der angewandten Lo6sung bedeutet. Dabei wirde
das Mittel aus den nahe Ubereinstimmenden Resultaten je
zwei solcher Bestimmungen als richtig angenommen.

\
Der Quotient — gibt nun an, wie viel Kohlenoxyd.

ausgedruckt in ccm. und gemessen bei 0° und 1 m Druck,
von 1 gr. Hamoglobin locker gebunden wird.

Folgende Tabelle enthalt die Resultate von 10 solchen
Verdrangungsversuchen:

Tabelle Il
Vers.- b v V
Nr. I
1 4,718 5328 1,129
2 2010 3172 1215
3 2,010 3,081 1.180
4 2010 3,018 1,150
h 2,010 3,174 1210
0 4,015 4830 1.202
7 4015 4,857 1,209
S 4,015 5,243 1,305
9 8,118 3,810 1,223
19 3,118 3,802 1,219

| i
Mittel 1,205
Wie im Anfange erwahnt, war ich bei Beginn vor-

stehender Untersuchungen von der VVoraussetzung ausgegangeii,
dass die Anwendung von Kohlenoxyd als zu verdrangenden
Gases jegliche Correctin® von V unnoéthig machen wirde. Ich
nahm an, dass die Kohlenoxydverbindung des Blutfarbstotb
so bestandig sei, dass ihre Krystalle sich unzersetzt in Wasser
I6sen und dass auch diese L6sung langere Zeit, wenigsten-
mehrere Tage, hindurch in einem verschlossenen Cylinder sieh

unzersetzt erhalten wirde, dass folglich auch eine Sattigung
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"> Losungsmittels mit absorbirtem Kohlenoxyd uniidthig soi;
B-I Belegenbeit der Feststellung der pholomotrischen Con-'
«tanten wurde nun aber die Erfahrung gemacht, .dass dem
micht so ist, dass vielmehr, wenn auch sehr langsam, eine,
fortwahrende Dissociation stattfindet, ja dass vielleicht der
Sauerstoff der Luft unter gewissen Umstanden eine iiaupt-
sichliclie Rolle dabei spielt. In der That, wenn dies der
Fall, so erklart es sich, warum in einigen der ersten Ver-

V
suche der Werth des Quotienten—h— zu klein ausfiel. In diesen

Ursachen wurde namlich die wasserige Losung des Kohlen-
pxydliamoglobins ohne Weiteres, sowie sie erhalten worden,
mit Stickoxyd geschuttelt. In der Folge aber wurde durch
solclie LOsungen erst noch einmal ein 4—5 Minuten langer
Strom von Kohlenoxyd geleitet, der wohl hinreichen mochte,
einige. durch Dissociation oder Oxydation kohlenoxydffci
gewordene Molektle wieder in die ursprungliche Verbindung,
zuriick zu verwandeln, aber durchaus nicht, um auch das
Losungsmittel vollstandig mit diesem Gase zu sattigen. So
erklart es sich, dass die spateren Versuche meist etwas
'rossere Werthe tur den Quotienten liefern, als die Mittel?
zahl angibt.

5. Dass nun aber gerade die gefundene Mittelzahl den
wahrscheinlichen Werth fir die gesuchte Grosse darstellt,
dafiir spricht gewiss nicht am wenigsten der Umstand, dass
Uese Zahl mit der von Prof. llUufner auf anderem Wege
~gestellten so gut wie vollstandig Ubereinstimmt.

Prof. HUfner fandl), dass 1 gr. Hamoglobin 1,202 ccm,
'bei 0° und 1 m Druck) Sauerstoff aufnimmt; ich selber,
lass 1 gr. Hamoglobin 1,205 ccm. (bei 0° und 1 m Druck)
Kohlenoxyd festhalt.

Mit Hulfe dieser Zahl und des bekannten specifischen
‘sowichtes vom Kohlenoxyd?2) berechnet sich das Molekular-
-wiclit des Hamoglobins, m, aus der Proportion:

28 : 1,982 = m : 1000
m = 14127.
*) Journal flr praktische Chemie, IW. 22, S. :{85.
*) 1 ccm. wiegt bei 0° und 7G0 mm. Druck 0,0012515 gr.
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Professor Hufner rechnete aus seinen Versuchen-unter
Zuhull'enahme einer einfachen Interpolation fir in den Wi lli,
11129 heraus. Nehmen wir letzteren Werth als richtig an.
so ergibt sich das Molekulargewicht des Kohlenoxydh&muglobiie

== 11157, und seine empirische Formel waére:
Cc37 11i 025 Nl«4 Fé sz Olso.

Tubingen, im September 1882.



