Ein Beitrag zur Spectroskopie des Blutes.
Von
Dr. V. Arnold.

JNIit einer Abbildung.

(Aus dem Institut fir physiologische Chemie der Universitdt zu Lemberg.)

(Der Redaction zugegangen am 19. November 1899.

Das Spectrum des neutralen Hamatins.

Das Hamatin ist nach den Angaben der Antoren (z. B.
Neubauer-VVogel. Analyse des Harns 1898: Olof Ham-
marsten, Lehrbuch der physiolog, Chemie 1899 u. A.) un-
I6slich in Wasser, Alkohol, Aether und Chloroform. Beziglich
des spectralen Verhaltens desselben sind die Spectreu des
alkalischen H&matins, des Ha&matins in saurer Losung und des
reducirten Hamatins beschrieben worden. Ein Zwischenprodukt
zwischen Hamatin und Hamochromogen haben 1890 Bertins-
Sans und Moitessier beschrieben. Dasselbe isl durch ein
auf D liegendes Absorptionsband charakterisirt. Ein neutrales
Hamatinspectrum war bisher unbekannt.

Nun beobachtete ich, als ich eine alkoholische, stark mit
Kalilauge versetzte Hamatinldsung neutralisirte, dass im Mo-
ment des Eintritts der neutralen Reaction die braune 1arbe
der Lésung in Roth umgeandert wurde, zugleich aber fiel mir
auf, dass das H&matin nur theilweise ausgeféllt wurde, zum
grossen Theil aber in (neutraler, alkoholischer) Ldsung blieb.
Erst durch stérkere Verdinnung mit destillirtem Wasser wurde
das Hamatin ausgeféllt. (Die alkalische Hamatinlésung erhielt
ich auf diese Weise, dass ich frisches, defibrinirtes Blut in
stark mit KOH versetzten Alkohol eintrug, worauf zum Sieden
erhitzt und durch Glaswolle filtrirt wurde.)
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Dass das Hamatin entgegen der Eingangs erwéhnten
Ansicht von der Unléslichkeit des H&matins in Alkohol, hier
in Losung verblieb, musste ich auf den Umstand beziehen,
dass die Losung bei dem von mir gewéhlten Verfahren reich
an Neutralsalz war und dass dieser Gehalt an Neutralsalz die
Loslichkeit des Hamatins in Alkohol bedingte. Das ausge-
schiedene, auf dem Filter gut ausgewaschene und getrocknete
Hématin erwies sich ndmlich unléslich in Wasser, in eon-
eentrirten wasserigen Losungen von Neutralsalzen (Ammon-
sulfat. NaCl). in reinem absoluten und verdlnnten Alkohol:
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wurde es jedoch mit einer alkoholischen Lésung eines Neutral-
salzes (ich verwendete NaCl und Ammonsulfat) envarmt, so
loste es sich mit ziemlicher Leichtigkeit. Die erhaltene neutrale
Hématinlésung wurde nun auf ihre spectroskopischen und
sonstigen Eigenschaften hin untersucht. Eine solche L&sung
ist deutlich rotli gefarbt. Sie besitzt bei geeigneter Ver-
dinnung ein charakteristisches, aus zwrei Béndern bestehendes
Absorptionsspectrum, welches zwischen den Frauenhofensehen
Linien D und b eingeschlossen ist (Fig. 1).
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Diese Bénder sind jedoch im Vergleich zu dem Spectrum
des Oxyh&moglobins deutlich gegen das violette Ende des
Spectrums. verschoben, so dass das erste Band von der D-Linie
durch einen entsprechend breiten Zwischenraum getrennt ist.
Auch das zweite Héamatinband ist im Vergleich zum ent-
sprechenden Oxyhamoglobinband gegen das violette Ende ver-
schoben: es reicht 0brigens mit seinem rechten Rande ein
wenig uber die b-Linie hinaus, wahrend das zweite Oxyhdmo-
globinband diese Linie nicht erreicht, indem es etwa mit E
abschliesst. Ausserdem verhalten sich die beiden Bander be-
zuglich ihres Intensitatsverhdltnisses zu einander gerade ent-
gegengesetzt, wie die beiden Oxyh&moglobinbéander: wahrend
das erste Oxyhamoglobinband an Intensitat der Lichtabsorption
und Scharfe der Begrenzung das zweite bedeutend Ubertrifft
(Fig. 2), ist hier gerade entgegengesetzt das zweite Hamatin-
band intensiver und scharfer begrenzt als das erste. Was
ubrigens die Scharfe und Deutlichkeit der Begrenzung betrifft,
so sind die fir das neutrale Hamatin charakteristischen Bénder
weniger scharf begrenzt als die Oxyhdmoglobinbander, wozu
noch der Umstand beitrégt, dass die beiden Absorptionsbander
durch einen schwachen Schatten verbunden sind, sowie dass
die Absorption des violetten Endes des Spectrums starker hervor-
tritt als bei gleich gefarbten Oxyh&moglobinlésungen. Die Lage
beider Bénder des neutralen Hamatins ist, in Wellenldngen aus-
gedriickt, folgende :

(Zur Gewinnung dieser Zahlen diente mir ein Abbe-
Zeissisehes Mikrospectroskop.)

Band 1. X O75—556.
Band 2. X 546—516.

Behufs exacter Feststellung des Ortes beider Absorptions-
bander wurde das Spectrum des neutralen Hamatins noch ver-
mittelst eines grossen Spectroskops von Krtiss (bei Verwendung
von 2 Prismen) untersucht. Die vermittelst dieses Instrumentes
gewonnenen Zahlen wichen UGbrigens kaum wvon den mit-

getheilten ab:
Band 1. X 576—555.
Band 2. X 545—518.
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Des Vergleiches halber wurde mit demselben Instrumente

auch eine Oxyhdmoglobinlésung untersucht:
Band 1. \ 582—571.
Band 2. X 550—526.

Die wichtigste Eigenschaft einer neutralen Hamatinlésung
ist jedenfalls die, dass die rothe Losung beim Erhitzen ihre
Farbe in Braun &andert, wahrend gleichzeitig an Stelle des
charakteristischen neutralen Spectrums das Absorptionsband des
alkalischen Hamatins tritt: beim Abkilhlen der Losung restituirt
sich zugleich mit der urspriinglichen rothen Farbung auch das
neutrale Spectrum. Dies ist fiir die Gharakterisirung einer
neutralen Hamatinlésung um so wichtiger, als nicht nur das
Spectrum derselben dein Oxyhdmoglobinspectrum &hnlich ist,
sondern auch die Farbe der Ldsung lebhaft an Oxyh&dmoglobin
erinnert, derart, dass eine starker verdiinnte neutrale Hamatin-
lI6sung von einer verdiinnten Oxyhdmoglobinlésung nur schwer
ohne Spectroskop zu unterscheiden ist, da beide denselben
rothlichgelben Farbenton besitzen. Beim Erhitzen wirde sich
eine Oxyhamoglobinlésung triben, wahrend eine klare Hamatin-
losung selbstverstandlich auch beim Erhitzen klar bleibt. Was
Ubrigens die Farbung einer neutralen Hamatinlésung betrifft,
so tritt diese Schwierigkeit der Unterscheidung derselben von
einer Oxyh&moglobinlésung hauptséchlich bei starkerer Ver-
dinnung hervor. Goncentrirtere Lodsungen unterscheiden sich
doch darin, dass eine Oxyhamoglobinldsung lebhafter roth er-
scheint, wahrend das Both der neutralen Hamatinlésung jeden-
falls stumpfer und matter ist, sowie einen Stich ins Gelbe
zeigt. (Dies tritt besonders im auffallenden Licht deutlich
hervor.) Verdinnt man eine neutrale Hamatinlésung sowie
eine Oxyh&moglobinlésung derart, dass ihre Farbenintensitat
dem Auge gleich erscheint, so bemerkt man, dass bei einer
Verdunnung, bei welcher das Spectrum des neutralen Ha-
matins schon verschwindet, die beiden Bander des Oxy-
hdmoglobins noch sehr scharf hervortreten, sowie bei wei-
terer Verdlinnung noch ziemlich lange sichtbar bleiben.
Ausgefalltes neutrales H&matin erscheint, wenn man dasselbe
zwischen zwei Glasplatten zu einer durchsichtigen Schicht
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durch starken Druck ausbreitet, roth mit leicht gelblichem
Farbenton.

Was die weiteren Eigenschaften einer neutralen Hamatin-
I6sung betrifft, so ist fiir diese noch charakteristisch, dass eine
klare Losung, die also eine zur Auflésung des Hamatins ge-
nigende Menge Neutralsalz enthdlt, durch Verdinnen mit
destillirtem Wasser oder reinem Alkohol sich trubt und ihr
Hé&matin in Form von fleischfarbenen Flockchen ausfallen l&sst.
Eine solche, eine ungenligende Menge Neutralsalz enthaltende
Losung wird sich beim Erwdarmen klaren, indem sich das aus-
geféllte Hamatin im Alkohol 16st, beim Abkiihlen der Ldsung
aber wird wieder ein Theil des Hamatins ausgeféllt werden.

Setzt man einer neutralen Hamatinlésung auch nur die
geringste Menge Kalilauge zu, so wird die L6sung braun und
es erscheint das Spectrum des alkalischen Hamatins. Gegen
den Zusatz von Sdure ist dagegen die Losung um ein Be-
deutendes weniger empfindlich und sie verdndert sich dem-
entsprechend nur langsam. Zuerst bemerkt man, dass das erste
Hamatinband verwaschen auszusehen beginnt: bei weiterem
Séurezusatz verschwindet dann dasselbe, worauf auch das
zweite Band an Intensitdt und Scharfe der Begrenzung ver-
liert und etwas nach vorn riickt. Gleichzeitig damit tritt das
Band zwischen C und D auf. Die Losung hat mittlerweile ihre
rothe Farbung eingeblsst und ist braun geworden.

Ich habe mir nun die Frage vorgelegt, unter welchen
Umstdnden das neutrale Hamatin aus dem Blutfarbstoff ent-
steht, und habe gefunden, dass Uberall dort, wo der Blutfarb-
stoff in neutraler Ldsung in seine Componenten zerféllt, der
Farbstoff als neutrales Hamatin abgespalten wird.

Am leichtesten bewirkt man diese Umwandlung in neutrales
Héamatin bei Verwendung von Methdamoglobin, was darauf
hinweist, dass das Methdmoglobin ein viel lockereres Molekular-
geflige besitzt, als das Oxyhdmoglobin. Ich habe mit Methdmo-
globinlésungen folgende Versuche vorgenommen: Wird eine
Methdmoglobinlésung mit demselben Volumen concentrirten
Alkohols versetzt, so &ndert sich augenblicklich die Farbung
der braunen Ldsung in ein helles Roth: das Spectrum des



Methdmoglobins verschwindet: die Ldsung trubt sich sogleich
und lasst nach kurzer Zeit neutrales Hamatin ausfallen. Den
ganzen Vorgang kann man mit dem Spectroskop verfolgen,
wenn man entweder die Methdmoglobinldsung oder den Alkohol
mit einer geniigenden Menge einer concentrirten Neutralsalz-
I6sung versetzt, da in diesem Falle die Tribung der Lésung
und die Ausfullung des H&matins ausbleiben und die Ldsung
bequem spectroskopisch untersucht werden kann. Man bemerkt
in diesem Fall, dass gleichzeitig mit dem Umschlag der braunen
Farbung in Roth das Methdmoglobinspectrum verschwindet; an
Stelle desselben treten fast augenblicklich die beiden Bénder
des neutralen Hamatins auf. Dass wir es hier in der That
mit neutralem H&matin zu thuri haben, dies wird ausser der
Lage und den sonstigen Eigenschaften dieses Spectrums noch
durch das Verhalten der Ldsung beim Erhitzen derselben be-
wiesen (Auftreten des Bandes vor D; Restituirung des neutralen
Hamatinspectrums heim Abkihlen der Losung. Zugleich bemerken
wir den schon oben erwahnten Farbenwechsel: Die erhitzte
Losung wird braun, heim Abkihlen erscheint jedoch zugleich
mit dem neutralen Spectrum auch die rothe Farbung. Die
Ldsung trubt sich beim Erhitzen nicht, was bei einer Oxyhdmo-
globinlgsung der Fall sein miusste. Die ausgefallten fleisch-
rothen Flockchen sind in Wasser, auch heim Erwarmen, voll-
kommen unléslich, l6sen sich aber in alkoholischer L&sung
eines Neutralsalzes), Ueberhaupt gestattet uns das geschilderte
Verhalten einer Methdmoglobinlésung auf die bequemste Weise,
eine neutrale Hamatinldsung zu erhalten, um das Spectrum
und die sonstigen Eigenschaften einer solchen Ldsung zu unter-
suchen. (Uebrigens wird durch Alkohol auch eine Oxyh&mo-
globinlésung in derselben Weise verdndert, wie eine Met-
hamoglobinlésung, das ist, es wird neutrales Hamatin ab-
gespalten.)

Im Gegensatz zum Oxyh&moglobin wird aber das Methdmo-
globin auch durch viel unbedeutendere Eingriffe in derselben
Richtung verandert. So genigt mehrmaliges Schitteln mit
Chloroform, um die braune Farbung einer Methdmoglobinlésung
in Hellroth unzuwandeln und den Farbstoff als neutrales Hamatin
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auszufallen. Fugt man jetzt etwa 1/$ Volumen Alkohol hinzu,
so wird — nachdem man die Eprouvette einmal umgewendet
hat — das ausgeféllte Hdmatin durch das anhaftende Chloro-
form in Gestalt eines schon rothen Niederschlages zu Boden
gerissen. Man kann dieses sehr charakteristische Verhalten
einer Methdmoglobinldsung recht gut — wie ich an anderer
Stelle ausfihrlicher mittheilen will — zum qualitativen Nach-
weis desselben, z. B. im Harn, benutzen. Dieser rothe Nieder-
schlag besitzt die Eigenschaften ausgefallten neutralen Hamatins :
Rothe Farbe, vollstdndige Unléslichkeit in kaltem oder auf 35° G.
erwarmtem desflihrten Wasser, charakteristisches Spectrum des
neutralen H&matins u. s. w. Im Gegensatz zum Methdmoglobin
zeigt eine mit Chloroform geschittelte Oxyhdmoglobinldsung in
derselben Zeit (ja sogar nach 24 Stunden) keine sichtbare Ver-
anderung.

Auch Aether bewirkt in einer Methd&moglobinlésung die-
selbe Abspaltung des neutralen Hamatins, wiewohl diese Ein-
wirkung hier nicht so energisch verlduft, so dass noch nach
24 Stunden neben ausgeschiedenem Hamatin geldstes Methdmo-
globin nachweisbar ist. Eine Oxyhdmoglobinldsung wird in
derselben Zeit durch Aether nicht sichtbar veréndert. Dass
es sich in beiden Féllen um neutrales Hamatin handelte, dies
konnte ich, abgesehen davon, dass diese Niederschlage die-
selbe Féarbung und dieselben Loéslichkeitsverhdltnisse besassen,
wie das aus Hamatinalkali gewonnene neutrale Hamatin, durch
spectroskopische Untersuchung desselben feststellen. Zu diesem
Zwecke wurde der ausgewaschene Niederschlag noch etwas
feucht zwischen zwei Glasplatten einem starken Drucke aus-
gesetzt, so dass er sich zu einer durchsichtigen Schicht aus-
breitete, die bequem spectroskopisch untersucht werden konnte.
Es konnten auf diese Weise diese Niederschldge in ihrem ur-
sprunglichen unverdnderten Zustande untersucht werden. Sie
boten alle das Spectrum des neutralen Hamatins.

Das Resumé dieser Studie lasst sich in folgenden Sétzen
zusammenfassen :

1. Eine neutrale Hamatinlésung ist von rother Farbe, mit

einem Stich ins Gelbe; stark verdiinnte L&sungen



sind gelblichroth, wie stark verdinnte Oxyh&moglobin-
l6sungen.

2. Man erlangt eine solche neutrale Hamatinlésung am
bequemsten, wenn man eine Metlidmoglobinlésung mit
geniigender Quantitdt Neutralsalz versetzt (NaCl) und
dann 1r—1k Volumen Alkohol zusetzt; das Neutral-
salz verhindert die Ausfallung des Hamatins und halt
dasselbe in Losung. Durch Neutralisiren einer alko-
holischen, mit Kalilauge versetzten Hamatinlésung ge-
langt man zu demselben Ergebniss.

3. Eine solche neutrale Hamatinlésung besitzt ein charak-
teristisches, aus zwei Bandern bestehendes Absorptions-
spectrum, welches zwischen den Frauenhofer'schen
Linien D und b eingeschlossen ist: das zweite Band
ist intensiver und besser begrenzt als das erste.

4. Die charakteristische Eigenschaft einer neutralen Ha-
matinlosung ist der Umschlag der rothen Farbe in
Braun beim Erhitzen; gleichzeitig verschwindet das
Spectrum des neutralen Hamatins, um dem Absorptions-
band des alkalischen Hadmatins Platz zu machen. Beim
Abkihlen der Lésung restituirt sich zugleich mit der
urspringlichen rothen Farbe der Ldsung auch das ur-
springliche neutrale Spectrum. Eine weitere Eigen-
schaft einer neutralen Hamatinlésung wére die Triibung
beim Verdlnnen derselben mit destillirtem Wasser, da
zur Auflésung des H&matins ein gewisser Gehalt an
Neutralsalz Erforderniss ist. Diese beiden Eigenschaften
charakterisiren eine neutrale H&matinlésung hinlang-
lich einer Oxyhédmoglobinlésung gegeniiber.

Es sei mir gestattet, Herrn Prof. Niemilowicz am

Schlusse dieser Abhandlung furr die mir gewahrte Unterstiitzung
meinen lebhaften Dank abzustatten.

Lemberg, am 12. November 1899.



