Ober das Verhalten von Hamoglobin gegen Hydrazin und
die Frage nach dem Gashindungsvermédgen des Blutfarbstoffs.

Vorlaufige Mitteilung.

Von
£. Letsche.

(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tubingen.)
(Der Redaktion zugegangen am 8. Juni 1910.)

Um Blut oder eine Blutfarbstofflésung vollkommen sauer-
stofffrei zu bekommen, sind im Laufe der Zeit eine ganze Reihe
von Mitteln, die im einzelnen hier nicht aufgefihrt zu werden
brauchen, angewendet worden. Alle diese verschiedenen Mittel
haben ihre Vorzige und ihre Nachteile, und man wird, je nach
dem Zweck, fir welchen man eine LOsung reduzierten H&mo-
globins herstellt, dieses oder jenes bevorzugen.

Will man die Lésung benltzen zur Feststellung der Gas-
mengen, die eine Hamoglobinldsung von bestimmter Konzen-
tration aufzunehmen imstande ist, so wird man es vermeiden,
ein Reduktionsmittel anzuwenden, das den Absorptionskoeffi-
zienten der Losung fir das betreffende Gas beeinfluBt. Aus-
geschlossen ist weiter ein Mittel, das mit dem anzuwendenden
Gase reagiert, und vollends gar ein solches, das das H&mo-
globinmolekdl tiefergehend veréndert.

Ein Reduktionsmittel, das diesen Anforderungen ent-
sprechen sollte, sah HUfnerl) in dem von Curtius entdeckten
Hydrazin.

Der Entdecker Curtius gibt tUber die Wirkungsweise der
Salze des Hydrazins, soweit sie uns hier interessiert, folgendes
an:2) «Die Absorptionsstreifen, welche eine wasserige Blut-

* Archiv f. Anat. u. Physiol. (Physiol. Abt.) 18114, S. 156.
8) J. f. prakt. Chem. Bd. XXXIX, S. 271f. (43). 1889.
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losung aufweist, verschwinden auf Zusatz einer Hydrazinsalz-
Iosung fast momentan». An Stelle von Hydrazinsalzen ver-
wendet Hufnerl) Hydrazinhydrat in 25°/oiger Ldsung, denn
«bei Anwendung eines Salzes wiirde gleichzeitig die zu flrch-
tende S&ure auftreten»..

Nach Hufnerl) bleibt bei Anwendung von ann&hernd
1 Mol. Hydrazinhydrat auf 1 Mol. Oxyhamoglobin die Wirkung
des Hydrazinhydrats bei der Bildung von reduziertem Hamo-
globin stehen. Bei Anwendung grofRerer Mengen des Reduk-
tionsmittels entsteht nach Hufner4) Hamochromogen und nach
v. Zéynek3) ist damit die Einwirkung des Hydrazins auf Hé&-
moglobin noch, nicht zu Ende, vielmehr werden «diese beiden
— Oxy- und Met-Hamoglobin — durch einen UberschuB des
Reagens noch weiter zerstort».

Diese Angaben mussen, meine ich, von vorneherein schon
das Hydrazinhydrat als ein fur den gedachten Zweck nicht
besonders geeignetes Reagens erscheinen lassen. Beobachtungen
bei Versuchend) zur Feststellung des Gasbindungsvermogens
des Blutfarbstoffs schienen diese Vermutung zu bestatigen und
lieRen es geraten erscheinen, das Hydrazin auf sein Verhalten
gegen H&moglobin nochmals zu prifen.

Uber die Zusammensetzung einer Hamoglobinldsung so-
wohl nach der qualitativen wie nach der quantitativen Seite
. gibt bei einiger Ubung am raschesten und sichersten das Spek-
trophotometer Aufschlull und es sei darum, zum leichteren Ver-
standnis der im folgenden aufgefiihrten Resultate, in aller Kirze
an einige Punkte aus der Spektrophotometrie erinnert.b)

Die Menge des in einer Qestimmten Gegend des Spek-

)i ¢ S, PP,
*) Arch. f. Anat. und Physiol. (Physiol. Abt.), 1899. S. 499.
3) Diese Zeitschrift; m. XXV, S. 492

4) Diese Versuche wurden nach dem Erscheinen der Arbeit von
Manchot: «Untersuchungen utber die Sauerstoffbindung im Blute», An-
nalen. Bd. CCCLXX, S. 240 ff., unternommen.

s) Zur genaueren Orientierung Uber die hierbei in Betracht kom-
menden Fragen sei auf die Arbeiten von Bunsen und Roscoe, Vier-

ordt. Hufner, Lambling, Cherbuliez, Saint-Martin u. a. hin-
gewiesen.
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trums von einer gefarbten LOsung absorbierten Lichts steht
in einem konstanten Verhaltnis zu der Lichtmenge, die dieselbe
Losung in einer 2. Gegend des Spektrums absorbiert. Hifner
wadhlte als fur die Zwecke der Spektrophotometrie. des Blut-
farbstoffs am besten geeignet die Gegend zwischen den beiden
Absorptionsstreifen des Oxyh&moglobins und die Region des
2. nach dem violetten Ende des Spektrums zu gelegenen
Streifens oder in Wellenldngen ausgedrtickt das Intervall von
556,5—564,5 pp und dasjenige von 534—542 jup.M Das Ver-
héltnis der Extinktionskoeftizienten2) einer Oxyhdmoglobin-
I6sung in den erwahnten Spektralbezirken ist nach den Unter-
suchungen Hufners, die in seinem Institut vielfach bestatigt

worden sind—= 1,58.3) Zuletzt hat E. E. Butterfield*) an

einer langeren Beobachtungsreihe die Richtigkeit dieser An-
gabe erwiesen und auch ich habe als Mittel einer Reihe von
gegen 100 Versuchen, die ich in den letzten Monaten anstellte,
die Zahl 1,58 gefunden.5)

Jede Veranderung des Blutfarbstoffs ist von einer An-
derung der Lichtabsorption seiner Losung begleitet und diese
findet ihren deutlichsten Ausdruck in der Anderung des Ver-
héltnisses der beiden Extinktionskoeffizienten oder Kkiirzer des
Quotienten.

Wird eine Blutfarbstofflosung reduziert, so fallt der Quo-
tient von 1,58 auf 0,76; beim Methamoglobin (alkal.) ist das
Verhdltnis 1,19, beim H&matin 1,09, beim Ha&mochromogen
0,506) usw.

Y Hufner hat die Wellenlangengebiete etwas breiter, ca. 11 44,
benitzt; doch ist es zweckmaRBiger, die Spektralbezirke etwas enger zu
nehmen.

*) Definition siehe Bunsen und Hoscoc, Photochem.'Untersuch..
Poggendorfs Annalen der Physik, Bd. Cl, S. 237.

3) e' bedeutet den Extinktionskoeffizienten in dem Intervall 534
bis 542 44, € den entsprechenden in der Region 55H.5—5(54.5 uu.

. 4) Diese Zeitschrift. Bd. LXII, S. 188,

6) An dem HuUfnerschen Spektrophotometer, das mir zur Ver-
figung steht, ist der Rauchglaskeil stets ganz ausgeschaltet. Die Breite
des Eintrittsspaltes ist ‘/«<o mm, die Okularspaltbreite entspricht 8.5 411,

¢) In diesem Falle ist fir die Bestimmung des einen Extinktions-
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Ist also die Angabe von Hufner, dall Hydrazin in
etwa molekularer Menge einer Ldsung von Oxyhamo-
globin zugesetzt, dieses nur reduziert, richtig, so
mull der Quotient von 1,58 auf 0,76 fallen und nach
dem Verbrauch des Hydrazins, beim Schitteln der
Losung mit Luft wieder auf 1,58 steigen.

Damit ist der Weg, den die Untersuchung zu nehmen
hatte, angedeutet.

Zu meinen Versuchen dienten mir folgende Hydrazin-
praparate :

1. Hydrazinhydrat in 50°/oiger wasseriger Losung von
Kahlbaum-Berlin enthielt nach déer Analyse in 1 ccm 0,42 g
Hydrazinhydrat;J) nach langerem Stehen war der Gehalt schlie3-
lich auf 0,324 g pro Kubikzentimeter gesunken.

2. Hydrazinhydrat von Raschig-Ludwigshafen.2)

3. Hydrazinsulfat, ein etwa 8 Jahre altes Praparat von
Kahlbaum-Berlin.

4. Hydrazinsulfat von Raschig-Ludwigshafen.

Diese 4 Préaparate verhielten sich Hamoglobinldsungen
gegenliber vollkommen gleich, und ich beschrédnke mich daher
der Kirze wegen darauf, im wesentlichen nur die bei Anwen-
dung von Hydrazinhydrat-Kahlbaum erhaltenen Resultate an-
zuftuhren.

Die beiden ersten Praparate kamen bald unverdinnt, bald
mehr oder weniger stark mit destilliertem Wasser verdinnt
zur Anwendung. Die Sulfatpraparate wurden erst wiederholt
aus Wasser umkrystallisiert und dann in Wasser unter ZU-f
satz von etwas mehr Soda, als der vorhandenen H2S04 &qui-
valent war, gelost.

Das Blut stammte von geschachteten Rindern; es kam

koeffizicnten (c) statt des Intervalls von 556,5—564,5 pp die Region von
»54—562 4|i zu wahlen. Siehe auch Burker, Bestimmung des Hémo-
globins in Tigerstedts Handbuch der physiol. Methodik, 1910, S. 200.
*) AuBer Spuren von Alkali enthielt das Préaparat keine Ver-
unreinigung.
*) 1 ccm enthielt 0,85 g Hydrazinhydrat. (Wegen der Methode siehe
Rupp, J. f. pr. Ch, Bd. LXVII, S. 140))
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spatestens V« Stunde nach der Totung der Tiere ins Laborato-
rium und wurde sofort in die Kalte gestellt. Die Versuche
wurden stets am selben Tage noch angesetzt; bei keinem Ver-
suche kam Blut, das Uber Nacht gestanden hatte, zur Anwendung.

Zunachst untersuchte ich die Wirkung von Hydrazin auf
Hamoglobin einfach in der Weise, das ich Oxyhamoglobin-

Tabelle 1.
Nurn- g | Ange- . g Angg_ Mol. o
iner | Hamo- | wandt ; B
(h's Jl globin IV\(/:T:T?I Hydrazin- jII_ydra; tient
: _ZInau Bemerkungen
Vor- in Hp- thydrat in Hydra-7" 000 J

suclis 100ccm Losung' 100 cem sq,ng" Hb g

!

1) o "0 g
P>l 0123 100 L 00225 055 o037 149 "ach ¥l Stunden
0, | 110 074 L —
| [
2 a), ‘ 0 0 158
by, 75 25 [ 0,0225 20,0 081 deutlich braun
C): 400 162 starker braun als b
3a) | 1,80 -
il 100 04 0, 0 187
/ 10 076 _ stark braun
44) | | 0 0 156
‘ U,
)i 179 25 . 045 01 034 _—' deutlich braun
¥ 02 008 151
5 a>j
Jl . 'n'*,x v O 0 1158
M! 080 100 0225 045 043 156
0 088 084 152
0a)
=R1160 100 34 « - 15
015 142 147
*>);J 1160 100 8509 O O
| 003 075 144
8a)! *
)11 11,60 0599 0 | 0 157

100  Sulfat in U

Wi 10cem | 36 - 172 144

) Hydrazinhydrat von Raschig-Ludwigshafen. jo
2 Hydrazinsulfat von Raschig- Ludwigshafen, 4 mal umkrystallisier|
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I6sungen bekannter Konzentration,*) hergestelit durch Auflsen
von ausgeschleuderten Blutkdrperchen in Wasser unter Zusatz
von etwas Soda, mit bekannten Mengen Hydrazinhydratlésung
versetzte und den Quotienten der LOsung, nachdem sie Uber
Nacht gestanden hatte und dann mit Luft geschittelt worden
war, feststellte.

Die. Resultate dieser Versuche gibt Tabelle 1 wieder.

Die Anordnung dieser Versuche weicht von der Hifners
insofern ab, als Uber der Hamoglobinlésung eine Sauerstoff-
atmosphére sich fand, wahrend Hufner bei der Einwirkung
des Hydrazins die Ldsung unter einer Wasserstoffatmosphéare
hatte. Ich verfuhr bei den folgenden Versuchen daher so, daf3
ich mit der Losung, unmittelbar nachdem ich sie mit Hydrazin-
hydral versetzt hatte, einen mit 2 H&hnen versehenen Kugel-
apparat vollstdndig anfullte und dann einen Teil der Ldsung
durch gereinigten Wasserstoff wieder verdrangte.

Tabelle 2.
]
Ntim- g Ange- * Ange- Mol.
B, : dt Hydra- Quo-
mer Hamo- wandt Hydrazin- Wanat Hyc ient
: g ccm  zin  tien
des globin  ccm I|y_drat Hydra- auf . Bemerkungen
Ver-  m Hb- in zin- 1 Mol. ©
suchs 100 ccm Losung 100 ccm lésung Hb ¢
9a) | 0 0 156
=>1.80 , 100 0,201 1,0 0,84 152
1 1
) | 20 068 — starker braun als b
10 a) | 0 o, 1,58
V155 50 a0
» 1 u- B 05 095 150
11 at 0 0 1,58
V49 600 420
) [/ . 04 064 153
12 a : 0 0 1,58 |
b hun g s !
b) ) 006 .1,10 152

‘) Die Konzentrationsbestimmung geschah mittels des HUfnerschen
Spektrophotometers unter vorlaufiger Zugrundelegung der von E. E. Butte r-
field im hiesigen Institut an diesem Apparat ermittelten Absorptions-
verhéltnisse.
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AuRerdem erhohte ich die Konzentration der Oxyh&mo-
globinlésung, um das Verhaltnis von physikalisch absorbiertem
und chemisch gebundenem Sauerstoff in der Lésung zugunsten
des letzteren zu verschieben,

Das Ergebnis dieser Versuche zeigt Tabelle 2.

SchlieBlich wurden die lolgenden Versuche in der Weise
tingestellt, daR nach der Einwirkung des Hydrazinhydrats unter
einer Wasserstoffatmosphdre die Losung zur spektrophotome-
trischen Bestimmung unter LuftabschluR mit ausgekochtem
destilliertem Wasser verdiinnt und in die Absorptionszelle des
Spektrophotometers ebenfalls unter Verwendung von Luftzutritt
ubergefullt wurde. Ein Teil der verdinnten Losung wird mit
Luft geschittelt wie bei den vorhergehenden Versuchen.

Die Resultate finden sich in der

Tabelle 3.

Num- g Ange- Ange-  Mol.  Quotient

mer Hamo- wandt Hydra- wandt Hydra-

dos lobin ZIn-  ¢cm zin

Vor. gie M hydrat Hydra-  auf Bemerkungen
i Ho»- in zin- 1 Mol. mit ohne

suchs'100 ccm Lésung 100 cemj ldsung  Hb  Lufl Luft

13 @) |
0 0 156 —

b) 14,0 220 420 0,08 0,37 1,48-1,02 nach 12 Stunden

c) 016 074 142;093 » 36 *
142) \3,3 250 420 0 0 158 1,54

DI ’ 018 0,77 1,53.1,13
153) 1 004 00 o1 O 0 158 —

b) | 035 13 155§ 146

Ein Blick auf die in den 3 Tabellen zusammengestellten
Versuche zeigt, daR alle LoOsungen, die mit Hydrazinhydrat
versetzt wurden, eine Erniedrigung des Quotienten gegeniber
«len Losungen ohne Zusatz aufweisen. Diese Erniedrigung ist

zwar in einzelnen Féllen ziemlich klein, — ja sie wirde in
einem Falle (Tabelle 3, 15b) sogar innerhalb der Fehlergrenzen
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der Methode liegen, wenn man diese mit Hufner zu 2,5*/*
annimmtl) —, aber ihr konstantes Auftreten &Rt erkennen,
daB es sich nicht um eine zuféllige Erscheinung handelt, und
lalt vermuten, dal} die Ursache in der Anwendung des Hy-
drazins liegt.

Dies wird durch das Folgende bestatigt. Betrachtet man
die in den 3 Tabellen aufgefiihrten Zahlen unter dem Gesichts-
punkt des Zusammenhangs von Hydrazinhydratmenge (in Mol.
auf 1 Mol. Hdmoglobin) und Wert des Quotienten, so scheipt
ein solcher Zusammenhang zu fehlen. So entspricht z. B. bei
Versuch Ib 0.37 Mol. Hydrazinhydrat der Quotient'1.49, bei
Versuch 5b dagegen 0,43, Mol. Hydrazin 1,56.

Der Grund fur dieses MiRverhdltnis liegt darin, dal die
verschiedenen Versuche nicht unter vergleichbaren Bedingungen
ausgefihrt worden sind. Temperatur, Konzentration der Hamo-
globinlésung und Dauer des Stehens der Lésung vom Zusetzen
der Hydrazinlésung an bis zur Ausfihrung der spektrophoto-
metrischen Bestimmung waren bei allen Versuchen verschieden,
und zweifellos sind alle diese Faktoren von Einflu? auf den
Wert des Quotienten. Die Abhéngigkeit des Quotienten von
der Dauer des Stehens der mit Hydrazin versetzten Hamo-
globinlésung und von der Menge des zugesetzten Hydrazin-
hydrats geht aus den folgenden Zahlen mit Deutlichkeit hervor.

Ausgeschleuderte Blutkorperchen werden wie bei den
vorhergehenden Versuchen in Wasser unter Zusatz von wenig
Soda gelost.  Aliquote Teile der Losung werden mit steigenden
Mengen Hydrazinhydratlosung versetzt und zusammen mit einer
Probe ohne Zusatz in Eis aufbewahrt. Die Hadmoglobinlésung
enthielt 13.2 g in 100ccm; die Konzentration der Hydrazin-
lI6sung betrug 0,065 g in 1 ccm. Die Resultate der nach 12.

36 und 132 Stunden ausgefihrten- spektrophotometrischen Be-
stimmungen sind aufgefihrt in

*) Bei einer in der Zeit vom 12.1 bis 10. Ill. 1910 ausgefiihrten
Reihe von 50 Bestimmungen des Quotienten an 30 frischen Rinderblut-
proben erreichte der Fehler diese Grenze nur ein einziges Mal; bei den
Ubrigen Bestimmungen war die Abweichung meist sogar kleiner als 1.5°.j.
und nur zweimal betrug der Fehler 2°0.
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Tabelle 4.
Nummer Angewandt Angewandt Mol. Quotient nach
der ccm H&mo- ccm Hydrazin
i globin- Hydrazin- auf 1 Mol. 12 30 132
Ldsung 15sun 15 .. . '
osung osung  Hamoglobin siynden Stunden Stunden
0 — — 1,50 150 « 1060
1 200 0.2 0.17 153 | us1
o 250 05 0,33 152 1 130 g3
i 200 0,0 0.50 1.48%) 1,48 ¢ —
4 250 1,0. 0,07 1.40 1,47 1,35

*) Diese Bestimmung ist unsicher.

| ber den LoOsungen fand sich bei dieser Versuchsreihe
Luft; um mich zu vergewissern, dal} dieser Umstand flr den
Ausfall des Versuchs nicht von Bedeutung sei, habe ich Teile
der Losungen 2 und 4 nach der bei Tabelle 3 gegebenen An-
ordnung behandelt und erhielt nach 12stdndigem Stehen

flr Loésung 2 den Quotienten 1,51,
D 4 » 1,50,
Zahlen, die von den direkt erhaltenen so gut wie gar nicht
abweichen.

Die Abhéngigkeit des Quotienten von der Menge des an-
gewandten Hydrazinhydrats, wie sie bei den in Tabelle 4 auf-
geflihrten Versuchen zum Ausdruck kommt, wird auch zu
beobachten sein, wenn die beobachtete Wirkung nicht auf das
llydrazinhydrat selbst, sondern auf eine beigemengte Ver-
unreinigung zurtickzufuhren ist. Ich habe deshalb die Hydrazin-
priiparate verschiedener Herkunft und vermutlich auch ver-
schiedenen Reinheitsgrades hinsichtlich ihrer Wirkung mit ein-
ander verglichen. Zu dem Zweck wurden je 200 ccm Hamoglobin-
I6sung (11,6 g Oxyhdmoglobin in 100 ccm) mit der auf 1 Molekil
berechneten Menge Hydrazinhydrat = 0.0634 g versetzt.

Nach der Analysel) enthalt

von Praparat 12): 1 ccm 0,324 g Hydrat
» * 2:1 - 0,852~ »

% Cfr. J. f. pr. Ch, Bd. LXVII, S. 140.
* Siehe S. 180.

lloppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXVII. 13
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Somit sind von Préparat 1 nétig 0,21 ccm
» 2 * 0,08 ccm.

Von dem Préparat 4 entsprechen, da es nach der Analyse
83,7 °/o Hydrazinsulfat enthélt, 0,212 g 0,0634 g Hydrazin-
hydrat. Das Hydrazinsulfat wurde in der eben noétigen Menge
Soda gelost.

Nach dem Zugeben des Hydrazins zu den Oxyhamoglobin-
I6sungen kamen diese Uber Nacht in Eis.

Nach 14 Stunden wurden die Quotienten bestimmt und
dabei erhalten fir die L6sung, die einen Zusatz erhalten hatte von

Praparat 1: 1,50
* 2:1,51
4. 151

Der Quotient der entsprechenden Oxyhdmoglobinldsung
ohne Zusatz unter sonst gleichen Bedingungen war 1,57.

Die Wirkung der 3 Hydrazinpréparate entspricht somit
ihrem Hydrazingehalt und sie ist somit sicher auf das Hydrazin
selbst zurtckzufuhren.

Die Verdnderung des Hamoglobins, die im Sinken des
Quotienten zum Ausdruck kommt, ist schon mit bloRem Auge
zu erkennen. Die mit Hydrazin versetzten LOsungen zeigen
eventuell schon nach 2—3 Stunden einen deutlichen Stich
nach Braun. Diese brdunliche Farbung, die am besten beim
Schitteln zu beobachten ist, lieB mich das VVorhandensein von
Methédmoglobin vermuten. Gegen diese Vermutung spricht aber
das Resultat der Untersuchung der Lésung mit dem Spektrophoto-
meter, wobei keine Andeutung eines gegen Rot zu liegenden Ab-
sorptionsstreifens, wie ihn eine alkalische MethamoglobinlOsung
zeigt, zu erkennen war. Weiter ergibt aber folgender Versuch,
dall auch Methdmoglobin durch Hydrazin verandert wird.

Flgt man zu einer Oxyhamoglobinlésung (11,2 g in 100 ccm)
ein wenig Hydroxylaminl) (aus dem Chlorhydrat durch Soda-
zusatz bis zur alkalischen Reaktion erhalten), so enthalt diese
Ldsung nach einigem Stehen reichliche Mengen Methdmoglobin :
nach 12 Stunden ist der Quotient der Losung 1,26 (1,25); fir
eine reine MethamoglobinlOsung wéare er nach Hifner 1,19.

*) 1 Mol. auf 1 Mol. Hb.
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Gab man zu 50 ccm dieser Losung 1,45 ccm Hydrazin-
hydratlésung (0,162 g in 10 ccm) entsprechend. 1,4 Mol., so
war der Quotient dieser LOosung nach etwa 24 Stunden 1,35,
wéhrend die Kontrollprobe noch den Quotienten 1,26 zeigte.
Das Steigen des Quotienten in diesem Falle ist wohl so zu
erklaren, daR neben anderen Reaktionen auch Reduktion eines
Teils des Methdmoglobins zu Hamoglobin eintrat und dies beim
Schutteln mit Luft in Oxyhdmoglobin (berging. Denn dal die
Wirkung des Hydrazins auf Lésungen von Oxy- und Methamo-
globin jedenfalls zum Teil in einer Reduktion besteht, ist sicher;
daneben setzen aber sofort noch andere Verdnderungen ein.

Diese w’'eiitergehenden Veranderungen habe ich zundchst
nicht naher untersucht; zur Prifung der in der Einleitung an-
gefuhrten Angaben habe ich nur folgenden Versuch ausgefuhrt.

Zu 10 ccm Oxyhamoglobinldsung (1 ccm enthélt 0,00149 g)
fugte ich 0,1 ccm Hydrazinhydratlosung entsprechend 0,037 g
Hydrat; die Losung blieb in einer Reagierrohre ruhig stehen;
die beobachteten Veranderungen sind in der folgenden Tabelle 5
aufgefihrt.

Zum Vergleich wurden 10 ccm Haminlésung (0,0006 g,
entsprechend 0,0149 g Hamoglobin, in Soda gelost) ebenfalls
mit 0,1 ccm Hydrazinhydratlésung versetzt und ebenfalls stehen
gelassen; das Ergebnis findet sich in Tabelle 5.

Tabelle 5.
Zeit . Farbe Quotient )
sofort kirschrot 080 !
Oxyhamoglobin 1 Stunde violett 0,85
14 Stunden grunlichgelb 1,17
sofort 0,51
Hamin 1 Stunde ' kirschrot
14 Stunden 0,59

Die grunlichgelbe, aus Oxyhdmoglobin erhaltene L&sung

*) Bezlglich der Bestimmung des Quotienten siehe die Bemerkung 6
auf S. 179. ;

13+
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enthélt nicht etwa Hamatin — denn ein weiterer Zusatz von
Hydrazin verdndert an dem Aussehen der LOsung nichts mehr.

Der Versuch zeigt, daR man, entgegen der Angabe von
Huafner,l) aus Hamoglobin reines Hdmochromogen, wie man es
— ausgehend von H&amin in alkalischer L6ésung — gewinnen
kann, nicht erhdlt. Dies liegt sicher nicht daran, daR der Ver-
such im offenen Reagenzglase ausgefiihrt wurde; denn wenn
dieser Umstand von Einflul gewesen ware, so héatte die ganz
gleich behandelte Haminlésung auch kein H&mochromogen
liefern konnen.

Erwahnt sei noch, dal auch die aus Hamin erhaltene
Hamochromogenlosung beim Stehen an der Luft — aber erst
innerhalb 10—12 Tagen — (ob im Licht oder im Dunkeln
scheint gleichgultig) allméhlich die kirschrote Farbe verliert und
eine braunliche Farbung annimmt, die durch Zusatz von neuem
Hydrazin nicht mehr verandert wird.

Diese Verschiedenheit in dem Verhalten von Hamoglo-
binlésungen und Haminlésungen gegen Hydrazin laRt mich
vermuten, dal es bei eingehenderen Untersuchungen unter Be-
nitzung dieser Beobachtung gelingen konnte, AufschluB tber
die Bindung von Globin und Fe-haltiger Komponente im Hamo-
globin zu erhalten. —

Die Bedeutung der Tatsache, dal} das Hamoglobinmolekdil
durch Hydrazin angegriffen und tiefergehend verdndert wird,
liegt darin, daB, wie eingangs erwahnt, mit Hydrazin «reduzierte»
I limoglobinlésungen zur Bestimmung der Grolie des Gasbindungs-
vermogens des Blutfarbstoffs auf absorptiometrischem Wege
Verwendung gefunden haben. Inwieweit die fur diese Grole
von Hufner gefundene Zahl — 1,34 ccm Gas (02, CO) pro 1 g
H&moglobin — durch die Verwendung von Hydrazin beeinflul3t
wird,2) dartber mochte ich ein abschlieBendes Urteil heute
noch nicht abgeben. Immerhin mogen vorldufig folgende Be-
obachtungen angefihrt sein.

Bei Absorptionsversuchen nach der von Hufner ange-

* Arch. f. Anal. u. Phys., 181)9, S. 499.
*) Hufner seihst hat, darauf sei nur kurz hingewiesen, vor der
Vorwondung von Hydrazin durchweg hohere Zahlen erhalten.
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gebenen Anordnung?) erhielt ich in einer Reihe von Bestim-
mungen, bei denen Hydrazin als Reduktionsmittel gedient hatte,
folgende Werte fur die pro 1 g gebundene Kohlenoxy.dgas-
menge in ccm:

1,26; 1,06; 1,13; 1,27.

Als ich die Reduktion ohne Hydrazinzusatz einfach durch
etwa 4standiges Auspumpen mit einer sehr kraftig wirkenden
Kaortingschen Pumpe ausfihrte, erhielt ich die folgenden Zahlen:

1,49; 1,54; 1,45; 1,57.

Eine Undichtigkeit des Absorptiometers wirde eine Ver-
groRerung der aufgenommenen Gasmenge Vortauschen; eine
solche ist bei der Zahl 1,54 nicht mit Sicherheit auszuschlief3en,
bestimmt aber bei den drei andern Zahlen; denn ich habe in
diesen Fallen den Apparat jedesmal vor und nach dem Versuch
auf Dichtigkeit gepruft und dicht befunden.

Man konnte weiter noch einwenden, daR Unterschiede in
der Konzentration der Hamoglobinlésungen, Unterschiede in
der Temperatur und im Druck, bei dem der Absorptionsversuch
vorgenommen wurde, vor; EinfluR auf den Ausfall der beiden
Reihen gewesen seien.

Beziliglich der Temperatur sei bemerkt, dal alle Versuche,
mit Ausnahme desjenigen, der die Zahl 1,06 ergab und bei 5°
ausgefuhrt wurde, bei Temperaturen ausgefiihrt worden sind, die,
wenn Uberhaupt, nur wenige Zehntelgrade von 15° differierten.

Dafll die Konzentration der Hdmoglobinldsung einen sicher
feststellbaren EinfluR nicht ausubt, das zeigen meines Erachtens
die unter 2 und 3 der untenstehenden Tabelle 6 aufgefihrten
Versuche.

Tabelle 6.
cem CO Druck  Temperatur g Hb Bemerkungen
pro 1 g Hb in 100 ccm
1 1,57 774,3 15,4« 1,37 ohne Hydrazin
2 1,13 686,9 15,7° 1,50 mit *
3 1,27 691,0 15,9° 11,51 > >
4 1,06 701,1 4,9° 1,33 » >

*) Arch. f. Anat. u. Phys. (Physiol. Teil), 1894, S. 155ff.
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Die Resultate dieser beiden Versuche weichen allerdings
erheblich voneinander ab; immerhin ist die Differenz entfernt
nicht so grof3 wie diejenige zwischen den Versuchen 1 und 2, die
hinsichtlich Konzentration und Temperatur sich ohne weiteres,
vergleichen lassen (bezlglich des Druckes sei auf das Folgende
verwiesen).

Ein Teil der Differenz ist sicher auf folgenden Umstand
zurickzufuhren.

Die von einer Hamoglobinlésung aufgenommene Gasmenge
setzt sich bekanntlich aus 2 Teilen zusammen: der eine Teil
wird dem Henrysehen Gesetz entsprechend von der Losung
physikalisch absorbiert, der andere wird chemisch gebunden.l)
Einer direkten Bestimmung ist nur die Summe dieser beiden
Teile zuganglich und eine Feststellung der von 1 g Hamo-
globin chemisch gebundenen Gasmenge kann deshalb nur unter
Zugrundelegung mehr oder weniger willktrlicher Annahmen
Uber die GroRe des physikalisch absorbierten Teils geschehen.

Die for meine Versuche verwendeten Hamoglobinlésungen
enthielten rund 0,9°/0 NaCl. Nach vorlaufigen Versuchen ist
der Absorptionskoeffizient einer 0,9°/oigen NaCl-Lésung flr
Kohlenoxyd bei 15,37 cii-3 = 0,023 und diese Zahl ist der
Berechnung der Versuche mit etwa 1,5—2°/0 Hamoglobin zu-
grunde gelegt. Bei Versuch 3 wurde der héheren Hamoglobin-
konzentration wegen statt 0,023 die Zahl 0,020 und bei 4 wegen
der um 10° niedereren Temperatur die Zahl 0,025 eingesetzt.

Noch ein Wort uber den EinfluR des Druckes. Die beiden
unter 1 und 2 der Tabelle 6 aufgefihrten Versuche sind trotz
der etwa 90 mm betragenden Druckdifferenz sehr wohl ver-
gleichbar. Kohlenoxydhamoglobin ist bekanntlich eine ziemlich
feste Verbindung, deren Bestand von dem dber der Lo6sung
herrschenden Kohlenoxyddruck nur wenig abhéangig ist, wenn
nur daflr gesorgt ist, dal} Uberhaupt Kohlenoxyd in der Atmo-
sphéare uUber der Loésung sich findet, wie die einer Arbeit von
Hufner2) entnommene Tabelle zeigt:

* Auch dieser Teil ist abhangig von dem Partiardruck, unter dem
das mit Hamoglobin reagierende Gas Uber der Ldsung steht.
Arch. f. Anat. u. Phys. (Physiol. Abt.). 1895, S. 222,
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Pc ! ;
X 100—x

mm

0.5 12,0 874

1,0 0.9 93,1

2,5 97,1

50 1A 98.0 :
10.0 0.7 99,3
80,0 0.2 99.8
50,0 0,15 99.85 -

100,0 o 99,93

In dieser Tabelle bedeutet p, den Druck des GO-Gases
in der Atmosphare Uber der Loésung, x die Prozente* H&mo-
globin, 100—x die Prozente Kohlenoxydh&moglobin. Aus der
Tabelle ergibt sich, dal} bei Drucken, unter denen ich meine
Versuche anstellte, eine selbst recht grolRe Differenz in den
Drucken zweier Versuche von nachweisbarem EinfluR auf die
chemisch gebundenen Kohlenoxydmengen, nicht sein kann. Die
Differenz in den Resultaten der Versuche 1 und 2 (Tabelle 6)
und der auf Seite 189 aufgefihrten beiden Reihen ist somit
zweifellos auf die Wirkung des Hydrazins zurtekzufihren.

Sobald die Jahreszeit es gestattet, denke ich auf die
Absorptionsversuche wieder zuriickzukommen und werde zu-
néchst versuchen, die Frage nach der GrofRe der von Hamo-
globinlésungen verschiedener Konzentration physikalisch ab-
sorbierten Gasmengen auf eine sichere Basis zu stellen. Erst
wenn diese Aufgabe befriedigend geldst ist, kann die Frage
nach der GroRe der von 1 g Hamoglobin chemisch gebundenen ™
Gasmenge definitiv geldst werden.

Tubingen, Anfang Juni 1910.



