BIBLIOTHEKA

E. pbE WAHL

DORPATI LIVON.




Beobachtungen iiber die Absorption des Lichtes durch
das Oxyhimoglobin.

Von
Dr. med. Friedrich Kriiger,

Assistent am physiologischen Institut der Universitdt zu Dorpat.

Bekanntlich ist das Absorptionsverhéltniss (4) gleich der Con-
centration (¢) einer Losung dividirt durch den Extinctionscoéfficienten

(¢) oder 4 = z

Je griosser nun ¢ wird, desto grosser muss auch A4 werden,
bei gleichbleibendem & und umgekehrt.

Man muss nun voraussetzen, dass durch das Umkrystallisiren
der zu untersuchenden, firbenden Substanz das Absorptionsver-
haltniss kleiner werde, da dieselbe dadurch immer mehr von ver-
unreinigenden Beimengungen befreit wird, infolgedessen ¢ im Ver-
héltnis zu & kleiner wird.

Merkwiirdigerweise fand Kupffer ') beim Oxyhimoglobin aber
ein anderes Verhalten. — Sowohl das Oxyhidmoglobin des Pferde-,
als auch das des Hundebluts zeigten, nach seinen Beobachtungen,
nach dreimaliger Krystallisation ein hoheres Absorptionsverhiltniss,
als nach zweimaliger.

Diese Beobachtungen einer weiteren Priifung zu unterziehen,
ist der Zweck meiner Untersuchungen.

Einstellung des Spectrophotometers.
Zu meinen Bestimmungen benutzte ich Hiifner’s Spectro-
photometer; dieselben wurden zwischen den Fraunhofer’schen
Linien D und E ausgefiihrt.

1) F. Kupffer, Analyse septisch inficirten Hundeblutes. Inaug. Dissert.
Dorpat, 1884.
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D und E wurden durch den Rand des rechten Schiebers be-
stimmt, indem der Tubus, einmal bei Normalstellung des rechten
Schiebers, ein zweites Mal nach Verschiebung desselben um einen
Theilstrich der Fithrungslinie bewegt wurde. Die Verschiebung des
Tubus wird bekanntlich durch einen Zeiger auf einer horizontalen
Scala markirt.

Die Linie £ kam auf den Rand des rechten Schiebers in
Normalstellung bei

1) 81,7 3) 81,4 5) 82,1
2) 82,0 4) 81,7 6) 81,5
also durchschnittlich bei 81,73 Theilstrichen der horizontalen Scala.

Bei Verschiebung des rechten Schiebers um einen Theilstrich

der Fiihrungslinie kam der Rand desselben auf die Linie £ bei
1) 73,6 3) 13,6 5) 73,6
2) 134 4) 73,4 6) 73,5

also durchschnittlich bei 73,48 Theilstrichen der horizontalen Scala.

Daraus folgt, dass ein Theilstrich der Fiithrungslinie — 81,73
— 73,48 — 8,256 Theilstrichen der horizontalen Scala.

Die Mitte des Linienpaares D fiel auf den Rand des rechten
Schiebers, in Normalstellung desselben, bei

1)68;2 3) 53,6 5) 53,5
2) 53,5 4) 534 6) 53,6
also durchschnittlich bei 53,46 Theilstrichen der horizontalen Scala.

Auf der horizontalen Scala ist folglich die Entfernung zwischen
D und FE = 81,73 — 53,46 — 28,27, oder 28,27 Theilstriche der
horizontalen Scala sind gleich 100 Fraunhofer.

Unsere Spaltbreite entspricht, wenn der linke Schieber in Normal-
stellung bleibt, der rechte aber um einen Theilstrich der Fithrungs-
linie verschoben wird, 8,25 Theilstrichen der horizontalen Scala.
Folglich kommen in den Bereich unserer Spaltbreite (nach der
Gleichung 28,27 : 100 = 8,25 : z) 29,18 Fraunhofer.

Das zweite Absorptionsband fiir Oxyhédmoglobin liegt zwischen
D 54 E und D 87 E. Um dieses Absorptionshand in den Bereich
unserer Spalte zu bringen, musste der Tubus so lange verschoben
werden, bis der Zeiger der horizontalen Scala auf 68,7 zeigte, wie
sich das aus folgender Rechnung ergibt:
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(81,73 — 53,46) : 100 = (x — 53,46):54 oder

1526,58
x — 53,46 = 00 oder
z = 68,1268

Der Zeiger der horizontalen Scala wurde also auf 68,7 bewegt
und blieb ein fir allemal in dieser Stellung. Da aber unsere Spalt-
breite nicht 33 Fraunhofer sondern nur 29,18 umfasst, so hatten
wir nicht den ganzen Bezirk des zweiten Blutbandes vor Augen,
sondern nur den Theil von D 54 F bis D 83 E, statt D 54 E —
D 87 E, was jedoch die Genauigkeit der Resultate durchaus nicht
beeintrichtigt.

Nachdem der Apparat diese Einstellung erhalten hatte, die er
fir die Zukunft behalten sollte, begann ich zunichst mein Auge in
der Wahrnehmung méglichst kleiner Intensititsunterschiede zu iiben.
Zu diesen Voriibungen benutzte ich Lésungen von Chromalaun,
deren Concentrationen bekannt waren, und erfreute mich sehr bald
dusserst befriedigender Resultate.

Die Tabelle einer dieser Beobachtungsreihen will ich hier zur
Bestitigung des soeben Gesagten mittheilen.

Bestimmung des Absorptionsverhiltnisses fiir

Chromalaun.

{1 Losung I |E LﬁsuxA]‘g II

l% 1. 710 48' I\ 1. 670 48'

| 2.72048 | 2 68 00’

| 3. 720000 | 3. 67080

472030 | 4. 68000

b. 12048 | b. 67024

¥ | 6 72048 | 6. 67°18

| 77208 | 7. 68 12

| 8 720000 | 8. 66° 48

| 9 1048 | 9 67048

| 10. 710 48' 10. 67° 12

Mittelwerth fir g 720 24’ 67° 36’
e 1,03892 0,83798
Concentration 4,74419/ 35,8269
S ?" 4,5664 4,5668

Mittelwerth fiir 4 [ 4,5666

Zeitschrift fir Biologie Bd. XXIV N. F. VL. 4
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Darstellung der Hamoglobinkrystalle.

Hiamoglobinkrystalle stellte ich mir dar aus Hundeblut und aus
Pferdeblut.

Das Pferdeblut wurde in gekiihlten Vorlagen aufgefangen und
kalt gehalten, bis sich die rothen Blutkorperchen gehorig gesenkt
hatten; alsdann wurde das Plasma abgehoben und nun ein Theil
des Bluts sofort in weiter unten angegebener Weise zur Krystalli-
sation bearbeitet (ungeronnenes Blut), ein anderer Theil aber bei
Zimmertemperatur der Gerinnung iiberlassen, und wenn nun das
Blut geronnen war, wurde der Blutkuchen durch Leinwand gepresst
(defibrinirtes Blut).

Das Hundeblut wurde sofort bei Zimmertemperatur sich selbst
iiberlassen und dann, nachdem es vollkommen geronnen, die Placenta
sanguinis ebenfalls durch Leinwand gepresst.

Die weitere Bearbeitung war, unabhéingig von den vorange-
gangenen Behandlungen, stets dieselbe.

Das Blut wurde mit dem vier- bis fiinffachen Volum destillirten
Wassers versetzt und dann, nach Angabe Al. Schmidt’s, eine
sehr kleine Menge einer verdiinnten, titrirten Ammoniaklosung hin-
zugefiigt, um die Stromata nach Moglichkeit zu zerstéren, resp.
beim Umkrystallisiren die Losung der Hamoglobinkrystalle zu be-
giinstigen, Zu demselben Zweck wurde die Losung nach Zusatz
von Ammoniak noch auf dem Dampfbade bis auf 35—36 © C. erwiirmt,
dann vom Dampfbade entfernt und einige Minuten stehen gelassen.
Alsdann wurde mit einer entsprechend verdiinnten, titrirten Salz-
siurelosung neutralisirt, Ys—+ Volum 96% Alkohol unter bestéin-
digem Umriihren hinzugefiigt und die Losung einer Temperatur von
0°C. ausgesetzt.

Nach 24—48 Stunden war in der Regel die ganze Masse zu
einem steifen Krystallbrei erstarrt. Dieser Krystallbrei wurde auf
Leinwand gebracht, abgewartet bis die Mutterlauge moglichst abge-
tropft war, dann mit eiskaltem Wasser unter Verlust nachgewaschen.

Nachdem auch dieses Waschwasser abgetropft, wurde der auf
der Leinwand verbleibende Krystallbrei in Centrifugengliser iiber-
gefiihrt, dreimal mit ungefihr dem gleichen Volum eiskalten Wassers
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auf einer kleinen Handcentrifuge, die in der Minute 5—600 Um-
drehungen ausfiihrte, ausgewaschen. Das jedesmalige Centrifugiren
wurde nie linger als 10 Minuten, in der Regel sogar nur 3—5 Mi-
nuten fortgesetzt, denn ich vermied es, grosse Verluste nicht scheuend,
das Centrifugiren so lange fortzufithren, bis die iiberstehende Fliissig-
keit klar war. Ich betone das ausdriicklich, weil ein derartiges
Vorgehen am besten eine moglichst vollstindige Trennung von den
Stromata und anderen leichteren Beimengungen garantirt.

Von den also behandelten Hamoglobinkrystallen wurde
eine kleine Portion zur spectrophotometrischen Bestimmfifg abge-
nommen, zwischen Filtrirpapier ausgepresst, die auf dem Papier
verbleibende, zih-feste, teigige Krystallmasse wieder in dem gleichen
Volum Wasser vertheilt, abermals centrifugirt, die oben stehende
Fliissigkeit abgegossen und nun die so gereinigten Himoglobinkry-
stalle in vorher ausgekochtem und auf ca. 25° C. abgekiihltem Wasser
gelost, und zwar so, dass womoglich Krystalle im Ueberschuss waren.

Die andere, grossere Portion wurde behufs weiterer Krystalli-
sation wieder gelost, durch Leinwand filtrirt und ganz ebenso, be-
handelt. In dieser Weise setzte ich das Krystallisiren zwei-, drei-
bis viermal fort.

Etwas abweichend von dem eben beschriebenen Gang verfuhr
ich in der ersten Versuchsreihe, indem hier die Centrifuge noch
nicht in Anwendung gebracht worden war.

Hier nahm ich die Reinigung der Krystalle vor, indem ich die
auf der Leinwand befindliche Krystallmasse erst mehrfach mit eis-
kaltem, etwas Alkohol enthaltendem (1%) Wasser nachwusch, die-
selbe, nachdem das Waschwasser abgetropft, in Maasscylinder brachte,
gehorig mit 1—2 Volum kalten, alkoholhaltigem Wasser durch-
mischte und decantirte.

Bestimmung des Absorptionsverhiltnisses.

Wie ich schon einmal bemerkt habe, wurde von jeder Krystalli-
sation eine gewisse Menge des Krystallbreies zwischen Fliesspapier
ausgepresst, wieder mit Wasser verrithrt, centrifugirt und nun

endlich in Wasser gebracht und 1—2 Stunden der Losung iiber-
4%
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lassen, dann durch Filtrirpapier filtrirt. Das Filtrat war stets
viel zu concentrirt zu den spectrophotometrischen Bestimmungen.

Durch vielfache Vorversuche war ich zu dem Resultat gekommen,
dass die passendste Concentration fiir mich diejenige sei, deren
Extinctionscoéfficient einem Winkel entspricht, welcher zwischen 64
und 74° liegt — dieses waren aber auch die #ussersten Grenzen.
Je weiter nach oben oder nach unten sich die Grosse des Winkels
von diesen Grenzen entfernte, um so unempfindlicher wurde mein
Auge gegen Intensititsunterschiede, um so ungenauer wurden die
Resultate.

Bevor zu einer sorgfiltigen Wiagung geschritten wurde, bestimmte
ich daher volumetrisch die passende Verdiinnung. Zur Verdiinnung
wurde nicht etwa destillirtes Wasser sondern nach Hiifner’s Vor-
gang 0,1% Sodalosung benutzt.

War die Verdinnung auf diese Art ungefihr bestimmt, so
wurden dementsprechend mehrere Priaparate innerhalb der ange-
gebenen Winkelgrenzen hergestellt und zwar folgendermaassen:

Angenommen, es wire durch den Vorversuch bestimmt worden, dass
die urspriingliche Krystalllosung im Verhéltniss von 1: 10 verdiinnt
werden miisse, um am Spectrophotometer den oberen Grenzwinkel
anzugeben, so wurden erst mit einer Pipette 10 ccm der Na, CO, 16sung
abgemessen, in einen kleinen, mit geschliffenen Glasplittchen be-
deckten Ballon, dessen Gewicht vorher bestimmt worden war, gethan
und abgewogen, darauf mit einer Pipette von 1ccm Inhalt, die in
100 Theile getheilt war, 1 ccm von der Krystalllosung hinzugefigt
und nun wieder gewogen. Da die Priiparate in abnehmender Con-
centration hergestellt werden sollten, so wurden immer 10 ccm der
Salzlosung abgemessen und gewogen und zu jedem folgenden Prii-
parat je 10 Theilstriche (ca.) weniger von der urspriinglichen Kry-
stalllosung hinzugefiigt als zum vorhergehenden, und dann gewogen.
Es ist klar, dass sich auf diese Weise jedes Mal der procent. Gehalt
der Gesammtlosung an urspriinglicher Krystalllosung mit grosster
Genauigkeit berechnen liess und zwar nach Gewicht.

Die Wigungen hatte Herr Prof. Al. Schmidt die Freundlich-
keit, withrend ich am Spectrophotometer beschiftigt war, auszu-
fithren.



Von Dr. med. Friedrich Kriiger, H3

Zur Bestimmung des Gehalts der urspriinglichen Krystalllosung
an Himoglobin, wurde eine abgewogene Quantitit derselben 3 mal
24 Stunden unter der Luftpumpe iiber Schwefelsiure getrocknet
und dann das Trocknen im Trockenofen bei einer Temperatur von
110—115°C. bis zur Gewichtsconstanz fortgesetzt.

Da nun der procent. Gehalt an Krystalllosung in jedem Préparat
bekannt war, so war es natiirlich eine Kleinigkeit, auch den Gehalt
an Hamoglobin zu berechnen und das Absorptionsverhiltniss festzu-
stellen.

Bevor ich nun meine Versuchsprotokolle hier wiedergebe, will
ich noch bemerken, dass der Winkel ¢ stets das Resultat aus zehn
Einzelbestimmungen darstellt.

Um einen Maassstab fiir die Genauigkeit der spectrophotometri-
schen Bestimmung zu haben, wurde jedes Mal sofort das Verhiltniss
des Gehaltes der einzelnen Préparate an Krystalllosung zu einander
berechnet, sowohl aus den Ergebnissen der Wigung, (in den Tabellen
mit B W bezeichnet), als auch aus den entsprechenden Extinctions-
coéfficienten (B ¢). Dabei wurde der Gehalt des ersten Priparates
an Krystalllosung, wie auch der zugehorige Extinctionscoéfficient —
100 gesetzt, Die Resultate beider Rechnungen mussten gleich sein,
da die Extinctionscoéfficienten und Concentrationen in geradem -
Verhiltniss zu einander stehen.

Unmittelbar vor der spectrophotometrischen Bestimmung wurden
die Losungen gehorig mit Luft geschiittelt.

Versuche.

A. Pferdeblut.
I. Reihe.
Defibrinirtes Blut.

1. Zweite Krystallisation.

Zur spectrophotometrischen Bestimmung wurden vier Priaparate
in abnehmender Concentration nach frither beschriebener Methode
angefertigt.

Zur Bestimmung des Trockenriickstandes sind von der Krystall-
losung abgewogen worden 15,3308 g; nach dem Trocknen verblieb
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ein Riickstand von 01789 g, mithin betrug der procent. Trocken-
riickstand 1,1669%. -

—P-;! Procent. Ge-
halt an Kry- P & B W B e

 pushad stalllosung
1 10,2624 690 42' 0,91950 100,00 100,00
I 9,5288 670 48' 0,84538 92,85 91,94
111 8,5808 650 48 0,77460 83,61 84,24
v 7,8056 630 54 0,71332 76,06 77,55

Da nun der procent. Trockenriickstand der urspriinglichen
Krystalllosung einerseits, der Gehalt der einzelnen Préaparate an
dieser Krystalllosung andererseits bekannt ist, so kann daraus natiirlich
die Concentration (¢) der einzelnen Priaparate berechnet werden.
Alsdann wird sich ferner, da auch der Extinctionscoéfficient & er-

mittelt ist, das Absorptionsverhiltniss 4 — ;1' durch Rechnung er-

geben.

Berechnung des Absorptionsverhidltnisses.

Priparat c I £ A

I 0,11989%, 0,91950 | 0,1303
1l 0,1112% 084538 | 0,1315
111 0,1001 %o 0,77460 | 10,1292

IV 0,0911 %o 0,71332 0,1277
\

Mittelwerth fir 4 = 0,1297.

2. Dritte Krystallisation.

Es wurden zur spectrophotometrischen Bestimmung vier Préa-
parate hergestellt.

Prii- | "Procent. Ge-
sy halt an Kry- P £ W B s
P | stallldsung
I | 20,6276 ThLg 0,97914 100,00 | 100,00
I l 18,7690 | 69° 24’ 0,90730 90,99 92,66

111 I 16,3427 650 36" 0,76788 79,22 | 18,42
IV || 15,1292 640 24/ 0,72886 73,34 | 7444
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Zur Bestimmung des Trockenriickstandes wurden von der
Krystalllosung 23,9604 g abgewogen; nach dem Trocknen verblieb
ein Riickstand von 0,1570 g, mithin betrug der procent. Trocken-
riickstand 0,6552 %.

Berechnung des Absorptionsverhéltnisses.

P

1 | 0,1852% I 007914 | 0,181
|

Priparat

& A

o | 01230% | 090730 | 01356
o | 01071% | 076788 | 0,1382
v \[ 0,09916 0,1288 | 0,1360

Mittelwerth fu1 A=y 1372
Es waren also 4: 1. nach zweimaliger Krystallisation = (,1297

2 nach dreimaliger Krystallisation = 0,1372.

II. Reihe.
a) Defibrinirtes Blut.

1. Erste Krystallisation.

Es wurden zur spectrophotometrischen Bestimmung zwei Pri-
parate hergestellt.

7Pr; Procent, Ge- S
¢ halt an Kry- @ & B W B e
PAEN stalllésung |
I ! 10,8783 670 48 l 0,84538 | 100,00 i 100,00
1§ 9,3109 63° 48' | 071012 | 8559 | 84,00
| | l i

Zur Bestimmung des Trockenriickstandes wurden von der
Krystalllosung 10,4974 g abgewogen; nach dem Trocknen verblieb
ein Riickstand von 0,1023 g, mithin betrug der procent. Trocken-
riickstand 0,9747 %.

Berechnung des Absorptionsverhidltnisses.

Préparat ¢ & A
I 0,1060 %0 0,84538 0,1254
I Il 0,0907 %o | 0,71012 0,1277

Mittelwerth fur 4 = 0,1266.
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2. Zweite Krystallisation.

Es wurden zur spectrophotometrischen Bestimmung drei Pri-
parate hergestellt. i

Prii- Procent. (-}e- | [ :
arat | Dalt an Kry- | ? | e p Bl B¢
P stalllosung | | |
| [ [
I | 82102 | 700 24/ ’ 0,04874 | 100,00 | 100,00
I | 74848 | 68 30' 087188 | 9116 9190
o | 69603 | 670 00 ) 0,81624 l 8478 | 86,03

Zur Bestimmung des Trockenriickstandes wurden von der
Krystalllosung 12,2608 g abgewogen; nach dem Trocknen verblieb
ein Riickstand von 0,1885 g, mithin betrug der procent. Trocken-
riickstand 1,5374 %.

Berechnung des Absorptionsverhédltnisses.

Priiparat ‘} ¢ e ‘ A

U |
I | 012629 | 094874 | 01330
I | 01151% 0,87188 0,1321
Ul | 01070% 081624 | 0,1311

Mittelwerth fir 4 — 0,13121.

3. Dritte Krystallisation.

Es wurden zur spectrophotometrischen Bestimmung drei Pri-
parate angefertigt.

T,Procent. Ge- ‘ ‘\
| halt an Kry- P £ | BW 1 B e
| stalllssung ‘ | |

I 164181  70° 18 094450 = 100,00 | 100,00
I 149139 680 18  0,86420 90,84 91,50
I 139077  66° 30'  0,79860 84,10 | 84,55

| |

Zur Bestimmung des Trockenriickstandes wurden von der
Krystalllosung 11,3101 g abgewogen, nach dem Trocknen verblieb
ein Riickstand von 0,0894 g, mithin betrug der procent. Trocken-
riickstand 0,7904 %.
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Berechnung des Absorptionsverhidltnisses.

Priparat H c \ & : A
|

1] 012989 | 094450 | 01375

Im | 01179% | 086420 | 0,1364

I | 0,1099% | 0,79860 0,1376

Mittelwerth fir 4 = 0,1372.

Es war also 4: 1. nach einmaliger Krystallisation = 0,1266
2. nach zweimaliger p = 0,1321
3. nach dreimaliger i = (,1372.

b) Ungeronnenes Blut.

1. Zweite Krystallisations
Es wurden zur spectrophotometrischen Bestimmung drei Pré-
parate angefertigt.

Prii- [Procent, Ge- | ‘ i

|halt an Kry-| ¢ e BaWwr 3l B e
el | stalllosung | l
I ! |
I | 66,2691 J 70° 30 0,95300 | 100,00 | 100,00
Il | 61,209 | 68° 36 0,87570 | 92,35 91,89

111 57,8064 ‘ 67° 12' | 0,82282 8723 | 86,55
| |
|

Zur Bestimmung des Trockenriickstandes wurden von der
Krystalllosung 17,8290 g abgewogen; nach dem Trocknen verblieb
ein Riickstand von 0,0324 g, somit betrug der procent. Trocken-
riickstand 0,1802 %.

Berechnung des Absorptionsverhdltnisses.

Priparat| c ‘ e | A

I | 0,1194% 095300 = 0,1253
II | 0,1108% 087570 | 0,1258

I | 0,1042% 082282 | 0,1266
u |
Mittelwerth fir 4 = 0,1259.
2. Dritte Krystallisation.
Es wurden zur spectrophotometrischen Bestimmung zwei Pri-
parate angefertigt.
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E’)PAméeint.?e: [ T3 R
arat | Dalt an Kry- @ l £ e ot 4 B e
P | stalllosung |
I 185384 | 700 6 | 093606 | 10000 100,00
1 167190 | 68 6 | 086662 | 9051 | 9151

Zur Bestimmung des Trockenriickstandes wurden von der
Krystalllosung 12,1537 g abgewogen. Nach dem Trocknen verblieb
ein Riickstand von 0,0812 g, mithin betrug der procent. Trocken-
riickstand 0,6681 %.

Berechnung des Absorptionsverhaltnisses.

Praparat ¢ ‘ & A

I ; 0,1239% | 093606 | 0,1324
i jl 0,121 %0 0,85662 | 0,1309

Mittelwerth far 4 — 0,1317.

Es war also 4: 1. nach zweimaliger Krystallisation = 0,1259
2. nach dreimaliger % = 0,1317

B. Hundeblut.

Als ich mit dieser Versuchsreihe beginnen wollte, kam mir
Hiifner’s Arbeit ,Beitrag zur Lehre vom Blutfarbstoffe !)% zu
Gesicht, in der er die Vermuthung ausspricht, Zino ffsky 2) habe
in Bezug auf die Zusammensetzung des Hémoglobinmolekiils aus
dem Grunde andere Resultate erzielt als die iibrigen Forscher,
weil er bei der Darstellung der Himoglobinkrystalle das Ammoniak
anwandte. Es konnte natiirlich, angenommen Hiifner habe Recht,
der Gedanke nicht fern liegen, dass auch bei unserer auffallenden
Erscheinung moglicherweise die Zuhilfenahme des Ammoniak von
wesentlicher Bedeutung sei, und ich wollte es daher nicht unter- .
lassen, zu priifen, ob bei Darstellung der Blutkrystalle ohne Ammoniak
und mehrfachem Umkrystallisiren sich dasselbe Phénomen zeigen
wiirde oder nicht.

1) Beitrage zur Physiologie. Carl Ludwig gewidmet 1887.
2) 0. Zinoffsky, Ueber die Grosse des Héamoglobinmolekils. Inaug.-
Dissert., Dorpat 1885.
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Mit Ausnahme der Weglassung des Ammoniak, und infolge-
dessen natiirlich auch der Salzsiure, war die Darstellungsweise der
Blutkrystalle nicht verschieden von der oben beschriebenen, nur
war eine griossere Menge Wasser zur Losung des Hédmoglobin noth-
wendig. '

Es wurden also mit dem Hundeblut zwei Parallelversuche aus-
gefiihrt.

Das Blut gewann ich, indem ich einen grossen Hund aus der
Carotis verbluten liess. Nachdem das Blut geronnen war, wurde
die Placenta sanguinis durch Leinwand gepresst und das so gewonnene
Blut in zwei, annihernd gleiche, Theile getheilt. Die eine Portion
wurde unter Anwendung von Ammoniak krystallisirt und umkry-
stallisirt, die andere ohne Zusatz von Ammoniak der Krystallisation
unterworfen.

III. Reihe.
a) Krystalle ohne Ammoniak dargestellt.
1. Erste Krystallisation.
Es wurden zur spectrophotometrischen Bestimmung drei Pra-
parate angefertigt.

Pra. | Procent. Ge- l =

- | halt an Kry- ® ‘ e B W B ¢
parate| oo lllssung |

I 56218 | T1° 12' | 098358 | 100,00 ‘ 100,00
IL | 50813 |69 00 | 089134 | 9039 | 90,62
Il | 46763 |67 6 | 081982 | 8318 | 83,35

Zur Bestimmung des Trockenriickstandes wurden von der Kry-
stalllosung 13,3013 g abgewogen; nach dem Trocknen verblieb ein- .
Riickstand von 0,3117 g, mithin betrug der procent. Trockenriick-
stand 2,3434 %.

Berechnung des Absorptionsverhéaltnisses.

Priparat ” ¢ £ A

1| 013179% [ 098358 | 0,1339
I | 01191% | 089134 | 0,1336
m | 0,1096 % j 0,81982 | 0,137

Mittelwerth fir 4 — 0,1337.
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2. Zweite Krystallisation.

Es wurden zur spectropbotometrischen Bestimmung drei Prii-
parate angefertigt.

Prii- i Procent. Ge- i j 2
| halt an Kry- P & LB B e
parat | stalllésung | i ,
I | 53812 | 710 12| 09838 | 100,00 1 100,00
Il | 48139 | 68 48' | 088348 | 8936 | 89,80
oo 0,82342 8479 | 8370

45676 | 67° 12' }

Zur Bestimmung des Trockenriickstandes wurden von der
Krystallosung 14,6223 g abgewogen; nach dem Trocknen verblieb
ein Riickstand von 0,3773 g, mithin betrug der procent. Trocken-
riickstand 2,5803 %. -

Berechnung des Absorptionsverhiltnisses.

—_ : —
Priparat ! c ‘ & ’ A

i

I | 0139009 | 098358 | 0,1413
II | 0,12429, 0,88348 | 0,1406
I | 01178% | 0,82342 j 0,1432

Mittelwerth fir 4 = 0,1417.

3. Dritte Krystallisation.

Es wurden zur spectrophotometrischen Bestimmung drei Pri-

parate angefertigt.

Prii- ﬁl’rocent. Ge-
i | halt an Kry- @ F B W B e
P | stalllosung |
I | 56798 |70° 80 | 095300 | 100,00 | 100.00
II 54058 | 69° 12 0,89868 95,256 | 9429
I 51035 | 68° 6’ 0,85662 | 89,85 1} 89,89

Zur Bestimmung des Trockenriickstandes wurden von der
Krystalllosung 7,3140 g abgewogen; nach dem Trocknen verblieb
ein Riickstand von 0,1756 g, mithin betrug der procent. Trocken-
riickstand 2,4009 %.
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Bestimmung des Absorptionsverhédltnisses.

Praparat ‘I; c J £ b |

I | 01364% | 095300 | 0,1430
I | 01298% = 089868 = 0,1444
II | 01225% | 085662 | 0,1430

Mittelwerth fir 4 — 0,14‘35.

4. Vierte Krystallisation.

Es wurden zur spectrophotometrischen Bestimmung drei Pri-
parate angefertigt.

ml)g:_”“Procent. Ge- | [ IR
halt an Kry- P £ B W B e
i stalllosung |
I | 68708 | 700 54 097032 | 100,00 & 100,00
I M 6,4154 | 69° 86' |  0,91542 93,37 94,33
UL | 59548 | 68 00 085284 86,67 87,89

Zur Bestimmung des Trockenriickstandes wurden von der
Krystalllosung 12,2470 g abgewogen; nach dem Trocknen verblieb
ein Riickstand von 0,2612 g; mithin betrug der procent. Trocken-
riickstand 2,1328 %.

Berechnung des Absorptionsverhéiltnisses.

Priparat “ ¢ ‘ & A

1 | o1465% | 097082 | 01510
II | 0,1368% | 091542 | 0,1494
I | 0,1270% | 085284 | 0,1489

Mittelwerth fir 4 — 0,1498.
Es war also 4: 1. nach einmaliger Krystallisation = 0,1337

2. nach zweimaliger . = 0,1417
3. nach dreimaliger 4 = 0,1435
4. nach viermaliger 4 = 0,1498.

b) Krystalle mit Ammoniak dargestellt.
1. Erste Krystallisation.

Es wurden zur spectrophotometrischen Bestimmung drei Pri-

parate hergestellt.
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Pri. || Procent. Ge-| i I
- | halt an Kry- @ 8 o Bit - Be

v stalllosung | |
1 83617 | 710 42' | 100616 | 100,00 | 100,00
1I 7,5328 69° 12 0,89928 90,09 | 89.38
I 6,155 | 660 54’ | 081268 | 8032 ‘ £0,78

Zur Bestimmung des Trockenriickstaudes wurden von der
Krystalllosung 12,8013 g abgewogen; nach dem Trocknen verblieb
ein Riickstand von 0,2157 g; mithin betl:ug der procent. Trocken-
riickstand 1,6850 %.

Berechnung des Absorptionsverhialtnisses.

Priparat ¢ £ A
I 0,1409° 1,00616 0,1400
I 0,1269°/o 0,89928 0,1412
111 0,1131 9% 0,81268 0,1392

Mittelwerth fir 4 = 0,1401.

2. Zweite Krystallisation.

Es wurden zur spectrophotometrischen Bestimmung zwei Pri-
parate angefertigt.

Prii- ’ Procent. Ge- ‘
arat | halt an Kry- 9 F W B | B e.

P ‘ stalllosung |
I 3,3671 71° 48 1,01076 | 100,00 | 100,00
II 3,0037 69° 30 091542 | 89,21 90,57

! | |

Zur Bestimmung des Trockenriickstandes wurden von der
Krystalllosung 11,4727 g abgewogen; nach dem Trocknen verblieb
ein Riickstand von 0,4957 g; mithin betrug der procent. Trocken-
riickstand 4,3206 %.

Berechnung des Absorptionsverhidltnisses.

Priparat ” c € A
0,1455 /o 1,01076 0,1439
IT H 0,1298 %o 0,91542 0,1418

Mittelwerth fir 4 = 0,1429.
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3. Dritte Krystallisation.

Es wurden zur spectrophotometrischen Bestimmung drei Pri-
parate angefertigt.

Pri- Procent, Ge- | =% PR "f*
et halt an Kry- | @ e B W Be
# stalllosung | ‘
I 33498 | 720 18" | 1,08416 | 10000 | 100,00
1 29658 | 10° 00 093190 | 8854 | 90,11
III 2,7854 | 68° 24' | 0,86802 83,15 | 83,85

Zur Bestimmung des Trockenriickstandes wurden von der Krystall-
losung 8,7933 g abgewogen; nach dem Trocknen verblieb ein Riick-
stand von 0,3976 g, mithin betrug der procent. Trockenriickstand
4,5216 %.

Berechnung des Absorptionsverhéltnisses.

Prﬁparat; c | € A
I | 015159 | 103416 | 0,1456
I | 01345°% | 093190 | 0,143
I | 012599 | 086802 | 0,1450

I 5

Mittelwerth fir A = 0,1453.

4. Vierte Krystallisation.

Es wurden zur spectrophotometrischen Bestimmung drei Pré-
parate angefertigt.

ViPra- Proceut. Ge- |
arat || Dalt an Kry- ¢ € B W B e
P stalllésung
1 6,5188 720 ¢ 1,02472 100,00 100,00
i 58709 | 69° 48' | 0,92362 90,06 | 90,13
111 E 5,3189 670 36’ 0,83798 81,59 81,73
| '[

Zur Bestimmung des Trockenriickstandes wurden von der

Krystalllosung 9,3972 g abgewogen; nach dem Trocknen verblieb
ein Riickstand von 0,2147g, mithin betrug der procent. Trocken-
riickstand 2,2847 %.
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Berechnung des Absorptionsverhéltnisses.

Praparat c ‘ g A

1| 0148990 | 102472 | 0,1453

I | 01341% = 092362 | 0,1452

I | 01215% | 083798 | 0,1450
| |

Mittelwerth fir 4 — 0,1452.

Es war also 4: 1. nach einmaliger Krystallisation = 0,1401
2. nach zweimaliger - = (,1429
3. nach dreimaliger - = (,1453
4. nach viermaliger 2 = 0,1452.
Schluss.

Wenn man diese Versuche durchmustert, so erscheint es als
feststehende Thatsache, dass das Absorptionsverhéltniss von Krystalli-
sation zu Krystallisation zunimmt.

Ich will hier aus den Resultaten meiner Versuche eine Tabelle
zusammenstellen, in der eine Uebersicht der gewonnenen Absorptions-
verhéltnisse gegeben werden soll. Die romischen Zahlen iiber jedem
verticalen Tabellenstab geben an, zu welcher Krystallisation die
betreffenden Absorptionsverhéltnisse gehoren.

- y
Krystalle, von welchem |
Blut und wie behandelt? | | B n o

— | 01297

|
Defibrin. Pferdeblut |

Krystallisation mit NHs 0,1372 e

Defibrin. Pferdeblut

Krystallisation mit NHs 0,1266 | 0,1821 | 0,1872 e

Ungeronn. Pferdeblut

Krystallisation mit N Hs 01259 | 0,1817 T

| |
0’1337i 0,1417 | 0,1435  0,1498

|

Hundeblut
Krystallisation ohne NHs

[

Hundeblut 1 |
Krystallisation mit NHs | 0’1401, 1439 | 01458

0,1452

Aus dem Gesagten geht hervor, dass, wenn die absolute Hamo-
globinmenge eines Blutes bestimmt werden soll, vor mehrfachem
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Umkrystallisiren der Blutkrystalle, behufs Bestimmung des Absorp-
tionsverhéltnisses des Oxyhdmoglobin, gewarnt werden muss, wenn
man nicht viel zu hohe Werthe erhalten will. Auf den ersten Blick
erscheinen diese Unterschiede der Absorptionsverhéltnisse gar nicht
so gross; fiihrt man aber eine quantitative Blutanalyse aus und
nimmt zur Berechnung des Himoglobin im Blute das Absorptions-
verhéltniss der zweiten oder dritten Krystallisation, wie es bisher
geschehen, so erlangt man Resultate, die eine unmégliche Zusammen-
setzung des Blutkorperchenriickstandes erheischen, wie das schon
von Kupffer bemerkt worden ist; man kann z B. die Himoglobin-
menge grosser finden, als der Riickstand der Blutkérper es ist. Und
wo bleibt dann noch das Stroma? Fiir dieses fallt der Werth ne-
gativ aus!

Am nichsten wird man der Wahrheit kommen, wenn man das
Blut nur einmal der Krystallisation unterwirft, die gewonuenen
Krystalle mit eiskaltem Wasser aufrithrt, kurze Zeit centrifugirt,
die obere noch nicht klare und durchsichtige Fliissigkeitsschicht
abgiesst und dieselbe Prozedur noch einige Male wiederholt. Selbst-
redend darf man dabei grosse Verluste nicht scheuen.

Dadurch, dass man das Centrifugiren nicht so lange fortsetzt,
bis die obenstehende Fliissigkeit klar wird, wird eine ziemlich grosse
Sicherheit dafiir geboten, dass alle leichteren, aufgeschwemmten
Korper (Stromata) entfernt werden.

Ich sagte vorhin ausdriicklich, man komme auf diese Art der
Wahrheit am nachsten, d. h. man wird auf diese Art einen
moglichst kleinen Fehler machen, dass aber die nach dieser Methode
gewonnenen Zahlen absolut richtig seien, will ich durchaus nicht
behaupten, denn es ist sehr wahrscheinlich, dass dieselben immer
noch zu hoch ausfallen werden, da es sehr leicht moglich ist, dass
schon ein einmaliges Krystallisiren ein zu hohes Absorptionsver-
héltniss bedingt. ;

Die Anwendung des Ammoniak zeigte in meiner Versuchsreihe
fiir die zweite und dritte Krystallisation keinen wesentlichen Einfluss;
bei der ersten Krystallisation war jedoch das Absorptionsverhiltniss
bedeutend hoher, bei der vierten hingegen viel niedriger als in der

entsprechenden Parallelreihe, in der die Blutkrystalle ohne Ammoniak
Zeitschrift far Biologie Bd. XXIV. N. F. VL. 5
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dargestellt worden waren. Was die Ursache fiir diese Verschieden-
heit ist, ist mir unbekannt.

Hervorheben will ich noch, dass in der Reihe, in der das
Ammoniak zur Darstellung der Blutkrystalle angewandt wurde, das
Absorptionsverhiltniss nicht so stark nach jeder Krystallisation an-
wuchs, wie in der Reihe, in der von der Anwendung des Ammoniak
abgesehen wurde; bei der vierten Krystallisation war das Absorptions-
verhiltniss sogar gar nicht mehr gestiegen, es war dem der dritten
Krystallisation gleich geblieben.

Ferner sei hier noch erwihnt, dass ich in Betreff der Loslich-
keit einen Unterschied zwischen den mit und ohne Ammoniak dar-
gestellten Blutkrystallen beobachtet habe, wobei ich daran erinnern
muss, dass das zugesetzte Ammoniak jedes Mal wieder mit Salz-
siure neutralisirt worden war, und ausserdem die Krystalle von
der Mutterlauge durch mehrfaches Auswaschen mit Wasser auf der
Centrifuge getrennt worden waren. Dieser Unterschied war ein
sehr bedeutender, wenigstens in den Fiallen, die ich einer genaueren
diesbeziiglichen Beobachtung unterzog und in denen ich sicher war,
dass die Losungen gesittigt waren. Diese Fille gehoren zur zweiten
und dritten Krystallisation des Hundebluts. Man ersieht die Unter-
schiede aus dem Vergleich der procent. Trockenriickstinde der
betreffenden Losungen. Ich fand die Riickstinde der Losungen der
mit Ammoniak dargestellten Krystalle — 4,3206 % und 4,5216%,
fiir die Losungen der ohne Ammoniak dargestellten Blutkrystalle
= 2,803 % und 2,4009 %, also beinahe im Verhéltniss von 2:1
zu einander stehend. — Aus diesen wenigen Beobachtungen iiber
die Loslichkeitsverschiedenheit der nach diesen beiden Methoden
(mit und ohne Anwendung von Ammoniak) dargestellten Blutkry-
stalle ldsst sich natiirlich kein Gesetz aufstellen, jedoch verdienen
dieselben Interesse, und deswegen wollte ich es nicht unterlassen,
auf dieses Verhalten aufmerksam zu machen.

Zum Schluss sei es mir gestattet, meinem verehrten Lehrer,
Herrn Prof. Al. Schmidt fiir seine liebenswiirdige und unermiid-
liche Unterstiitzung bei der Ausfithrung dieser Arbeit meinen wirm-
sten Dank auszusprechen.
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