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Indem ich die vorliegende Arbeit der Oecffentlichkeit
fibergebe, sage ich meinen hochverchrten TLehrern, den
Herren Professoren DDr. E. Russow, G. Tammann,
J.Lemberg, J.v. Kennel, G, Dragendorff,
sowie dem Herrn Professor Fiirsten Galizin, welchen
ich meine wissenschaftliche Ausbildung verdanke und
welche withrend meiner Studienzeit in mir die Liebe zu
den Naturwissenschaften wachgerufen haben, meinen auf-
richtigsten Dank.

(GGanz besonders bitte ich aber den Ierrn Professor
Dr. R. Kobert fir dic Ucberlassung des obigen Themas
und fiir die nieversagende Licbenswiirdigkeit und Interesse,
mit welcher cr stets mich bet meiner Arbeit geleitet hat,
meinen tiefstempfundenen Dank entgegen nehmen zu wollen.

Gleichfalls danke ich dem Herrn Docenten Dr. Fr.
Krtiger fiir dic Licbenswiirdigkeit, mit welcher er mir
die Riiumlichkeiten des physiologischen Instituts zur Ver-
figung gestellt und fiir dic Rathschlige, die er mir bei
Oxyhaemoglobin Darstellung ertheilt hat.



1.
Kinleitunge:.

Da Alles'), was wir als Lebensidusserungen unscres Leibes
zu belrachten gewolint sind, da Erndbrung und Wachsthum,
Bewegung und Empfindung, da unser Handeln und Thun, unsere
Lust und unser Schmerz, da Alles dieses nur mdoglich ist auf
Grundlage der ununterbrochenen Stoff- und Kraftmetamorphosen,
welche der eingeathmete Sauerstoff in unscrem Korper herbei-
filhrt. Da Alles dieses und auch unser Trachten, Denken und
Wollen auf der Grundlage der nie ruhenden Verbrennung unserer
Leibesbestandtheile beruht, oder wenigstens in strenger Abhiéngig-
keit von der rastlos in uns zehrenden Arbeit des Sauerstoffs
stcht, — so ist es wohl der Miihe werth, dass man den inter-
essanten Stoff, den Farbstoff der rothen Blutkorperchen, —
Haemoglobin — welcher in unscrem Korper dic Vermittelung
und Uebertragung des Sauerstoffs an die cinzclnen Zellen be-
sorgt, trotz aller Schwierigkeiten und auf Gefahr hin, keine¢ Lor-
beeren dafiir zu ernten, niher studiert, um eventuell aus scinen
Verbindungen und Zerselzungsproducten, seinen chemischen und
physikalischen Eigenschaften Ricksehlisse auf ihn sclbst, sowic
auch auf andere physiologische und pathologische Vorgiinge in
unserem IKorper machen zu konnen.

Schon seit mehreren Jahren arbeitet Prof. Kobert mit seinen
Schiilern an Haemoglobin und Hacmoglobinderivaten.

s ist ungemecin schwicerig mit solchen leichtzersetzlichen
Korpern, wie Hacemoglobin, zu arbeiten, beim besten Willen und
grosstem Ausdauer kommt man nur schr langsam vorwirts.
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Dennoch ging ich mit Freuden darauf ein, ‘als Herr Prof.
Kobert mir, auf mein Ersuchen um cin Thema, giitigst das
Studium der Verbindungen des Haemoglobins mit den Schwer-
matallen vorschlug.

Wohl wissend, mit welchen Schwierigkeiten ich dabei zu
kimpfen habe, iibernahm ich das Thema nicht deshalb, weil
ich mich zur Losung dieser Fragen gewachsen fiihlte, sondern
nur mit dieser stillen Hoffnung ging ich an die Arbeit, dass
ich mit gutem Willen vielleicht doch ein Sandkoérnchen zur Lo-
sung einiger dieser Fragen beitragen konnte.

In wiefern meine Hoffnung sich erfiillt hat, wird der Leser
aus den nachfolgenden Zeilen ersehen.

Was meine Arbeit noch besonders erschwerte, war der
Umstand, dass ich zur Darstellung und Autbewahrung meiner
Praeparate bestéindig, monatelang, wir kiinstliche Kilte erzeugen
musste, weil ich in den heissesten Sommermonaten arbeitete.

Obwohl schon Zetzell 2) 1769 die IFallbarkeit des Blutserums
durch Metallsalzlosungen kannte und nach ihm eine ganze An-
zahl beriihmter Autore?) wie: Thenard, Thomson, Hiihnefeld,
Berzelius, Rose, Denis, Lassaigne, Mitscherlich, Mulder, Liebig,
Simon, Wurtz, Scherer, Lehmann, Panum, Licberkiihn, Biclitzky,
Robin und Verdeil, Schwidt, Wittich, Schwarzenbach, Millon und
Commaille, Briicke, Djakonow, Gautier, Ritthausen und Pott,
Stutzer und Fassbender, Birot, Bechamp und Baltus, Meissel,
Morner, Schiitzenberger, Hofmeister, Kowalewsky, Harnack,
Chittenden und Whitehouse, Halliburton, Palm, Auriol und Mon-
nier, Werigo ete. sich abmiihten dic Eiweissstoffe und die Metall-
verbindungen der Eiweissstoffe rein darzustellen, um aus den
Analysen dieser Verbindungen dann eventuell Einsicht in die
Molekularverhiltnisse der Eiweisskorper zu gewinnen, dennoch
habe ich in der ganzen Litteratur, soweit sie mir zuginglich ge-
wesen ist, auch nicht die leiseste Andcutung*) dariiber gefunden,

*) Vielmehr glebt Hoppe Seyler in seinem Handbuche der physio-
logisch-chemischen Analyse an, dass ihm ausser Alkohol und Kaliumcarbonat
keine Korper bekahnt sind, welche dag O%1Ib ohne Zersetzung fillen.
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dass Jemand auf den Gedanken gekommen wire resp. versucht
hitte das Hacmoglobin mittelst Metalle zu fillen.*) Es ist desto
merkwiirdiger, da ja die Herren sich unniitz abmiililen einen
wirklich reinen Eiweissstoff darzustellen, die Darstellung des
krystallisirten, reinen Haemoglobins, welches ja cbenfalls ein
Eiweissstoff ist, aber bekannt war und das Haemoglobin ja auch
sonst unserer grossten Interesse werth ist.

Es ist das Verdienst Prof. Koberts, in einer Reihe von
Vortriigen %) zuerst darauf aufmerksam gemacht zu haben, dass
auch Blutfarbstoff mit Metallen Verbindungen eingeht und durch
diese gefillt werden kann.

Auf Prof. Koberts Anregung haben dann seine Schiiler
Grahe*) und Klemptner®) die Zink- und Kupfer-Verbindungen
des Haemoglobins niiher studirt, worauf zu sprechen ich noch im
Verlaufe meiner Arbeit zuriickkommen werde.

1L

Voruntersuchungen.

Bevor ich zur Darstellung von chemisch-reinen Metallver-
bindungen schritt, wollte ich zuerst die Wirkung der verschiedenen
Metallsalze auf die einzelnen, isolirten Hauptbestandtheile —
Stroma, Serum und O*Hb des Blutes feststellen. — Zugleich ver-
suchte ich auch der von Prof. Kobert aufgeworfenen Frage
néher zu kommen, ob es moglich ist, den Hb-gehalt des Blutes
titrimetrisch zu ermitteln.

I Stromatafallungen.

Zu diesen Versuchen wurde mir von Prof, Kobert freund-
lichst das Blut von zwei Hiahnen zur Verfiigung gestellt, woraus

*) Struve in Tiflis soll, wic mir nachtriiglich mitgetheilt wurde, irgend-
wo angegeben haben, dass man das Blut mittelst Zn fillen koénne. Doch
scheint irgend eine practische Verwerthung dieser Beobachtung nicht ange-
geben worden zu sein und auch nicht gesagt, ob das O°Hb dabei unzer-
setzt bleibt,



ich die Stromata nach von Semmer®) und Prof. A. Schmidt?)
angebener Methode isolirte, indem ich die rothen Blutkdrperchen
mit dem 10-fachen Volumen destillirten Wassers versetzte und an
cinem kithlen Orte in hohen Glascylindern so lange stehen liess,
bis sich am Boden des Gelisses ein deutlicher abgegrenzter,
gelblichweisser Bodensatz von Stromata der rothen Blutkérperchen
gebildet hatte. Darauf heberte ich die tber dem Bodensatze
befindliche, das Hb und dic tGbrigen Blutbestandtheile enthaltende
Flussigkeit ab, loste die Stromata in 10 pCt.-ger Kochsalzlosung
auf und goss dic Stromatalssung vorsichtig, damit keine JLuft-
blasen und Schaum entstanden, welche das Zubodensinken der
Stromata verhindern wiirden, in ein holies Glascylindergefiiss mit
vielem luftfreiem destillirten Wassers.

Dicse Procedur wurde solange wiederholt, bis die Stromata-
ciweissstoffe nach wicderholtem Auflosen und Herausfillen voll-
stindig schneeweiss erschienen. Auf diese Art isolirten, reinweiszen
Stromata wurden in 10 pCt.-ger Losung chemischreinen Chlor-
natriums aufgelost und filtrirt. Die Losung war klar, schwach
gelblich und es konnte in ihr spectroscopisch, welbst in sehr dicker
Schichit kein OfTaemoglobin oder scine Zersctzungsproducte nach-
gewicsen werden.

Da diese Stromatalosung in Kochsalz sich nicht melir viel
verdiinnen liess, ohne dass eine Tritbung durch Herausfallen der
Stromataciweissstoffe dabei entstand, so musste ich meine Versuche
mit der concentrirten Losung anstellen. — Dabei stellte sich her-
aus, dass weder concentrirte noch verdiinnte Losungen von: Cr, —
Fe,— Ni,— Co, — Zn, — Cd, — Cu, — Ag, — IIg, — Sn, — b, —
Mun, — Bi, — Pt,— Ur,— Mo, Wo, — und Thalliumsalzlosungen
vollstindig gefillt wurden, meist trab nur cine schwache Tri-
bung ein.

Hicraus musste ich schliegsen, dass die Stromataciweissstoffc
mit den Metallen Verbindungen eingehen, welche in chemisch-
reiner 10 pCt-ger Chlornatriumlosung loslich sind. Um dic Frage
zu entscheiden, wurde die Ldsung mit Wasser verdinnt. Der
dadurch entstandene Niederschlag bestand nach dem Auswaschen
nicht nur aus Stroma, sondern aus Metall und Stroma. Ganz
dasselbe war der Fall, als ich die Stromata in verdiinnten Alcalien
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aufloste und dann zu fillen versuchte: es trat keine ordentliche
Fillung ein.

2. Serumfallungen.

Um die Wirkung festzustellen, welche von den Schwermetall-
salzen auf das Blutserum ausgeilibt wird, wurde mir von Prof.
Kobert Katzenblutserum freundlichst zur Verfagung gestelit, Pferde-
blutserum gewann ich selbst bei der Darstellung von OHb liter-
weise, Das Serum wurde vor den Versuchen durch Absetzenlassen
in Eiswasser und nachheriges Centrifugiren von den rothen Blut-
korperchen vollstiindig befreit, so dass in il spectroscopisch kein
Hb mehr nachweisbar war. Das vollkommen klare, etwas gelblich
gefirbte Pferdehlutserum, sowic das klare, kaum weisslich opali-
sirende Katzenblutserum versetzte ich unverdiinat mit 1:100
bereiteten Salzlosungen der Schwermetalle und beobachtete, dass
sowohl die Serumeiweissstoffe des Pferde- wie auch des Katzen-
serums gefillt werden :

1. Von allen léslichen Kupferoxydsalz- und
Kupferdoppelsalzlosungen. Der Niederschlag ist blau-
weisslich und 10st sich nach vollstindigem Auswaschen in 5
pCt.-ger Kochsalzlosung zu einer schwach opalisirenden Losung
auf; figt man dieser Losung noch eine Spur Ammoniaklosung
binzu, so wird die Losung wasserklar.

2. Von allen l6slichen Zincsalzlésungen uund
deren Doppelsalzen. Der Niederschlag ist gelblich und lost
sich nach vollstindigem Auswaschen unter denselben Bedingungen
auf, wie der Kupfernicderschlag.

3. Uranacetat und Urannitrat fillen Serumeiweiss
nur in sehr grossem Ueberschusse. Nach Zusatz von etwas Uran-
salzlosung entsteht cin Niederschlag, welcher sich heim Umschiit-
teln oder Verdiinnen mit Aq. destillata auflost. Der beim grossen
Uransalziiberschusse entstchende gelblich weisse Niederschlag ist
in Aq. destillata nicht mehr I6slich, wohl aber 1dst er sich unter
densclben Bedingungen wie die Zn- und Cu-Niederschlige auf.

4. Nickclsulfat fallt Serum nur theilweise, griinlich
weisslich. Der Niederschlag 10st sich nicht vollstindig unter den
Bedingungen des Cu-Niederschlages.
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5. Cobaltsulfat fallt Serum uicht, sondern erzeugt nur
eine Spur Tritbung.

6. Mangansulfat fallt Serum nicht.

7. Eisenoxydulsulfat fallt Serum nicht.

8. Kisenoxydsulfat sowie Eisenchlorid fillen
Serum gelblich roth, der Niederschlag ist unter den Bedingungen,
wie der Cu-Niederschlag leicht loslich und enthilt nach vollstin-
digem Auswaschen und Trocknen bei 110° C. 3.2 pCt. Fe che-
misch gebunden.

9. Quecksilbersalze fillen Serum schneeweiss. Der
Niederschlag ist unter den Bedingungen, wie Cu-Niederschiag,
loslich.

10. Platinchlorid fillt Serum gelblich-weiss; der Nie-
derschlag ist weder in verdiinntem Ammoniak noch in NaCl-{-NHs
vollstandig loslich.

11. Silbernitrat fallt Serum gelblich-weiss, der Nieder-
schlag ist unter den Bedingungen, wie Cu-Niederschlag, schwer-
loslich.

12. Bleiszalze fillen Serum unvollstindig; die Nieder-
schlige sind in Chlornatriumlgsung - Spur Ammoniak nicht
vollstindig loslich.

13. Natrium wolframicum {fillt Blutserum unvoll-
stindig, weiss. Der Niederschlag ist in NaCl -{- Spuren NHs
unloslich.

14. Ammon. molybdinicum verhilt sich dhnlich dem
Natrium-wolframat.

15. Bismuth. nitric. neutrale, sowic Bismuthum
citricum ammoniacale, fillen Serum unvollstindig weiss-
lich gelb. Der Niederschlag ist in NaCl-{-NIs schwerloslich,

16. Cadmiumechlorid und das Sulfat fillen Serum
unvollstindig gelb; der Niedersch'ag ist in 5 pCt-ger Chlor-
natriumlosung le‘chtloslich.

17. Zinnchlorir fallt Serum anfangs weiss kisig, durch
Wasserzusatz wird der Niederschlag wieder aufgelost.

18. Kaliumbichromat und Kaliumechromat
fallen Serum unvollstiindig gelb. Der Niederschlag ist in NaCl-{-NHs
nur theilweise 16slich.
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19. Thalliumcarbonat fillt Serum nur spurweise.

Gegen verdinnte Schwefelammoniumlésung
verhalten sich die vollstindig ausgewaschenen Serumniederschlige
folgendermassen :

Uran und Hg— : loslich mit gelber Farbo.

Cu: loslich mit griiner Farbe.

Ni: schwerloslich.

Co : unlsslich, zersetzlich.

Zn : leichtloslich, gelbe Farbe.

Eisenoxydsulfat 16slich mit gelber Farbe.

Pt—: schwerloslich, mit gelber Farbe.

Ag—: leichtloslich, mit braungelber Farbe.

Cd— : leichtlsslich, mit prachtvoll goldgelber Farbe.

Bi—: schwerloslich, mit gelber Iarbe.

Sn—: schwerldslich, mit gelblicher Farbe.

Durch viel Wasser oder wenig Siure sind die Niederschlige
aus Schwefelammoniumlésung nicht mehr unzersetzt ausfillbar.

Wie aus dem Vorhergehenden ersichtlich, machte ich die
Beobachtung, dass das von Harnack ) als indifferent angegebeno
und auch von Klemptner®) bei seiner Arbeit gebrauchte Doppel-
salz, das weinsaure Kupferoxyd-Natrium, sich garnicht so indif-
ferent gegen Blutserum verhiilt, als von Ilarnack und Klemptner
behauptet wird.

Klemptner®) fillut in sciner Arbeit pag. 12 an, dass er
beim Verseizen von 10 ccu. Pferdeblutserum wit der cone. Lo-
sung (10 pCt.) von weinsaurcm Kupferoxydnatrium selbst nach
24 Stunden keinen Niederschlag erhallen hat. Das ist ganz
richtig. Doch hat er aber iibersehn, das beim Hinzufiigen der
conc. Doppelsalzlosung zum Serum beim Zusammenkommen eines
jeden Tropfens mit Scrum ein griinlichweisser Flocken entsteht,
welcher sich momentan wieder auflost, so dass das Serum beim
Durchschiitteln vollstindig klar bleibt und auch nach lingerem
Stehen keinen Niederschlag fallen ldsst. So verhillt sich das
Scrum gegen iiberschiissige conc. weinsaure Kupferoxydnatrium
Losung; fiigt man dagegen zum Serum ecine 1:100 verdiinnte
Losung von Kupferoxyd-Natriumtartrat, so enisteht ein wunder-
schoner, blawlich-weisslicher Niederschlag, der sich erst nach
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volligem Auswaschen in 2 pCt.-ger Kochsalzlosung nach Zusatz
von Spuren Ammoniak wieder auflost; cbenso 1ost sich der
Niederschlag auch theilweise nach Zusatz von viel Serum wieder
auf. Nun ist es aber sechr wichtig zu wissen, dass gerade ver-
diinnte Losungen dieses Kupferdoppelsalzes {illend auf Serum
einwirken, weil bei allen solchen Thierversuchen, wie Klemptner
cte. ausgefiihrt haben, wohl schwerlich cone. Losungen zu ge-
brauchen scin werden.

Dass aber Klemptner?®), trotzdem dass das Serum von dem
Doppelsalze gefitllt wird — beim Eintrocknen und Veraschen
des Riickstandes von 20 ccm. Serum keine Spur von Kupfer
fand, in 12 cem. Blutkdrperchen aber das Cu deutlich nachweisen
konnte, pag. 49, kann dadurch erklart werden, weil, wie wir
spiiter sehen werden, das Hb zum Cu und anderen Schwermetallen
grossere Energie hat als Serumeiweissstoffe und alles Cu solange
an sich zieht, bis alles Hb gebunden ist. Da aber nie soviel Cu
ins Blut gespritzt wird, das alles Hb gebunden werden kann,
so ist es selbstverstindlich, dass im Serum kein Cu gefunden
werdon konnte, es sei denn dass man das Serum nicht voll-
stindig von den Blutkorperchen befreit hat, oder dass noch
einige Flocken von gebundenem Cu O*Hb darin herumschwimmen,

Was hicr von Cu und Cu.doppelsalzen gesagt ist, gilt auch
fir Zink und andere Schwermetalle, die mit Serum und O*Hb
Verbindungen eingehn,

Ich weiss wohl, dass Scrum im chemischen Sinnc keine
cinheitliche Substanz ist, sondern wenigstens aus zwei Eiweiss-
stoffen, von verschiedenen Eigenschaften besteht. Fir die ange-
fihrten Betrachtungen schien es mir aber nicht nothig zu sein,
diese beiden Stoffe zu isoliren. Soviel ich aus den Fallungen
ersehn konnte, werden wohl alle Eiweissstoffe des Serums bei
gentigendem Zusatz von Metallsalzlosungen gefills.

3. Serumtitrationen.

Um festzustellen, wie viel das Blutserum tiberhaupt chemisch
von den Metallen zu verbinden mag oder zur Féllung gebraucht,
pahm ich einige Titrationen desselben mit 1:100 Ziok- und
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Kupfersalzlosungen vor. Jedoch konnte ich hier zu keinem ge-
nauen Resultate gelangen, weil die Zn- und Cu-Salz-Niederschlige
mit unverdinntem Serum sich sehr langsam und unvollstindig
zu Boden sctzen. Wollte man aber das Serum mit Aq. destillata
verdiinnen, so wurde schon durch dasselbe ein Theil der Serum-
ciweissstoffe gefillt, o dass man keine Controlle hatte, wie viel
von den Mectallen gefilllt worden war. Verdinnte ich aber das
Serum mit physiologischer Kochsalzlosung, so blieb das Serum
wohl klar, aber liess sicl jetzt durch die Salze der Schwermetalle
nur thetlweise fdllen.  Dasselbe war der IFall, als ich das Serum
durch verdiinute Alealien verdinnen wollte,

4. Blutfarbstofffallungen.

Jei den Blutfarbstofffillangen ist ¢« ganz gleichgiiltig —
wic schon Grahe?) angegeben -—— ob das Blut alt oder frisch ist,
von Stromata und Serum befreit wird oder nicht.  Aueh ist es
cinerlei von welchem Thicre und Thierart das Blut genommon
wird, — Nur muss man, um gule und rasche ltllungen zu be-
kommen, defibriniven und wenigstens 1:100 mit Aq. dostillata
verdiinnen,

Ich nalim cine Reihe Fillungen mit defibrinirtem, frischem
Tlundeblut und etwas #lterem Rinderblut vor, um festzustellon,
mit welchen Schwermetallen der Blutfarbstoff sich  tberhaupt
fallen lidsst. Dabei constatirte ich, dass der Blutfarbstoff ge-
fallt wird ;

I. Von allen mir zur Verfligung gestandenen Zink -
salzen wic: Zincum nitricum, Zincum sulfuric., Zine. aceticum,
arsenicum, aethylicum, sulfurosum, cyanatum, phenylicum, jodi-
cum, oxydatum, phosphoricum, tartaricum, albuminatum, lacticum,
citricum, lhypophosphorosum, weinsaures Zn-O - Natrium, die
Niederschlige vorhergehender Salze sind anfangs scharlachroth,
werden aber beim Stchen und Auswaschen etwas dunkler.

Ferner fallen das Hb: Zincum oleinicum, bromicum, bro-
matum, rhodanatum, formicicum, jodatum, salicylicum, chloratum,
valerianicum ,  sulfocarbolicum, sozojodolicum, sulfothymolicum,
carbonicum,
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Die Niederschlige sind ziegelroth bis chocoladenbraun
gefirbt.

Schr leicht treten die Fallungen mit den leichtldslichen Zink-
salzen ein, wihrend man mit den in Aqua schwerloslichen Salzen
manchmal tagelang jeden Tag mehere Stunden schiitteln muss,
ehe man zum Resultate kommt.

Die Angabe Grahes*) dass er mit Zincum phosphoricum, —
carbonicum ete. keine Fillung erhalten hat, beruht wahrscheinlich
darauf, dass er zu kurze Zeit die Schiittelungen fortgesetzt hatte.

Ein Zusatz von 1—2 pCt. Natr.-chlorat, -sulfuric. oder
-nitricum zun der Blutlosung beschleunigt das rasche Absetzen,
weil die Niederschlige in Neutralsalzlosungen sehr schwer loslich
sind. Besonders zu empfeblen ist der Zusalz bei Metallsalz-
losungen wo es angcht, von Kochsalzlosung, weil die Eiweiss-
stoffe, die ausser dem O2HD im Blute sich befinden, in Chlor-
natriumlosung loslich sind und dann selbst beim Ueberschusse
von Metall fast garnicht gefallt werden, so dass man den Blut-

" farbstoff allein entfernen kann,

Ein Beweis dafiir, das die Eiweissstoffe ungefillt bleiben
und dass Hb cine grosscre Energie zu den Schwermetallen hat,
als die eigentlichen Liweissstoffe, ist ja auch der, dass man den
Blutfarbstoff durch Zinkalbuminat, Kupferalbuminat fillen kann,
was ja nicht der Fall scin konnte, wenn beide gleichgrosse
Energie besissen.

Deshalb that Prof. Kobert schr richtig, wenn er in seinem
Lehrbuche der Intoxicationen, Stuttgard 1893, pag. 88, zur Iso-
lirung der Toxalbumine, Toxopeptone, sonstigen giftigen Eiweiss-
stoffen und Alcaloiden etc. aus dem Blute, zuerst zur Entfernung
des lastigen, storenden Blutfarbstoffes die Zinkfallung empfiehlt.

1. Ganz ebenso wie mit den Zinksalzen lisst sich der
Blutfarbstoff auch mit allen moglichen Kupfersalzen
fallen, so durch: Cuprum sulfuricum, — benzoicum, — oxydat.
hydricum, — boracicum, — chloricum, — phosphoricum, —
citricum, — oleinicum, — cyanatum, — albuminatum, — bro-
matum, — formicicum, — tarlaricum, — sulfophenylicum, —
salicylicum, — rhodanatum, — sulfurosum, — jodatum, — ace-
{icum neutrale, weinsaures Kupferoxydpatrium etc.

17

Die Kupferniederschliige sind je nachdem, ob sie weniger
oder mehr voluminds sind, grauweisslich bis rothbraun gefirbt,
Nach dem vollstindigen Auswaschen, Trocknen und Pulvern sind
sie alle chocoladenbraun. Da die Kupferverbindungen des Hb
in Neutralsalzlosungen noch schwerer loslich sind, als die Zink-
verbindungen, so entstehen die Nicderschlige mit den Kupfersalzen
rascher, als mit Zinksalzen. Jedoch bescheunigt auch hicr ein
Zusatz von Chlornatrium oder sonstigen Neutralsalzen der Alcalien
das rasche Absctzen. Mit den schwerloslichen Kupferverbindungen
muss man ebenfalls sehr lange und anhaltend die Blutlosung
schiitteln um zum Resultate zu kommen.

Bei den folgenden Versuchien mit den iibrigen Schwermetallen
habe ich nur mit leichtloslichen Salzen experimentirt, um Zeit
und Material zu ersparen; denn wic man aus den Versuchen mit
Zink- und Kupfersalzen schliessen kann, wiicde man auch mit
den schwerloslichen Salzen der tbrigen Metalle Niederschlige
erzielen konnen.

III. Silbernitrat fillt Blutlosungen braunroth, ein
Zusatz von Natr. nitric, beschleunigt den Niederschlag.

1IV. Cadmiumsulfat und Cadmiumchlorid fillen Blut-
losungen kaffebraun, ein Zusatz von NaCl oder Na:SOs beschleu-
nigt den Niederschlag.

V. Quecksilberchlorid fillt Blutlésungen rothbraun,
ein sehr kleiner Zusatz von NaCl oder NaNOs beschleunigt das
Abselzen.

VI. Zinnchlorir fillt Blutlosungen schwarzbraun, ein
Zusatz von NaCl beschleunigt den Niederschlag.

VII. Plumbum aceticum neutr, und Plumbum
nitric. fillen Blutlosungen rothbraun nach Zusatz von NaNQs.

VIII. Eisenoxydsulfat fillt Blutlosung schwarz-
braun nach Zusatz von Na:SOs, MgSOs oder NaCl.

IX. Bismuth nitric. neutrale und Bismuth,
citricum ammoniacale fillen Blutlssungen chocoladen-
braun, ersteres ohne jeglichen Zusatz, letzteres nach Zusatz von
Na NOs.

X. Ammonium molybdacnic. falt Blulls.ung nach
Zusatz von NaCl schwarzbraun.
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XI. Platinchlorid fillt Blutlosungen ohne jeglichen
Zusatz weisslich grau.

XII. Manganoxydsulfat fillt Blutldsungen nach Zu-
satz von NaOH oder Na.COs rothlich braun.

XII. Goldchlorid fallt Blutljsungen unvollstindig.

XIV. Cobaltoxydulsulfat falit Blutldsungen dunkel-
roth, nach Zusatz von Spuren NIHs oder .Na.COs.

XV. Nickeloxydulsulfat fillt Blutldsungen dunkel-
roth, unter densclben Bedingungen wie Cobalt.

XVI. Kaliumbichromat fillt Blutlosungen graubraun
nach Zusatz ven NaCl oder Nas:Sos.

XVII. Uranacetat und Urannitrat fillen Blut-
losungen dunkel-roth nach Zusatz von NaCl

Keine ordentlichen Fillungen gelangen mir mit :

Manganoxydulsulfat, Eisenoxydulsulfat, Kalinmchromat, Nat-
riumwolframat und Thalliumecarbonat. Doch scheinen auch diese
mit dem Blutfarbstoffe eine Verbindung einzugehn, so viel man
aus der Farbenveriinderung der Blutlosung nach Zusatz von diesen
Salzen darauf schliessen kann. Wie man aus dem Vorhergehenden
sieht, gebt der Blutfarbstoff mit den meistea bekannten Schwer-
metallen Verbindungen cin,

Jetzt war aber interessant zu erfahren, ob zwischen Hb und
den verschiedenen Metallen auch bestimmte quantitative Verhalt-
nisse beim Fallen stattfinden, das heisst, ob diese Niederschlige
als chemische Verbindungen oder nur als mechanische Gemische
anzusehen sind. Um auf diese Frage eine vorliufige Antwort zu
finden und zu gleicher Zeit auch der Aufforderung Prof. Koberts
— den Hb Gehalt des Blutes titrimetrisch zu bestimmen ver-
suchen — nachzukommen, fihrte ich mit leichtloslichen und
constant zasammengeselzten Zink- und Kupfersalzlosungen einige
Hundert Titrirversuche aus, wobei ich mir die Voraussetzung
machte, dass wenn das Hb einer bestimmten Blutlosung von
bekanntemn Procentgehalt, mit verschiedenen Zinksalzen titriit,
immer eine bestimmte, ganz constante Menge Zn zur Fallung
bedarf, — wenn dann dieselbe Bluilosung, mit verschiedenen
Kupfersalzen titrirt ebenfalls immer eine bestimmte und constante
Cu-Menge zur Fallung bedarf, gleichgiiltig, welches Cu-salz zur
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Fallung gebraucht worden ist, und wenn dann zuletzt die zur
Fillang gebrauchten Zn- und Cu-Mengen einander noch aequi-
valent find oder in einem bestimmten Verhiltnisse stehen, so wiire
damit bewiesen, dass die Niederschlige, welche die Metallsalz-
losungen erzeugen, vollstindige chemische Individuen sind und
keine mechanischen Gemenge.

Ich stellte mir aus frischem defibrinirtem, aber stromata-
und serumbhaltigen Hundeblut eine Losung 1:100 dar, filtrirte
dieselbe durch, um eventuelle mechanische Beimengungen daraus
zu entfernen und eine klare Flissigkeit zu haben — und fiihrte
mit Zinc und Kupfersalzlosungen 1:100 und 1:1000 mehrere
Hundert Titrirversuche aus, kam aber ganz cbenso wie Klemptner
zu keinen einheitlichen Resultaten. Und zwar deshalb nicht —
wie es sich bei weiteren Versuchen herausstelite —, weil der Nie-
derschlag durch die schleimige Beschaffenheit der Serum- und
Stromata-Eiweissstoffe so fein und lange in der Losuug suspendirt
blich, dass erst nach tagelangem Stehen und mehrmalige Filtration
durch dreifache Filter das Filtrat klar erhalten wurde, was na-
tirlich das Arbeiten sehr erschwerte und den Eintritt von voll-
stindiger Fillung richtig zu beobachten verhinderte.

Ich musste desshalb darauf bedacht sein, diese Hindernisse
mir aus dem Wege zu schaffen. — Nach wochenlangem Herum-
probiren und hunderten von Versuchen gelang es mir endlich eino
Methode zu finden, die mir erlaubte rasche und gute Fillungen
des Hb zu erzielen, ohne dass die Serum- oder Stromata-Bestand-
theile mitgefillt wurden oder hindernd dem Absetzen des Nieder-
schlages in den Weg traten.

5. Haemoglobintitrationen.

Ich fand nidmlich, dass, wenn man auf 10 cem. frischen
Blutes 2 cem. einer 30 pCt. Kochsalzlosung und 2 Tropfen einer
20 pCt. Ammoniaklosung hinzufiigt, durchschiittelt und davn das
Blut 1:100 mit aq. destill. verdinnt, absctzen ldsst und filtrirt,
so kann man diese Blutlosung mit 1:1000 bereitetem Zink-,
Kupfer-, Cadmium-, Uranlosung etc titriren, ohne dass diese
Metalle mit Serum rsp. Stromatabestandtheilen sich eber verbinden,

ok
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bis alles O*HDb gefillt ist. — Diese Thatsache fund ich dadurech,
dass ich cin Gemisch von reinem Serum und Stromatabestand-
theilen mit einer bestimmten Menge reiner O*Hb-Losung versetzte
und titrimetrisch nachzuweisen versuchte, ob zur Fillung der
bekannten O*HDb Menge in diesem Gemisch nur soviel Zn, Cu
cte. nithig ist, wie zur IFillung einer ebenso grossen Menge OHb
in Aq. destillata.  Da fand ich dann, dass nach Zusalz von be-
stimmter Menge Chlornatrium und Ammoniak das O%Ib aus dem
Serum und Stromata-Gemische sich factisch mit enbensoviel Cu
ete. fillen liess, als aus der reinen wissrigen Liosung.  Auf diese
Beobactung basirend ging ich folgender massen vor: Ieli bestimmte
zuerst {iir irgend cin Blut die Menge des Zn oder Cu, welche
nothig war um das O*1b des normalen Blules vollstiindig zu
fallen; darauf verdinnte ich dic Blutlosung Deliehig und probirte
nachzuweisen, ob die Menge des Metalls, welche cine verdiinntere
Blutlosung zur Fillung des OHDb nothig hatte, der Verdiinnung
proportional blieh, was jedes Mal der Fall war,

Dadurch ermuthigt nahm ich die titrimetrische Bestimmung
des Ilb einiger Blutarten vor:

Ich nabhm ein Gestell mit neun gleichgrossen Reagens-
glisern, fillte in jedes Glas 10 cem. ciner filtvirten Blutlosung
1:100, welcher ich vorher die vorne angegebene Menge Chlor-
natricum und Ammoniak zugesctzt hatte.

In das finfte Reagensglas in der Mitte wurde soviel oiner
1:1000 bereiteten Metallsalzlosung  hinzugeliigt, als es nothig
gewesen wiire um alles O2Hb zu fillen, wenn das zu untersuchende
Blut genau 10 pCt. O*Hb enthalten wiirde.

In die vier Gliser rechts wurde dann aufsteigend immer in
jedes Glas 1 cem. michr von der Metallsalzlosung zugesetzt, als
im vorhergehenden vorhanden war, wilrend in dic vier Gliser
links wieder ansteigend immer 1 cem. weniger zugesetzt wurde,
als im vorhergehenden vorhanden war, z. B.:

3 4 5 6 7 8 9 10 11 coem.
L IL IL 1V. V. VI VIL. VIIL IX. Reag gl

Alle wurden scharf durchgeschiittelt und auf 6 Stunden in die
Kilte gestellt, Darauf wurde nachgesehn, wo die Féillung voll-
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staindig geworden war. Von diesem Glase aus wurde dann ab-
steigend halb-cmm.-weise Metallsalzlosung  hinzufiigend solange
weiter titrirt, bis das Minimum des fillenden Metalles, die Grenze
der Fallung erreicht worden war. Zur Controlle, dass kein
Ueberschuss des Metalls mehr vorhanden war, wurde ein Theil
des wasserhellen Filtrats mit einer verdiinnten, filtrirten Blut-
losung zusammengebracht — wie auch Klemptner®) es gethan
hatte — und nachgesehn, ob dadurch in der Blutlosung noch
eine Triibung hervorgerufen wird. Der andere Theil des Filtrates
wurde mit rauchender Salpetersiiure resp. conc. Schwefelsiure
gekocht, um organische Verbindungeu zu zerstoren, die iiber-
schiissige Sidure abgestumpft und mit Ferrocyankalium auf die
Anwssenheit von Zn oder Cu gepriift. Traten beide Controll-
versuche negativ auf, so war man sicher, dass kein Metalliber-
schuss vorhanden war und diese Metallmenge wurde dann fir
diese Blutart als geniigend notirt.

Auf diese Weise fand ich, dass:

I. 100 ccm. Hundeblut zur Fallung des O?Hbing 0.2325
Zn und 0.2259 Cu bedirfen.

II. 100 cem. Kalbsblut brauchten 0.235 Zn und 0.2276 Cu.

II. 100 ccm. Hithnerblut brauchten 0.39 Zn u. 0379 Cu.

IV. 100 ccm. Sectionsleichenblut von einem Ertrunkenen
brauchten 0.357 Zn und 0.346 Cu.

V. 100 ccm. Seclionsleichenblut von einem an Alcoholver-
giftung gestorbenen brauchten 0.4983 Cu und 0.5135 Zn.

VI. 100 cem. Katzenblut brauchten 0.245 Zn u. 0.24 Cu.

VII. 100 ccm. Hechtblut brauchten 0.0349 Zu u. 0.034 Cu.

VIII. 100 ccin. Pferdeblut brauchten 0.311 Zn w. 0.301 Cu.

1X. 100 cem. frisches Menschenblut brauchten 0.323 Zn
und 0.313 Cu.

X. 100 cem Iltisblut brauchien 0.2109 Cu und 0.2178 Zn,
um vdllig das O*Hb zu fillen.

Um aus diesen Zahlen den O2Hb-gchalt des Blutes be-
rechnen zu konnen, hatte ich schon frither titrimetrisch an
chemisch-reinen O!Hb Losungen von bckanntem Gehalte fest-
gostellt, dass O®Hb zur vollstindigen Fillung 233 pCt. Zn und
2.25 pCt. Cu bedarf. Diese Zahlen benutzend berechuele ich auas
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den oben bei Bluttitrationen gefundenen Zn und Cu Mengen den
O*Hb-gehalt der angefihrten Blutarten nach folgenden Gleichungen:

1. 233 Zn brauchten 100.0 O*Hb zur Fallung, die gefun-
dene Menge Zn braucht x Gramm OHb zur Fallung, also
2.33:100 = gefundene Zn Menge: x; x = der O*Hb - gehalt
von 100 ccm. Blut.

2. 225:100 = gefundene Cu Menge: x, z B. 100 cem.
Htisblut brauchten 0.2109 Cu zur Fillung, fihrt man diesc Zahl
in obige Gleichung cin, so findet man :

2.25:100 = 0.2109: x = 9.3318 pCt. O%Ib in Iltisblut.

Man braucht aber nie 100 cem. Blut um diese Titrationen
auszufihren, mit 1 oder 2 cem. kommt man vollkommen aus,
Ich habe zu diesen Titrationen immer nur 1 cem. Blut auf 100
cem. mit Aq. destillata erginzt und bin mit dieser Flissigkei,
sehr gut ausgekommen. Die gefundenen Zahlen habe ich auf
100 cem. Blut umgerechnet, damit man gleich den O®Hb-gehalt
des Blutes aus der angefiihrten Gleichung bekommt. Man kann
aber jede be'iebige Menge Blut dazu gebrauchen, man hat aber
dann zweimal eine Gleichung anzusetzen, um den Procentgehalt
des OHb zu erhalten. Z. B.: 0.3 Gramm Itisblut bediirfen ‘zur
Fallung des OHb 0.0006328 Cu, daraus berechnet man zuerst
wie viel O*Hb in 0.3 Gramm Blut vorhanden ist, indem man
folgende Gleichung aufstells :

2.25:100 = 0.0006328: x == 0.028 Gramm O in 0.3
Gramm Iltisblut.

Daraus berechnet man den Procentgehalt nach folgender
Gleichung :

03:0028 = 100: x = 9.33 pCt. O*Hb.

Im Nachstchenden fiihre ich meine titrimetriseh bestimumten
O*Hb Procente einiger Blutarten vergleichend” mit den von

anderen Autoren, nach anderen, spectroscopischen und colorimetri-
schen Methoden gefundenen Procenten an,
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Vergleichende Tabelle

der O'Mb-Zahlen verschicdener Autore.

OMib gehalt in % , OHb- i opgp. |
‘ nach Jutt. gehult in | gehalt in ¢ Bemerk-
Bhut von : ©oemme e s e Oy mach 8 :
ubovon: . Titrirt mit * Titrirt mit = Georgen- | /o nach ‘; ungen.
7n Ca. . burger®) Maller.t) |
P — sz . | }
Huand., . . 9.979%, 9995% 1039, 9.7%,
Rind. . . . . .  10085» . 10010> 1093» 99>

Habn . . . . . 1674» 1676 > 1610 1617 »

Leichenblut von ei-

nem Ertrunkenen . ‘ 1532t 1531 » ' 17 66 bis —
T 26 49%
Leichenblut von oi- .
nem an Aleoholver- .
gift. gest. . . L L0 22038 s 22048 » — i —
i j .
Mensch. . . . .  13852» . 13938»  —- C 1377
Katze . . . . . 10515» 10519» 1060» - — |
; )
Pferd. . . . . . 13.317» . 13318 » | 11 . 131 >»
Heeht . . . . .  1497> 15»  — - \
Whis . . . . . . 9340, 9331» — | — |
Schwein, . . . . —_— © 183320 . 1266 12.7 » |
Schat . . . . . — ‘ _ — ! 10.3 » ‘

Wie man aus der Tabelle ersicht, bekommt man nach der
vorhinbeschricbenen Methode, Titrirmethode, Zahlen, die ver-
hiltnissmiissig ganz gut mit den nach anderen Methoden gefun-
deuen Ziffern tbereinstimmen.

Ausserdem ist noch Aussicht vorhanden, das diesc Methode
noch vervollstindigt werden kann. Denn Uran und Cadmium
scheinen noch pracciser den DBlutfarbstoff zu fillen als Zn und
Cu. Zink eignet sich weniger gut zum Titriren, weil die Nieder-
schlige sehr voluminds sind und weniger rasch sich absetzen,
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als Cu, Cd.- und Uranniederschlige. Leider war es mir nicht
maglich die Methode mit Cd.- und Ur.-Salzen nither auszuarbeiten,
weil theils meterielle Schwicrigkeiten, theils Zeitmangel mich
daran verhinderten. Doch hoffe ich das Versaumte in der néch-
sten Zeit nachholen zu konnen.

Wenn man in Betracht zicht, dass die meisten Hb-gehalt-
Bestimmungsmethoden entweder auf colorimetrischen oder spectro-
scopischen Intensititsmessungen resp. Vergleichungen der durch
O!Hb roth gefarbten Klissigkeiten beruhen, so ist es garnicht so
unwahrscheinlich, dass man titrimetrisch den O2Hb-gehalt einer
Fliissigkeit genauer bestimmen kann, als nach den anderen Me-
thoden, weil ja bekauntlich der Farbensinn mehr oder weniger
individuellen Schwankungen unterworfen ist und sogar ginzlich
fehlen kann, wodurch sich doch Iehler einschleichen konnen.

Ausserdem sind die Farbenintensititen der verschiedenen
OHb nach Hoppe Seyler ') pag. 375 in gleich conc. Lésungen
nicht gleich stark.

Bei der titrimetrischen Methode kommt es auf den IFarben-
sinn garnicht an, man hat dabei nur darauf zu achten, wann
die tiberstchende Flissigkeit wasserhell oder farblos geworden ist.
Diese Schlussreaction ist ja leicht zu erkennen, weil es wohl
schwerlich Jemanden geben wird, der eine farblose, wasserhelle
Flussigkeit nicht fiir eine solche ansieht.

Ausserdem sind hier verschiedene chemische Controllen
moglich, um festzustellen, ob man nicht einen Ueberschuss vom
Metall genommen hat, withrend der Arbeitende, mit den Farben-
intensitit vergleichenden Apparaten, oft sich selbst nicht control-
liren kann und wvnsicher bleibt.

Auch sind die Spectralapparate ete. sebr kostspielige Sachen,
so dass nicht ein jeder Arzt im Stande ist, solche sich anzu-
legen, wihrend man zur Titration nur 9 Reagensgliser und ein
kleines Masscylinder und eine graduirte Pipette nothig hat, was
zusammen hochstens 2—3 Rubel ausmacht.
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Darstellung, Eigenschaften und Zusammen-

setzung des chemisch-reinen Pferdeblut-
Oxyhaemoglobins.

Da die rothen Blutkorperchen des Pferdeblules sich leicht
abselzen und gut sich vom Scrum befreien lassen und, um mit
Zinoffsky ') vergleichbare Zahlen zu bekommen, habe ich Plerde-
blut zur O*Hb Gewinnung benutzt.

Die Darstellung der Krystalle geschah nach folgender, sehr
branchbaren und bequemen, von Prof. Alex. Schmidt angegebenen
und vom Doc. Dr. Ir. Kriiger dahin modificirten Methode, dass
man das Blut nicht vorher zu defibriniren braucht: «Das Blut
wurde direct vom Pferde in mit Eis und Kochsalzmischung ab-
gekiihlte hohe Glascylinder abgezapft und ohne es vorher zu
defibriniren in Eis gestellt, damit die Gerinnung nicht so schnell
eintritt und die rothen Blutkorperchen Zeit haben sich abzusetzen,
was gewohnlich nach 12—24 Stunden geschehen ist. Nachdem
dann das ganze Blut geronnen war, wurde es aus dem Glascy-
linder auf cinen langen Teller herausgenommen und das oben
abgestandene gelblich weisse, blutkérperchenfreie geronnene Serum
an der Grenze des Blutkorperchenkuchens abgeschnitten. — Die
rothen Blutkorperchen wurden nun durch ein Handtuch gepresst,
wobei die geronnenen Scrumbestandtheile auf dem Handtuche
zuriickblieben. Der fliissige Blutkdrperchenbrei wurde darauf mit
dem 2-fachen Volum kalten destillirlen Wassers vermengt und zu
der so erhaltenen Fliissigkeit solange vorsichtig, unter stetem Un-
rithren, tropfenweise !/1» Normalammoniaklosung — deren Gehalt
genau gegen V1o Normalsalzsiure cingestellt worden war — hin-
zugefligt, bis die rothen Blutkirperchen sich auflisten und die
Farbe der Fliissigkeit auf der Spitze eines Quecksilberthermometers
oder eines mit Quecksilber gefiillten Reagensglases betrachtet,
vollstindig klar, durchsichtig und lackfarhen geworden war, ein
Zcichen dass die Blutkorperchen alle aufgelost waren. Hierauf
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wurde sofort von der '/1o Normalsalzsiure unter denselben Vor-
sichtsmassregeln  wic bei Ammoniak, tropfenweise genau soviel
zur Blutkorperchenlosung hinzugefiigt, als zur volligen Neutrali-
sation des vorher hinzugefiigten Ammoniaks erforderlich war.
Nach der Neutralisation wurde gleichfalls unter stetem Umriihren,
tropfenweise sehir vorsichtig '/s Volumen — auf die jetzt vorhan-
dene Fliissigkeit bercchnet — gut abgekiihlten 96 pCt. Spiritus
zugeselzt, solange bis der beim Hineinfallen eines jeden Aleohol-
tropfens entstandene I'locken sich nicht mechr sofort auflisen
wollte.  Die so behandelte Blutkorperchenlisung wurde dann in
liohe Glascylindergefiisse gegossen und in Eis und Kochsalzmi-
schung zum Auskrystallisiren des O*Hb gestellt. — Waren nach
24 Stunden noch keine Krystalle ausgeschieden oder nur spiirlich
vorhanden, dann wurden einige Kohlensiureblisclien durch die
Flussigkeit hindurch streichen gelassen, um die etwa vorhandenen
letzten Spuren von Alealien, welche storend auf die Krystallisation
wirken, zu neutralisiren, — die Flissigkeit darauf mit einem Glas-
stabe umgertihrt und wicderum in Eis-Kochsalzgemisch gestellt.

Nach abermals 24 Stunden war dann dic ganze Flissigkeit
zu einem Krystallbrei erstarrt.

Um grossere Krystalle zu erhalten und die Mutterlauge von
den Krystallen besser entfernen zu konnen, wurden die Krystalle
wmit einem Glasstabe nochmals tiichtig durchgerijhrt und wiederum
in Eis zum Absetzen gestellt.

Nach 2—3 Tagen wurde dann die Mutterlauge durch ein
Handtuch maglichst von den am Boden liegenden Krystallen ab-
gegossen, die Krystalle auf demselben Handtuch gesammelt und
im Eisschrank abtropfen gelassen.

Darauf wurde der Krystallbrei vom IHandtuch abgenommen,
in die Centrifuge gebracht, vollstindig darin von der Mutter]lauge
befreit und darauf 3—4 Mal mit ebensoviel eiskaltem destillirtem
Wasser, als Krystalle vorhanden waren, aufgeschiittelt und in der
Centrifuge gewaschen.

Die so gewonnenen, noch picht vollig reinen Krystalle wur-
den mit dem 2-fachen Volumen destillirten Wassers vermengt und
zum Zwecke der Umkrystallisation derselben Procedur unterworfen,
wie vorher die rothen Blutksrperchen,
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Nach jedesmaliger Umkrystallisation wurden kleine Proben
unterm Mikroscope untersucht. Solange Stromatabestandtheile
und Verunreinigungen noch vorhanden waren, erschienen die
Krystalle wie mit Locheisen durchstochen und unregelmissig
ausgebildet.

Eine dreimalige Umkrystallisation und darauf folgendes
mehrmaliges Waschen mit eiskaltem destillirten Wasser geniigten,
um vollkommen stromatafreie, schr reine und schon ausgebildete
Krystalle zu erhalten, die in destillirtem Wasser aufgelost, ein
prachivolles, von jedem Zersetzungsproducte freies OIb Spect-
rum zeigten»,

Nach dieser eben geschilderten Methode hatte Ilerr Docent
Dr. Fr. Kriiger im physiologischen Institute die Licbenswiirdig-
keit, personlich mir aus einem Liter Pferdeblut krystallisirtes
O’Hb darzustellen, um zu gleicher Zeit mir zu zeigen, wie man
bei der Darstellung des O*Hb zu verfahren hat. s wurden aus
einem Liter Pferdeblut 50 gramm O2Hb erhalten, welches ich zu
Vorversuchen verbrauchte.

Da ich viel O*Hb zu meinen Untersuchungen und Praepa-
raten brauchte und es immer frisch haben musste, so richtete ich
die Darstellung so ein, dass ich im Verlaufe von je 8 Wochen
immer wieder eine Portion fertig hatte, damit keine Stockung in
der Arbeit eintreten konnte.

In der heissesten Sommerzeit arbeitend, konnte ich nicht die
O?Hb Krystalle — wie im Vorhergehenden beschrieben, auf dem
Handluche von der Mutterlauge befreien, weil das Abtropfen zu
lange dauerte und die Krystalle selbst im Eisschrank zu schmelzen
anfingen, wodurch man viel Verlust gehabt hitte.

Durch Abhebern liasst sich die Mutterlauge aber noch viel
weniger ohne grissere Verluste des O*Hb von den Krystallen weg-
schaffen, weshalb ich jedes Mal die Krystalle in der Centrifuge
von der Mutterlauge befreite. — Ferner édnderte ich die Methode
noch in sofern ab, dass ich den, durch das Handtuch gepressten
Blutkorperchenbrei nochmals im Eis-Kochsalzgemisch 24 Stunden
stehen liess, wodurch man dann das Serum bis auf Spuren von
den Blutkorperchen entfernen konnte,
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Jetzt hatte ich beim Auflosen eine verhiltnissmissig reine
und concentrirte O2Hb Liosung, welche viel rascher und besser
krystallisirte und schon nach 24—48 Stunden sehr schéne und
grosse Krystalle lieferte, die sich sehr bequem in der Centrifuge
von Stromataflocken rein waschen liessen.

Ausserdem war die Flissigkeitsmenge eine um die Halfte
kleinere, wodurch eine Menge Alcohol gespart und die Arbeit
erleichtert wurde.

Auf diese Art verarbeitete ich im Verlaufe von 4 Monaten
das Blut von 5 Pferden, civca 40 Liter und gewann ¢. 2010 gramm
krystallisirtes chemisch-reines O?HD.

Um von vornherein allen Angriffen auf die chemische Rein-
heit des von mir dargestcllten O*Hb entgegentreten und zugleich
auch die Zinoffskyschen ') Zahlen mit den Zahlen meiner Ana-
lysen vergleichen zu konnen, krystallisirte ich das O*Hb —- wic
es auch Zinoffsky gethan hatte, solange um, bis der Eisengehalt
der Krystalle und der Mutterlauge constant blieb, nicht mehr
als um 0.0001 pCt. differirte und weder mikroscopisch, noch
spectroscopisch, weder Verunreinigungen, noch Zersetzungsproducte
nachweisbar waren.

Dieses wurde nach viermaliger Umkrystallisation erreicht.
Das vierte Mal wurden dic Krystalle nicht mehr mit Hiilfe von
verdiinnter Ammoniakfliissigkeit aufgelost, sondern nur in destil-
lirtem Wasser bei 10° C.; darauf wurde die Fliissigkeit mit /s
Volumen 96 pCt. Alcohois versetzt und dann kiinstlicher Kilte
ausgesetzt.

Die so erhaltenen Krystalle des Pfordeoxyhaemoglobins
bildeten lange, schone vierseitige Prismen. Andere Krystall-
formen habe ich bei der Darstellung nicht beachtet. Das Hae-
moglobin des Pferdeblutes bildel aber sehr schon ausgebildete
sechsseitige Blittchen, wie ich in einem Falle beobachtete, wo
ich aus einem Liter faulgewordencn Pferdeblutes O°Hb darzu-
stellen versuchte. Die Krystalle waren aber bei gewohnlicher
Temperatur sehr leichtloslich im Wasser und hatten eine dunklere,
ctwas ins Violette spielende Farbe, als das O*Hb.

Ferner zeigten die Pferdeblut-Oxyhacmoglobinkrystalle fol-
gende Bigenschaften ;
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1. Die Krystalle losien sich bei 1° C. 1:2000 in destillir-
tem Wasser, bei 10° C. 1:100, bei 15° C. dagegen schon 2:100.
Auch in verdiinntem kalten Alcohol, sowie in sehr verdiinnten
Alealien und Alcalicarbonaten waren sie unzersetzt 18slich. Eben-
falls loslich waren sie in Neutralsalzlosungen der Alcalien.

9. Auch in conc. IH:SO:1 waren sie scheinbar unzerseizt
loslich, mon Dekam eine rothe Losung und cin zweistreifiges
Spectrum ; es bandelte sich aber hier in Wirklichkeit um Bildung
von Hacmatoporphyrin.

3. Die Losung in destillitlemn Wasser hatte eine pracht-
voll scharlachrothe Firbung und zeigte die beiden bekannten far
O1h  characteristischen  Streifen im Spectrum  zwischen den
IFrauenhoferschen Linien D und I8, — Ebenfalls gab sie die
Schonbeinsche Reaction mit Terpentinoel und Guajactinetur.

4. In Acther, Chloroform, Benzol und Schwefelkohlenstoff
waren die O?Hb Krystalle unloslich. Beim lingeren Liegen unter
absolutem Alcohol wurden die Krystalle in Wasser unldslich, ohne
ilre IForm und Farbe zu verlieren, indem wahrscheinlich eine
Coagulation eintrat,

5. Reducirende Substanzen, wie (NHi): S. etc. fihrten das
O%IIb in ncutraler oder schwach alcalischer Losung in das
dunklere HD tber.

6. Alle oxydirenden Mittel fithrten das O*HD zuerst in

Mecthaemoglobin iiber.

7. Die Krystalle konnten nur bei 0° bis 1° C. auf pordsen
Thonplatten oder Cellulosetellern iiber 11280 unzersetzt getrockuet
werden, wobel ich in einem Talle in den Exsiccator noch cine
cone. alcalische Losung von Pyrogallussiure brachte, um den
beim Verdunsten des Wassers entstchenden Sauerstoff zu  absor-
biren. Die so getrockneten Krystalle waren von schon scharlach-
rother Farbe, bliehen in Wasser vollig loslich und zeigten vor
dem Spectroscope keine Zersetzungsproducte.

Doch dauerte dic Trocknung zu lange und musste sorg-
$altig iberwacht werden, damit die Temperatur nicht hoher stieg
als 1° C. Ueberhaupt konnte man nur kleine Mengen auf ein
Mal trocknen. '
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In diinner Schicht auf flache Thonteller vertheilt und dann
bei - 18—20° C. getrocknet, wie Zinoffsky ! angiebt, konnte
ich keine vollig unzersetzten und in Wasser 16slichen Praeparate
crhalten.

8. Die nach dieser Methode erhaltenen, trockenen Krystalle

* sind pleochromatiscly und enthalten 10 pCt. Krystallwasser, welches
bei 110° C. abgeben wird,

Qualitativ enthalten dic Pferdeblut-Oxyhaemoglobinkrystalle
Fe, S, N, O, H, C.

Beim Eindschern von 25 Gramm O2Hb in einer Platin-
schale und Unlersuchen der Asche wurden ausser Kisen auch
nicht die minimalsten Spuren von Mg, K, Na, Ca oder sonstigen
matallischen Substanzen gefunden.

Weitere 25 Gramm O2Hb wurden auf Phosphor und Phos-
phorsiure geprift. Es wurden weder nach der Mitscherlich’schen
noch nach der Dusart-Bloudlotschen Methode (E. Schmidt pharm.
Chemie 1887 pag. 302-—303) weder qualitativ noch quantitativ
Spuren von P. oder HsPOs gefunden.

Wenn Zinoffsky ') meint Spuren von Ca, Mg und P. im
Pferdeoxyhacmoglobin nachgewiesen zu haben, so miissen sie
von irgendwo anders herrithren, das O2Hb des Pferdeblutes ent-
halt sie nicht.

Ebenfalls konnte ich in 10 Gramm meines O2Hb-praeparates
keine Spur Chlor nachweisen.

Nach jedesmaliger qualitativen Untersuchung fithrte ich
von jedem Praeparate 4 (uantilative Analysen aus.

Das Eisen wurde sowohl maassanalytisch als auch ge-
wichtsanalytisch nach den von Fresenius'?) pag. 271—294 ange-
gebenen Methoden bestimint

Hier muss ich noch bemerken, dass ich sowobl hier, als
auch bei meinen spéteren Metall-O2Hb-praeparaten die quantita-
tiven Bestimmungen der einzelnen Bestandtheile moglichst nach
mehreren Methoden ausgefithrt habe, falls mehere gleich genaue
Methoden vorhanden waren, um Dhesser mich selbst controlliren
zu konnen, —
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Zu Schwefelbestimmungen

wurden die Praeparate theils durch Schmelzen mit Aetzkali und
Salpeter, wie es auch Zinoffsky ') gethan, theils durch Kochen
mit einem Gemisch von cinem Theil rauchender und 3 Theilen
cone Salpetersiure zerstort und der Schwefel dann als Schwelel-
siure mit Chlorbaryum bestimmt. Nach beiden Zerstorungs-
methoden bekam ich gleiche und constante Resultate, nur war
nach der Schmelzmethode viel nnbequemer zu arbeiten.

Stickstoftbestimmungen

wurden sowohl nach der Kjeldahlschen, Duma’schen wie auch

' . ahip 20 ot .
Will - Varrentrapp'schen  Methode ausgefiihrt,  Bei  sorgfiltigster
Arbeit gaben alle ibereinstimmende Resultate.

Die C und I Bestimmungen

wurden wie gewohnlich in einem schwerschmelzbaren Kaliglas-
verbrennungsrohr mit einem Gemisch von geschmolzenem Blei-
chromat, dem /10 seines Gewichts geschmolzenes und gepulvertes
Kaliumdichromat zugesetzt war, — ausgefithrt (cfr. Beilstein '%) I.
pag. 6), Saucrstoff wurde aus der Differenz bestimlfat. ) .

Zu jeder Analyse wurden c. 10 Gramm hei 115° C. bis
sum constanten Gewicht getrockneten O2Ib verwendet. Ich fihre
nachstehend fiir jedes Praeparat nur die Mittebverll}e aus 4
Analysen an, wobel ich jedoch angebe, wie viel die grosste
Differenz zwischen den einzelnen Analysen Detrug:

Grosste

V O*Hb ¢ H N O S Ie Differens

Praepa- ‘ 0 0 0 & / 0 / o o elnen”
rate 0/0 /0 /0 /0 ! i Analysen.
L sapoll | 7.2912 175120 19.8931 04493 © 05933 0.0016%

Il 545003 7.2899 175112 19.8569 04401 ; 0.3936 ¢ 000148 »
111 :"54.50’21 | 7.2004 | 17.5213 19.8569 . 0.4489 1 03931 0.002 »
V. 544991 | 792031 175101 199551 - 0.4494 | 03932, 000135
T :,,_W..:;iléiv— ELIE.. TALT et B ) ’ - : . .
nulei(:tf\lua-:‘ 54,5006 | 7.2911 [17.5136 | 19.8525 0.4459 : 0.3923 : —

lysen. | ! I i I



32

Aus den angefiithrten Analysen geht hervor, dass die Be-
hauptung Bohrs ') im Scandinawischen Archiv fiir Physiologie -
«Das krystallisirte Hb hat einc wechselnde Zusammensetzung
selbst bei eincer und derselben Thierart», nicht richtig ist.

Vielmehr beweisen dic Analysen. dass im gesunden Blute
einer Thicrart nur eine O2HD-art existirt. Bohr kann zu seiner
Behauptung nur auf Grund der von ihm an nicht chemisch-
reinen Praeparaten ausgefiihrten Analysen gelangt sein.

Vergleichende Tabelle

der procentischen Zusammensctzung dos krystallisirten Pferdeblut-
Oxyhaemog'obing nach den Analysen verschiedener Autore.

¢ H & N O ' S | TFo

Namen der Autore i in Y in . in o0 in %  in % . in %
Hopre Seyler und | ! |

Kossel %, . . . ‘ H4 .87 697 . 1731 . 1973 ° 065 047
Otto™). . . . . . 5i76 703 1728 1981 067 045

Biicheler ', . 54.40 7.20 17.61 1967 1 0.65 0.47

|
‘ i | i
Zinoftsky Y. . . ‘ 51.15 6.76 . 1794 2343 039 | 034
‘ : | ‘
; i

Jutt, das Mittel aus ‘ : ! :
16 Analysen. . . 545006 & 7.2011 ! 175136 ;19.8520 , 0.4489 = 03933

Aus der vorstchenden Tabelle ist ersichtlich, das meine
Zahlen mit den Angaben Zinoffsky's merkwiirdigerweise am
wenigsten tbereinstimmen. Mit den Analysen anderer Autore
stimmen sie im C-, H-, N-, O-gehalt leidiglich, wenigstens die
ganzen Zahlen, weichen aber im Fe- und S-gehalt bedeutend ab.
Diese Erscheinung veranlasste mich, ausser den angefiihrten
Analysen noch cine Anzahl Iec-, S- und N-bestimmungen bei
jedem Praeparate vorzunehimen. Aber wie ich mich auch ab-
miihte, oder nach welcher Methode ich auch arbeitete, um meine
Zahlen mit denen der Anderen zur Uebereinstimmung zu bringen,
es half nichts, die Zahlen blichen constant; nie fand ich den
S — Fe — und Stickstoffgehalt niedriger als:
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0.4481 pCt. S; 0.3932 pCt. Fe; 17.5101 pCt. N, aber auch
nie hoher als:

0.4495 pCt. S; 0.3937 pCt. Fe; 17.5214 pCt. N.

Dic kleinen Differenzen konnen wohl als Versuchsfehler be-
trachtet werden. Da aber neben dem Spectrum gerade das
Constantbleiben des Schwefel- und Eisengehaltes das beste Krite-
rium fir die chemische Reinheit des O*Hb ist, so habe ich wohl
keine Ursache weder an der Reinheit meiner Praeparate, noch
an der Genauigkeit meiner Analysen zu zweifeln.

Aus den Mittelzahlen meiner Analysen berechnet sich
folgende empirische Formel fir Plerdeblut - Oxyhaemoglobin :
CessITi0s0N178SsFeOrrr, und aus dieser Formel das Molekular-
gewicht 14260.

Ob diese empirische Formel eveutuell noch zu vervielfiltigen
ist, um das OZHb-Molekiil zu erhalten hoffe ich bei den folgen-
den Untersuchungen der Metall-O?Hb-ine ermitteln zu konnen.

1v.

Darstellung, Eigenschaften und Zusammen-
setzung der chemisch-reinen Metall-Oxy-
haemoglobin -Verbindungen.

Nachdem ich in den Voruntersuchungen festgestellt hatie,
mit welchen Schwermetallen das O*Hb  iiberhaupt Verbindungen
eingeht, musste ich versuchen, diese Verbindungen chemisch-rein
darzustellen, um sic dann niherer chemischen Untersuchung
anterwerfen zu konnen. Und zwar beschloss ich fiirs erste nur
die Metall- Oxyhaemoglobin -Verbindungen der uns im practischen
Leben am héufigsten begegnenden Schwermetalle darzustellen,
withrend ich das seltenere Wo und Mo unberticksicht liess.

Um auch diesen Einwendungen begegnen zu konnen, dass
ich vielleicht zur Darstellung meiner Praeparate beim Trocknen
eventuell veriindertes O2Ib benutzt habe, oder dass bei der Dar-
stellung Zersetzungen hitten cintreten konnen, habe ich alle
meine Versuche mit feuchtem, frischem O®Hb ausgefihrt und

3
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das O®Hb gleich nach der Darstellung zu Pracparaten verarbeitet,
um zugleich spiter bei den Avalysen zu erfaliren, ob die Prae-
parate zu verschicdenen Zeiten und aus dem O*Hb verschiedener
Pferde dargestellt, immer constante Zusammensctzung zeigen.
Nur zu einigen kleineren Nebenversuchen wurde frisches, feuchtes
0O2Hb in kleinen vollgefiillten, gut verkorkten Glisern einige
Tage, — in keinem Falle aber tiber cine Woche, in Eis cinge-
froren aufbewalrt. Vor jedesmaliger Benutzung wurden die
Krystalle in destillitem Wasser aufgelost und spectroscopisch
untersucht, nic wurde aber auch eine Spur von Zersetzungs:
producten gefunden. Ebenso wurde bei der Darstellung der
Pragparale jede Operation mit starkwirkenden Agentien vermicden,
welche Zersetzungen hiitten verursachen kinnen,

Bevor ich zur Darstellung der Praeparate ging, stellie ich
titrimetrisch fest, wie viel von dem betreffenden Metall zur
Fallung des OFIL unumgiinglich nothig ist, um nicht unniitz
iberschiissige Metallsalzlosung hinzuzufigen, welche dann spiter
schwer vollstindig zu entfernen ist. — Ich fand, dass zur voll-
stindigen Fallung des O®Hb in wisseriger Losung bei Gegenwart
irgend cines Alcali-Neutralsalzes gentigten:

2.336 % metallisches Zn

2.256 » » Cu
2,134 » » Ni
2,143 » » Co
2.007 » » Fe (oxydsalz)
1.985 » » Cr »
1.996 » » Mn »
4004 » » Cd
3755 » » Ag
4012 » » Su
6.698 » » Pt

GGU‘J » » Ilg
6851 » » I)l)
7.004 » » Bi

7.873 » » Ur.

] Da dic Metall-Oxyhaemoglobin-Losungen bei gewdhnlicher
Temperatur in frischem Zustande in destillirtem Wasser 16slich

sind, so entstcht beim Zusalz von berechneter Menge irgend
oimos Motallsalzes zur O?Hb-losung kein Niederschlag, weshalb
man die Losung zur Gewinnung der Verbindung der kiinstlichen
Kiilte aussetzen muss, oder man setzt der Losung etwas NaCl,
NaNO3, MgS0s, NaxSOus oder je nachdem mit welch.em Metalle?
man atbeitet sonst eines passenden Neutralsalzes hinzu, wobel
dann sofort die Metalloxyhaemoglobiue sich auszuscheiden be-

ginnen, weil sie solbst in sehr verdiinnten Alkalineutralsalzlosungen
Y

sehr schwerloslich sind.

Aut beide Art, sowohl durch «Ausfrieren» als auch durch
«Aussalzens  kann man chemisch-reine Praeparate erhalten, nur
muss man im letzteren Falle ziemlich lange und anhaltend waschen
und dialysiren, bis man dic letzten Spuren des zum Aussalzen
gebrauchten Salzes von dem Pracparate wicder vollig entfernt hat:

Da dus Auswaschen in der Kilte schr langsam geht, bei
gewohnlicher Temperatur aber das Praeparat durch langes A}ls-
waschen seine gchone Farbe verliert und in Wasser schwerloslich
wird, so habe ich zu meinen Untersuchungen die Praeparate
meist durch «Ausfrieren» dargestellt.

Ich versetzte, wie gesagt, eine Oxyhaemoglobiulésun"g von
bekanntem pCt. Gehalt mit berechneter Menge Metallsalzlosung,
schitttelte scharf durch und setzte der kiinstlichen Kalte aus.
Nach dem Geofrieren liess ich die ILosung wieder langsa.m auf-
thauen, wo bei 0°C. das Metalloxyhaemoglobin als meist un-
deutlich krystallinisches Pulver sich am Boden abse%zte .unt.l dann
von der oben abgestandenen, wasserhellen Fliissigkeit in der
Centrifuge rasch vollstiindig befreit werden kounte.

Dio wasserhelle Flissigkeit reagirte schwach sauer und man
konnte in ihr durch Methylorange Spuren freier Saure nachweisen.

Dua die zur Fallung gebrauchten Metallsalzlosungen stets
gegen Methylorange neutral reagitten und die O.sz Los.ung auch
nicht sauer reagirte, so war ¢S Klar, dass beim Verbinden des
Metalls mit dem ©ib die Siure sich gebildet haben ml.l'sstc.
Der Niederschlag wurde jetzt mit eiskaltem Wasser geschiittelt
und nochmals zum Gefrieren hingestellt. o .

Diese Operation wurde solange wiederholt, bis die glelch
nach dem Aufthaucn oben abgestandene, wasserhelle Fliissigkeit

3.



nach dem Centrifugiren bei niedriger Temperatur vollstindig
reactionslos blieb und beim Verdunsten keinen Riickstand hinter-
liess. Zur Controlle wurde der Niederschlag noch der Dialyse
auf 24 Stunden unterworfen. — Darnach wurde die Losung aus
dem Dialysator wieder zum Ausfrieren gestellt, nach dem Auf-
thauen der Niederschlag rasch in der Centrifuge vom Wasser be-
freit, auf porose Thonplatten gobracht und bei 1—%¢ (. iber
H:SO4 im Exsiceator getrocknet.
Dargestellt wurden aul diesc Weiso :

Zn — 02U
Cu — O2Ib
Ag — O2Hb
Cd -- 0O2Alb
Hg —— O:21b
Ur — O2Hb
Ni  — O
Co — Q2Ibh
Fe — O:Hh
Cr — 0O2Ib
Mn — OQ:2HbH
Sn — O2HbL
Ph — 0O2Ibh
Pt — OQ2Hb
Bi  — 0O2Alb..

Alle diese DPracparate sind sowohl in physikalischer als
auch in chemischer Hinsicht dem O2Hb sehr ghnlich, nur sind
sic in jeder Bezichung viel resistenter als letateres und taugen
nicht daher mehr zur Ucbertragung von O an die Zellen :

Zn—0Hb, Ni—O%Hb, Co—0Ib, Cd—O0Hb, Hg—O01Ib,
Ur—O?Hb, Cr—OIb sind sowohl in Substanz als auch in der
Losung fast ebenso schén scharlachroth gelirbt, wie das OHb
selbst ; Mn—O?Ib, I"e—O2Hb, Ag—O’Hb, Pb—O*Hb, Cu—O=Hb,
Bi—O®Hb, Sn— O1b und Pt— OHb sind dagegen dunkler
gefirbt,

Diese Verbindungen sind sowohl in feuchtem, frischem Zu-
stande, wie auch nach der angegebenen Methode getrocknet in
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destillirtem Wasser loslich, jedoch ctwas schwerer als das O®Hb.
So lost sich das Fe— OHD Dei 15° C. nur 0.35 pCt.,, das
Ag— O?Hb 0.09 pCt.

Ebenfalls sind diese Verbindungen in verdiinntem Aleohol
schwerer loslich als das O*Hb.

Leichtloslich sind sie in sehr verdiinnten Alealien, freien
Basen und Schwefelammon, etwas schwerer loslich in verdiinnten
organischen Salzlosungen des Ammoniaks.

Sehr verdiinnte Mineralsiuren, mit Ausnahme der stark oxy-
direnden, sowic sehr verdiinnte organische Siuren 1(3s.en ﬁie
gleichfalls anfangs unzersetzt auf, erst nach lingerer Zeit tritt
eine Zersetzung ein.

Aus den Losungen in verdiinnten Alealien konnen sie durch
vorsichtige Neutralisation der Lisungen wieder unzersetzt ge-
fallt werden,

In allen diesen Losungen zeigen sic cin deutliches OIb-
Spectrum. .

Concentrirte HeSOx 16st diese Verbindungen cbenso wie das
O!Hb unter llaematoporphyrinbildung auf.

Von cone. Alkalien und Séuren werden die Metalloxyhaemo-
globin -Verbindungen alle mehr oder weniger leicht zersetzt.

Die wissrigen Losungen dieser Verbindungen konnen, wenn
man sie mit einem Reagensglase in kaltes Wasser stellt und das
Wasser dann allmihlig erwdarmt, bis auf 100° C. crhitzt werden,
ohne dass sie sich zersetzen.

In sclbst schr verdiinnten Neutralsalzlosungen der Alealien
und alcalischen Erden sind sie sehr schwerloslich.

Die wissrigen Losungen der I\Ietalloxyhae'moglobine ‘g‘eben
mit Terpentinoel und Guajactinctur ebensc.) diec Schonbein’sche
Reaction, Blaufirbung, wie das O*Hb. — Wir schen daraus, dass
durch die Bindung des O?Hb an Metall dic sauerstoftiibertragende
Kraft des OfHb nicht ganz aufgehort hat, denn sonst konnte
diese Reaction nicht positiv ausfallen. Jedoch ist diese Ligen-
schaft des O'Hb in den Metallverbindungen so herabgesctzt, dass
sie im Organismus nicht mehr zur Geltung kommt.

Reducirende Mittel wirken auf Metalloxyhaemoglobine viel
weniger ein, als auf das O*Hb. So reducirt Schwefelammonium
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die wiissrigen Losungen devselben erst beim Lingeren Stchen in
verkorkter Flasche in der Wirme, beim Schiitteln der Losung
mit Luft tritt wieder O2Hb - Spectrum auf. Dic Losungen ohne
Schwefelammoniumzusatz bleiben selbst wochenlang unverindert
und zecigen das O*Hb-Spectrum. — Auch diese Reaction beweist,
dass die sauerstoffiibertragende Kraft sehr verringert ist.

Beim Licgen unter starkem Alcohol werden die Pracparate
unlislich in Wasser, cbenso wie das O2Ib,

In  Aether, Chloroform und Schwefelkohlenstoff sind sie
gleichfalls unloslich,

Gegen oxydirende Mittel sind sie gleichialls resistenter, als
das OzHD. Dic Metalloxyhaemoglobine lassen sich ebenso wie
das O2HD in Cyanhaemoglobin, Haemochromogen, Hacmatopor-
phyrin ete. tberfihren, obgleich die Verwandlungen ctwas lang-
samer vor sich gehen, als beim OZHb.

Nach dem Trocknen bei gewdhnlicher Temperatur werden
die Mectalloxyhaemoglobine ebense wie das O2[Ib in Wasser und
verdinntem Alcohol schwerloslich. Am  leichtesten 1osen sich
noch Pb—O2Hb, Sn—O2Hb, Ur—O2Hb und Cd-02Hb in de-
stillirtem Wasser. Dagegen bleiben sic in verdinnten Alecalien,
Schwefelammonium cte. mit schonrother Farbe und O21Dh-
Spectrum 1oslich.,

Auch die quantitative Zusammensetzung und die iibrigen
Eigenschaften bleiben unverindert.

Die Metalloxyhacmoglobine in gut ausgebildeten Krystallen
zu erhalten, gelang mir nicht, wahrscheinlich deshalb nicht, weil
ich bei kiinstlicher Kilte arbeitend die Losungen nicht genug
langsam unl geniigend lange Zeit auf die Temperatur bringen
konnte, wo dic Krystalle sich hitten gut ausbilden konnen,

Doch ist es nach den Eigenschaften und nach ecinem Iall
zu urtheilen, wo ich eine kleine Menge Hg—O2Hb und Ur—O2Hb
in ziemlich gut ausgebildeten, prismen dhnlichen Krystallen er-
hielt, weclche aber beim Versuche, sie zu trocknen, undeutlich
wurden, — sehr wahrscheinlich, dass man auch die Metall-

oxyhaemoglobine nach irgend einer Methode wird in Krystallen
erhalten konnen,

- dargestellt hatte,
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Nachdem ich eine geniigende Menge von :lcdem lmepamt.e
unterwarf ich sic der qualitativen und quanti-

tativen Analyse. .
Qualitativ wurde jedes Mal ausser den Bestandtheilen des

alls 1¢ ache 1 sen,
0201 und des betreffenden Metalls nichts sonst n whgewiesen
1 3 . IS
Zu quantitativen Analysen wurden die betreffenden Prae-
i < < ) ' -
parate hei 115° C. bis zum constanten Gewicht getrocknet, wobei

alle genannten Pracparate durchsehittlich 10 pCt. Wasser abgaben,

Die (uantitativen Bestimmungen wurden ehonio :pmgol‘iihrt,
wie bei O2Hb angegeben. Die Trennungen l\l\(l‘J)Ostl‘nll}]ljngel‘l
der einzelnen Metalle wurden nach den von 1*1'0501111.1.sl~), I,
Schmidt ') und  Menschutkin %) angegebenen und  nither be-
schriebenen Methoden ausgefihrt,

‘ u Kisen-, Sechwefel-und Metallbestimm ungen
wurden gewohnlich ¢, 10 Gramm, zur Bestimmung der ubrigen
Bestandtheile ¢. 1 Gramm der betreffenden Praeparate verwendet.

Von jeder Metallverbindung wurden 4 P]‘{II.(‘,p&l'ﬂt(} dargestellt
und von jedem Pracparate 3 Analysen HUSgC[L.l]ll'L Da aus d.en
vollstindigen Analysen der Silber- und P]atmoxyh.aemoglobl1?9
hervorging, dass das O2Hb-Molekiil nicht verﬁndert'wn;d, s.(.md_em
Jass das Metall nur dort hineintritt, ohne dass dic Verhiltnisse
der Atome zu cinander dadurch  veréndert verden\,. 80
wurden von den iibrigen Praeparaten m.n‘ Schw‘eicl-, Eisen-,
Stickstoff- und Metallbestimmungeu ausgefithrt, weil man :schon
qus diesen zur Gentige constatiren konnte," ob {LUCI'I' bq den
ubrigen P raeparaten das O2Hb-Molekil un\'em.ndort 'bl(}lbt.

In der nachstchenden Tabelle ﬁih}'e ich die Resultate
meiner Analysen an und zwar fiir jedes einzelne Mctull-Oxyhae-
moglobin-Pracparat das Mittel aus 3 Analysenﬁ mit der Angabe,
wie viel die grosste Differenz zwischen den cinzelnen Analysen

gewesen ist.
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IV Dl1. 1095‘ 6. 7202)‘ 16. 390]I 18. ()064J 6.3777 0, 4277 0. 3684 0.00201

— L,ﬁ e

’ 1144 6.7089 16. 3809 18. 6004 63845 04240 036‘53 Mltlt<21
aus
I e e e e R T

a1

[‘ 0.3778 {04321

I 3.7808

Cu O?HD. \\ Ie 0/0 S % [\ Cua % N Differenzen.
I. ,‘ 03844 | 04393  2.1694 17.1083 0.0021
I ’() 3850 ; 0.4387 | 2.1701 . 17.1101 0.0016
11T, J‘ 03815 0.4391 , 2.1688 17.1091: 0.0020
IV. 03843 04390 21695 17.1121 0.0019
}; 0.5845H :()_4390 2.1694 | 1‘ 1099 = l\htt(ll ans 12 Ana-
i vsen,
Zn OIb. ‘1 1’ Zn % Differenzen.
S S L ~
I ‘ 10.3792 0.4389 2.2208 17.09771 0.012
L 03789 04391 22199 170808  0.0016
1IL “ 0.3790 ‘ 0.4388 ‘ 2.2009 | 17. OQOJ 0.0035
1v. o374 30.4385 ;2.2197 17. 0‘)60{ 0.011
i L 1 o »
n 0.3791 . 0.4388 1 2.2182 | 17,0985 = Mittel ans 12 Ana-
il : ysen,
f 1 !
Ca O%lh. *; ‘V ’ Cd 0/0 | Differenzen,
L i 0.3778 - 04321 3.7812 16.8264 0.003 1
1L } 0.3780 ‘ 0.4322 1 3.7800 1 16.8075. 0.0025
HI. \ 0.3776 ' 0.4320 3 7790 | 16.8174 0.0026
1 i
IV. { 0.3779 ’04322 ’ 1 3.7833 16.8270: 0.0019
t 16. SI‘L)'—' Mitlel aus 12 Ana-

lysen,



Hg 02tib, - Fe %% S ®fo  Hgy N 0/ Differenzen.
I 03672 04196 65501 163409 0.0020
M. 03669 04188 6.560) 16.3501 0.0016
ML 03673 04195 65503 163428 0.0031
V. 03670 04192 G5OI1 163412 00018
‘\
03671 0.4162 65H28 163437 = Mittel s 12 Ana:
vsen.
Ph O%b. Ph o/ Difterenzen,
L 03664 04187 67923 16.3061 0.0011
I 03606 04186 67988 163195 0.0018
L. 03670 04190 67919 163062 0.0022
IV. 03665 04188 67924 16.3009 0.0026
1 0.3666 0.4187  6.7914  16.3081 = Mittl ans 12 Ana.
" ysen,
Bi Ob. - Bit) Differenzen.
I 03664 04120 68027 163035 .  0.003
L 0363 04119 GRI16 16.3008! 0.0027
WL 03667 04131 6.7999 ' 16.3120 0.0013
;1 | |
IV. 03668 0.4122 6.8102 16.3029 0.0019
03664 0.4123  6.8061  16.304% == Mittel ans 12 Ana-

lysen,
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‘ v .
snootib, e % 8 0% Sntf N 0 Differenzen.
I. 03709 04316 39596 16.8071 0.011

I 703710 04309 3.9601 16 8102 0.0021

L 03708 04314 39587  16.8081 0.0014

IV, 03706 04317 8.9595 16 7999 0.0023

03708 04314 39504 16.8063 = Mitil avs 12 Ana
ysen.,
(v O*HD. - Cr 0 Differenzen.
I 0388 04413 1.8066 17.1838 0.00165

IL 03869 04409 1.7998 17.1901 0.0027

HL 103566 04415 | 1.8071 17.1842 0.0019
i ‘

IV, 0.3859 04412  1.8039 17.1798 0.0023
0.3465  0.4412 1.8043 17.1844 = Mitte] ans 12 An-
| ysen.

Mn OIb. ’ Mn 0/0 Differenzen.
1. 03856 0.4476 1.8939 171625 0.0017

1L 0.3349 04480 18899 17.1710 0.0013

UL 03857 04475 18940 17.1619 0.0020

1IV. 03854 04477 18877 17.1622 10,0021

03854 04477 1.8013 17.1644 ~ Mittel ans 12 Ana-

lysen,



| {

lysen,

M
Te O°Lb. Fe % ; S N % ‘ Differenzen.
I | 23182 04406 17566 0.0011
i | : 1 ‘
L 23120 04410 | 1T1559 0.0014
L 23133 04405 171567 . 0.0013
V. ‘ 2.3134 . 04407 ; 17.1570 0.0016
| | | |
| 23182 0.4407 | BLBE ,6,4 Mittel ans 12 Ana-
b ‘ ! Ivsen.
Co O%b. - Co % ‘ Differenzen.
: |
e e e
I 03843 04400 2.0147 ;17.135'3{ 0.023
1L w 0.3850 0.4401 | 2.0098 171361 0.016
UL 03845 04410 #20138 171342 0.003
1V, ’ 0.3841 04402 | 2.0151 i17.12993 0.0025
I T ! . e
i | | y
03844 04408 20128 17 1338ﬁ Mittel aus 12 Ana-
I ysen.
Ni Ob. ‘ J Ni 0/ : ’ Differenzen.
U S *, e e
IL 03839 i04410 2.1033 i17.1344f 0.0311
‘ |
IO | 0.3837 0.4400 i2.0998 17.1336 0.009
| |
L | 03810  0.4407 ' 2.1125 ' 17. 1343l 0.0018
i
1v. ‘03838 ’04421 2.1204 ;17.1346; 0.0021
o s T ""‘i Rt — = =
03838 | 0.4411 | 21090 | 17, 1342'[— Mittel ans 12 Ana-
n

45

P

ur OYIb. ‘ Fe %% S 9% Ur®% N % - Differenzen.
I ' o .
L ‘ 0.3680 04143 7.7663 16.1300 0.015
; \ ; :
L. ;03690 0.4139 7.7750 161311 0.020
NI V03691 04142 77599 161211 0.002
1V. ?‘ 0.3688  0.4144 7.7665 16.1401 0.0018
\ 0.3688 | 0.4142 77666 161305 = Mittel aus 12 Ana-
‘ yveen
Agznoiah. Fe ®fo 8 % Ag

Zn 0/0 N 0/0

08706 04235 3.5737 21508 16.4923

I i i | i

Aus den Analysen ist ersichtlich, dass dic von mir darge-
stelllen Metall-Oxyhacmoglobine eine recht constante Zusammen-
setzung zeigen, gleichgiiltig wann und aus welchem Plerde-Oxy-
haemoglobin sie dargestellt waren, so dass an der chemischen
Individualitit dieser Verbindungen nicht mehr gezweifelt wer-
den kann.

Mein Zn—O2Hb enthielt gerade zweimal soviel Zn (2.2 pCt.),
als das von Grahe hergestellte (1.01 pCt. Zn), wovon das her-
rithrt, habe ich nicht ermitteln konnen, moglich ist ja immer,
dass — wie wir spiter sehen werden — man vielleicht auch
Praeparate mit mehr oder weniger 7Zn noch darstellen kann.
Dagegen stimmt mein Cu—O*Ib mit dem von Klemptner darge-
stellten im Cu-Gehalt schr gut tiberein.  Klemptner fand 2.0 pCt.
ich 2.1 pCt.

Nun war interessant zu wissen, zu welcher Gruppe von
chemischen Korpern diese Verbindungen eigentlich hingehorten ?

Berechnet man niimlich aus den Durchschnittszalilen der
Analysen dic empirichen Formeln fir diese Verbindungen, so
findet man, dass die Atomverhiiltnisse der einzelnen Elemente im
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OHb-Molekiil dieselben geblieben sind, nur sind 5 Alome des
betreffenden Metalls hinzugekommen, gleichgiiltig, ob das Motall
cin-, zwel-, drei- oder vierwerthig ist.

Daraus sieht man, dass das O2Hb kein sdurcartiger Korper
sein kann, wie man es in den Lehrbiichern angegeben findet
Denn wire das Q2D als cine Sidurc aufzufassen, so miisste doch
beim Eingehen von Verbindungen mit den Basen auch die Ato-
migkeit der Elemente in Betracht kommen, was hier aber durch-
aus nicht der Fall ist. Wenn man hier sieht, dass cin Molekil
0 2Hb 5 Atome eines vierwerthigen Elementes, wie It bindet, so
kann man schwerlich annehmen, dass das O:IIb hier als eine
20-basische Siure fungirt und die stirksten Mineralsiuren aus
ihren Salzen freimacht!

Ausserdem sprechen dic chemischen und physikalischen
Figenschaften dieser Verbindungen gegen die bisherige Auffassung
von Salzen.

Wenn diese Verbindungen Salze wiren, so wire doch hochst
merkwiirdig, dass sie sowohl in verdiinnten Sduren, als auch in
verdinnten Alcalien, Basen und Schwefelaimmonium unzersetzt
loslich sind, und dass z. B. die Silberverbindung in Wasser auf-
gelist nach Zusatz von verdiinnter Salzsiiure oder verdiinnten
Schwefelammoniums, wochenlang stehen kann, ohne dass auch
nur eine Spur von AgCl oder Schwefelsilber zur Ausscheidung
kommt. Erst ein grosser Ueberschuss von starker Siure resp.
Schwefelammoniums bewirkt eine Zersetzung des Silber - Oxy-
haemoglobins.

Ebenso wenig, wie Salze, sind dicse Verbindungen Additions-
producte, denn sonst miisste man ja bei den Analysen dicser
Verbindungen ausser dem Metall auch die betreffende Siure des
zur Fillung benutzten Salzes gefunden haben, was aber nie der
Ifall gewesen ist.

Da diese Verbindungen weder Salze, noch Additionsproducte
sind, so konnen sie nur Substitutionsproducte sein. [ir diese
Anschauung sprechen auch schon die igenschaften der Metall-
Oxyhaemoglobine, welche denen der Muttersubstanz, des O2Hb
sehr dhnlich sind, was ja bekanntlich nur bei den Substitutions-
producten der Fall ist.
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Um zu entscheiden, ob es sich hier witklich um cine Sub-
stitution handelt, probicrte ich in das Oxyhaemoglobinmolekiil
7. B. zwei Metalle Zn und Ag zu gleicher Zeit cinzufiihren, was
ja gelingen musste, wenn diese Verbindungen durch Substitution
zu Stande kiimen. Und es gelang mir auch wirklich ein Zn-
Ag-O2ib Pracparat dadurch darzustellen, dass ich eine OIb-
Losung von bekanntem Gehalte mit einer Mischung von sovicl
Silbernitrat- und Zinknitratlosung versetzte, als nach der Berechnung
von den beiden Metallen einzeln zur Mdllung nothig gewesen wire.

Das Pracparat war in seinen Eigenschaften den andern
vollkommen #ihnlich, nur war die Farbe ctwas rotlicher als dic
des Ag-OHb und ctwas dunkler als die des 7n-02Hb.  lis ent-
Liclt 3.5 pCt. Ag und 2.1 pCt. Zn.

Eine Silberverbindung mit 2 Mal soviel Silber im Molckiil
darzustellen, gelang mir vorlitufig nicht, aber unmiiglich wird es
nicht sein.

War schon die Maglichkeit, eine Zn-Ag-O*Hb -Verbindung
darzustellen, ein Beweis fiir die Substitution, so entstand jetat
die Frage, was denn eigentlich im O?Hb substituirt wird.

Da das Auftreten von Ammoniak oder dem Ammoniak
tihnlichen Verbindungen bei der Darstellung der Mectall-Oxyhae-
moglobine nie beobachtet wurde, was ja der Fall gewesen wire,
wenn irgend ein Amidcomplex des O=Hb-Molekiils substituirt
worden wiire, so musste ich annchmen, dass der Wassorstoff hier
substituirt wird. Fbenso spricht das Constantbleiben des Stick-
stoffgehaltes dafiir, dass kein N substituirt worden ist.

7Zu Gunsten dieser Auffassung sprach ja auch das vorher
heobachtete Auftreten von freler Siure bei der Darstellung der
Metall-Oxyhaemoglobine, was dadurch zu Stande kommen musste,
dass der substituirte Wasserstoft sich mit dem frei gewordencn
Ssureradical des Metallsalzes zur Siure vereinigte.

Da aus den quantitativen Analysen nicht mit Sicherheit
nachzuweisen war, ob und wie viel Wasserstoffatome hier substi-
tuirt werden, so versuchte ich dieser Frage auf einem anderen Wege
beizukommen, indem ich die Voraussetzung machte, dass wenn II
substituirt wird, so miissen z. B. 2-atomige Elemente 2 Mal soviel H
substituiren als einatomige und in Folge dessen miisste bei der
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Darstellung des Zn-O2Hb z. B. zweimal soviel Sdure sich bilden,
als bei der Gewinnung des Ag-O2Hb.

Um zu constatiron, ob das der Fall ist, bereitete ich mir
nach der von F. Mylius und I". Foerster ) angegebenen Methode
zuerst ein villig neutrales Silbernitrat und ein ebensolches Zink-
nitrat und stellte mit diesen Salzen dann nach der vorherbeschrie-
benen Gefricrmethode aus dem O2Hb die Metallverbindungen dar.
Wic gesagt, liess sich in der nach dem Centrifugiren wasserhell
gewordenen Tliissigkeit auch hier mit Methylorange das Auftreten
von freier Siiure constatiren. Diese Fliissigkeiten wurden daher
aufgehoben, und nach der von F. Mylius und F. Foerster ) an-
gegebenen Fosinaetherschiittelmethode mit /1000 Normalnatron-
lauge titrirt, wobei sich herausstellto, dass beim Darstellen von
/m-02Hb wirklich zweimal soviel freie Saure auftritt, als beim
Darstellen von Ag-O2Hb. -

Damit hoffe ich den Beweis geliofert zu haben, dass es sich
hier wirklich win Substitution des Wasserstoffs handelt.

Die Atomigkeiten der betreffenden Elemento in Betracht
zichend lassen sich aus den Mittelwerthen der angefiihrten Ana-
lysen fir meine Metall - Oxyhaemoglobine folgende empirische
TFormel und Molekulargewichte berechnen : ‘

I. Ag. O2Hb == Ceais Hiss Nizs Ags Se Fe Our = 14705,

I Pt. O2Hb --: Ceas Hiozo Nizs Pts Sz Fe O = 15212,
1L Cu. OzHb = Ces ITreso Nizs Cus S: e Our = 14566.
1V. Zn. O2Hb = Ceis Iioso Nizs Zns Sz Fe Oir == 14575,

V. Od. O2Hb == Csss Hiese Nizs Cds S: e Oirr == 14810,

VI. 1Ig. O2Hb == Cets Hioso Nizs Hgs S: Fe Onr = 15250.
VII. Pb. O2Hb == Cets Hioso Nizs Pbs Sz Fe Oir = 15282,
VIII. Bi. O2Hb == Cess Hiozs Nus Bis Sz Fe Onr = 15285,

IX. 'Sn. O2HY =: Cess Iiose Nizs Sns Sz Fe Owr = 14827,

X. Cr. O2Hb = Ceas Hiozo Niuzs Crs Sz I'e Oirr = 14502.

XI. Mn.O2Hb = Ceas Hiozo Nizs Mns Sz e Oir = 14520,
XII. Fe. O2Hb = Cess Hiozs Niws Ies S Owr == 14525.

XIII. Co. O2HDb = Cets Hieso Nizs Cos Sz Fe Ouwr == 14543,
XIV. Ni. O2IIb == Cets Iioso Nizs Nis Sz e Ourr = 14543.
XV. Ur. O2Hb = Cets Hieso Nizs Urs Sz e Owr = 154H0.
XVIAgZnO2Hb = Cess Hiozs Nis AgsZsS2 e O = 15110.
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Wie die aus den quantitativen Analysen der Metall-Oxyhae-
moglobine berechneten Formeln beweisen, ist die vorher ange-
gebene Formel fiir O2Hb: Csis Hioto Nizg 8: Fe Owr nicht mehp
nothig zu vergrossern,

Vergleichende Tabelle

der bei den Analysen getundencn und aus den empirischen Formeln der
Metall-Oxyhaemoglobine berechneten Metallmengen, die von O*Hb gebunden
worden sind.

¢ Metall gefunden Metall berechnet

Praoparate.

in %, in Y.
Ag O'Hb 3. 654 3.663
Pt O'Hb 6. 381 6.390
Cu O%Hb 2.169 2,191
7n O%tb 2.218 2.928
Cd 01 3.780 3.790
g O°Hb 8. 552 6.554
Pb O°Hb ; 6.791 6.794
Bi O'Hb 1 6. 506 6.800
$n O'HDb ‘ 3.959 3. 960
Cr Q*Hb ‘ 1.804 1.800
Mn O*Hh : 1.891 1.8
Fe O'Hb 1.920 1.909
Co O’Hb : 2.012 2.015
Ni OHb . 2. 109 2. 009
Ur 0% 7.766 7.770

Da die gefundenen und berechneten Metallmengen im Ganzen
gut mit einander iibereinstimmen, so ist wohl auch anzunehmen,
dass die Formeln fiir diese Verbindungen nicht allzu grosse Fehler
einschliessen konnen.

ot
-
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Nachdem ich die Darstellung meiner Praeparate schon be-
endet hatte und zu den analytischen Versuchen tibergegangen
war, erschien von Max Sicgfried?) cine Arbeit tiber ein neues
organisches Lisenpracparat — Carniferrin — iiber welches ich
hier noch anhangsweise einige Worte sagen michte, weil dasselbe
su cinem Vergleiche mit dem von mir dargestellten Lisen-Oxyhae-
moglobin herausfordert.

Concentrirle  Losungen  beider Substanzen in  verdinnten
Alealien sehen sich nimlich einander gehr @hnlich, beide enthal-
ten das Kisen ferner in einer fiir gewohnliche Reagentien nicht
sogleich zuginglicher Form, das Carniferrin jedoch viel lockerer
gebunden, als das Eisenoxyhaemoglobin, und beide diirften zu
therapeutischen Zwecken in Ifrage kommen. Das vom Autor
freundlichst Professor Kobert Gbersandte Pracparat war ein gelb-
lich rothbraunes, fast geruch- und geschmackloses Pulver, welches in
Wasser unloslich war und 25.2 pCt. Fe enthielt, wahrend vom
Autor ein Eisengehalt iiber 35 pCt. und noch mehr angegeben wird.

Tn verdiiunten Alealien war das Praeparat mit rother Farbe
loslich, jedoch schwerer als mein Fe—O2Hb, Die verdinnte Lo-
sung des Carniferrins ist dagegen gelb orange, withrend das
Fe—O2Hb auch in verdinnter Losung roth ist.

Verdiinnte Losungen des Fe—O2Hb bleiben wochenlang un-
verindert und zeigen OZ2Hb-Spectrum, withrend alealische Carni-
ferrinlosung nur einen starken Absortionsstreifen zwischen Griin
und Violett zeigt und nach kurzer Zeit sich zersetzt, das Kisen
fallen ldsst und gallertig wird.

Fe — O2HD lost sich in sehr verdiinnten nicht zu stark oxy-
direnden Mineralsiuren leicht unzersetzt auf und zeigh ein O2Hb-
Spectrum, Carniferrin war selbst in ziemlich starken Mineralsduren
unloslich, erst conc. Salpetersiure und Salzsiure losten es mit

gelber Farbe auf, die Losung zeigte kein Spectrum mehr.

Cone. Schwefelsiure lost das I'e—O2Hb unter Haematopor-
phyrinbildung auf, das Carniferrin dagegen wird von derselben
milchig triibe, zersetzt.

Sowohl das Fe—O2Hb, als auch das Carniferrin geben mit
Terpentinoel und Guajactinctur die Schinbein’sche Reaction:
Blaufarbung. Da Siegfried sein Carniferrin aus dem Fleisch-

el
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extract darstellt, so wiire es nicht undenkbar, dass diese Substan:
woran hicr das Eisen gebunden ist, ein ]',mcmatol‘din : GS '(m'd’
letzter Instanz aus dem in den Muskeln enthaltenen {Il<1 ]%OIt, T
st.ammcnder Korper sein konnte. Ucher diesen Muskelfa 'l;ut Sﬁoﬁe
\"wl gestritten worden, ich will hier nicht weiter auf (}ie Fixllzsl? 'tlSt
cingehin, glaube aber doch als sicher hinstellen iu k('»:m X le(;‘cn
.d(‘r Muskelfarbstoft dem Blutfarbstoff schyr ihnlic] Cl'l‘ on
ihm herstanint. FHHeR R resp o
‘Nuch den vorhergehenden Eigenschaften und Reactj
su wie nach dem vom Autor selbst angegeben, sehr bcd(cutg)]:ien,
bchwan.kungen des Lisengehaltes zu urtheilcl’l scheint esn i
lToch nicht bewiesen zu sein, dass das Carnifoi'rin cine eir hm'tr
]lc'].letSubstanz, ein wirkliches Salz ist, was ja doch der Fulll seelil;
miis ’ i ' isi
sm:‘(s} e(;Xivss ;:]111;1 cine sogenannte Phosphorfleischsiure resp. Fleisch-
E.ben erschien eine Arbeit von Dr. W. S. Hall ) {ber die
I?csoy?u-barkeit des Carniferrins. Der Autor gichbt an, dass das
Carniferrin «etwa 30 pCt. Fe» enthilt und «leicht resor{ﬁrbar ist»
obwohl «<keine wesertliche Vermehrung der Ausscheidung des Eisen’
durch den Harn bei Darrcichung von Carniferrin stattfindets i
‘Auch aus dieser Arbeit gcht unter Anderem hervor .d‘ISS
Carniferrin keine einheitliche Substanz sein kann, sonst waré ei‘ne
Schwankung von mehr als 10 pCt. im Eisengehalte nicht denkbar
Das kaufliche, eben im Handel erschienene Carniferrin von.
Meister, Lucius und Briining im Hbchst dargestellt e,nthfi.lt
28.03 pCt. Ie und giebt bei 110° C, 7 pCt. Wasser ab. ’ (

V.
Schlussfolgerungen.

Die Hauptergebnisse meiner Arbeit in Kiirze zusammen-
fassend, komme ich zu folgenden Schliissen :

' 1. Die von Zeit zur Zeit in der Litteratur auftauchenden
I\.Iemungen, als ob die Krystalle des rothen Blutfarbstoffs keine
cinheitlichen Substanzen, keine chemischen Individuen wiren¢
sondern dass die rothe Farbe der Krystalle nur aus ciner mecha-

[ e )

I. TnlS_C

"Bémﬁgan' ~herstamme, sind nicht begriindet. Wenn

R TRN
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Struve in den Berliner chemischen Berichten 22) diesen Schluss
daraus ziehen zu konnen weint, dass er angiebt: «die durch
absoluten Alcohol unloslich  gewordenen und uuverindert ge-
blicbenen O2HD  Krystalle lassen sich durch ammoniakhaltigen
Alcohol entfithen, ohne dass die Krystalle ihre Form verlieren»,
o kann ich dicser Meinung nicht beipflichten, vielmehr beweist
diese Erscheinung, dass die O*Hb Krystalle in absolutem Alcohol
trotz scheinbarer Beibehaltung der Krystallform nicht unveriindert
gebliehen sind, sondern dass eine Coagulation, eine Spaltung des
OHb-Mclekiils cingetreten ist und in Folge dessen der Farbstoft
sich auch ohne weiteres aus der coagulirten Eiweissmasse extra-
hiren lisst, wobei dic Krystalle seheinbar ihre frithere Form bei-
behalten konnen.

Aus den (uantitativen und qualitativen Analysen der von
mir dargestellten chemisch - reinen  O?Hb - Praeparate geht mit
Sicherheit hervor, dass das O?Hb ein vollstindiges chemisches
Individuum ist.

9. Sowoh! Serum und Stromata — Eiweisstoffe, als auch das
O*Hb gehen einzeln mit den verschiedensten Salzen und Doppel-
salzen der meisten Schwermetalle Verbindungen ein, jedoch hat
das OHb zu den Schwermetallen die grosste Energie, so dass
im Blute besonders, wo einige Neulralsalze, wie Chlornatrium
ete. vorhanden sind, in welchen die entstehenden Metallver-
bindungen sehr schwerldslich sind, die Metalle sich zuerst mit
dem O?HDb verbinden und nachdem Alles O*Hb gebunden, geht
das Metall auch it den ibrigen Liweissstoffen des Blutes Ver-
bindungen ein.

Auf diese Beobachtungen basirend — habe ich im Vor-
stehenden eine Methode zum Titriten des Blutfarbstoffes an-
gegeben und auch fir einige Blutarten die nach dieser Methode
bestimmten Hacmoglobhinzahlen vergleichdnd mit den von anderen
Autoren, nach anderen Methoden gefundenen Zahlen angefiihrt.

Spiter, wenn die materiellen Verhiltnisse es mir gestatten
werden, hoffe ich diese Methode noch vervollstandigen zu kdnnen,
so dass man auf bequeme Art die Haemoglobinbestimmungen
auch ohne die theuren und nicht immer zur Hand habenden

Spectralapparate ete. rasch und sicher ausfihren kann, wobel

m'an. ausserdem noch den Nutzen hat, dass man seine Resultate
zu jeder Zeit selbst controlliren kann, withrend mit den, die
Fz;rbenintcnsitéiteu vergleichenden Apparaten arbeitend, dié Re-
sultate nach den individuellen Schwankung Car i
verschieden ausfallen konnen und der Ail(ilelitgleje I:;lll))zltlsilnllll)isl
unsicher bleibt. Ich denke dass gerade darin die Ursachc‘dor
ziemlich erheblichen Differenzen der von verschiedenen Autore;l
angegebcnen Haemoglobinzahlen fiir eine und diesclbe Blutart
zu suchen ist. (

3. Die von mir dargestellten und chemisch untersuchten
16 Metall-Oxyhaemoglobine sind ehenso wie das Oxyhaemoglobin
sclbst chemische Individuen und zwar Substitutionsproduc?o des
Oxyhaemoglobins, woher sie auch ihrer Muttersubstanz dem Oxy-
haemoglobin in vielen Eigenschaften schr ihulich sind.

" In wie fern diese Praeparate therapeutisch verwerthet werden
cbnnen, miissen weitere Untersuchung h 1

nicht unwahrscheinlich dass einige (léi'LZTgenbe::'fés?/n}S dzfdl ;St .
Eisen-, Kupfer-, Mangan-, Wismul:h- Blei- un(iQ . “‘S -

_ pler , uecksilberpracparat
wF)hl medicinisch verwendet werden konnen, da sie, nach ihren
E{genscl’mften zu urtheilen, auf den Organismus nicl;t 80 reizend
wirken dirften, wie die anorganischen Salze dieser Metalle.

4. Da wir gesehen haben, dass die Salze der Schwermetalle
besonders auf den rothen Farbstoff der Blutksrperchen cinwirken
indem sie mit dem Blutkérperchien zusammentreffend, in dasselbei
hineindringen, mit dem Haemoglobin sich verbinden und das
Blutkorperchen zum Quellen und schliesslich zum Zerfall bringen ;
und da eine ganze Anzahl der stirksten Gifte gerade in die’
Gruppe der Schwermetalle gehort, so dringten sich mir unwill-
kiirlich die Fragen auf:

«Worauf moge wohl die hauptsichlichste Giftwirkung dieser
Metalle beruhen und wovon hiéngt es ab, das cinige Metalle
stirker, andere weniger giftig wirken ?» © (

. Ueber diese Fragen nachdenkend und die Entstehungs-
.bedmgungen und Eigenschaften meiner Metall-Oxyhaemodob&e
in Betracht ziehend, bin ich zur folgenden Anschauung g:lanot'

«Die stiarkere oder schwichere Giftwirkung der Sclm%r:
metallsalze ist crstens direct proportinal der leichteren oder
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schwereren Resorbirbarkeit derselben ; sie hingt ferner davon ab,
ob die nach der Resorbtion des Metallsalzes im Blute entstehenden
Metall Oxyhaemoglobine von den im Blute vorhandencn Neutral-
salzen — Chlornatrium ete. leichter oder schwerer, grob oder
feinflockig gefillt werden».

Die hauptsichlichste Giftwirkung der Schwermctallsalze
kommt aber — wenn wir bei innerlicher Darreichung die irviti-
renden Wirkungen im Magendarmkanal ausser Acht lassen —
dadurch zu Stande, dass diese Mectalle, nachdem sie durch Re-
sorbtion ihrer Salze oder sonst wie ins Blut gelangt sind, sich
mit dem DBlutfarbstofte verbinden und denselben zu seiner nor-

malen TFunction — zur Uebertragung .und Vermittelung des
Sauerstoffs an die Zellen — untauglich machen, wodurch dann

die Verbrennung und Energicentwickelung im Korper eine
mangelhafte wird, so dass dadurch im ganzen Maschienericbe-
triebe des lebendigen Organismus — dhnlich wie bei ciner
Dampfmaschiene bei mangelhafter Dampientwickelung — Verlang-
samungen und Stockungen hervorgerufen werden, wovon die
grosse Schwiiche, die Abnahme und Unregelmiissigkeiten der
Herzschlige, die Athemnoth, das Auftreten von Empfindungs-
losigkeit und Lahmungen — ohne dass die Nerven und Muskeln
in ihrer Reizbarkeit sonst erheblich alterirt wiren #3), bei Metall-
vergiftnngen zeugen.

Ausserdem sind die necuentstandenen Metallverbindungen
in den Salzlosungen des Blutes schwerloslich und scheiden sich
daher allméhlig im Blute als mehr oder weniger feine Jlocken
aus, welche fiirs erste im Blute suspendirt bleiben und vom
Blutstrome weitergetragen werden.

Die grosseren Blutgefisse passiven die im Blute herum-
schwimmenden Flocken ungehindert, sobald sie aber mit dem
Blutstrome in die feinsten peripheren Capillare und in die Ca-
pillare solcher Organe gelangen, wo das Blut sehr langsam fliesst
-— Leber ~ Milz — Niere —, bleiben sie darin theilweise stecken,
verhindern den regelmiissigen, freien Kreislauf des Blutes, oder
verstopfen sogar die Capillaren, wodurch dann Reizungen dieser
Organe, Erndhrungsstorungen und auch Absterben der von diesen
Capillaren versorgten Zellen ecintreten kann. Auf diese Ursachen,
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sind wohl auch die ungemeine Blisse und Kilto der Iaut, sowie
das Herausfallen und Lockerwerden der Ilaare und Zaline bei
schweren Metallvergiftungen zuriickzufiihren.

Da in der Leber Milz und Niere der Blutstrom ein lane-
samer ist, so werden in den Capillaren dicser Organe am meistebn
von den — als Fremdkosper im Blute herumschwimmenden
.Flocken stecken bleiben. Dadurch wird der Kreislauf des Blutes
in diesen Organcn — aber erheblich gestort, wodurch die Reiz-
ungen, Blutiiberfillungen und Degenerationen  dieser Orgnné bei
Metallvergiftungen erklirt werden konnen.

‘ Tritt kein Tod ein, so versucht der Organismus allmiihlig
sich von den Fremdkorpera zu befreien, indem er dic steckouc-
gebliebenen Metallverbindungen des Blutfarbstoffs theils reducirt
und dann in andere Verbindungen tberfihrt, so dass sie dann
dur.ch Schweiss, Speichel und Harn abgegeben  werden konnen
theils werden diese Flocken durch die Gefasswinde hindurcl;
gepresst und gelangen dann durch den Darm ete. zur Aus-
scheidung, wodurch dann auch die regelmissig beobachtete Hy-
peri’tmie und Schwellung der Darmschleimhaut, auch wenn das
G.ift subcutan applicirt wurde — bei Metallvergiftungen erkliarbar
wird. Ein Beweis dafiir, dass diese Anschauung iber das Zu-
stande kommen der Metallvergiftungen nicht allzuweit von der
Wahrheit abirrt, dirfte auch darin zu finden scin, dass nach
dieser Theorie ausser den vorhergenannten Thatsachien auch
n'och verschiedene andere, von Meyer und Williams %) von Me-
ring®) und Schlesinger ) bei Metallvergiftungen beobachteten
El:scheinungen, wie dunkle Farbe des Blutes, hochgradige Ver-
minderung der Kohlensiuremenge im Blute etc, fiir c>V\'elche
die genannten Autore keine geniigende Erklirung zu finden ver-
mochten, ohne Zwang erklirt werden konnen.

So schreiben z B. Meyer und Williams #) bei der Unter-
suchung iber acute Eisenvergiftung :

«Es lag der Gedanke nahe, dass die dunkle Blutfarbe durch
Kohlensiureanhiufung bedingt sci, indem die Versuchsthiere bei
zuné.,h.mender Lihmung der Gefiasse nicht mechr gentigend zu
respiriren im Stande sind. — Indess ergaben die in dicser Rich-
tung angestellten Blutgasanalysen der entsprechend vergifteten
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Thiere, ein geradezu entgegengesetztes Resultat. Wir fanden stels
bei hochgradiger Vergiftung die Sauerstofimenge normal, die Menge
der Kohlensiture aber ganz erheblich herabgesetzt.»

Um diese Thatsachen zu erkldren, schreiben die gendnnten
Autore weiter: «Zur Erklirung einer so hochgradigen Verminde:
rung der Kohlensiure im Blute wird man zunéchst an eine theil-
weise Neutralisation der Blutalealien zu denken haben, wenngleich
das Blut stets seine normale alcalische Reaction bewahrte.»

Dass eine solche Erklirung eigentlich keine Erklirung ist,
dariiber braucht man nicht lange nachzudenken. Denn, wenn
«das Blut stels seine normale alcalische Reaction bewalbrte,» wie
kénnte dann eine theilweise Neutralisation der Blutalcalien statt-
gefunden haben!?

Da nun aus meinen vorhergehenden Untersuchungen bekannt
ist, dass das Eisen und andere Schwermetalle mit dewn Blutfarb-
stoffe Verbindungen eingehen und dass diese Verbindungen im
Ganzen eine dunklere Farbe haben, wie der Blutfarbstoff sclbst,
so ist damit die Erklirung fir die dunkle Farbe des Blutes bei
Lisenvergiftung gegeben.

Ebenso ist es aus dem Vorhergehenden bekannt, dass die
Verbindungen des Blutfarbstoffes mit Metallen nicht mehr fihig
sind den Sauerstoff, hnlich dem Blutfarbstoff, an die Zellen des
Organismus zu iibertragen. Weil nun aber bei jeder Metallvergif-
tung durch das in Blut gelangte Metall ein Theil des Blutfarb-
stoffes von dem Metall gebunden und dadurch die Menge des
sauerstoffiibertragenden Blutfarbstoffes vermindert wird, so geht
bei einer solchen Vergiftung auch die Verbrennung im Korper in
einem geringeren Grade vor sich und die Folge davon ist, dass
im Organismus viel weniger Kohlensiure producirt und an das
Blut abgegeben wird, als im normalen Zustande.

Da aber beim Athmen immer gleichviel Sauerstoff mit der
Luft aufgenommen wird und ehenso wie gewohnlich Kohlensiure
beim Ausathmen abgegeben wird, so muss ja die Kohlensiuremenge
sich im Blute verringern, withrend die Sauerstoffmenge normal bleibt,

Ich hoffe nicht, dass diese Erkldrung eine weniger annehm-
bare ist, als die von Hans Meyer und Francis Williams gegebene.
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Thesen.

Die giftigen Wirkungen der verschiedenen Schwer-
metalle auf den thierischen Organismus kommen
hauptsiichlich dadurch zu Stande, dass der Blut-
farbstoff mit dem betreffenden Metall eine Ver-
bindung eingeht und dadurch zur Uecbertragung

des Sauerstoffs an die Zcllen untauglich wird.

Der Unfug, welchen die Drogenhiindler mit gesetz-
widrigem Ablass verschiedener unerlaubter Medica-
mente an das Publicum treiben, wird sich nicht
eher vermindern, bis die Revisionen der Drogen-
handlungen und éhnlichen Einrichtungen, anstatt
von Medicinern, von wissenschaftlich ausgebildeten
Pharmaceuten ausgefithrt werden, — Ebenso miissten

auch die Apotheken von Pharmaceuten revidirt werden.

Um das Volk, besonders die Bevolkerung der

Stiidte vor verschiedenen Ansteckungskrankheiten zu
schiitzen und gegen dieselben wiederstandsfihiger

zn machen, miisste cine jede Stadt zur Controlle
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des Victualienhandels vereidigte Nuhrungsmittel-
chemiker anstellen, die dem Publicum leicht zu-
giinglich wiiren,

Da eine ganze Anzahl der gefilhrlichsten anstecken-
den Hautkrankheiten durch die Haarschneidestuben
verbreitet werden, so miissten dieselben der streng-
sten hygieinischen Controlle unterworfen und so
eingerichtet werden, dass die dort zu benutzenden
Geriithschaften leicht, ohne grosse Umkosten, zu
jeder Zeit desinficirt werden konnten. Zu diesem
Zwecke konnte den Haarschuneidestubenbesitzern
vorgeschricben werden, dass sie nur aus vernickel-
tem Mectall angefertigte Biirsten und Kdmme be-
nutzen diirfen, welche nach jedesmaliger Benutzung
leicht durch 5% Karbolsiure desinficirt  werden

konnen.

Die Behauptung, dass die Giite ciner Butter durch
die Erstarrungstemperatur bestimmt werden kann,
ist unrichtig.

Die zeitweilige Ablagerung der bei Metallvergift-
ungen ' entstehenden Verbindungen des Blutfarh-
stoffes mit dem betreffenden Metall findet haupt-
sichlich in der Lcber, Milz und Niere, so wie in
den feinsten Endzweigen der peripheren Capillaven
des Unterhautzellgewebes statt.

In jeder Schule missten die Anfangsgriinde der

Hygieine obligatorisch gemacht werden,

VIII

6l

Die chemischen Untersuchungen der Metallverbin-
dungen des Haemoglobins sind zur Bestimmung der

Molckulargrosse des letzteren von grosstem Werth.

Das Dunkelwerden des Blutes bei der Eisenver-
giftung beruht nicht auf Aenderungen des Kohlen-
siiure — resp. ¢es Saucrstoffgehaltes, sondern darauf,
dass das dabei entstehende Eisen-Oxyhaemoglobin

dunkler aussicht, als das Oxyhaemoglobin.

Dic Abnahme der Xohlensiuremenge im  Blute
bei Metallvergiftungen rithrt nicht davon her, dass
ein Theil der Blutalealien durch irgend cine Siure
neutralisirt worden wiire, sondern es wird bel
solchen Veigiftungen in Folge von mangclhaften
Verbrennungsvorgéingen im  Organismus iiberhaupt
viel weniger Kohlensiure gebildet und an das Blut

abgegeben, als unter normalen Verhiltnissen.
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