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Einleitung.

Eine der wichtigsten Fragen fir das Verstandnis der Blut-
krankheiten, Andmie und Polycyth&mie, ist die nach dem Sauer-
stoffbindungsvermégen des Blutes. Bevor man jedoch damit
beginnt, Versuche (ber die Gasbindung des pathologischen Blutes
anzustellen und aus diesen Versuchen irgend welche Schliisse
zu ziehen, muB man dariber im klaren sein, wie die Verhalt-
nisse bei normalem Blut und bei dem aus normalem Blut dar-
gestellten krystallinischen Farbstoff liegen. Schon hierlber findet
man in der Literatur die widersprechendsten Angaben. In einer
Reihe von Arbeiten, die sich Uber einen Zeitraum von 30 Jahren
erstrecken, hat Hufner auf Grund sorgfaltiger Versuche den
Satz aufgestellt, dal die Lichtextinktion, die Sauerstoffaufndhme
und der Eisengehalt des im normalen Blut enthaltenen H&mo-
globins zu einander in konstanter Beziehung stehende Grofien
seien. Den absoluten Wert dieser GroRen hat er durch ver-
besserte Methodik immer genauer zu ermitteln versucht. Gegen
diese einfache und wahrscheinliche Anschauung, nach der das
Oxyhdmaoglobin ein einheitliches, scharf charakterisiertes, chemi-

") Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung vom Rockefeller Institute
for Medical Research (New-York) ausgefihrt.

12«



17* E. E. Butterfield,

sches Individuum sei, hat Bohr im Jahre 1891 eine Reihe
von Bedenken erhoben. Auf Grund eigener Versuche und
unter Heranziehung der &lteren einander widersprechenden An-
gaben Uber die Menge des von 1 g Hamoglobin gebundenen
Sauerstoffs sowie Uber den Eisengehalt des Hamoglobins, hat
Bohrl) sich berechtigt gefuhlt, «die Aufmerksamkeit auf das
Vorkommen verschiedener Modifikatienen des Oxyhamoglobins
hinzuleiten». Diese Modifikationen sollten sich dadurch charak-
terisieren, «dal die von ihnen gebundene Sauerstoffmenge fir
jede von verschiedener GroRe ist». Im Gegensatz zu der herr-
schenden Ansicht Gber das Hamoglobin weist er nach, «dal
das auf gewohnliche Weise aus dem Blute dargestellte kri-
stallinische Hamoglobin eine Mischung verschiedener einander
verwandter Stoffe ist und daf die von demselben per Gramm
gebundene Sauerstoffmenge nicht konstant ist*. (S. 76.) Uber
die konstitutiven Unterschiede seiner verschiedenen Hamoglo-
bine sagt Bohr: «Die starken Variationen in dem Eisengehalt
und dem Molekulargewicht beriihren selbstverstandlich nicht
notwendig den sauerstoffbindenden, eisenhaltigen, gefarbten Kern
des Hamoglobinmolekiils, sondern lassen sich ebensowohl her-
leiten aus den Variationen des anderen, nicht geférbten Teiles,
des zweiten der beiden Teile, aus denen, wie wir es uns vorstellen,
das Hamoglobinmolekil zusammengesetzt ist» (S. 92.) Bohr
geht aber noch viel weiter, indem er, auf eine tabellarische
Zusammenstellung seiner Werte der Lichtextinktion, der Sauer-
stofFaufnahme und des Eisengehaltes verschiedener, durch
Zusatz von Ather gewonnenen Hamoglobinpréparate hinweisend,
sagt: «Wovon nun die Verdnderungen des Eisengehaltes und
des Molekulargewichtes herriihren mogen, so geht es ferner
aus der Tabelle mit Sicherheit hervor, dal die Zusammen-
setzung des gefarbten Kernes im Hamoglobin eben-
sowenig konstant sein kann.» Dieser letzte merkwirdige
Schlul) steht in schroffstem Widerspruch zu den Untersuchungen
von Nencki und seinen Schiilern, von Hufner, Kister und
Pregl.

\ Zitate sind den Arbeiten Bohrs im Skandinavischen Archiv
f. Physiologie, Bd. Ill, 1892. wdrtlich entnommen.
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Wir wollen uns an dieser Stelle nicht weiter auf den
Streit zwischen Hufner und Bohr einlassen, uns vielmehr
darauf beschrénken, gegen diesen Satz Bohrs einige neuere
Arbeiten aus dem Tubinger Institut anzufiihren. Direkte Beweise
fir die Konstanz des Verhéltnisses von Eisengehalt zu Gas-
bindungsvermégen sind von Huafner und Kusterl) und von
Pregl?) fir das Kohlenoxyhdmochromogen erbracht worden.
Hervorzuheben ist, dal3 bei diesen Versuchen die in Frage stehende
Beziehung durch gravimetrische und volumetrische Methode unter
Ausschlul’ spektrophotometrischer Methoden ermittelt worden ist.
Die Resultate dieser Versuche stimmen mit den gasanalytischen
Versuchen Hufners, welchen spektrophotometrische Bestim-
mungen als Grundlage dienten, vollkommen tberein. Damit fallt
der von andern ofters erhobene Einwand gegen die quantita-
tive Bestimmung der Hamoglobinderivate mittels des Spektro-
photometers.

Die Resultate einer groReren Versuchsreihe Uber kry-
stallisiertes Hamoglobin falt Bohr in folgenden Worten
zusammen: «Ein aus verschiedenen Blutproben darge-
stelltes Hamoglobin ist ein Produkt, welches, von der
Lage der Absorptionsstreifen abgesehen, in gar keinem
wesentlichen Charakterzug konstant ist.» (S. 94.)

Nachdem Bohr den Begriff der Hdmoglobine mit verschie-
denem Sauerstoffbindungsvermdgen aufgestellt hat, 143t er Ver-
suche mit frischem, defibriniertem Hundeblut folgen, aus denen
er dieselben Schlisse bezuglich Eisengehalt, Lichtextinktion und
Sauerstoffaufnahme zieht, wie er sie schon fir den krystalli-
sierten Farbstoff gezogen hat. Diese Schliisse Uber «den in
den Blutkdrperchen noch eingeschlossenen Farbstoff» sind in
Bohrs eigenen Worten folgende: «Das Verhdltnis zwischen
dem Eisengehalt und der Lichtextinktion des Blutes ist in
Wirklichkeit kein konstantes» (S. 103), und «die Menge Sauer-
stoff, welche im Blute einer Einheit absorbierten Lichtes ent-
spricht, ist ganz so verdnderlich als die Menge, welche per

) Hufner und Kuster, Arch. f. Anat. u. Physiol.,, physiol. Abtl.,
Suppl., 1904, S. 387.

*) F. Pregl, Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, 1905. S. 173
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Gramm Eisen gebunden ist» (S. 107.) Diese Zitate lassen,
glaube ich, die Ansichten Bohrs Uber diesen Gegenstand klar
erkennen. Ich habe mich mit Absicht auf die diesen Gegen-
stand berthrend experimentellen Arbeiten Bohrs beschrankt,
da er sich auf sie in seiner Zusammenstellung, «Blutgase
und respiratorischer Stoffwechsel* im Handbuch der Physio-
logie von Nagel wiederholt beruft, ohne fir seine von Hifnerl)
widerlegten Behauptungen neue Beweise zu bringen.

Diese auf Tierversuche sich stltzenden Anschauungen
Bohrs sind von mehreren Seiten aufgenommen worden. Die
Annahme Bohrs von der Existenz von Hamoglobinen mit ver-
schiedenem Sauerstoffbindungsvermégen bringt es nahe, ahn-
liche Betrachtungen auf die Menschenpathologie zu Ubertragen
und in der Bildung eines Gemisches von vorwiegend sauer-
stoffreicheren bezw. sauerstoffarmeren Hdmoglobinen bei Andmie
und Polycythdmie die Mdglichkeit eines Kompensationsvorganges
zu suchen. Versuche, die dies beweisen sollen, liegen tatsach-
vor. So findet Mohr2) bei andmisch gemachten Hunden ein er-
hohtes Sauerstoffbindungsvermégen des Blutes und Lommel3)4
ein um fast die Halfte des normalen Wertes erniedrigtes
Sauerstoffbindungsvermdgen, des Menschenblutes bei Polycyt-
hadmie. Diesen Arbeiten steht die groRere an Menschenblut
ausgefihrte Untersuchung von Kraus, Kossler und Scholz)
gegeniber. Aus ihren Versuchen (Hadmoglobin mit dem Glan-
schen Spektrophotometer, Sauerstoff mit der Blutgaspumpe
bestimmt) schlieRen die genannten Autoren, sie hatten Kkeine
Tatsache gefunden, welche den Satz, daf im Blut von gesunden
und andmischen Menschen einerlei Hdmoglobin vorhanden ist,
umstoRen wirde. Dieselben Forscher wiesen nach, daf die Sauer-
stoffkapazitat des defibrinierten Blutes andmischer Menschen mit
dem auf spektrophometrischem Wege ermittelten Hamoglobin-

) Hufner, Arch. f. Anat. u. Physiol., physiol. Abtl., 1894, S. 130.

*) Mohr, Zeitschr. f. exp. Pathol, u. Therapie, Bd. Il, S. 435.

3) Lommel. Deutsch. Arch. f. klin. Med., Bd. LXXXVII, S. 329,
Bd. XCilI, S. 83.

4) Kraus, Kossler und Scholz, Arch. f. exp. Palhol. u. Phar-
makol., Bd. XLII.
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gehalt anndhernd parallel abnimmt. Bohrl) glaubt dié Resul-

tate dieser Autoren anders deuten zu missen und sieht in
den teilweise allerdings ziemlich stark schwankenden Werten
nicht etwa methodische Fehler, sondern eine Stiitze seiner An-
schauungen Uber die inkonstante Zusammensetzung des Blut-
farbstoffs. In neuerer Zeit hat Morawitz* mit der Haldane -
Barcroftschen Ferricyanidmethode der Bestimmung der Sauer-
stoffkapazitdt und mit der kolorimetrischen Bestimmung des
Hamoglobins eine Parallelitit der beiden Werte beim normalen
Menschen, bei Andmie und Polycythdmie gefunden; die Werte
sind indessen keine absoluten.

Die Ubersicht (ber das umfangreiche Versuchsmaterial
ist noch weiter erschwert worden durch die neuerdings auf-
gestellte Behauptung, dal3 das frische Blut vieler gesunder Tiere
methdmoglobinhaltig und daB darin der Grund fiir die verschie-
denen Werte der Sauerstoffbindung zu suchen sei. Durch diese
Annahme versucht H. Aron3) die Differenzen zwischen den
Resultaten Hifners und Bohrs aufzuklaren. Bohr habe keine
Konstanz fir das Verhaltnis zwischen Sauerstoffaufnahme, Licht-
extinktion und Eisengehalt gefunden, meint Aron, weil er in
einer Gegend des Spektrums gemessen habe, in der das Vor-
handensein von Methdmoglobin sich am deutlichsten bemerk-'
bar macht, und weil er alle untersuchten Blutproben zur Be-
rechnung des Verhaltnisses von Lichtextinktion und Sauerstoff-
kapazitat verwertet habe, wahrend Hufner samtliche Blutproben,
die nicht seine optische Konstante fiir Oxyhdmoglobin zeigten,
zu Gasversuchen nicht verwertet und auf diese Weise Konstanz
erreicht habe. Die Behauptung, daf frisches Blut Methdmo-
globin neben Oxyh&moglobin enthalte, stutzt sich hauptsachlich
auf eine Reihe von stark schwankenden Messungen mit dem
Hifnersehen Spektrophotometer.

Es sei hier nebenbei bemerkt, daR in Blutproben, die bei
richtiger Aufstellung des Hifnerschen Apparates die gleichen

) Bohr, Nagels Handbuch d. Physiol., Bd. I, S. 98.

*) Morawitz und R6hmer, Deutsch. Arch. f. klin. Med., Bd. XCIV
S. 52b.

5 H. Aron, Biochem. Zeitschr., Bd. HI, S. 10.
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spektropihotometrischen Werte wie die Aronschen aufweisen,

Meth&dmoglobin in Mengen, die sieh leicht spektroskopisch
nachweisen lassen, vorhanden ist. Bis jetzt hat jedoch noch
niemand behauptet, den Methdmoglobinstreifen im normalen
Blut gesehen zu haben.

Aus diesen sich widerstreitenden Literaturangaben sieht
man, wie sehr es notig ist, darlber Klarheit zu schaffen, wie
die Verhédltnisse tatsdchlich liegen. Bis jetzt liegt weder fir
normales Blut noch fiir Blut bei verschiedenen Krankheiten
eine groRere Untersuchung Uber Lichtextinktion, Gashindungs-
vermogen und Eisengehalt vor. An der Hand einer solchen
mit guter Methodik durchgeflihrten Untersuchung mul3 es sich
leicht entscheiden lassen, ob bestimmte Beziehungen, die auf
eine konstante Zusammensetzung des H&moglobinmolekdls hin-
weisen, herrschen, oder ob Eisengehalt, Lichtextinktion und
Sauerstoffaufnahme in durchaus regelloser Beziehung zu ein-
ander stehende GroRen sind. Die vorliegende Arbeit gliedert
sich daher naturgemaB in drei Teilé:

I. Spektrophotometrischer Teil.
Il. Gasanalytischer Teil.
I1l. Eisenbestimmungen.

I. Spektrophotometrischer Teil.
Glschichtliches und Theoretisches. Die Prinzipien

der Spektrophotometrie sind schon von vielen Autoren, nament-
lich Vierordt, Hufner, Lambling, Gherbuliez und Saint-
Martin. elementar und zusammenfassend dargestellt worden.
Trotzdem ist eine kurze Klarlegung der Prinzipien an dieser
Stelle notwendig, da neuere Arbeitenl) auf diesem Gebiete
eine ziemliche Verwirrung in die an sich recht einfachen Ver-

5 H. Aron und F. Muller, Arch. f. Anat. u. Physiol., physiol. Abtl.,
Suppl., S. 109.
H. Aron, Biochem. Zeitschr., Bd. IlI, S 1.
F. Muller, Handbuch d. Biochemie, herausgegeben von Oppen-
heimer, Bd. |, S. 654.
J. Plcsch, Hamodynam. Studien, Berlin 1909 (Aug. Hirsch-
wald), S. 53.
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héltnisse gebracht haben. Es sei deshalb in aller Kiirze an
die physikalischen Gesetze der Lichtabsorption und der meR-
baren Abschwachung des Lichtes durch Polarisationsvorrich-
tungen sowie an die Anwendung dieser Gesetze im allgemeinen
und im speziellen Fall des Blutfarbstoffs erinnert.

Die Absorption des Lichtes folgt folgenden Gesetzen.

I. Die Menge des durchgelassenen Lichtes ist der
des auffallenden proportional.

Hierbei ist von Lichtverlusten durch Reflexion abgesehen.
Wenn man sich das auffallende Licht aus parallelen Strahlen
homogenen Lichtes denkt, so ist

II. Die Menge des durchgelassenen Lichtes der
Schichtdicke des absorbierenden Korpers umgekehrt
proportional, oder anders ausgedriickt, gleiche Schicht-
dicken eines Kdorpers absorbieren immer den gleichen
Bruchteil des auffallenden Lichtes.

Es sei J die Intensitat des auffallenden, J' die des durch-

gelassenen Lichtes, dann ist die Proportionalitdt durch ;= a

gegeben, wobei a eine von der Natur des Korpers und von
der Wellenldnge des Lichtes abhdngige Konstante ist; « ist,
wie leicht ersichtlich, der Bruch, mit dem man die auffallende
Lichtmenge multiplizieren muf, um die Menge des durdi-
gelassenen Lichtes zu erfahren, es ist also J' = Ja. Wenn
nun a der Bruchteil des durchgelassenen Lichtes fiir eine Ein-
heit der Schichtdicke ist, dann wird J', da gleiche Schicht-
dicken einer Substanz immer gleiche Mengen Licht absorbieren
bezw. immer den gleichen Bruchteil hindurchlassen, nach Pas-
sieren von 2, 3 oder d hintereinander stehenden Schichteinheiten
Jaz, Jad, .o Jad sein.
Die Beziehung
J' = Jad

ist der einfachste Ausdruck der Absorptionsgesetze. Die Gleichung
macht die Proportionalitdt der durchgelassenen und der auf-
fallenden Lichtmenge und das geometrische Verhéltnis der
Lichtschwéchung zu der Schichtdicke anschaulich, a ist ein
Zahlenfaktor, der fir jeden absorbierenden Kdorper charakte-
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ristisch ist und dessen Wert sich mit der Wellenlange &ndert.
Man rechnet in der Photometrie farbiger Substanzen nicht
direkt mit der Menge des absorbierten Lichtes, sondern mit
einem Koeffizienten, wie a, der angibt, den wievielten Teil der
auffallenden Lichtmenge die absorbierende Substanz noch durch-
lakt. Im folgenden haben wir es ausschlieflich mit Kdrpern
zu tun, bei denen eine auswahlende Absorption stattfindet,
d. h. mit Korpern, die bei einzelnen Wellenldngen viel starker
absorbieren als bei den Ubrigen, und die daher farbig erscheinen.
Die Anwendung der eben besprochenen Prinzipien zur quanti-
tativen Beslimmungsmethode fir farbige Substanzen ergibt sich
von selbst. Man kann sich eine beliebig dicke Schicht einer
Loésung eines farbigen Korpers aus vielen kleineren gleichgroRen
hintereinander stehenden Schichten zusammengesetzt denken.
In einem homogenen System sind gleichviel Molekile in gleich-
dicken Schichten enthalten. Je mehr absorbierende Molekiile
sich dem Gang der Lichtstrahlen in den Weg stellen, desto
groRer wird, ceteris paribus, der Lichtverlust sein. Ob eine
ganz bestimmte Anzahl Molekiile auf einer dinneren oder
dickeren Schicht verteilt ist, ist fur den Effekt — die GroRe
der Absorption — ganz gleichgiltig und deshalb kénnen Schicht-
dicke und Konzentration miteinander vertauscht werden. Das
Absorptionsvermdgen eines Korpers ist also der Konzentration
bezw. Schichtdicke proportional. Der Beweis hierflr ist zuerst
von Beerl) erbracht worden.

In der Spektrophotometrie wird a als Mal der Licht-
extinktion nur selten gebraucht. Man bedient sich einer anderen
durch Bunsen und Roscoe eingefiihrten und jetzt fast all-
gemein eingeblrgerten Einheit als Mall der Lichtschwéchung.
Diese Einheit, der Extinktionskoeffizient, ist lediglich aus rech-

Beer. Poglendorffs Annalend.Physik,Bd.LXXXVI,S.78,1852.

Siehe ferner: Vierordt, Die Anwendung des Spektralapparates usw.,

Tlbingen 1878; E. Miuller, Drudes Annalen d. Physik, Bd. XII, S. 767,

und F. Grinbaum, ebendas., S. 1004, 1903; Hantzsch und Glover,

Ber. d. Deutsch, ehern. Ges., Bd. XXXIX, 4153, 1906; Hantzsch, Ber.,

Bd. XL. 1556, 1907, und Bd. XLI, 213 und 217, 1908; Hantzsch,
Zeilschr. f. physikal. Chemie, 1908.
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nerischen Grinden gewéhlt worden. Die Proportionalitidt der
durchgelassenen Lichtmenge zu der auffallenden ist durch das
Experiment fur endliche Schichtdicken streng gliltig gefunden
worden. Man darf annehmen, daR die Proportionalitdt auch
fur unendlich kleine Schichtdicken gilt. «Geht man von dieser
Annahme aus und nennt man J die Lichtintensitat vor der
Durchstrahlung, J' die Lichtintensitat nach Durchstrahlung einer

Kdorperschitht von der Dicke d, und nennt man endlich - die
e

Dicke der Korperschicht, nach deren Durchstrahlung die In-
tensitdt der einfallenden Strahlen auf »fio herabgesunken ist,
so hat man zwischen der durchgelassenen Lichtmenge J und
der Dicke der durchstrahlten Schicht die Gleichung:

J' — J+10-€&d
und daraus

Wir werden von jetzt ab nur e als Mal der Licht-
schwéchung gebrauchen.

Dricken wir die Lichtextinktion mit e aus, dann &Rt
sich die Proportionalitat zwischen dem Lichtextinktionsvermdgen
eines Korpers und der Konzentration auf die folgende Form
bringen :

ci = oder

—E; Cc2 C3
wobei £j, e und € die zu den Konzentrationen c,, ¢2 und ¢
zugehorigen Extinktionskoeffizienten bedeuten. Driicken wir
die Konzentration als Grammolekile im Liter aus, dann er-
halten wir das spezifische Lichtextinktionsvermdgen eines
Korpers. Dieses wird als Molekularextinktion, E, bezeichnet
und ist bei gegebener Wellenldnge eine spezifische Eigenschaft
des betreffenden Korpers.

Die Proportionalitdét kann wiederum ebensogut durch

* Bunsen und Roscoe. Photochemische Untersuchungen, Pogg.
Annalen d. Physik, Bd. ClI, S. 237. j
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= konst.

zum Ausdruck gebracht werden, nur hat hier natirlich die

Konstante einen anderen Zahlenwert. Diese Konstante wird

nach Vierordt das Absorptionsverhaltnis, A, bezeichnet.
Die letztere Form,

ct __ ¢ __ = A

ist die Form, in der das Beersche Absorptionsgesetz am meisten
angegeben wird. Wenn man das AbsorptionsVerhéltnis einer
Losung eines farbigen Korpers ermittelt hat, so kann man aus
dem Extinktionskoeffizienten die Konzentration anderer Lésungen

desselben Korpers berechnen; denn da ¢ = A ist, so ist

¢ = £A. Indiesem Fall bedeutet ¢ immer die Bruttokonzentration.

Messung des Extinktionskoeffizienten. Aus der
Beziehung e = ”log 'j, ersient man, dal es zur Berechnung

des Extinktionskoeffizienten nur nétig ist, das Verhaltnis von
J zu J' zu ermitteln, da die Schichtdicke der Ldsung, d, sich
sehr leicht direkt messen laRt. Die Messung des Verhéltnisses
der beiden Lichtintensitdten kann auf verschiedene Weise vor-
genommen werden. Meistens benltzt man Licht von nur einer
Lichtquelle, um mittels Linsen und Prismen zwei neben- oder
ubereinander liegende Gesichtsfelder gleichmaRig zu beleuchten.
Der Gang der Strahlen wird so angeordnet, dafl in den einen
Strahlengang die absorbierende Ldsung gebracht werden kann,
wahrend in dem anderen irgend eine Vorrichtung zur meR-
baren Abschwachung des Lichtes sich findet. Im folgenden
werden wir es nur mit der Lichtschwéchung durch eine Polari-
sationsvorrichtung zu tun haben. Fallt linear polarisiertes
Licht, von der Schwingungsrichtung OG und der Amplitude Oe
(Fig. 1) auf ein Nicolsches Prisma, dessen Hauptschnitt OA
mit OG einen Winkel a bildet, dann wird das Licht in zwei
Komponenten Oa und Ob zerlegt, von denen nur die im Haupt-
schnitt schwingende Oa durchgelassen wird.
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B

a
Fig- 1-

Da die Intensitat gleich dem Quadrat der Amplitude ist,
so ist die Intensitdat des durchgelassenen Strahles gleich cos2a.
sind OC und OA parallel, so geht alles Licht durch; steht OC
senkrecht auf OA, dann geht kein Licht durch. Wenn man
zwei Nicols anwendet, so kann man mit dem einen linear
polarisiertes Licht erzeugen und mit dem anderen das polari-
sierte Licht mefl3bar schwachen. Man trifft die Anordnung so,
daB in dem einen Strahlengang die absorbierende Ldsung und
in dem anderen der polarisierende Nicol sich finden und dal
beide Strahlengdnge dann den zweiten Nicol durchsetzen;
durch Drehung dieses letzteren stellt man auf gléiche Helligkeit
der beiden Gesichtsfelder ein. Man dreht von der Stellung
aus, bei der die Hauptschnitte der beiden Nicols einander
parallel sind, d. h., in der Stellung, wo alles Licht von dem
ersten Nicol durch den zweiten ungeschwécht hindurchgeht.
Sind in dieser Stellung der Nicolschen Prismen beide Gesichts-
felder vor Einschaltung der absorbierenden Lésung gleich,
dann ist nach Einschalten der Ldsung die Intensitit des durch-
gelassenen Lichtes gleich cos? desjenigen Winkels, um welchen
man die Hauptschnitte der beiden Nicols gegeneinander drehen
mulite, um gleiche Helligkeit der beiden Gesichtsfelder zu er-
zielen. Nehmen wir die auffallende Lichtintensitat zu 1 an
und arbeiten wir ausschliellich mit einer Schichtdicke von
Icm (wie es bei dem Hifnerschen Apparat Ublich ist), so
erhélt die Definitionsgleichung des Extinktionskoeffizienten die
folgende einfache Form,

g = — log cos2a = — 2 log cosa.

AndereVorrichtungen zur meRRbaren Schwachung des Lichtes
auller den Polarisationsvorrichtungen sind laterale Spaltver-
engerung oder die quadratische Blende und der rotierende Sektor.
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Die Absorptionsgesetze gelten nur fir homogenes Licht.
Um dieses zu erzeugen, wird das Licht durch ein dispergierendes
Prisma zerlegt und die Extinktion bei bestimmten Wellen-
langen gemessen.

Anwendung auf das Blut.

1. Quantitative Bestimmung des Oxyhamoglobins
im Blut. Da der Exlinktionskoeffizient sich auf I1°/o Genauig-
keit mit einem guten Spektrophotometer bestimmen [aBt, und
da die Herstellung einer Ldsung von bekanntem Gehalt an
mehrmals umkrystallisiertem H&moglobin keine allzugroRe
Schwierigkeit bietet,)) kann man das Absorptionsverhaltnis A
fir den betreffenden Apparat bei gegebener Wellenlange end-
gultig bestimmen. Bei den Bestimmungen des Oxyhdmoglobin-
gehaltes des Blutes ist es nur ndétig, den Extinktionskoefli-
zienten e einer genau verdinnten Lésung mit A zu multiplizieren,
um gemald der Beziehung, ¢ = e+ A, natirlich unter Berick-
sichtigung der Verdinnung die Konzentration zu erfahren.
Das AbsorptionsVerhaltnis wird nach Hufner an zwei Stellen
im Spektrum des Oxyhamoglobins bestimmt; bei dem Minimum
der Absorption im Gelb, einer mittleren Wellenlédnge von 560 pu
entsprechend, und in der Mitte des zweiten Streifens im Grin
bei 538 pp. Mit einem richtig aufgestellten Hufnerschen
Apparat a3t sich das Oxyhamoglobin im Blut auf 2,5°/o
Genauigkeit bestimmen.

2. Charakterisierung eines Korpers. Mit Rucksicht
auf das grolie Molekulargewicht des Hamoglobins und die damit
verbundene Unsicherheit bei seiner Bestimmung hat man bis
jetzt die Molekularextinktion nicht als spezifische Eigenschaft
des Blutfarbstoffs herangezogen. Vielmehr hat HUfner zur

‘) Man ist allerdings gezwungen, zur Herstellung der Ldsung einen
Umweg einzuschlagen. Da das Oxyhamoglobin nicht vollsténdig getrocknet
werden kann, ohne sich teilweise in Methamoglobin umzuwandeln, stellt
man die Losung in der Weise dar, dal man den feuchten Krystallbrei
nach mdglichst vollstandiger Befreiung von der Mutterlauge durch Zentri-
fugieren in Wasser l6st und in einem Teil der Lésung den Trockenrick-
stand bestimmt.
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Charakterisierung des Hamoglobins von einem anderen sehr
einfachen optischen Verfahren Gebrauch gemacht. Wie oben
erwahnjt wurde, wird das Absorptionsverhaltnis fiur das. Oxy-
hamoglobin immer fur zwei Regionen im Spektrum ermittelt.
Jedes dieser Absorptionsverhaltnisse stellt eine Konstante dar,
und die Konzentrationsberechnung muf3 gleich ausfallcn, gleich-
gultig welches A und der dazugehdrige Extinktionskoeffizient
der Berechnung zugrunde gelegt werden. Es ist also,
c = Ae = AV,
wobei im speziellen Fall der Blutfarbstoffe A das Absorptions-
verhéltnis fur die Region 554 mp — 565 pp und e der in dieser
Gegend gemessene Extinktionskoeflizient sind, und A' das
Absorptionsverhaltnis fir 531,5 pp 542 pp und €' der Extink-
o
e*
Fur eine beliebige andere Konzentration c2 haben wir ebenfalls

tionskoeffizient in dieser Region. Daraus erhalten wir A -

. A * .
Ae, = AV2 = c¢2? und wieder daraus ~ =€2-2; folglich
€
€ €<
ist = — Man ersieht hieraus, daR der Quotient zweier
£ n2

an verschiedenen Stellen im Spektrum gemessenen Extinktions-
koeffizienten eine Konstante ist, die unabhéngig von der Kon-
zentration und charakteristisch fir den betreffenden Farbstoff
ist. FOr die verschiedenen Blutfarbstoffe ist der Zahlenwert
des Quotienten verschieden und eben deshalb ein sehr wichtiges
Hilfsmittel zu ihrer Identifizierung. Unter den Hufnerschen
Versuchsbedingungen (Breite des Eintrittsspaltes 1,40 mm, Spek-
tralgegend wie oben angegeben, Rauchglaskeil auf 0,5) ist der
Wert des Quotienten z. B. flir Oxyhamoglobin 1,58, fir Methamo-
globin 1,19, Kohlenoxydhamoglobin 1,10 und fur das reduzierte
Hamoglobin 0,76.

3. Gleichzeitige quantitative Bestimmung zweier
Farbstoffe im Blut. Das Prinzip beruht darauf, daB, wenn
man zwei Farbstofflosungen, die nicht chemisch miteinander
reagieren, mischt, die Extinktion des Gemisches die algebraische
Summe der Extinktionen der Komponenten darstellt. Wenn

man bei 2 verschiedenen Wellenlangen mifdt, am besten dort,
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wo die Extinktionen der beiden Farbstoffe mdoglichst vonein-
ander verschieden sind, kann man nach Vierordt aus den
Extinktionskoeffizienten des Gemisches und den Absorptions-
verhéltnissen beider Farbstoffe zwei Gleichungen mit zwei
Unbekannten aufstellen, und nach der einen oder der anderen
Unbekannten auflésen. Damit ist die Mdglichkeit gegeben,
aus einer Lichtextinktionsmessung in zwei Regionen im Spektrum
den absoluten Gehalt einer Losung an zwei Farbstoffen zu be-
rechnen. Voraussetzung dabei ist die Kenntnis von den vier
Absorptionsverhaltnissen,

Bei physiologischen Arbeiten kommt es nicht so hé&ufig
darauf an, die absolute Menge der beiden Farbstoffe als viel-
mehr den prozentualen Gehalt der Lésung an beiden Kdérpern

zu erfahren. Fur die Hamoglobinderivate hat Hufner das
Mischungsverhéltnis zwischen 2 Derivaten aus Anderung des

fc'

Quotienten —- abgeleitet. Hat man, beispielsweise, ein Ge-

misch von Oxyhamoglobin, — = 1,58, und reduziertem Hu-
o

moglobin, — = 0,76, dann mufl} der Quotient des Gemisches

einen Wert haben, der zwischen diesen beiden Zahlen liegt.
Man kann mit Hilfe einer Interpolationsformel die Prozente
Oxyh&moglobin oder Hamoglobin fur alle zwischenliegende Werte

von 6 berechnen. Tabellen mit diesen Werten fiir Gemische

von Oxyhamoglobin und reduziertem H&moglobin, Oxyh&mo-
globin und Kohlenoxydhdmoglobin und Oxyhamoglobin und
Methamoglobin sind schon von HuUfnerl) angegeben worden.

Experimentelles.
Nach den Absorptionsgesetzen stellt der Quotient — fir

chemisch einheitliche Stoffe eine Konstante dar. Er ist daher
tir-das Studium des Blutfarbstoffes auferordentlich wichtig.
Wenn das normale mit Sauerstoff gesattigte Blut nur einen

9 Hufner, Arch. f. Anat. u. Physiol., physiol. AbtL, 1809, S. 39.
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Farbstoff enthalt und dieser eine einheitliche Zusammensetzung
hat, dann muf} bei gleich bleibenden Versuchsbedingungen

immer denselben Wert haben, und zwar sowohl flr das frische
Blut, als auch fir das aus dem Blut krystalliniseh dargestellte

Oxyhamoglobin. Konstanz der Beziehung - fir das krystalli-

nische Oxyhdmoglobin wie auch fur das Blut verschiedener
Tiere ist von Hufner und seinen Schillern, von Lambling,
Cherbuliez und Saint-Martin, gefunden worden. Dagegen
ist von Bohr und seinen Mitarbeitern eine Inkonstanz des
Lichtextinktionsvermdgens des Blutfarbstoffes behauptet worden.
Ferner haben die Untersucher im ZuntzSehen Laboratorium,
insbesondere H. Aron, F. Miuller und J. Plesch, nicht nur

Inkonstanz flir — gefunden, sondern sie haben auch eine

wesentlich niedrige Zahl als Durchschnittswert dieses Quotienten

angegeben, als Hufner und andere ihn gefunden haben. Ohne

zundchst auf eine Erklarung dieser widersprechenden Resultate

einzugehen, m(jge< zuerst eine Reihe von eigenen Bestimmungen
e

des Wertes fir — an normalem Blut verschiedener Tiere und

an Losungen von Oxyhdmoglobin, das aus einigen dieser Blut-
proben dargestellt wurde, sowie einige Bestimmungen an nor-
malem und pathologischem Menschenblut und Menschenhdmo-
globin angefiihrt werden. Hier sei ausdriicklich betont, daf
die Zahlen Kkeine ausgesuchten sind, sondern daf} sie die
laufenden té&glichen Untersuchungen von Blutproben, die nach-
her zu Gasversuchen, Hamoglobindarstellung usw. verwendet
wurden, darstellen. (Tab. 1)

Aus dieser Tabelle geht mit Sicherheit hervor, dafl der

e S . .
Wert von — bei gleich gehaltenen Versuchsbedingungen ein

durchaus konstanter ist. Diese Konstanz gilt nicht nur fir
das frische normale Blut vom Menschen und von Tieren, sondern
auch fur das Menschenblut bei den wichtigsten Blutkrankheiten,
wie Polycythamie, Chlorose, pernizidse Anamie und Skorbut.
Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXII. 18



188 E. E. Butterfield

Tabelle I.

¢p und cp' bedeuten die Drehungswinkel des analysierenden Nicols
in den Regionen 564,6 ma — 556,1 ma und 542 ma — 533,5 ma; € und &'
sind die daraus berechneten Extinktionskoeffizienten.

Rinderblut.
: t ‘ @

¢ t € Gr;d Gr;d
0,563 0,883 1,57 58,45 68.80
0,943 1,51 1,60 70.27 79,83
0,>42 1,04 1,62 61,49 72,40
0.848 1,33 1,57 67,49 77,48
0,587 0,931 1.59 59,41 69,99
0,673 1,07 1,59 62,55 73,08
0,607 0,974 1,60 60,17 70,98
0,737 147 1.59 64,81 74,99
0,498 0,783 1,57 55,69 66,05
0,522 0,827 1,58 56,76 67,30
0,403* 0,642 1.59 51,06 61,47
0,560 0,884 1,58 58,33 68,82
0,622 0,988 4,59 60,75 71,29
0,655 1,04 1,59 61,95 72,39
0,685 1,07 1,56 62,97 73,11
0,527 0,833 1,58 56,96 67.47
0,549 0,860 1,57 57,90 68,19
0,587 0,920 1,57 59,43 69,72
o,m 0,741 1,58 54,35 64,78
0,506 0,795 1,57 56,04 66,39
0,493 0,782 1,59 55,47 66,02.
0,589 0,928 1,58 59,51 69,90
0,619 0,980 1,58 60,65 71,13
0,680 1.07 1,57 62,80 72,93
. 0,429 0,682 1,59 52,40 62,86
0,488 0,772 1,58 55,26 65,71
0,709 142 1,58 63,77 73,95
0,731 1,14 1,56 64,47 74,44
0,465 0,732 1,57 54,17 64,51

0,627 0,999 1,59 60,94 71,55



e Lichtextinktion usw. in normalen und krankhaften Zustanden. 189
Tabelle 1. Fortsetzung.
Rinderblut.

¢ g v CP <P,
Grad Grad
0.509 0,802 1,58 56,17 66,60
0,083 0,996 157 61,16 71,48
0.607 0,948 1.56 60,18 v 70,39
0,550 0,865 157 57,95 68,33
0.737 1,17 1,59 64,67 74,87
0514 0,807 157 56,41 66.74
0,671 1,06 1,58 62.49 72,81
0,576 0,901 1,56 58,98 (59,25
0.596 0,937 157 59,76 70,11
0,444 0,701 1,58 53,13 63,49
0,640 0,990 155 61,41 71,35
0.625 0,992 1,59 60,84 71,38
0,697 1,10 1,58 63,38 73,70
0,663 1,05 1,58 62,20 72,64
1 € N <

: ¢ e omd o

l .

Blut voin verschiedenen Tieren.
Huhn......cooovvvniiia, 0,569 0,918 1,61 58,72 * 69,67
RAttE.....ovvvverererereen, 0888 145 163 6892 7909
Kaninchen..........ccce........ | 0,481 0,759 1,57 5491 65,36
Plerd v I 0,637 1,00 1,57 61,28 71,64

Blut von gesunden und kranken Menschen.
Gesunder — ..cceeeiiennene 0,805 1,25 1,55 66,68 76,34
0,885 1,38 1,56 (*84 7817
Gicht - _...- 0,560 0,887 1,58 58,36 68,88
Nephritis.........ccccovvvennnne 0,645 1,02 1,58 61,58 72,00
0,764 1,22 1,59 6548 75,82
Herzklappenfehler . . . . 0,697 1,08 1,55 63,38 . 73,20
0,479 0,759 1,58 54,80 65,32
Hemiplegie................. 0,655 ; 1,03 157 61,92 72,16
0,761 | 119 1,56 65,40 75,20

13*
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Tabelle I. Fortsetzung.
€ €l 9 9
€ Grad Grad

! | r ! |
Blut von gesunden und kranken Men sehen.

Polycythdmie L........... 0,639 1,01 1,58 61,36 71,88
0,770 1,23 1,60 65,66 76,00
Polycythéamie Il. _ _ _ _ 0.617 0,974 1,58 60,56 70,98
0,702 1,12 1,59 63,54 73.96
Polycythamie Ill................ 0.614 1,01 1,57 6156  71.84
0.708 1,13 1,60* 63,74 74,10
Polycythamie IV. _ . _ . 0,600 0,952 1,57 60,12 70,48
0,696 M 1,59 63,32 73,82
Chlorose l....cooveviiinenne 0,489 0,773 1,58 55,30 6571
Chlorose ll.....cccoevvvvcevnnnn 0,767 1.22 1,59 65,56 75,80
0,930 1,49 1,60 69,96 79,60
Chlorose II. _ _ _ - _ . 0,721 1,13 1,57 64,14 74.10
0,897 1,43 1,59 69,14 78,90
Perniciose Anadmie (H). . 0,608 0,945 1,56 60,18 70,32
0,802 1,27 1,58 66,60 76,56
Pernicitise Andmie (M). . 0,705 1,11 1,57 63.64 73,80
0,884 1.40 1,58 68,80 78,44
Skorbut.......cccccooeiieinne 0,647 1,01 1,56 61,64 71.84
0,787 1,26 1.60 66,16 76,50
Pseudoleukamie I 0,697 1,12 1,59 63,38 73.94
0,867 1,36 1,57 68,36 77,96

Krystallisiertes Oxyhamoglobin.

Aus Rinderblutl. . . . . 0,640 1,01 1,58 61,37 71,69
0,797 1,27 1,59 66,45 76,59
Aus Rinderblut Il. ... 0,442 0,700 1,58 53,04 63,48
0,521 0,818 1,57 56,70 67,05
Aus Rinderblut Il . . . 0,654 1,05 1,61 61,90 72,52
0,908 1,41 1,55 69,42 78,68
Aus Pferdeblut................. 0,620 0,968 1,56 60,66 70,84
0,718 1,13 1,57 64,06 74,17
Aus Menschenblut _ - . 0,553 0,863 1,56 58,06 68,26
0,630 0,995 1,58 61,05 71,45
0,758 1,18 1,56 65,30 | 75,16

0,806 1,25 1,55 66,72 | 76,30
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. ¢ . .
Abgerundete Mittelwerte fur —— bei verschiedenen Blut- und

Hamoglobinarten.

Rinderblut (25 Tiere) 1,58
Menschenblut (16 Falle) 1.58
Rinderhamoglobin (3 Darstellungen) 1,58
Menschenhamoglobulin (1 Darstellung) 1,56
Pferdehamogloblin (1 Darstellung) 1.57
Sonstige einzelne Bestimmungen: ' a
Hahnerblut i,Bi
Rattenblut 1,63
Kaninchenblut 157
Pferdeblut 1,57

Gesamtmittel .. .. 158
(Aus 88 Bestimmungen an 50 Blut- und Hamoglobinproben.)

Noch einmal sei betont, daB die Rinderblutproben 25 konse-
kutive Lieferungen vom Tibinger Schlachthof sind; die Werte stellen
daher keine Auslese dar.

Der Zahlenwert von = bei der genannten Versuchsanordnung
(Breite des Eintrittsspaltes 1'40 mm, Rauehglaskeil auf 0,0,
herausgeschnittenes Spektralgebiet 564,6 pp-556,1 pp und
542 pp—533,5 pp ist fir Blut von verschiedenen Tieren, fir
normales und pathologisches Menschenblut sowie auch flr
krystilisiertes Menschen-, Pferde- und Binderoxyhdmoglobin 1,58.

Erst nachdem man sich Uberzeugt hatte, dal das Oxy-
hdmoglobin sich jedenfalls seinem Spektralverhalten nach als
ein einheitlicher Korper verhélt, hatte es einen Sinn, seine
guantitative Bestimmung auf optischem Weg vorzunehmen.
Hierzu brauchten wir noch die Kenntnis des Absorptionsver-
héltnisses A. Obwohl diese GroRe schon von Hufner und
anderen mehrmals bestimmt worden ist, war es aus zwei Griinden
trotzdem notwendig, dieses Verhéltnis von neuem zu bestimmen.

1. Das Absorptionsverhdltnis ist von dem relativen Wert
von € abhéngig; der relative Wert von e hangt wiederum von
dem Lichtverlust im Apparat ab, da € durch das Verhéltnis
«1 bestimmt ist. Es ist deshalb mdglich, daB man mit zwei
verschiedenen Apparaten an ein und derselben Losung ver-
schiedene Werte fir e finden kann. Auch A muR in diesem
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Fall fur die beiden Apparate verschiedene Werte haben. So
erklért es sich, dal man mit verschiedenen Apparaten (ber-
einstimmende Resultate bei quantitativen Bestimmungen er-
hélt, wahrend A nicht notwendig den gleichen Wert bei jedem
Apparat zu haben braucht.

So fand v. Noordenl) mit dem ersten Hufnersehen
Spektrophotometer das Absorptionsverhaltnis des Hundehdmo-
globins bei einem Spektralbezirk von 569,4 up—556,3 pp zu
132. 10“*5; Otto2) mit demselben Apparat in Tlbingen das
Absorptionsverhaltnis des Schweinehdmoglobins im gleichen
Spektralgebiet 135+ 10“5, in Christianial) aber mit einem
anderen Hufnersehen Apparat das Absorptionsverhéltnis des
Hundehamoglobins ebenfalls bei 569,4 pp—556,3 pp zu 188 + 105
und mit dem Vierordtschen Spektrophotometer zu 144 « 10~5,
Hufnerd) selber hat das Absorptionsverhéltnis mit seinem
ersten Apparat im genannten Spektralgebiet zu 147 » 10“5 und
mit seinem neuen Apparat in einem etwas engeren Spektral-
gebiet zu 207 » 10*“5 bestimmt. Mit Ausnahme des letzteren
Wertes sind alle anderen Werte ohne Angabe Uber die Breite
des Eintrittsspaltes und den Stand des Rauchglaskeiles mit-
geteilt. Wie wir sehen werden, sind diese zwei Faktoren von
groem Einllu® auf den Wert desj Extinktionskoeffizienten und
somit auch auf A.

2. Da unsere Versuche zum Endziel hatten, das Blut
gesunder und kranker Menschen zu untersuchen, so brauchten
wir natdrlich das Absorptionsverhéltnis fir menschliches Oxy-
hadmoglobin. Dieses war bisher nicht bekannt, mufBte aber,
wenn wir absolute Hamoglobinbestimmungen im Menschenblut
machen wollten, bestimmt werden.

Tabelle 11 gibt die mit dem neuesten Hufnerschen Spektro-
photometer (1907) —dieses unterscheidet sich von den anderen
Hufnerschen Apparaten bloR dadurch, dall die Nicolschen

¥ v. Noorden, Diese Zeitschrift, Bd. IV.

*) J. Otto, Diese Zeitschrift, Bd. VII.

8) J. Otto, Pfligers Archiv, Bd. XXXVI, S. 18 und 23.

4) G. Hufner, Diese Zeitschrift, Bd. Ill, und Arch. f. Anat. u. Physiol.,
physiol. Abtl., 1894.
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Prismen und die Ausfihrung der mechanischen Teile besser
sind — bei unserer Versuchsanordnung gewonnenen Zahlen
fur das Absorptionsverhéltnis von Menschen- und Rinderhdmo-
globin. Als Anhang dazu geben wir noch das Resultat einer
Bestimmung des Absorptionsverhéaltnisses von Methdmoglobin
in alkalischer Losung bei einer mittleren Wellenldange von
560 pp, in der Region, wo Methdmoglobin die gleiche Licht-
extinktion wie Oxyhamoglobin zeigt.

Uber die Ausfihrung der Bestimmung ist folgendes zu
bemerken. Das Rinderhd&moglobin wurde im wesentlichen nach
dem Verfahren von Hoppe-Seyler dargestellt; das Menschen-
hédmoglobin wurde aus gesundem Menschenblut durch Aus-
salzen mit Ammoniumsulfat krystallinisch gewonnen.

Das Rinderblut wurde durch Schlagen defibriniert, koliert
und bei 2000 bis 2400 Umdrehungen in der Minute zentrifugiert.
Das Serum und die Leukocytenschicht wurden von dem Blut-
korperchenbrei abgehebert. Der Brei von roten Blutkérperchen
wurde in moglichst Wenig ausgekochtem Wasser (ev. bei 30°)
gelost. Das lackfarben gemachte Blut wurde nach Abkuhlung
auf 0° mit 112 Volumen Ather in einem Scheidetrichter kraftig
geschittelt. Nach Trennung der Schichten wurde die wasserige
Blutlésung abgelassen und durch einen Strom gewaschener
Luft vom Ather befreit. Zu der waésserigen Blutldsung wurden
dann wieder nach Abkihlung auf 0° 1U Volumen abgckinhlten
Alkohols unter fortwahrendem Umschiitteln gegeben. Das ganze
Gemisch wurde dann in eine Kaltemischung gestellt, bis die
Oxyhamoglobinkrystalle sich abgeschieden hatten. Nach voll-
standiger Ausscheidung der Krystalle wurden sie von der Mutter-
lauge durch Zentrifugieren getrennt, der Krystallbrei in moglichst
wenig Wasser geldst und durch Alkoholzusatz und Abkihlen
wieder zum Krystallisieren gebracht. In dieser Weise, wurde
das Oxyhamoglobin mehrmals umkrystallisiert.

Beim Menschenblut gelang es nicht, das Hdmoglobin durch
Alkoholzusatz und Abkihlen zum Krystallisieren zu bringen,
wohl aber durch Aussalzen mit Ammoniumsulfat. Das auf diese
Weise erhaltene Menschenhamoglobin wurde auf dem Filter
mit kaltem Wasser gewaschen und wieder gel6st. Von der
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Losung des einmal krystallisierten Oxyhamoglobins wurden in
aliquoten Teilen die Lichtextinktion, der Trockenriickstand und
der SO4-Gehalt bestimmt. Nach Abzug des prozentischen
(NH4)2S04-Gehaltes von dem Trockenriickstand erhélt man die
H&moglobinkonzentration der Losung; es wurde selbstver-
stdndlich bei dieser Bestimmung nur bei Zimmertemperatur
Uber Schwefelsaure im Vakuum getrocknet.

Tabelle 1I.
Das Absorptionsverhéaltnis von verschiedenen Hamoglobin-
praparaten.
Extinktions- Mittelwert
Kon- - . ions-
Art des o Koeffizient bei APSOTPtions- " des™ Ap-
. i zentration <.:_ sorptions-
Hamaoglobins - 564,6 pu verhaltnis \F/)er-
inLem  — 5561 pp haltnisses
Oxyhamoglobin aus 0,8164-KT3 0,4-42 1,85 10-3
Rinderblut, einmal 0,9716-10°°3 0,521 1874103 1 87-KP3
umkrystallisiert 1,447 103 0,767 1,90-10%3
) ) 0,8648 -10**3 0,455 1,90-10°%3
Oxyh&moglobin aus ..
| ) 1,081 -10%=3 0,590 1,83-10%*3
Rinderblut, zweimal 1,87 1043
o 1,235 -10**3 0,669 1,85+ 10%*3
umkrystallisiert
1,729 -|O“31 0,908 1,91 10%“3
|
. . i
Oxyhamoglobin aus ; g55 . |g<<3 0,553 1,91-10-3
Menschenblut, erste 1,89-10"3
Kristallisation ~ 151 10°3 0,806 1,87+ 1073
Methamoglobin aus
Oxyhémoglobin vom 1,44 -10-3 0,773 1,86-10*“3 1,86 -10—3

Schwein

Die Extinktionskoeffizienten bei 542 pp—533,5 pp und das
AbsorptionsVerhéltnis fir diese Region sind nicht besonders
angefiihrt, da das letztere sich aus der Tabelle des Quotienten
fir die H&moglobinpraparate und aus dem AbsorptionsVerhéltnis
fir die Region 564,6 pp—b56,1 pp ergibt. Um das Absorp-
tionsverhaltnis bei 542 pp—533,5 pp zu erhalten, braucht man
nur das Absorptionsverhéltnis flir die andere Region durch
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.
den Wert des Quotienten — fiir das betreffende Praparat zu

dividieren. Es ist im Mittel 1,18 . 1Q-3.

Die Trockenbestimmungen wurden in Drechselsehen
Enten gemacht. Die Lésungen wurden zuerst im Vakuum-
exsikkator Uber Schwefelsdure bis zur Trockene eingeengt und
dann bis zur Gewichtskonstanz in einer Wasserstoffatmosphére
bei 110° getrocknet.l)

Vergleichen wir nun unsere konstanten Werte fir £«
€
bei Blut- und Hamoglobinlgsungen und die Ubereinstimmenden
Werte des Absorptionsverhéltnisses von Rinderhdmpglobin ver-
schiedener Darstellungen und von Menschenhdmoglobin mit den
inkonstanten Zahlen anderer, so drangt sich uns die Frage
auf: Wie sind diese Verschiedenheiten zu erklaren? Wir wollen
zuerst alle Faktoren, die auf den Wert der beiden Extinktions-
koeffizienten von EinfluR sein kdnnten, n&her betrachten. Zu-
nachst sei an die Konstruktion des Hufnersehen Spektrophoto-
meters?) kurz erinnert.
Der Apparat hat die du3ere Form eines groRen Spektral-
apparates und besteht, wie dieser, aus einem Kollimatorrohr
und einem um das Dispersionsprisma um eine vertikale Achse

‘) Hierbei stellte es sich im Gegensatz zu H. Aron und F. Muller
(loc. cit., S. 121) heraus, dal es gleichgultig ist, ob man nur bei Zimmer-
temperatur Uber Schwefelsaure oder bei 110° im Wasserstoffstrom trocknet.
1,9899 g feuchten Krystallbreies wogen bis zur Gewichtskonstanz im Va-
kuumexsikkator tber Schwefelséaure getrocknet 0,9790 g, nach fstiindigem
Erhitzen in einer Wasserstoffatmosphare bei 110° 0,9780 g, nach 7stin-
digem Erhitzen 0,9764 g und nach 11 Stunden 0,9764 g. Ein Verlust von
0.3°/0 nach 11 Stunden im Toluolbad; auf den Trockengehalt des Krystall-
breies berechnet, erhalt man statt 49,21 ®lq 49,08%. Ferner gaben 25 ccm
einer Hamoglobinlésung bis zum konstanten Gewicht im Vakuum Uber
Schwefelsdure getrocknet einen Rickstand von 1,3750 g, nach 4standigem
Erhitzen im Wasserstoffstrom bei 110° ein Gewicht von 1,3.753 g. Das
ruckstdndige Hamoglobin war in feinen Bruckelchen Uber eine groRere
Glasflache verteilt und nach dem Erreichen des konstanten Gewichtes
Uber Schwefelsaure (einige Wochen) verlor es auch bei hoéherer Tempe-
ratur nichts mehr an Gewicht. ‘

*) Hufner, Zeitschr. f. physikal. Chem., Bd. Ill, S. 562, 1889.
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drehbaren Fernrohr. An einem Sektor eines Teilkreises kann
der Stand des Fernrohres in seiner Beziehung zum Prisma
abgelesen werden. Die Beleuchtungsvorrichtung ist eine Auer-
lampe, die von einem geschwarzten Tonzylinder, die gegen den
Apparat zu eine runde Offnung tragt, umgeben ist. Eine Sammel-
linse ist in einem Metallansatz vor der Offnung des Tonzylin-
ders so angebracht, dal die am starksten gliihende Partie des
Strumpfes in ihrem Brennpunkt steht. Das Ganze ist auf einer
optischen Bank befestigt.

AuBerdem ist vor dem Eintritts- (Kollimator-)spalt der
sogenannte Albrechtsche Korper angebracht. Dieser ist ein
Glasrhombus, der als brechendes Prisma wirkt und die Ver-
gleichsfelder im Apparat erzeugt. Der Rhombus ist so gestellt,
daB eine durch zwei seiner gegenibereinander liegenden hori-
zontalen Kanten gedachte Ebene senkrecht auf dem Eintritts-
spalt steht und diesen in zwei Ubereinander stehende Spalt-
hélften trennt. Vor der unteren brechenden Flache des Rhombus
steht ein Nicdlsches Prisma: vor der oberen brechenden Flache
ein verstellbarer Rauchglaskeil. Das Absorptionsgefal ist in
einem Stativ, das zwischen der Lampe und dem Apparat auf
der optischen Bank verstellbar ist, eingesetzt. Das Gefal hat
planparallele Glaswénde, die 11 mm von einander stehen. In
das GeféR wird ein Glasblock von 10 mm Dicke und mit plan-
paralleleA Seiten gebracht. Das Stativ fur das Absorptionsgefald
ist auch in vertikaler Richtung verstellbar und wird bei der
Absorptténsmessung so gestellt, dal die 1 mm-Schicht der ab-
sorbierenden Fliussigkeit und der Schulzsche Korper (das
planparallele Glasblock) vor dem Nicolsehen Prisma und der
unteren brechenden Flache des Glasrhombus zu stehen kommen,
wéhrend eine lim Schicht der absorbierenden Flussigkeit vor
dem Rauchglaskeil und der oberen brechenden Fl&che des
Rhombus steht. Bei dieser Stellung fallt der obere Rand des
Schulzsehen Korpers und die vordere Kante des Glasrhombus
in eine Ebene zusammen.

Im Fernrohr ist ein zweiter, in einem Teilkreis drehbarer
Nicol. Zu betonen ist, daR das Licht von beiden Strahlen-
gangen, d. h. das aus dem ersten Nicol austretende polari-
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sierte Blndel sowie das durch den Rauchglaskeil und die obere
Flache des Glasrhombus kommende Biindel natiirlichen Lichtes
auf den zweiten Nicol fallt.

Der Kollimator-(Eintritts-)spalt und der Okular- (Fernrohr-)
Spalt sind beide mit Mikrometerschrauben versehen.

Bei unserem Apparat war:

Die Breite des Eintrittsspaltes 1Uo mm.

Der Stand des Rauchglaskeiles 0,0.

Die Breite des Okularspaltes entsprach einer Breite des
entworfenen Spektrumbildes von 8,5 pp.

Die Kurve fir die Umwertung der Skalentetien des Kreis-
sektors in Wellenldangen wurde aus den Frauenhoferschen
Linien im Sonnenspektrum von Hufner entworfen. Die Strecke
zwischen D und E wurde von einem Mathematiker geradlinig
interpoliert. Die Kurve haben wir mit den Flammenspektren
von Natrium, Lithium und Thallium wiederholt kontrolliert und
richtig gefunden. Beleg: D-Linie der Spektralkurve 589,3 pp
entspricht Teilstrich 15,5 der Sektorskala; die Linie der Na-
triumflamme féllt ebenfalls mit 15,5 zusammen. Die Thallium-
linie 535 entspricht 21,0—21,7 oder 21,2—21,4 Skalenteilen
am Sektor, im Mittel 21,3 ; auf der Kurve entspricht 535 pp
der Skalenteilung 21,3. Die bei 570,8 pp liegende Lithiumlinie
entspricht 9,7—10,1 Skalenteilen, Mitte 9,9; auf der Kurve
fallt 570,0 pp mit 9,9 der Skalenteilung zusammen. Die nahezu
vollkommene Ubereinstimmung ist fir zwei Punkte in der inter-
polierten Strecke, D—E, gefunden worden, sowie fir einen
Punkt, der nahe der direkt bestimmten C-Linie liegt. Es war
zu erwarten, daR die Ubereinstimmung fur die nicht inter-
polierten Strecken, d. h. flr die Strecken, in denen der Abstand
zweier Frauenhoferschen Linien durch eine gerade Linie
dargestellt wird, und ganz besonders, wenn der zu kontrollie-
rende Punkt sich nicht in der N&he einer der direkt bestimmten
Frauenhoferschen Linie befindet, nicht mehr gelten wirde.
So finden wir, daB die bei 460,8 pp liegende Sr-Linie der
Skalenteilung 33,5 entspricht, auf der Kurve aber fallen 33,5
und 467,0 pp zusammen.

Zum richtigen Gebrauch des Hufnerschen Spektrophoto-
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meters sind auler dem Strahlengang noch folgende Punkte bei
der Aufstellung zu berlcksichtigen.

1. Die Breite des Okularspaltes und somit die Breite des
ausgeschnittenen Spektralgebietes.

2. Die Breite des Eintrittsspaltes.

3. Der Stand des Rauchglaskeiles.

4. Die Position der Beleuchtungsvorrichtung.

Wir wollen zunéchst sehen, in wie weit der Extinktions-
koeffizient durch eine Anderung in diesen 4 Punkten beein-
flult wird.

1. EinfluB der Okularspaltbreite auf den Wert
des Extinktionskoeffizienten. Bei samtlichen bis jetzt
Uber die Lichtextinktion des Blutes angestellten Arbeiten sind
die Werte in einem Spektralgebiet von mehreren Wellenlédngen
bestimmt worden, sie gelten also nicht fiir absolut homogenes
Licht. Da die Lichtextinktion eines Kdrpers sich mit der Wellen-
lange &ndert, ist es klar, daB der Wert von € der sich aus
den verschieden groRen Extinktionen der einzelnen Wellen-
langen zusammensetzt, auch mit der Breite des herausgeschnit-
tenen Spektralgebietes sich andern muf}. Beim Oxyhdmoglobin
nimmt man nun die Messung bei einem Maximum und Minimum
der Extinktionen vor. Wenn man eine kurvenméfige Darstel-
lung der Lichtextinktion des Oxyhadmoglobins — wie sie bei
Cherbuliezl) oder Saint-Martin2) zu finden ist — betrachtet,
so findet man zwischen den beiden Extinktionsmaxima (den
beiden Streifen des Oxyhamoglobins) ein Extinktionsminimum
bei 560 mp; von, diesem nimmt die Extinktion ziemlich sym-
metrisch und steil nach beiden Seiten zu. Von dem Extink-
tionsmaximum bei 542 pp nimmt die Extinktion auch ziemlich
gleichmé&Rig nach beiden Seiten ab. Es ist deshalb Klar, was
geschieht, wenn man mit einer Spaltbreite, die mehreren Wellen-
langen entspricht, bei einer mittleren Wellenlange von 560 pp
und 542 pp die Lichtextinktion miflt. Man miBt nicht genau
die maximale und minimale Extinktion in diesen Regionen,

Cherbuliez, Etude spectrophotométrique du sang oxycarbong.
Paris 1800.

¥) Saint-Martin, Spectrophotométrie du sang. Paris 1898, S. 59.
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sondern ein von beiden Seiten mit schwécheren Extinktionen
begrenztes Maximum und ein Minimum mit daneben liegenden
starkeren Extinktionen. Je breiter das herausgeschnittene Spek-
traigebiet, desto mehr kommen die schwacheren Extinktionen
zur Geltung und dricken den Wert der gesamten Extinktion
in der Region des Maximums herab, und dasselbe gilt natirlich
in umgekehrtem Sinne fur den Wert in der Region des Mini-
mums. Die Folge davon ist selbstverstandlich, dal mit wach-
sender Breite des Okularspaltes € zunimmt, wahrend t' ab-

nimmt und — dementsprechend Kkleiner, wird. Folgende Mes-

sungen mit dem Spektrophotometer von Konig, Martensund
Grunbaum illustrieren die mit wachsender Okularspaltbreite

verbundene Abnahme von - Mit der engsten Spaltbreite,

die noch Messungen gestattet, war das Verhaltnis des Extink-
tionskoeffizienten bei der maximalen Absorption im Grin zu
dem der minimalen Absorption im Gelb, 1,68, bei einem etwas
breiteren Okularspalt 1,62 und bei noch weiterem Spalt 1,56

Es ist ferner klar, daf, wenn man nicht genau bei den
mittleren Wellenlangen der maximalen und minimalen Extink-
tionen, sondern etwas seitwarts von diesen mif3t, dal dann der
Wert fur e groRer werden muf3 und der fur e kleiner. Der

EinfluB der Messung auf den Wert von —, an Stellen, die

seitwarts von der maximalen oder minimalen Extinktion liegen,
laRkt sich aus folgender kleiner Zusammenstellung der Resultate

von Gherbuliez, HuUfner und Saint-Martin ersehen.
|

Spektralgebiete ,Mittlere Wellenlange

41 pp —
Cherbuliez . %% PP —5% pu 538.5 pp .
558 pp — 553 pu 5555pp _
Hifner 5425 pu — 5315 pu 537.0 pu -
565 pp — 554 pp 559,5 pp '
— j L2,
Saint Martin 549 pp—>538 ju 543.5 pu

"| 568.3 pu— 557,2 "p 562.5 pu
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2. Einflul des Eintrittsspaltes. Um den EinfluR der
Breite des Eintrittsspaltes auf den Extinktionskoeffizienten zu
verstehen, mu man sich an die ersten Begriffe der Dispersion
erinnern. Lassen wir homogenes Licht durch einen Spalt auf
ein Prisma fallen, so erhalten wir hinter dem Prisma ein abge-
lenktes Spaltbild. Der Grad der Ablenkung hangt von der Art
des Lichtes ab, er ist am geringsten fur rote Strahlen und am
starksten fir violette Strahlen. Lassen wir nun weiRes Licht
auf den Spalt fallen, dann entsteht eine kontinuierliche Reihe
von nebeneinanderliegenden Spaltbildern in allen Farben von
Rot bis ins Violett. Hatte der Spalt eine genuigend kleine Breite,
dann wirde jeder Punkt des entworfenen Bildes einem Spalt-
bild einer einzigen Art homogenen Lichtes entsprechen. Da
aber der Spalt immer eine endliche Breite hat, so greifen die
Bilder Gbereinander. Das Spektrum wird um so unreiner, je
breiter der Spalt ist. Ahnlich ist es auch mit der Abbildung
des Absorptionsspektrums. Es kommt im Falle des Oxyhamo-
globins mit wachsender Spaltbreite zu der maximalen Absorp-
tion bei 542 mm eine Reihe von angrenzenden schwécheren
Absorptionen hinzu, die infolge ihres niedrigen Extinktionsver-
mogens den Wert fur e' herabdriicken. Bei der minimalen
Absorption bei 560 mm machen sich die angrenzenden stirkeren
Absorptionen mit Erweiterung des Eintrittsspaltes geltend und

der Wert fir e steigt. Demnach sinkt der Wert von — mit
e

wachsender Breite des Eintrittsspaltes, wie es auch der Fall
war bei wachsender Breite des Okularspaltes. Die folgenden
Werte machen den EinfluR des Eintrittsspaltes auf den Wert
von e und e' anschaulich. Es wurden wieder bei der maximalen
Extinktion im Griin und bei der minimalen im Gelb mit dem
Apparat von Ko6nig, Martens und Grinbaum gemessen.
Die Breite des Okularspaltes war maoglichst klein gewéhlt und
blieb konstant bei allen Messungen. Eine Blutlésung und eine
Losung von frisch dargestelltem Rinderhdamoglobin wurden
innerhalb zwei Stunden durchgemessen.
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Breite des Eintrittsspaltes
0,13 mm 10,25 mm ;0,50 mm ; 1,00 mm

e' 0,589 0,586 0,571 0.520
e 0352 0,352 0.373 0,408

Menschenblut €
e 167 . 167 154 . 127

[. Ldsung von

e 0561 i 0,559 0,546 0,501
e 0332 0,335 0,350 0,391

—f 1>68

Il. Lésung von Rinder-

h&moglobin
| L67 | 156 - 128

| f v

Grunbauml) hat auch auf die Abhangigkeit des Wertes
des Extinktionskoeffizienten von der Spaltbreite beim Arbeiten
mit weiem Licht als Beleuchtungsquelle aufmerksam gemacht.

3. EinfluR des Standes des Rauchglaskeiles. Da
im unteren Strahlengang des Hifnersehen Spektrophotometers
zwei Nicols sind, wahrend in dem oberen blof3 einer, der analy-
sierende ist, hat HUfner, um etwaige Lichtverluste im unteren
strahlengang auszugleichen, einen verschiebbaren Rauchglaskeil
vor der oberen Halfte des Eintrittsspaltes angebracht. Dieses
Verfahren hat aber sehr wenig Berechtigung. Wir wissen,
daB von einem Nicolschen Prisma immer die Halfte des auf-
fallenden natirlichen Lichtes durchgelassen wird. Ferner, dal3
das einem Nicol austretende linear polarisierte Licht von einem
zweiten Nicol ungeschwacht durchgelassen wird, wenn die
Hauptschnitte der beiden Prismen einander parallel sind. Bei
dieser Stellung der Nicolschen Prismen im HuUfnersehen
Apparat kommen demnach bloR zwei Reflexionen mehr fiir den
unteren Strahlengang als weitere Quelle von Liehtverlusten in
Betracht. Besteht das auffallende Licht aus annéhernd parallelen
Strahlen, so wird der Lichtverlust duferst gering sein. Nun
gerade in der Néhe dieser Nullstellung des Apparates (Parallelitét
der Hauptschnitte der beiden Nicols), ist die Beurteilung ge-
ringer Intensitatsunterschiede auerordentlich schwer, ihre ge-

‘) F. Grihbaum, Inaug.-Diss., Berlin 1902, und Drudes Annalen
d. Physik, Bd. XII, S. 993, 1903.
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naue Messung unmdglich. Deshalb wird eine bei dieser Stellung
der Nico Ischen Prismen gemachte Kompensation einer etwaigen
Ungleichheit in den Intensitdten der beiden Gesichtsfelder fir
die empfindlichere Stellung der Nicols (Hauptschnitte einen
Winkel von 550 oder mehr miteinander bildend) nicht mehr
gelten kdnnen. Ferner sind alle Rauchgléser mehr oder weniger
gefarbt und absorbieren verschiedene Lichtmengen bei ver-
schiedenen Wellenlangen. > Speziell fir die Regionen, wo wir
die Extinktionskoeffiziepten des Oxyhdmoglobins gewohnlich
messen, ist das Lichtextinktionsvermdgen von Rauchglasern
verschieden. So fanden wir mit dem Apparat von Konig und
Martens fur 2 aneinander gekittete Rauchgléser bei einer
mittleren Wellenldnge von 538 pp J' == 0,113 und bei 560 pp,
J' = 0,144. Rei dem Hufnerschen Spektrophotometer kann
das Lichtextinktionsvermdgen des Rauchglaskeiles nicht direkt
am Apparat gemessen werden, weil die Extinktion zu gering ist.
Man kann es aber indirekt ermitteln, indem man eine stark
absorbierende Losung (z. B. Hamoglobin) vorschaltet und die
Anderungen des Wertes von ¢ bei verschiedenen Stellungen des
Keiles auch bei verschiedenen Wellenldangen verfolgt. Die
folgende kleine Tabelle gibt die Werte des Extinktionskoeffi-
zienten bei unserer gewdhnlichen Versuchsanordnung, zuerst
mit vollkommen ausgeschaltetem Keil und dann bei fortschrei-
tenden Dicken des Keiles, den Keilskalenteilen 0,5 und 0,8
entsprechend.

Diese geringen Verschiebungen des Keiles, die in der
sogenannten Nullstellung des Apparates einen kaum wahrnehm-
baren Unterschied in den Intensitaten der beiden Gesichtsfelder
hervorrufen, haben einen sehr grof3en Einflu3 auf den Wert
des Extinktionskoeffizienten, da man diesen in einer Stellung
der Nicols miBt, in der der Apparat fir kleine Intensitats-
unterschiede sehr empfindlich ist. Das Rauchglas scheint ziem-
lich achromatisch zu sein; wenigstens lassen sich keine groRen
Unterschiede in der relativen Zunahme des Extinktionskoeffizienten
fur die beiden Spektralgegenden erkennen, was sofort eine

). Vgl. Vierordt, Die Anwendung des Spektralapparates usw.,
Tlbingen 1873. S. 12.
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Anderung des Wertes — zufolge haben wiirde. Die Werte fiir —

€ e
schwanken blof3 innerhalb der Fehlergrenzen.

Einflul des Rauchglaskeiles auf den Extinktions-
koeffizienten.

Losung Stangl des ¢ e t
J Keiles £
0,0 0,598 0,948 1,59
l. 0,5 0,666 1,03 1,55
0,8 0,680 1,07 1,57
0,0 0.591 0,934 1,57
1. 0,5 0,649 1,02 1,57
0,8 0,672 1,04 *1,55
0,0 0,510 0,802 1,57
M. 05 0,564 0,883 1,57
0,8 0,576 0,895 . 1,56

€ wurde bei der mittleren Wellenldnge von 560 mn und e' bei 538 m*;
Okularspaltbreite entspricht 8,5 pu; Eintrittsspalt */«o mm.

Aus diesen Griinden haben wir immer mit dem voll-
kommen ausgeschalteten Rauchglaskeil gearbeitet.

4. Beleuchtungsvorrichtung. Bei der Messung mit
dem Hufnerschen Apparat geht man von einer Stellung aus,
in der die Intensitaten der beiden Gesichtsfelder gleich sind!
Da diese Gleichheit nicht etwa durch eine Kompensation mittels
der optischen Teile des Apparates erreicht werden darf, so ist
fur alle genauen Messungen unerldBliche Voraussetzung, dal
die beiden Spalthélfen gleichmé&Rig beleuchtet werden. Dies ist
streng genommen mit der primitiven Beleuchtungsvorrichtung
am Hufnerschen Apparat nicht mdglich. Denn der Eintritts-
spalt wird immer von einem umgekehrten mehr oder weniger
zerstreuten Bild des Strumpfes der AuerJampe beleuchtet, und
der Strumpf gliht nicht in allen seinen Teilen gleichmaRig.
Dies wird besonders auffallend und stérend, wenn die Lampe
nicht zentriert ist oder wenn die Gaszufuhr starken Schwan-
kungen unterliegt. Eine vorgeschaltete Mattglasplatte hebt die

r
Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXII. 14
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kleinen bei zentrierter Lampe und stark glihendem Strumpf
vorkommenden UnregelméaBigkeiten auf.l)

Aus dem Gesagten ergibt sich, dafl der relative Wert
von e sehr von der Versuchsanordnung abhéngig ist. Im spe-
ziellen Fall des Oxyhamoglobins ruft eine Anderung in der
llreite des Eintritts- oder Okularspaltes eine ungleichsinnige
Anderung in den Werten von e und €' hervor. Das hangt damit
zusammen, dal3 e eine Anzahl von symmetrisch um ein Minimum
zunehmenden'einzelnen Extinktionen darstellt, wahrend e' einer
Anzahl ziemlich gleichméaRig von beiden Seiten eines Maximums
abnehmender Extinktionen entspricht. Je mehr die Versuchs-
bedingungen sich den theoretisch verlangten (Messung bei einer
einzelnen Wellenldnge) ndhern, um so hoher wird der Wert

von ', um so niedriger € und folglich um so héher ¢ Spektro-

photometrische Werte ohne Angaben Uber die Kon-
struktion des Apparates, die Eichung des Prismas in
Wellenlangen, Uber etwaige Kompensationsvorrich-
tungen und Uber die Breite des Eintrittsspaltes und
der Okularblende sind, insofern sie mit anderen
spektrophotometrischen Werten verglichen werden
sollen, vollkommen wertlos.

Il. Gasometrischer Teil.

Bei den Versuchen, welche den Zweck hatten, das Volumen
Sauerstoff, das von der Gewichtseinheit Hdmoglobin gebunden
wird, zu bestimmen, kam es hauptsachlich darauf an, eine
zuverlassige und handliche Methode zu beniitzen. Es kamen
in Betracht 1. die Blutgaspumpe, 2. die Sauerstoffaustreibung
mittels Ferricyankalium nach Haldane bezw. die Kohlenoxyd-
austreibung nach Haldane und Hifner. Die Auspumpungs-

) Die primitive Beleuchtungsvorrichtung, die geringe zuldssige
GroRe der Vergleichsfelder, die unpassende Form des Absorptionsgeféfies
sowie die erheblichen Schwierigkeiten bei der raschen und sicheren Ein-
stellung auf gleiche Helligkeit der beiden Gesichtsfelder haben uns dazu
gefiihrt, Abstand von dem Gebrauch des Hufnerschen Spektrophotometers

zu nehmen und weitere Versuche nur noch mit derp Apparat von Koénig,
Martens und Grinbaum anzustellen.
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niethode mit der Blutgaspumpe gehoért sicher nicht zu den
handlichsten Methoden und erfordert eine vollstindige Gas-
analyse. Ferner war an die Mdglichkeit eines Sauerstoffver-
lustes wahrend des Auspumpens durch Verbrauch fiir leicht
oxydable Substanzen im Serum und in Blutlésungen zu denken.
SchlieBlich muR man sich eines nicht direkt bestimmbaren
Absorptionskoeffizienten fur Sauerstoff in Blut bedienen. Aus
diesen Grinden konnten wir nicht erwarten, richtige Zahlen
fur die absolute Menge des vom Hamoglobin allein gebundenen
Sauerstoffs zu bekommen. Mit der Ferricyanidmethode nach
Haldane haben Hufner und v. Zeynekl) sogar bei An-
wendung grolRerer Mengen Blutes bezw. Hamoglobins, als die
sind, mit denen Haldane gearbeitet hat, keine Ubereinstim-
menden Zahlen bekommen kénnen. Die Kohlenoxydaustreibungs-
methode mit Ferricyanid in der von Hufner2) angegebenen Ver-
suchsanordnung ware die einfachste Methode; denn hier ist die
Gefahr einer Sauerstoffzehrung durch die Anwendung des in-
differenteren Kohlenoxyds beseitigt; die Absorptionskoeffizienten
fallen weg, da man Blutlésung und Ferricyankaliumldsung unter
gleichem Druck mit Kohlenoxyd séattigt und nach Austreibung
des Kohlenoxyds aus dem CO-Hamoglobin durch Zusammen-
bringen der beiden Loésungen das riickstandige Kohlenoxyd
unter dem Anfangsdruck messen kann. Mit dieser Methode
erhielten wir konstante Werte bei Ldsungen vom Rinderblut,
nicht aber beim Menschenblut. Der Grund lag daran, daf,
obwohl es allem Anschein nach gelang, das Menschenblut
durch Mio *oige Sodalésung vollstdndig laekfarben zu machen,
jedesmal im Augenblick des Zusammenbringens der konzen-
trierten Blut- und Ferricyankaliumlésung das Stroma der roten
Blutkdrperchen in Massen wieder ausfiel. Man erhélt dann ein
fast opakes, schokoladenfarbiges Gemisch. Es ist klar, daR mit
dem Stroma sehr viel Hamoglobin mitgerissen wird und dal
dieses nicht in Ldsung befindliche Kohlenoxydhdmoglobin von
Ferricyankalium nicht mehr .angegriffen wird. Wir erhielten

) R-v. Zeynek, Arch. f. Anat. u. Physiol., physiol. Abtl.; 1899.
Hufner, ebenda.
*) Hufner, Arch. f. Anat. u. Physiol., physiol. Abtl., 1903.
14* '
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immer viel niedrigere Werte als fur Rinderblut.>) So fanden
wir beim normalen Menschenblut eine Kohlenoxydabgabe von
1,17 ccm pro Gramm Hamoglobin und bei Polycythdmie blofR
0,66 ccm GO pro Gramm Hamoglobin,2) wahrend beide Blut-
arten nach der absorptiometrischen Kohlenoxydmethode Werte
in der Néhe von 1,34 ccm CO pro Gramm Hamoglobin gaben
(normales Blut 1,33 ccm und Polycythdmie 1,32 ccm).  Wie
schon erwéhnt, erhielten wir beim Rinderblut nach der Kohlen-
oxydaustreibungsmethode durch Ferricvankalium gute Werte__
in einer Serie von 4 Versuchen Werte zwischen 1,32 ccm und
1,35 ccm fir die Kohlenoxydabgabe.

Wir kehrten deshalb zu der im Jahre 1894 von Hufner3)
angegebenen absorptiometrischen Methode zuriick. Das Prinzip
der Methode ist folgendes. Eine vollstindig reduzierte und
entgaste Blut- oder Himoglobinldsung wird mit einem bekannten
Volumen Kohlenoxyd geschittelt. Der Unterschied zwischen
dem vor und nach dem Schutteln vorhandenen Gasvolumen
stellt die von der Ldsung aufgenommene Menge Kohlenoxyd
dar; diese besteht aus zwei Teilen, aus einem in der Flissig-
keitsmenge dem Druck proportional einfach geldsten Teil und
einem meist groBeren Teil, der innerhalb gewisser Grenzen
vom Druck unabhdngig und von dem H&moglobin als
chemisch gebunden anzusehen ist. Um die Methode anwenden
zu konnen, muBten wir Kenntnis davon haben, in welchen

*) Das Verfahren von Haldane, wobei das Blut durch Ammoniak
lackfarben gemacht wird, konnten wir nicht anwenden, da wir dann mit
dem unbekannten Dampfdruck des Ammoniaks zu rechnen hatten. Bar-
croft will diesen Nachteil Gberwunden haben, indem er eine zweite Be-
stimmung mit Wasser und Ammoniak allein in einem zweiten Apparat
gleichzeitig mit der eigentlichén Blutgasbestimmung ansetzt und diesen
zweiten Apparat als Thermobarometer dienen l&3t. Es ist aber durchaus
nicht bewiesen, ist vielmehr sehr unwahrscheinlich, dal? der Dampfdruck
des Ammoniaks im Wassermanometer und im Blutmanometer der gleiche ist.

*) Anmerkung bei der Korrektur: In noch nicht veroffentlichten Ver-
suchen hat G. B. Gruber an unserer Klinik bei einigen Polycythdmikern
eine erhdhte Resistenz der Erythrocyten gefunden; da unsere Versuche
mit sehr konzentrierten Ldsungen angestellt wurden, konnte es danach
doch mdoglich sein, daR ein geringer Teil des Hamoglobins ungeldst blieb.

3) Hufner, Arch. f. Anat. u. Physiol., physiol. Abtl., 1894.
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Mengen Kohlenoxyd von einer Blut- oder H&moglobinldsung
einfach gelost wird. Ganz allgemein weil man, daR die Los-
lichkeit von Gasen in W asser durch das Vorhandensein gel6ster
Substanzen erniedrigt wird.l) Die am meisten gebrauchte
Einheit fur die Loslichkeit von Gasen ist derBunsensche
Absorptionskoeffizient. Man versteht darunter das auf 0° und
7t)0 mm Quecksilberdruck reduzierte Gasvolumen, das von der
Volumeneinheit der Flissigkeit unter einem» Druck von 760 mm
aufgenommen wird. Um die absolute Menge des vom H&mo-
globin chemisch gebundenen Kohlenoxyds bestimmen zu kénnen,
muBten wir den \\ ert des Absorptionskoeffizienten, a, bei der
Versuchstemperatur und fir die angewandte H&moglobin-
konzentration der Losung kennen.

Die Bestimmung der Loslichkeit von Kohlenoxyd oder
Sauerstoff in Losungen von Hamoglobin stoRt aber auf ganz
besondere Schwierigkeiten. Da das Hdmoglobin mit dem Kohlen-
oxyd bezw\ Sauerstoff in eine lockere chemische Verbindung
eingeht, so ist eine direkte Bestimmung des Absorptions-
koeffizienten von vornherein ausgeschlossen; man kann sie nur
auf indirektem Wege vornehmen. Hufner hat in seiner Arbeit
von 1894 versucht, den Absorptionskoeffizienten dadurch zu
ermitteln, daB er oberhalb des Druckes, bei dem nahezu alles
H&moglobin mit GO verbunden ist, die Drucke des Gases Uber die
Losung anderte und aus den VVolumenanderungen des Gases den
Absorptionskoeffizienten berechnete. Hierbei ist zu bemerken,
da man mit auBerordentlich kleinen Differenzen arbeitet und die
Fehler dadurch sehr grol werden: es entspricht z. B. eine
Druckdifferenz von 100 mm im Hufnersehen Absorptiometer
(grollere Druckdifferenzen sind schwer zu erhalten) bei An-
wendung von 205,62 ccm Blutlésung einer Volnmenénderung
von hochstens 0,50 ccm Kohlenoxyd. Nun geht die Genauigkeit
der Messung mit dem Hufnerschen Apparat nur bis in die
zweite Dezimale. Fehler von 0,05 ccm sind zwar noch zulassig,
der Fehler ist jedoch meistens grofer: ein Fehler aber von
0,05 ccm bei der Volumenmessung hat schon eine Anderung von
6 °/q in dem Wert des berechneten Absorptionskoeffizienten zur

% J.J. Mackenzie Wiedemanns Annaten der Physik, Bd. 1,1877.
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Folge. Dadurch allein lassen sich die bis etwa 12°/0 betragenden
Schwankungen bei den Hufnerschen Werten fir a erklaren.

Hufnerl) hat auch die Loslichkeit von Kohlenoxyd in
Methamoglobinlésungen bestimmt. Hier sind die Versuchs-
bedingungen viel giinstiger. Kohlenoxyd und Sauerstoff werden
von Methdmoglobin nicht gebunden, das Molekulargewicht des
Methdmoglobins Ist praktisch dasselbe wie das des Oxyhadmo-
globins, und die zu messenden Gasmengen bei der Bestimmung
des Absorptionskoeffizienten in Methdmoglobinlésungen sind
nur einige Prozente kleiner, als die von reinem Wasser auf-
genommenen Gasmengen. Praktisch aber hat diese Methode
auch ihre Schwierigkeiten. Hufner hat das Methdmoglobin
in der Weise hergestellt, dal er Stickoxyd in eine frische
Losung von ausgeschleuderten Blutkérperchen im offenen Gefal
eingeleitet hat, bis die Ldsung braun geworden war. Bei dieser
Reaktion wird auch HNOs gebildet, und es besteht immer die
Gefahr, daR das Methdmoglobin weiter gespalten wird; natirlich
wird auch die gebildete HNOs den Absorptionskoeffizienten auch
wieder beeinflussen. Wir haben versucht, auch unter spektro-
photometrischer Kontrolle Methdmoglobin auf diese Weise her-
zustellen und sind immer auf Schwierigkeiten gestofen. Denn
manchmal geht die Reaktion zu weit und es fallt Globin aus
der Losung heraus, und ein andermal ist die Methdmoglobin-
bildung nicht vollstdndig. Wir haben schlielich die Erkennung
des Endpunktes der Reaktion selbst unter Anwendung des
Spektrophotometers so schwer gefunden, dal’ wir die Herstellung
des Methdmoglobins nach dieser Methode haben aufgeben
missen. Wir haben versucht, das Methdmoglobin durch Ein-
wirkung von Ferricyankalium zu erzeugen und dann die Ldsung
von Ferricyankalium durch Dialyse zu trennen. Die Dialyse
aber nimmt einige Tage in Anspruch und es ist schwer, die
Losungen so lange, selbst bei niedriger Temperatur, bakterien-
frei zu halten. Durch bakterielle Reduktion des Methd&moglobins
entsteht aber wieder Hdmoglobin, und man bekommt darum bei
der Bestimmung des Absorptionskoeffizienten zu hohe Werte.

) Hufner, Arch. f. Anat. u. Physiol., physiol. Abtl., 1895, S. 209.
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Bohrl) umgeht alle diese Schwierigkeiten, indem er die
Loslichkeit eines fir Hamoglobin indifferenten Gases in Hamo-
globinlésungen direkt bestimmt und hieraus sowie aus dem
bekannten Absorptionskoeffizienten desselben Gases in reinem
Wasser die prozentische Erniedrigung in Hamoglobinlésungen
berechnet. Er erhélt dann den gesuchten Absorptionskoeffi-
zienten von Sauerstoff oder Kohlenoxyd, indem er stillschweigend
annimmt, daR die Absorptionskoeffizienten aller Gase fir reines
Wasser die gleiche prozentische Erniedrigung durch das H&mo-
globin erfahren und indem er den Absorptionskoeffizienten des
betreffenden Gases fur Wasser um den gleichen Bruchteil
reduziert, um den der Absorptionskoeffizient des indifferenten
Gases in Wasser durch das Hamoglobin erniedrigt wurde.
Dieses Verfahren ware dann berechtigt, wenn es sicher ware,
dal alle Gase die gleiche prozentische Erniedrigung ihrer
Loslichkeit durch gleiche Mengen des betreffenden festen Korpers,
erfahren. Dall das aber nicht der Fall ist, geht mit Deutlichkeit
aus einer Untersuchung von HuUfner2) Uber die Ldoslichkeit
von Wasserstoff und Stickstoff in aquimolekularen Ldsungen
von Glukose, Alanin, Glykokoll, Acetamid und Harnstoff hervor.

Léslichkeit von

Stickstoff in Wasser  Wasserstoff in Wasser

« = 0,0156 « = 0,0181
Prozentische Prozentische
Erniedrigung v Erniedrigung

von a- von a-

Glukose, 90 g in Liter a =0,0138 11,5 a=00166 . 85
Alanin, &quimol. Losung a = 0,0121 225  «=0,0156 135

Glykokoll, » * a=0,0121 22,5 a=0,0158 12,5
Aeetamid, » » a =0,0148 5,0 a=0,0180 0,5
Harnstoff, » > «=10,0148 5,0 « =10,0170 6,0

Bei der Deutung der Bohrsehen Versuche darf also nicht
vergessen werden, daf ein auf diese Weise erhaltener Absorptions-
koeffizient in der Berechnung seiner Versuche eingesetzt wurde.

") Bohr, Nagels Handbuch und Skand. Archiv, 1905.
*) Hufner, Zeitschr. f. physikal. Chemie, Bd. LVII, S. 611, 1907.
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Bei der Berechnung unserer Versuche haben wir Ab-
Sorptionskoeffizienten gebraucht, die auf ahnliche Weise wie die
ersten Hufnerschen, d. h., durch Volumendifferenzmessungen
nach Anderung des Druckes des Kohlenoxyds in einer Blut-
I6sung, erhalten worden sind. Obwohl wir groRere Flissigkeits-
mengen (410 ccm) und die héchsten Druckdifferenzen, die mit
dem Hufnerschen Absorptionsmeter erreichbar sind, angewandt
haben, sind doch die Volumendifferenzen immer noch zu klein
und die einzelnen Resultate mit ziemlich grofRen Fehlern be-
haftet. Die angefuhrten Absorptionskoeffizienten sind Mittel-
werte aus einer groReren Versuchsreihe (25) ; die Schwankungen
der einzelnen Werte sind manchmal so grof, dal wir die
Werte nicht als endgliltig betrachten; wir behalten uns daher

vor, die Loslichkeit von Kohlenoxyd in Blutlésungen mit einem
Apparat besonderer Konstruktion zu bestimmen. Die jetzt an-

gefuhrten Absorptionskoeffizienten sind fir Losungen von aus-
geschleuderten roten Blutkérperchen in ausgekochtem Wasser
bei 20° bestimmt. Zuerst haben wir zwei Versuche Uber den
Absorptionskoeffizienten von Kohlenoxyd in reinem Wasser
bei 20° mit unserem Apparat angestellt. Den Absorptions-
koeffizienten fur Kohlenoxyd in Wasser bei 20° fanden wir
Ubereinstimmend in beiden Versuchen zu 0,0235; diese Zahl
weicht nur I°/o von der Winklerschen ab. Fir Losungen
von ausgeschleuderten roten Blutkdrperchen in ausgekochtem
Wasser fanden wir bei einem H&moglobingehalt von [°/o den
Absorptionskoeffizienten 0,0230; bei einem Hamoglobingehalt
von 3,8°/0 0,0219 wund bei einem 5,5°/oigen H&moglobin-
gehalt 0,0208.

Zum Verstandnis der Resultate moge eine kurze Be-
schreibung der angewandten Apparate gestattet sein.

Das Absorptiometerl) besteht aus einem zweischenkeligen
im grofRen Wasserstadnder montierten Manometer. Ein Schenkel
ist oben durch einen Nickelaufsatz verschliebar; der andere
bleibt in Kommunikation mit der AuRenluft; beide kommuni-
zieren unten miteinander und die Kommunikation kann durch
einen Hahn unterbrochen und hergestellt werden. Das Schittel-

*) Hufner, Arch. f. Anat. u. Physiol., physiol. Abtl. 1894
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gefall fir das Blut- und Kohlenoxydgemisch besteht aus zwei
Kugeln, von denen die eine mit Glasansatzrohr und verschliel3-
barem Nickelaufsatz versehene Kugel als Behalter des Gases
dient, wahrend die andere der Blutbehalter ist. Durch die
zwei Nickelaufsdtze kann die Gaskugel in luftdichte Verbindung
mit dem Manometer gebracht werden. Die zwei Kugeln sind
durch einen Glashahn verbunden: durch einen zweiten Hahn
kann die Blutkugel von der AuRenluft abgeschlossen werden.
Der geschlossene Manometerschenkel, die Nickelaufsatze, die
Kugeln und Hahnbohrungen sind von Hifner durch zwei-
maliges Auswdgen mit Quecksilber kalibriert worden; diese
Apparate sowie neue Kugelapparate wurden auch von uns durch
doppelte Auswégungen mit Quecksilber noch einmal kalibriert.

Der Gang eines Versuches war folgender: Das defibrinierte
Blut wurde 2 Stunden zentrifugiert, das Serum abgehebert und
der Blutkérperchenbrei in ausgekochtem Wasser gelést. Die
wasserige Blutkdrperchenldsung wurde in einen grofen, dick-
wandigen Glasbehalter tber Quecksilber eingefiillt: hier wurden
0,2—0,5 ccm einer 50°/oigen Lésung Hydrazinhydrat zuge-
geben und unter Nachstromen von Wasserstoff das Queck-
silber bis auf einen kleinen Rest aus dem Behalter abgelassen.
Die Blutlésung steht in dieser Weise tber Quecksilber in einer
Wasserstoffatmosphare, bis das Oxyh&moglobin vollstdndig zum
Hamoglobin reduziert ist (einige Stunden). Dann wurde das
Ganze mit der Wasserstrahlpumpe verbunden und ausgepumpt,
bis die LOsung beim heftigen Schitteln nicht mehr schdumt,
Der evakuierte Blutbehélter und die Blutlésung wurden dann
durch einen Hahn von der AuRenluft abgeschlossen, die Pumpe
unterbrochen und der Zweikugelapparat auf dem Blutbehalter
aufgesetzt, verbunden und wiederholt mit Wasserstoff ausge-
waschen und evakuiert. SchlieBlich wurde die Blutlésung unter
Quecksilberdruck in die untere Kugel des evakuierten Zwei-
kugelapparates ubergefillt und hier abgesperrt. Der Zweikugel-
apparat wurde dann von dem Blutbehalter getrennt und seine
obere Kugel 3 mal alternierend evakuiert und mit Kohlenoxyd
ausgewaschen und schlieflich mit Kohlenoxyd gefillt. Das
Volumen des Kohlenoxyds wurde nach Aufsetzen des Apparates
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auf das Manometer und Herstellung der richtigen Verbindungen
an der Manometerteilung mit dem Stauding ersehen Katheto-
meter abgelesen. Hiernach wurden alle Verbindungen wieder
geschlossen, der Zweikugelapparat vom Manometer getrennt,
der Verbindungshahn zwischen Blut- und Gaskugel ge6ffnet
und das Gemisch so lange geschittelt, bis das Volumen des
Kohlenoxyds — nach wiederholtem Aufsetzen und Ablesung
am Manometer beurteilt — konstant blieb. Aus dem Unter-
schied in dem Volumen des Kohlenoxyds vor und nach dem
Schitteln mit der Blutlésung 4Rt sich das Volumen des von
der Blutlésung aufgenommenen Kohlenoxyds unter Beriick-
sichtigung der herrschenden Druck- und Temperaturverhéltnisse
leicht berechnen. Nach Abzug des einfach geldsten Kohlen-
oxyds von der Gesamtmenge erhalt man das Volumen Kohlen-
oxyd, das von dem vorhandenen Hamoglobin chemisch ge-
bunden ist.

Das Manometer wurde reichlich mit Wasser befeuchtet und
die Tension des Wasserdampfes bei der Versuchstemperatur
in der Berechnung eingesetzt. Samtliche Versuche wurden in
der Nahe von 20° angestellt. Es wurde immer 15—20 Minuten
auf den Ausgleich der Temperatur nach jedem neuen Einsetzen
des Zweikugelapparates gewartet; hierbei waren die Anderungen
des Quecksilbermeniscus &m Kathetometer abgelesen mal3gebend.
Waéhrend der Versuche war eine auf- und abgehende Rihrvor-
richtung, die von einem kleinen Motor getrieben wurde, am
Wasserstander angebracht. Mittels dieser Vorrichtung gelang es,
eine bestimmte Temperatur stundenlang ohne gréRere Schwan-
kungen als 0,20 einzuhalten. Am Anfang und zwischen jedem
dritten bis vierten Versuch wurde das Manometer mit aufge-
setztem Zweikugelapparat unter Unterdriick und Uberdruck ge-
setzt und dadurch auf Dichtigkeit gepruft.

GroRere Vorrate von Kohlenoxyd wurden aus ameisen-
saurem Natrium und H8SO4 dargestellt, mit KOH gewaschen
und Uber KOH in glasernen Gasometer aufbewahrt. Etwas
Pyrogallol wurde zu der unterstehenden KOH unter Luftab-
schlul gegeben; dabei trat nie eine Brdunung ein. Das Gas
wurde in Stichproben analysiert und chemisch rein gefunden.
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Um den Gang des Versuches zu verdeutlichen, sei ein
vollstandiges Versuchsprotokoll vom 15. VII. 08 angefihrt.

Versuchsprotokoll von 15. VII. 1908.

Rinderblut.

Volumen des Kohlenoxyds vor dem Schutteln mit der Blutldsung.
Temperatur des Wassers im grofien Wasserstédnder . t==20,0°
Barometerstand...........ccocoevceeeeii i B = 730,0 mm
Temperatur am Barometer ........ccocveevievienienienieniennnns T = 229°
Barometerstand, reduziert auf O ........cceevvviiiiciriiene B0 = 733,11mm
Quecksilbermeniscus, rechts (geschlossener Mano-

meterschenkel). . . . . - .- _-. .. r= 959,70 »
Quecksilbermeniscus, links (offener Manometerschenkel) |= 959,70 *
Unterschied der beiden, (r—21)....ccccooiiniiniinniinincen, V >» 0,00
Derselbe, reduziert auf O°. = 0,Q0
Quecksibermeniscus, rechts (auf Manometerskala ab-

geleSen). ... e m= 118,00 mm
Wasserdampftension bei der Versuchstemperator . . b" = 1805 »
Druck deS GaSES . eooiceeeiceeeciee et = 715,06 »
Abgelesenes Volumen, nach den Kalibriertabellen . . v = 241,91 ccm
Volumen des Gases auf 0° und 760 mm Quecksilber-

druck reduziert .......ococoeiiieiieieeeee v0 == 211,65 ccm

Nach dem Schutteln mit der Blutldsung.
geschittelt

1000 mal 1500 mal

Temperatur des Wassers im Stdnder . . t = 20,8° 20,7°
Barometerstand............cccocoeees ceviviievieeinnne B = 736,0 mm 736,4 mm
Temperatur am Barometer........................ T = 22,6° 21,9°
Barometerstand, auf 0° reduziert. . . . B0 = 733,16 mm 7£3,63 mm
Quecksilbermeniscus, rechts (am Katheto-

meter abgelesen) . ..., r = 98315 » 960,05 >
Quecksilbermeniscus,* links (am Katheto-

meter abgelesen).........cccccevvenn. 1 = 93720 » 902*20 *
Unterschied der beiden (r—1) . .. .. b'= 4595 > 57,85 >
Derselbe, auf 0° reduziert..........cc.cocuvenee.. h'0 = 4579 » 57,65 *
Quecksilbermeniscus, rechts (auf Mano-

meterskala) ......ccoeiieiiiienn, m = 9463 * 117,60 »
Wasserdampftension bei der Versuchs-

temperatur.............. V. b" = 1827 » 18,16 »
Druck des Gases (B0 — bO—b/y) .p = 669,10 . 657,82 »
Abgelesenes Volumen, nach Kallbrler-

tabellen ..o = 237,93 ccm 241,84 ccm

Volumen des Gases auf 0° und 760 mm
Druck reduziert . - - - - - - - vl = 194,65 » 19454 *
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Bei der Hamoglobinbestimmung wurde in einer 25 fach
verdunnten Losung der Extinktionskoeffizient zu 1,04 (<p =
72,50°) und in einer 37,5fach verdinnten Losung zu 0,697
(<p = 63,38°) gefunden. Das Volumen der L&sung betrug
205,62 ccm; das Absorptionsverhéltnis des Oxyhdmoglobins
in der untersuchten Spektralgegend ist 0,00187. Hieraus be-
rechnet sich die Hdmoglobinmenge nach der ersten Bestimmung
zu 10,009 und nach der zweiten Bestimmung zu 10,05 g, im Mittel
10,03 g. Der prozentische Hamoglobingehalt der Lésung ist 4,9°/0.

Das Volumen des von der Lésung aufgenommenen Kohlen-
oxyds ist 211,65 ccm — 194,54ccm = 17,11 ccm; von diesem

sind gemall der Gleichung, V = 3,77 ccm Kohlenoxyd

physikalisch gelost (a = 0,0212 fiir eine 5«/oige Hdmoglobin-
I6sung bei 20°, h bedeutet das Volumen der Blutlésung und
p der Druck des Gases). Das Volumen des von 10,03 g Ha-
moglobin gebundenen Kohlenoxyds ist demnach 13,34 ccm:

L 13 34
1 g Hamoglobin bindet ' = 1,33 ccm Kohlenoxyd.

Eine Portion des zum Versuch verwendeten Kohlenoxyds
wurde vor und nach dem Versuch analysiert.

Tempe- -

Volumen Druck ratupr zl?:;jtte]s

mm Grad  Volumen

Angewandtes Gas . - - - . 90,05 31394 18,9 34,78

Nach Zusatz von O, . . . . 202,23 425,96 18,3 106,22

Nach Verpuffung - - - - - - 178,71 402,03 18,6 88,57
Nach Absorption der CO,

(Kalikugel) — ooveiiiiiiees 122,79 358,55 20,4 53,91

Angewandt = 34,78 Volumenteile.
Gefunden 88,57 — 53,91 = 34,66 Volumteile.

Nach vollendetem absorptiometrischen Versuch wurde
das Gas von dem Manometer des groRen Absorptiometers in
ein Bunsensches Absorptionsrohr tbergefillt und analysiert.
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Redu-
ziertes
Volumen
Angewandtes Gas................. 110,27 588,67 19,7 705
Nach dem Stehen Uber Nacht
mit einer Kalikugel . . . 108,20 597,0i 20,1 79,5

Das Gas enthélt somit keine Ko liensaure. Es wurde jetzt in
ein Eudiometer Ubergefillt, gemessen und mit Sauerstoff verpufft.
Die gebildete Kohlenséure wurde mit einer Kalikugel absorbiert.

Angewandt wurde 60,25 Volumteile.

Gefunden 60,18 Volumteile.

Nach dem soeben als Schema wiedergegebenen Versuchs-
protokoll sind die folgenden Werte gewonnen (Tab. IIl). Das
Hamoglobin wurde jedesmal in zwei oder mehr Verdinnungen
bestimmt.

Aus diesen Zahlen geht hervor, dall die Kohlen-
oxydaufnahme pro Gramm Hamoglobin erstens fir
Menschenblut und Rinderblut dieselbe ist und auch
fur pathologische Falle, namentlich Polycythdmie und
Anamie bloR innerhalb der methodischen Fehler-
grenzen, von 1,30—1,35 ccm, schwankt.

1. Eisenbestimmungen.

Wir sind an die Eisenbestimmungen mit grof3er Vorsicht
herangetreten, denn die Geschichte des Eisengehaltes des H&mo- '
globins ist sehr merkwirdig. Der Eisengehalt ist im Laufe von
30 Jahren von 0,47 aufO,34ftlo gesunken, ein Unterschied von
rund 28°/o! Dieser Unterschied erklart sich zum Teil wohl
dadurch, dafl Hamoglobin von verschiedenen Darstellungsver-
fahren und Reinheitsgrad in viel zu kleinen Mengen analysiert
wurde; nahe liegt es auch, eine mangelhafte technische Aus-
fuhrung der Bestimmung selbst anzunehmen. Denn in einigen
Fallen wurde das Eisen in salzsaurer Lésung mit Perman-
ganat titriert,1) und andere Untersucher hielten es flr Uber-

*) Selbst HUfner, Diese Zeitschrift, Bd. VII, S. 68, ist es damals
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fliissig, Doppelbestimmungen zu machen. So schreibt Bohr:))
«Die Eisenmenge ist nur in gewissen Fallen zweimal in jeder
Blutprobe bestimmt worden, ndmlich in einigen Féllen, in welchen
die Resultate auffielen». Ferner kommt die Schwierigkeit, eisen-
freie Reagenzien, insbesondere eisenfreies Zink2) zu erhalten,
in Betracht. Spurenw'eise vorhandene Verunreinigungen, die
bei gewdhnlichen Eisenbestimmungen vielfach ohne Belang sind,
geben bei der Bestimmung der minimalen Eisenmengen des
Hamoglobins einen sehr grofRen Ausschlag. Schlieflich ist ein
kleinerer Teil der Arbeiten Uber den Eisengehalt des Blutes
mit dem Joliessehen «Ferrometer» gemacht worden. Diesen
Arbeiten ist jeder Wert abzusprechen, nachdem Kriss3) ge-
zeigt hat, daB bei der Rhodaneisenreaktion ein leicht zersetz-
liches Doppelsalz gebildet wird, dessen Farbe von dem Disso-
ziationsgrad abhangig ist.

Die sorgféltigsten Eisenbestimmungen verdanken wir Zin-
noffsky4) im Bungeschen Laboratorium. Zinnoffsky war
der erste, der mit groReren Mengen (bis 60 g) von wiederholt
umkrystallisiertem Hamoglobin gearbeitet hat. Er hat sich nicht
auf eine einzige Darstellungsweise beschrankt, sondern hat
verschiedene Darstellungen angewandt, hat ferner das Eisen
sowohl gravimetrisch wie auch volumetrisch (mit KMn04) be-
stimmt und ist nach beiden Methoden zu gleichen Resultaten
gekommen. Im Bungeschen Laboratorium wurde von Zin-
noffsky und Jaqu et der Eisengehalt des Hamoglobins vom Pferd,
Rind, Hund und Huhn Gbereinstimmend zu 0,34°/0 gefunden.

Da wir den groRten Teil unserer Untersuchungen an

entgangen, dal} bei der Reaktion ein Mehrverbrauch von KMn0O4 statt-
findet und Chlor frei wird.

*) Bohr, Skand. Archiv f. Physiol., Bd. Ill, S. 102.

8) 4 g eines Praparates von einer bekannten Firma, «Metallisches
Zink, puriss., chem. rein granuliert, pro analysi», in eisenfreier Schwefel-
saure gelodst, verbraucht 2,95 ccm Permanganat (Titer, 0,591 g Fe im Liter);
0,0017 g Fe in 4,0 g Zink = 0,04°/« Fe. Die Losung gab eine intensive
Rotfarbung mit Rhodankalium.

*) G. und H. Kruss, Kolorimetrie und quantitative Spektralanalyse,
1891, S. 174—183.

4) Zinnoffsky, Diese Zeitschrift, Bd. X.



218 E. E. Butterfield,

Menschenblut anstellen wollten, das wir manchmal nur in kleinen
Mengen bekommen konnten, kam es darauf an, eine Methode
zu gebrauchen, mit der man auch bei kleinen Eisenmengen
genaue Bestimmungen ausfihren kann. FUr die Bestimmung
kleiner Eisenmengen im Blut wéare die von Neumannl) 1903
angegebene Methode ein sehr groller Fortschritt, wenn sie
immer zuverlassige Resultate geben wirde. Aber gegen die
jodometrische Bestimmung des Eisens lassen sich viele Be-
denken geltend machen. Die Reaktion, die der Methode zu-
grunde liegt, ist umkehrbar und man ist gendtigt, ganz genau
die Bedingungen einzuhalten, bei denen die Reaktion nach der
einen Seite vollstandig verlauft. Die Resultate sind namlich in
hohem Grad von der Aciditat der Losung und der Temperatur
sowie von der Art der Titration des Endpunktes abhangig. Man
braucht sich darum auch nicht zu wundern, wenn man nach
den abweichenden Vorschriften von F. Mohr,2) Treadwell3)
und Neumann verschiedene Resultate erhélt. Nach zahlreichen
Vorversuchen haben wir die Reaktion so sehr von der Tempe-
ratur und dem Salzduregehalt der Ldsung abhangig gefunden,
dall wir die jodometrische Bestimmung des Eisens mit %b-n-
Thiosulfat ganz aufgegeben haben. Dagegen ist der Vorschlag
von Neumann, die Veraschung auf nassem Weg vorzunehmen,
sehr wertvoll. Die Methode ist sehr bequem und rasch aus-
fihrbar. Weiter bewirkt die Erzeugung eines Niederschlages
von Zinkammoniumphosphat in der ammoniakalisch gemachten
Aschenlésung eine grofe technische Erleichterung bei der quan-
titativen Ausfallung des Eisens. Denn die quantitative Ausféallung
des Eisens mit Ammoniak allein geht schwer und der dabei
entstehende leicht flockige Niederschlag laBt sich seiner ge-
ringen Menge wegen nicht gut weiter verarbeiten. Durch Zu-
satz des Neumannschen Reagens und Kochen der ammonia-
kalisch gemachten Aschenlésung wird das Eisen in kurzer Zeit
vollstandig mitgefallt; der schwere Niederschlag IaRt sich leicht
auswasehen und weiter verarbeiten; das Filtrat gibt nach An-

Y A. Neumann, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII.
*) F. Mohr, Titriermethoden, 5. Aufl., 1877, S. 290.
3) Tread well. Lehrb. d. analyt. Chemie, Bd. II, S. 521,4. Auf!., 1907.
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séuren mit HCI keine Rotfarbung mit Rhodankalium. Wir haben
uns dieser zwei Vorziige der Neumannschen Methode bedient
und sind nur in der Behandlung des Niederschlages von Eisen-
hydroxvd und Zinkammoniumphosphat von Neumanns Vor-
schriften abgewichen, indem wir ihn in H2SO04 geldst, die Ldsung
mit Zink reduziert und endlich mit Vioo-n-KMn04 titriert haben.

Das Verfahren war folgendes.

Das H&moglobin, Blut oder eine Blutlésung wurde in
einem Gemisch von konzentrierter H2S04 und HNO* zu gleichen
Volumenteilen nach der Neumannschen Vorschrift verascht.
Die saure Aschelésung wurde verdiunnt und die Uberschissige
Salpetrigsdure verjagt; nach dem Abkihlen wurde die ver-
dinnte Aschelésung mit dem Zinkreagens versetzt, mit Ammo-
niak neutralisiert und der entstandene Niederschlag in einem
kleinen UberschuR von Ammoniak gerade geldst. Zu der Lésung
wurden einige Platintetraeder, um gleichmaRiges Sieden zu er-
reichen, gegeben. Die Loésung wurde dann langsam bis; zum
Sieden erhitzt und eine halbe Stunde, eventuell langer in flottem
Sieden gehalten. Die Platintetraeder verhindern génzlich das
StofRen und Hochschleudern der Flissigkeit, das sonst nach
der Abscheidung des krystallinischen Zinkammoniumphosphats
haufig auftritt. Die Uberstehende Fllssigkeit wurde, wahrend
sie noch heit war, von dem Niederschlag abfiltriert und der
Niederschlag 3 mal mit heiBem Wasser gewaschen. Hierbei
darf das Filtrat nach dem Ansduern mit HCl keine Rhddan-
reaktion geben. Der Niederschlag wurde dann in verdlnnter
H2S04 geldst, in eine groRe Platinschale Ubergefthrt und mit
Zink reduziert. Die vollstandige Reduktion von 10 mg Eisen
nimmt selbst bei Anwendung von chemisch reinem Zink, das
von verdinnter H2S04 allein so gut wie gar nicht angegriffen
wurde, in der Platinschale bloR 3 Stunden in Anspruch. Die
reduzierte Losung wurde dann durch Glaswolle, die mit H2S04
gewaschen war, in ein Becherglas filtriert und mit etwa L ioo-
n-Permanganat aus einer Gay-Lussacschen Burette titriert.
Das Permanganat wurde von jeder Titration gegen Thiosulfat
von bekanntem Titer eingestellt. Der Titer des Thiosulfats
wurde wiederholt mit L'ioo-n-Kaliumbichromat kontrolliert. Das

Hoppe Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXII. 15
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Kaliumbichromat war ein 3 mal umkrystallisiertes Praparat, das
durch Erhitzen auf eine Temperatur, die einige Grade unter
dem Schmelzpunkt lag, getrocknet worden war. (Ausflhrliches
tber die Anwendung von Kaliumbichromat als Urtitersubstanz
Zuverléssigkeit der Methode, Fehlergrofle (1 pro Mille) usw.,’
siehe Julius Wagner, Malanalytische Studien, Habilitations-
schrift, Leipzig 1898.)

Bei Vorversuchen mit Zusatz des Neumannschen Reagens
zu bekannten Eisenmengen stellte es sich heraus, dal das Reagens
keinen EinfluR auf die Titration mit Permanganat hat; auch
eine blinde Probe mit Neumannschem Reagens und wie oben
weiter verarbeitet, reduziert kein Permanganat. S&mtliche an-
gewandten Reagenzien waren eisenfrei; das Zink, das fiir uns
von Kahlbaum hergestellt wurde, gab nach Lésung in .H2SOt
und nach langem Stehen keine Rhodanreaktion; eine Ldsung
von 10 g in H2S04 blieb nach Zusatz von 2 Tropfen Vioo-n-Per-
manganat rot gefarbt.

Mit dieser Methode erhielt ich folgende Resultate.

I. Hamoglobinpréiparate.

1,4920 g trockenes feingepulvertes Rinderhdamoglobin —
Rickstand von der ersten Bestimmung des Absorptionsver-
héltnisses — verbrauchten 8,45 ccm Permanganatlosung (Titer
0,594 g Fe in Liter).

Fe-Gehalt des Praparates 5,02 mg = 0,336 °/o.

Hamoglobin, das zur zweiten Bestimmung des Absorp-
tionsverhaltnisses verwendet wurde.

Portion | 2,5594 g.

Portion 1l 2,8022 g.

Die Trockenbestimmung ergab einen Gehalt an trockenem
Hamoglobin von 92,69°/0 (l. 0,3625 g blieb mit 0,3360 g kon-
stant, II. 0,4827 g wurde mit 0,4474 g konstant). Portion I,
2,3723 g trockenes Hamoglobin verbraucht 13,6 ccm Perman-
ganatlésung (Titer, 0,586 g Fe in Liter), Portion Il, 2,5973 g
verbraucht 14,7 ccm Permanganat. Daraus berechnet sich

Fe-Gehalt Portion | = 0,336 0/0.

Fe-Gehalt Portion Il = 0,332 ®/o.

Mittlerer Fe-Gehalt des Préparates = 0,334 °/o.
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Menschenhamoglobin, vollstandig getrockneter Rickstand
aus der Konstantebestimraung wog 3,3267 g, davon 6,990/0
(NH4)2S04 = 0,2320 g. 3,0947 g Menschenhamoglobin ver-
braucht 17,2 ccm Permanganat (Titer, 0,591 g Fe im Liter).
Fe im Praparat = 10,24 mg.

Fe-Gehalt des Hamoglobins = 0,331 %.

Il. Blut und Blutlésungen.

Losung von ausgeschleuderten roten Blutkdrperchen vom
Gasversuch «Rinderblut, 15. VII. 08». Zwei 50 ccm-Portionen
verascht. Portion | verbraucht 14,0 ccm Permanganat (Titer,
0.595 g Fe in Liter), entsprechend 8,33 mg Fe; Portion Il ver-
braucht 14,1 ccm Permanganat = 8,68 mg Fe. Hamoglobin-
gehalt der Losung (spektrophotometrisch bestimmt) 4,89 °/o.

Fe-Gehalt des Hamoglobins aus Portion | berechnet =
0,340 °/o.

Fe-Gehalt des Hamoglobins aus Portion Il berechnet =
0,342 °/o.

Mittlerer Fe-Gehalt des Hamoglobins = 0,342 %.

Rinderblut, 2 Portionen von 50 ccm. Portion | ver-
braucht 30,1 ccm Permanganat (Titer, 0,595 g Fe im Liter),
Portion Il verbraucht 30,0 ccm. Hamoglobingehalt 10,53%.

Fe-Gehalt Portion 1,17,91 mg = 0,340% Fe im Hamo-
globin.

Fe-Gehalt Portion Il, 17,75 mg = 0,337% Fe im Hamo-
globin.

Mittlerer Fe-Gehalt des Hamoglobins = 0,339%.

Menschenblut.

Blut von Gesunden. Portion I, 10 ccm verbraucht 7,7 ccm
Permanganat (Titer, 0,595 g Fe in Liter); Portion II; 20 ccm
verbraucht 15,6 ccm Permanganat. Hamoglobingehalt des Blutes
13,80/0.

Fe-Gehalt Portion I, 4,58 mg = 0,332% Fe im Hamo-
globin.

Fe-Gehalt Portion II, 9,28 mg = 0,336 °/o0 Fe im Hamo-
globin.

Mittlerer Fe-Gehalt des Hamoglobins m= 0,334%b,

15*
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Herzklappenfehler (R). Portion I, 20 ccm konzentrierter
Ldsung von ausgeschleuderten roten Blutkdrperchen, 14,6 ccm
Permanganat (Titer, 0,59,5 g Fe in Liter), Portion IlI, 20 ccm
verbraucht 14,5 ccm. Hamoglobingehalt der Lésung 13,2°

Fe-Gehalt Portion I, 8,69 mg = 0,329°/0 Fe im H&mo-
globin.

Fe-Gehalt Portion Il, 8,63 mg = 0,327°/0 Fe im Hamo-
globin.

Mittlerer Fe-Gehalt des Hamoglobins == 0,328 °/o.

Hemiplegie (S.). Portion I, 50 ccm konzentrierter Losung
von ausgeschleuderten roten Blutkdrperchen, verbraucht 31,0 ccm
Permanganat (Titer, 0,595 g in Liter). Portion Il verloren.
Hamoglobingehalt der Lésung 11,07 °/o.

Fe-Gehalt Portion I, 18,46 mg = 0,334 °/0 Fe im Hamo-
globin.

Polycythdmie 1. (U.). Portion I, 100 ccm Ldsung von aus-
geschleuderten roten Blutkdrperchen, verbraucht 16,9 ccm Per-
manganat (Titer, 0, 595 g Fe in Liter), Portion II, 100 ccm
verbraucht 16,85 ccm Permanganat. Hamoglobingehalt der
Ldsung 3,0 °/o.

Fe-Gehalt Portion I, 10,06 mg = 0,335°/0 Fe im H&mo-
globin.

Fe-Gehalt Portion Il, 10,03 mg = 0,334°/0 Fe im Hamo-
globin.

Mittlerer Fe-Gehalt des Hamoglobins = 0,335 °/o.

Polycythdmie II. (H.). Portion I, 100 ccm verbraucht
16,10 ccm Permanganat (Titer, 0,595 g Fe in Liter), Portion II,
100 ccm verbraucht 16,25 ccm Permanganat. Hamoglobingehalt
der Blutlésung 2,88 °/o.

Fe-Gehalt Portion I, 9,56 mg = 0,332°/0 Feim Hamoglobin.

Fe-Gehalt Portion Il, 9,67 mg = 0,336 °/0 Fe im Hamo-
globin.

Mittlerer Fe-Gehalt des Hamoglobins = 0,334 °/o.

Polycythadmie Ill. (Z.). Portion I, 100 ccm Blutlésung ver-
braucht 10,3 ccm Permanganat (Titer, 0,595 g Fe in Liter),
Portion IlI, 100 ccm verbraucht 10,2 ccm Permanganat. Hamo-
globingehalt der Ldsung 1,81 °/o.
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Fe-Gehalt Portion I, 6,13 ing = 0,338° 0 Fe im Hamo-
globin.

Fe-Gehalt Portion Il, 6,07 mg = 0,335°0 Fe im H&amo-
globin.

Mittlerer Fe-Gehalt des Hamoglobins 0,337 °/o.

Chlorose II. Portion I, 50 ccm einer Ldsung von aus-
geschleuderten Blutkdrperchen, verbraucht 15,5 ccm Perman-
ganat (Titer, 0,595 g in Liter), Portion Il, 50 ccm verbraucht
15,35 ccm Permanganat. Hamoglobingehalt der Blutlésung 5,41 °/o.

Fe-Gehalt Portion I, 9,22 mg = 0,340°0 Fe im Hamo-
globin.

Fe-Gehalt Portion Il, 9,13 mg = 0,33.7°/oFe im Hamo-
globin.

Mittlerer Fe-Gehalt des Hamoglobins = 0,339 °/o.

Chlorose IlI. Portion I, 100 ccm einer Lésung von aus-
gcschleuderten  roten Blutkdrperchen, verbraucht 22,9 ccm
Permanganat (Titer, 0,595 im Liter), Portion IlI, 100 ccm ver-

braucht 23,0 ccm Permanganat. Hamoglobingehalt der Ldsung
4,2 °/o.

Fe-Gehalt Portion 1, 13,63 mg = 0,325°/0 Fe im Hamo-
globin.

Fe-Gehalt Portion Il, 13,69 mg = 0,326"'/0 Fe im Hamo-
globin.

Mittlerer Fe-Gehalt des Hamoglobins = 0,326°/0.

Pernizidse_ Anamie (M). 50 ccm einer LOsung von aus-
geschleuderten roten Blutkdrperchen verbraucht 11,9 ccm Perman-
ganat (Titer 0,595 g Fe im Liter). Hamoglobingehalt der
Losung 4,150/0.

Fe-Gehalt der Losung 7,08 mg = 0,342°0 Fe im Hamo-
globin.

Skorbut (M). Portion I, 100 ccm verbraucht 20,55 ccm
Permanganat (Titer, 0,595 g Fe in Liter), Portion Il, 1Q0 ccm
verbraucht 20,50 ccm. Hamoglobingehalt der Blutlésung 3,76"

Fe-Gehalt Portion |, 12,20 mg = 0,324° o Fe im Hamo-
globin.

Fe-Gehalt Portion Il, 12,17 mg = 0,324°/0 Fe im Hamo-
globin.
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Mittlerer Fe-Gehalt des Hamoglobins = 0,324°/0.

Pseudoleuk&mie. 50 ccm einer Lésung von ausgeschleu-
derten roten Blutkérperchen verbrauchten 11,75 ccm Perman-
ganat (Titer, 0,595 g Fe in Liter). H&moglobingehalt der
Losung 4,08°o.

Fe-Gehalt der Lésung 6,99 mg = 0,341 °/o Fe im Hamo-
globin.

Gesamtmittel aus 16 Bestimmungen 0,335°0, abgerundet
= 0,34°/o.

Zusammenfassung.
Wir stellen nun zum SchluR die Werte fir " den Eisen-
gehalt und die Gasaufnahme des Hamoglobins bei s&mtlichen

Versuchen an Menschenblut in Gbersichtlicher Weise zusammen.

Eisengehalt des  Kohlenoxydauf-

Fall g Hamoglobins nahﬂ;ﬁg;loizzmm
°lo cecm
Gesunder.................. 1,56 0,34 1,33
Herzkranker (R) . . . 1,57 0,33 1,35
Hemiplegie (S.) . . . 1,57 0,33 1,35
Polycythédmie 1 ... 1,59 0,34 1,35
nm. .. 1,59 0,33 1,32
» ... 1,59 0,34 1,35
* v. . . 1,58 — 1,33
Pemicidse Anémie . . 1,58 0,34 1,34
Chlorose Il............... 1,60 0,34 1,31
» m .... . 1,58 0,33 1,30
Skorbut.................. . 1,58 0,32 1,34
Pseudoleukdmie . . . 1,58 0,34 1,33

Aus diesen Zahlen geht mit Deutlichkeit hervor,
dall die Lichtextinktion, der Eisengehalt und das
Gasbindungsvermdgen des Menschenhamoglobins in-
nerhalb der methodischen Fehlergrenzen konstante
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GroRRen sind. Diese Konstanz gilt nicht nur fur das
Hamoglobin des normalen Menschenblutes, sondern
auch fir das Menschenhamoglobin bei Polycythiimieén,

bei pernicidser Anamie, Chlorose, Skorbut und Pseu-
doleukamie.

Schlielich sei es mir gestattet, Herrn Prof. Friedrich
Muller fir seine bereitwillige Unterstitzung und sein stets
entgegengebrachtes Interesse bestens zu danken. Meinem
Freund, Erich Meyer, verdanke ich die Anregung zu der
Arbeit und die Besorgung der Blutproben. Es ist mir eine
angenehme Pflicht, Herrn Dr. E. Letsche, der nach dem
Tode von Herrn Prof. Hufner die Leitung des physiologisch-
chemischen Instituts in Tubingen pro tempore (bernahm, fur
sein Entgegenkommen, seine zahlreichen Ratschlage sowie die
Anleitung und personliche Beihilfe bei vielen Versuchen meinen
verbindlichsten Dank auszusprechen.



