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Yorwort.

Der vorliegende, mit Herrn Privatdozenten Dr. H. Klein-
mann bearbeitete Band schliefit das Praktikum der Physiolo-
gischen Chemie ab. Er behandelt die Methoden der Blut- und
Harnuntersuchung; auch die Untersuchung des Magensaftes,
der Fazes und gelegentlich auch die der Organe wurde beriick-
sichtigt. Da die einzelnen Bédnde des Werkes voneinander un-
abhingig benutzbar sein sollen, waren einige Wiederholungen
nicht zu vermeiden; doch belasten diese den Umfang des Ganzen
kaum nennenswert. Andererseits stellen Hinweise auf ent-
sprechende Stellen in den andern Bénden die Einheit des Gesamt-
werkes her.

Die Aufnahme aller vorhandenen Methoden wurde auch in
diesem Bande nicht erstrebt. Wurden mehrere Methoden fiir die
Untersuchung desselben Stoffes beschrieben, so geschah dies, um
die verschiedenen Arten der Untersuchung: Makro- und Mikro-
methoden, mehr ,,chemische‘ oder mehr ,,physikalische‘“ Metho-
den zu ihrem Recht kommen zu lassen. Werturteile iiber die
einzelnen Methoden zu geben, eriibrigte sich, da, soweit moglich,
nur bewdhrte Methoden aufgenommen worden sind.

Ein Abschnitt iber die Fehlerrechnung aus der Feder des
Herrn Privatdozenten Dr. Ettisch ist dem Werke beigefiigt.
Hoffentlich wird das Studium dieses Teiles den Sinn fiir die Be-
wertung der Analysenzahlen schirfen.

Wertvolle Ratschldge im optischen Teil verdanken wir Herrn
Ing. Bechstein und Herrn Prof. Dr. Hari. Bei der Kor-
rektur halfen : Frl. Prof. Dr. Hefter und die Herren DDr. Ammon,
Oelkers und Werner. Wir danken allen aufrichtig fir ihre
Hilfe.

Berlin, im August 1929, P. Rona.
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Untersuchung des Blutes.

Allgemeine und physikalisch-chemische
Methoden.

Bestimmung der Blutmenge im Organismus.

Blutmengenbestimmung mittels kolloidaler
Farbstoffel.

Prinzip. Die Methode beruht auf der intravendsen Einfithrung
einer genau bekannten Menge Farbstofflésung und nachfolgender
Feststellung der Farbkonzentration im Plasma des Versuchs-
individuums. Aus den so gewonnenen Werten a3t sich die Plasma-
menge und unter Zugrundelegung des relativen Blutkérperchen-
volumens die Blutmenge bestimmen.

Ausfiihrung nach Seyderhelm und Lampe? Zur Injek-
tion werden 0,8%ig. Losungen von Trypanrot in 0,5% ig. Koch-
salzlsung angewandt. (0,2 g Trypanrot werden mit 25 cem frisch
destilliertem Wasser versetzt; die Losung wird filtriert. Zu dieser
Losung wird die Héilfte ihres Volumens 1% ig. Kochsalzlosung
zugefiigt und die Mischung zwecks Sterilisation bis auf das
Volumen eingedampft, das die Farblosung vor dem Zusatz der
Kochsalzlsung einnahm. Die Losung wird frisch verwendet.)
Injiziert werden in der Regel 10 ccm, doch kann man bei In-
dividuen mit hohem Kéorpergewicht unbedenklich 15—20 cem
nehmen. ,

Gang der Untersuchung. Aus einer ungestauten Armvene
werden etwa 5 ccm Blut entnommen, mit Y/, des Volumens
Ammoniumoxalatlésung (also mit 0,5 ccm) versetzt. (Ammonium-
oxalatlosung: 2 g Ammoniumoxalat und 0,9 g Kochsalz werden
auf 100 ccm Wasser verdiinnt.) AuBerdem werden aus der, wenn

1 Im wesentlichen nach Seyderhelm und Lampe: Erg.inn. Med. 27,
245 (1925). Ferner: Abderhaldens Arbeitsmethoden Abt. V/8, 245 (1928).
Vgl. auch Wollheim: Z. klin. Med. 108, 463 (1928).

2 Vgl. Keith, Geragthy und Rowntree: Arch. int. Med. 16, 547
(1915). — Bock: Arch. int. Med. 27, 83 (1921). Vgl. auch Fleischer-
Hansen: Skand. Arch. Physiol. 56, 118 (1929).

Rona-Kleinmann, Blut u. Harn. 1
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notig, gestauten Vene in zwei griindlichst gereinigte und getrock-
nete MeBzylinder je 25 ccm Blut aufgenommen und ebenfalls
mit Y,y des Blutvolumens Ammoniumoxalat versetzt. Dann er-
folgt die Injektion der Farblosung. 3 und 6 Min. nach beendeter
Injektion werden aus der Armvene etwa je 10 ccm Blut ent-
nommen und ebenfalls mit Ammoniumoxalat versetzt. Mit dem
gleich am Anfang gewonnenen Blut werden 2—3 Hamatokrite!
gefiillt, die Hamatokrite, das Oxalatblut und das Farboxalatblut
Y% Stunde bei etwa 3000 Touren (Radius der Zentrifuge 17 cm)
zentrifugiert. Aus dem so gewonnenen Oxalatplasma und einer
bekannten, am besten gewogenen Farblésung wird eine Standard-
losung hergestellt. Zu ihrer Herstellung nimmt man an, daB
beim Menschen auf je 1 kg Koérpergewicht 45 cem Plasma, d. h.
bei einem 60 kg schweren Menschen 2700 ccm Plasma kommen.
Dazu addiert man /g bis ¥/, der fiir die Plasmamenge errechneten
Zahl (zugesetztes Oxalat). Das wiren etwa 3100 cem Oxalat-
plasma. Sind 10 ccm Farblosung injiziert, so wire der zu er-
wartende Gehalt im Oxalatplasma etwa 0,32%. Der Gehalt der
Vergleichslosung an Farblosung miite auch etwa 0,32% sein.
Im angefiihrten Beispiel wéren also etwa 0,064 g Farblosung in
20 ccm Oxalatplasma zu lsen®. Durch Verdiinnen der Restmenge
der Standardlésung mit dem Oxalatplasma wird eine Eichkurve
hergestellt (bezogen auf den Standard = 100).

Nach Feststellung der Farbkonzentration der zuletzt gewon-
nenen zwei Proben wird auf die Farbkonzentration im Plasma
bei 0 Minuten geschlossen, da die Farbkonzentration der inner-
halb der ersten Minuten gewonnenen Proben auf einer geraden
Linie liegen, wenn man die Werte in ein Koordinatensystem ein-
trigt, auf dem Zeit und Konzentration eingetragen sind. Das
Volumen des Gesamtplasmas betragt in cem

100-f(p + a) o
[ a-e _f}.[l~W—K)b+o}.

100

Die Blutmenge in cem ist E(}—();O?-Plasmamenge.

Es bedeuten:

K = das durch den Hématokrit gewonnene Blutkérperchenvolumen,
p = das Volumen des zur Bereitung der Standardlésung verwandten
Oxalatplasmas,

1 Vorteilhaft sind die U-formigen Hamatokrite nach Bénniger: Berl.
klin. Wschr. 1909, S. 161 und Z. klin. Med. 87, 450 (1919). Vgl. auch 8. 21.
2 Vgl. Seyderhelm und Lampe: 1.c. S.282.
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a = das Volumen der zur Bereitung der Standardlésung verwandten
Farblosung.

f = das Volumen der injizierten Farblosung,

b = die zur Konzentrationsbestimmung (nach der Farbinjektion)

entnommene Blutmenge,

das Volumen des zu b gesetzten Ammoniumoxalats,

die gegen die Vergleichslosung berechneten Prozente (Standard
= 100) des Farboxalatplasmas, das aus b 4 o gewonnen wurde.

o
e

I

Mit dieser Methode kann man die zirkulierende Gesamt-
plasmamenge genau ermitteln. Die zirkulierende Gesamt-
blutmenge kann man durch sie nicht absolut genau bestimmen,
da das Verhéaltnis von Plasma und Zelle in der Raumeinheit ver-
schieden ist. Man wird jedoch in vielen Féllen auch bei Ver-
wendung des Hématokritwertes brauchbare Gesamtblutmengen-
werte erhalten. Seyderhelm und Lampe empfehlen, um die
zirkulierende Gesamtblutmenge moglichst exakt zu messen, die
kombinierte Anwendung der Farbstoff- und der Kohlenoxyd-
methode (siehe unten). Nach der letzten wird die Gesamtmasse
der roten Blutkérperchen bestimmt, nach der ersten die Gesamt-
plasmamenge.

Die zirkulierende Blutmenge betrigt fiir den Menschen (in
Meereshohe) nach Smith, Belt, Arnold und Carrier?! 83 ccm,
und zwar 52,1 ccm Plasma und 30,9 ccm rote Blutkorperchen
pro kg Gewicht. Die Werte anderer Autoren weichen von diesen
nicht nennenswert ab (vgl. Seyderhelm und Lampe). Die
Schwankungsbreite betrigt unter normalen Verhiltnissen beim
Menschen =+ 10 bis - 100 ccm Plasma fiir die Gesamtmenge?.

Bestimmung der Blutmenge mittels der
Inhalationsmethode.

Prinzip. Die Versuchsperson atmet eine bestimmte Menge
Kohlenoxyd ein, so dafl eine 20—25% ig. Séttigung des Hémo-
globing mit CO entsteht. Die prozentuale Sattigung des Hamo-
globins wird dann kolorimetrisch oder gasanalytisch bestimmt.
Aus der prozentualen Kohlenoxydsittigung des Blutes wird auf
die Gesamtblutmenge geschlossens3.

Zur Einatmung des CO haben Zuntz und Plesch? folgenden
Apparat konstruiert (Abb. 1).

Die Versuchsperson atmet bei verschlossener Nase aus einem
geschlossenen Luftkreislauf ein. Die Inspiration erfolgt aus dem

1 Amer. J. Physiol. 71, 395 (1925).

2 Vgl. Berger und Galehr: Z. exper. Med. 63, 57 (1926).

3 Vgl. Grehant und Quinquaud: C. r. Soc. Biol. 94, 1450.
4 Biochem. Z. 11, 47 (1908).

1*
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ca. 3 Liter fassenden Gummisack S durch das Inspirationsventil J.

Die Exspirationsluft geht durch das Ventil £ in die Absorptions-

vorrichtung A fiir die ausgeatmete Kohlensiure. Von hier geht

die Luft nach § zuriick. Zwischen dem Ventil J und dem Sack S
befindet sich die Zuleitung
fiir Sauverstoff, zwischen J
und M (dem Mundstiick)
ein enges Rohr als Verbin-
dung mit einer Biirette, die
eine abgemessene Menge CO
enthalt?.

Nach einer moglichst
vollkommenen Exspiration
macht die Versuchsperson
2—3 Atemziige aus dem
Sack ; dann fithrt man lang-
sam eine abgemessene CO-
Menge (2% —3 cem pro kg
Korpergewicht), auf etwa
3 Min., verteilt in den
Stromkreis ein, .1aBt hier-
auf noch 3—4 Min. weiter
atmen, wobei der Sack nicht
ganz kollabieren darf; evtl.
ist aus der Bombe neuer
Sauerstoff  nachzufiillen.

ADD. 1. Wihrend der Atmung aus

dem Sack wird die Blut-

entnahme mittels Spritze (mit etwas Ammonoxalat) aus der
Vene vorgenommen.

Zur Bestimmung des aufgenommenen Kohlenoxyds benutzt
Plesch zur ,Titration“ der Vergleichslosung das mit CO voll-
stindig gesdttigte Blut?. Zuerst wird vor der CO-Inhalation eine
Blutprobe entnommen, von der ein Teil (0,1 — 0,2 cem) 100 fach
mit 1 prom. Sodalésung verdiinnt wird; in einem anderen Teil wird
die Sauerstoffkapazitit bzw. die Hidmoglobinkonzentration be-
stimmt; ein dritter Teil wird mit CO gesittigt und hierauf ebenfalls
1:100 verdiinnt. Nach der Inhalation wird wieder Blut enthommen.
Dieses wird ebenfalls 100fach verdiinnt. Nun wird aus einer gra-
duierten Biirette von der Losung, die total mit CO geséttigt ist, so
viel zur ersten, die CO-frei ist, hinzugegeben, bis Farbengleichheit

1 Uber Bereitung von CO vgl. 8. 69. 2 Z. klin. Med. 63, 472 (1907).
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mit der nach der Inhalation gewonnenen Losung, die partiell ge-
sittigt ist, entsteht. Aus dem Mischverhaltnis der CO-freien und
der total mit CO gesittigten Losung, aus der inhalierten Menge
CO und aus der Sauerstoffkapazitat bzw. Himoglobinkonzentration
kann die Blutmenge berechnet werden. Den kolorimetrischen Ver-
gleich fithrt Plesch im Chromophotometer bei Tageslicht (siehe
Praktikum I, S.36) aus!.

Der CO-Gehalt des Blutes kann auch gasanalytisch bestimmt
werden.

Prinzip. CO (und O,) werden aus der Himoglobinbindung durch
Kaliumferrizyanid in Freiheit gesetzt und die Gase im van Slyke-
Apparat (S. 49) extrahiert; der Sauerstoff wird mit alkalischer
Pyrogallollésung (oder alkalischer Hydrosulfitlssung) absorbiert
und das restierende CO direkt unter Atmosphérendruck gemessen,
indem man fiir den physikalisch gelosten Stickstoff eine Korrektur
anbringt (vgl. S. 68)2.

Beispiel3: Inhalation von 50 ccm Kohlenoxyd. Die Gasanalyse ergibt
in 100 ccm Blut 5 ccm Kohlenoxyd. Die Hamatokritmethode ergibt 50%
Zellen in der Volumeneinheit. Es befinden sich demnach 5 ccm Kohlen-
oxyd in 50 ccm Zellen. Da 50 ccm Kohlenoxyd eingeatmet wurden, so be-
sitzt das Versuchstier insgesamt 500 ccm rote Blutkérperchen.

Uber die Bestimmung der prozentuellen CO-Sittigung des Hamo-
globins mit dem Reversions-Spektroskop von Hartridge s. S. 129.

Bestimmung des spezifischen Gewichtes des Blutes.
Methode von Hammerschlag?.

Prinzip. Das spezifische Gewicht eines Korpers, der in einer
Fliissigkeit schwebt, ist das gleiche, wie das der Fliissigkeit. Das
spezifische Gewicht der letzten wird festgestellt.

Hammerschlag benutzt ein Gemisch von Chloroform und
Benzol. Das spezifische Gewicht des Chloroforms ist 1,485, das
des Benzols 0,88; durch Mischen beider in entsprechenden Mengen
kann man diejenige Fliissigkeit herstellen, deren Dichte der des
betreffenden Blutes entspricht.

Ausfiithrung. Man bereitet von vornherein Gemische, deren
spez. Gewichte etwa zwischen 1,050 und 1,060 liegen, entsprechend
einem Gemisch etwa 1 Teil Chloroform und 2,5—3 Teilen Benzol,

1 Die nach der Inhalation entnommene Blutprobe wird nach dem Auf-
16sen in Sodawasser im Tauchtrogdes Kolorimeters mit Paraffinél iibergossen.

2 Van Slyke und Salvesen: J. of biol. Chem. 40, 103 (1919).

3 Vgl. Seyderhelm und Lampe: L. c. S. 256.

4 Nach v.Domarus: Methodik der Blutuntersuchung, S 197. Berlin:
Julius Springer 1921.
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und 148t einen frischen Blutstropfen, durch Einstich gewonnen, aus
geringer Hohe (zweckmiBig aus einer Kapillare) in die Fliissigkeit
fallen. Man riihrt die Losung vorsichtig mit einem Glasstab um und
beobachtet, ob der Tropfen steigt oder fallt und fiigt entsprechend
Chloroform oder Benzol hinzu. Das richtige Mischungsverhéltnis
ist erreicht, wenn nach Umriihren der Mischung der Tropfen sich
in der Flissigkeit schwebend erhalt. Ist dies der Fall, so wird
das spez. Gewicht der Mischung (am besten mit dem Ario-
meter) bestimmt. Beim raschen Arbeiten ist die Gefahr der Ver-
dunstung praktisch zu vernachlissigen.

Eijkman hat die Methode verfeinert, indem er Salzlésungen herstellt,
deren spezifische Gewichte sich nur sehr wenig (z. B. um je 0,0002) von ein-
ander unterscheiden (aus zwei verschieden starken Salzlésungen durch
Anderung des Mischungsverhéltnisses hergestellt); die verschieden kon-
zentrierten Salzlésungen werden mit Spuren verschiedener Anilinfarben
gefiarbt. Man gibt nun in die Chloroform-Benzol-Mischung (nachdem diese
mit dem Blutstropfen versetzt wurde) je 1 Tropfen der verschiedenen
Salzlésungen und stellt fest, welcher Tropfen von den Salzlésungen
schwebend dieselbe Hohe wie der Blutstropfen einnimmt. Das gesuchte
spez. Gewicht des Blutes ist gleich demjenigen der Salzlosung dieses
Tropfens.

Bei der Bestimmung des spez. Gewichtes des Plasmas oder des Serums
nach Hammerschlag wird eine Kapillare von ca. 3/; cm Linge und
1—2 mm Weite in eine 3 % ig. Kaliumoxalatlosung getaucht, die Oxalat-
16sung wieder ausgeblasen, und dann das Blut durch Kapillarwirkung auf-
gesaugt. Wenn die Kapillare zu etwa 2/; gefiillt ist, verschlieBt man beide
Enden mit Wachs und stellt sie senkrecht. Mit Hilfe einer Feile trennt
man dann die Kapillare an der Grenze Blutkérperchenschicht—Plasma ;
der aus der Kapillare flieBende Plasmatropfen wird, wie oben beim Blut
beschrieben, in die Chloroform-Benzolmischung gebracht. Beimischung von
Oxalat soll nach Hammerschlag keinen Fehler in der Bestimmung
verursachen. Man kann die Gerinnung auch mit Hirudin hemmen.

(Uber Messung des spez. Gewichtes mit dem Pyknometer
vgl. 8.299.)

Das spez. Gewicht des Blutes liegt unter normalen Verhilt-
nissen bei Mannern zwischen 1055 und 1060, bei Frauen zwischen
1050 und 1056; das spez. Gewicht des Serums bzw. des Plasmas
schwankt normalerweise zwischen 1029 und 1032%.

Bestimmung des osmotischen Druckes.
Direkte Methode von Krogh und Nakazawa?2.

Prinzip. Die Methode beruht auf der direkten Messung des
osmotischen Druckes einer Eiwei8lésung in Kollodiumhiilsen.

HerstellungderKollodiumhiilse. Die Kollodiumhiilse wird
iiber einer Glasrohre angefertigt. Die kapillare Glasrohre hat einen

1 Domarus: L. ¢. S. 200. 2 Biochem. Z. 188, 242 (1927).
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duBeren Durchmesser von 4 mm mit etwa % mm lichter Weite. Man
taucht die kapillare Glasréhre etwa bis zur Hélfte in eine etwa 8 %ig.
Gelatinelosung, laBt die Schicht etwas antrocknen, taucht dann
noch einmal ein und wartet so lange, bis die Gelatineschicht voll-
kommen trocken ist, d.h. die Schicht beim Betasten nicht mehr
klebt. Man achte darauf, daB die kapillare Offnung der Glasréhre
durch Gelatine geschlossen wird. Dann taucht man die Spitze der
mit der Gelatine iiberzogenen Glasrohre in 6%ig. Kollodium
(Schering), 1iBt abtropfen und taucht gleich noch einmal die
ganze mit Gelatine iiberzogene Hélfte der Rohre in Kollodium,
148t unter bestandigem Drehen der Roéhre die Kollodiumschicht
1 bis 2 Min. trocknen, stellt sie 3 Min. in kaltes, danach in heifles
Wasser, das die Gelatineschicht 16st. Nun kann die Kollodiumhiilse
ganz leicht von der Glasréhre abgezogen werden. Um die an der
Hiilse haftenden Gelatineteilchen vollstindig zu entfernen, 148t
man die Hiilse noch einige Zeit in heilem Wasser liegen?.

Die Rohren miissen auf absolute Undurchlassigkeit fiir die zu
untersuchenden Kolloide gepriift werden. Dazu wird jedesmal
der osmotische Druck der betreffenden Kolloide (Serum, Harn)
mit der frisch hergestellten Kollodiumrshre gemessen. Nach der
Messung wird in der AuBenflissigkeit mit Spieglers Reagens
(4 g Sublimat, 2 g Weinsdure, 10 g Glyzerin, 100 g Aqua dest.)
ermittelt, ob Eiwei durch die Réhre gegangen ist oder nicht.
AuBerdem werden die Rohren durch Messung ihrer Permeabilitit
fiur Wasser gepriift, da sich das Gleichgewicht desto langsamer
einstellt, je kleiner die Permeabilitit ist. Die beste Kollodium-
réhre ist absolut undurchlissig fiir die betreffenden Kolloide und
moglichst durchldssig fiir Wasser, wodurch erreicht wird, daf}
sich der richtige Druck schneller einstellt.

Die Wasserpermeabilitit wird nach Zsigmondy durch die
Messung derjenigen Zeit bestimmt, die 100 ccm Wasser brauchen,
um durch 100 qem Filterfliche bei 1 Atm. Druckdifferenz zu
filtrieren.

- Die Bestimmung erfolgt derart, da man die Réhre unter
Wasser an einer 200—400 mm langen Glasréhre von genau be-

1 Krogh verwendet meist 8 % ig. Kollodiumlésungen mit gleichen Vo-
lumenteilen Ather und Alkohol. Die Durchlassigkeit der Membran ist
innerhalb ziemlich weiter Grenzen abhiingig von der Dauer des Luft-
trocknens vor dem Eintauchen ins Wasser; je mehr Alkohol das Kollodium
im Augenblick des Eintauchens enthalt, um so durchlissiger wird die
Membran. Die gewdhnlich ausreichende Trockenzeit bei 20° betragt 4 Min.
Fiir besonders kleine Partikelchen, wie sie mitunter im Harn vorkommen,
ist eine lingere Trocknungsdauer (6—8 Min.) erforderlich. Uber Kollodium-
membrane vgl. auch S.104.
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stimmter lichter Weite (am bequemsten 1,5—2 mm) befestigt.
Das Ganze wird mit der Kollodiumréhre unter Wasser senk-
recht aufgestellt; man liest nun ab, wieviel Wasser innerhalb
bestimmter Zeit aus der Rohre filtriert. )

Die Kollodiumréhrchen von Krogh haben bei einer zylindri-
schen Lange von 32 mm eine filtrierende Fliche von 4 qem.
Bei 300 mm Wasserdruck filtriert durch eine gute Membran etwa
lemm pro Min., was einer Minutenzahl von 120 entspricht.
Réhrchen mit Minutenzahlen von 200 sind fiir Serum auch gut
brauchbar, fiir Harn kann es notwendig werden, noch viel dich-
tere Membranen zu benutzen. (Krogh, l.c. S. 244.)

Die gepriften Rohrchen diirfen nie trocken werden. Man
hebt sie am besten in 0,25%0ig. Trypaflavin-Ringerlésung auf,
wobei sie durch Adsorption des Trypaflavins einen gelben Farb-
ton annehmen. Ein gutes Rohrchen kann fiir viele Bestimmungen
monatelang verwendet werden.

Ausfiilhrung der osmometrischen Bestimmung nach
Krogh?.

(1) in Abb. 2 ist eine kapillare Glasrohre von ca. 15 cm Linge
und ca. % mm lichter Weite. Sie ist unten ein wenig ausgezogen,
so daB die Kollodiumhiilse sich leicht dariiber ziehen liBt; die
Hiilse wird dann durch ein schmales Stiickchen eines engen
Gummischlauchs (Kapillarschlauchs) fest an der kapillaren Glas-
rohre befestigt. Die Kollodiumhiilse und die Glasrohre werden
mit dem zu untersuchenden Material (Blut, Harn usw.) bis
nahe zum oberen Ende von (I) gefiillt. (3) ist ein Stiick engen
Gummischlauches, der durch die Klemme (4) geschlossen ist. Die
AuBenfliissigkeit (gewohnlich Ringerlésung fiir Blutserum, Ultra-
filtrat fiir Harn und fiir andere Kolloide) wird in eine Glasréhre
von 4,5 mm lichter Weite und etwa 30 mm Lénge (5) gebracht,
in die aber keine Luftblasen und keine Spur von der zu unter-
suchenden Fliissigkeit geraten diirfen. Das Ganze wird in einem
kleinen Reagenzglischen (6) befestigt, das etwas Quecksilber (7)
enthilt, um die Rohre (5) zu heben und sie in einer bestimmten
Lage zur Kollodiumréhre (2) zu halten. Es ist sehr wichtig, da83
die Rohre (5) wihrend des ganzen Versuchs vollkommen gefiillt
bleibt. Um jeder Verdunstung vorzubeugen, wird etwas Wasser
auf das Quecksilber gegossen und gewohnlich noch ein Filtrier-
papierstreifchen an die Innenwand von (6) eingesetzt.

Die Réhre (§) wird deshalb so eng gewéhlt, weil bei moglichst

1 Krogh: Lec. S.244.
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kleiner AuBenfliissigkeitsmenge der Ausgleich der diffusiblen
Stoffe am schnellsten erfolgt. Man braucht fiir eine Bestimmung
0,3—0,4 ccm Innen- und ca. 0,1 cem AuBlenfliissig-
keit. Dabei hat die Kollodiumrshre eine effektive

Oberfliche von 3—4 qem. 7@

Die gefiillten Osmometer werden in ein Wasser- %
bad gehdngt, gewohnlich bei Zimmertemperatur.
Wenn die Klemme (4) geschlossen bleibt, findet p

ein Austausch von Wasser und dialysablen Sub-
stanzen durch die Kollodiumrohre statt. Der Menis-
kus steigt in (1), die Luft dariiber wird kom- ﬂ
primiert, bis zwischen dem osmotischen Druck und
Filtrationsdruck Gleichgewicht hergestellt ist. Das
Gleichgewicht wird mit Serum gewohnlich in 4 bis
6 Stunden erreicht; je kleiner die Permeabilitiat der
Membranen ist, desto langsamer stellt sich das
Gleichgewicht ein.

Zur Druckmessung benutzt man ein horizontales,
in der Hohe verstellbares Ablesemikroskop mit einer
Klemme zur Befestigung des Osmometers und stellt
auf den Meniskus ein. An der Seite des Wasser-
bades steht ein Druckapparat, bestehend aus2kleinen,
durch Gummischlauch verbundenen Glasbehiltern,
die teilweise mit Wasser gefiillt sind. Der eine fest
aufgestellte wird durch Gummischlauch (1 mm lichte
Weite) und Glasréhrchen mit dem Osmometer bei
(3) verbunden. Der andere kann zum Einstellen
eines beliebigen Druckes entlang einer vertikalen L
Millimeterskala verschoben werden. Nach Verbin- Ay, 2.
pung mit dem Osmometer stellt man den Druck un-
gefahr auf den zu erwartenden ein, 6ffnet die Klemme (4) und
beobachtet, wie sich der Meniskus in (1) bewegt. Der Druck wird
so lange gedndert, bis der Meniskus wenigstens einige Minuten
stationar bleibt.

Beispiell. Zwei Parallelbestimmungen an Pferdeserum.
Um 12 Uhr Osmometer eingehéingt. Erste Ablesung um 17 Uhr.

Osmometer 1 Osmometer II
Druck Meniskus Druck Meniskus
mm mm
200 sinkt schnell 160 steigt sehr langsam
150 steigt 170 sinkt sehr langsam
165 sinkt sehr langsam 165 steht still

160 steht still ]
1 Siehe Krogh: L c. S.246.
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Die abgelesenen Druckwerte bediirfen gewisser Korrekturen
- fiir den Druck der Fliissigkeitssdule in der Rohre (1). Die Linge
dieser Rohre wird fiir jedes Osmometer gemessen und die Héhe,
bis zu der die zu untersuchende Fliissigkeit infolge ihrer Kapillaritit
aufsteigt, in Abzug gebracht. Die kapillare Steighéhe ist fiir ver-
schiedene Eiweifkonzentrationen nicht die gleiche und muf
daher fiir jede zur Untersuchung kommende Flissigkeit und fiir
jede Rohre besonders bestimmt werden. Nach der Druckablesung
wird dann noch die flissigkeitsfreie Lange der Réhre mit Hilfe
eines kleinen Maflstabes gemessen und ebenfalls in Abzug ge-
bracht. Bei sehr genauem Arbeiten mufl noch beriicksichtigt wer-
den, daBl das spez. Gewicht der Flissigkeit in der Rohre . (1)
etwas hoher ist als 1. Fir Serum etwa 1,02—1,03.
Im gegebenen Beispiel haben wir:

Lange I . . . .. 145 mm Lange II. . . 142 mm

Kapillaritat. . . . 33 ,, 3 .,
Flussigkeitsfrei . . 10 ,, 14 ,,
Druckwirkung . . 102 mm (X 1,02 = 104) 95 mm (X 1,02 = 97)
Abgelesen . . . . 160 ,, 165 ,,

Osmotischer Druck 262 mm (264) 260 mm (262)

Gewohnlich nimmt man nach 16 —24 Stunden eine zweite Ab-
lesung vor, die dann mit der ersten innerhalb 10 mm iiberein-
stimmen soll. Ist das nicht der Fall, so liest man nach weiteren 4 bis
6 Stunden nochmals ab. Die Einstellung kann mit einer Genauig-
keit von 1—2 mm erfolgen. Die absolute erreichbare Genauigkeit
laBt sich mit ungefdhr 10 mm Wasserdruck bemessen.

Nach der osmotischen Bestimmung wird der Apparat aus-
einandergenommen. Die Kollodiumréhre (2) und Glasrohre (5)
werden sorgfiltig mit flieBendem Wasser ausgespiilt und in
Trypaflavin-Ringerlosung aufgehoben. Die Réhre (1) wird nach
der Spiilung noch mit Bichromatschwefelsiure gereinigt. Man
hebt sie am besten in diesem Gemisch auf und spiilt sie un-
mittelbar vor dem Wiedergebrauch mit sterilem Wasser ab. Es
ist sehr wichtig, daB die Apparatur steril ist, und daB auBerdem
die Rohre (1) tiberall von der Fliissigkeit vollkommen benetzt wird.

Beim normalen Menschen findet sich im Serum mit 7—8% Ki-
weill ein kolloid-osmotischer Druck von 350 —400 mm Wasser.

Bestimmung des Gefrierpunktes kleiner
Flissigkeitsmengen nach Salge®.

Prinzip. Die Methode beruht auf Messung des Gefrierpunktes
mittels eines Thermoelementes, das mit seinem einen Schenkel

1 Z. Kinderheilk. 1, 126 (1911); 84, 330 (1923).
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in die gefrierende zu untersuchende Losung, mit seinem anderen
Schenkel in schmelzendes Eis eintaucht. Die Temperaturdiffe-
renz bewirkt den Ausschlag eines Galvanometers, dessen Skala
nach bekannten Gefrierpunkten geeicht ist.

Apparate. 1. Spiegelgalvanometer. 2. Thermoelement. Dasselbe ist
aus moglichst feinem Kupfer-Constantandraht zusammengestellt und so

gebaut, daB der eine Schenkel « (sieche Abb.5) durch eine Glaskappe C
geschiitzt ist. Der andere Schenkel § besteht aus einem Glasrohr, in dem
isoliert der Kupfer- und der Constantandraht verlaufen; unten tritt die Lét-
stelle frei heraus (Abb. 7). Die Verbindung des Thermoelementes mit dem
Galvanometer geschieht derart, daB die freien Kupferdrihte des Elementes
mittels Kupferklemmen mit den ebenfalls aus reinem Kupfer bestehenden
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Zuleitungen des Spiegelgalvanometers verbunden werden. Die Anordnung
entspricht der Abb. 3. 3. Dewargefal (Thermosflasche B), Abb. 6. 4. Ge-
friergefil D. Dasselbe ist ein Reagenzglas von etwa 10 cm Linge und
1 cm Durchmesser. Durch einen kleinen Wulst, der 1em unterhalb der
Offnung angebracht ist, wird es im LuftmantelgefaB D schwebend so ge-
halten, daB es iiberall von Luft umgeben ist (s. Abb.7). 5. GefaB fiir
schmelzendes Eis 4; entsprechend Abb. 4. Dasselbe ist mit einem von
einer Glasrohre durchbohrten Korken verschlossen und mit gemahlenem
Eis gefiillt. Das Schmelzwasser flieBt dauernd durch die Rohre am Boden
ab, so daB im Inhalt von 4 eine Temperatur von 0° herrscht. 6. Apparat
zur Gefrierpunktbestimmung nach Beckmann (nur zur Eichung der
Galvanometerskala notwendig). 7. Stickperlen.

Ausfiithrung. Eichung des Galvanometers. Zur Eichung
des Galvanometers werden Messungen mittels des Thermo-
elementes mit Salzlosungen bekannten Salzgehaltes ausgefiihrt
(z. B. mit einer 1%ig. NaCl-Losung, deren 4 bei 0,589° liegt).
Der Gefrierpunkt dieser Losungen wird dann gleichzeitig nach der
Beckmannschen Methode bestimmt (vgl. S. 303) und somit fest-
gestellt, wie viele Skalenteile der Galvanometerskala einer be-
stimmten Gefrierpunktserniedrigung entsprechen. Somit wird der
Wert jeden Skalenteiles in Graden (Celsius) ausgedriickt.

Vorbereitung zur Gefrierpunktsbestimmung. Das GefiB 4
wird mit gemahlenem Eis beschickt. Das DewargefiB B wird mit einer
Kiltemischung aus Salz, Wasser und Eis gefiillt, so, daB eine Temperatur
von —4 bis — 5° entsteht. In einem Reagenzglas werden einige Stick-
perlen mit aqua dest. {ibergossen. Nach AbgieBen des Uberschusses bleibt
die kapillare Bohrung der Perlen mit Wasser gefiillt, das nach Einsetzen des
Reagenzglases in die Gefriermischung gefriert. Die derart vorbehandelten
Stickperlen dienen zum Animpfen der unterkiihlten Untersuchungslésung.

Ausfithrung der Messung. In das Gefriergefil (siehe
Abb. 7) wird 1—0,5 ccm der zu untersuchenden Fliissigkeit ein-
pipettiert. In die Fliissigkeit wird der Schenkel 8 des Thermo-
elementes eingesetzt, so daf das freie Ende des Thermoelementes
in die Fliissigkeit eintaucht.

Man bringt dann einen mit Glaskappe versehenen Schenkel
des Thermoelementes zundchst in das schmelzende Eis, ebenso
das Gefrierr6hrchen mit Luftmantel, Inhalt und dem anderen
Schenkel des Thermoelementes. Nach 1015 Min. haben beide
die Temperatur von 0° angenommen, was dadurch festgestellt
werden kann, daB8 das eingeschaltete Galvanometer keinen oder
nur einen geringen Ausschlag gibt. Jetzt wird das Gefrierréhrchen
mit Luftmantel in die Kéltemischung gebracht und das Galvano-
meter eingeschaltet. An der ausgewerteten Skala kann man
genau den Grad der Unterkiithlung verfolgen. Betrigt sie 1—1,59,
so wird die zu untersuchende Lésung durch Zugabe einer der
gefrorenen Perlen angeimpft. Der Galvanometerausschlag geht
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zuriick, um bei weiterem Stehen der Losung in der Gefrier-
mischung wieder anzusteigen. Die Differenz der beiden Gefrier-
punkte, Wasser und Untersuchungsmaterial, ist schnell an der
Skala abzulesen. Der Ausschlag ist scharf und erlaubt eine Ge-
nauigkeit der Messung bis zu 0,005°.

¢) Bestimmung der Gefrierpunktsbestimmung mit
dem Beckmannschen Apparat. Vgl. S. 303.

Bestimmung der Oberflichenspannung des Serums und
anderer biologischer Fliissigkeiten mit der Ringmethode!
nach Lecomte du Noiiy.

Prinzip. Die Bestimmung beruht auf der Anwendung der
Adhasionsringe, bei der die Kraft gemessen wird, die zur Zer-
reifung eines durch den Ring gehobenen Flissigkeitssdulchens
notig ist.

Man hingt ein Platinringchen an die Torsionswage (s. Abb. 8),
stellt auf Gleichgewicht ein, schraubt ein
Schilchen mit der zu messenden Fliissig-
keit so hoch, daB die Flissigkeit den
Ring gerade beriihrt und fiihrt an der
Torsionswage eine so starke Torsion aus,
daB3 das hochgehobene Fliissigkeitssiul-
chen gerade zerreilt. Die dazu notwen-
dige Kraft, die direkt an der Wage ab-
gelesen wird, wird von der Oberflachen-
spannung iiber die Linge des Ringumfanges
gegeben. Eine empirische Korrektur triagt
dem Einflu des Randwinkels der benet-
zenden Flissigkeit Rechnung. Der Tem-
peratureinfluB ist fiir reine Fliissigkeiten?
oder Kristalloidlosungen nicht groS, fiir Abb. 8.
kolloide Losungen (wie Blut) betréchtlich.

Ausfihrung. Benutzt wird der Apparat von Hartmann und
Braun. Zuerst wird der Wasserwert des Ringes bestimmt, d. h.
die Kraft, die nétig ist, um die an einem bestimmten Ringe
adhérierende Wasseroberfliche zu zerreiflen.

1 Vgl. Lecomte du Noiiy: Surface Equilibria of biological and
organic colloids. New York 1926 und Equilibres superficiels des solutions
colloidales. Paris 1929. Vgl. hierzu auch Brinkmann in Abderhaldens
Arbeitsmethoden IV/4, 1417 (1927).

2 Beim Wasser nimmt die Oberflichenspannung bei steigender Tem-
peratur pro Grad um etwa 2%/, ab.
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Bei der groBen Oberflichenspannung des reinen Wasgers
ist auf kapillaraktive Verunreinigungen besonders zu achten.
Zur Reinigung wird der Ring vorsichtig ausgegliiht oder noch
besser mit (durch kurzes Eintauchen in konz. Salpetersiure
vom spez. Gew. 1,4) passivierter Pinzette kurz in rauchende
Salpetersdure getaucht, nachher unter der Wasserleitung gespiilt
und mit reinem Filtrierpapier getrocknet. Die Uhrgliser oder
Koélbchen, in die die zu untersuchende Fliissigkeit kommt,
werden durch rauchende Salpetersiure und Waschen in flieBen-
dem Wasser fettfrei gemacht. (Leitungswasser hat im allgemeinen
eine reinere Oberfliche als destilliertes Wasser; das destillierte
Wasser kann durch Schiitteln mit Kohle und Filtrieren durch
eine Kohleschicht gereinigt werden.) Die Kontrolle auf Ober-
flachenreinheit geschieht nach Brinkmann folgendermafen:
Man bestimmt mit dem gereinigten Ring die Ablésungskraft
sofort nach EingieBen des Wassers im gereinigten Uhrglas oder
in der Glasschale; die gefundene Kraft darf sich bei ruhig
stehendem Wasser nicht weiter verringern. (Differenz héchstens
0,5—1 mg.) Eine allméhliche Erniedrigung bei wenig verdnderter
Temperatur deutet auf eine Verunreinigung hin.

Bei der Ausfithrung der Bestimmung wird das Schélchen mit
wenigstens 1 ccm Wasser auf das Stativ gestellt, die Wage mit
anhingendem Ring auf Gleichgewicht eingestellt und arretiert.
Dann wird das Schillchen so hoch geschraubt, daB die Wasser-
oberfliche die Unterfliche des Ringes gerade benetzt. Bei arre-
tierter Wage wird zunichst eine Drehung von 60—80 mg aus-
gefiihrt, dann erst hebt man die Arretierung auf. Nun macht man
die Torsion allméhlich so stark, dafl die Wasseroberflidche gerade
zerreilt (bei K mg). Dann wird die Torsion wieder geringer ge-
macht (bis 80 bis 100 mg), der Ring durch leichten Druck auf die
Aufhingestdbchen wieder gerade auf das Wasser gedriickt und die
ZerreiBungskraft erneut bestimmt. Der zweite Wert soll mit dem
ersten genau iibereinstimmen. Dann schraubt man das Schilchen
herunter und bestimmt das Gewicht des Ringes (4 Draht) + ad-
hiriertem Wasser = G. Dann ist K—G der Wasserwert des
Ringes = W1.

Bei der Messung einer beliebigen Oberflichenspannung be-

1 Will man die Ringkonstante L bestimmen, so fiihrt man die Unter-
suchung mit einer reinen Fliissigkeit von bekannter Oberflichenspannung
aus. Da die Oberflichenspannung des reinen Wassers bei 18° 73 Dynen
pro cm betragt, so ergibt sich 73 == E%q - 0,981 (1 mg = 0,981 Dyn), wo
auBer L alle Grofilen bekannt sind.
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stimmt man ebenfalls K und ¢ (in diesem Fall K’ und G@’), dann

ist K'—G' = W' und die relative Oberflichenspannung ist %

Will man die absolute Oberflichenspannung berechnen, so multi-
pliziert man diese Zahl mit 73. (Die absolute Oberflichen-
spannung des Wassers ist bei 18° gleich 73 Dyn/cm.) Man
mul} aber noch eine Korrektur anbringen, da das Fliissigkeits-
sdulchen nicht senkrecht an dem Ring zieht. Mit Beriicksichti-
gung dieser Korrektur erhdlt man fiir die wirkliche relative

Oberflichenspannung 1,18 %, — 0,18 und fiir die absolute Ober-
flichenspannung <1,18 I% - 0,18) 73 Dynen.

Bei der Bestimmung der Oberflichenspannung des Serums
ist darauf zu achten, dal sofort nach dem EingieBen des Serums
in das Schilchen die Oberflichenspannung héher ist (niher der
Oberflachenspannung des Wassers liegt): die dynamische Ober-
flichenspannung; bei fortlaufenden Messungen zeigt sich eine
allméhliche Erniedrigung, die ungefihr in einer halben Stunde das
Minimum erreicht: die statische Oberflichenspannung!. Wenn
man die Oberfliche durch Abstreifen mit Filtrierpapier auf-
frischt, so bekommt man wieder die héhere Oberflichenspannung.
Spontane Erh¢hung der Spannung mit der Zeit deutet auf eine
Membranbildung. Die Temperatur muf beriicksichtigt werden.
Eine Messung, die bei 379 ausgefiihrt wird, liegt etwa um
10 Dyn. niedriger als eine solche, die bei Zimmertemperatur aus-
gefithrt wird2.

Fiir normale Sera findet man statisch den konstanten Wert
von 58—57 Dyn/em bei 16-—-18° und von 47 Dyn. bei 37°.

Bestimmung der Viskositit des Blutes.

Man bestimmt die relative Viskositit, d. h. man stellt fest,
um wieviel die untersuchte Flissigkeit, in diesem Falle Blut,
zéhflissiger ist als Wasser.

Bezeichnet man die Viskositaten zweier verschiedener Fliissig-
keiten mit % bzw. #,, die entsprechenden DurchfluBvolumina

! Der stalagmometrische Wert der Oberflichenspannung (vgl. Prakt
Bd. I) ist nicht statisch. sondern (mehr oder weniger) dynamisch und liegt
etwa um 10 Dyn héher.

2 Nach dem Vorschlage von Brinkmann kann die Bestimmung bei
370 leicht im gewdhnlichen Laboratoriumsbrutofen ausgefiihrt werden, in-
dem man die Wage auf den Thermostaten stellt und den Ring an einem
langen Draht durch eine Offnung im Dach des Schrankes senkt.
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durch eine Kapillare mit V und V,, die entsprechenden Durch-
fluBzeiten 7' und 7', dann gilt :
Ny = VT:VT,.
Da die Viskositidt des Wassers 7 gleich 1 gesetzt wird, erhdlt man
_rn
= VIT .

Bei dem Apparat von HeB, der unten besprochen wird, sind die
DurchfluBizeiten T und 7', gleich, und es werden die DurchfluB-
volumina verglichen.

Zusatz von Oxalat zur Hemmung der Gerinnung dndert die
Viskositdt in unkontrollierbarer Weise; Hirudin beeinflullt die
Viskositat nicht.

Bestimmung der Viskositdt des Blutes nach Hef?.

Auf der Milchglasplatte H (Abb. 9) sind zwei graduierte Glas-
réhren, A und B, befestigt, die an einem Ende durch das Rohr @
unter sich und durch den Schlauch K mit dem Gummiballon L in

Verbindung stehen; an dem anderen Ende sind an dieselben je ein
Glasrohrchen O und D von sehr feiner Offnung, sog. Glaskapillaren,
angeschlossen. Diese letzten miinden wiederum in £ und F, Glas-
rohrechen vom Kaliber der Réhren A und B. Das Réhrchen F,
das durch die Feder N in seiner Lage gehalten wird, ist auswechsel-
bar und kann' durch ein anderes der mehrfach vorhandenen,
gleichen Rohrchen ersetzt werden. Durch Hahn @ ist die Méglich-
keit geboten, die Verbindung B mit G und damit auch mit dem
Ballon L aufzuheben. Die Réhrchen 4 und B sind vor ihrer Ein-
miindung in das Rohr @ rechtwinkelig abgebogen, so da8 sie, wie
auch der Schlauch K, von oben herab in @ einmiinden. Zwischen
Schlauch K und Gummiballon L ist ein Glasrohr V eingeschaltet,

1 Beschreibung nach HeB: Miinch. med. Wschr. 1907, S.2226.
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dessen Inneres mit der AuBenluft durch das Loch P kommuni-
ziert.

Ausfithrung: In den Réhrchen B, C und E liegt eine zu-
sammenhingende Wassersdule, und zwar so, daB ihr linkes Ende
beim Nullpunkt der Skala liegt. ‘

Bevor man das abnehmbare, nur durch die Feder N in seiner
Lage gehaltene Rohrchen F' mit D verbindet, wird es mit einem
Blutstropfen in Beriihrung gebracht, welcher infolge der Kapilla-
ritdt in dasselbe eintritt. Beim Ansaugen mittels des Ballons L
tritt die Blutsdule durch die Kapillare D hindurch in die Pipette 4
hinein. Ist dieselbe bis zum Nullpunkt angefiillt, so wird der
Hahn @ senkrecht gestellt, d. h. getffnet; bei dem nunmehr er-
neut erfolgenden Ansaugen fiillt sich B mit dem aus ¥ stam-
menden, durch C zuflieBenden Wasser, wihrend gleichzeitig
durch den ganz analogen Vorgang Blut in 4 einstrémt. Sobald
dieses bei der Marke 1 angelangt ist, unterbricht man die Saug-
wirkung des Ballons, so da8 Blut und Wasser still stehen. Die
Menge des in das Réhrchen B eingeflossenen Wassers, welche an
der Skala abgelesen wird, zeigt an, wie sich die Viskositdt der
untersuchten Blutprobe zu der des Wassers verhdlt, gibt also
direkt die relative Viskositét.

Durch Pressen des Ballons L werden Wasser und Blut wieder
zuriickgetrieben. Ist erstes wieder beim Nullpunkt angelangt,
schlieBt man den Hahn @, so daB das Wasser in dieser Lage
fixiert bleibt und entleert nun durch erneuten Druck das Blut
vollstindig aus 4 und G. Das Rohrchen F wird herausgenommen
und bei dem néchsten Versuch durch ein frisches ersetzt. Durch
zweimaliges Ansaugen von Ammoniak werden D und 4 ausgespiilt,
und der Apparat ist wieder versuchsbereit.

Die Rohrchen F werden ausgespiilt und in Ammoniak liegen
gelassen. Wenn eine groBere Anzahl beieinander sind, trocknet
man sie auf einem erhitzten Blech oder Drahtnetz. Der Druck
wird mittels des Ballons dadurch erzeugt, dal man mit einem
Finger das Loch P verschlieft und dabei den Ballon preBt. An-
saugend wirkt er dann, wenn man erst nach erfolgtem Pressen
P verschlieBt und dann den Druck aufhebt. Bei Freilassen des
Loches P hort der Druck oder die Saugwirkung des Ballons
sofort auf.

Ist eine Blutprobe sehr dickfliissig, so wird sie nur bis zur
Marke % oder % angesaugt; die abgelesenen Werte, mit 2 oder 4
multipliziert, stellen dann die gesuchten Viskositdtswerte dar.

Kontrollversuche an Fliissigkeiten mit bekannter Viskositdt
ergeben eine Genauigkeit des Apparates von 1—2%.

Rona-Kleipmann, Blut u. Harn. 2
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% Min. nach Auffangen des eben ausgetretenen Bluttropfens
kann der gesuchte Wert abgelesen werden; nach einer Minute
ist der Apparat wieder versuchsbereit.

Der Einflul der Versuchstemperatur driickt sich dadurch aus,
dafl mit dem Steigen derselben um 1° der Viskositdtswert um
0,8% abnimmt. Eine Korrektion des abgelesenen Wertes ist nur
bei stirkeren Temperaturabweichungen notig.

Als Normalwerte der relativen Viskositit des menschlichen
Blutes ergeben sich nach HeB 4,74 fiir Ménner, 4,40 fiir Frauen.

Refraktometrische Blutuntersuchung®.

Die Theorie der Refraktometrie und die zur refraktometrischen
Untersuchung nétige Apparatur ist im I. Band des Praktikums,
S. 22ff. beschrieben. (Vgl. ferner S. 311).

Die Reiische Tabelle zur Umrechnung der Sk.-T. des
Eintauchrefraktometers bei 17,5°C in EiweiBprozente?

Blutserum Ex- und Transsudate
Efggg;nfi np f. destilliert. Wasser 1,33320 [ "? sésdgsgili;‘r_l 33320
N Anp f. d. NichteiweiB- . ’
neben. - Anp f. d. Nicht-

stehenden A o T kdrper 0,00277 eiweiBBkorper 0,00244

Skalenteilen Np f. 1 A) EiweiB 0,00172 A’VLD f. 1% Eiw. 0,00184:

Skalenteil| Eiw.i.% Skalenteil | EiweiB i.%
1,33705 25 0,63 25 0,77
1,33743 26 0,86 26 0,97
1,33781 27 1,08 27 1,18
1,33820 28 1,30 J. T. 20 28 1,38
1,33858 29 1,52 0,1 29 1,59
1,33896 30 1,74 | Sk.-T| % 30 1,80
1,33934 31 1,96 1 0,02 31 2,01
1,33972 32 2,18 2 0,04 32 2,21
1,34010 33 2,40 3 0,06 33 2,42
1,34048 34 2,62 4 0,08 34 2,62
1,34086 35 2,84 5 0,10 35 2,83
1,34124 36 3,06 6 0,12 36 3,04
1,34162 37 3,28 7 0,14 37 3,24
1,34199 38 3,50 8 0,16 38 3,45
1,34237 39 3,72 9 0,18 39 3,65
- 1,34275 © 40 3,94 40 3,86

1 ReiB: In Abderhaldens Arbeitsmethoden IV/3, S. 312 und IV/4,
S. 941 (1925).
-2 Refraktometrische MeBmethoden in der Biologie v. Reill in Abder-
haldens Biochem. Arbeitsmethod. Abs. 10/3, S. 316.
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Die ReiBlsche Tabelle (Fortsetzung).

Blutserum Ex- und Transsudate
Broohungs: |y 1. destilliert. Wassor 1,33320 | 2 o dostillior-  s00
neben- Anp f. d. Nichteiweil3- Annt. d. Nicht- ’
stehenden korper  0,00277 % L ial Srper 0,00244
Skalenteilen | 47 f. 1% Eiwei 0,00172 | 4, oy Fw. 0,00184
D 1. o Haw. U,
Skalenteil | Eiw. i. % Skalenteil | Eiweiin %
1,34313 41 4,16 J.T. 21 41 4,07
1,34350 42 4,38 T— 42 4,27
1,34388 43 460 | goTl 9 43 4,48
1,34426 44 4,81 1| 002 44 4,68
1,34463 45 5,03 2 0,04 45 4,89
1,34500 46 5,25 3 | 006 46 5,10
1,34537 47 5,47 1 | 008 47 5,30
1,34575 48 5,68 5 | 011 48 5,50
1,34612 49 5,90 6 | 013 49 5,70
1,34650 50 6,12 7 |o1s| 50 5,90
1,34687 51 6,34 ] 0,17 51 6,11
1,34724 52 6,55 9 | 019 52 6,31
1,34761 53 6,77 53 6,51
1,34798 54 6,98 J. T. 22 54 6,71
1,34836 55 7,20 0,1 55 6,91
1,34873 56 7,42 Sk.-T.| % 56 7,12
1,34910 57 7,63 1 0,02 57 7,32
1,34947 58 7,85 2 | 004 58 7,52
1,34984 59 8,06 3 | 007 59 7,72
1,35021 60 8,28 4 0,09 60 7,92
1,35058 61 8,49 5 | o1l 61 8,12
1,35095 62 8,71 6 0,13 62 8,32
1,35132 63 8,92 7 | 015 63 8,52
1,35169 64 9,14 s | 018 64 8,72
1,35205 65 9,35 o | 020 65 8,92
1,35242 66 9,57 66 9,12
1,35279 67 9,78 67 9,32
1,35316 68 9,99 68 9,562
1,35352 69 10,20 69 9,72
1,35388 70 10,41 70 9,91
Beispiel:

Die Messung eines Blutserums
habe ergeben: 43,6 Sk.-T.

43 Sk.-T. entspr. 4,60%
4 5 4,81%
r ., » o 0,21%

also mufl man fiir die Umwertung der
Zehntel-8k.-T. die J. T. 21 benutzen

43 Sk.-T.

0,6
43,6

[T}

’»

4,60 %
0,13 %
4,73%

Auch fiir die refraktometrische Untersuchung des Blutes wird
das Eintauchrefraktometer von Pulfrich mit dem Hilfsprisma

benutzt. (Prakt. I, S. 22.)

2%
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Zum Sammeln des Blutes fiir die Bestimmung empfiehlt
Reif} ein U-férmig gebogenes Réhrchen von ca. 12 em Schenkel-
linge und 2—3 mm lichter Weite. Der Fassungraum betrigt
0,7—1,5 ccm. Das U-Rohrchen wird mit der einen Hand annahernd
horizontal gehalten und seine Spitze mit dem Blutstropfen in Ver-
bindung gebracht, wobei man die andere Hand zweckméafBig als
Stiitze benutzt. Durch Kapillaritdat saugt sich das Blut in das
Réhrchen hinein. Man kann die Geschwindigkeit des EinflieBens
durch geringes Heben oder Senken des Rohrchens verdndern.
Wenn der eine Schenkel des Kapillarrohres sich vollstandig mit
Blut vollgesaugt hat, nimmt man das Réhrchen ab und stellt es
senkrecht auf, so daBl das Blut sich gleichméBig in seine beiden
Schenkel verteilt. Zur Gewinnung des Serums werden die Rohr-
chen so lange zentrifugiert, bis eine scharfe Trennung zwischen
Serum und Blutkuchen erzielt ist. (Steht keine Zentrifuge zur
Verfiigung, so kann man die Rohrchen an einem kiihlen Orte
stehen lassen.) Man kann die gefiillten Rohrchen auch einen Tag
aufbewahren, ohne dafB3 das Resultat dadurch wesentlich beein-
fluBt wird. Doch empfiehlt es sich, Rohrchen, die man lingere
Zeit aufbewahren muB, zuzuschmelzen, was man leicht iiber
jeder Flamme, sogar iiber der eines Streichholzes ausfithren kann.

Der normale Eiweifigehalt des Blutserums des. erwachsenen
Menschen betrigt 7—9%, des S#éuglings 5,6—6,6%.

- Resistenzpriiffung der roten Blutkérperchen.
Methode von Simmell,

Prinzip. Eine Salzmischung von der osmotischen Konzentra-
tion des Blutes (Gefrierpunktserniedrigung 0,56° bis 0,579) wird
hergestellt und in abnehmender Konzentration mit dem zu
prifenden Blut gemischt. Die Zahl der intakten Blutkérperchen
wird gezéhlt.

Die Salzlosung besteht aus 8,2 g NaCl, 0,2 g KCI, 0,2 g MgCl,,
0,2 g CaCl, 0,1 g NaH,PO, und 0,05 g NaHCO, im Liter Wasser.
Aus dieser Losung werden 30-, 40-, 50-, 60- und 70 %ig. Losungen
hergestellt (bezeichnet mit 0,3, 0,4, 0,5 usw.). Das Blut wird aus der
Fingerbeere oder dem Ohrlippchen mit einer Blutzihl-Pipette
(man benutzt 6 solcher Pipetten bei der Bestimmung) bis zur
Marke 0,5 aufgesogen, bis zur Marke 101 mit den obigen Salz-
lsungen verdiinnt, sorgfiltig gemischt und mindestens eine Stunde

1 Vgl. Dtsch. Arch. klin. Med. 142, 252. (1923) und Erg. inn. Med. 27, 508.
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(nicht tiber 2 Stunden) bei Zimmertemperatur stehen gelassen.
Man vermischt wieder und zahlt die Blutkorperchen wie iiblich
in der Zéhlkammer von Thoma-Zeiss.

Neuerdings haben Waugh und Chase! die Methode von
Simmel etwas modifiziert, indem sie nicht 6 sondern 10 Ver-
diinnungen (von 100—20% ) ansetzen. Eine Beurteilung des Grades
der Héamolyse kann schon makroskopisch erfolgen. Man mischt
dabei je 1 ccm der Salzlésung mit 5 cem des Blutes.

Die Untersuchungen von Simmel ergeben, dafl unter normalen
Verhéltnissen bei Verdiinnungen von 0,7 und 0,6 (s. 0.) keine oder
sehr wenige rote Blutkérperchen, bei 0,5 /s—%, bei 0,4 fast
alle hamolytisch sind?2.

Bestimmung des Volumens der Blutkf)rperéhen und
des Serums.

Prinzip. Das Blut wird in einer Kapillare von geeigneter
Form (Hématokrit) zentrifugiert; die Hohe der Blutkérperchen-
sdule dient als Ma@ fiir ihr Volumen.

Der Hamatokrit von Hedin besteht aus einem Thermometer-
réhrchen von 35 mm Lénge, 3--4 mm Dicke und etwa 0,5 mm
lichter Weite; er besitzt eine in 100 gleiche Teile geteilte Skala.
Die Befestigung der kapillaren Réhrchen an der Zentrifuge erfolgt
mittels eines Metallrahmens in der aus der Abb. 10 ersichtlichen
Weise. Das Blut kann
mit 0,9%ig. Kochsalz-
losung verdiinnt werden
und wird zur Verhiitung
der Gerinnung mit Na-
triumoxalat zu 0,1% Abb. 10.
versetzt. Man zentrifu-
giert in einer gut gehenden elektrischen Zentrifuge (ca. 3000 bis
4000 Touren in der Minute) mit gréBerem z. B. 17 cm Radius,
bis die Blutkérperchensiule innerhalb 1 Min. keine Anderung
ihrer Hohe mehr zeigt2.

Vorteilhaft ist3 die Anwendung von Himatokriten, die aus
einem U-férmigen Glasrohr von 1—1,5 mm Durchm. mit Gradein-
teilung bestehen. Seyderhelm und Lampe verwendeten zur
Verhiitung der Gerinnung eine Loésung von 0,9 ¢ Kochsalz und

1 J. Labor. a clin. Med. 13, 872 (1928).
2 Uber andere Formen derJHamatokriten vgl.Domarus: 1.c. S. 180£f.
3 Boénniger: Berl. klin. Wschr. 1909, S. 161.
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2 g Ammoniumoxalat zu 100 ccm Wasser und gaben 1 cem
dieser Losung zu je 10 ccm Blut. Hirudin- uud Oxalatblut ergaben
ibereinstimmende Werte. Eine Nacheichung der Graduierung
mit Hilfe von Quecksilber ist zu empfehlen.

Messung der Senkungsgeschwindigkeit der
Blutkérperchen?.

Verfahren von Fédhraeus.

Die Blutprobe wird durch Punktion einer Hautvene mit
Hilfe einer Rekordspritze gewonnen. Man entnimmt reichlich
1 com. Die Spritze wird zuerst zu einem Fiinftel mit einer 3 %ig.
(dreibasischer) Natriumzitratlosung gefiillt, dann mit Blut voll-
gesaugt. Der Inhalt der Spritze wird in ein Reagenzglischen

Abb. 11.

ausgesprltzt und gut durchmischt. Dann wird die Zitratblut-
mlschung in eine plpettenahnhche Glasrshre von ungefahr
300{mm Léinge und ca. 2,5 mm innerem Durchmesser zu einer
Hohe von 200 mm aufgesogen Die so gefiillte R6hre wird in einem
Gestell dadurch vertikal fixiert, daB eine iiber dem oberen Ende
der Rohre angebrachte Stahlfeder ihre Spitze gegen eine Gummi-
unterlage driickt (Abb. 11).

Die Senkungsgeschwindigkeit ermittelt man dadurch, daB
man nach einer gewissen Zeit den Weg miBt, um den die oberste

! Vgl. Fahraeus in Abderhaldens Arbeitsmethoden IV/3, 383.
— Vgl. auch Westergren: Klin. Wschr. 1, 1359 und 2186 (1922).
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Blutkérperchenschicht sich von dem urspriinglichen Fliissigkeits-
niveau gesenkt hat. Die Grenze zwischen der klaren Plasma-
schicht und den obersten Blutkorperchen ist im allgemeinen so
scharf, daf} sie bis auf 1 mm bestimmt werden kann. Bei diffuser
Grenze milt man bis zu dem Punkte, wo die Fliissigkeit vollig
undurchsichtig zu werden beginnt. Der Senkungsvorgang wird
am genauesten verfolgt, wenn man mehrere Ablesungen zu ver-
schiedenen Zeiten vornimmt. Im allgemeinen geniigt es aber,
einmal abzulesen, und zwar am besten 1 Stunde nach Beginn
der Senkung. Die reziproken Werte der so gewonnenen Zahlen
geben den Grad der ,,Suspensions-
stabilitit’‘ des Blutes an.

Fiir geringe Blutmengen hat Lin-
zenmeyer ein Mikrosedimeter vor-
geschlagen!. Bei diesem haben die
Kapillaren eine Weite von 1 mm
(oder von 0,5 mm) und tragen oben
eine Erweiterung von birnenférmi-
ger Gestalt, in die das Blut auf-
gesogen und darin gemischt wird
(siehe Abb. 12). Die Kapillare
tragt eine Marke ¢ bei 12,5 mm und
eine zweite Marke b bei 62,5 mm.
Bis a soll 5%ig. Natriumzitrat-
Losung, bis b Blut nachgefiillt wer-
den. Bei schnell sinkendem Blut ge-
braucht man vorteilhafter eine lin-
gere Blutsdule mit den Marken a,
und b,. So erhilt man eine Hohe
von etwa 100 mm. Die Kapillare
mufl vor dem Gebrauch an der
"Wasserstrahlpumpe (nach vorheriger Entfettung mit Bichromat-
Schwefelsaure) gut getrocknet oder mehrmals mit Natriumzitrat-
lésung durchgespiilt werden. Am oberen Ende befestigt man
zweckmiflig ein Stiick Druckschlauch, um Aufsaugen und Mischen
regulieren zu kénnen.

Zur Bestimmung braucht man 1-—2 Tropfen Blut. Man saugt
zuerst bis zur Marke a (bzw. a,) die Zitratlssung auf und 146t bei
horizontalem Ansetzen der Kapillare auf den Blutstropfen Blut
nachflieBen, bis der Flissigkeitsmeniskus die Marke b (bzw. b,)

1 Vgl. Linzenmeyer: Abderhaldens Arbeitsmethoden IV/4, 1409.
— Siehe auch Brinkmann und Wastl: Biochem. Z. 124, 25 (1921).
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erreicht hat. Trockene Rohren fiillen sich durch Kapillaritats-
wirkung von selbst, bei feuchten Réhren muBl man ansaugen.
Man mischt bei horizontaler Stellung der Kapillare gut durch, dann
1aB8t man die Mischung wieder so weit in das Rohrchen zuriick-
steigen, bis der obere Meniskus etwa 1 cm von der Erweiterung
entfernt ist oder mit der Marke b, abschliet, und befestigt es in
dem Gestell. Man notiert die Zeit und beobachtet die Senkung der
roten Blutkérperchen. Abgelesen wird stets der obere Meniskus.
Bei sehr langsam sinkenden Blutarten ist zu empfehlen, die Beob-
achtungen in schrig gestellten Réhrchen auszufiihren, da mit zu-
nehmender Winkelstellung der Réhrchen die Geschwindigkeit der
Sedimentierung zunimmt.

Isohimagglutination (Blutgruppen).

Die Sera mancher Menschen vermégen die roten Blutkorper-
chen anderer Menschen zu agglutinieren. Auf Grund dieser Fihig-
keit lassen sich die menschlichen Blutarten in folgende 4 Gruppen
einteilen (Mo8):

: wo -+ das Auftreten, —
Blut- Sera das Ausbleiben der Agglu-
korperchen | 2 3 tination bedeutet.

Die Verhéltnisse lassen
sich unter der Annahme
von zwei Isoagglutininen o
und f im Serum wund
zwei agglutinablen Sub-
stanzen A und B in den Blutkorperchen erkliren. So ergibt
sich nach Landsteiner, Dungern und Hirschfeld folgendes
Schema:

'S

= DD GO H>
+ |+
++ |
+4++ |

[

Wenn keines der

Agglutinable s Sera agglutiniert

Blutgruppen . Agglutinine 2g erv,

naclgl ﬁgﬁ Substanzen der dgisg Serums 80 gehdren die Blut-
Blutkérperchen "

korperchen zur

1 A4 B — Gruppe IV; wenn

Iﬁ é z Serum 3 aggluti-

v 2 wip niert, Serum 2 nicht

agglutiniert, so ge-
héren die Blutkor-
perchen zur Gruppe IT; wenn Serum 2 agglutiniert, Serum 3 nicht
agglutiniert, so gehéren die Blutkérperchen zur Gruppe III; wenn
beide Sera agglutinieren, so gehoren die Blutkorperchen zur
Gruppe I.
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Allgemeine Technik der Isoagglutination?.

Bei der makroskopischen Priifung mischt man das Serum
in verschiedenen Verdiinnungen, am besten zu gleichen Teilen
mit einer 5%ig. Blutkoérperchenaufschwemmung und zwar in
kleinen Reagenzglisern oder in Uhrschilchen. Nach einiger Zeit
(meist geniigt % Stunde) kann man die Ausflockung und die
Klirung der Zwischenflissigkeit deutlich erkennen. Bei der
mikroskopischen Untersuchung vermischt man Serum und Blut-
korperchen auf einem Objekttriger mit der Platinése und unter-
sucht im hingenden Tropfen bei schwacher oder mittlerer Ver-
groBerung. Man erkennt so gut, ob die Blutkorperchen in Héuf-
chen liegen, und wieviele nicht agglutiniert sind. Das Befreien
der Blutkorperchen vom eigenen Plasma durch Waschen mit
physiologischer Kochsalzlésung (evtl. unter Zusatz von 1%
Natriumzitrat) ist nach Lattes im allgemeinen unnétig. Zweck-
miBig benutzt man frische Blutkérperchen. Um sie zu konser-
vieren, ist es vorteilhaft, das Blut in kleinen sterilen Kapillaren
aufzubewahren und das kleine Gerinnsel im Moment des Ge-
brauches in physiologische Kochsalzlésung auszublasen, oder
man setzt zu Zitratblut noch Chinosol (Oxychinolinnatrium-
sulfat). Rous und Turner nehmen 3 Teile Blut, 3 Teile iso-
tonische Natriumzitratlosung (3,8%ig.), 5 Teile isotonische
(5,4%ig.) Dextroselosung. So behandelte Blutkorperchen sollen
noch mehrere Wochen zu Transfusionen brauchbar sein.

Die Konzentration des Serums mufl beriicksichtigt werden:
ist sie zu hoch, so kommt es zu nichtspezifischen Haufchenbildun-
gen (Pseudoagglutination, Lattes). Um dies zu vermeiden,
empfiehlt es sich, die Reaktion mit zumindest zwei- bis dreifach
verdiinntem Serum auszufithren. Zu verwerfen sind diejenigen
Verfahren, bei denen zu reinem Serum 1 Tropfen Vollblut zugesetzt
wird. Bei Benutzung von nicht inaktiviertem, steril aufbewahrtem
Serum (24 Stunden bei 37° oder 7—8 Tage bei Zimmertem-
peratur) ist die Gefahr einer Hamolyse (Isolyse) oder einer Pseudo-
agglutination nicht mehr vorhanden. So behandelte Sera, die
man als Testsera in kleinen Flaschen aufhebt, kénnen daher
auch unverdiinnt benutzt werden. Um die Méglichkeit der Auto-
agglutination mit Antikoérperbindung auszuschalten, empfiehlt
es sich, die Testsera bei ihrer Gewinnung einige Zeit bei 0% mit den
roten Blutkorperchen in Kontakt zu lassen?.

1 Nach Lattes: Die Individualitit des Blutes. Ubersetzt von
Schiff, 8. 10ff. Berlin: Julius Springer 1925.
2 Vgl. Lattes: L c. 8. 10.
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Anal&se der Blutgase.

Bestimmung des Sauerstoffs mit der
Ferrizyanidmethode! (Haldane).

Prinzip. Nach Zugabe von Ferrizyankalium zu Oxyhémo-
globin, das vorher durch Hamolyse aus den Blutkérperchen in
Freiheit gesetzt worden ist, wird das Oxyhédmoglobin in Methdmo-
globin verwandelt unter Freisetzung des Sauerstoffes, der
vorher mit dem Hamoglobin verbunden war (vgl. S. 30). Be-
obachtet wird die Druckénderung in einem Manometer, das mit
Nelkenol gefiillt ist und an dem zwei vollkommen gleiche birnen-
férmige GefédBe luftdicht angeschlossen sind. Die Druckdifferenzen
durch Temperatur- und Barometerinderungen wiahrend der Unter-
suchung sind in beiden GefiBen gleich grol und entgegen-
gesetzt und verdndern den Stand des Nelkensls im Manometer
nicht.

Apparatur. Die gewohnlichen Apparate sind zur Analyse
von 1 Occm Blut gebaut. Die genaue Form des Apparates ist

2 aus der Abb. 15b ersichtlich. Die birnenférmigen
Flaschen sind durch ein Manometer verbunden, das
aus einer Kapillare von ca. 1 mm Durchmesser be-
steht. Die Enden kommunizieren durch Dreiweg-
hihne entweder mit der Auflenluft oder mit den Ge-
fiflen. Das Kopfstiick der GefiSe,
das die Verbindung mit dem
Manometer vermittelt, ist in
Abb. 14 wiedergegeben. Im obe-
ren, mit den ,,Birnen‘‘ mittels
Schliffs verbundenen Teil ist ein
kleines, etwa 0,3 ccm Fliissigkeit
fassendes Glasrohr eingeschmol-

Abb.13.  zen. Durch Drehen der Birne

kann je nach der Stellung der
Inhalt des Rohres in die Flasche flieBen oder das Rohr gegen
die Flasche abgeschlossen werden. Die Flaschen, die ungefihr
25 ccm fassen, miissen genau gleichgrol sein..

Der Apparat fiir 0,1 ccm Blut ist in Abb. 15a wiedergegeben.
Der Durchmesser der Manometerkapillare ist hier hdéchstens

1 Haldane: J. Physiol. 25, 295 (1900). — Barcroft und Haldane:
J. Physiol. 28, 232 (1902). — Barcroft: J. Physiol. 87, 12 (1908) und
The Respiratory Function of the Blood. Cambridge 1914.
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0,5 mm. In der Mulde X miissen 0,05 ccm, in Y 0,3 cem Flissig-
keit Platz haben.

Man reinigt den Apparat mit einem Gemisch von Kalium-
bichromat und Schwefelsdure. Man taucht das ganze Rohr in
diese Fliissigkeit, die erwérmt wird, wascht dann mit destilliertem
Wasser griindlich nach und trocknet den Apparat durch Durch-
saugen von warmer mit
Schwefelsdure getrockneter
Luft.

Die Manometer werden
mit chemisch reinem, trok-
kenem Nelkenol gefiillt.
Das Nelkensl darf keine
Verharzung zeigen. Das
spez. Gewicht des Nelken-
ols (das mit dem Pykno-
meter bestimmt werden soll)
liegt bei 1,0381. Das Ein-
tillen des Nelkenols erfolgt
durch eine trichterférmige
Erweiterung des in der
Mitte des Apparates ange- Abb. 15.
brachten Steigrohrs. Man
fiillt so viel Ol ein, daB das Niveau ungefihr auf halber Hohe
der Skala steht, die hinter dem Manometer angebracht ist. Beim
Fiillen des kleinen Apparates fiir 0,1 ccm Blut gibt man mit einer
Kapillarpipette, die man bis zur Verengerung des Rohres in das
Manometerrohr der einen Seite einfiihrt, etwas Nelkenol, wih-
rend der Hahn des anderen Rohres geschlossen ist. Nach Heraus-
ziehen der Pipette 6ffnet man diesen Hahn vorsichtig so weit,
daB das Ol in das Kapillarrohr eintreten kann und gerade noch
die untere Biegung fiillt. Man schlieft den Hahn wieder, ent-
fernt sorgfaltig mit Hilfe von Filterpapier den Uberschufl des
0Ols, das sich noch in dem weiteren Teil befinden sollte. Dann 6ffnet
man den Hahn der anderen Seite wiederum, worauf sich das (1
in beiden Schenkeln verteilt und die Menisken ungefahr in der
Mitte der Skala liegen?.

Zum Fetten der Hihne verwendet man am hesten eine Mischung
von gleichen Teilen von Cera flava und Vaselinum amer., die
geschmolzen miteinander verriihrt werden. (Uber Hahnfett vgl.
auch Prakt. ITI, S. 137).

1 Nach Biochem. Handlexikon 7, 632 bei 1,045—1,070.
2 Vgl. Straub in Abderhaldens Arbeitsmethoden IV/10. S. 218 (1923).
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Die GefaBkonstantel.

Bei einer Gasentwicklung in einem der GefidBe des Apparates
tritt eine Druckdifferenz auf; das Nelkenél in der Kapillare wird
verschoben. Die Menisci des Nelkenols in den Schenkeln des
Manometers zeigen eine Hohendifferenz h, deren GréBe zur Be-
rechnung des Volumens des freigewordenen Gases v dient nach
der Formel:

v=h<%+A>,

in der V das Volumen jeder der Schiittelbirnen und des Verbin-
dungsstiickes bis zum Manometer in Kubikzentimetern, A der
Inhalt der Grundfliche der Kapillare, P der Barometerdruck in
Millimetern Nelkenél sind. Da V, P, A konstante GréBen sind,
kann der Ausdruck in der Klammer als die Konstante des Appara-
tes k bezeichnet werden und die obige Formel wird zu

v="h-k,

d. h. die beim Versuch freigewordene Gasmenge ist durch das
Produkt aus der gefundenen Héhendifferenz 2 und der Konstan-
ten k des Apparates gegeben.

Bei der Bestimmung der Gefdflkonstante bestimmt man fiir
jeden Apparat, welchem Gasvolumen (bei stets gleicher Fiillung
des Apparates) eine Niveaudifferenz des Manometers um -einen
Teilstrich aus der Ruhelage entspricht, oder anders ausgedriickt,
wieviel Millimeter Ausschlag der Entwicklung einer bestimmten
Gasmenge in dem benutzten Apparat entspricht.

Die Konstante muf} fiir beide Gefafle des Apparates gesondert
ermittelt werden. Die Konstante, multipliziert mit der Niveau-
differenz des Manometers, die durch die Gasentwicklung ent-
steht, ergibt die gesuchte Menge Gas, die dann auf 760 mm Hg
und 09 reduziert werden muf32.

Am bequemsten erfolgt diese Bestimmung nach der Vorschrift
von Miinzer und Neumann.

Bestimmung der GefdBkonstante nach Miinzer und
Neumann.

Eine durch Auswigung kontrollierte MeBpipette P, die 1 ccm
groB und in- %100 geteilt ist, wird an den einen Schenkel der

1 Vgl. hierzu Miinzer und Neumann: Biochem. Z. 81, 319 (1917).
2 Nach Wertheimer soll nicht auf Trockenheit reduziert werden.
Biochem. Z. 106, 6 (1920).
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U-férmig gebogenen Kapillare des Apparates durch ein zweimal
rechtwinklig gebogenes Kapillarstiick und durch zwischengeschal-
teten Druckschlauch angeschlossen. Das andere Ende der Pipette P
wird durch Druckschlauch mit dem Niveaurohr N verbunden;
das ganze System wird in ein Wasserbad versenkt. Als Sperr-
fliissigkeit dient Wasser.
Zunéchst 6ffnet man die Hahne 4, B, ¢' und senkt N so weit,
daBl der Meniskus im
unteren Teil von P
steht, damit geniigend
Spielraum nach oben
vorhanden ist. Nach-
dem sich im ganzen
Apparat Atmosphéren-
druck eingestellt hat,
schlieft man die Héhne
A und C'. Der Menis-
kusstand in den bei-
den  Manometerkapil-
laren und derEichpipette
wird notiert. Jetzt hebt
man das Niveaurohr N,
bis im Manometer die
gewiinschte Niveaudiffe-
renz auftritt, schlief3t
Hahn B (bei vorhande-
ner Verbindung des Ma-
nometers mit der Birne)
und senkt das Niveau-
rohr so weit, dafl inihm
und der Eichpipette P
der Wasserstand gleich
hoch ist. Die Differenz
der beiden . Pipettenab-
lesungen vor und nach dem Versuch gibt uns das Volumen des ein-
geprelten Gases unter den herrschenden Druck- und Temperatur-
verhialtnissen, und diese GroBe, dividiert durch den Niveau-
unterschied im Manometer (evtl. korrigiert fiir eine anfangs
bereits vorhandene geringe Hohendifferenz), liefert die Kon-
stante.

1 Bei neueren Apparaten sind 4 und B Dreiwegehihne. Beim
SchlieBen des Hahnes A ist die Verbindung mit dem entsprechenden
birnenformigen Gefal hergestellt.
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Beispiel. Die Birne war mit 5,07 ccm Wasser beschickt worden.
EingepreBtes Luftvolumen

in cmm 106 103 138 174 212 264 294 103 267
Hohenunterschied

in mm 29,8 28,8 389 48,6 60,0 74,8 822 29,1 75,9
k 3,56 3,68 3,565 3,58 3,63 3,63 3,58 3,54 3,52

Mittelwert von k = 3,55.

Die ermittelte Konstante % ist unabhingig von der Tem-
peratur. Sie ist nicht unabhingig von dem Barometerdruck wie
auch vom Birnen.olumen. Bestimmt man jedoch die Konstante
bei verschiedenen Luftdriicken und bei verschiedenen Birnen-
volumina und stellt diese Werte graphisch dar, so lassen sich
die Werte fiir andere Drucke bzw. Volumina leicht interpolieren.

Bei einem spezifischen Gewicht des Nelkenéls von 1,038 entspricht

] P.13,595
einem Luftdruck von P mm Hg ein Druck von {03 Mm Nelkenol.

Bestimmung des Sauerstoffs einer Blutprobe, die mit
Sauerstoff gesdttigt ist.

Prinzip. Ferrizyankalium setzt aus dem Blut in schwach
alkalischer Losung die gleiche Menge Sauerstoff frei, die man aus
ihm beim Evakuieren mit der Gaspumpe gewinnen kann. Nach
Haldane verlauft die Reaktion folgendermaBen:

/9 A0
Hb{ (1) + 4 K Fe (CN), + 4 NaHCO;, = 0, + Hb\o +

+ 4 K,Fe (CN); + 4C0, + 2 H,0

wo Hb( 9 das Oxyhdmoglobin und Hb<{ 0 das Methémoglobin
o No

darstellen?. .

Man wendet defibriniertes oder durch Oxalat oder Hirudin
ungerinnbar gemachtes (vollkommen frisches) Blut an. Dieses muf}
sorgfaltig mit Sauerstoff gesittigt werden. Am besten verfihrt
man dabei so, daB man einige Kubikzentimeter Blut in einem
groeren Kolben durch langsame groBe kreisende Bewegungen
10—15Min. der Luft aussetzt; das Blut verteilt sich in diinner
Schicht an der Kolbenwand und bietet der Luft eine moglichst
groBle Oberfliche.

In beide GefiaBe des Apparates kommen je 2,0 ccm Ammoniak-

1 Vgl. auch Roaf und Smart: Biochem. J. 17, 579 (1923).
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l6sung! (am besten aus einer vor CO, geschiitzten Biirette) und
je 1 ccm defibriniertes Blut, das durch Eintauchen der Pipetten-
spitze unter die Ammoniaklgsung unterschichtet wird2. Man setzt
die Flaschen an die offenen Manometer an und schiittelt — mit Vor-
teil unter Zusatz einer geringen Menge Saponin, bis das Blut hdmo-
lysiert ist. Dann fiillt man mit einer Kapillarpipette 0,2 ccm Ferri-
zyankalium (eine kaltgesdttigte, frisch hergestellte wifrige
Losung K FeCy,, rotes Blutlaugensalz) in das angeschmolzene
Glasrohr3. Der Apparat wird mit den Flaschen mit offenen Hahnen
(Glasschliffe sorgfaltig fetten!) in das Wasserbad gehéngt, wo-
bei die Schiittelbirnen mit dem Kopfstiick vollkommen von
Wasser bedeckt sein miissen. Nach 5 Min. wird der Meniskus
beiderseits abgelesen und die Hidhne werden geschlossen. Hat
sich der Stand der Menisken nach 2 Minuten nicht geéndert, so
war das Temperaturgleichgewicht erreicht. Ist das nicht der Fall,
so 6ffnet man die Hahne und stellt die Menisken wieder ein.

Bleibt die Stellung der Menisken unverdndert, so wird der
Stand notiert; man bringt bei geschlossenen Hahnen die Ferri-
zyanidlosung mit dem Blut in Beriihrung, bei Benutzung des
groBBen Apparates durch entsprechende Drehung des Gefdfles, bei
dem kleinen Apparat durch Umkippen. Man schiittelt etwa
2 Min. lang, und liest nach eingetretener Konstanz beider-
seits den Stand der Menisken ab. Man wiederholt das Schiitteln,
bis zwei aufeinanderfolgende Ablesungen gleich geworden sind.
Die Differenz des Standes der Menisken (unter Beriicksichtigung
etwa vorhandener Differenzen im Stande der Menisken vor dem
Schiitteln) multipliziert man mit der Konstante des Apparates.
Die so ermittelte Gasmenge wird auf Normalverhaltnisse reduziert.
Die Bestimmung wird an dem anderen Gefil des Apparates
wiederholt.

Beispiel nach Straub (L c. S.224).
Stand des Manometers nach Eintritt des Temperaturgleichgewichtes

links rechts Differenz
120 119,5 0,5
nach dem ersten Schiitteln und erreichter Temperaturkonstanz
93 146,5 53,5 4 0,5 = 54

1 4cem konz. Ammoniaklésung vom spez. Gewicht 0,88 in 1 Liter
ausgekochtem dest. Wasser. .

2 Die Pipetten miissen genau kalibriert werden; sie diirfen nicht durch
Ausblasen entleert werden (vgl. S. 332). Die untere Markierung der Pi-
pette soll 2—3 cm iiber dem Pipetten-Ende angebracht sein.

3 In das andere GefiBl kommen 0,2 cem destilliertes Wasser. Bei Ver-
wendung des Apparates fiir 0,1 ccm Blut sind die angewandten Mengen
tiir die Ammoniaklésung 0,2 cem, fiir die Ferrizyankaliumlésung 0,05 ccm
(1 Tropfen), die mit einer Kapillarpipette eingefithrt werden (vgl. Abb. 13).
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Stand des Manometers nach dem zweiten Schiitteln und erreichter Tem-

peraturkonstanz
links rechts Differenz
91 148,5 57,5 4+ 0,56 = 58
nach weiterem Schiitteln usw. :
91 148,5 57,5 4 0,5 = 58

Ist die Konstante K = 3,03, so ist das Volumen des ausgetriebenen Gases
v=1p-K =58.3,03 =176 cmm = 0,176 ccm. Wenn der Barometerstand
755, die Temperatur 15° und das von der Pipette gelieferte Blut 0,96 com
ist, so ist die ,,Sauerstoffkapazitit*

273 755 1
288 760 0,96
d.h. 0,173 com O, fiir 1 cem Blut bei 0° und 760 mm Hg.

Da Blut mit 14% Himoglobin (gleich 100 gesetzt) pro ccm 0,185 cem
0, abgibt, so kann aus der Menge des abgegebenen Sauerstoffs auf den
Hamoglobingehalt des Blutes geschlossen werden, wenn das Blut vorher
mit Sauerstoff gesittigt worden ist. In dem obigen Beispiel wurden pro ccm
Blut 0,173 cem O, (bei 0° und 760 mm Hg) abgegeben. Daraus folgt nach
der Gleichung 185:173 = 100:x ein Hamoglobingehalt von 94,0% bzw.
(da 14% gleich 100 gesetzt werden) 13,16 %.

0,176- = 0,173 ccm,

Bestimmung der prozentualen Sauerstoffsittigung
im Blut.

Die prozentuale Sauerstoffsittigung des Blutes ist das Ver-
hiltnis der Sauerstoffmenge, die das Blut tatsichlich enthilt
(4), zur gesamten Sauerstoffkapazitit (C), multipliziert mit 100.
Die Menge 4 kann direkt bestimmt werden, oder besser, man be-
stimmt die zur vollstindigen Sittigung fehlende Menge B
durch Schiitteln des ungesittigten Blutes im Barcroft-Haldane-
schen Differentialapparat!. Die prozentuale Sittigung des Blutes
ist, da 4 = C' — B, gleich 100 752,

Man bestimmt B, also die zur vollstindigen Sattigung fehlende
O,-Menge, indem man in beiden GefiBen das Blut vorsichtig
unter die Ammoniaklésung (2,0 bzw. 0,2 ccm der oben ange-
gebenen Losung) schichtet. Die Ammoniaklésung schiitzt das Blut
vor Sauerstoffaufnahme. Ferrizyankalium-Spuren diirfen in den
Flaschen nicht vorhanden sein. Das Blut in einem Gefi8 wird durch
Schiitteln hamolysiert, gleichzeitig mit dem Sauerstoff der Luft ge-
séttigt und dann mit dem Manometerrohr verbunden. Das andere Ge-
f48 wird sofort mit dem Schliff des Manometerabsatzes verbunden.
Der Apparat wird dann in das Wasserbad gesetzt, die Konstanz der
Menisken bei offenen Hihnen abgewartet; die Hihne werden dann
so gestellt, dafl die Schiittelbirnen mit dem Manometer verbunden

1 Vgl. Straub: l.c. S.224.
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sind. Nun wird der Apparat kriftig geschiittelt, hierbei wird das
Blut auch im zweiten Gefdl hémolysiert; es nimmt Sauerstoff
aus der Kammer bis zur Sattigung auf; in diesem Schenkel steigt
das Nelkensl. Dann wird C' bestimmt, indem man die Hihne
offnet, in die Analysenflaschen Ferrizyankalium gibt und wie
oben bei der Bestimmung des Sauerstoffes im Blut verfihrt.
War die Differenz des Manometerstandes bei der Bestimmung
von B » mm, bei der Bestimmung von €'« mm, so ist die prozen-
U—v
pany

Wie ersichtlich, tritt in der Rechnung weder die angewandte
Blutmenge, noch eine Barometer- und Temperatur-Korrektur
auf. Es muB3 aber beriicksichtigt werden, dafl auch das Plasma
nicht mit Sauerstoff gesittigt war, und daBl die Temperatur,
bei der das Blut mit Sauerstoff und Stickstoff im Gleichgewicht
war, eine andere ist, als beim Versuch. Die dadurch bedingte
Korrektur veranschaulicht am besten ein Beispiel, das aus dem
Praktikum von Douglas und Priestley hier! wiedergegeben ist:

Das Blut wurde bei 38° mit folgendem Gasgemisch geséttigt: CO, 5,60 %,
0, 4,40%, N, 90,00%, bei normalem Barometerdruck (760 mm Hg) ent-
sprechend einem Partialdruck (unter Berticksichtigung von 49,7 mm Hg
Wasserdampftension) fir CO, von 39,8 mm, fir O, 31,3 mm, fir N,
639,2 mm Hg. Das so bei 38° gesittigte Blut steht im Blutgasapparat
zum SchluB bei der Temperatur des Wasserbades (z. B. 15%) im Gleich-
gewicht mit Sauerstoff und Stickstoff (praktisch) von derselben Kon-
zentration, wie sie in der gewdhnlichen Luft vorhanden ist (CO, wird
bei der vorliegenden Versuchsanordnung ganz gebunden). Bei 15° ist
der Wasserdampfdruck (S. 731) 12,8 mm Hg; bei einem Barometerstand
von 760 mm ist der Partialdruck des Sauerstoffes im Gefa 156 mm
und des Stickstoffs 591 mm. Entsprechend den Loslichkeitskoeffizienten
(S. 62) der betreffenden Gase erhilt man am Ende des Versuches (bei 159)

tuale Sattigung = 100

fiir den gelosten Sauerstoff in 100 cem Blut 0,031 ;%g 100 = 0,63 ccm
. 591
v sy ' Stickstoff ,, 100 ,, 0,016-%- 100 =1,25 ccm.

Die gesamte Menge des gelosten Gases in 100 cem Blut betriagt demnach
1,88 ccm. (Fiir Temperaturen iiber 15° mull das obige Volumen fiir jeden
Temperaturgrad fiir 100 ccm Blut um 0,038 ccm verkleinert werden, fiir jeden
Grad unter 15° um 0,038 ccm vergrdBert werden (zwischen 10° und 20°).

Indem GefdB,indem die Sattigung des Blutes vorsich ging (bei38°), betrigt

31,3

der geloste Sauerstoff in 100 ccm Blut 0,022. 760! 100=0,09 ccm
i
. ,  Stickstoff ,, 100 ,, ,  0,011. 632(’)2 .100=10,93 ccm.

Die gesamte geloste Gasmenge war daher 1,02 cem fiir 100 cem Blut.

1 Human Physiology, Oxford 1924. S. 140.

Rona-Kleinmann, Blut u. Harn. 3
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Es gingen daher fiir 100 ccm Blut beim Schiitteln, um das Blut ganz
mit Sauerstoff zu sattigen, 1,88—1,02 = 0,86 ccm Gas in Losung. Nehmen
wir an, daB bei der Sattigung des Blutes im Apparat die beohachtete
Volumenverminderung fiir 100 ccm Blut 9,70 ccm (auf Normalverhéltnisse
reduziert) betrug, so war die wirkliche, mit dem Himoglobin in Verbindung
tretende Sauerstoffmenge fiir 100 ccm Blut nur 9,70—0,86 ccm = 8,84 cem.
War die Sauerstoffkapazitit des ganz mit Sauerstoff geséittigten Blutes
18,5 cem (bei 760 mm und 0°) fiir 100 ccm Blut, so betrug der Sattigungs-
grad des Himoglobins mit Sauerstoff in der zu untersuchenden Blutprobe

18,5 —8,84
18,5

Stammt das Blut aus einem Tonometer mit 13% Sauerstoffgehalt
oder aus dem Venenblut, so ist es im allgemeinen hinreichend genau,
4% zu der beobachteten Sattigung hinzuzuaddieren. (Straub: 1. c.
S. 226.)

Man beachte, dall bei der Bestimmung der prozentischen
Sauverstoffkapazitit des vollstindig mit Sauerstoff gesattigten
Blutes keine ins Gewicht fallenden Korrekturen fiir die Loslich-
keit des Gases angebracht werden miissen, da das Blut mit einer
Luft von angenihert derselben Zusammensetzung und von der-
selben Temperatur wihrend der ganzen Bestimmung geséttigt ist.

-100 = 52,2%.

Darstellung der Sauerstoff-Dissoziationskurve des
Blutes.

In einem Tonometer (siehe S. 41) wird das Blut im Wasserbad
bei 27—38° mit einem Gasgemisch von stufenweise steigender
0,-Spannung ins Gleichgewicht gebracht. Der Kohlensiure-
und Stickstoffgehalt des Gasgemisches soll moglichst dem der
Alveolarluft entsprechen!. Die aus dem Tonometer entnommene
Blutprobe, wie auch eine, die mit O, gesittigt ist, werden ana-
lysiert. AuBlerdem muf der Gehalt des Tonometergases an Sauer-
stoff durch Gasanalyse (z. B. im Haldaneschen Apparat vgl.
Prakt. IIT) festgestellt werden. So erhdlt man die prozentuale
Sattigung der Blutprobe bei der jeweiligen Sauerstoffspannung
des Gases im Tonometer. Trigt man den prozentualen Sauer-
stoffgehalt des Blutes als Ordinate, die entsprechenden O,-Span-
nungen als Abszisse in einem Koordinatensystem auf, so erhilt
man die Sauerstoff-Dissoziationskurve der untersuchten Blut-
probe.

1 Zusammensetzung der Alveolarluft (bestimmt im Apparat von Hal-
dane. Vgl. Prakt. IIT S. 135) z. B. 5,55% CO,, 14,08% O, 80,37% N,,
Betrug der Barometerdruck z. B. 761 mm Hg, so ist (da der Wasserdampf-
druck bei 37° 47 mm Hg betrigt) der alveolare CO,-Druck 39,6 mm Hg,
der alveolare O,-Druck 100,5 mm Hg (vgl. Douglasund Priestley, S. 29).
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Bestimmung der Differenz des Sauerstoffgehaltes
im arteriellen und im vendsen Blute.

In jede der Schiittelflaschen werden 2,0 (bzw. im kleinen
Apparat 0,2 ccm) Ammoniaklgsung (vgl. S. 31) gegeben. Diese
unterschichtet man in einer Flasche mit 1 cem des arteriellen, in
der anderen mit 1 ccm des venésen Blutes. (Uber die Blutentnahme
siehe 8. 72, 80.) Die Blutproben kommen ohne Beriihrung mit der
Luft in den Apparat. Ferrizyankalium-Spuren diirfen nicht in den
Flaschen vorhanden sein. Die Bestimmung erfolgt, wie oben an-
gegeben (8. 32), nach Eintritt der Temperaturkonstanz. Das an
O, ungesittigte venose Blut nimmt bis zur Sattigung Sauerstoff
aus der Kammerluft auf: das Nelkensl steigt in dem zugehorigen
Manometerschenkel in die Héhe. Durch Multiplikation der Kon-
stanten der Flasche, in der das vendse Blut sich befindet, mit der
Differenz des Meniskusstandes, erhilt man die Differenz im Sauer-
stoffgehalt des arteriellen und des venosen Blutes. Der Wert wird
auf Normalverhiltnisse reduziert.

Arbeitet man unter Versuchsbedingungen, bei denen das arte-
rielle Blut mit Sauerstoff nicht geséttigt ist, so ist das arterielle
und das venose Blut getrennt zu analysieren und die Differenz
im Sauerstoffgehalt durch Subtrahieren der beiden Werte zu er-
mitteln?.

Bestimmung des Kohlensiuregehaltes im Blut.

Die Kohlensdure wird aus dem Blut durch Weinsédure aus-
getrieben, nachdem der Sauerstoff durch Ferrizyankalium entfernt
worden ist.

Ein Fehler, der von dem Kohlensiduregehalt der verwendeten
Losungen herriihrt (vor allem der Ammoniaklgsung), wird da-
durch ausgeschaltet, dall in beide Flaschen des Apparates die-
selben Mengen der betreffenden Losungen eingefiillt werden; dann
heben sich die Drucke, die von den entsprechenden CO,-Mengen
herriihren, bei der Analyse auf. Voraussetzung dabei ist, daf
die Konstanten der beiden Flaschen fast absolut gleich sind.
Bei der Ausfiihrung der CO,-Analyse werden in jede Flasche
des Apparates, 2,0 ccm (bzw. im kleinen Apparat 0,2 cem) méglichst
CO,- freie Ammoniaklosung? gefiillt. Diese wird vorsichtig mit
dem Blut (1,0 cem bzw. 0,1 cem), das unter Paraffin aufgefangen
ist, damit es nicht mit Luft in Beriithrung kommt, unterschichtet.
In die andere Flasche kommt dieselbe Menge destilliertes Wasser,

1 Vgl. Straub: Lec. S.227. 2 Vgl. S. 31.
g*
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das durch Auskochen kohlenséurefrei gemacht ist. Durch Schiit-
teln des GefiBles wird (unter Zugabe von etwas Saponin) sorgfaltig
himolysiert. Dann wird auf beiden Seiten 0,2 cem (bzw. 1 Tropfen)
kaltgesittigte Ferrizyankaliumlosung zugefiigt und unter Schiit-
teln der Sauerstoff vollkommen ausgetrieben. Jetzt werden die
Flaschen mit offenen Hihnen an das Manometer gesetzt (Glas-
schliffe fetten!), in das Rohrchen im Kopfteil des Apparates etwa
0,2 cem 20 %ig. mit kohlensdurefreiem Wasser hergestellte Wein-
sidurelosung gegeben (im kleinen Apparat wird 1 Tropfen der Wein-
sdurelsung in die Mulde getan); nach Eintritt der Temperaturkon-
stanz werden die Hahne geschlossen; wenn die Menisken konstant
eingestellt sind, wird die Weinséure zu der Blutmischung gegeben.
Man schiittelt, um eineklumpige Koagulationzuverhindern, kraftig,
wobei zu beachten ist, dal das Austreiben der Kohlenséure linger
dauert als das des Sauerstoffs und wiederholt das Schiitteln,

bis der Stand der Menisken konstant und die Ab-
_/r lesungen gleich geworden sind.

= Die Niveaudifferenz des Manometers, multipli-

v ziert mit der Konstanten des Apparates (die bei der

/2  gleichen Fiillung der Birne bestimmt wurde), reduziert
auf 00 und 760 mm Hg, gibt den Gehalt des Blutes
an Kohlensdure an. Um die gebundene (Bikarbonat-)
Kohlensduremenge zu erhalten, ist von diesem Wert
die physikalisch absorbierte abzuziehen?.

Fiir die Kohlensdure, die auch nach Zufiigen der
Weinsgure in der Blutlgsung physikalisch absorbiert
bleibt, mufl eine Korrektur angebracht werden. Bei
3 139 betragt diese 1% des beobachteten Kohlensdure-
volumens, 1,065% des auf 0° reduzierten Volumens.
é?? Fiir jeden Grad Temperaturzunahme iiber 13° wird
dieser Wert um 2,5% kleiner?2.

Das Kapillarblut zur CO,-Bestimmung entnimmt man
nach Verzar vorteilhaft mit der in Abb. 17 abgebildeten
Trichterpipette. Diese fiillt man zuerst bis oben mit Hg.
Dann gibt man in den Trichter genau mit der Pipette.

Abb. 17.  @bgemessen 2 cem einer NH,OH-Saponinzitratldsung? oder

soviel wie nétig ist. In dieser Lésung gerinnt und atmet das
Blut nicht. Dann schichtet man dariiber etwa 1 ccm Paraffinél.

1 Vgl. 8. 57.

2 Vgl. Krauss: Lehrbuch der Stoffwechselmethodik. Leipzig: Hirzel
(1928) S.137. Barcroft und Haldane: J. of Physiol. 28, 233 (1902).

8 Vgl. Verzar und Gara: Pfliigers Arch. 183, 235 (1920). (Ammoniak
25 %ig. 2,0 ccm, Natriumzitrat 5,0 g, Saponin 0,5g, dest. Wasser ad
100 ccm.)
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Der Finger wird mit Ather gewaschen, in die Fingerkuppe mit einer
Frankenadel ein Einstich gemacht. Darauf wird der Finger sofort unter
das Ol in die Losung getaucht. Dabei soll der Arm abwarts hingen und
nicht wagerecht gehalten werden. Man kann das Blut vorsichtig mit einem
Glasstdbchen mit der Losung vermischen, damit es gut himolysiert und
nicht sedimentiert. Gewohnlich 148t man etwa 0,3—0,6 ccm Blut zuflieBen.
Jetzt 6ffnet man zuerst den oberen Hahn, dann vorsichtig den unteren und
158t das Hg so lange abflieBen, bis die ganze wafirige Losung zwischen Hg-
und Paraffinol-Meniskus in die Skala fillt. Diese entspricht 4 cem und ist
in 0,05 cem eingeteilt, 148t aber noch 0,01 ccm schitzen. Dann bestimmt
man die Quantitit der Fliissigkeit zwischen den beiden Menisken und
zieht davon, entsprechend der zugesetzten Losung, 2 ccm ab. Die Differenz
ergibt die Blutmenge, die aus dem Finger geflossen ist. Man 14Bt dann
vorsichtig das Hg abflieBen, bis die Blutlssung am Ende der Pipette er-
scheint. Dann nimmt man einen Rezipienten des Gasanalysenapparates,
gibt in diesen, genau gemessen, 1—2ccm Saponinlésung und schichtet
unter diese die Blutlésung, indem man sie so lange zuflieBen 148t, bis das
Paraffinél an der Offnung erscheint. Man weifl dann genau, wieviel Fliissig-
keit man in dem Rezipienten der einen Seite hat und mufl dann auf die
andere Seite genau so viel Wasser und Saponinlésung geben, damit der
Apparat richtig nach dem Kompensationsprinzip funktioniert.

Eine Modifikation der urspriinglichen Methode von Haldane

und Barcroft stammt von Verzir und Vasarhelyil, bei der
die Feststellung der GefdBkonstante unnétig wird. Diese besteht
darin, daB} die eine Seite des Kompensationsapparates durch einen
L -formig gebohrten Vierwegehahn mit einer 0,3 ccm-Pipette ver-
bunden ist, in die aus einem mit ihr U-férmig
verbundenen oben abgeschlossenen Rohr Nel-
kenol hineingepre8t wird, bis die Niveaudiffe-
renz im Manometer wieder ausgeglichen ist.
Die Differenz zwischen dem Stand des Oles
in der Pipette vor und nach dem Versuch
gibt direkt die entwickelten bzw. absorbier-
ten Kubikzentimeter Gas an.

Das Eintreiben des Oles aus der Pipette
geschieht mit Hilfe der rechts angebrachten
Schraube, die eine Gummikappe zusammen-
preBt. Mit der linken Schraube kann man
das Niveau des Oles im Differentialmanometer
so einstellen, wie es am praktischsten ist. Das
Ablesen der drei Skalen geschieht) mit] Hilfe
eines Spiegels. Die Pipette rechts ist unten
und oben durch einen Gummischlauch mit dem
anderen Teil des Apparates verbunden und herausnehmbar. Sie

1 Biochem. Z. 151, 250 (1924).
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muBl genau kalibriert geliefert werden, soll ein Volumen von
0,3 ccm haben und eine Ablesung von 0,001 ccm erlauben.

Prinzipiell wichtig ist, daB die beiden Aufnahmegefife sehr
prizise gleich gearbeitet sind und ein vollstédndig gleiches Volumen
haben. Wertheimer! erginzt die Volumdifferenz der GefidBe
durch Einlegen von Ebonitstiickchen.

Ausfithrung. Der rechte Hahn steht anfangs so L_ In dieser
Lage kann man das Pipettenniveau bei Luftdruck einstellen, was
vor jeder Analyse geschieht. Erwartet man eine Gasbildung,
so ist das Olniveau mit Hilfe der rechten Schraube auf den
oberen Teil der Skala der MeBpipette einzustellen; erwartet man
einen Gasverbrauch, auf den unteren Teil der Skala. Dann wird
der Hahn so "] gedreht und nun das Differentialmanometer bei
Luftdruck eingestellt, indem gleichzeitig auch der linke Hahn
offen ist. Wenn nach 5 Min. im Wasserbade ein Temperaturaus-
gleich eingetreten ist, so wird der linke Hahn zugedreht und der
rechte so ~~ gestellt, daB er in keiner Richtung getffnet ist.
Differentialmanometer und Pipette sind nun abgeschlossen. Dann
werden alle drei Skalen abgelesen und die Analysen durch Schiitteln
bzw. Hinzulassen der notigen Flissigkeiten ausgefiihrt. Das Dif-
ferentialmanometer gibt nun eine Druckdifferenz an. Man dreht
den Hahn jetzt so [, daB Differentialmanometer und Pipette
miteinander verbunden sind, und dreht dann an der rechten
Schraube so lange, bis im Differentialmanometer keine Druck-
differenz (bzw. wenn evtl. anfangs eine solche von 0,5—1 mm
war, wieder dieselbe) vorhanden ist. Man liest nun den Stand des
Nelkenéls an der MeBpipette ab. Die Differenz zwischen der Ab-
lesung vor Anstellung des Versuches und nach dem Versuch
gibt direkt das entwickelte Gasvolumen an.

Der Apparat erfordert keine Bestimmung der Gefaf8konstante.
Bedingung ist nur, daBl man in das Kompensationsgefa genau
so viel Fliissigkeit (Wasser oder Reagens) gibt, dal die Volumina
auf beiden Seiten gleich sind. Ferner mufl die zu untersuchende
Substanz immer in das rechte (der Pipette benachbarte) Gefal
gebracht werden. Das linke dient nur zur Kompensation. Eine
neuere handlichere Form zeigt die Abb. 19.

Eine andere sehr einfache Versuchsanordnung zur Bestimmung des
Sauerstoffes und der Kohlensdure im Blute ist die von Haldane vor-
geschlagene. Gemessen wird dabei wie oben das Volumen des entwickelten
Gases bei konstantem Druck2.

Die Anordnung ist nach der Abbildung aus dem Praktikum von
Douglas und Priestley S. 134 leicht verstindlich (Abb. 20).

1 Biochem. Z. 106, 1 (1920).
2 Dargestellt nach Douglas und_Priestley: 1, c. S. 134.
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Die Befreiung des Blutes von den Gasen erfolgt im Gefal 4, das mit
dem iibrigen Apparat durch einen Druckschlauch mit enger Bohrung ver-
bunden ist. Das Gasvolumen wird in einer Biirette (eine 1 ccm-MeBpipette,
in 0,01 ccm geteilt, die eine Ablesung von
0,001 cem gestattet) abgelesen. Das zweite Ge-
faB B enthilt etwa 2 cem Wasser, damit die
Luft stets mit Wasserdampf gesattigtist,und das
als Thermobarometer dient, um die Temperatur-
schwankungen wihrend des Versuches auszu-
gleichen. Die beiden GefiBe 4 und B (die mit
Klammern festgehalten sind) jedes mittels eines
Dreiweghahnes mit dem Manometer X—Y ver-
bunden, das unten mit dem Niveaurohr.D in Ver-
bindung steht. X, ¥ und D sind zum Teil
mit Wasser (das zur freien Beweglichkeit eine
Spur taurocholsaures Natrium enthilt) gefiillt.

Die Biirette C ist mittels Gummischlauches mit
dem Niveaurohr E verbunden und enthélt eben-
falls Wasser (mit einer Spur Natriumtaurocho-
lat). B Y D bilden, éhnlich wie bei dem Haldane-
Apparat, die Kompensationsvorrichtung. Bei
Beginn der Analyse werden die beiden Wasser-
Menisken in den Rohren X und Y durch
Heben oder Senken des Niveaurohres D auf
eine bestimmte Marke gebracht, wihrend die
Hihne mit der &uBeren Luft kommunizieren.
Die Hahne werden jetzt so gestellt, dafl die
GefiBe A und B nur mit X und Y kommunizieren, von der AuBenluft
somit abgeschlossen sind und die Analyse beginnen kann. Jede Anderung
der Temperatur und des
Barometerdruckes wiéhrend
der Analyse in B und folgen-
der Anderung des Meniskus
in Y kann durch entsprechen-
de Bewegung von D kompen-
siert werden. Gleichzeitig wird
auch in 4 durch X der genau
gleiche kompensatorische
Druck ausgeiibt, wenn der
Meniskus in X mit Hilfe des
Niveaurohres £ genau auf
die Marke gebracht wird.
Werden diese Vorkehrungen
eingehalten, so werden ohne
jede Temperatur- und Druck-
korrektur alle Ablesungen
an der Biirette genau ver-
gleichbar.
Zur Bestimmung der Sauer-
stoffkapazitéit einer (defibrinierten oder mit Natriumoxalat zu 0,1% ver-
setzten) Blutprobe gibt man in A 2 ccm einer 1 %ig. Losung von Na,CO,4
und etwas Saponin und (unter die Karbonatlosung) 2cem Blut, in B
ebensoviel Wasser; die Ferrizyanidlosung (0,25 com) befindet sich in dem
kleinen Behilter (siehe Abb.20). (Zugabe von einer Spur taurocholsaurem
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Natrium zu dieser Losung erleichtert durch Erniedrigung der Oberflachen-
spannung das AusflieBen aus der seitlichen Offnung. Selbstverstindlich kann
die GefaBform, der Behilter fiir das Ferrizyankalium, die Verbindung mit
den Manometerréhren, dhnlich wie im Barcroft-Apparat (s. 0.), ausgefiihrt
werden.) Nach Einstellung des Gleichgewichtes stellt man mit Hilfe der
Niveaurshren die Menisci in X und Y genau auf die Marke ein und liest
den Stand in der Biirette C (etwa bei 0,1 com) méglichst genau ab.
Nachdem, wie oben genau beschrieben, das Blut himolysiert und der
Sauerstoff in Freiheit gesetzt worden ist (man falt das Gefall B am besten
mit einer Tiegelzange und nicht mit den Fingern an, um unnétige Er-
wirmung zu vermeiden) und keine Gasentwicklung mehr zu beobachten
ist, stellt man die Menisci wieder genau auf X und Y ein und liest den
Stand in der Biirette ab. Betrug das Volumen des in Freiheit gesetzten
Sauerstoffs (Ablesung an der Biirette) z. B. 0,392 ccm (Beispiel aus Douglas
und Priestley S.137), das des untersuchtenBlutes 1,95 ccm, ferner die
Temperatur der Biirette 15°, der Barometerstand 750 mm Hg, der Wasser-
dampfdruck bei 15° 12,8 mm Hg, so ist das Volumen der aus 1,95 ccm Blut
in Freiheit gesetzten Menge Sauerstoff unter Normalbedingungen gleich

750 — 12,8 273
760 273 4- 15

100
1,95

0,392.

= 0,361 ccm,

Auf 100 cem Blut kommen 0,361-

760 mm Hg.

Bei der Bestimmung des CO,-Gehaltes des Blutes wird statt der Na-
triumkarbonatlosung eine Ammoniaklésung (s. o. S.31) und nur 1 cocm
Blut angewendet. Fiir die Korrektur, die fiir die Loslichkeit der CO, an-
gebracht werden muB, geben Douglas und Priestley folgendes Beispiel
(L c. S. 143).

Bei 13° ist der Absorptionskoeffizient der CO, in der Fliissigkeit am
Ende der Bestimmung gleich 1,0. Das Volumen des leeren GefdaBiles mit
angesetztem Kork sei 20,5 ccm einschlieBlich der Glasréhre, die durch den
Kork geht. Das Volumen der Fliissigkeit im Gefa betréigt 3 com, der
verfiighare Raum ist daher 20,5-—3,0 = 17,56 ccm. Angenommen, das
beobachtete Volumen der in Freiheit gesetzten CO, betriige 45,9 ccm
(09, 760 mm) fiir 100 ccm Blut. Wenn die Temperatur des Wasserbades
13° betrigt, so ist das wahre Volumen der CO,, die in der Blutprobe ent-
halten ist, unter Beriicksichtigung der in Losung gebliebenen CO,-Menge

nach SchluB der Analyse: 45,9?,(7)’2 = 53,8 ccm fiir 100 ccm Blut, d. h.

17,2% mehr, als ohne Korrektur fiir die Léslichkeit. Um jeden Grad
iiber 13° sinkt die Loslichkeit um etwa 1/, und steigt um ebensoviel fiir
jeden Grad unter 13°. — Bei 15° wiire demnach das richtige Volumen der

= 18,5 ccm Sauerstoff bei 0° und

17,2 — 0,86
100

Allgemeiner ausgedriickt ist das korrigierte Volumen ==

a[1+(k— 1)4840—”QJ

CO, = 45,9 + ( .45,9> — 53,4 com.
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wo a = abgelesenes Volumen,

k= 11/,7— Verhaltnis der beiden Volumina, > 1

1 .
t' =1t — 139 ist.

Das Tonometer.

Das Tonometer ist ein GefiB, in dem das Blut mit Gas-
mischungen bekannter Zusammensetzung in Spannungsgleich-
gewicht gebracht wird. Es hat eine birnenfor-
mige Gestalt, einen Inhalt von etwa 250 —300 ccm
und ist mittels eines Dreiwegehahnes B mit einer
MeBpipette E—C von 0,1—1,0 ccm Inhalt ver-
bunden. Durch G ist diese Pipette mit der AuBen-
luft verbunden, vgl. Abb. 21.

Um die Kohlensiurebindungskurve des
Blutes festzustellen!, wird das Blut mit Gas-
gemischen von verschiedenem CO,-Gehalt ge-
sittigt. Man gibt dazu in das Tonometer, das
Luft enthilt, bei geschlossenem Hahn B 3—4 ccm
des zu untersuchenden Blutes. Die obere Offnung
kann mit einem Gummistopfen verschlossen
werden. Nun fiillt man das Tonometer mit
atmosphérischer Luft, der verschiedene Mengen
CO, zugemischt werden. Die Entnahme der CO,
erfolgt aus einer Gasbiirette (Abb. 22) mit
QuecksilberabschluB, in die die CO, aus einem
Kippschen Apparat? unter Zwischenschaltung
einer mit Sodalosung gefiillten Waschflasche
eingesaugt wird. Die Pipette des Tonometers
wird bei 4 durch einen dickwandigen Gummi-
schlauch mit sehr feinem Lumen gesteckt.

Biirette und Tonometer sind dabei mit Klam-

mern an einem Stativ befestigt. Die Kohlensdure

wird durch 4 in die mit Quecksilber gefiillte Biirette eingesaugt,
dann die Pipette des Tonometers iiber @ mit der CO, der
Biirette ausgespiilt, der Dreiwegehahn B des Tonometers nach
dem Tonometerinnern gestellt und die gewiinschte Menge CO,
aus der Biirette durch starkes Heben von D hineingetrieben. Das
Tonometer wird etwa 10 Min. lang mechanisch oder mit der Hand
im Wasserbad von 37-—38¢ um seine Langsachse gedreht, wobei

1 Vgl. Krauss: 1. ¢. S. 137 ff.
2 Die Kohlensiure wird im Kippschen Apparat aus Marmorstiicken
und Salzsiure (1 Teil konz. Salzsiure, 1 Teil dest. Wasser) entwickelt.



492 Analyse der Blutgase.

sich das Blut mit dem Gasgemisch ins Gleichgewicht setzt. Dann
verbindet man die Auslaufspitze des Tonometers mit einem Queck-
silbermanometer, wihrend das Tonometergefd8 méglichst noch im
Wasserbade bleibt. Durch B wird das Tonometer mit dem Mano-
meter verbunden und die Spannung abgelesen (es ist vorteilhaft,
schon vorher im Manometer durch Hineinblasen oder mit einer
Pumpe einen Uberdruck herzustellen). Nachdem der Uberdruck
im Tonometer festgestellt worden ist, wird das Tonometer aus
dem Wasserbad entfernt. Das mit angewdrmten Tiichern um-
wickelte Tonometer wird bei gesenktem Halsteil durch Drehung
von B kurz mit der AuBlenluft verbunden; hierdurch wird der
Uberdruck ausgeglichen. Man stellt das Tonometer senkrecht,
mit der Auslaufspitze nach unten; das Blut sammelt sich dann
in 4. Die Auslaufspitze C wird auf ein Tuch gestellt; durch ent-
sprechende Drehung von B fiillt sich die MeBpipette E—C.
Dann wird B geschlossen, die Pipette aulen sorgfiltig von Blut
befreit und in die Ammoniaklésung der Schiittelbirne des Barcroft-
Apparates untergetaucht. Die Pipette wird durch Stellen von B
nach @ mit der AuBlenluft verbunden. Das Blut flieBt nur durch
sein Eigengewicht unter die Ammoniaklésung. Den letzten Rest
des Blutes entfernt man aus der Auslaufspitze durch Driicken
eines auf G gesetzten Stiickes Gummischlauch (Krauss I. c.
S. 139).

Um den Kohlensduregehalt des Tonometergasgemisches fest-
zustellen, wird die Auslaufspitze C' des Tonometers in horizon-
taler Lage mit der Biirette des Haldaneapparates! verbunden.
Beim Ubersaugen des Tonometergases in den Analysenapparat
darf kein Blut aus dem Tonometer in den Analysenapparat
flieBen. Deshalb wird das freie Ende der Biirette im Haldane-
apparat mit der Pipette des Tonometers durch einen gebogenen
Glasansatz oder einen langeren Gummischlauch verbunden; das
Tonometer liegt horizontal oder leicht nach unten geneigt.

1 Vgl. Prakt. ITI S.135. Bei der groBen Form des Haldaneapparates
faBt die MeBbiirette etwa 21 ccm, die MeBkapillare hat eine Innenweite
von 3,5mm und einen Inhalt von etwa 6—8ccm; die kleinste Teilung
betragt 0,01 ccm, mit der Lupe kann man bis 0,001 ccm abschéitzen. Der
Fehler der Kohlenséiurebestimmung betrigt etwa 0,0005%, der der Sauer-
stoffbestimmung 0,005—0,01%. — Die MeBbiirette eines kleineren trans-
portablen Apparates faft 10 ccm und die MeBkapillare 3 ccm. Beide Ap-
parate kénnen zur Messung des Kohlensiauregehaltes der Alveolarluft mit
etwa 5,5% CO, benutzt werden, wihrend eine noch kleinere Form mit
einer MeBkapillare von 0,2 ccm Inhalt (Gesamtkapazitidt 20 ccm, Linge der
MeBkapillare 10 cem in 100 Teile = 0,002 ccm geteilt) nur zur Bestimmung
der CO, eingerichtet und zwar zur Analyse der Kohlensiure der atmo-
sphérischen Luft (mit 0,03 Vol.-%) brauchbar ist.
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Der schidliche Raum zwischen dem Hahn des Haldane-
apparates und dem Hahn B des Tonometers wird 2-—3mal mit
dem Gasgemisch des Tonometers, das durch G nach auflen ent-
leert wird, ausgewaschen; dann saugt man das Gas moglichst
bis zur Nullmarke und bestimmt seinen Kohlensiduregehalt.
Oder man treibt mittels des Niveaurohres des Haldaneapparates
das Quecksilber iiber B nach @; dann stellt man B nach dem Tono-
meter, bis einige Tropfen Hg ins Tonometerinnere fallen. Durch
Senken des NiveaugefiafBles wird jetzt das Gas in die MeBbiirette
gesaugt.

LBt man das Blut im Tonometer und fiigt dem Tonometergas-
gemisch weitere CO,-Mengen aus dem Kippapparat zu, so erhilt

man immer héhere Kohlensiure-
spannungen. Der Gesamtdruck
der Gase im Tonometer, multi-
pliziert mit dem Prozentgehalt
Kohlensiure, ergibt die Kohlen-
sdurespannung im Tonometer.
Beispiel (nach Krauss L c.
2 S.139): Uberdruck im Tonometer
60 mm Hg; korrigierter Baro-
meterstand 760 mm Hg. Gesamt-
druck im Tonometer 820 mm Hg.
Gesamtgasdruck daher 820 minus
47 mm Wasserdampfspannung =
773 mm Hg. Die Analyse des Gas-
gemisches ergibt 0,3% CO,. Die
Kohlensdurespannung betrigt da-
0,3
100

Eine andere hiufig benutzte Form des Tonometers ist aus der
Abb. 23 ersichtlich. Das Gefall falt etwa 400 ccm; der Hals
des Gefalles 10—15 ccm. Von den beiden durch den Gummi-
stopfen fithrenden Glasréhren (mit 2 mm Innendurchmesser)
reicht die eine ziemlich tief in das Gefd, die andere endet
gerade unter dem Stopfen. Man gibt etwa 6—10 ccm Blut in das
Gefall, das mit dem gewiinschten Gas gefiillt ist. Will man die
Oxyhamoglobin-Dissoziationskurve herstellen, so fiillt man die
Flasche aus einer Stickstoffbombe in raschem Strom mit N,
und verschlieBt sie mit dem Stopfen, unmittelbar nachdem
das Zuleitungsrohr herausgezogen worden ist. Man entnimmt
ungefihr die gewiinschte Menge Sauerstoff aus einer Gasbiirette,
die oben mit einem Hahn, unten mit einem Verbindungs-

Abb. 22. her 773 -

= 23,2 mm Hg. Abb. 23.



44 Bestimmung der Alkalireserve des Blutes.

schlauch und Quecksilberreservoir versehen ist und mit einer
der den Stopfen des Tonometers durchbohrenden Glasréhre
verbunden wird. (Zu beachten ist, daB Stickstoff stets etwas
Sauerstoff — manchmal bis 2% — enthéilt. Will man das Blut bei
sehr niedrigen Sauerstoffdrucken sittigen, so wende man reinen
Wasserstoff statt des kéuflichen Stickstoffs anl.) Um den Uber-
druck in der Flasche nach Zufuhr des Sauerstoffs (oder von Sauer-
stoff und CO,) aufzuheben, liftet man den einen Quetschhahn
fiir einen Augenblick. Nach der Séttigung des Blutes im Wasser-
bad bei 37 —389 und Feststellung des Gasdruckes (siehe oben) wird
die Probe zur Gasanalyse durch das lingere Glasrohr entnommen.
Dann steckt man das untere Ende einer 2 ccm-Pipette in den
Gummischlauch (nachdem man ihn abgetrocknet hat), der an dem
kiirzeren Glasrohr angebracht ist. Man entfernt den Quetsch-
hahn von dem ldngeren Rohr, 6ffnet den Quetschhahn an dem
Schlauch, an dem die Pipette befestigt ist, und hilt die Pipette
mit leichter Neigung nach unten. Die Pipette fiillt sich nun mit
Blut, von dem eine geeignete Menge gleich in den Blut-Gas-
Apparat iiberfithrt werden kann.

Bestimmung der Alkalireserve des Blutes2

Die Menge des Bikarbonats im Plasma ist ein MaB seines
zur Neutralisierung der Kohlensdure verfiigharen Alkalis. Das
Volumen CO, in gebundener Form (Bikarbonat-CO,), das in
100 Vol. Plasma vorhanden ist, wird als Alkalireserve bezeichnet.
Diese wird bestimmt, indem man dieVolumen-ProzenteCO, feststellt.
die aus dem Plasma bei Sdurebehandlung gewonnen werden,
das man vorher mit einem Gasgemisch ins Gleichgewicht gebracht
hat, das CO, von 40 mm Hg-Druck enthilt (etwa dem CO,-Ge-
halt der Alveolarluft entsprechend). ‘

Blutentnahme fiir die Bestimmung der Alkalireserves.

Eine lingere Stauung des Blutes ist zu vermeiden. Man entfernt die
Aderpresse, die um den Arm gelegt wird, sobald die Nadel in die Vene
eingedrungen ist. Unmittelbar nach der Entnahme wird das Blut zur
Verhinderung der Gerinnung mit Kaliumoxalat und zur Verhinderung
der Milchsdurebildung mit Fluornatrium vermischt. Man benutzt pro

1 Loslichkeitskoeffizient des Wasserstoffes im Plasma: 0,019 bei 15°
und 0,017 bei 38°%, im Blut 0,018 bei 15° und 0,016 bei 38°.

2 Vgl. van Slyke jn Abderhaldens Arbeitsmethoden IV/4, S. 1245
(1926). :

3 Nach van Slyke in Abderhalden IV/4, 1245.



Bestimmung der Alkalireserve des Blutes. 45

cem Blut 2 mg Oxalat und 1 mg NaF. Man stellt eine Losung her, die
5g NaF und 10 g Kaliumoxalat in 100 ccm der Losung enthilt, und fiigt
tropfenweise 1 n HCl zu, bis die Losung gegen Methylrot sauer reagiert.
(Die Titration ist getrennt an 1 oder 2 ccm der Losung auszufiihren. Der
Indikator darf nicht zur Hauptlosung hinzugefiigt werden.) Die Lésung
wird durch Kochen oder durch Luftdurchleitung von evtl. vorhandener
CO, befreit. Dann fiigt man 1n NaOH bis 7,1—7,4 pH hinzu. (Indikator
Phenolsulfophthalein (Phenolrot).) Diese Oxalatfluoridlésung (0,02 cem zu
jedem ccm entnommenen Blutes) wird in das Réhrchen, das zur Aufnahme
des Blutes dient, gegeben; die Losung wird umgeschwenkt, um die Gef4f-
wandung zu benetzen und kann dort eintrocknen.

Sattigung des Blutes mit Luft von 40 mm CO,-
Tension.

Um das Blut mit Kohlenséure zu séttigen, verfahrt man wie
folgt!: Ein Zylinder, der an beiden Enden verengt ist (siche Abb.24),
wird mittels eines Schlauch-
stiicks am unteren Ende mit
einem kleinen Zentrifugier-
rohrchen verbunden, das
nur gerade so grof ist, um
das Blut fassen zu konnen.

Der Zylinder soll minde-
stens das 50 fache des Zen-
trifugierr6hrchens fassen.
Entsprechende Grofen sind
500 bzw. 10 cem. Man fiigt
Oxalat und Fluorid zur
Blutprobe, gibt sie in das
Rohrchen und isoliert sie
vom Hauptzylinder durch
SchlieBen des Quetschhahns an ‘der Schlauchverbindung. Man
schlie3t das obere Ende des Zylinders mit einem Stopfen mit Glas-
hahn und stellt den Zylinder in ein Wasserbad von 38°. Das Gefi3
wird mit einer Wasserstrahlpumpe evakuiert, bis das Quecksilber
in E sich konstant (z. B. auf 700mm) eingestellt hat. Der zur
Pumpe fithrende Hahn J wird dann geschlossen, das Manometer
einige Sekunden beobachtet, um sicher jede Undichtigkeit aus-
zuschlieBen. Dann 6ffnet man den CO,-Hahn F vorsichtig und 148t
aus einem Kippschen Apparat trockene CO, einstrémen (die
Kohlensdure wird in einer Wasservorlage gewaschen und in einer
zweiten Vorlage mit konzentrierter Schwefelsdure getrocknet),

1 Vgl. auch Fredericia: J. of biol. Chem. 42, 245 (1920).
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bis das Quecksilber 40,5 mm gefallen ist. Die {iiberschiissigen
0,5 mm Quecksilbergefille dienen zur Korrektur fir das Steigen
des Quecksilbers in der Flasche am Boden des Manometerrohres.
Dann schlieft man den CO,-Hahn F' und 6ffnet den Lufthahn H,
bis der atmosphérische Druck im Apparat ausgeglichen ist. Man
schliet dann den Hahn an der Zylinderspitze D, 6ffnet den Quetsch-
hahn ¢ am Boden, dreht den Zylinder und 1a8t so das Blut aus
dem Rohrchen hineinflieBen. Der Zylinder wird (nachdem er
aus der Verbindung mit dem Rohrensystem gelost worden
ist) 10 Min. im Bad gedreht und dann in aufrechte Lage
zuriickgebracht, damit sich das Blut im Zentrifugierréhrchen
sammelt. Man 146t das Réhrchen im Bad, schlieBt den Quetsch-
hahn wieder und trennt das Zentrifugierrohrchen vom Zylinder
durch Abschneiden des Schlauchstiickchens iiber dem Quetsch-
hahn. Nun kann man das Blut zentrifugieren, ohne dafl es mit der
Atmosphére in Berithrung kommt. Entweder 146t man das ab-
geklemmte Schlauchstiickchen wiahrend des Zentrifugierens in
der Lage, oder man bedeckt das Blut mit einer Schicht leicht
schmelzenden Paraffins.

Ein fir klinische Zwecke ausreichend genaues Verfahren zur
Sattigung des Blutes mit der gewiinschten Kohlensdurespannung
istdasfolgende (Abb.25) : In einen durch Gummistopfen F verschliel3-
baren Scheidetrichter 4 von 300 ccm Inhalt kommen ca. 3 cem
des mit NaF und Kaliumoxalat versehenen Vollbluts. Das untere
Ende wird durch ein Schlauchstiick mit einem Glasrohr verbun-
den, das in ein mit Glasperlen gefiilltes Pulverglas B durch einen
Gummistopfen gefiihrt wird; ein anderes Glasrohr d wird bis auf
den Boden gefiihrt. Bei gedffnetem Hahn g wird nach gewéhnlicher
Einatmung tief nach d ausgeatmet. (Der Wasserdampf der Aus-
atmungsluft wird dabei an den trockenen Glasperlen kondensiert
und gelangt nicht in den Scheidetrichter.) Kurz vor dem Ende

der tiefen Exspiration
wird der Gummistop-
fen F' auf den Scheide-
trichter fest aufgesetzt
und der Hahn geschlos-
sen. Dies wird noch
etwa zweimal wieder-
holt. Bei geschlosse-
nem Hahn ¢ wird die
Verbindung zwischen
‘A und B gelost. Durch langsames Drehen des Scheidetrichters ver-
teilt man das Blut auf einer moglichst groBlen Oberfliche des
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Scheidetrichters; die Séattigungstemperatur ist etwa gleich der
Zimmertemperatur 1.

Der Bikarbonatgehalt des Plasmas kann entweder
durch Titration oder durch gasometrische Messung des gesamten
CO, (NaHCO, + H,CO;) bestimmt werden. Nach Subtraktion
der geldsten (freien) H,CO,;, die mit dem 40 mm CO,-Druck der
Atmosphére im Gleichgewicht ist, erhélt man den Wert fiir das
NaHCO,.

Bestimmung des Bikarbonatgehaltes des Plasmas
mittels Titration2.

Das Prinzip der Methode beruht auf der Messung der zur
Uberfiithrung des Plasma-NaHCO, in NaCl erforderlichen Menge
HCIL. Der pH muB am Ende der Titration derselbe sein wie im
urspriinglichen Plasma, um zu verhindern, da andere Puffer als
Bikarbonat an der Reaktion beteiligt sind. Bei einem konstanten
pH bindet jeder Saurepuffer Alkali im selben Verhaltnis ent-
sprechend der Gleichung HA/BA = H|K, wo HA die schwache
Saure, BA das Alkalisalz dieser Sdure (in molaren Konzentra-
tionen), H die Wasserstoffionenkonzentration und K die Dissozia-
tionskonstante der schwachen Saure bedeutet. Folglich bindet jeder
Puffer am Ende der Titration dieselbe Menge Alkali wie zu Beginn
mit Ausnahme der H,CO,, die infolge ihrer Fliichtigkeit entfernt
worden ist.

Das Plasma wird mit einem UberschuB von 0,01 n HCl versetzt,
von CO, befreit und dann bis zum urspriinglichen pH mit einer
0,01n NaOH zuriicktitriert. Um diesen Endpunkt anzuzeigen,
wird als Vergleichslgsung eine andere Portion Plasma unter
Vermeidung eines CO,-Verlustes auf dasselbe Volumen verdiinnt
und dieselbe Menge Indikator hinzugefiigt.

Herstellung der Standardplasmasalzlésung. 35 Tropfen einer
0,03 % ig. Phenolrotlésung werden zu 100 cem einer 0,9 % ig. NaCl-Lésung
gegeben, die mit redestilliertem Wasser frisch bereitet worden ist. Man
fiigt 2—4Tropfen einer 0,01 n NaOH hinzu, die ausreichen, um diese Losung
auf einen pH von ca. 7,4 zu bringen. 20 ccm dieser NaCl-Losung werden
in ein Reagenzglas (Durchmesser ca. 20 mm) gegeben. Dann schichtet

man eine ca. 1 cm dicke Schicht von Paraffinsl auf die Losung. Das
das Plasma enthaltende Zentrifugierrohrchen, das bis dahin sorgfiltig

1 Eine Abweichung von 0,5% im CO,-Gehalt der Exspirationsluft
macht einen Unterschied von nur etwa 1 Vol.-% gebundener Kohlenséiure
aus. Vgl. Krauss: l.c. S. 145.

2 Nach van Slyke: L.c. S. 1249.
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vor Luftzutritt bewahrt wurde, wird nun ge6ffnet und eine 1 ccm-Pipette
mit dem Plasma gefiillt. Dieses wird nun in die Salzldsung unter dem
Ol gegeben. Dazu braucht man eine Pipette mit zwei Marken, deren untere
sich mehrere Zentimeter iiber der Spitze befinden mufl. Plasma und Salz-
lésung werden vorsichtig mit einem kleinen Riihrer umgeriihrt.

Darstellung der 0,01 n NaOH-Lésung. Diese Losung mufl so frei
wie moglich von Karbonat sein?.

Natriumhydroxyd wird in gleichen Gewichtsteilen Wasser gelost, wo-
bei die Losung in einer verschlossenen Flasche stehen muf, bis sich das
in dem starken Alkali unlésliche Karbonat zu Boden gesetzt hat. 5,56 ccem
dieser Losung werden zu 11 mit COyfreiem Wasser verdiinnt, um eine
anndhernd 0,1 n Losung zu erhalten. Diese Losung wird durch Titration
gegen 0,1n Siure eingestellt und in einer oben paraffinierten Flasche auf-
bewahrt, um sie vor atmosphirischer CO, zu schiitzen. Man verdiinnt
10 cem dieser Losung mit neutraler 0,9 %ig. NaCl-Losung auf 100 ccm,
um die bei der Serumtitration erforderliche Standard-NaOH herzustellen.
Die 0,01 n Losung muB am gleichen Tag, an dem man sie hergestellt hat,
benutzt und stéindig vor atmosphérischer CO, geschiitzt werden.

Die 0,01 n NaOH wird folgenderweise auf Karbonat geprift: man
gibt 5 cem der 0,01 n HCl mit 4,5 ccm der 0,01 n NaOH und 7 Tropfen der
0,03 % ig. Phenolrotlésung zusammen, schiittelt 1 Min., um die CO, ent-
weichen zu lassen, iiberfithrt dann die Mischung mit 10 ccm Wasser in
ein Reagenzglas und titriert auf einen pH von 7,4. Eine Kontrolltitration
filhrt man ebenso aus, nur darf hierbei die CO, nicht entweichen; die
0,01n HCl und 10 cem Wasser werden direkt in das Réhrchen fiir die
Titration gebracht. Die Differenz zwischen zwei Titrationen soll 0,2 cem
der 0,01 n NaOH nicht iiberschreiten.

Ausfiihrung. 1cem Plasma wird in einen 100 ccm-Rundkolben
iiberfiihrt, 5cem der 0,01 n HCI werden hinzugetiigt. (Die 0,01 n HCI
wird durch Verdiinnen von 1 Vol. 0,1 n HCl auf 10 Vol. mit neu-
traler 0,9%ig. NaCl-Losung hergestellt. Man benutzt diese Salz-
l6sung statt Wasser, um eine Globulinausscheidung zu verhiiten.)
Man schwenkt die Mischung 1 Min. oder linger, um die CO, daraus
zu entfernen, wobei sich die Fliissigkeit in diinner Schicht an der
Wandung des Kolbens ausbreitet. Die Losung wird dann in das
andere Reagenzglas von gleichem inneren Durchmesser wie fiir die
Vergleichslésung gegossen und die Wandung des Kolbens mit
10 cem einer neutralen CO,-freien 0,9 %ig. NaCl-Losung abgespiilt.
Die 10 ccm der Salzldsung werden in 3 Teilen hinzugefiigt; jeder
Teil wird an der Wandung entlang gespiilt und in das Reagenzglas
iibergefiihrt. SchlieSlich werden 7 Tropfen der 0,03 %ig. Phenol-
rotlssung zu der Mischung im Reagenzglas gegeben und 0,01n
NaOH aus der Mikrobiirette hinzugefiigt, bis die Farbe im
Reagenzglas der des oben beschriebenen Vergleichsréhrchens
gleich ist. Ist der Endpunkt erreicht, so wird so viel 0,9%ig.
NaCl-Losung hinzugefiigt, bis das Volumen der titrierten Losung
dem der Vergleichslosung entspricht.

1 van Slyke: Lec. S.1251.
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Berechnung des Bikarbonatgehaltes aus der Titration.

Die Menge der bei der Titration verbrauchten cem 0,01 n HCI,
d. h. die Differenz zwischen der hinzugefiigten HCl und der bei der

Titration verbrauchten NaOH wird mit % = 10 multipliziert®.

Millimole NaHCOj, pro Liter =10 - (¢cm 0,01 n HCl —cem 0,01 n
NaOH).

Manometrische Bestimmung der Alkalireserve nach
van Slyke2

Prinzip. DieKohlensiure, die ausdem Bikarbonat durch Siure-
zusatz und Evakuieren in Freiheit gesetzt worden ist, wird auf ein
bestimmtes Volumen gebracht und der Druck,
der von diesem Gasvolumen auf ein Queck-
silbermanometer ausgeiibt wird, abgelesen.

Der Apparat (Abb. 26) besteht aus einer
kurzen Pipette, die durch einen Hahn gegen den
oberen Teil des Apparates abgeschlossen ist;
der untere Teil steht mit einem Glasrohr in
Verbindung. Diese Verbindung ist durch eine
besondere Quecksilberdichtung gegen das
Eindringen von atmosphérischer Luft ge-
schiitzt (Abb. 28). Das Glasrohr ist von 4 mm
Innenweite und 800 mm Linge; es biegt dann
rechtwinklig ab und steht mit einer Nivellier-
birne und einem Quecksilbermanometer, das
am oberen Ende entweder offen (Abb.27) oder
geschlossen sein kann, in Verbindung. Die
Pipette ist an zwei Punkten zur Einstellung
von ¢ cem Gas fiir die Druckmessung und
A cem  Gesamtvolumen markiert (siehe
Abb. 27 u. 28).

Man bringt bei der Analyse die Blutprobe
in dem Raum tiber dem Quecksilber mit der
Sdure zusammen; die gebundene CO, wird Abb. 26,
dadurch in Freiheit gesetzt. Durch Senken der
Nivellierbirne wird ein Toricellisches Vakuum hergestellt; man
schiittelt das angesduerte Blut 2 Min. lang, um die Gase der

! Die fiir 1cem verbrauchten cem 0,01 n HCl werden (um den Aqui-
valentbetrag fiir 11 zu bekommen) mit 1000 multipliziert und wegen Um-
rechnung von 0,01 n auf 1n durch 100 dividiert.

2 van Slyke: 1. c.1252.

Rona-Kleinmann, Blut u. Harn. 4
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Fliissigkeit zu entziehen. Nach Eintritt von Quecksilber durch Hahn
e wird das Gasvolumen auf @ ccm reduziert und der Druck p,

Abb. 28.
Der Extraktionsraum.

Abb. 27,

am Manometer abgelesen. Die
Gase werden dann entweder
herausgelassen oder durch ge-
eignete Reagentien absorbiert,
und die Ablesung des Druckes
P, wird bei demselben Volumen
wie vorhin ausgefiihrt. Der
Partialdruck P des Gases bei

‘@ ccm Volumen ist dann P=gp,

~— p, mm Quecksilber, aus dem
das Gasvolumen bei 0° und
760 mm berechnet werden kann.
Bei der Manometerrohre braucht
man keine Korrekturen fiir
Dampftension und Kapillar-
attraktion anzubringen, da diese
Faktoren bei beiden Ablesungen
die gleichen sind. Vorausset-
zung ist, daB die Temperatur im

Apparat wihrend der p,- und p,-Ablesungen die gleiche ist, was
in der kurzen Zeit der Bestimmung (1—4 Min.) auch der Fall ist.
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Auch der Barometerdruck kann in dieser Zeit als konstant an-
genommen werden.

Fir Analysen von 1cem Blut zweckmifBige GroBen sind
A =50, a = 2, § (Gesamtfliissigkeit) = 3,5 — 7,0 ccm (Abb. 27).
Bei 209 geben 0,01 cem Gas unter diesen Bedingungen einen Ab-
lesewert von P = 3,9 mm. Fiir sehr kleine Betriige ist es ratsam, eine
Marke abei0,5cem anzubringen. Bei diesemVolumen zeigen 0,01 cem
Gas ungeféihr 16 mm Druck. Der Hahn d dient zum Herauslassen
der Luft, die allmahlich durch das mit der
Nivellierbirnein Verbindungstehende Schlauch-
stlick diffundiert und sich unter diesem Hahn
ansammelt.

Das offene Manometerrohr hat einen
inneren Durchmesser von 4 mm
und ist oben kugelformig er-
weitert. Hierdurch wird ein
Quecksilberverlust verhindert,
wenn die Nivellierbirne hoch-
gehoben wird, um Lésungen aus
dem Reaktionsraum zu entfer-
nen. Am Grunde ist es verengt
(sieche Abb. 27), um das Hin-
und Herschwanken des Queck-
silbers zwischen dem Manometer
und dem Reaktionsraum zu ver-
hindern, wenn Hahn e geschlos-
sen ist. Sonst wiirde zu leicht
Fliissigkeit aus der Gaskam-
mer in das Manometerrohr ge-
langen.

Geschlossenes  Mano-
meterrohr. Statt an der Spitze
in einer offenen Kugel zu enden, kann das Manometer an der Spitze
auch durch einen Hahn geschlossen werden (siehe Abb.29). Vor
Benutzung des Manometers wird die Luft ausgetrieben, so daB
auf der Quecksilberoberfliche in der Rohre kein atmosphérischer
Druck lastet. Die Ablesungsstelle befindet sich daher ungefihr
800 mm hoher als beim offenen Manometer.

Abb. 29.

Abb. 30.

Wenn das Quecksilber zuriickflieBt, dringen Feuchtigkeitsspuren vom
Reaktionsraum her in das geschlossene Manometer. Um den Wasserdampf
zu absorbieren, gibt man 2—3 Tropfen konz. Schwefelsdure durch den
Hahn an der Spitze und 1a8t sie ca. 10 cm im Rohr hinabflieBen. Dann

4*
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1aBt man das Quecksilber durch den Hahn steigen, das genug Schwefel-
siure zuriickliBt, um das obere Ende des Manometerrohrs zu benetzen,
aber nicht genug, um herabzuflieBen und die Ablesungen des Quecksilber-
meniskus zu stéren®.

Zur Abmessung der Plasmaproben gebraucht man 1 cem-Ostwald-
Pipetten mit dickwandigen Kapillaren, die kalibriert und vorteilhaft mit
einem Hahn versehen sind (Abb. 30). Die Pipette wird mit einer Gummi-
spitze versehen, die man herstellt, indem man von einem Gummischlauch
von 1 oder 2 mm Innenweite und 2 oder 3 mm Wandstirke einen Ring
von etwa 1cm Breite abschneidet (Poulton). Man spitzt den Ring an
einem Ende durch Abreiben der #uBeren Kante mit Sandpapier oder
Schmirgelstein zu, so daB er in den Boden des Aufsatzes des Gasanalysen-
apparates paft (s. Abb. 30). Die Blutprobe wird aus der Pipette direkt
in den Apparat gegeben.

Ausfiithrung? Nachdem der Apparat mit verdiinnter Milch-
sdure gereinigt worden ist, wird 1 Tropfen Oktylalkohol in
die Kapillare iiber dem Hahn b (Abb.27) gegeben; dann gibt man
fiir jeden cem Blut oder Plasma, der zugefiigt werden soll, 2,3 ccm
CO,-freies (ausgekochtes) Wasser in den Aufsatz. Hahn b ist
geschlossen, wihrend e offen ist und die Nivellierbirne auf dem
in Abb. 27 gezeigten Niveau steht. Die Blutprobe wird unter
der Wasserschicht im Aufsatz aus der Pipette zugegeben. Be-
nutzt man eine gewoéhnliche Pipette, so erfolgt die Zugabe so,
daB sich die Pipettenspitze am Boden des Aufsatzes befindet und
der Hahn b wihrend der Zugabe teilweise gedfinet wird, so daBl
der groBte Teil des Blutes direkt durch b in die unterhalb befind-
liche Kammer flieBt und sich nur ein ganz geringer Betrag im
Aufsatz sammelt, um mit dem Wasser in die Kammer gespiilt
zu werden. Zuletzt fiigh man 0,2 ccm CO, freier n-Milchsiure
pro ccm Blut oder Plasma in die Kammer. Der VerschluBhahn b
wird mit 1 Tropfen Quecksilber gedichtet.

Um das Kohlendioxyd in Freiheit zu setzen, senkt man die
Nivellierbirne, bis die Oberfliche des Quecksilbers (nicht des
Wassers) bis zur Marke 4 (50) am Grunde der Kammer gefallen
ist. Der VerschluBhahn e wird dann geschlossen und das Reaktions-
gemisch 2 Min. geschiittelt.

- Um den Druck des Gesamtgases zu messen, stellt man das
Quecksilber nach vorsichtigem Offnen des Hahnes e auf die Marke 2.
Auf diese Weise wird das Gasvolumen der Analysenpipette auf
2 cem gebracht. Die Einstellung muB8 sehr genau erfolgen (vgl. S.54).
Nahert man sich der Marke 2, so ist es vorteilhaft, den Hahn e zu
schlieBen und die endgiiltige Einstellung mit einer Feinregulierung,
die am FuBende des Apparates angebracht werden kann, vorzu-
nehmen. Geht man trotzdem fehl, so wird das Vakuum wieder her-

1 van Slyke: 1. c. S.1256. 2 van Slyke: L c. S.1259.
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gestellt, 1 Min. geschiittelt und von neuem eingestellt. Nach der Ein-
stellung auf Marke 2 liest man bei geschlossenem Hahn e die Héhe der
Quecksilbersdule (p; mm) ab. Die Temperatur des Wasserbades
und der Barometerstand werden notiert.

Zur Absorption der Kohlensdure tréigt man 0,2 com einer
20%ig. Natronlauge in den Aufsatz des Apparates ein und 148t sie
unter leichtem negativen Druck in die Kammer flieBen. Die Kohlen-
siure wird durch das starke Alkali in einigen Sekunden absorbiert.

Wenn das CO, vollsténdig absorbiert ist, gibt man einige Trop-
fen Quecksilber aus dem Aufsatz in den Gasraum, um die Alkali-
I6sung unter dem Hahn zu entfernen, (148t aber 1 Tropfen Queck-
silber im Aufsatz), und senkt die Losung in der Kammer, bis ihr
Meniskus ein klein wenig unterhalb der a-Marke steht. Man
bringt die Nivellierbirne in die Stellung (wie in Abb. 27) zuriick,
1aBt das Quecksilber bei wenig gedffnetem Hahn e wieder ein-
flieBen, bis der Meniskus der Fliissigkeit wieder an der Marke a
eingestellt ist, und notiert die Ablesung p, mm am Manometer.
(Temperatur und Barometerstand werden kontrolliert, ob sie seit
der ersten Ablesung unverdndert geblieben sind.)

Der CO,-Druck Py, ist

Pr—Pa—C

Die Korrektur ¢ hat folgende Bedeutung: Die Einfiihrung der absor-
bierenden Loésung vermehrt das Fliissigkeitsvolumen iiber dem Queck-
silber und verursacht ein Sinken des Hg-Meniskus in der Kammer und im
Manometer. Daher muf} bei der p,-Bestimmung eine Korrektur angebracht
werden, die durch eine Leerbestimmung ermittelt wird, bei der S ccm Wasser
mit 2—3 Tropfen 1n NaOH alkalisch gemacht, im Apparat extrahiert und
p, und p, vor und nach Zugabe derselben Menge Alkali abgelesen werden,
wie bei der richtigen Bestimmung angewendet worden ist.

Es ist Py — Py = C.

Wenn die endgiiltige Ablesung nach Entfernung des Gases und nicht
nach der Absorption desselben erfolgt, so fallt die Korrektur ¢ natiirlich
fort. Alle Lésungen miissen sehr genau abgemessen werden, so daB § nur
innerhalb 0,05 ccm ' variiert. Es muB8 auch geniigend Zeit verstreichen,
bis sich das Gleichgewicht eingestellt hat.

Um den CO,-Gehalt des Blutes oder des Plasmas in Volum-
prozenten oder in Millimolen pro Liter zu erhalten, multipliziert
man den beobachteten CO,-Wert in mm Hg mit dem Faktor aus
Tabelle S. 57, der der Temperatur der Beobachtung entspricht.

Benutzt man (bei der Analyse des Gesamtblutes) 1nNaOH (von der
1 ccm in die Kammer gegeben wird), so muB die Losung gasfrei gemacht
werden. Zur Darstellung von gasfreiem Alkali werden 25—30 ccm 1nNaOH
in der Extraktionskammer von Gas befreit und unter Ol in ein Reservoir
(vgl. Abb. 31 und 32) iibertragen. Die Losung ist tiglich zu erneuern.
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“ Vor jeder neuen Bestimmung soll der Apparat auch auf eventuelle
Undichtigkeit gepriift werden. Die Priifung geschieht folgendermafen:
Man schiittelt eine dem Volumen der Untersuchungsfliissigkeit S ent-
sprechende Menge Wasser 2 Min. in dem Apparat, um die darin geloste
Luft auszutreiben, und liest den Druck ab, wihrend das Gas auf a
Volumen steht. Das Schiitteln und Ablesen wird wiederholt. Wenn die

1 Der Apparat laBt sich leicht nach folgender Methode reinigen.
Man setzt auf die Offnung (durch die das Blut, die Milchséure usw. einge-
fiihrt wurden) einen Gummistopfen, durch den ein Glasrohr mit einem
lingeren Schlauch geht. Der Schlauch endet in einem Gefial mit ammoniak-
haltigem bzw. spiter mit destilliertem Wasser. An die nach unten gebogene
seitliche Offnung wird direkt ein Schlauch gesetzt, der in einen leeren
Topf taucht. Durch Heben und Senken des Hg-Niveaus und entsprechendes
Drehen des Zweiweghahnes kann man abwechselnd die Spiilfliissigkeit in
den Apparat saugen und wieder hinausbeférdern.
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am Thermometer des Wassermantels abgelesene Temperatur konstant
bleibt, so dafl sich der Dampfdruck nicht &ndert, miissen die 1. und
2. Ablesung genau iibereinstimmen.

Zum Dichten der Hahne e und b benutzt van Slyke eine Losung
von reinem Paragummi (unvulkanisiert) in Vaseline (1 Gewichtsteil Gummi
wird durch Erwérmen in 5 Teilen Vaseline gelost). Zuerst wird eine diinne
Vaselineschicht auf den Hahn aufgetragen, dann das Gummischmiermittel.

Berechnung der CO,-Menge®.

Die Gesamt-CO,-Menge der analysierten Losung wird erhalten,

indem man das unter den Versuchsbedingungen gewonnene

Kohlensdure - Volumen mit dem Faktor %? multipliziert

und zu diesem Volumen das Volumen derjenigen Kohlensiure,
die in Losung geblieben ist (x), addiert.

Wir haben es mit folgenden Gréfien zu tun:

V, = gemessenes CO,-Volumen nach einer Extraktion bei ¢° und
B mm Barometerdruck.
Voo,760 = auf 0° und 760 mm reduziertes Gesamtvolumen CO,.
8 = Volumen wifirige Lésung im Apparat.
A = vom Gas und von der Losung wihrend der Gesamtreaktion
eingenommener Raum (50 ccm).
A—S8 = Volumen der Gasphase. T = absolute Temperatur.
agoe = Loslichkeitskoeffizient der CO, in Wasser; die ccm CO, gemessen
bei 09 760 mm gelost in 1cem Wasser in Gleichgewicht mit
CO, unter 760 mm Druck.

o*’co. :ang% = Verteilungskoeffizient der CO, zwischen Gas und

©

Wasser = ccm CO, gemessen bei £°, Bmm, gelost in 1cem
Wasser, in Gleichgewicht mit reiner CO, bei ¢° und B mm.
w = Dampfdruck des Wassers; p = Partialdruck der CO, im Ap-
parat, wenn bei der Extraktion Gleichgewicht erreicht worden ist.
x = C0,-Vol,, in Losung, gemessen bei 0° 760 mm, wenn Gleich-
gewicht erreicht worden ist.

B— w273
760 T M

Das Volumen des gelosten Gases ist proportional seinem Partialdruck,
seiner Loslichkeit und dem Volumen des Losungsmittels

Es ist Vo,760 =V,

X = %6 S oCco? - (2)
Da der Druck sich umgekehrt wie das Volumen &ndert, ist:
p ¥
B—w 48 )
oder 14
p=(B—w) Z—;t— ’ (4)

1 Vgl. van Slyke und Stadie: J. of biol. Chem. 49, 30 (1921).
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Eingesetzt in (1) ist
B—w 273 B —w SOLQ()2

Voo, 760 = Vt7—60” T—i—Vt—W y —
oder
B— w273 Sog , 273
Vor;760 =V, 760 <—T— + a —062’>; da oo, =« Co2 77 »
80 ist
B—w 273 S ,
Vors 100 = Ve e 5 (1 g w'cos)
oder
B—w 8 ,
Vo160 = Ve g (1 + 0,00367 2) (1 TaI—8” COZ) g
Faktor fiir Barometer Faktor fiir Korrektur
und Temperatlirkorrektion des nicht el;tlrahierten CO,.
. . B —w Sa’
Die Glelchung V00,76() == Vt mmwm(l + m) kann

hier angewendet werden, indem man a fiir ¥V, und den Partial-
druck P fiir B — w in die Gleichung einsetzt. Man erhalt mit
Beriicksichtigung des Faktors ¢ (1,014) fiir die wieder absorbierte
CO,. (Fir die weniger 16slichen Gase 0,, N,, H,, CO ist 5 prak-
tisch gleich 1.)

Voo; 760 = P

i-a Soa
760 (1 + 0,00367 t) <1 + A — S) '

Der Dampfdruck w fillt aus, da er fir p, und p, derselbe
ist (P =p, —p,). Man muB die Temperaturwirkung auf das
spezifische Gewicht des Quecksilbers beriicksichtigen. Die Tem-
peraturkorrektur fiir die Ablesung einer Barometersiule an einer
Glasskala betréigt 0,000172 ¢ mm fiir jeden Millimeter der Siulen-
hohe des Barometers. Diese Korrektur eingefiihrt, ergibt

v _ p-a(1—00001727) (1 ‘soi)
0% 760 = 27760 (1 + 0,00367 7) 4=8

und Zéhler und Nenner durch (1—0,000172 ¢) dividiert:

i-a Sa
760(1 -+ 0,00384 ¢) (1 + A — S) :

Voo, 760 = P+ Vol.-0/y-Faktor.

Wenn man die Resultate in Millimolen (pro 100 cem) statt in cem
ausdriicken will, wird dieser Faktor durch 22,4 dividiert (22,4 ccm
sind das Vol. eines Millimol-Gases bei 0°, 760 mm). Der mittlere
Fehler von Doppelbestimmungen mit der manometrischen Methode
betréagt 0,2 Vol.-%.

Voo, 760 = P
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Faktoren, mit denen der gefundene Kohlensduredruck Pco. zu
multiplizieren ist, um den CO,-Gehalt von Blut und Plasma
zu bekommen (in Vol.-%). Gasraum 4 50 ccm.

y Faktoren fiir CO,

=4 S L
g 1 , |Probe=0,2 ccm|Probe =1 ccm |Probe=2 ccm
&| ixoo0ssat | * §=20 ,, S=35 ,, S=17,0 ,,
g a=0,5 ,, a=2,0 ,, a=2,0 ,,
B 1=1,03 ,, 1=1,014,, 1=1,014,,
15 0,9455 1,075 0,335 0,2725 0,1483

16 21 43 33 11 70

17 0,9387 15 31 0,2697 59

18 53 0,989 30 83 49

19 20 66 28 69 39

20 0,9286 42 27 55 29

21 55 19 26 40 19

22 21 0,896 24 26 10

23 0,9188 73 23 13 01

24 56 50 22 00 00,1391
25 24 28 20 0,2588 82

26 0,9092 08 18 75 73

27 60 0,789 17 62 64

28 29 72 16 49 56

29 0,8998 55 14 37 49

30 67 38 13 26 41

31 36 24 12 15 33

32 06 10 11 04 25

33 0,8875 0,696 10 0,2493 18

34 45 82 08 82 10

Will man aus der Gesamtkohlensduremenge die Menge des
Plasmabikarbonates (Alkalireserve) bestimmen, so ist folgendes
zu beachten. Wird das Plasma bei 40 mm CO,-Druck und 38°
mit CO, gesattigt, so berechnet sich der Kohlensdure- Gehalt

aus ihrer Loslichkeit zu: 0,94-0,555-% = 2,75 Vol.-% CO, oder

Y = 1,23 Millimol H,00, pro Liter (wo 0,555 der Lslich-
keitskoeffizient der Kohlensidure in Wasser bei 389, 0,94 die relative
Loslichkeit im Plasma ist). Subtrahiert man also 1,23 Millimol
fiir die geloste H,CO; aus der Gesamt-CO,-Menge des Plasmas
(NaHCO, 4 H,CO;) in Millimol, so erhilt man den Wert fiir das
Plasma-Bikarbonat.

Die Alkalireserve normaler Erwachsener variiert von 22—30
Millimol pro Liter, was 50—67 Vol.-% Bikarbonat-CO, im Plasma
entspricht. In Fillen von Azidosis kann der Wert bis zu 12 Vol.-%
fallen.
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Neuerdings gibt van Slyke?! fiir den manometrischen Gas-
analysenapparat eine bequemere Form an (Abb. 33). Das Mano-
meterrohr ist hier oben und unten zur Bremsung der Queck-
silberbewegung auf 1 mm verengt. Zwecks Dehydrierung wird
nicht wie vorher konz. Schwefelsdure, sondern Glyzerin oder
Disthylen- oder Trimethylenglykol (Kahlbaum) angewendet.
Etwa 1 ccm davon wird alle paar Tage einmal in das Manometer
unmittelbar unter dem Hahn eingefithrt und dann entfernt.

Abb. 33.

Die an der Wand adhirierende Menge geniligt, um den Wasser-
dampf der mit dem Quecksilber eingefiihrten Feuchtigkeit zu
absorbieren. )

Der Faktor fir ¢+ wurde von van Slyke und Sendroy?
neuerdings zu 1,017 (statt 1,014) berechnet bei der Reduktion
der Gasphase im 50 ccm Apparat auf 2 cem und zu 1,037 (statt
1,030) bei der Reduktion auf 0,5 ccm. Das Molekularvolumen
ist bei 00 und 760 mm zu 22,26 (statt 22,4) Liter anzunehmen. Da-
durch werden die Faktoren bei der Berechnung auf Millimol CO,
in der Tabelle um 1% erboht. Die Faktoren fiir Vol.-% werden
(infolge der Anderung von 7) um 0,3% erhéht.

1 J. of biol. Chem. 78, 121 (1927).
2 J. of biol. Chem. 78, 127 (1927).
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Volumetrische Bestimmung der Alkalireserve
nach van Slyke.

Prinzip. Das Vollblut wird einer Luftmischung mit einer CO,-
Spannung von 40 mm Hg bei 380 ausgesetzt (vgl. S. 46), das
Plasma unter Luftabschluf abzentrifugiert (vgl. S.73). Die
in einer evakuierbaren Kammer mit Sdure in Freiheit gesetzte
Kohlenséure wird volumetrisch gemessen. Von der Gesamtkohlen-
sduremenge wird die physi-
kalisch absorbierte Kohlen-
sdure des Plasmas abgezogen
und so die Bikarbonatmenge
ermittelt.

Apparatur! (Abb. 34).

Der Becher b (Abb. 34 u. 35)
ist das Aufnahmegefdl fiir das
Plasma und die Reagentien; es
ist mitdem Gasentwicklungsraum
¢ durch den Dreiweghahn ¢ ver-
bunden; aist eingebogenes, kapil-
lares Ansatzstiick, durch das der
Inhalt des Gasraumes entleert
werden kann. Der Gasraum hat
einen oberen kapillaren Teil von
1 ccm Inhalt,in 0,02 cem geteilt;
der kapillare Teil geht dann in
einen etwas weiteren iiber, mit
einer unteren Marke bei 2,5 ccm.
Der dann folgende erweiterte
Teil ist der Vakuumraum. Er
trigt kurz iiber dem ihn abschlie-
Benden Dreiweghahn f die Marke
50 ccm. Der Vakuumraum kann
durch f einmal mit dem weiteren
Teild, dann auch mit demengeren Abb. 34.
Glasrohr ¢ verbunden werden.
Beide Teile sind durch ein Y-férmiges Glasstiick miteinander verbunden,
an dessen unterem Schenkel ein Druckschlauch mit einem Quecksilber-
Niveaugefal A angeschlossen ist. Die Niveaukugel hat noch einen u-formig
angeschlossenen Schenkel (in der Abbildung nicht angegeben), dessen Innen-
weite mit der der MeBkapillare gleich ist, um den Fehler der Kapillardepression
verschieden weiter Rohren beim Ablesen zu vermeiden. Man mufB} das
Niveaugefdl iiber den oberen Hahn e heben kénnen. Die Vakuumkammer
mit der MeBkapillare ist von einem Wassermantel umgeben. Die Hahn-
stopfen e und f sind durch Spiralfedern zu sichern.

Bevor die Bestimmung ausgefiihrt wird, muf} darauf geachtet werden, dafl
die Hahne dicht sind. Dies wird so gepriift, daB der ganze Apparat, ein-
schlieBlich der Kapillare iiber dem Hahn e (vgl. Abb. 35) mit Quecksilber

1 Vgl. Krauss: L c. S. 146 und Hawk und Bergeim: Practical
Physiological Chemistry Churchill, London. 1927. 9. Aufl. S.435.




60 Bestimmung der Alkalireserve des Blutes.

gefiillt wird. Man schlieBt ¢; das Niveaugefal mit dem Quecksilber wird bis
zur Lage 3 gesenkt, so dafl ein Vakuum entsteht, in dem das Quecksilber
etwa bis zur Mitte von d fallt. Nach wenigen Minuten hebt man wieder
das Niveaugefal. Wenn der Apparat dicht und gasfrei ist, so fiillt das
Quecksilber ihn vollkommen und st68t an den oberen Hahn e mit metal-
lischem Klang an. Ist dies nicht der
Fall, so miissen die Hdéhne neu ge-
fettet, der Apparat bis zur Gasfrei-
heit evakuiert werden. Ist der Appa-
rat dicht, so muB mit den bei der
Analyse zur Verwendung gelangen-
den Reagentien ein blinder Versuch
ausgefiihrt werden. Das nach der Va-
kuumextraktion sich ergebende Gas-
volumen darf héchstens 0,035 cecm
betragen. Sonst miissen die mit CO,
verunreinigten Losungen vor dem Ge-
brauch im Apparat evakuiert werden.

Der Becher b wird mit 1 ccm
dest. kohlensiurefreiem Wasser
versetzt und der ganze Apparat
bis zu der Spitze der Kapillare
mit Quecksilber gefiillt, indem
man die Nivellierbirne in die
Lage 1 bringt. Eine genau ab-
gemessene Menge (1 ccm oder
wenndie verfiigbare Plasmamenge
sehr gering ist 0,5 ccm) wird unter-

Abb. 35. - halb des Wassers in den Becher

: gebracht (vgl. hierzu auch die
Vorschriften auf S.52); 1 Tropfen Oktylalkohol wird hinzugefiigt.
Indem man das Niveaugefdl in die Lage 2 bringt und die
Verbindung des Gasraumes mit d durch den Hahn f herstellt, 148t
man das Plasma mit dem CO,-freien Wasser und dem Oktylalko-
hol aus b in die Kammer von 50 ccm Inhalt, und zwar in der Weise,
daB die Kapillare tiber dem Hahn gefiillt bleibt, so dafl beim Zu-
fiigen der folgenden Lésung ein Zutritt von Luft vermieden wird.
Arbeitet man mit Blut, so sedimentiert ein Teil der Blutkor-
perchen auf den Boden des Bechers. Diese suspendiert man im
Wasser, indem man sie mit der letzten Portion von 0,5 ccm
umriihrt, nachdem 0,5 ccm schon eingefiihrt worden sind. Zu-
letzt werden 0,5 ccm 5%ig. Schwefelsdure eingefiihrt. (Beim Ge-
samtblut nehme man Milchsdure. 1 Teil der konzentrierten Séure
(Sp. Gew. 1,21) ist zu 10 Teilen mit Wasser zu verdiinnen.) Das
Gesamtvolumen der eingefiihrten Losungen mull genau 2,5 ccm
betragen (bis zur 2,5 Marke reichen). — Benutzt man nur 0,5 ccm
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Plasma, so wird nur die Halfte der obigen Losungen benutzt, bis
zur Gesamtmenge von 1,25 ccm; bei der Berechnung des beobach-
teten Gasvolumens multipliziert man mit 2.

Um sicher zu gehen, daf das in b eingefiillte Wasser CO, frei ist, kann
man es vor Einfillung des Plasmas in die Gaskammer bringen, dort extra-
hieren und die frei werdenden Gase iiber a entfernen. Das Wasser wird
dann wieder nach b zuriickgebracht. Von den Lésungen, die man nach-
einander einfiillt, miissen geniigende Mengen zuriickbleiben, damit sie
die Kapillare iiber dem Hahn bis zu der Stelle, wo sie sich in den Becher
weitet, filllen. Sonst fithrt man leicht Luftblasen in den Apparat ein
(s. oben).

Nach Zufiigen der Saure gibt man 1 Tropfen Quecksilber
in b und fillt damit die Kapillare iiber e¢. Reste von Schwefel-
sdure werden aus b durch Ausspiilen mit etwas Wasser, das nach-
her mittels Filterpapier entfernt wird, weggewaschen.

Dann wird bei geschlossenem Hahn e die Gaskammer mit d
durch den Hahn f verbunden, das Niveaugefal gesenkt (Lage 3),
so daB das Quecksilber in der Pipette bei der Marke 50 steht.
Steht das Quecksilber (nicht das Wasser) bei der Marke, so schlieBt
man den Hahn f, nimmt die Pipette vom Haken und stellt durch
energisches Schiitteln das Gleichgewicht zwischen der walBrigen
Losung (2,5 com) und dem freien Raum des Apparates (47,5 ccm)
her. Dann wird die Pipette wieder eingehdngt. (Man kann auch
eine Vorrichtung zum mechanischen Schiitteln des Apparates
anbringen, sieche Abb. 34).

Man liest die Temperatur des Wassermantels und den
Barometerstand ab. Nach dem Schiitteln wird der Gasextraktions-
raum durch den Hahn f mit d verbunden und das Niveaugefa3
8o weit gesenkt (Stellung 3), daB iilber dem Hahn f eine ganz diinne
Schicht der wiBrigen Losung steht. Dann wird f gleich geschlos-
sen. (Von dem Gas im Extraktionsraum darf natiirlich nichts
nach d iibergehen.) Jetzt wird Hahn f so gedreht, dal ¢ mit dem
Gasraum verbunden ist. Das Niveaugefia wird vorsichtig gehoben,
das Hg steigt langsam (vgl. S. 54) bis in die MeBkapillare. Man stellt
mit dem Seitenschenkel des NiveaugefaBes auf gleiches Niveau ein.
(MaBgebend ist der Meniskus der diinnen Fliissigkeitsschicht
iber dem Quecksilber.)

Bei der Analyse des Plasmas ist die abgelesene Gasmenge
gleich dem gesuchten CO,-Volumen (Berechnung siehe unten),
da im Plasma keine nennenswerten Sauerstoffmengen vorhanden
sind, die ins Vakuum iibergehen konnten. Bei der Analyse des Voll-
blutes wird auch Sauerstoff frei (etwa % des mit dem Héamo-
globin verbundenen Sauerstoffs). Man mufl daher die Kohlensdure
durch Absorption mit 1 n NaOH aus dem Gasgemisch entfernen.
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Die Differenz zwischen der Gasmenge vor und nach der Absorp-
tion ergibt die gesuchte Kohlensduremenge.

Nach Entfernung der Plasmamischung durch a wird der Gas-
raum mit etwa 10 cem 0,1 n Milchsdure gereinigt; Gas und
Fliissigkeit werden durch a entfernt. Dann kann die nichst-
folgende Bestimmung angeschlossen werden.

Die Berechnung kann wie bei der manometrischen Messung
ausgefiihrt werden. Fiir die Wiederabsorption der Kohlensiure
bei der Reduktion des verdiinnten Gases auf Atmosphiren-
druck wird eine Korrektur von 1,017 angebracht (vgl. auch S. 54
bei der manometrischen Bestimmung).

Das gesuchte Kobhlensdurevolumen z ist gleich

Vo

<V0+A_—Sa'-8)-1,017

wo V, das gemessene auf 0° und 760 mm Hg und Trockenheit

reduzierte Gasvolumen, 8 die Flissigkeitsmenge, o' = o 2—,1;—3

und A den iiber dem Quecksilber befindlichen Kammerraum
bedeuten. Von der Gesamtkohlensduremenge ist der Betrag der
im Plasma physikalisch absorbierten CO,-Menge abzuziehen.
(vgl. S.57 und die folgenden Darlegungen).

Absorptionskoeffizienten (nach Bohr).

Sauerstoff Kohlensiaure Stickstoff
150 380 15° 380 150 380
Wasser . . . . . —_ 0,0287 — 0,555 —_ 0,0122
Blutplasma. . . . 0,033 | 0,023 0,994 | 0,541 | 0,017 | 0,012
Blut. . . . . .. 0,031 | 0,022 0,937 | 0,511 | 0,016 | 0,011
Blutkérperchen . . 0,025 | 0,019 0,825 | 0,450 | 0,014 | 0,010

Die Berechnung sei hier nach Douglas und Priestley wiedergegeben
(vgl L e. S.152).

Korrekturen sind fiir die geléste CO,-Menge, die nicht extrahierte CO,-
Menge, ferner auch fiir die Luftmenge, die im Plasma oder im Wasser
gelost ist, anzubringen. Die Berechnung ist zunichst fiir den Fall einer
einfachen wafrigen Losung, die mit Luft in Gleichgewicht steht, durch-
gefiihrt. Ist ¥V das Gasvolumen in der Biirette nach der Extraktion bei
Atmosphirendruck und ¢° § die gesamte Fliissigkeitsmenge, die in den
Apparat kommt (hier 2,5 ccm), o5 der Absorptionskoeffizient der Luft
in Wasser bei %, agg, derselbe fiir- CO,, so enthilt § Sog cem Luft, und
da diese Luft bei der Extraktion entfernt wird, folgt, daBl das CO,-Volumen
im CO,-Luftgemisch, das bei der Extraktion erhalten wird, V —Sog cem
betrigt. Die Biirette enthalt 50 ccm, daher wird S/50 des Evakuierungs-
raumes zur Zeit der Extraktion vom Wasser ausgefiillt. Daher bleiben
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8/50 ooy Teile des CO, in der willirigen Losung gelost. Das Volumen der
extrahierten CO, ist nur <1 - % “002> der Gesamtmenge. Daher ist

die Gesamtmenge CO, bei Zimmertemperatur und Atmosphirendruck

AL L . Da §=2,5ccm, so wird letzter Ausdruck V=250 .
8 1 — 0,05 aco,
1 — =5 %coz
Auf 0° und 760 mm Hg reduziert, erhalten wir
ar —w 273 1

B
Voreo = (V — 25 av) e g3 " 70,05 %co,

oder
f Bar

— (V — 2,5¢1L) * 1-—0,05 %ACO, ) 760

wo f die Korrektur fiir Temperatur und Wasserdampftension bedeutet.
Die Werte fiir f, aco, und ory sind:
f=0,999 — 0,004 ¢; ocop = 1,412 — 0,0225¢;  or = 0,0255 — 0,00033 t .
Diese Werte in die Gleichung eingesetzt, ergibt:
Bar

Vo,160 = (V — 0,063 + 0,00081) (1,074 — 0,0059 1) = .

Handelt es sich um Blutplasma, so muBl auch die Menge der chemisch
gebundenen Kohlensiure bekannt sein. Die Menge der physikalisch gelosten
Kohlenséure im Plasma hangt von der Zusammensetzung und dem Druck
der Gasmischung ab, die mit dem Plasma im Gleichgewicht steht. Wenn
der Gesamtgasdruck 760 mm betrigt und p den Volumteil der CO, in
der Gasmischung, aco, der Absorptionskoeffizient der CO, in Wasser be-
deuten, so betragt die Menge der physikalisch gelosten CO, in 1 ccm Plasma
0,975 p aco, (da die Absorptionskoeffizienten der Gase im Plasma nach
Bohr das 0,975fache der im Wasser betragen). — AuBlerdem 16st 1 ccm
Plasma, das mit demselben Gasgemisch geschiittelt wird, (1 — p) a5, cem
Luft und die auBerdem benutzten 1,5 ccm Wasser und verdiinnte Sdure
I6sen 1,5 oz, ccm Luft. Die Gesamtkorrektur fiir Luft betrigt demnach
(2,6 — p) az.
Die Gleichung wird daher

x=f{V— (2,6 — p)ox. + 0,053 [V — (2,5 — p) ar] ctcoz — 0,975 p otcog} ,
1 2 3 4 5 6

wo 1 die cem der chemisch gebundenen CO, in 1 ccm Plasma, 2 der Faktor
fiir Temperatur und Wasserdampfdruck, 3 das beobachtete Volumen des
in Freiheit gesetzten Gases, 4 ccm Luft, die in den Apparat gebracht
werden in 2,5 ccem Loésung, § die cem CO,, die nach der Extraktion in
Loésung bleiben, 6 ccm geléste CO,yin 1 com Plasma als freie CO, bedeuten.

In der Bestimmung der Kohlensaurebindungsfahigkeit, wobei das
Plasma mit Alveolarluft geséttigt wird, kann p durch 0,055 ersetzt werden.
Nach Einfiilhrung der entsprechenden Temperaturkoeffizienten erhilt man
aus der Gleichung

Bar
760

xr =

(107,3 — 0,586 ) (V — 0,136 + 0,002 ¢) .
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Tabelle zur Berechnung der CO,-Bindungsfihigkeit des Plasmas.

8iio g

ER . 858 .

2RI~ | ecm CO, (reduziert auf 0° | 5/A|< | cem CO, (reduziert auf 0°

¥ 4 |und 760 mm) gebunden als | £ ~ |und 760 mm) gebunden als

28 Bikarbonat von 100cem | 3 8 Bikarbonat von 100 ccm

s g Plasma g Plasma

g & g 8

£ 23

g 150 | 200 | 25° | 30° | &2 © 150 | 200 | 25° | 30°

0,20 9,1 99 | 10,7 | 11,8 | 0,60 | 47,7 | 48,1 | 48,5 | 48,6
1 ]101 ] 10,9 | 11,7 | 12,6 1 |48,7 | 49,0 | 49,4 | 49,6
2 | 1,0 | 11,8 | 12,6 | 13,5 2 | 49,7 | 50,0 | 50,4 | 50,4
3 1120 | 12,8 | 13,6 | 14,3 3 | 50,7 | 51,0 | 51,3 | 514
4 | 13,0 | 13,7 | 145 | 152 4 | 51,6 | 51,9 | 52,2 | 52,3
5 | 13,9 | 14,7 | 155 | 16,1 5 | 52,6 | 52,8 | 53,2 | 53,2
6 | 14,9 | 157 | 164 | 17,0 6 | 53,6 | 53,8 | 54,1 | 54,1
7 1159 | 16,6 | 17,4 | 18,0 7 | 54,5 | 54,8 | 55,1 | 55,1
8 |168 | 17,6 | 18,3 | 18,9 8 | 55,5 | 557 | 56,0 | 56,0
9 | 178 | 185 | 19,2 [ 19,8 9 | 56,5 | 56,7 | 57,0 | 56,9

0,30 | 18,8 | 19,5 | 20,2 | 20,8 | 0,70 | 57,4 | 57,6 | 57,9 | 57,9
1 | 19,7 | 20,4 | 21,1 | 21,7 1 | 58,4 | 58,6 | 58,9 | 58,8
2 | 20,7 | 21,4 | 22,1 | 22,6 2 |594 | 59,5 | 59,8 | 59,7
3 | 21,7 ) 223 | 23,0 | 23,5 3 | 60,3 | 60,5 | 60,7 | 60,6
4 | 22,6 | 23,3 | 24,0 | 24,5 4 | 61,3 | 614 | 61,7 | 61,6
5 (236 | 242 | 24,9 | 254 5 | 623 | 624 | 62,6 | 62,5
6 | 24,6 | 25,2 | 25,8 | 26,3 6 | 632 633 | 63,6 | 63,4
7 | 255 | 26,2 | 26,8 | 27,3 7 | 64,2 | 643 | 64,5 | 64,3
8 | 265 | 27,1 | 27,7 | 28,2 .8 | 652 ] 653 | 655 | 65,3
9 | 275 | 28,1 [ 28,7 | 29,1 9 | 661 | 66,2 | 66,4 | 66,2

0,40 | 28,4 | 29,0 | 29,6 | 30,0 | 0,80 | 67,1 | 67,2 | 67,3 | 67,1
1 | 294 [ 30,0 | 30,5 | 31,0 1 ]681 | 681 | 68,3 | 68,0
2 303 | 309 | 315 | 3L,9 2 | 69,0 | 69,1 | 69,2 | 69,0
3 | 31,3319 | 324 ( 32,8 3 |70,0 | 70,0 [ 70,2 | 69,9
4 | 323|328 | 334 | 33,8 4 | 71,0 { 71,0 | 71,1 | 70,8
5 | 332 | 33,8 | 34,3 | 34,7 5 | 71,9 | 72,0 | 72,1 | 71,8
6 | 342 | 34,7 | 353 | 35,6 6 | 72,9 | 72,9 | 73,0 | 72,7
7 | 352 | 357 | 36,2 | 36,5 7 1739 | 73,9 | 740 | 73,6
8 | 361 | 366 | 37,2 | 374 8 | 748 | 74,8 | 74,9 | 74,5
9 | 371 | 37,6 | 381 | 384 9 |78 | 758 | 758 | 754

0,50 | 381 | 38,5 | 39,0 | 39,3 | 0,90 | 76,8 | 76,7 | 76,8 | 76,4
1 | 391 | 39,5 | 40,0 | 40,3 1 |78 | 77,7 | 7,7 | 77,3
2 | 40,0 | 40,4 | 40,9 | 41,2 2 | 78,7 | 78,8 | 78,7 | 78,2
3 | 41,0 | 414 | 41,9 | 42,1 3 | 797 | 79,6 | 79,6 | 79,2
4 | 42,0 | 42,4 | 42,8 | 43,0 4 | 80,7 | 80,5 | 80,6 | 80,1
5 | 42,9 | 43,3 | 43,8 | 43,9 5 | 81,6 | 81,5 | 81,5 | 81,0
6 43,9 | 44,3 | 44,7 | 44,9 6 82,6 | 82,5 | 82,4 | 82,0
7 | 44,9 | 45,3 | 45,7 | 45,8 7 |83,6 | 83,4 | 834 | 82,9
8 | 45,8 | 46,2 | 46,6 | 46,7 8 | 84,5 | 84,4 | 84,3 | 83,8
9 | 468 | 47,1 | 47,5 | 47,6 9 | 855 | 853 | 852 | 84,8

0,60 | 47,7 | 48,1 | 48,5 | 48,6 | 1,00 | 86,5 | 86,2 | 86,2 | 85,7
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Bezogen auf 20° erhilt man (da das CO,-bindende Vermégen des
Plasmas pro Grad Steigerung der Temperatur, bei der die Sattigung er-
folgt, im Mittel um 0,36 % abnimmt):

Bar ( 107,3 — 0,586¢

¥ =760 \I + 0,0036 ({ — 209

> (V — 0,136 + 0,002 1) .

Zwischen 15° und 30° kann der Wert in der ersten Klammer zu
100,8 — 0,27t vereinfacht werden. Die Gleichung erhilt die Form:

@ = __fgg (100,8 — 0,27 1) (V — 0,136 -+ 0,0021) .

Auf Grund dieser Gleichung sind die Werte in der Tabelle auf S. 64
berechnet?!.

Die in der Tabelle auf S. 64 angegebenen Temperaturen geben die
Zimmertemperaturen an, bei der die Plasmaproben mit der alveolaren CO,
gesdttigt und analysiert worden sind. Es wird angenommen, dall Satti-
gung und Analyse bei derselben Temperatur vor sich gegangen sind. Die
Werte werden so berechnet, daBl ohne Riicksicht auf die Zimmertempe-
ratur der Sittigung und der Ana-
lyse die CO,-Volumina (bei 0° und
760 mm) angegeben sind, die Barometer @ Barometer E‘H
100 ccm Plasma zu binden ver- 760 760
mogen, wenn das Plasma mit CO,
bei 20° und annihernd 41 mm 732 0,963 756 0,995

Druck gesittigt wurde. Die Zah- 734 0,966 758 0,997
len der Tabelle, mit 0,94 multi- 736 0,968 760 1,000
pliziert, geben bis auf 1—2% die 738 0,971 762 1,003
gebundene CO,-Menge bei 37° an. 740 0,974 764 1,006

Der abgelesene Wert aus der 742 0,976 766 1,008
Tabelle muB zur Korrektur fir 744 0,979 768 1,011.
die wiederabsorbierte CO, mit 746 0,981 770 1,013

1,017 multipliziert werden (vgl. 748 0,984 772 1,016
S. 54). 750 0,987 774 1,018

Fir die Werte von Bar/760 752 0,989 776 1,021
dient nebenstehende Tabelle: 754 0,992 718 1,024

Anhang zur Bestimmung der Blutgase.

Bestimmung des Sauerstoffs im Blute mit der
manometrischen Methode2.

Der Sauerstoff kann mit dieser Methode (vgl. S. 49) in
1 cecm Blut mit einem Fehler von etwa 0,2 Vol.-% bestimmt
werden. (Sie ist fiir Blutmengen zwischen 0,2 bis 5,0 ccm ane
wendbar.)

! Van Slyke und Cullen: J. of biol. Chem. 30, 316 (1917).
2 Van Slyke und Neill: J. of biol. Chem. 61, 554 (1924).

Rona-Kleinmann, Blut u. Harn. 5
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Vom Sauerstoff-Reagens (Kaliumferrizyanid 3,0 g, Saponin
(Merck) 3,0g, Oktylalkohol 3,0 ccm, Wasser zu 1000 ccm) werden
7,6 ccm im Apparat durch etwa 3 Minuten langes Schiitteln
entgast, wobei darauf zu achten ist, daB das Quecksilber
mit dem Kaliumferrizyanid nicht reagiert. Das Quecksilber
soll daher wiabrend des Schiittelns in der Rohre unterhalb der
Ausbauchung stehen, um der Fliissigkeit eine moglichst geringe
Oberfliche zu bieten.

6 ccm des entgasten Reagenses werden in den Becher gehoben,
1,5 ccm bleiben in der Kammer. Man fiihrt das Blut (1 ccm)
unter dem Reagens direkt in die Kammer. Die Pipette wird
vorsichtig zuriickgezogen; dann 148t man 1cem des Reagens
in die Kammer nachflieBen, wodurch das Blut nachgewaschen
wird. Der Hahn wird mit 1 Tropfen Quecksilber verschlossen und
der UberschuB des Reagenses entfernt.

Der Apparat wird nun evakuiert und 3 Min. geschiittelt. Dann
wird 1 cem luftfreie 1 n Natronlauge in den Becher getan und
unter Zulassung von 0,5 cem davon die CO, in der Kammer unter
vermindertem Druck absorbiert.

Der Meniskus der Losung wird auf die 2 ccm Marke gebracht
und der Druck p, (O, + N,) abgelesen. (Fiir geringe O,-Werte
ist es vorteilhaft, p; bei der Marke 0,5 ccm abzulesen.) Man be-
stimmt entweder O,, indem man fiir N, eine Korrektur anbringt,
oder direkt durch Absorption von O,. Im ersten Falle werden nach
Feststellung von p, die Gase aus der Kammer entfernt; p,
wird bestimmt, indem der Meniskus der Losung auf derselben
Marke wie bei der Bestimmung von p, steht.

Bestimmt man O, durch Absorption (diese ist nétig, wenn
andere Gase, z. B. CO, zugegen sind), so stellt man, nachdem p,
bestimmt ist, einen schwachen negativen Druck her, fiillt 1 ccm
Hydrosulfitlosung! in den Becher und 148t durch den Hahn b
0,5cem des Absorbens tropfenweise in Zeitrdumen von 5 Sek.
(im ganzen innerhalb 2—3 Min.) zu. Das Gas wird auf dasselbe

1 10 g pulverisiertes Na,S,0, werden mit 50 ccm 0,5 n KOH-Lésung
versetzt, nach Anriihren schnell durch Wolle filtriert. Die Lésung wird
sofort entgast und in einem Behilter unter Ol aufgehoben (Darstellung
nach Nicloux vgl. 8.69). Von Vorteil ist Zugabe von Antrahydrochinon-
p-sulfonsaurem Natrium zu dem Hydrosulfit (vgl. Prakt. Bd. ITI, S. 131).
van Slyke: J. of biol. Chem. 73, 124 (1927).

Man kann auch eine alkalische Pyrogallollssung benutzen. (Man 16st
160 ¢ NaOH in 130 ccm Wasser. In 200 ccm dieser Losung lost man 10,0 g
Pyrogallussgure.) 1cem der Losung wird wihrend 4—5 Minuten tropfen-
weise bei stark negativem Druck zugegeben.
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Volumen wie vorhin gebracht und der Druck p, am Manometer
abgelesen.
Po, = py — p; — co,.

Die Korrektur ¢ bei der O,-Bestimmung durch Absorption ist
auf zwei Ursachen zuriickzufiihren: Erniedrigung des Hg-Menis-
kus durch die absorbierende Lésung und Spuren von O,, die nach
einer Extraktion im Reagens bleiben. Um ¢ zu bestimmen, ent-
gast man 7,5 ccm des Oy-Reagenses 3 Min. entfernt 5 cem; es
bleiben 2,5 cem in der Kammer; man schiittelt wieder 3 Min und.
1468t dann 1,5 ccm luftfreie 1 n NaOH wie bei der CO,-Bestim-
mung zuflieBen. Man liest p, ab mit @ bei 0,5 und bei 2,0 cem. Dann
148t man das Absorbens zu wie bei der Analyse, um p, an beiden
Punkten zu erhalten. Dann ist ¢y, = p;—p,. Man entfernt dann
den zuriickbleibenden Stickstoff und liest p; ab

Cx, = P2 — D3

Wird O, indirekt bestimmt mit Korrektur fiir N,, so wird
¢ ebenso festgestellt, nur daBl p, nach Entfernung von O, + N,
gemessen wird, ohne vorherige Absorption.

Um sich von der Vollstindigkeit der O,-Absorption zu iiber-
zeugen, entfernt man N, und miflt p; im gasfreien Apparat.
N, ist annihernd 1,2 Vol.-% des O,-Gehaltes.

Korrekturen fiir gelésten O, oder N, im Blut berechnet auf
gesamten oder gebundenen Sauerstoff oder auf O,-Kapazitit
nach Hawk und Bergeim: L. c. S. 468.

X Abzuziehende Korrektur
Blut Bestimmt Gesucht -
Vol.-% m Mol/Liter
Venos . . . total O, gebunden O, 0,1 (O,) 0,04 (Oy)
Arteriell . . 5 Oy ” 0O, 0,2 (0,) 0,09 (0,)
Gesiitt. m.Luft gebunden
bei 20°,760ccm » Oy (0y,-Kapazitat)| 0,5 (O,) 0,22 (0,)
Venés. . . . |total O, + N, | gebunden O, {1,3 (0, N,)|0,57 (0, N,)
Arteriell . . . » 0,4+ N, » 0, {1,5 (05+N,) 0,62 (0, + N,)
Gesitt, m. Luft ' 0,
bei200,760ccm| ,, O, + N, (O, Kapazitit)|1,9 (0,4N,) [0,85(0, -+ N)
Venos. . . . |total O,+ N, total O, 1.2 (N,) 0,63 (N,)
0d.CO+0,+N,| oder CO + 0,
Arteriell . . . dgl. dgl. 1,2 (N,) 0,53 (N,)

Diese Korrekturen werden von den' Vol.-% an Gas, die
nach Benutzung der Tabelle S. 70 gewonnen werden, ab-
gezogen,

5%
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Bestimmung des CO im Blut mit der
manometrischen Methode?.

Prinzip. Kohlenmonoxyd wird aus der Verbindung mit Hamo-
globin durch Behandlung mit einer angesiduerten Kaliumferrizyanid-
l6sung in Freiheit gesetzt?. Von den extrahierten Gasen werden
CO, und O, mit alkalischer Hydrosulfitlosung (vgl. S. 66) absor-
biert und CO nach Korrektur fiir N, im restierenden Gas bestimmdt,.

Ausfithrung. 10 cem des CO-Reagens? werden vorher entgast
und in den Becher gegeben. 2cocm Blut werden mit der Pipette direkt
in den Extraktionsraum iiberfiihrt, 3 Min.inderevakuierten Kammer
mit 5 ccm des CO-Reagens extrahiert (die zuriickbleibenden 5 ccm
werden verworfen). CO, und O, werden von 1 cem alkal. Hydro-
sulfitlésung® absorbiert (diese wird in kleinen Portionen innerhalb
3 —4 Min. unter schwachem negativem Druck zugegeben). Das Met-
hémoglobin, das sich durch Kaliumferrizyanid gebildet hat, wird
durch das Hydrosulfit schnell zu H&moglobin reduziert, das
sich leicht mit CO oder O, verbindet. Dies kann auf ein Mini-
mum (annidhernd 2,4% des gesamten anwesenden CO) herunter-
gedriickt werden, wenn man unnétiges Schiitteln vermeidet.
Die Hydrosulfitlésung soll daher ohne Schiitteln in die Kammer
flieBen. Bei der Einstellung auf die Marken 0,5 oder 2,0 ccm
sind (nachdem der Sauerstoff absorbiert worden ist) dieselben
VorsichtsmaBregeln zu beobachten wie bei der CO,-Bestimmung
(vgl. S. 54). Der Druck p, (= CO + N,) wird abgelesen, dann
wird das Gas entfernt und der Druck p, abgelesen.

Berechnung: Der CO 4 N,-Druck wird berechnet als

P =1,024 (p,—ps),

wobei 1,024 den Reabsorptionsfaktor darstellt (siche oben). (Dieser
Faktor soll durch eine Analyse eines mit Leuchtgas geséttigten
Blutes festgestellt werden. Die Prozente des gesamten CO, die
— nach Zugabe von Hydrosulfit — reabsorbiert werden, benutzt
man als Korrektionsfaktor).

Aus P wird der CO 4 N,-Gehalt aus der Tabelle S. 70 be-
rechnet, und 1,2 Vol.-% werden fir N, abgezogen

Vol.-% CO = P« (Vol.-%-Faktor) — 1,2.

1 Van Slyke und Neill: J. of biol. Chem. 61, 562 (1924). Vgl
auch 8. 155 bei Himoglobinbestinimung nach der CO-Bindungs-Methode.
Van Slyke und Hiller: J. of biol. Chem. 78, 807 (1928).

2 CO-Reagens: Saponin 3,0 g, Kaliumferrizyanid 8,0 g, Milchséure
(chemisch rein) 4,0 cem, Oktylalkohol 3,0 ccm, dest. Wasser zu 1000 ccm.,

3 Zu diesem Zwecke wird das Hydrosulfit in 1,0 n statt in 0,5n KOH
gelost.
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Bestimmung des Methimoglobins im Blut?.

Prinzip. Wéhrend CO nur bei Oxy- oder reduziertem Hémo-
globin zu Karboxyhdmoglobin fiihrt, erfolgt diese Bildung bei
gleichzeitiger Wirkung von Hydrosulfit auch bei Methdmoglobin
(Nicloux), indem das inaktive Methédmoglobin durch Hydro-
sulfit zu reduziertem Hamoglobin reduziert wird, das CO binden
kann. Man kann daher das Meth&amoglobin aus der Differenz
der CO-Bindung vor und nach der Behandlung des Blutes mit
Hydrosulfit bestimmen.

Augfihrung. Man gibt in einen 100 ccm fassenden, zylindri-
schen Scheidetrichter genau 5 oder 10 ccm Blut und, genau ab-
gemessen, /s des Volumens frisch hergestellte ammoniakalische
Hydrosulfit-Losung? (Blutlosung 4). Durch den Scheidetrichter
leitet man sofort CO bei Atmosphirendruck?, um die Luft durch
CO zu ersetzen. In einem zweiten dhnlichen Scheidetrichter
befindet sich dasselbe Volumen Blut, Y/s des Volumens an Wasser
(statt der Hydrosulfitlssung) und ebenfalls eine CO-Atmosphire
(Blutlésung B). Beide Gefidlle werden 15 Min. rotiert. Die Proben
zur Analyse (0,2, 1,0 oder 2,0 ccm) miissen unmittelbar nach
Offnung der GefiaBe mit der Pipette entnommen werden. Die CO-
Bestimmung wird, wie auf S. 68 angegeben, ausgefiihrt, nur be-
nutzt man als Absorbens statt Hydrosulfit eine luftfreie 1 n NaOH-
Losung, da der ganze Sauerstoff durch CO ersetzt ist. Nachdem
die CO, absorbiert ist, wird p, gemessen. Das Gas wird dann
aus der Kammer entfernt und p, abgelesen.

Berechnung. Der CO-Druck ist

Poo=p; = P
Die CO-Werte, die, wie oben angegeben, berechnet werden (vgl.

S. 68), korrigiert man unter Beriicksichtigung der Verdiinnung
mit Hydrosulfit oder mit Wasser durch Multiplikation mit 6/5.

1 Van Slyke: J. of biol. Chem. 66, 409 (1925).

2 Darstellung der Hydrosulfitlosung nach Nicloux (Bull. Soc. de
Chim. biol. 6, 728 (1924). Man gief3t in ein 100 ccm-Becherglas 50 ccm ver-
diinnte (1:50) Ammoniaklésung auf 2,0 g pulverisiertes Na,S,0, und be-
deckt die Losung mit einer Schicht von 1cem Paraffin6l. Man rijhrt mit
einem Glasstab einige Sekunden, bis das Hydrosulfit sich gelést hat.

3 CO bereitet man, indem man konz. Schwefelsdure auf Kristalle von
Oxalsédure oder auf wasserfreie Ameisensiure tropfen 148t und mit einem
kleinen Brenner erhitzt. Das Gas wird in einem Gasometer aufgefangen
(Vorsicht wegen Giftigkeit des Gases!) und zur Entfernung von CO, mit
Lauge gewaschen. 1g Oxalsidure liefert 275 ccm CO, Ameisensiure pro
ccm etwa 500 com CO. Fiir die Methamoglobinbestimmung (nicht fiir die
Hamoglobinbestimmung (vgl. 8. 70)) kann statt reinem CO Leuchtgas ver-
wendet werden.
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Das Methédmoglobin, ausgedriickt in CO- oder O,-Kapazitit,
wird berechnet:

Methémoglobin = CO in A — CO in B.

Das gesamte Héimoglobin kann berechnet werden nach der
Gleichung:

Gesamt-Héamoglobin = (Total-CO in A) — physikalisch gelostes CO.

Die so erhaltenen Werte Hamoglobin sind in Vol.-% oder
Millimolen pro Liter O, (oder CO)-Kapazitit ausgedriickt.

Die Bestimmung des ,,gelosten CO‘“ ist nicht ganz genaul.
Nach van Slyke kann man folgende Werte benutzen, wenn die
Sattigung bei 760 mm Hg durchgefiihrt ist:

Werte in Vol.-%: 2,16 bei 15°; 1,95 bei 20°; 1,82 bei 259;
1,71 bei 30°.

In Millimolen pro Liter: 0,99 bei 159; 0, 87 bei 209; 0,8 bei 259°;
0,75 bei 300.

Faktoren fiir Berechnung der Vol.-% von O,, CO und N, aus
den gefundenen Drucken in dem 50 ccm-Apparat?

Tem- | Probe =0,2 cem Probe=1 cecm Probe=2ccm
pera- 822,0 i3} S:3’5 ’>? =1 i
tur =05, [ 4_ 0,5cem | @a=2,0 cem|a=0,5 ccem | ¢ =2,0 cem
° =100, | ;—-100, | ¢=1,00, |i=100, | i=L0 ,
15 0,312 0,0623 0,2493 0,0317 0,1251
16 10 21 85 15 46
17 09 19 78 14 42
18 08 17 68 12 37
19 07 15 59 11 32
20 07 13 50 09 28
21 ) 06 10 41 08 24
22 05 08 32 06 19
23 03 06 23 05 15
24 02 04 14 03 10
25 01 02 06 02 06
26 00 00 0,2398 01 02
27 0,299 0,0598 90 0,0299 0,1198
28 98 96 82 98 93
29 97 93 74 96 89
30 96 92 66 95 85
31 95 90 58 9 81
32 94 88 50 93 71
33 93 86 42 91 73
34 92 83 33 90 69

! Bei der Berechnung des Methamoglobins ist eine Korrektur fiir das
geloste CO nicht anzubringen.
2 Aus Hawk und Bergeim: 1. c. S. 463.
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Bestimmung der Kohlensdurespannung der
Alveolarluftl.

Die Verbindung der Versuchsperson mit dem Gasanalysenapparat von
Haldane? (vgl. Prakt. III, 133) erfolgt mittels eines weiten Schlauches
von ca. 2% cm Durchmesser und etwd 1 m Lange. Das Ende des Schlau-
ches ist mit einem desinfizierbaren glasernen Mundstiick und dicht dahinter
mit einem weiten Metallhahn versehen. 5—6 cm hinter diesem befindet
sich ein T-Stiick, das die Verbindung mit dem Haldane-Apparat ermog-
licht. Das andere Ende des Schlauches endet frei oder kann mit einem
Spirometer verbunden werden, das die Respirationsgréfle zu messen ge-
stattet.

Bei dem Versuch atmet die bequem sitzende Versuchsperson rubig,
erst wenn die Atemziige regelmaflig geworden sind, atmet sie am Ende
einer normalen Inspiration auf Kommando rasch durch das Mundstiick
in den Schlauch aus. Nach dem scharfen Exspirationssto, der mindestens
300-—400 ccm betragen soll, schlieBt man den Metallhahn sofort ab, 6ffnet
den oberen Hahn des Haldane- Apparates und saugt durch Senken der
Niveaubirne den letzten Teil des Exspirationsstofes in die MeBbiirette ein.
In gleicher Weise 148t man die Versuchsperson am Ende einer normalen
Exspiration auf Kommando einen raschen und tiefen Exspirationsstofl
ausfithren und entnimmt den letzten Rest der ausgeatmeten Luft. Das
Mittel aus beiden Analysen ergibt die alveolare Kohlensdurespannung.
Mit einer praktisch geniigenden Annéherung entspricht diese der Kohlen-
sdurespannung des arteriellen Blutes3.

Bei der Berechnung der Analysen sind an dem abgelesenen Barometer-
stand die Korrekturen fiir die geographische Breite (auf 45°), ferner fir
die Glasausdehnung anzubringen, dann ist das Gasvolumen auf 760 mm
und 0° zu reduzieren (siche Tabellen am Schlufl des Buches). Der Wert
wird in Prozenten des eingesaugten Gasvolumens angegeben.

Der Gesamtgasdruck in den Alveolen ist gleich dem Atmosphéren-
druck, vermindert um den Betrag der Wasserdampfspannung (bei 37°
=47,067 mm Hg). Dieser korrigierte Wert, multipliziert mit dem Prozent-
gehalt CO,, ergibt die Kohlensaurespannung der Alveolarluft (in mm Hg)*

Die Reaktion des Blutes.

Die aktuelle Reaktion, d.h. die Wasserstoffionenkonzentration
des Blutes wird mit Methoden, die in drei Gruppen eingeteilt werden
konnen, ermittelt.

Erstens mit elektrometrischen Methoden, die auf der Messung
des der H'-Konzentration proportionalen elektrischen Potentials
beruhen.

! Vgl. Douglas und Priestley: L. c. 8. 28.

2 Uber CO,- und O,-Analysen mit dem Haldaneapparat mittels auto-
matischer Schwenkung vgl. auch Gmeiner: Biochem. Z. 188, 285 (1927).
Uber eine Modifikation des Gasapparates nach Haldane vgl.Simonson:
Arbeitsphysiologie 1, 564 (1929).

3 Vgl. Krauss: 1 c. S. 96.

4 Uber die Zusammensetzung der Alveolarluft siehe S. 34.
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Zweitens mit kolorimetrischen Methoden unter Benutzung
von Indikatoren, deren Farbe von der H'-Konzentration abhingt.

Drittens mit gasanalytischen Methoden, die die H'-Konzen-
tration aus dem Bikarbonatgehalt und dem XKohlensiuredruck
ermitteln.

Allgemeine Bemerkungen?.

Der im nichthimolysierten Gesamtblut elektrometrisch be-
stimmte pH (vgl. S. 74) ist der pH des Plasmas der vollkommen re-
duzierten Blutprobe. Der pH des Serums des véllig reduzierten
Blutes ist h6her als der des Serums desselben vollstindig oxydierten
Blutes, entsprechend etwa 0,05 pH beigleichbleibendem CO, - Druck.
Da das venése Blut etwa 60% der totalen Sattigung an Sauerstoff
enthalt, so ist der mit der Wasserstoffelektrode gepriifte pH des
Serums des vendsen Blutes infolge der Reduktion des Oxyhdmo-
globins um etwa pH 0,02—0,03 erhsht. Der Unterschied zwischen
dem pH des arteriellen und des ventsen Blutes betrigt im normalen
Zustand etwa 0,02 und kann bis 0,04 ansteigen. Der pH der
Formelemente soll um 0,08—0,14 niedriger sein als der des Plas-
mas, mit dem sie im physiologischen Zustande im Gleichgewicht
stehen. .

Der pH des Serums #ndert sich nicht bei Behandlung mit
oxalsaurem Kalium, wenn dessen Konzentration 39/, nicht iiber-
schreitet. Dasselbe ist der Fall bei Anwendung von Fluornatrium.

Verdiinnung des Blutplasmas mit einer genau neutralen
0,9%ig. NaCl-Losung é&ndert innerhalb bestimmter Grenzen
nicht den pH der Probe. (Vgl. die Verdiinnung auf 1:4 bei der
elektrischen Methode von Michaelis, oder auf 1:20 nach
Holl4-WeiB.)

Geringste Anderung des Partialdruckes der CO, #ndert den
pH des Plasmas.

Blutentnahme fiir die H'-Konzentrationsbestimmung?2.

Bei der Blutentnahme aus der Vene darf das Blut nicht ge-
staut werden, damit kein anormaler CO,-Druck entsteht. Die
Spritze und die Nadel sollen etwas Vaselinl enthalten, das
Réhrchen zur Aufnahme des Blutes wird mit so viel Kaliumoxalat
oder NaF beschickt, daB sich das Salz zu einer Konzentration
von 0,2—0,3% im Blut 16st. Sobald das Blut mit dem Salz in

1 Vgl. hierzu Bigwood: Bull. Soc. de Chim. biol. 10, 185 (1928).
2 Vgl. Bigwood: 1 c. S. 188. Vgl. auch Dautrebande und van
den Eckhoudt: C.r.Soc.Biol. 100, 1062 (1929). .
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Beriihrung gekommen ist, vermischt man gut, um zu verhiiten,
daB die Salzkonzentration am Boden der Réhre zu stark wird
und so eine partielle Hamolyse eintritt. Wenn die Beschickung
mit dem Oxalat in der Weise erfolgt, dafl eine Lésung von bekann-
tem Oxalatgehalt in der Rohre zur Trockne gebracht wird, so achte
man darauf, daB} die Ver-
dampfung nicht bei einer
Temperatur iiber 700 er-
folgt, sonst besteht die Ge-
fahr einer partiellen Zerset-
zung des Oxalats in Kar-
bonat, was das Séaure-
basengleichgewicht der
Blutprobe é#ndern wiirde
(Natriumzitrat soll man
nicht anwenden, um die Ge-
rinnung zu verhindern).
Das mit Oxalat versetzte
Blut muB3 gleich zentrifu-
giert und das abgehobene
Plasma in der 1. Stunde
untersucht werden ; das mit
NaF versetzte Blut hin- Abb. 36.
gegen kann lédnger (nach
Bigwood 12 Stunden bei 189 aufgehoben werden. Da keine
Glykolyse auftritt, ist eine zu frithe Sduerung nicht zu befiirchten.
Man iiberfithrt das Blut aus der Spritze in mit NaF oder Oxalat
beschickte rohrenférmige GefiBe in der Weise, dall man zuerst eine
etwa 1 cm hohe Schicht neutralen Vaselingls in das Gefal gieBt
und die Spitze der Nadel unter diese Schicht fiihrt. Das Blut,
das in das GefiB entleert wird, hebt diese Olschicht nach oben,
die nun das Blut bedeckt und gegen die Luft schiitzt. Darauf
steckt man einen durchbohrten Gummistopfen in das Glas, 148t
so viel Vaselingl wie moglich abfliefen, verschlieBt dann die
Offnung des Stopfens mit einem Glasstab mit abgeplattetem Ende
und zentrifugiert. Das Vaselinol absorbiert etwas CO, (vgl. Abb. 36).
Wenn man bei der Bestimmung der Wasserstoffionenkonzen-
tration im Blut die Wasserstoffelektrode benutzt, wird das Poten-
tial erst konstant, wenn das System vollkommen reduziert ist,
d.h. wenn der Sauerstoff vollkommen reduziert und das Oxy-
himoglobin vollkommen in Hadmoglobin iibergegangen ist. Diese
Umwandlung verindert aber den pH etwas. Das einzig zweck-
miBige Verfahren, den pH im Blut zu bestimmen, ist nach
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Bigwood, die Untersuchung in dem von den Blutkdrperchen
durch Zentrifugieren getrennten Plasma auszufiihren, und zwar
bei dem in vivo vorhandenen Partialdruck der CO, und des O,.

Elektrometrische (potentiometrische) Messung der
H'-Konzentration im Serum und im Blute.

Bei der elektrometrischen Bestimmung der H-Ionenkonzen-
tration des Gesamtblutes mift man den pH des Plasmas des redu-
zierten Blutes (Parsons). Sie ist die grundlegende Methode, an
Genauigkeit stehen ihr jedoch die kolorimetrische und die gas-
analytische, richtig ausgefihrt, kaum nach.

Prinzip. Die elektromotorische Kraft (der Potentialunter-
schied) Z einer Kette, bestehend aus zwei Platinwasserstoff-
elektroden (mit Wasserstoff beladene Platinelektroden in Wasser-
stoffgas von gleichem Druck), von denen eine in eine Losung
von der Wasserstoffionenkonzentration h,* (Wasserstoffzahl.
Michaelis), die andere in eine solche von A, eintaucht, ist nach
den Untersuchungen von Nernst

E=0,0001983 7' log Vol
2

wo T die absolute Temperatur (C? 4 273) ist. Kennt man die A,
der einen Losung, so kann die 4, einer unbekannten Losung, z. B.
des Blutes, berechnet werden:

E
log hy = log by — 4 6610837 -

Nach dem Vorschlag von Sérensen benutzt man statt der
Wasserstoffzahl [H'] oder » den ,,Wasserstoffexponenten pH.
. 1
pH ist = —logh=@.
Die obige Gleichung wird also

E
PH, = pHy + G Go01983 7 1

Ist pH; gleich 0 (bei einer H-Konzentration von 1n) so wird

E = 0,0001983 T pH, .
E

und PHy = 556019837

* Der Einfachheit wegen wird im Folgenden statt [H'] oft die Be-
zeichnung % angewendet.
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Uber die Herstellung der Platinelektroden vgl. Prakti-
kum I, S.73. Die Platinierung der Elektroden bei der A-Messung
des Blutes muB sehr haufig, wo moglich vor jeder Bestimmung oder
mindestens jeden Tag erfolgen. Belddt sich der Platindraht mit
Fibrin, so wird er mit Trypsin in einer Bikarbonatlosung be-
handelt; das Ferment 16st das Gerinnsel auf. Chloroform oder
Toluol als Desinfektionsmittel sind zu vermeiden, da diese die
Elektroden schidigen.

Bei der Hasselbalchschen Elektrode (siehe Abb. 37) wird der
entsprechende Kohlensidurepartialdruck in der H,-Gasatmosphire
folgendermaBen hergestellt. Die leere Elektrode wird durch lan-

geres Durchleiten von H,
ganz mit Wasserstoff ge-
fiillt, dann wird das Blut
in die Elektrode gebracht.

Abb. 38.

Man schiittelt, wobei etwas CO, in den Gasraum geht. Diese erste
Blutportion wird dann durch eine zweite ersetzt, indem man die
erste durch eine Offnung abflieBen, die zweite durch einen
Trichter zuflieBen 148t. Schiittelt man wieder ausgiebig, so gleicht
sich der CO,-Gehalt des Gasraumes noch mehr dem der Lésung
an; bei der 3. Blutprobe besteht schon vollstindiges Gleichge-
wicht. Das Schiitteln wird durch einen Motor in einem Stativ
besorgt.

E. Warburg greift bei der Vorbehandlung des Blutes
auf das von Hober angewendete Prinzip zuriick, wonach das
Blut vor der Messung mit einer CO,- Wasserstoffmischung
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von bekannter Zusammensetzung ins Gleichgewicht gebracht
wird?!.

Michaelis empfiehlt zur Messung der % eine U-férmige Elek-
trode mit stehender Wasserstoffblase (Abb.38). Die Wasserstoffblase
darf nur einen kleinen Bruchteil (weniger als /10) des Volumens der
Fliissigkeit einnehmen, damit die Menge der CO,, die der Fliissig-
keit durch die Gasblase entrissen wird, einen mdglichst kleinen
Bruchteil der gesamten Menge an freier CO, der Lésung dar-
stellt. (Vgl. auch S. 78.)

Messung der Wasserstoffionen im Blut (bzw. des
Blutplasmas) nach Michaelis2.

Die Methode beruht darauf, daB Blut keine Anderung des
pH erfihrt, wenn man es mit physiologischer CO,-freier NaCl-
Losung verdiinnt.

0,85 %ig. NaCl-Losung wird in einem Jenaer Kolben ausgekocht
und unter Verschluf mit einem Natronkalkrohr abgekiihlt. Mit
dieser Losung wird eine U-Elektrode luftblasenfrei gefiillt; der
langere Schenkel bleibt zur Halfte frei. Dann bringt man in den
kurzen Schenkel der Elektrode eine Wasserstoffblase3. Nunmehr
gibt man an die Wand des frei gebliebenen Teils einige Kérnchen
Hirudin (evtl. statt dessen Natriumoxalat), entnimmt Blut aus
der Ellbogenvene mit einer Spritze und fiillt das frische Blut in
dem leer gebliebenen Teil des U-Rohres voéllig auf, indem man
mit der Nadel unter die Oberfliche der Kochsalzlésung geht

! Die Technik ist genau von E. Warburg in Abderhaldens Arbeits-
methoden IV/4, 923 beschrieben. Vgl. hierzu auch Beck: Biochem.
Z. 190, 75 (1927).

2 Michaelis: Praktikum S. 174. Vgl. auch Mislowitzer: Die Be-
stimmung der Wasserstoffionenkonzentration. Berlin: Julius Springer 1928.

3. Man verfihrt dabei so: Man lifit den Wasserstoif (der in einem
Kippschen Apparat aus As-freiem Zink und verdiinnter Schwefelsdure —
nicht HCl! — nach Zusatz von etwas CuSO, oder einiger Tropfen Platin-
chlorid entwickelt, dann mit starker wéaflriger Kaliumpermanganatlésung,
ferner mit konz. Sublimatlésung oder mit stark alkalischer Pyrogallollésung
gewaschen wird) durch ein zu einer etwa 5 cm langen feinen Kapillare aus-
gezogenes Glasrohr einige Zeit stromen, bis sicher alle Luft aus dem Rohr
ausgetrieben ist. Jetzt nihere man das Ende dieser Kapillare, wihrend das
Gas noch strémt, der Elektrode und stecke die Spitze unter die Fliissigkeits-
oberfliche. In demselben Augenblick, in dem die Spitze eintaucht, quetsche
man die Gasleitung dicht oberhalb der Kapillare mit dem Finger zu. Nun-
mehr bringe man die Kapillarenspitze bis auf die tiefste Stelle des U-Rohres
und liifte den zuklemmenden Finger ganz wenig, so dal kleine H,-Blasen
zu der Pt-Elektrode aufsteigen. Man fiille so viele Blasen ein, daf die
Platinelektrode mit ihrer Spitze gerade eben noch eintaucht. Schaum-
bildung schadet nichts. Dann zieht man die Kapillare heraus.
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und dann erst die Spritze langsam entleert. Geschieht dies
vorsichtig, so bleibt in der Elektrode iiber dem Blut (oder Serum)
immer noch eine Schicht Kochsalzlosung. Reicht nach der Ent-
leerung der Spritze die Losung bis an den Rand des groBen
Schenkels, so wird der Glasstopfen rasch aufgesetzt, ohne daf
Luftblasen hineinkommen.

Nun kippt man das Gefill in geeigneter Weise hin und her
(mit der freien Hand oder mit Hilfe eines Drehstativs, Abb. 39)1,
so daB die Wasserstoffblase die ganze Lénge des U-Rohres 50 mal
hin und 50 mal zuriick durchstreicht. Um Druckausgleich herbei-
gufithren, drehe man gelegentlich, wenn die Gasblase an dem
Pt.Ende steht, den Glasstopfen einmal um sich selbst, wobei
einegeeignete Bohrung voriibergehend
Kommunikation mit der AufBlenluft
herstellt. Wenn das Kippen beendet
ist und die Gasblase wieder auf der
Pt-Seite steht, zieht man den Glas-
stopfen heraus und befestigt die
Elektrode an einem Stativ. Ihre
Flisgigkeitsverbindung ~ wird ~ mit
einem KCl-Agar-Rohr hergestellt (vgl.

S. 78). Die Vergleichelektrode ist
eine gesittigte Kalomelelektrode;
diese bildet den positiven Pol. Sollte
sich ein Gerinnsel am Platin bilden,
so stellt sich kein konstantes oder ein
scheinbar konstantes, falsches Poten-
tial ein. Abb. 39

Das Potential stellt sich auf die
beschriebene Weise schnell zur Konstanz ein. Man wiederholt
die Messung der elektromotorischen Kraft in der Anordnung der
Gaskette nach 5 Min. unter erneutem Bewegen der H,-Blase so
lange, bis drei aufeinander folgende Ablesungen konstant bleiben.

Man erhiltfiir vendses Blut des Menschenbei 180 : 0,674 Volt gegen
die gesittigte Kalomelelektrode, entsprechend einem pH von 7,352,

Untersucht man Blutplasma, so ist dieses durch Uber-
schichten von Paraffin (vgl. S. 73) vor CO,-Abgabe zu schiitzen.
Arbeitet man mit Blutserum, das beim Stehen an der Luft

1 In der Abbildung steckt im Drehstativ eine Birnen-, nicht eine
U-Elektrode.

2 Uber eine Spritzenelektrode zur pH-Messung mit stehender Wasser-
stoffblase, die namentlich bei Punktaten Verwendung finden kann vgl.
Lasch: Z. exper. Med. 56, 157 (1927).
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bereits einen Verlust an CO, erlitten hat, so erhdlt man
verschiedene Werte; gewohnlich pH 7,6—7,7, d. h. die Poten-
tialdifferenz gegen die gesédttigte Kalomelelektrode betrigt
0,69 Volt.

Von ausschlaggebender Bedeutung bei dem Verfahren von
Michaelis ist, dal der Platindraht die zu untersuchende Losung
nur gerade beriihrt. Nur so erfolgt die Reduktion des O, in der
Losung an der Platinoberfléche und die Nachdiffusion von Wasser-
stoff aus dem Gasraum mit solcher Schnelligkeit, daB die Unter
suchung in kurzer Zeit vollendet ist. — Um das Diffusionspotentiai
der beiden Flissigkeiten der Kette an ihrer Beriihrungsstelle zu
vernichten, schaltet man eine geséttigte KCl-Losung dazwischenl.
Die Verbindung mit dieser Losung erfolgt mit Glashebern, die mit
KCl-Agar gefiillt sind (3 g Agar werden bis zur vélligen Losung mit
100 g Wasser verkocht, 40 g KCl darin heil3 aufgelost; der Glasheber
wird mit der Losung gefiillt. Die Gallerte erstarrt bald). Fiir die
U-Elektroden empfiehlt Michaelis Agarheber von hakenfor-
miger Gestalt. Der aufsteigende Schenkel des Hakens bleibt
frei von Agar; dieser Schenkel wird mit einigen Tropfen der zu
untersuchenden Losung gefiillt eingetaucht. Bei Nichtgebrauch
miissen die KCl-Agarheber stets unter gesdttigter KCl-Lisung
aufbewahrt werden.

Von anderen Elektrodenformen seien die
Elektroden von Lehmann (Abb. 40) und die
von Winterstein (Abb. 41) erwihnt.

Die Elektrode von Lehmann? verlangt 1 Trop-
fen der Untersuchungsfliissigkeit. Man kann sie selbst
leicht herstellen. .

Ein Glasrohr von etwa 3 cm Lénge und 1,3 cm
lichtem Durchmesser ist an beiden Enden mit einem
Gummistopfen verschlossen. Der untere Stopfen ist
zweimal durchbohrt. Die eine Durchbohrung ent-
hilt den verschiebbaren Glasstab S, auf den ein
kleines rundes Deckglischen aufgekittet ist. Auf dieses
Tischchen T wird 1 Tropfen der zu untersuchenden
Flussigkeit gebracht. Die zweite Durchbohrung dient
zur Aufnahme eines Glasrohrchens, das Wasserstoff
zufithrt. Um Verdunstung des Tropfens auszuschlie-
fen, bringt man auf den Grund der Elektrode
etwas Wasser. Der obere Stopfen ist dreimal durch-

Abb. 40. bohrt. Eine Durchbohrung enthédlt ein Glasrohr-
chen P mit einem in das Ende eingeschmolzenen

platinierten Platindraht mit Hg-Kontakt. Die zweite Durchbohrung ent-
halt ein Glasrohrchen, welches einem KCl-Agarheber K als Fiihrung dient.

1 Vgl. auch Michaelis und Fujita: Biochem. Z. 142, 398 (1923).
2 Biochem. Z. 139, 213 (1923).
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Die dritte (in der Abbildung nicht wiedergegebene) Durchbohrung dient
zur Ableitung des H,, der unter Wasser ausstrémt.

Zur Beschickung mit 1 Tropfen wird das Tischchen nach Entfernung
des Stopfens angehoben, und nachdem ein Tropfen darauf gebracht ist,
wieder heruntergezogen; dann werden Platinelektrode und KCl-Heber ein-
getaucht. Wasserstoff wird wie iiblich durchgeleitet. Bei kohlenséiurehaltigen
Flissigkeiten kann der pH nur ge-
messen werden, wenn dem Wasser-
stoff eine der CO,-Tension entspre-
chende Menge CO, zugesetzt ist.

Elektrode von Winterstein®
Das Zuleitungsrohr Z wird in ein
Gefdl mit konz. KCl-Losung ge-
taucht, die mit der gesittigten Ka-
lomelelektrode kommuniziert. Der
Hahn H, der eine rechtwinklige
Bohrung besitzt, wird so gestellt,
daB das Rohr Z mit dem Rohr W
kommuniziert, an welchem ein
Schlauch befestigt wird. Durch
diesen wird KCl-Losung aufgesaugt
und der Hahn mehrmals herum-
gedreht, so dafl der (nicht gefettete)
Schliff in der Mitte gut befeuchtet
wird und so einen kapillaren Fliissig-
keitskontakt mit der iber ihm be-
findlichen, zur Aufnahme der Unter-
suchungsflissigkeit F  dienenden
Héhlung herstellt. Dann wird der
Hahn in eine Stellung gebracht, in
der das Rohr W mit dieser Héh-
lung kommuniziert. W wird mit dem
Wasserstoffapparat verbunden. So
lange die Pipette P, die zur Ein-
filhrung der Untersuchungsflissig- Abb. 41.
keit dient, noch nicht in den zu-
gehorigen Schliff S eingefiihrt ist, entweicht der Wasserstoff durch diesen.
Der von dem platinierten Platindraht D durchbohrte eingeschliffene
Glasstopfen, der oben mit dem Zuleitungsdraht verbunden und sorg-
faltig mit Vaselin eingefettet ist, wird so gedreht, daB die feine, in ihn
eingeschliffene Rille B den Fliissigkeitsraum mit dem Ableitungsrohr A4
verbindet, dessen unteres Ende in ein mit Wasser gefiilltes Sperrgefafl
eintaucht. Nun wird die Pipette P mit der zu untersuchenden Losung
gefiillt und (nach Einfetten mit Vaseline) in den Schliff S eingefiihrt. Der
Wasserstoff, dem nun dieser Weg versperrt ist, entweicht jetzt durch die
Rille R und das Ableitungsrohr A. Jetzt wird dem Hahn die in der Ab-
bildung gezeichnete Stellung gegeben, bei der die Wasserstoffzufuhr ab-
gesperrt und der iiber dem Hahn befindliche Raum nach unten abgeschlossen
ist. Hierauf 148t man die zu untersuchende Flissigkeit aus der Pipette so
weit einlaufen, daB ein grofler Teil des Gasraums von ihr erfillt wird, aber
noch geniigend in der Pipette zuriickbleibt, um einen Abschlufl gegen die
AuBenluft zu sichern. Der von der Flissigkeit verdringte Wasserstoff

1 Pfliigers Arch. 216, 267 (1927).
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entweicht gleichfalls durch Rille und Ableitungsrohr. Nach beendeter Fiillung
wird der Stopfen so gedreht, daB die Rille nicht mehr mit dem Ableitungs-
rohr in Verbindung steht. Nunmehr ist die Fliissigkeit, in die der platinierte
Platindraht eintaucht, mit der dariiber befindlichen Wasserstofiblase all-
seitig abgeschlossen, und die Messung kann in der iiblichen Weise beginnen.

Der iiber dem Hahn befindliche Raum soll nicht viel mehr als 100 cmm
fassen und tber die Hélfte mit der Untersuchungsfliissigkeit gefiillt sein,
so daB etwa 60—70 cmm von dieser erforderlich sind. Legt man die Ver-
hiltnisse des menschlichen Blutes zugrunde, so wiirde bei einer CO,-
Tension von 5 Vol.-%, einer Fiillung mit 60 cmm und einer Wasserstoff-
blase von 40 cmm der Verlust etwa 2 cmm betragen oder rund 1/, der
vorhandenen CO,, was auf den H'-Wert nicht von meBbarem Einflul} ist.

Zur Entnahme von menschlichem Kapillarblut gibt Winterstein
folgende Vorschrift:

Nach Sauberung der Fingerkuppe wird aus Plastilin ein Ring von
etwa 1/, cm Durchmesser aufgeklebt; in der Mitte desselben erfolgt der
Einstich mit dem Frankeschen Schnipper. Hierauf wird rasch, noch ehe
eine grofere Blutmenge hervortritt, 1 Tropfen fliissigen Paraffins aufgetan,
der durch den Plastilinwall an seiner Ausbreitung verhindert wird, und
unter dem nun das Blut gegen stidrkeren CO,-Verlust geschiitzt, heraus-
kommt bzw. durch leichtes Driicken herausbeférdert wird. Die zur Auf-
nahme und Einfilllung des Blutes in die Elektrode dienende Kapillar-
pipette wird vorher senkrecht an einer um ihre Achse drehbaren Klammer
befestigt, mit einem Schlauch und Glasstiick zum Aufsaugen armiert und
das untere Ende mit ein klein wenig Oxalatlosung gefiillt. Der Finger
wird so unter die Pipette gebracht, dafl deren Spitze gerade in das Blut-
tropfchen eintaucht, ohne durch zu festes Anlegen versperrt zu werden;
das Blut wird unter leichtem Nachdriicken aufgesaugt. Nach Aufnahme
der erforderlichen Blutmenge wird die Pipette um 909 gedreht, so daB sie
horizontal steht und kein Auslaufen des Blutes zu befiirchten ist. An Stelle
des langen, zum Aufsaugen dienenden Schlauches wird besser ein kurzes
mit Glashahn oder Schraubklemme versehenes Schlauchstiick aufgesetzt,
verschlossen und die Pipette nach Einfetten in den Schliff S eingefiihrt.

Die Bezugselektrode. Die zu untersuchende Ldsung,
Serum oder Blut, ist der Inhalt der einen Elektrode. Thr Poten-
tial wird gegen eine ,,Bezugselektrode gemessen. Man benutzt
hierzu leicht reproduzierbare Elektroden, die 0,1 n oder die ge-
sittigte Kalomelelektrode, deren Potential gegen die normale
Woagserstoffelektrode ein fiir allemal festgestellt ist!. Betrigt
das Potential zwischen der Losung mit der unbekannten H-Ionen-
konzentration und der Kalomelelektrode E;, das Potential
zwischen der Kalomelelektrode und der normalen H-Elektrode
E;1, und das Potential zwischen der Lésung mit der unbekannten
H-Ionenkonzentration und der normal-H-Elektrode Errz, so ist

Er = Eipr+FEmr
oder Eyy=E,— Ejr.

1 Clark und Sérensen ziehen die Benutzung der 0,1 n, Michaelis die
der gesittigten Kalomelelektrode vor.
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E; ist das gemessene Potential; Ejr das bekannte Potential
zwischen der gesittigten Kalomelelektrode und der normalen
Wasserstoffelektrode (bei der Versuchstemperatur) = E,; Ergg
das berechnete, auf die normale
Wasserstoffelektrode bezogene, Po-
tential der zu untersuchenden

Driickt man & in Volt aus,
so ist # (=0,0001983 7') bei der
Temperaturt.

Losung.
0
Eyz; = 0,0001983 T pH t 9 9
und da 10 |0,0561 | 22 |0,0585
B — By — B 12 |0,0566 | 23 | 0,0587
ar = 1@, 14 |0,0569 | 24 | 0,0589
so ist 15 | 00571 | 25 |0,0591

16 | 0,0573 | 26 | 0,0593
0,0001983 T pH == gemessene E— EO 17 |0,0575 27 0,0595

18 10,0577 | 28 | 0,0597

und 19 10,0579 | 29 |0,0599
H = gemess. B — B, 20 | 0,0581 30 0,0601
pH = 0,0001983 7 21 0,0583 31 0,0603
Werte von E, (Potential
zwischen der gesdttigten - e
Kalomelelektrode und der '_]f/;
normalen Wasserstoffelek- /
trode) in Millivolt: 4 . o .

° 9]

0 / © o °
¢ ¢ 1 o L] "] K

15 252,5 21 248,2
16 251,7 22 247,5
17 250,9 23 246,8
18 250,3 24 246,3
19 249,5 25 245,8
20 248,8 37 235,5

T
i
f

°i1°t

38 | 235,0 A 8 c o

I und IT sind die Rheostatenkésten;

Neben der geséittigten E 4 ist ein Akkumulator;
Kal lelektrod Ex ist ein Element, bestehend aus
alomelelekirode emp- der gesittigten Kalomelelek- G

fiehlt Michaelis die trode (+) und einer Wasserstoff-

elektrode mit der unbekannten

Standard-Azetatelektro- Losung (—). Lt
1V, Vorschaltwiderstand.

de als Bezugselektrode®. > ¢ AT T O™ X

BeidieserwirddiePlatin- app,. 42, Kompensationsschaltung mit zwei Rheostaten-
‘Wasserstoff - Elektrode kisten und Vorschaltwiderstand.

mit folgender Fliissigkeit gefiillt: 100 ccm 1 n NaOH und 200 ccm
1 n Essigsdure werden mit destilliertem Wasser auf 1 Liter auf-

1 Als gut reproduzierbare Standard-Saurelésung wird auch 0,01 n HCI
in 0,09 n KCl vorgeschlagen, deren pH mit der Temperatur sich nicht
andert. Veibel: J. chem. Soc. 123, 2203 (1923); Cullen, Keeler und
Robinson: J. of biol. Chem. 66, 301 (1925).

Rona-Kleinmann, Blut u. Harn. 6
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gefiillt, Der Titer der Saure und der Lauge miissen (mit Phenol-
phthalein) genau gegeneinander gepriift sein. Der pH dieser
Losung (weitgehend unabhéngig von der Temperatur) ist 4,62.
Die Potentialdifferenz der gesittigten Kalomelelektrode gegen
die Standard-Azetatelektrode (s. u.) betrigt (von der Tempera-
tur wenig abhingig) 517 4- 2 — 3 Millivolt.

Uber die Anordnung der MeBapparatur vgl. Abb. 42 und Prak-
tikum I, S. 68.

Berechnung des pH (nach Michaelis): Der Potential-
unterschied E der Elektrode mit dem Serum oder Blut gegen
die Standard-Azetatelektrode wird festgestellt, indem man
direkt die Konzentrationskette Standardazetat— Blut (Serum)
herstellt. Dann ist der pH der zu priifenden Fliissigkeit gleich

4,62 + % Oder man verfahrt so, da man erst den Potential-

unterschied F; der Standardazetatlosung gegen die (gesittigte)
Kalomelelektrode (517 Millivolt bei 15—18?; 520 Millivolt bei
389), dann den Potentialunterschied £, der zu untersuchenden
Losung gegen dieselbe Kalomelelektrode mifit. Dannist £= E,—E,.
Die Kalomelelektrode ist der positive Pol. Beide Elektroden der
Kette miissen innerhalb eines Grades iibereinstimmende Tem-
peratur haben?. ,

Die Reproduzierbarkeit des Potentials bei Serum oder Blut
wird man innerhalb eines Millivolts (entsprechend einem pH-
Unterschied von 0,017—0,018) annehmen miissen. (Michaelis,
Warburg, Cullen geben eine Genauigkeit auf 0,01 pH an.)

Die Anwendbarkeit der Chinhydronelektrode? fiir
Blut (vgl. Prakt. I, S. 76) ist noch strittig; fiir Serum hingegen ist
sie gut brauchbar (Cullen und Biilman). Das Serum wie auch
die Vergleichslosung mit bekannter H-Ionenkonzentration werden
mit beliebigen, kleinen Mengen von Chinhydron (dunkelgriine
Kristalle von 1 Mol Chinon + 1 Mol Hydrochinon, kiuflich3)
versetzt und mit je einer Elektrode aus starkem nicht platinier-
tem Platin versehen. Die Zufuhr von Wasserstoffgas fillt fort.

Statt eine Kette aus zwei Chinhydronelektroden mit zwei
verschiedenen Fliissigkeiten herzustellen, kann man auch nach-
einander den Potentialunterschied einer Chinhydronelektrode mit
der ersten Losung und dann den Potentialunterschied einer Chin-

1 Man beachte im allgemeinen: die alkalischere Losung ist stets nega-
tiv gegen die saurere Losung.

2 Vgl. Cullen und Biilman: J. of biol. Chem. 64, 727 (1925).

3 Uber Chinhydron- Praparate vgl. Kolthoff und Bosch: Biochem.
Z. 183, 434 (1927).
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hydronelektrode mit der zweiten Losung gegen eine Kalomelelek-
trode (die Kalomelelektrode ist hier der negative Pol) messen.
Der Unterschied der beiden elektromotorischen Krifte E ist gleich
der elektromotorischen Kraft der direkten Chinhydronkette?!.
Von besonders konstruierten Chinhydronelektroden sei die
Mikroelektrode von Biilman erwdahnt (Abb. 43). Ein kapillares
Glasrohr steht durch einen Gummistopfen
mit einer Platinelektrode in Verbindung; in
das Glasrohr kommen 2—3 Tropfen Serum
gowie Chinhydron. Auch die Elektrode von
Ettisch wie auch die Spritzenelektrode von
Mislowitzer sind zu erwdhnen (vgl. Prakt.
Bd.I, S.78). Die elektromotorische Kraft zwi-
schen Standard-Azetat-Chinhydron-Elektro-
de und geséttigter Kalomelelektrode betréigt
etwa 0,18 Vol. Die Kalomelelektrode ist der
negative Pol.
Eine Methode fiir die Wasserstoff- wie auch
fiir die Chinhydronelektrode sowohl fiir Harn
als auch fiir Blut (im Falle der Benutzung von
Chinhydronelektroden fir Serum) ist von
Meeker und Oser? angegeben worden.
Die eine Wasserstoffelektrode wird mit der
Untersuchungsfliissigkeit gefiillt, die zweite
taucht in eine genau bekannte Menge eines Abb. 43,
Puffergemisches. Das Puffergemisch muf
einen &dhnlichen pH haben wie die unbekannte Lésung (vor-
hergehende orientierende Kolorimetrie). Die Fliissigkeit der
zweiten Elektrode wird durch ZuflieBenlassen aus einer Biirette
so lange mit einem der Anteile des Puffergemisches (also bei
Phosphatpuffern mit sek. Natriumphosphat oder priméir. Na-
triumphosphat) versetzt, bis zwischen den Elektroden keine Po-
tentialdifferenz mehr herrscht. Aus der Biirettenablesung kann
man mit Hilfe einer Eichtabelle den pH ablesen. Messungen mit

! Zu Chinhydronelektrode vgl. Sérensen und Linderstrém-Lang:
C. R. Labor. Carlsberg 14, 1 (1921); ferner Mozolowski und Parnas:
Biochem. Z. 169, 352 (1926). Cullen und Biilman fanden gute Uber-
einstimmung zwischen Chinhydron- und Wasserstoffmessungen im Serum
oder Plasma. Neuerdings verlangen Cullen und Earle Extrapolation
auf Zeit 0 (drei Ablesungen mit je 30”” Intervall) und Anwendung einer
Korrektur von 0,06 pH. Meeker und Reinhold: J. of biol. Chem. 77,
505 (1928) finden mit der titrimetrischen Chinhydronmethode (siche oben)
gute Ubereinstimmung mit den Wasserstoffmessungen.

2 J. of biol. Chem. 67, 307 (1926).

6*
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Chinhydron ergaben bei 1 zu 20 verdiinntem Harn gute Uber-
einstimmung mit den kolorimetrisch ermittelten Werten!.

Kolorimetrische Messung der H'-Konzentration im Blute
o bzw. im Plasma.

Kolorimetrische Methode von Cullen2.

Prinzip. Das Blut wird ohne CO,-Verlust aufgefangen (vgl.
S. 73). Das Plasma wird .mit einer Phenolrot enthaltenden Salz-
16sung verdimnt und die Farbe wird mit der einer Standard-
Phosphatlésung von bekannter H'-Konzentration verglichen.

Das Blut wird ohne Stauung aus der Vene mit der Spritze
entnommen und unter Vermeidung von Kohlensiureverlust unter
Paraffinél (Paraff. liqu. puriss., Dichte 0,885) in einem Zentrifugier-
glas aufgefangen, das Oxalat (fiir eine Konzentration von ca. 0,3%)
enthdlt. Man gibt 0,01 cem einer 30%ig. neutralen Kalium-
oxalatlgsung pro ccm Blut in das Zentrifugierglas und trocknet
es in einem Luftstrom (vgl. S.73). Das Zentrifugierglas wird voll
mit Blut gefiillt, zugestopft und zentrifugiert. Am besten wird
das Zentrifugierglas mit einem durchbohrten Gummistopfen ver-
sehen, durch dessen Offnung ein Teil des Ols, das die Blutprobe
bedeckt, ausflieBt; man verschlieBt dann die Offnung mit einem
Glasstibchen. Nach dem Zentrifugieren (etwa einer halben Stunde)
und Entfernen des Glasstiickes wird die Bohrung des Stopfens
wieder mit Ol gefiillt, so daB weder das Blut noch das Plasma mit
Luft in Beriihrung kommen,

Reagentien. Indikatorlésung: 0,1 %ig. Phenolrotldsung. Man
Isst 0,11 g Phenolrot in 5,7 cem 0,05 n NaOH, fiigt 80 ccm dest.
Wassers zu, kocht auf, verdiinnt nach dem Abkiihlen auf 100 ccm und
filtriert. Der Indikator muB neutral sein; 1—3 Tropfen zum redestillier-
ten Wasser gesetzt diirfen keine rote Farbe geben3. Der pH des re-
destillierten Wassers betrdgt 6,2—6,5 (es gibt weder mit Phenolrot noch
mit Methylrot eine Rotfarbung).

1 Meeker und Reinhold (1L c¢.) fanden nicht unerhebliche Ab-
weichungen der mit der Cullenschen Methode (8. 84) und der mit der
Chinhydron-Elektrode erhaltenen Werte. Im normalen Plasma Differen-
zen von 0,01—0,08 pH, im pathologischen solche von 0,03—0,14 pH.
Die kolorimetrische Methode hat die Tendenz, nach der alkalischen Seite
abzuweichen.

2 J. of biol. Chem. 52, 501 (1922). — Vgl. auch Hawkins: J. of biol.
Chem. 57, 493 (1923). [Die Cullensche Methode fiir 0,6 cm Blut.]

8 Uber EiweiBfehler bei der pH-Bestimmung mit Neutralrot und
Phenolrot vgl. Lepper und Martin: Biochem. J. 21, 356 (1927).
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Vergleichs - (Standard)16sung: Man stellt Losungen von pH
ca. 7,2—7,7 in Stufen von pH 0,05 her (s. Tabelle). Die Standardlésungen,
die mit Phenolrot versetzt sind (0,01 cem 0,04 % ig. Phenolrotlosung pro ccm),
miissen mindestens einmal die Woche elektrometrisch gepriift, nétigenfalls
erneuert werden. Loésungen zu je 100 ccm sind in Jenaer Kolben mit
Gummistopfen aufzubewahren.

Phosphatmischung?.

q /35 Na,HPO, | »/,; KH,PO, H n/,sNa,HPO,| »/,; KH, PO,
p cem cem p cem cem
7,0 61,1 38,9 7,40 80,8 19,2
7,05 63,9 36,1 7,45 82,5 17,5
7,10 66,6 33,4 7,50 84,1 15,9
7,15 69,2 30,8 7,65 85,7 14,3
7,20 72,0 28,0 7,60 87,0 13,0
7,25 74,4 25,6 7,65 88,2 11,8
7,30 76,8 23,2 7,70 89,4 10,6
7,35 78,9 21,1 7,75 90,5 9,5

7,80 91,5 8,5

Die Rohrchen fiir die Fliissigkeitsproben sind aus dickwandigem,
alkalifreiem Glas. Bei der Betrachtung im Komparator (vgl. 8. 319) geniigt
Tageslicht. Glaser von 20 mm Durchmesser sind am besten; bei sehr
wenig Blut verwende man solche von 10—14 mm.

Indikator-Salzlésung: Ausgekochte 0,9 %ig. NaCl-Losung; es
werden in einem 100 ccm-MeBkolben 1,05 cem einer 0,04 % ig. Phenolrot-
lésung zu 95 cem der NaCl-Losung gefiigt, wonach man einige Tropfen
0,02n NaOH bis zu einem pH von 7,4—7,6 hinzufiigt und mit der Salz-
I6sung bis zur Marke fullt2.

Bei der Bestimmung werden Portionen zu je 5 bzw. 20 ccm der
Indikator-Salzlésung in die R6hrchen getan und mit Paraffinél be-
deckt. Andere Rohrchen mit ebensoviel Salzlésung ohne Indikator
werden ebenso vorbereitet. Dann werden 0,4 bzw. 1,0 ccm Plasma
(man nimmt Pipetten zu 1 ccm mit unterer und oberer Marke) unter-
halb des Ols zu der Indikator-Salzlésung gegeben; eine andere
Probe von 0,4 bzw. 1,0 ccm Plasma in 5 bzw. 20 cem Salzlosung
ohne Indikator. (Diese letzte Probe ist fiir die pH-Standardlésung
im Komparator bestimmt.) Man mischt Plasma und Salzlgsung
mit einem Glasstab unterhalb des Ols und bestimmt den pH, in-
dem man im Walpole-Komparator die Farbe des Plasmas + In-
dikator mit der kombinierten Farbe von Phosphat + Indikator

111,87 g Na,HPO,-2 H,O (,,nach Sérensen*) bzw. 9,47 ¢ Na,HPO,
(wasserfrei, Merck) auf 1 Liter. 9,08 ¢ KH,PO, auf 1 Liter.

2 Myers, Schmitz und Booher geben zu je 100 ccm der 0,9 %ig.
NaCl-Losung 10 cem einer 0,02 % ig. Phenolrotlésung und dann die not-
wendige Menge Lauge.
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und verdiinntem Plasma vergleicht. Die Réhrchen stehen im
Komparator in der folgenden Anordnung:

Lichtquelle

Salzlésung

Wasser
Plasma

Salzlésung Standard-
Indikator 16sung
Plasma Indikator

Beobachter

Man liest auf 0,01 oder 0,02 pH ab. Die Temperatur wird unmittel-
bar nach der pH-Bestimmung mit einem in die Lésung getauchten
Thermometer bestimmt. Wenn méglich soll die Bestimmung bei
209 geschehen. (Man kann vor der Bestimmung das Plasma und
die zur Bestimmung nétigen Fliissigkeiten in einem groflen Wasser-
bad auf 200 bringen.) — Fiir menschliches Plasma gilt

PH3zs = PH marbe bei o -+ 0,01 (¢ — 20°) —0,231,
wo pHge der pH des unverdiinnten Plasmas bei 389 ist; ¢° ist die
Temperatur (15—25° der Phosphatlésung und des verdiinnten
Serums bei der Ablesung.

Die angegebene Korrektur von — 0,23 variiert bei den ver-
schiedenen Tierspezies. (Beim Hund — 0,35.) Sie enthilt die
Korrektur fiir die Verdiinnung und den EiweiBfehler.

Die Methode erlaubt den pH mit einer Genauigkeit von -4 0,01
bis 4-0,02 pH zu bestimmen?. Die damit gefundenen Normal-
werte fiir Venenblut betrugen 7,30—7,40 pH.

Kolorimetrische Methode von Holl6 und Weif33.

Das Prinzip der Methode besteht darin, daB die zur Farben-
vergleichung dienende Phosphatréhre mit ebensoviel zu unter-

! Drucker und Cullen: J. of biol. Chem. 64, 221 (1925) geben
fiir den CO,-Verlust beim Auffangen des Kutanblutes unter Paraffinél
eine weitere Korrektur von —0,03 an. Vgl. auch die Untersuchungen
von Myers und Muntwyler: J. of biol. Chem. 78, 243 (1928).

2 Nach Myers, Schmitz und Booher: J. of biol. Chem. 57, 209
(1923). Uber eine Mikromethode fiir die kolorimetrische Bestimmung der
‘Wasserstoffionenkonzentration von Kapillarblut (fiir Mengen von 1 Tropfen);
vgl. Martin und Lepper: Biochem. J. 20, 37 (1926).

3 Darstellung nach der Beschreibung von Holl6 in Balint: ,,Ulcus-
problem und Saurebasengleichgewicht*. Berlin. Vgl. ferner Hollé und
WeiB:lBiochem. Z. 144,87 (1924). Holl6, v. Sailerund WeiB: Z. exper.
Med. 51.
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suchendem Plasma versetzt wird, wie die Réhre mit dem
verdiinnten Plasma, dessen Reaktion bestimmt werden soll,
enthalt.

Je 2—3 ccm des mit kohlensiurefreier physiologischer NaCl-
Losung 10—20fach verdiinnten Plasmas, das schon den Indikator
enthilt, werden in 2 gleiche, unten flache und mdéglichst ab-
geschliffene Réhrchen gebracht. In das eine kommt auBlerdem
noch 0,5 ccm einer alkalischen m/; 5 Phosphatlgsung (Phosphat-
réhre), in das andere zum Volumenausgleich ca. 1 cem Ver-
diinnungsfliissigkeit (Plasmarchre). Aus einer Mikrobiirette 1486t
man so viel einer mit physiologischer Kochsalzlosung ver-
diinnten 0,01 n Salzsdurelosung zur Phosphatrohre zuflieBen, bis
beide Rohrchen von oben gesehen dieselbe Farbe zeigen. Dazu
wird etwa 0,5 ccem Salzsiurelosung verbraucht. Am Ende der
Titration haben dann beide Rohrchen denselben Gehalt an
Eigenfarbe, Elektrolyten (hauptsichlich NaCl) und Eiwei}; bei
gleicher Farbe werden sie daher den gleichen pH haben, womit
der Salz-, der Eigenfarben- und der Eiweilfehler ausgeschaltet
sind.

Dieser pH wird durch das Verhéltnis Phosphat : Salzséure be-
stimmt und kann aus einer geeichten Kurve abgelesen werden.
Das in der Phosphatréhre enthaltene Plasma hat keinen stéren-
den EinfluB auf die aktuelle Reaktion; da am Endpunkt der
Titration das Phosphatsalzsiuregemisch und das Plasma den
gleichen pH haben, verursacht ihr Zusammensein keine Anderung
der  Reaktion.

Blutentnahme und Verdiinnung des Blutes. Das Armvenen-
blut ist nach den Autoren dem mittels Arterienpunktion gewonnenen vor-
zuziehen. Das Blut wird mit einer Rekordspritze entnommen; bei der
Blutentnahme soll sich in der Spritze moglichst keine Luftblase bilden;
man entnimmt 2,5 bis héchstens 3 ccm Blut (genaues Messen ist nicht
notig) und verteilt es moglichst gleichmaBig in 3 gewohnliche, mit
Verdiinnungsfliissigkeit (s. unten) gefiillte Zentrifugenrohrchen. Genaue
Blutverdiinnung ist nicht nétig, im allgemeinen erfolgt 10—15fache Ver-
diinnung, aber 5—20 fache ist auch noch brauchbar. Man verdinnt sofort
nach der Blutentnahme in Zentrifugierréhrchen von 8—10cem Inhalt.
Die Zentrifugierrohrchen sind zwecks luftdichten Verschlusses mit einem
kurzen Gummischlauch und einer kleinen, beim Zentrifugieren nicht
stérenden Klemme montiert. Sie enthalten die Verdiinnungsfliissig-
keit, mit der sie ganz gefiillt — ohne Luftblase — und geschlossen sind.
Das Blut wird mit der Nadel mdéglichst auf den Boden der soeben ge-
offneten vollen Zentrifugierrohre gespritzt, so dafl die Verdinnungsfliissig-
keit iiberrinnt; das Roéhrchen wird sofort geschlossen, durchgeschiittelt
und abzentrifugiert.

Als Verdinnungsfliissigkeit wird eine Losung benutzt, die zur

Verhinderung der Gerinnung 0,2 % Natriumoxalat und auBerdem 0,73 %
Kochsalz enthilt. (Nur ganz tadellose und auf Neutralitit gepriifte Re-
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agentien gebrauchen!) Diese Losung ist 0,155 n, und ihre Normalitit ent-
spricht einer 0,9 %ig. ,,physiologischen* Losung von Kochsalz. Die Ver-
diinnungsfliissigkeit soll in einem ausgedampften Jenaer Kolben aufbewahrt
werden und Ofter (wochentlich) aus méglichst frisch destilliertem Wasser
frisch zubereitet werden. Sie mufl méglichst CO,-frei sein. Die Austreibung
der Kohlenséure erreicht man am besten mittels Durchtreibung von N,
aus einer Bombe durch die Fliissigkeit. Zur Durchleitung und besseren
Mischung des Gases benutzt man eine an ihrem Ende kolbig verdickte
Glasrohre mit einem dichten Kranz von feinen Léchern am Kolben. Es
soll immer nur in einem kleinen Kolben die unmittelbar notwendige Menge
Verdiinnungsfliissigkeit von Kohlenséure befreit werden und zwar knapp
vor dem Gebrauch. Dazu geniigen 3—4 Minuten. Soll die CO, mit kohlen-
sdurefreier Luft ausgetrieben werden, so verfahrt man in folgender Weise:
Man verschlieBt den Kolben mit der Verdiinnungsfliissigkeit mit einem
doppeltdurchbohrten Gummistépsel und 148t durch die Wasserstrahlpumpe
Luft durchsaugen, die vorher durch Passieren durch Natronkalk CO,-frei
gemacht wird. Die Réhre, die unten in die Fliissigkeit taucht, endet in
einen kleinen Kolben mit feinen Loéchern, damit die kohlensdurefreie
Luft gut durchgemischt wird.

Bei CO,-Austreibung mit Luft mufl eine Korrektur von etwa 0,02 zu
den erhaltenen pH-Werten addiert werden.

Es ist unbedingt zu empfehlen, den Indikator schon der Verdiinnungs-
fliissigkeit zuzumischen. Das soll aber méglichst erst nach Austreibung der
Kohlensiure geschehen, da sonst ein Teil des kolloidalen Farbstoffes durch
das Schiitteln gefdllt wird. Als Indikatoren kommen im Bereich der Blut-
reaktion nur Neutralrot und Phenolrot in Betracht. Man nimmt 0,1 %ig.
wafirige Losungen, von Neutralrot 1 cem, von Phenolrot 2 cem auf 100 com
Verdiinnungsflissigkeit. (Das Neutralrot mufl in heilem Wasser gelost
werden; vom Phenolrot muf} je 0,10 g Farbstoff mit 5,7 ccm 0,05 n NaOH
versetzt und aufgekocht werden.) )

Zur praktisch vollstindigen Ausschaltung des Indikatorfehlers ist es
empfehlenswert, die mit Indikator versehene Verdiinnungsfliissigkeit schon
im voraus mit etwas Lauge auf die ungefihr zu erwartende Reaktion
zu bringen — fiir Blut bei 18°C schwankt dieser Wert um pH 7,5. Zu
diesem Zweck versetzt man sie mit einigen Tropfen einer unter CO,-Ver-
schluB aufbewahrten oder aus einer konzentrierten Lésung ad hoc her-
gestellten etwa 0,02 n Natronlauge, bis die Mischung eine Ubergangsfarbe
zeigt. Man kann auch eine physiologische Kochsalzlésung in Leitungs-
wasser, das gewShnlich einen pH von 7,6 hat, oder eine entsprechende
Phosphatmischung als Vorlage benutzen.

Die Verdiinnungsfliissigkeit wird von CO, befreit, mit Indikator ver-
setzt, neutralisiert, in die vorbereiteten Zentrifugierrohrchen gefiillt und
luftdicht verschlossen, wobei die Réhrchen alle eine Ubergangsfarbe zeigen
miissen; dann kann die Blutentnahme erfolgen.

AuBerhalb des Korpers wird das Blut infolge von Glykolyse und bak-
teriellen Zersetzungen sauer; bei Zimmertemperatur kann diese Zunahme
der H-Zahl in den geschlossenen Zentrifugierréhrchen in 2—3 Stunden
10—15% betragen. Der dadurch entstandene Fehler kann durch Zusatz
von 0,1% Na¥ und gleichzeitiger Aufbewahrung des Blutes auf Eis
wihrend 12—24 Stunden vermieden werden; langere sichere Konservierung
aber ist nicht gut moglich.

Der Gebrauch von NaF ist nach Hollé und WeiB nur fiir Ausnahme-
falle zu empfehlen, wenn eine sofortige Bestimmung unméglich ist, sonst
soll das Blut sofort verarbeitet werden. Sollte die Verarbeitung erst nach
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2—3 Stunden méglich sein, so muB das verdiinnte Blut bis dahin auf Eis
liegen. Vor dem Abzentrifugieren muBl es dann aber wieder auf Zimmer-
temperatur gebracht werden, denn sobald die Trennung von Blutkérperchen
und Plasma nicht bei Zimmertemperatur vor sich geht, bekommt man
infolge verschiedener Temperaturkoeffizienten fiir die H'-Zahl des Voll-
blutes und des Plasmas falsche Resultate.

Zum Titrieren braucht man einige kurze 7—8 cm lange Réhrchen
mit flachem, abgeschliffenem Boden und méglichst gleichem Kaliber,
2 Mikrobiiretten, einige Pipetten, eine Losung von 0,01 n Salzsdure in physio-
logischer Kochsalzlésung und eine m/, .-Lésung von Sérensenschem Dina-
triumphosphat (11,876 gin 500cem), gelostin 0,01 n Salzséure (p H =etwa7,8).
Diese Losungen miissen nicht kohlensdurefrei sein; bei so konzentrierten
Losungen spielt der mogliche Kohlensduregehalt keine Rolle mehr, aufler-
dem werden diese Losungen samt Kohlensdure geeicht.

Das Titrieren geschieht folgendermafien: zuerst werden einige Réhrchen
(zu jeder Einzelbestimmung eine) aus einer Mikrobiirette mit je 0,5 ccm
der obigen Phosphatlésung gefiillt. Um genau ausmessen zu kénnen, muf}
die Kapillare des Biirettenhahns mittels Gummiansatzes und Glaskapillare
so verlangert werden, da das Phosphat direkt auf den Boden des Rohr-
chens flieB3t, ohne dal auch nur ein Tropfen an der Wand héngen bleiben
kann. Man kann so 0,5 cem bis auf 0,01 cem (2%) genau abmessen.

Sobald das zentrifugierte Plasma bereit steht, wird ein flaches Reagenz-
glas mit 1ccem (entsprechend 0,5 ccm Phosphat + 0,5 cem zum Titrieren
erwartungsgema notwendiger Salzsiure) der streng CO,-freien, also in
einem ausgedampften Jenaer Reagenzglas eigens frisch mit O, oder N,
durchstromten indikatorenfreien Verdiinnungsflissigkeit gefiillt. Diese
durchstromte Losung 1aBt sich unter Paraffin bis zu einer halben Stunde
kohlensdurefrei halten.

Jetzt erst wird das Zentrifugierrohrchen durch Abnahme des Gummi-
ansatzes geoffnet, das Plasma vorsichtig und schnell abpipettiert; je 3
(oder 2,5)ccm davon werden in ein Rohrchen mit Phosphat (Phosphat-
réhre) und in eines mit Verdiinnungsflissigkeit (Plasmarchre) gefiillt,
wobei darauf geachtet werden muf, dafl die beiden Glieder eines Réhren-
paares mit genau derselben Menge verdiinnten Plasmas versetzt werden,
da das verdiinnte Plasma zugleich den Indikator enthélt. Beim Fiillen
der Plasmarohre muf man darauf achten, CO,-Verlust zu vermeiden:
die Pipette mull den Boden der Plasmarchre beriihren.

Ist die hinzugefiigte Losung nicht ganz neutral und ungepuffert, so
bekommt man falsche Werte. Die dazu benutzte Verdiinnungsflissigkeit
muf} also streng CO,-frei sein und darf, was noch wichtiger ist, keine aus
dem Glase ausgelaugten Silikate oder sonstigen Verunreinigungen enthalten.
Sie darf natiirlich keinen Indikator enthalten. (Das Versetzen der Plasma-
réhre mit 1 cem Verdiinnungsfliissigkeit kann auch unterbleiben. Dadurch
gewinnt die Methode an Einfachheit und Zuverlissigkeit.)

Das Plasma enthéilt schon den Indikator und kann sofort titriert werden.
Man laBt dabei aus der Mikrobiirette so viel Salzsidure zur Phosphatrihre
flieBen, bis beide Réhren, von oben gesehen, die gleiche Farbennuance
zeigen. Der Gebrauch von Abblendekasten ist nicht notig. Es geniigt, bei
diffusem Tageslicht und auf glatter weiller Unterlage zu titrieren. Das
Titrieren dauert bei einiger Ubung nur 1—2 Min., besondere MaBnahmen,
dem Entweichen der Kohlensiure vorzubeugen, sind iiberflissig. Man
kann sich leicht iiberzeugen, daB die Plasmarohre beim Stehen 4—5 Min.
lang ihre Farbe nicht &ndert; nur darf sie beim Titrieren nicht geschiittelt
werden.
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Die verbrauchte Menge Salzsiure wird notiert und der entsprechende
pH-Wert aus einer geeichten Kurve sofort abgelesen. Kontrollbestimmungen
miissen bis auf pH 0,02 iibereinstimmen.

Es ist ratsam, die eigenen Losungen moglichst selbst zu eichen. Am
besten geschieht das auf elektrometrischem Wege; beim Eichen wird das
verdiinnte Plasma in den Phosphatsalzsiduregemischen durch Verdiinnungs-
fliissigkeit (2,5 cem auf 0,5 ccm Phosphat) ersetzt.

Die Indikatorenmethode nach Michaelis und Gyémant ist zur
Eichung auch zu empfehlen (vgl. Prakt. Bd. I, S. 60). Anstatt mit Reagenz-
glas-Reihen arbeitet man nur mit zwei flachen Reagenzglisern von méglichst
gleichem Kaliber. Die eine Rohre enthilt die zu messende Losung, also
in diesem Falle das Phosphatsalzsiuregemisch und dazu eine bekannte
Menge m-Nitrophenol, die andere enthélt die Lauge und wird aus einer
Mikrobiirette mit so viel verdiinnter m-Nitrophenollésung versetzt, bis
beide Rohren, von oben gesehen, die gleiche Farbe zeigen. Aus dem Ver-
haltnis der Nitrophenolmengen in beiden Rohren wird der sogenannte
Farbgrad berechnet. Durch mehrfache Kontrollen kann man bis zu 3%
genau messen. ’ :

Temperaturkorrektur. Das Blut ist bei 38°C um pH 0,20 bis
0,22 saurer als bei 18° C. Der Temperaturkoeffizient der Methode betragt
also pro Grad pH = 0,01. Diese GroBe muB fiir jeden Grad iber 18°C —
die Temperaturbestimmung geschieht im Riickstand der Zentrifugier-
réhre — zu dem in der Kurve angegebenen Wert addiert werden. Will
man die Werte auf 38° C bezichen, so muB3 von den Werten fiir 18¢ C 0,22
abgezogen werden.

Die Fehlerbreite der Methode betriagt pH 0,02, so dall mit ibr
objektive Ausschlige von pH 0,03 schon nachzuweisen sind?!.

Gasanalytische Bestimmung der
Wasserstoffionenkonzentration im Blute.

Die Wasserstoffionenkonzentration im Blut bzw. im Plasma
héingt von dem Verhédltnis der frei gelésten und der gebundenen
(Bikarbonat-) Kohlensidure, gemiBl dem Massenwirkungsgesetz,
ab. Nach dem Massenwirkungsgesetz besteht die Beziehung
[H][Séure-Anion]

b

]{;:

[undissoziierte Séure]

in unserem Fall ist demnach die H-Ionenkonzentration oder ge-
nauer die H-Tonenaktivitit ay
"> [H,CO,4] Po k Po

@rcoy =k [HCO3]- fucoz - frcoy " [HCO31”

1 Einige Anderungen bei der Ausfiihrung der kolorimetrischen k-Be-
stimmung nach Holl6-WeiB teilen neuerdings Schreus und Schulze
mit: Z. exper. Med. 64, 540 (1929)- :

* Die Werte in den eckigen Klammern bedeuten Konzentrationen
in Mol.
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wo ancoy die Bikarbonat-Ionenaktivitdt, fmcoy den betreffenden
Aktivititskoeffizienten bedeuten. P ist der Partialdruck der
Kohlensgure in der Gasatmosphére iiber der Fliissigkeit, o der
Loslichkeitskoeffizient, d.h. der Wert der gelosten H,CO; in
1 cem der Fliissigkeit beim Druck einer Atmosphire der reinen
Kohlensdure. Im Plasma (bzw. Serum) variiert k/fmco;, die schein-
bare erste Dissoziationskonstante der Kohlensidure, nur wenig mit
der Bikarbonatkonzentration.

Driicken wir die Konzentrationen in Volumprozenten aus
(Volumen Gas in 100 ccm Fliissigkeit), so erhalten wir

Vol.-% HCO-,

pag = pH, = pK, + log Vol.-% HyCOy, ’ ©

wo 1 k
poag = IOg&; und pK, = log [—

bedeuten, und der Index p oder s bezeichnet, daB die Werte auf
Plasma oder Serum bezogen sind.

Werte fiir pK,: bei 3896,10%, bei 20° 6,18 mit einer maximalen
Abweichung vom Mittel von 4 0,03 pH. Die gesamte Abweichung
betrigt also 0,06, die Werte fiir pH kénnen demnach mit den
gasometrischen Methoden nur mit dieser Genauigkeit, d. h. nur
auf einige Einheiten in der 2. Dezimale des pH bestimmt werden?.

Driickt man die Vol.-% H,CO,, (die Konzentration der ge-
16sten Kohlensdure im Plasma in Vol.-%) als Funktion des Lés-
lichkeitskoeffizienten o aus, so sind, wenn der Partialdruck der
CO, pCO, ist (= mm CO,-Druck), die Vol.-% gleich

0% . pCO, = 0,316, p CO, .

Die Konzentration des Bikarbonats wird aus der Differenz
zwischen freier und gesamter CO, gewonnen. Ist die Konzentra-
tion der gesamten (der freien und der gebundenen) Kohlensdure
im Plasma gleich [CO,], d. i. die Vol.-% der gesamten CO,, ge-
messen bei 0° und 760 mm Hg-Druck, so erhdlt man fiir

Vol.-% HCO,,, = [CO,], — 0,1316 a,, - p CO, .
Die urspriingliche Gleichung (*) erhdlt demnach die Form:

B [CO,] , — 0,1316 &, pCO,
pH, = pK, + log 0,1316 ., pCO, ]

bzw.

_ [C0,], — 0,1316 ¢, p CO,
pH, = pK, + log 0,1316 o, p CO,

1 Vgl. hierzu noch Hastings, Sendroy und van Slyke: J. of biol.
Chem. 79, 193 (1928).
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Die Messung der Vol.-% der gesamten Kohlensdure, d.h. von
[CO,], erfolgt nach van Slyke und Cullen oder nach van Slyke
und Neill (S. 49, 59). Uber den Wert von 0,1316 « in Wasser und
Serum gibt folgende Tabelle Aufschluf:

Grole von ain Wasser 0,1316 a,
und im Serum
nach van Slyke,
0 0,1316 %m0 nach Bohr WuundMeLean
15 0,1340 0,1307 0,1225
20 0,1156 0,1128 0,1057
25 0,0999 0,0975 0,0913
30 0,0875 0,0855 0,0800
38 0,0730 0,0712 0,0668

Der von Bohr angegebene Wert o, = 0,975 ot yypeeer Variiert mit
dem Wassergehalt des Serums.

Es ist zu beachten, daBl die Pufferung, bedingt durch das
Verhiltnis CO,/Bikarbonat, nicht dieselbe ist, ob die Anderung
des CO,-Druckes auf ein Serum getrennt von den Formelementen
erfolgt oder in Gegenwart der roten Blutkoérperchen (auf das
,,wahre* Serum).

Ausfithrung!. Von dem, mit NaF versetzten oder mit
Oxalat behandelten (S. 73), unter Luftabschlufl entnommenen
Blut wird ein Teil zentrifugiert und im Plasma die gesamte Koh-
lensdure [CO,], bestimmt. Das iibrige Blut wird mindestens in
drei Teile geteilt und mit verschiedenen CO,-Partialdrucken (z. B.
20, 40, 80 mm Hg) in Gleichgewicht gebracht (vgl. S. 41). Man
zentrifugiert und bestimmt in jeder Probe die Gesamtkohlensiure
[CO,],. Diese drei Analysen gestatten, die CO,-Absorptionskurve
des ,,wahren Plasmas‘ der betreffenden Blutprobe festzulegen.
Man sucht auf der Kurve den Punkt auf,der dem ersten [CO3],
Wert entspricht. Danach kénnen [H,CO,], und [HCO3], be-
stimmt werden. So gewinnt man alle Daten zur Berechnung
des pH. Auf diese Weise erhédlt man den ,,wahren‘ pH des Plasmas
unter den Bedingungen des Partialdruckes der CO,, wie er zur
Zeit der Blutentnahme in vivo vorhanden ist.

Die Genanigkeit der Methode entspricht, wie oben schon er-
wihnt, der Genauigkeit, mit der pK mit der Wasserstoffelektrode
bestimmbar ist. Abweichungen innerhalb pH 4- 0,03 sind daher
nicht zu verwerten (Bigwood).

Eine Vereinfachung der Methode ist die Bestimmung der

1 Bigwood: Lec. S.143.
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,reduzierten” Wasserstoffzahl nach Hasselbalch®, Man
bringt dabei die Blutprobe mit einem willkiirlichen Partial-
druck der CO, in Gleichgewicht. Hasselbalch wihlt 40 mm
Hg-Druck, den durchschnittlichen Druck des Gases im arteriellen
Blut. Man berechnet den auf diesen Druck bezogenen pH. Die
erste [CO,],-Bestimmung der oben beschriebenen Methode, die
CO,-Bestimmungen bei verschiedenen CO,-Drucken, sowie die
Blutentnahme bei Luftabschlul fallen hier fort. Der so ge-
wonnene Wert stimmt mit dem elektrometrisch bestimmten auf
etwa -4 0,05 pH iiberein.

Macht man gleichzeitig mit der Blutentnahme eine Bestim-
mung des Partialdruckes der Kohlensdure in der Alveolarluft
(8. 71), und nimmt man an, daB der CO,-Druck im arteriel-
len Blut derselbe ist wie in der Alveolarluft, so kann man den
pH des arteriellen Blutes berechnen, entsprechend dem Punkte,
der dem Partialdruck der Kohlenséure in der Ausatmungsluft ent-
spricht (,,Regulierte Wasserstoffzahl*)1.

Bei der Feststellung des pH des Plasmas aus der Bestim-
mung der Kohlenséure im Gesamtblut ist folgendes zu be-
achten.

Die Henderson-Hasselbalchsche Formel fiir die Beziehung
zwischen dem pH des Serums und dem CO,-Druck und CO,-
Gehalt des Gesamtblutes lautet:

) [CO,]5 — 0,1316 05 pCO
pHS = pKB + ].Og 20?1316 g [pcgz] : . (**)

Die Indizes B bedeuten, daB3 die Werte sich auf das Gesamtblut
beziehen.
Nach van Slyke, Wu und McLean besteht die Beziehung

ap = (1 — 0,0067 h) ag,

wo kb die Oxygenkapazitiat in Vol.-% (cem O, fir 100 cem Blut)
bedeutet.

Aus dem Nomogramm auf 8. 94 (nach van Slyke und
Hastings) lassen sich die Werte fiir pK; — pKg entnehmen. Die
gerade Linie, die die bekannten O, (oder Hb) und die pH-Werte
fir Serum verbindet, trifft die Werte pKj; — pKg fiir das total

oxydierte und total reduzierte Blut (Abb. 44).
‘ Bei der Benutzung der CO,-Bestimmung und des CO,-Ge-
haltes im Gesamtblut nach der Gleichung (**) zur Berechnung
von pHy sind die Werte der Konstanten unsicherer als bei der

1 Vgl. hierzu jedoch Bigwood: 1. c. S.145.
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Benutzung des CO,- Gehaltes des Serums und der Gleichung (*).
Letztere ist demnach vorzuziehen?. '
Den Grad der Anderung im pH mit der Temperatur bei kon-

Kz = pKs
Go%
0083\
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stanter Bikarbonatkonzentration im Blut wie auch im ,,wahren‘
Serum gibt die Formel

A pH xarcos = 0,02 (38° — ¢°)

an?,

Pufferung und Pufferkapazitit einer Lésung3.

Die Pufferung ist der Widerstand, den eine Losung einer Ver-
dnderung der H-Konzentration entgegensetzt. Die Pufferkapazitit
entspricht der Konzentration der vorhandenen Puffer?.

 Uber Berechnung des CO,-Gehaltes im Plasma aus dem des Gesamt-
blutes vgl. auch van Slyke und Sendroy: J. of biol. Chem. 79, 781 (1928).

2 Stadie, Austin und Robinson (nach Austin und Cullen:
Hydrogen Ion Concentration of the Blood S.58. Baltimore 1926).

3 Siehe auch Harn S. 326.

4 Darstellung nach Klinke und Leuthardt: Klin. Wschr. 6, 2409
(1927). — Vgl. hierzu Koppel und Spiro: Biochem. Z. 65, 409 (1914);
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Die Darstellung einer ,,Pufferungskurve® ist aus der Abb. 45
ersichtlich. In dieser sind die pH-Werte der Losung auf der Ab-
szissenachse, die Sduren- oder Laugenkonzentrationen auf der
Ordinatenachse aufgetragen. Die Abszissenachse ist durch den
Ausgangs-pH der Losung gelegt. Subtrahiert man von den Ordi-
naten dieser Kurve die Ordinaten der Titrationskurve des Wassers,
so erhdlt man die ,,Pufferungskurve. Die ,,Pufferung® ist die
trigonometrische Tangente des Neigungswinkels der Kurven-
tangente gegen die Abszissenachse in einem beliebigen Punkt der
Kurvel. Der Abstand des geraden Teils dieser Kurve von der
Abszissenachse (44" bzw. BB')
gibt die Sduren- bzw. Laugen-
konzentration an, die notwendig
ist, um die Pufferung der Losung
zu erschopfen?. Diese Konzen-
tration ist die ,,gesamte Puffer- |
kapazitdt der Losung®. Sie ist \. \

|

|

|
\
\
\

Saurekonz —==

| \,

5
das MaB fiir alle Wasserstoffionen p__: A ~
bzw. Hydroxylionen bindenden § ! \
Krifte. Liegen einfach Gemische $ \‘
von schwachen Séuren mit ihren <3 7~
Alkalisalzen — wie im Blute — i \
vor, so ist die Saurekapazitit Abb. 45.

gleich der Konzentration der Al- 7 -~ Titrationskurye dor oomme,
kalidquivalente und die Laugen- —— — Pufferungskurve.

kapazitdt gleich der Konzentra-

tion der freien Sauredquivalente. Im Korper tritt der Fall, daB die
gesamte Pufferkapazitit einer Losung erschopft wird, niemals
ein. In Betracht kommt nur die Pufferkapazitit innerhalb einer
bestimmten physiologisch méglichen Moderationsbreite. Diese liegt
beim Blut etwa zwischen pH 6,0 und pH 8,5. Klinke und Leut-

ferner Leuthardt: Kolloidchem. Beih. 25, 1 (1927). — Moser: Hel-
vet. chim. Acta 9, 414 (1926) und Kolloidchem. Beih. 25, 69 (1927).

A8 A8, A8 —18,) .
Ry sty wo S die Kon-
zentration der zugefiilhrten Siure, & die Wasserstoffionenkonzentration

48, .

und A—h"(das Verhiltnis des Saurezusatzes zur Anderung der Wasser-
stoffionenkonzentration) die Titrationskurve des Wassers bedeuten. (Vgl.
Koppel und Spiro). .

2 Die Pufferungskapazitit ist die Zahl der Séure- (bzw. Basen-) Aqui-
valente, die man einem System pro Volumeneinheit zusetzen muB, bis
seine Pufferung den Wert Null erreicht, d. h. sie so klein wird, daB man
sie praktisch vernachlassigen kann.

1 P, die Pufferung ist gleich
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hardt bezeichnen das pH-Intervall zwischen der nativen und der
als Endpunkt festgelegten H'-Konzentration als die physio-
logische Moderationsbreite und verstehen unter der physio-
logischen Pufferkapazitit die Abnahme, die die Pufferkapazitit
vom Ausgangspunkt bis zum Endpunkt der Moderationsbreite
erfahrt.

ZahlenmaBig milt man die physiologische Pufferkapazitit,
indem man die Konzentration an 0,001 n Séure bzw. Lauge an-
gibt, die zur Erreichung des festgelegten pH nétig ist. Die Séure-
konzentration wird berechnet, indem man die Konzentration an
Séure angibt, die erhalten werden wiirde, wenn die zu titrierende
Losung durch reines Wasser ersetzt wére. Es wiirde also z. B. ein
Serum vom pH 7,3 (dem ,,nativen‘ pH), das zur Erreichung eines
pH von 6,0 eine Siurekonzentration von 0,010 n verlangt, die
Pufferkapazitit 10 aufweisen. Fiir die physiologische Puffer-
kapazitdt schlagen Klinke und Leuthardt die Bezeichnung
CM (capacitas moderatorum) vor. In dem gegebenen Beispiel
wire die Angabe der GroBen, die fiir die Charakterisierung der
Losung besonders wichtig sind, des pH und der Pufferkapazitit

p mit CM§3 = 10,0 gegeben.
AN Die praktische Ausfiih-
Su A rung der Bestimmung von
3, NG CM geschieht nach Klinke
R N und Leuthardt wie folgt.
S0 * 1 X A g
3, T Eine bestimmte Menge der zu
3 ) PSS untersuchenden Fliissigkeit
§ L 'R o wird mit steigender Menge
i E— }5@;::: _____ N Sdure (etwa 1,0 n Losung)

o — SN im  Wasserstoffstrom  oder

! RN . .
¢ 3 7 Ausgangs ¢ mit der Chinhydronelektrode
o elektrometrisch titriert. Der
(mit Wasserstyfblase gemessen) .
Abb. 46, Titrationic o ) »native pH des Serums
- 40. 1itrationskurven vonnormalem (——), : :
eklamptischem (———-) und rachitischem (----------- ) wird gesonder tmitderstehen-

)  Serum, den Wasserstoffblase be-
44 = I;u{)f’gfkapamtat des normalen Serums stimmt. Die Titrationskurve
BB = I;u(f;firkapazitﬁtdes eklamptischen Serums wird graphisch dargeste]]t,
cC = Puff’e{kapazitiit des rachitischen Serums Wobel die Abszisse durch den
Ausgangsg;g =173. (Nach Moser). nativen PH gelegt wird und

auf der Abszisse die pH-Wer-
te, auf der Ordinate die Siaurekonzentrationen aufgetragen werden.
Die Lange der Ordinate des Punktes pH = 6,0 in Einheiten 0,001 n
Séure ergibt die Pufferkapazitit CM der Losung. (Vgl. Abb. 46.)
Zur Ausschaltung des Verdiinnungsfehlers bei der Titration wird
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nach dem ‘Vorschlag von Moser das Serum halb mit Wasser ver-
diinnt und bei der Titration genau so viel an unverdiinntem
Serum hinzugefiigt wie das Volumen der zugesetzten Saure be-
tragtl.

Elektrodialyse des SerumsZ
(Schnelldialyse) des Serums nach Ettisch3.

Die Elektrodialyse (abgekiirzt: ED) ist eine Dialyse, die da-
durch beschleunigt wird, daB man sie im elektrischen Felde vor
sich gehen laBt. Auch ihr kommt also primér der Zweck zu,
fliissige Substanzgemische zunéchst und hauptséchlich von Elek-
trolyten zu befreien. Dabei besteht aber aulerdem die Moglich-
keit, auch Nichtelektrolyte aus jenem Gemisch mit fortzu-
schaffen (s. w. u.). Die Feldanlegung aber zwingt dazu, fiir die
ED, gegeniiber der einfachen Dialyse, besondere Anordnungen
hinsichtlich der Apparatur zu treffen, in der sie vor sich gehen
soll. Das elektrische Feld bewirkt zunichst, daf Anionen und
Kationen in entgegengesetzter Richtung das Substanzgemisch
verlassen. An den Elektroden erfolgt sodann aber der Ubergang
der Ionen in Molekiile usw. (Elektrolyse). Es ist daher notwendig,
die Auswanderung in besondere abgeschlossene Réume zu leiten,
damit das zu reinigende Substanzgemisch von den abgesonderten
Ionen getrennt bleibt. Ferner ist es erforderlich, jene Elektro-
lysenprodukte zu entfernen, um Riickdiffusionen von Saure bzw.
Laugen zu verhindern.

Diesen Bedingungen wird am einfachsten geniigt durch Verwendung
eines Dreikammersystems, wie es das Schema der Abb. 47 angibt.

Von den 3 Kammern I, II, II’ der Elektrodialysierzelle enthalt die
mittlere I die zu dialysierende Substanz. Sie wird als Mittelkammer, auch
Dialysierkammer, bezeichnet. Die beiden endstindigen Kammern I7 und
II’ enthalten die Elektroden EZ und E’. Durch sie flieBt dauernd der
spillende Strom von destilliertem Wasser. Er tritt bei K, bzw. E, ein,
und bei 4, bzw. 4, wieder aus. Diese Kammern heien Endkammern,
Elektrodenkammern, auch Spiilkammern. Sie sind von der Mittelkammer
durch Membranen M, bzw. M_ getrennt. An die Elektroden wird die Span-
nung einer Gleichstromquelle B gelegt unter Einschalten eines Ampere-
meters mit den MeBbereichen von etwa !1 Milliampere bis 10 Ampere.
Der Regulierwiderstand R regelt die Spannungsverteilung. Das Voltmeter V

1 In der so bestimmten Pufferkapazitit ist die ,,Kohlensdurepuffe-
rung® nicht enthalten.

2 Die Darstellung verdanken wir Herrn Ettisch, Dahlem.,

8 8. hierzu z. B. Ettisch u. Ewig: Biochem. Z. 200, S. 250 (1928). —
Té6th: Prakt. ITI, 241; ferner Dhéré: Kolloid-Z. 41, 243 (1927).

Rona-Kleinmann, Blut u. Harn. 7
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zeigt an, welches die jeweilige Spannung zwischen den Klemmen der Elek-
troden (Dialysierspannung) ist. Damit ist man auch iiber den jeweiligen
Widerstand zwischen den Elektroden unterrichtet. Bei solcher Anordnung
werden die Elektrolyte aus der Zelle beschleunigt herausgeholt, da die
Membranen fiir diese durch-
lassig sind. Die Membranen
besitzen aber Eigenladung.
Es muf} daher stets auch eine
elektrosmotische Wasseriiber-
fihrung stattfinden. Beidie-
sem Vorgang koénnen auch
solche Molekiile bzw. Mole-
kiillkomplexe die Mittelkam-
mer verlassen, die durch die
Membranen eben noch hin-
durchzutreten vermoégen.
Auch solche Koérper, die in
der Mittelkammer nur zu
einemduflerst geringen Bruch-
J) teil dissoziiert vorhanden
& It I sind, werden durch die ED
A daraus entfernt werden kén-
ﬁbb- 47"t‘ I Mlikt[te“;:mlz{ere; Iﬁ . Iﬁ;a fpﬁ%mnggili'né nen. Es bleiben. also alle_ die-
(Pf:—a,tlz)igs-l),nllg,negative(g]%ul;fer-) Erlré])ktro&e; ElpEz Ei‘l;- jenigen Kor}}er 1n_der_ .
fluBoffnungen, 4,, 4. AusfluBoffnungen, B Gleich- kammer zuriick, die die Mem-
strombatterie; R Regulierwiderstand; 4 Ampere- branen nicht durchtreten
meter; ¥ Voltmeter. lassen. Das konnen grofle
Tonen, grofle Molekiile usw.
sein. Es hat sich gezeigt, daf} es im Einzelfalle darauf ankommt, was fiir
Substanzgemische man von Elektrolyten und Nichtelektrolyten befreien
soll. Bei gegebenen Membranen, gegebener Spiillung und Apparate-
konfiguration zeigt die ED einen Verlauf, eine Dauer und einen End-
zustand, der abhéingt von Natur, Konzentration, Mischungsverhéiltnis der
zu dialysierenden Substanz i. B. Elektrolyte und Nichtelektrolyte. Es
ist ferner von hoher Bedeutung, ob die Mittelkammer auch noch Kolloide
enthalt. Dabei spielt eine Rolle, von welcher Art diese sind. Ferner ist zu
beachten, daB die Entfernung von Elektrolyten oder Nichtelektrolyten aus
einem Gemisch mit einer oder mehreren anderen Substanzen dazu fithren
kann, sekundir an diesem zuriickbleibenden Gemisch Anderungen her-
vorzurufen, wodurch dieses etwa aus dem gelosten Zustand in den un-
gelosten iibergeht. Dieser Fall wird sich gerade bei der Elektrodialyse des
Serums verwirklicht zeigen. Aber nicht nur Fallungen kénnen auf diesem
Wege zustande kommen, sondern auch noch andere Wirkungen, z. B. Syn-
thesen. Es zeigt sich also, daB es eine ED schlechthin nicht gibt, sondern
nur eine solche mit einer bestimmten Substanz, zu einem bestimmten
Zweck und schlieBlich, wie noch zu zeigen sein wird, mit einer bestimmten
Membrankombination. Je nachdem die Umstéinde eine Anderung vor-
schreiben, ist die Anordnung irgendwie zu &ndern. Dabei wird jedesmal
ein Probeversuch entscheidend sein miissen.

Hier soll allein die ED des Serums ausfiihrlich erértert werden.
Bei der ED des Serums ist die Elektrolytentfernung grund-
sétzlich ebenfalls der Primédrvorgang. Ihm schlieBen sich se-
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kundire an: Siuerung und REiweiBausfall. Hinsichtlich der
praktischen Bedetitung der ED des Serums steht nicht so
sehr die Elektrolytentfernung an sich im Vordergrund, als viel-
mehr die Erscheinung des Eiweilausfalles, der teilweise eine
Folge von jener ist. Die ED wird also zur Darstellung von
Serumproteinen benutzt. Eine reine Elektrolytentfernung ohne
Fraktionierung ist theoretisch nicht mdglich. Damit tritt die ED
als Fraktionierungsmethode neben die Fallungsmethoden. Dabei
mull die Frage noch offen gelassen werden, in welcher Weise
und ob tiberhaupt die durch die Fallungen gewonnenen Proteine
qualitativ und quantitativ iibereinstimmen mit denen durch ED
gewonnenen.

Bei der ED des Serums sollen folgende Bedingungen erfiillt
werden: 1. Das Serum soll in unverdiinntem Zustande verarbeitet
werden, da Verdiinnung héchstwahrscheinlich Verdnderungen in
seinem Gefiige hervorruft. 2. mufl die ED méglichst rasch ab-
laufen, damit die Proteine nicht unnétig lange im elektrischen
Felde verbleiben. Es sollen ferner auch die Verdnderungen durch
Pilze, Faulniserreger, Autolyse usw. weitestgehend hintangehalten
werden. Es ist daher mit den hochst zuldssigen Spannungen zu
arbeiten. 3. dirfen extreme Reaktionsverschiebungen in der
Mittelkammer weder nach der sauren noch nach der alkalischen
Seite hin auftreten, damit Anderungen in der Konstitution der
Eiweillkorper unterbleiben. 4. Die Temperatur in der Mittel-
kammer darf nicht tiber die Grenzen steigen, die das Serum
unter normalen Verhéltnissen besitzt. Neben diesen Bedingungen
laufen noch gewisse praktische Erfordernisse, wie Handlichkeit
und Ubersichtlichkeit der gesamten Anordnung, Vermeidung
von iiberméfBigem Gebrauche von destilliertem Wasser u. a. m.
Von allen diesen einzeln angegebenen Bedingungen kann natur-
gemil abgewichen werden, sobald besondere Zwecke dieses er-
fordern. So kann es sich unter Umstinden darum handeln, ge-
rade Serum von bestimmtem Verdiinnungsgrad zu verarbeiten.
Es kann ferner erwiinscht sein, eine langsame ED durchzufiihren.
In anderen Fillen kann gerade der EinfluBl starker Reaktions-
verschiebungen zur Untersuchung stehen, oder aber man will
in hoherem Temperaturbereich arbeiten oder gerade mittels der
ED eine Hitzekoagulation der Serumproteine hervorrufen. Von
solchen Ausnahmefillen soll aber hier vollkommen abgesehen
werden. Hier soll nur von der normalen ED die Rede sein, bei
der dann den oben aufgestellten Bedingungen zu geniigen wire.
Dieses geschieht durch einen bestimmten Typ der ED. Fir
ihn ist die Art der zur Absperrung der Mittelkammer er-

7*
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forderlichen Membrankombination von ausschlaggebender Be-
deutung. Es liefern einen solchen vorgeschriebenen Verlauf 1. die
Kombination: Pergamentmembran vor der negativen Elektrode,
Albumin-Kollodiummembran vor der positiven. 2. die Kombina-
tion Pergamentmembran vor der negativen Elektrode, Gelatine-
kollodiummembran vor der positiven. Als Pergamentmembran
wird dabei das kiufliche Pergamentpapier verwendet. Die Her-
stellung der beziiglichen Kollodiummembranen wird am Schlusse
mitgeteilt werden. Es gibt eine Reihe von Apparaten, in denen
die ED vorgenommen werden kann.

Hier sei nur diejenige beschrieben, die jenem oben angegebenen Schema
(Abb. 47) am nichsten kommt, und die auch mit Beziehung auf die hier

Abb. 48.

dargelegten Bedingungen die giinstigste Konfiguration darstellt. Sie be-
steht aus einem Glaskasten von rechteckiger Grundfliche, dessen Ab-
messungen sich nach den zu dialysierenden Substanzmengen richtet
(siehe Abb. 48).

An ihm sind die beiden ZufluBsffnungen EH und die AusfluBoffnungen
A, A zu erkennen. Ferner besitzen die oberen Rinder der Vorder- und
Hinterfliche je 2 Ausschnitte 8, S, in die die beziiglichen Elektroden (in
den Endkammern S;, S,) eingehingt werden. Die Elektroden bestehen
aus rechtwinkligen Glasrahmen mit Auslegebiigeln. Der mit Platindraht
besponnene Rahmen dient als Anode, der mit Kupfer besponnene als
Kathode. Jeder Rahmen trigt eine Klemmschraube.

Die Mittelkammer M (s. Abb. 49) nimmt die zu dialysierende Fliissig-
keit auf. Sie besteht aus 3 Teilen. Aus einem Glasblock B und 2 Rah-
men R;, R,.

Die Mittelkammer ist in den Glaskasten eingepaBt. Zur Anbringung
der beziiglichen Membranen wird der Block B an den betreffenden Flichen
mit einer diinnen Schicht Zaponlack bzw. mit einer Gelatinelésung iiber-
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pinselt und die betreffende Membran in feuchtem Zustand darauf gelegt
und leicht angedriickt. Man darf die Membranen nicht trocken aufkleben,
da sie in der Fliissigkeit quellen und dann einen zu grofien Mittelraum
abgeben. Bei den Kollodiummembranen mufl man mit dem Zaponlack
vorsichtig umgehen, da er das Kollodium aufzulésen vermag. Kleine
Defekte lassen sich aber mit fliissigem Kolldbdium wieder leicht ausbessern.
Hat man beide Membranen befestigt, so werden die Glasrahmen R,, R,
von auflen an die Mem-
branen gelegt. Mittels
der Hartgummischrau-
ben G, unter die Gummi-
plattchen gelegt wer-
den, werden die Rah-
men mit dem Glas-
block verbunden. Nach
einigen Minuten prift
man die Mittelkammer
durch Wassereinfiillen
auf ihre Dichtigkeit. Ist
diese sichergestellt, so
fiigt man die Mittel-
kammer in das Glas-
gefal  ein, nachdem
man sich iiberzeugt hat,
daf die Membranen
nicht allzusehr aus dem
Rahmen nach den Seiten herausragen. Eine besondere Befestigung oder
Abdichtung der Mittelkammer im Glaskasten ist fiir gewohnlich nicht er-
forderlich, da der kapillare Spalt zwischen ihr und den Wanden des Kastens
einen sehr grofien elektrischen Widerstand darstellt. Will man aber auf
jeden Fall sichergehen, so kann man durch heiBes Paraffin mit ein paar
Pinselstrichen die Mittelkammer festkitten und zugleich die beiden End-
kammern voneinander isolieren. Damit ist die Zelle fiir die ED zusammen-
gestellt. Bei Nichtgebrauch muB sie, wenn sie nicht auseinandergenommen
wird, mit Wasser gefiillt aufbewahrt werden, damit die Membranen nicht
austrocknen und dabei einreiBen. Beim Auseinandernehmen 16st Azeton
den Zaponlack, Wasser die Gelatine leicht auf. Die Rahmen diirfen von der
Unterlage nur abgeschoben, nicht abgehoben werden, da sie dabei leicht
zerbrechen. Ein gebrochener Rahmen kann aber noch weiter Verwendung
finden, da er durch die Verschraubung seine Stiitzfunktion noch auszu-
iiben vermag. Es ist daher auch nicht erforderlich, die Rahmenschrauben
iberméfig fest anzuziehen.

Die Spiilung der Endkammern erfolgt mit destilliertem Wasser. Man
stellt die Vorratsflasche etwa 1 m erhoht gegeniiber der ED-Zelle auf und
148t von dort aus durch ein eingeschaltetes T-Stiick aus Glas das Wasser
durch die beiden Spiilkammern flieBen. Durch aufgesetzte Schrauben-
quetschhihne kann man jeden ZufluB und AbfluBl regulieren. Oft ist es
von Bedeutung, die Spiilfliissigkeit zu analysieren, dann wére das ab-
flieBende Wasser aufzufangen. Bei der hier dargestellten Methode der ED
braucht das Spiilwasser nicht iibermafig rasch durch die Kammern ge-
schickt zu werden. Als Beispiel sei erwihnt, daBl bei der ED von etwa
40 ccm unverdiinntem Serum in der beschriebenen Apparatur in der ersten
Stunde 5 Liter, in der zweiten Stunde 4 Liter Wasser verbraucht wurden.
Man kann also auf etwa 1cem Serum 100—150 cem destilliertes Wasser

Abb. 49.
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rechnen, je nach der Art und Dauer der ED. Erhéhung der Spiilgeschwin-
digkeit hat kaum einen EinfluB auf den grundsitzlichen Gang der ED.
Von Vorteil ist allerdings die dadurch bewirkte Kiihlung infolge Ansteigen
des elektrischen Widerstandes. Das erreicht man aber zweckméBiger durch
Einlegung von Kiihlschlangen in sémtliche Kammern. Diese Kiihlung wird
durch Leitungswasser gespeist.” Man verfahrt aber noch besser, wenn man
durch Regulierung der Stromstérken die Warmeentwicklung hintanhilt.
Diese ist von Bedeutung nur etwa im ersten Viertel der ED. Sehr bald
wird die Joulesche Wérme infolge Anwachsen des Widerstandes geringer,
so dafl man in den iibrigen Dreivierteln schon mit voller Spannung ar-
beiten kann.

In die Mittelkammer wird noch eine Riihrvorrichtung eingefiihrt.
Diese muB3 so arbeiten, daBl eine gute Durchmischung des Inhaltes wihrend
der ganzen ED vor sich geht. Ein Elektromotor oder auch eine gut laufende
Wasserturbine vermag dieses sicherzustellen.

An die Elektroden wird eine Gleichstromquelle von 120 bzw. 220 Volt

gelegt.

Gewinnung von Eiweilfraktionen durch die
Elektrodialyse.

Die Elektrolytentfernung ist der Primirvorgang auch fiir
die Serum-ED. Diese Entfernung hat aber zur Folge, daBl die
Globuline, die nur bei Elektrolytgegenwart gelost sind, ihre Los-
lichkeit verlieren. Diese sind im normalen Serum (pH 7,5—8,0)
als Natrium-Globulinat vorhanden. Im Laufe der Elektrolytent-
ziehung mufB} also notgedrungen -auch eine Membranhydrolyse
eintreten. Das Na wird durch die Membran hindurchkénnen,
nicht aber das entsprechende Globulin-Anion. Dabei geht die Re-
aktion in der Mittelkammer aus dem alkalischen in den sauren
Bereich. Damit ist aber die zweite notwendige Bedingung fiir den
Globulinausfall verwirklicht, die Siuerung. Im isoelektrischen
Punkte (pH 5,4) ist das Globulin bei Elektrolytfreiheit vollkommen
unléslich. Sind alle Elektrolyte entfernt, so mufl die Membran-
hydrolyse der Proteine eine saure Reaktion herbeifithren. Die
beiden Vorginge sind also eng miteinander verbunden. Beim
pH 4,7 ist die Membranhydrolyse fiir Albumin, bei pH 5,4 die
fiir Globulin beendet. Sieht man von anderen Faktoren ab (be-
sondere Membrandurchlissigkeit, EiweiBkonzentrationen, Gegen-
wart noch anderer Stoffe), so wird jede ED in dem Bereich der
Séuerung um pH 4,7 herum enden miissen. Da die Globuline von
pH 4,0—7,0" praktisch unléslich sind, fiihrt eben jede Serum-ED
notwendig zur Globulinfraktionierung, also notwendig auch zu einer
Reaktionsverschiebung in bestimmtem AusmaBe nach der sauren
Seite hin. Es gibt keine Serum-Elektrodialyse ohne Séuerung.

1 Ettisch u. Runge: Kolloid-Z. 87, 26 (1925).
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Sobald man Wert legt auf Fraktionierungsprodukte, die
quantitativ und qualitativ einigermafen vergleichbar sind, muf}
der Verlauf jeder ED kontrolliert werden. Den Verlauf des Ei-
weillausfalles kann man dadurch bestimmen, dal man in gewissen
Zeitabstinden der Mittelkammer Proben entnimmt und diese
zentrifugiert. Aus der iiberstehenden Fliissigkeit kann nach einer
der iiblichen MeBmethoden der Eiweilgehalt festgestellt werden.
Hat man auch den EiweiBigehalt des Serums ermittelt, so ergibt
sich als Differenz der EiweiBlausfall. Diese Methode kann nicht
als vollkommen exakt angesehen werden, da dabei der Einflu}
der elektroosmotischen Wasseriiberfithrung unberticksichtigt bleibt.
Diese Feststellungsmethode erweist sich aber fiir gew6hnlich als
vollkommen ausreichend. Den Verlauf der Elektrolytentfernung
beobachtet man an einem in den Stromkreis geschalteten Ampere-
meter und gegebenenfalls zugleich auch an dem Voltmeter. Auch
hierbei handelt es sich um kein absolut exaktes Verfahren, aber
auch hierbei kann man zeigen, daBl man ein zureichendes Maf3
fiir die beziiglichen Anderungen in der Mittelkammer erhalt.
Zu Beginn der ED pflegt die Stromstérke anzusteigen, unter
Sinken des Widerstandes im Gesamtsystem. Die hierbei auf-
tretende Erwérmung wird durch den Vorschaltwiderstand in den
zuldssigen Grenzen gehalten. Sehr bald kann jeglicher Wider-
stand herausgenommen werden.

Die hauptsichlichste Kontrolle der Elektrodialyse besteht in
der Beobachtung des pH-Verlaufs. Die besondere Wichtigkeit liegt
dabei darin, dal sowohl tiberm#Bige Séuerung als auch Alkali-
sierung Anderungen in der Konstitution der Proteine hervorrufen
konnen. Das Ansteigen des pH iiber den Ausgangswert des Serums
wird durch die hier angegebenen Membrankombinationen ver-
hindert. Auf dieses Moment muf3 besonderer Wert gelegt werden.
Eine pH-Verschiebung in gewissen Grenzen nach der sauren
Seite hin wird dagegen fiir die Serumfraktionierung erforderlich
sein. Es geht aber aus den obigen Erérterungen klar hervor,
daB ein Ansteigen der Sduerung bis zu pH-Werten von < 4,0
zu vermeiden ist. Hier losen sich ja die Globuline wieder auf,
und fast gleichzeitig kommt es zu sekundiren Erscheinungen
(Membranbildungen an der Kathode usw.). Hierbei werden dann
die EiweiBkorper gewill ebenfalls eine erhebliche Verinderung
erleiden. Es sei in diesem Zusammenhang noch bemerkt, dafl
die anodische Membran als EiweiBmembran naturgemi8 leicht
bakterieller und autolytischer Zersetzung zuginglich ist. Sie ist
daher stets nur eine gewisse, wenn auch recht groBe Zahl von
Malen verwendbar. Aber nicht nur eine Verdnderung der Mem-
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bran, sondern auch ein besonderer Zustand des Serums (H&mo-
lyse) kann einen abnormen Verlauf des Reaktionsganges wiahrend
der ED bewirken. Aus allen diesen Griinden ist die pH-Kontrolle
bei jeder ED erforderlich.

Die Dauer der ED ist naturgemiB wesentlich abhingig von
der Geschwindigkeit der Elektrolytauswanderung. Diese wieder-
um aber von dem Widerstand, den die Ionen in der Membran
finden. Bei den verschiedenen Membrankombinationen ist diese
Geschwindigkeit verschieden. Als giinstigste anodische Membran
hat sich die Gelatinekollodiummembran erwiesen. Eine ED von
etwa 35 ccm dauert etwa 30 Min., die von etwa 250 ccm 80 bis
90 Min.

Das Ende der ED, der Augenblick ihres Abbruches ist dadurch
gegeben, dafl weder der Stromtransport, noch der Eiweiligehalt,
noch der pH-Wert sich éndert. Verfolgt man demnach den Ver-
lauf der ED in der oben vorgeschriebenen Weise, so zeigt sich
das Ende der ED leicht an.

Die hier beschriebene Vorrichtung zur ED ist auch fiir eine
sehr wirksame Schnelldialyse verwendbar. Dabei wird das elek-
trische Feld fortgelassen; die Rithrvorrichtung in der Mittel-
kammer und die Spiilung in den Endkammern werden dagegen
beibehalten.

Herstellung von einfachen und zusammengesetzten
Kollodiummembranen.

1. Herstellung von Kollodiummembranen. Zur Herstellung von
Kollodiummembranen verwendet man das Atheralkohol-Kollodium von
C. A. F. Kahlbaum (,,zur Herstellung von Membranen zur Dialyse*). Man
halt die Vorratsflasche stets gut verschlossen, um eine Konzentrations-
anderung infolge Verdunstens von Ather zu vermeiden. In méglichst diinner
Schicht wird dann dieses Kollodium in eine Schale mit ebenem Boden
ausgegossen und diese Schale dann auf einen Tisch gestellt, von dessen
Ebenheit man sich iiberzeugt hat, und von dessen Oberfliche Zugluft

: ferngehalten werden kann.

Q S  Stateher Stehgen keine solchen Schalen
L gelglasplatte, ploriparalell zur Verfiigung, so nimmt
Abb. 50. man eine planparallele Spie-

. . gelglasplatte von Abmessun-

gen, die um einiges ‘grofer sind, als die Membran spiter werden soll.
Auf diese Platte kittet man iiber ihren Réndern (s. Abb. 50) diinne Glas-
rghre oder -stibchen fest (mit Kanadabalsam, Wasserglas, Glaserkitt oder
einer anderen Masse). Man kann sich auf diese Weise selbst eine Schale von
geniigender GroBe anfertigen. Das ausgegossene Kollodium wird so lange
der Trocknung unterworfen, bis bei schriiger Aufsicht auf der gesamten
Membranoberﬂéi.che die erhabenen Rippen eines Chagrinmusters erscheinen
(etwa 20—30 Minuten). Darauf wird die Schale in einem groBen Wasser-
gefd vollkommen untergetaucht. Man 148t die Membran dort einige Zeit
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mit ihrer Schale und unterstiitzt dann die Ablésung durch vorsichtiges
Abtrennen der Membran vom Rande her mit einem scharfen Messer. Da
unter Umsténden sich vom Kitt des Schalenrandes etwas in Atheralkohol
gelost haben und in den Rand der Membran eingedrungen sein konnte,
wird die Schale grofler als erforderlich gewahlt. Erteilt man nun durch Ab-
schneiden der Rénder der Membran die erforderliche GréBe, so werden gleich-
zeitig die verunreinigten Teile mit entfernt. Nach Wéssern von etwa 1 Stunde
bei mehrmalsgewechseltem, destilliertem Wasserist die Membran verwendbar.

2. Albuminkollodiummembran. Hierzu ist erforderlich 1. Al-
kohol-Atherkollodium wie oben, 2. feinst pulverisiertes Eieralbumin von
Merck. Von dem Kollodium giefit man die notwendige Menge in ein Erlen-
meyerkolbchen und fiigt eine solche Menge von dem Eieralbumin hinzu,
daf3 stets Bodenkérper vorhanden ist. Es wird mehrmals kréaftig durch-
geschiittelt und die Suspension dann etwa 1 Stunde sedimentieren gelassen.
Noch triibe wird die Suspension ausgegossen und weiter so behandelt, wie
es oben von der reinen Kollodiummembran beschrieben worden ist. Wegen
der bakteriellen Angreifbarkeit mufl die Membran bei Nichtbenutzung
unter Wasser im Eisschrank aufbewahrt werden.

3. Gelatinekollodiummembran. Hier wird zunichst nur Kollodium
in der oben angegebenen Weise ausgegossen. Auch alle anderen Kennzeichen
der Trocknung usw. bleiben dieselben. Nachdem man die fertige Kollodium-
membran kurze Zeit gewéssert hat, bringt man sie in eine 2 % ig. Losung
von Lichtfiltergelatine (Agfa) und 148t sie 24 Stunden darin. Die Gelatine
ist beim Einbringen der Membran warmfliissig, erstarrt aber bei der Ab-
kiithlung bzw. bei der Aufbewahrung im Eisschrank. Wenn dann die Kol-
lodiummembran nach 24 Stunden herausgenommen wird, muB} sie von
den anhaftenden groben Gelatineteilchen gereinigt werden. Da die Gelatine
ein wenig zuverldssig definierter Korper ist (Alter der Gelatine!), stellen
sich bei dieser Membran unter Umstinden Stérungen heraus. Auch aus
diesem Grunde ist daher jede ED zu kontrollieren.

Es sei zum SchluB noch erwihnt, da3 man sich die Kollodium-Mem-
branen in verschiedener Dicke und auch mit verschiedener Durchlissig-
keit herstellen kann. Sehr groBe Durchlissigkeit erzielt man dadurch,
daB man das kiufliche Alkohol-Ather-Kollodium mit dem Lésungsmittel
verdiinnt. Dabei kann man naturgemiB auch sehr diinne Membranen er-
halten. Erheblich dicker und weniger durchlissig werden die Membranen,
sobald von dem Losungsmittel gewisse Mengen verdampft sind. Man kann
aber auch bei feinen Membranen erschwerte Durchlissigkeit erreichen da-
durch, daB man sie in verdiinnte Lésungen von Formaldehyd auf lingere
oder kiirzere Zeit bringt. Uber die vor sich gegangene Verinderung kann
man sich durch Versuche iiberzeugen.

Spektroskopie des Blutes®.
Das Absorptionsspektrum.
Zur Untersuchung biologischer Farbstoffe dient die spektrosko-
pische Beobachtung ihrer Absorptionsspektren. Hierunter versteht

1 Vgl. Schumm: Spektrochemische Analyse, 2. Aufl. Jena 1927. S. auch
Schumm in Abderhaldens Arbeitsmethoden IV/3, S. 63 (1924.) Ferner
Léwe in Abderhaldens Arbeitsmethoden IT/2, S.1431 (1928.)
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man das Spektrum des weilen Lichtes, aus dem durch das Einschal-
ten der zu untersuchenden Farblosungen in den Strahlengang be-
stimmte Teile des Spektrums teilweise oder vollstdndig ausgeldscht
werden. Diese ,,Liicken* im Spektrum des weiBlen Lichtes stellen
entweder mehr oder weniger gut abgegrenzte Bezirke dar, so daf3
das Absorptionsbild ,,Streifen oder ,,Banden® aufweist, oder es
findet eine iiber groBere Bezirke des Spektrums ausgedehnte,
endwiirts allméhlich zunehmende ,,Endabsorption statt. Die
Absorptionsstreifen kénnen entweder symmetrisch oder un-
symmetrisch gestaltet sein, d. h. ihr ,,Dunkelheitsmaximum liegt
entweder in der Mitte des Streifens oder seitwirts, von der Mitte
abweichend. Man bezeichnet den dunkelsten Streifen als Haupt-
streifen, die schwécheren als Nebenstreifen. Die Lage der Banden
im Spektrum wird, wie jede Ortsbezeichnung im Spektrum, aus-
gedriickt durch Angabe der Wellenlidnge der Strahlen des zu messen-
den Spektralteiles. Da die absolute Zentimetereinheit fiir die
Wellenlédnge sehr kleine Zahlen ergibt, so werden zur Bezeichnung
von Wellenldngen die GréB8en 4=10-%em, m g (oder pu) =107 cm
oder die Angstrom-Einheit A = 10-8 cm angewendet. Die Natrium-
linie D, wird also bezeichnet zu 5,889:10-5 cm = 0,589 u
— 588,9 my — 5889,965 A. Die Einheit ist der MeBgenauigkeit
entsprechend zu wihlen. Fiir die Lage von verwaschenen Ab-
sorptionsbanden ist die myu-Einheit genau genug, wihrend reine
Spektrallinien in A angegeben werden. Die Lage der Absorp-
tionsstreifen und Banden im Spektrum ist von einer Reihe
verschiedener Faktoren (siehe w. u.) abhingig; bei Konstant-
haltung derselben ist sie aber exakt reproduzierbar. Die Art des
Spektrums und seine Anderung bei chemischer Reaktion des
Farbstoffes ist fiir die einzelnen Farbstoffe charakteristisch.

Zahl oder Art der Absorptionsstreifen sind abhéngig:

a) von der Art des Losungsmittels. Starke Unter-
schiede bestehen oft zwischen den Spektren alkoholischer und
wilriger, saurer und alkalischer Losungen desselben Farbstoffes.

b) von der Konzentration des Farbstoffes. Das Bild
des Absorptionsspektrums wird stark beeinflut von der Kon-
zentration der von Licht durchsetzten Losung oder, was das
gleiche ist, von ihrer Schichtdicke. Das fiir einen Farbstoff
charakteristische Absorptionsbild wird oft erst bei diinnen
Losungen sichtbar. Es folgt hieraus die Regel, bei Untersuchungen
von Spektren stets mit Reihen verschiedener Farbstoffkonzen-
trationen zu arbeiten.

¢) von der Temperatur. Diese ist nur von Einflu, wenn sich
mit ihr die chemische Zusammensetzung des Farbstoffes andert.
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d) von der Anwesenheit mehrerer Farbstoffe. Diese
konnen das Spektrum der einzelnen Farbstoffe sowohl unbeein-
fluBt lassen, als auch Anderungen der einzelnen Spektren bedingen.

e) von der Art der Untersuchungsapparatur. Diese
beeinflult zwar nicht die Lage der Dunkelheitsmaxima der ein-
zelnen Banden, doch erscheinen Absorptionsstreifen, die in einem
Spektroskop mit langem Spektrum (starke Dispersion) als un-
scharf begrenzte verwaschene Schatten auftreten, in einem
Spektroskop mit kurzem Spektrum schérfer begrenzt und dunkler.
(Subjektiv konnte durch die Verdnderung der Bande auch die
Lage des Absorptionsmaximums beeinflult erscheinen.) Daher
ist das Aussehen der Banden von der Art des verwandten Spek-
troskopes (Prismen- oder Gitterspektroskop) abhingig. Fiir
schwache Absorptionsstreifen sind Apparate mit geringer Disper-
gion anzuwenden.

Beschreibung der Apparate.

Die zur Spektroskopie zu verwendende Apparatur ist je nach
dem Zweck der Untersuchung durchaus verschieden. Allen Appa-
raturen gemeinsam ist das spektroskopische Prinzip. Dasselbe
beruht darauf, daf das Licht einer Lichtquelle unmittelbar oder
mittels einer Kondensorlinse auf einen in seiner Breite verstell-
baren Spalt fillt. Derselbe liegt im Brennpunkt einer auf ihn
folgenden zweiten Linse (Objektiv) derart, daBl die von dem
beleuchteten Spalt ausgehenden Strahlen die Linse parallel ge-
richtet verlassen. Den aus einem Spektralspaltrohr und Objektiv
bestehenden, in einem Metallrohr eingeschlossenen Apparatteil
bezeichnet man - soweit er apparativ als Einzelteil ausgebildet
ist — als ,,Kollimator‘‘. Das aus dem Objektiv parallel austretende
Licht durchsetzt dann eine Vorrichtung, durch die es spektral
zerlegt wird (,,Prisma‘“ oder ,,Gitter‘‘; hinsichtlich deren Wirkung
siehe Lehrbiicher der Physik); es wird dann durch ein Fernrohr-
objektiv zu aneinandergereihten Spaltbildern, ,,dem Spektrum®,
vereinigt und mittels eines Okulares beobachtet.

Allen angewandten Apparatformen soll gemeinsam sein, dafl
sie eine Vorrichtung besitzen (Skala bzw. Wellenldngeteilung oder
Mikrometerwerk), die die Lage der beobachteten Absorptionsbanden
im Spektrum, in Wellenlédngen ausgedriickt, zu messen erméoglicht.

Geradsichtige Handspektroskope.

Fiir alle klinischen Untersuchungen geniigt die Anwendung
eines geradsichtigen Handspektroskopes mit Wellenléingeskala.
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Eine Konstruktion wird durch Abb. 51 wiedergegeben.

Das Instrument enthilt einen durch eine Schutzplatte geschitzten
Spalt, der allein brauchbar ist, wenn die Spaltbacken symmetrisch verstellt
werden konnen. Nur dann verschiebt sich die Mitte bzw. das Dunkelheits-
maximum einer Bande bei Anderung der Spaltbreite nicht. Dem Spalt

folgt das Objektiv sowie eine

Prismenanordnung, die aus zwei

Crownglasprismen und einem

Flintglasprisma von bestimmtem

Brechungswinkel hergestellt ist

(sog. ,»Amici - Prismensatz ‘).

Dieser liBt die Strahlen mitt-

lerer Wellenléinge ohne Ablen-

kung, die iibrigen mit nur ge-

ringer Ablenkung durchtreten

und bewirkt daher ,,Geradsich-

tigkeit* des Spektroskopes. Die

austretenden Strahlen gelangen

durch das Okular ins Auge.

Parallel dem Spaltrohr und somit

von der gleichen Lichtquelle

beleuchtbar ist ein Skalenrohr

angeordnet, das mittels Refle-

xionsprismas das Bild einer

Abb. 51. Wellenléingeskala auf das Spek-

trum entwirft. Bei einem Appa-

rat vorliegenden Schemas erfolgt die richtige Einstellung des Spaltes und

der Wellenlingeskala durch Verschiebung des Spalt- bzw. Skalenrohres. Das

Spektroskop wird bei enggestelltem Spalt gegen den hellen Himmel ge-

richtet und bei entspannter Akkomodation — also von einem nicht Normal-

sichtigen durch die StraBenbrille hindurch — durch Verschiebung des

Spaltrohres derart eingestellt, daB die Frauenhoferschen Linien im Griin

deutlich erscheinen. Verwendet man Lampenlicht, so stellt man den oberen

und unteren Rand des Spektrums scharf ein. Alsdann wird die Wellen-

langeskala durch Verschieben des Skalenrohres so eingestellt, dafl zwischen

Skalenbild und Spektrum keine Parallaxe zu bemerken ist, wenn man
das Auge quer zu den Spektrallinien bewegt.

Hinsichtlich der Justierung der Wellenlingeskala s. w. u.

" Handspektroskop mit Wellenlingeskala von Schmidt und
Haensch (Berlin).

Fiir das Instrument (s. Abb. 52) ist charakteristisch, da8 der Spalt und
die Wellenléngeteilung in der Brennebene ihrer Linsen dauernd festge-
lagert sind. Wahrend bei der oben angegebenen Form des Handspektro-
gkopes bei Einstellung fiir verschiedensichtige Augen die Winkelabstinde
zweier Spektrallinien unverandert bleiben, wird der Winkelabstand zweier
Spektrallinien der Skala geindert und liegt somit fiir verschiedene Augen
an verschiedenen Stellen des Spektrums. Im vorliegenden Instrument
dagegen werden . die Refraktionsunterschiede der Beobachter durch Vor-
schalten von 6 (auf einer Revolverscheibe nach Martens montierten) Sam-
mel- bzw. Zerstreuungslinsen ausgeglichen. Zum Vergleich zweier Spektra
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dient ein die Hilfte des Spaltes bedeckendes vorschlagbares Reflexions-
prisma, das durch einen Spiegel beleuchtet wird.
Die Wirkung des Reflexionsprismas V wird
durch Abb. 53 wiedergegeben. Eine vor den
Spalt gestellte Lichtquelle beleuchtet auf dem
Wege 1 die obere und auf dem Wege 2 die
untere Hilfte des Bilateralspaltes S, wodurch
zwei Spektren nebeneinander abgebildet er-
scheinen.
Die Firma liefert ein Spezial-Reflexions-
Prisma, welches eine duBlerst feine Trennungs-
linie der beiden zu vergleichenden Spektren er-
moglicht. Empfehlenswert ist es, das Spek-

1N

P ;LHS R _ﬁ._;;:

Abb. 52. Abb. 53.

troskop in Verbindung mit einer iiber den Spalt schiebbaren Kappe zur
Aufnahme von Reagenzglischen mit der zu untersuchenden Fliissigkeit
zu versehen. Als Zusatzapparatur ist auch eine aufsetzbare Spezial-Be-
leuchtungsvorrichtung fiir die Skala des Handspektroskopes erhiltlich.
Das Instrument soll stets in Verbindung mit dem ebenfalls abgebil-
deten Universalstativ zur Anwendung gelangen. Die Apparatur ist senk-
recht wie in der vorstehenden Abbildung, aber auch wagerecht aufstellbar.

Handspektroskop mit Reagenzglaskondensor von Zeiss.

Der Apparat gestattet durch Anwendung eines Kondensors die Be-
nutzung von Reagenzglisern als Aufnahmegefie fiir die zu untersuchen-
den Losungen und liefert durch Anwendung eines Hiifnerschen Prismas
von zwei zu vergleichenden Loésungen zwei unmittelbar nebeneinander
liegende Spektralbilder. Die Wir-
kungsweise des Hiifnerschen Pris-
mas wird durch Abb. 54 wieder-
gegeben. Die Apparatur wird dar-
gestellt durch Abb. 55.

Die Lampe L (eine kugelférmige
matte Birne von 25 Kerzen) ist von

Abb. b5.

dem schwarzen Schutzrohr iiberdeckt. Der Kondensor K bildet L durch
die Reagenzglaser hindurch in der Spaltebene des Spektroskopes ab und
beleuchtet gleichzeitig die Wellenlingeteilung WL. Die Reagenzgliser
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R, R, werden durch Federn an das Hiifner-Prisma P gedriickt, das mit
zwei hohlzylindrischen, polierten Aussparungen versehen ist. In diese
passen nur Reagenzgliser von ca. 16 mm Durchmesser. Durch die ver-
einigte optische Wirkung des Kondensors, der gefiillten Reagenzgliser
und der Hohlzylinderfliche des Prismas entstehen in der Spaltebene, an
die die scharfe Kante des Prismas geschoben ist, zwei sich verlingernde
helle, sich an der Kante berithrende Brennlinien. Man erblickt im
Okular zwei in einer scharfen senkrechten Trennungslinie zusammen-
stoBende Spektra mit wagerechten Absorptionsbanden. Zur Messung steckt
man nach Einschalten der Lampe die mit Wasser gefiillten, auBen trockenen
Reagenzgliser, die mit Korkstopfen oder Watte%)ausch verschlossen sind,
an ihren Platz. Sollte eines der Spektren von senkrechten Schattenlinien
durchzogen sein, die von Streifen im Reagenzglas herriihren, so dreht
man das Glas, bis sie aus dem Gesichtsfelde gewandert sind. Reagenz-
gliser, die in keiner Lage ein sauberes Spektrum ergeben, werden aus-
gemerzt. Sollten schlieBlich beide Spektra zwar frei von Streifen, aber
verschieden hell sein, so liegt dies an der unsymmetrischen Lichtausstrahlung
der Lampe; in diesem Falle verdreht man nach Losen einer Klemm-
schraube die Lampenfassung, bis beide Spektra gleiche Helligkeit aufweisen.
Nunmehr fiillt man die Glédser mit den zu vergleichenden Lésungen.

Prismenspektroskope mit beweglichem und
feststehendem Fernrohr.

Fiir feinere als mit Handspektroskopen durchfiihrbare Messun-
gen geeignet und in klinischen Laboratorien hiufig vorhanden
sind Prismenspektroskope nach dem Prinzip von Kirchhoff und
Bunsen. Ihr Schema geht aus
nebenstehender Skizze hervor.

A stellt das Kollimatorrohr
mit dem Spalt D, B das Fern-
rohr, C das Skalenrohr und P das
Prisma dar.

Man unterscheidet Instrumen-
te, bei denen entweder das Fern-
rohr oder das Prisma beweglich an-
geordnet ist.

Fiir die Untersuchung von Absorp-
tionsspektren seien die Spektroskope
von Kirchhoff und Bunsen, Modell II,
mit fester Schutzkappe und Trieb-
bewegung des Fernrohrs als einfache
Apparatform, und die gleiche Apparatur,
Modell ITI, fir feinere Messungen
(Schmidt und Haensch, Berlin) genannt. Beide Apparaturen besitzen vor
dem Spalt ein Reflexionsprisma zum Vergleich zweier Spektren. Withrend
das Modell IT aber nur eine in das Okular gespiegelte Skala zur Wellen-

langemessung aufweist, dient im Modell III eine das Fernrohr bewegende
Mikrometerschraube als MeBvorrichtung. Die MeBvorrichtung fiir genauere
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spektroskopische Untersuchungen soll nur in der Mikrometerschraube be-
stehen. Skalen stellen ein notdirftiges Hilfsmittel dar und dienen nur zur
Orientierung. Fiir Blutuntersuchungen sollen die Prismenspektroskope
mit einem Prisma aus nicht zu schwerem Flintglase versehen sein.

GittermeBspektroskope.

Fiir exakte Untersuchungen zu medizinischen oder biologischen
Zwecken sollen anstatt der Prismenspektroskope Gitterspektro-
skope zur Anwendung gelangen. Das durch ein Prisma hervor-
gerufene Spektrum ist im violetten Teil gegeniiber dem roten
unverhdltnismiBig stark auseinandergezogen. Die Absorptions-
banden der Blutfarbstoffe liegen aber vorwiegend im Rot, Gelb
und Griin, d.h. denjenigen Bezirken des Spektrums, die im
prismatischen Spektrum auf Kosten des Violett eng zusammen-
gedringt sind. Im Gitterspektrum dagegen haben gleiche Wellen-
laingen des Spektrums auch gleiche Ausdehnung. Dieses Verhélt-
nis der verschiedenen Spektra wird durch Abb. 57 wieder-
gegeben.

Es ist somit fiir die Blut-
banden beigleicher Gesamt-
ausdehnung des Spektrums
im Gitterspektroskop mehr
Platz als im Prismenspek-

Prismen-Spekirum

g 08 500 “wg
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Abb. 57. Abb. 58.

troskop. Daher ist ihre Messung im Gitterspektroskop leichter und
genauer.

Empfohlen wird das Gitterspektroskop nach Schumm (Schmidt und
Haensch, Berlin, Abb. 58), das auch leicht zum Spektrographen umgewandelt
werden kann.

Ein stabiles GuBeisensiulenstativ auf Dreiful} tragt das Kollimatorrohr
mit achromatischem Objektiv und Bilateralspalt, eine Beleuchtungs-
vorrichtung mit Einrichtung zur Aufstellung der Absorptionsgeféfle, das
lichtdichte Metallgehduse zur Aufnahme der Gitterabziige fir stirkere
und schwichere Dispersionen (die Gitter sind auf Einsteckschiebern be-
festigt und kénnen gegeneinander ausgetauscht werden), sowie auf einem
doppelt drehbaren Arm den Hauptkérper mit Fernrohr und Mikrometer-
werk. Die Mikrometerskala ist entweder auf Wellenlingen geeicht oder
es wird eine Eichkurve der Mikrometerteilung mitgegeben.
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Reversions-Spektroskop nach Hartridge®.

Das Instrument dient zur besonders genauen Messung der
,,mittleren Wellenldnge* von Absorptionsbanden, wie sie zur Ana-
lyse von Farbstoffen in Farbgemischen notwendig ist (CO-Hémo-
globinbestimmung neben Oxyhidmoglobin, Hémoglobinbestim-
mung neben Oxyhdmoglobin usw.). Hierbei wird unter ,,mitt-
lerer Wellenlinge“ die Wellenlinge der Mitte der Verbindung
der beiden Bandenenden bezeichnet. Sie braucht sich nicht mit
dem ,,Absorptionsmaximum® zu decken. Das Charakteristische des
Reversions-Spektroskops ist, daBl es an Stelle des gewohnlichen
Fadenkreuzes zur Messung der Wellenldnge eine zweite Absorp-
tionsbande von derselben Breite, mittleren Dichte und Verteilung
der Absorption wie die zu messende Bande benutzt, die aber
umgekehrt angeordnet ist; d. h. es wird zur Messung eines Spektral-
teiles ein zweiter,véllig gleichartiger, parallel iiber ihm angeordneter
erzeugt, der seinen kurzwelligen Teil iiber dem langwelligen des
untersuchten Spektrums wund seinen langwelligen tiiber dem
kurzwelligen Teil des ersten hat und durch ein Mikrometerwerk
parallel zu seiner Langsachse verschoben werden kann.

Zur Messung einer Absorptionsbande bringt man die spiegel-
bildlich vertauschten, iibereinander liegenden, gleichen Absorp-
tionsbanden derart zur Deckung, dafl die langwellige Kante der
einen Bande mit der kurzwelligen Kante der andern Bande zu-
sammenfillt und umgekehrt. Der Zeiger des Mikrometers weist
dann auf der Skala auf die mittlere Wellenldnge der Bande, die
den Gegenstand der Untersuchung bildet. Da die Banden Spiegel-
bilder darstellen, miissen, wenn die linken Kanten sich decken,
auch die rechten Kanten und die mittlere Senkrechte der Banden
aufeinander liegen; auch mul}, da die Spektra durch Beugung er-
zeugt werden, also ,,normale Spektra‘ darstellen, die mittlere
Wellenlinge % (4, + 4,) sein, wenn 4, und 4, die Wellenldngen der
Kanten der Absorptionsbande darstellen.

Die Einstellung der Bande durch eine zweite, umgekehrte,
verfeinert das nicht leichte Einstellen der Kanten der Bande mit
Fadenkreuz auBerordentlich.

Optische Konstruktion. Die Konstruktion wird durch Abb. 59
wiedergegeben.

Das Licht der Lichtquelle L wird mit Hilfe einer Kondensorlinse C
auf den verschiebbaren Spalt des Spektroskopes S geworfen und durch-
setzt die achromatische Linse P, durch die es parallel gerichtet wird. Das
Licht schligt dann zwei Wege ein, indem die eine Hilfte ein Prisma D

1 Proc. roy. Soc. A 102, 575 (1923). Vgl. auch J. of Phys. 44, 1
(1912); Proc. roy. Soc. B 86, 128 (1913).
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passiert, das es schwach nach oben lenkt und die Oberfliche des Gitters ¢
erreicht, wodurch ein Spektrum erzeugt wird, welches fiir den Beobachter
in der Richtung N senkrecht zur Gitteroberfliche mit dem violetten
Ende des Spektrums links und dem roten Ende rechts zu liegen scheint.
Die andere Halfte des Lichtes wird abwirts durch ein zweites Prisma D’
gelenkt und erreicht die Oberfliche des blanken Stahlspiegels M, von dem
es ebenfalls, aber entgegengesetzt
dem normalen Strahl, auf das
Gitter reflektiert wird. Hierdurch
bildet sich ein zweites Spektrum,
das fiir den Beobachter in der
Richtung N senkrecht zur Gitter-
oberfliche, aber mit dem violetten
Ende rechts und dem roten Ende
links d. h. umgekehrt zu liegen
scheint, wie das erste betrachtete
Spektrum. Ohne die Einschal-
tung der Prismen D und D’ wiirden
diese beiden Spektra aufeinander
fallen; sie bilden jedoch einen
solchen Winkel, da8} diese Spektra
genau nebeneinander liegen.

Man kann die beiden Spektra
relativ durch einen der beiden fol-
genden Mikrometermechanismen
zueinander verschieben. Will man
einen groflen Wellenlingenbereich Abb. 59.
zur Deckung bringen, so verschiebt
man die Spektra durch Drehen des Gitters und des Spiegels um das
Scharnier F mit Hilfe der Mikrometerschraube. Soll indessen ein kleinerer
Wellenbereich mit groBerer Genauigkeit iiberdeckt werden, so benutzt man
das Glasplattenmikrometer GP. Dieses besteht aus einer dimnnen flachen
Glasplatfe, die mit einem Zeiger verbunden ist. Wird die Platte in einem
Winkel zu dem Lichtstrahl gestellt, der vom Schlitz 8 zur Linse P geht, so
wird der Strahl nach einer Seite abgelenkt, genau so als ob man den Schlitz
gelbst seitlich verschoben hitte. Dies hat zur Folge, daB die beiden
Spektra, eine kleine seitliche Bewegung gegeneinander ausfithren.

Mikrospektroskop.

Zur spektroskopischen Untersuchung mikroskopischer Objekte
dient das sogenannte Mikrospektroskop. Die Apparatur eignet
sich z. B. zur Untersuchung von Farbstoffen in Organen, zur
Untersuchung von histologischen Schnitten, wie auch zur Spek-
troskopie von Blutflecken. Beleuchtet man den Mikroskopspiegel
mit einer kleinen Bogenlampe, so kann man mehrere mm dicke
Schnitte gut spektroskopieren. Als Apparat soll das Mikrospektro-
skop der Firma Leitz erwihnt werden (Abb. 60).

Der Apparat wird wie ein gewthnliches Okular in den Tubus des Mikro-
skops gesteckt und mit der Schraube M festgeklemmt. Der obere Teil des

Rona-Kleinmann, Blut u. Harn. 8
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Apparates, in dem das Dispersionsprisma untergebracht ist, 148t sich dann
in dem Gelenk @ zur Seite klappen. Blickt man in die nunmehr freiliegende
Augenlinse des Okulars, so sieht man den in der unteren Trommel an-
gebrachten Spalt, dessen Bild durch die Zahn- und Triebbewegung T'
scharf eingestellt wird. Das ganze Mikroskop wird nun auf das Objekt
scharf eingestellt. Die an der Spalttrommel angebrachten Schraubknépfe
8, und S, dienen zur Regulierung der Spalthche und Spaltbreite. Die
Spaltbreite mufl zur Erzielung eines reinen Spektrums durch die Schraube
8, hinreichend eng einreguliert werden. Nach Einschaltung des Oberteiles
im Gelenk G erblickt man an Stelle
des Spaltbildes das Spektrum. Bei
Beleuchtung mit Tageslicht er-
scheinen bei richtiger Einstellung
des Triebes 7' und des Schraub-
knopfes 8, die Fraunhoferschen
Linien als sehr feine, scharfe,
dunkle Linijen, welche der Grup-
pierung der Spektralfarben parallel
angeordnet sind.
In dem seitlichen Ansatzrohr
des Oberteils befindet sich eine
Wellenléingeskala, welche bei geeig-
neter Stellung des davor befind-
lichen Spiegels B zusammen mit
dem Spektrum gesehen wird. Durch
seitlichen Zug an der gerdndelten
Verschlulplatte des Rohrchens
kann die parallaktische Scharf-
einstellung der Skala bewirkt
werden; durch geringe Drehung
der VerschluBplatte wird die Par-
allelstellung der Skalenstriche zu
denFraunhoferschen Linien erzielt.
Zur Justierung der Skala dient die Schraube P. Sie ist so einzustellen, daB
die Fraunhofersche Linie D (oder die Natriumlinie) auf dem Skalenteil 58,9
steht. Bei der Justierung der Skala vermeide man zu grelle Beleuchtung
derselben, da man sonst die Fraunhoferschen Linien im Spektrum infolge
der Uberstrahlung durch die Skala schlecht oder gar nicht sieht. Die an
der Skala angeschriebenen Ziffern geben die Wellenldngen im 100fachen
der Angstrémeinheiten, z. B.: 50 = 5000 Angstromeinheiten = 500 pu.
Aus der Spalttrommel des Apparates ragt neben S, noch ein Hebel H
heraus, durch den ein Vergleichsprisma ein- und ausgeschaltet werden kann.
Es dient dazu, die Spektra von Vergleichsobjekten mit dem Spektrum zu
vergleichen. Solche Objekte konnen beispielsweise in Form von Fliissig-
keiten, in kleine Flaschen gefiillt, mittels Klemmfedern an dem seitlich
an der Spalttrommel angebrachten Tischchen befestigt und mit Hilfe des
Spiegels C' beleuchtet werden. Ebenso lassen sich mit den riickseitigen
Klemmfedern am Tischchen absorbierende Filterscheiben befestigen.

Beleuchtungsvorrichtungen.

Fiir gelegentliche Untersuchungen (Handspektroskop) geniigt
zerstreutes Tageslicht. Besser ist die Anwendung einer kiinst-
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lichen Lichtquelle im Dunkelzimmer. Fiir klinische Untersuchun-
gen ist eine matte Metallfadenlampe von 25—50 Kerzen, die in
einem Stativ zu befestigen ist, ausreichend. Fiir Forschungszwecke
verwendet man entweder eine Nitralampe (8 Volt, 50 Kerzen)
oder eine Punktlichtlampe. Bei Anwendung der Nitralampe darf
der Faden nicht scharf auf dem Spalt abgebildet werden, da man
in dem vergroBerten Bilde des Fadens dessen Struktur erkennt.
Bei Anwendung der Punktlichtlampe ist diese so zu montieren,
da der Gliihkorper der Punktlichtlampe auf dem Spalt des
Spektroskopes abgebildet wird. (Die Lampe wird fiir Gleich-
und Wechselstrom von der Osram-Gesellschaft, Berlin, geliefert;
sie erfordert einen Vorschaltwiderstand.)

Stative.

Kleinere Spektroskope sollen in Stativen montiert sein (vgl.
Handspektroskope). Groflere Spektroskope werden mit ihrer
Hilfsapparatur auf einer optischen Bank fest verbunden.

Behilter fiir die Losungen.

GefiBe mit unverdnderlicher Schichtdicke. Haufig
angewandt, wenn auch nicht zweckmiBig, sind zur Aufnahme der
zu untersuchenden Losungen Reagenzgldser. Sie stellen gefiillt
Zylinderlinsen von kurzer Brennweite dar. Die Brennlinie kann
mit einem Blatt Papier aufgefangen und beobachtet werden.
Diese Brennlinie muB8 — auch ihrer Richtung nach — bei An-
wendung von Reagenzglisern zur Spektroskopie mit dem Spalt
zusammenfallen, da sonst der Spalt ungleichmifBig beleuchtet
wird, Bei manchen Handspektroskopen ist es notwendig, die
Schutzkappe vom Spalt abzunehmen, um das Reagenzglas nahe
genug an den Spalt heranbringen zu kénnen. Die durch Anwen-
dung von Reagenzglisern bedingten Fehler werden durch An-
wendung des Reagenzglaskondensors nach Zeiss (s. S. 109) auf-
gehoben. ZweckmaBiger als Reagenzgléaser ist die Anwendung von
Kiivetten mit ebenen Fensterplatten. Sie ermdglichen auch die
genaue Messung der angewandten Schichtdicke. Die iiblichen
Abstufungen der Dicke von Kiivettensidtzen sind 1, 2,5, 5, 10
und 20 mm. An Stelle von gekitteten Kiivetten (es gibt ent-
weder wasserfesten oder alkoholfesten Kitt) sind auch Kiivet-
ten im Handel erhiltlich (Schmidt und Haensch, Zeiss)
deren polierte Flichen durch Federdruck zusammengehalten

8*
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werden; ferner sind auch die kleinen Absorptionszylinder von
Schmidt und Haensch (s. Abb. 61) zu empfehlen.

Fiir Untersuchungen von Fliissigkeiten von gréferer Schicht-
dicke sind Roéhren &dhnlich Polarisationsrohren von 10—25 cm
Linge brauchbar.

GefaBe mit verinderlicher Schichtdicke. Als Gefifle,
die eine Verinderung der Schichtdicke wihrend der Untersuchung

Abb. 61. Abb. 62.

gestatten, dienen fiir wagerechten Durchgang des Lichtes das
Balysche Gefil (Fuess, Berlin-Steglitz, s. Abb. 62), fir senk-
rechte Durchsicht die AbsorptionsgefiBe nach Schumm (Zeiss).

Handhabung der spektroskopischen Apparate.
Behandlung des Spaltes.

Die Schneiden der Spaltbacken miissen sehr sorgfiltig be-
handelt werden, Vorsicht beim Zusammendrehen ist notwendig.
Ein guter, von anhaftendem Staub befreiter Spalt mul noch bei
0,02—0,01 mm Weite ein reines Spektrum liefern. Verunreini-
gungen des Spaltes bedingen senkrecht zu den Spektrallinien
liegende Linien im Spektrum. Zur Reinigung des Spaltes schraubt
man die Backen auseinander und reibt sie mit FlieBpapier (besser
ist ein weiches Holzchen) mit einem Losungsmittel je nach
Art der Verunreinigung (Wasser, Ammoniaklésung, Benzin usw.) ab.
Dann werden die Spaltbacken mit reinem Alkohol nachgerieben.

Eichung bzw. Justierung der Spektroskope.

Bei der Eichung von Spektroskopen ist entweder eine beliebige
Teilung wie bei einfachen Prismenspektroskopen in Wellenlingen auszu-
driicken oder eine Wellenlingeteilung eines Spektroskopes zu korrigieren.
Zur Justierung dienen stets Linien bekannter Wellenlingen. Entweder
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kann man die bei Anwendung von Tageslicht sichtbaren wichtigsten
Fraunhoferschen Linien benutzen:

Bim Rot . . . . . . .. 687 uu
Cim Rot . . . . .. .. 656,3 ,,
o im Orange. . . . . . . 627,8 ,,
Dim Gelb. . . . . . .. 589,3 ,,
E im Grimn. . . . . . . . 527 ,,
b, im Grim. . . . . . . . 5184 ,,
Fim Blau. . . . . . .. 486,1 ,,
() im Violett . . . . . . . 4384 ,,
G im Violett . . . . . . . 430,8 ,,

oder zweckmiBiger Linien bestimmter chemischer Elemente. Zur Anwen-
dung gelangen glithendes Helium- oder Wasserstoffgas in GeiBlerschen
Rohren (Goétze, Leipzig). Die Rohren werden in einem allseitig beweglichen
Halter in den Sekundérkreis eines Funkeninduktors mit gutem Deprez-
unterbrecher eingeschaltet. Ein Induktor mit 1 cm Funkenlinge geniigt,
doch ist ein solcher von mehreren cm Funkenlinge vorteilhafter. Das Licht
des leuchtenden kapillaren Teiles der Rohre wird mittels Kondensors auf
dem Spalte abgebildet. Die wichtigsten Heliumlinien sind die gelbe
(587,6 up) und eine violette (447,2 uu). Mehrere andere im Rot, Griin,
Blau und Violett sind schwicher. Die wichtigsten Wasserstofflinien sind
Ho (656,3 upu), HP (486,1 uu), Hy (434,1 pp), HO (410,2 uu). Auch die
Flammenspektren der Salze lassen sich zur Justierung benutzen. Man
erzeugt sie durch Verdampfen in der Bunsenflamme. Dabei liefert

s . rote Linie . . . . . . . 670,8 uu
Lithiumehlorid orangegelbe Linie . . . . 610,4 ,,
Natriumchlorid gelbe Linie. . . . . . . 589,3 ,,
Kalziumchlorid grine Linie. . . . . . . 558,9 ,,
Thalliumchlorid tine Linie. . . . . . . 535

. .1 | lave Linie. . . . . . . 459,3 ,,
Caesiumchlorid J/ blaue Linie. . . . . . . 455,5 ,,
1 . violette Linie. . . . . . 421,6 ,,
Rubidiumehlorid } violette Linie. . . . . . 4202 .,

Justierung der Handspektroskope.

Zur Prifung der richtigen Einstellung der Wellenlingeskala bei den
Handspektroskopen beobachtet man bei engem Spalt eine Natriumflamme
A = 589 uu. Steht die Wellenlingeskala nicht richtig, so korrigiert man
sie mit Hilfe einer Korrekturschraube. Die Ablesung kann bis zu 1 pu
genau sein.

Justierung der Spektroskope mit MeBskalen.

Das Beobachtungsfernrohr (bei Prismenspektroskopen) wird aus seinem
Halter herausgenommen, auf unendlich eingestellt, indem man es auf
einen weit entfernten Gegenstand richtet und das Okular so lange ver-
schiebt, bis das Bild des Gegenstandes scharf erscheint, wenn nicht die
dauernde Unendlichkeitsstellung des Kollimators durch die Konstruktion
des Instrumentes gewahrleistet wird, was daran zu erkennen ist, dafl der
Spalt nicht in Richtung der Kollimatorachse verstellt werden kann. In
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diesem Falle wird erst das Fadenkreuz scharf eingestellt und das Okular
einschlieBlich Fadenkreuz so lange verschoben, bis gegen eine Spektral-
linie keine Parallaxe mehr zu erkennen ist. Die im folgenden beschrie-
bene Justierung ist bei neueren Instrumenten in nicht zu veréindernder
Weise von der das Instrument ausfilhrenden Firma vorgenommen.
Man beleuchtet den Spalt mit Tageslicht und verschiebt die Spaltvor-
richtung des Kollimatorrohres, bis das Spaltbild im Fernrohrokular scharf
erscheint. Dann setzt man das Prisma ein, indem man es derart auf
dem Prismentisch befestigt, daB es im Minimum der Ablenkung steht.
Diese Stellung ist dadurch gekennzeichnet, daf3 eine Anderung der Prismen-
stellung durch Drehen eine Verschiebung des Spektrums nach der gleichen
Seite bewirkt, also die Ablenkung vergroBert. Man richtet das Skalen-
robr mittels seiner Stellschraube so, daB seine optische Achse in der
gleichen Ebene liegt wie die optische Achse des Kollimators und des
Fernrohres, und stellt die Skala durch Verschieben des Auszuges derart
ein, daB ihr Bild im Fernrohrokular scharf erscheint. Die willkiirliche
Teilung der Skala eicht man, indem man das im Okular befindliche, am
besten senkrechte Fadenkreuz auf Linien bekannter Wellenlingen (Frauen-
hofersche Linien, (as- oder Flammenspektren, siehe oben) bei engem
Spalte (0,02—0,03 mm) einstellt und Wellenlingen als Ordinaten und
Skalenablesung als Abszissen in ein Koordinatennetz eintrégt (s. Abb. 63).

Die Konstruktion der
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Abb. 63. Abb. 64.

sind die Eichkurven annihernd gerade Linien (Abb. 64). Wegen der mit
zunehmender Wellenlinge wechselnden Dispersionen sind die Skalenteile
fiir gleiche Wellenlingendifferenzen im kurzwelligen Teil des Spektrum-
gebietes groBer als im langwelligen. Die Einstellung ist also genauer.

Justierung der Spektroskope mit Mikrometerwerk.

Ist die Skala bzw. Mikrometertrommel von vornherein nach Wellenléngen
geteilt, so stellt man sie mittels ihrer Justierungsschraube derart ein, daf
die Wellenlinge 589,38 uy mit der D-Linie und dem Fadenkreuz zu-
sammenfillt. Dann priift man die Richtigkeit der Wellenlingeskala, in-
dem man das Fadenkreuz auf eine Reihe Linien bekannter Vgellenlé,ngen
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einstellt. Hierbei bringt man das Fadenkreuz durch Drehen der MeB-
schraube genau in die Mitte der MeBlinie (z. B. der gelben Helium-
linie), verengert langsam den Spalt und beobachtet, ob die Senkrechte
des Fadenkreuzes in der Mitte der enger werdenden Linie bleibt. Man
stellt derartig bei hellem Heliumrohr ein, daB bei engster Spaltstellung
die Senkrechte des Fadenkreuzes die Linie deckt. Die MeBschraube wird
hierbei stets in derselben Drehrichtung eingestellt, um Fehler durch
toten Gang zu vermeiden. War die Einstellung unsicher, so ist die Schraube
erst weit im entgegengesetzten Sinne zu drehen, worauf die Einstellung
von neuem erfolgt. Weicht die Wellenlingeskala von den tatsichlich
zu messenden Wellenlingen ab, so korrigiert man die Skala des Apparates,
indem man im Koordinatensystem in umgekehrter Reihenfolge Wellen-
langeskalen als Koordinaten eintrigt und dann die gemessene und die
theoretisch richtige Wellenldnge als Abszisse und Ordinate eintrigt.
Die Schnittpunkte erlauben die Konstruktion einer Kurve, die unmittelbar
aus den gemessenen die korrigierten Wellenlingen abzulesen gestattet.
Ist das Mikrometerwerk nicht in Wellenlingen eingeteilt, so stellt man
eine Eichkurve wie oben angegeben her. Nach dem gewiinschten Grade
der Genauigkeit richtet sich der MaBstab, in dem die Abszissenwerte ein-
getragen werden. Man stellt stets, auch bei Gitterspektroskopen, eine
Reihe von Eichungspunkten dar. Bei Eichung von Spektroskopen
mit hoher Dispersion und bei Herstellung sehr genauer Kurven ist fiir
Konstanthaltung der Temperatur zu sorgen.

GittermeBspektroskope enthalten stets ein evtl. in Wellenlingen
geteiltes Mikrometerwerk. Ihre Priifung und Korrektur geschieht wie
vorstehend beim Prismenspektroskop mit Mikrometerwerk angegeben.

Justierung des Hartridgeschen Reversions-Spektroskopes.

Zur Eichung benutzt man einen engen Spalt und ein Fernrohr von
8- oder 10facher linearer Vergréferung. Die Intervalle der Trommel
sollen ungefihr Angstromeinheiten entsprechen. (Ein Intervall der Trommel
gleich 1 A7) Die Einstellung ist mit Standardlinien zu kontrollieren. Aus
den Werten, die das Instrument fiir diese Standardlinien gibt, kann man
eine ,,Fehlerkurve auf Millimeterpapier (wie oben angegeben) zeichnen.
Die Eichung des Glasplattenmikrometers mufl man fiir mehrere verschie-
dene Spektralregionen vornehmen. Man kann dies entweder dadurch aus-
fithren, daf man unter Beobachtung von Standardlinien (z. B. der Na-
Linie) die Bewegung in Skalenteilen mifit, die notwendig ist, um erst
das eine und dann das andere Linienpaar zur Deckung zu bringen (sehr
genaue Methode), oder es wird das Glasplattenmikrometer nach dem
vorher geeichten Schraubenmikrometer geeicht.

Ausfithrung der Messung einer Absorptionsbande.

Nach Priifung der richtigen Einstellung der Wellenldnge-
skala oder des Mikrometerwerkes wird das Spektrum scharf
eingestellt. Bei Anwendung eines Handspektroskopes ist dieses
in einem Stativ mit beweglichem Spiegel und Objekttisch senk-
recht anzuordnen. Durch Verschiebung des Ausziehrohres bzw.
Vorschalten von Okularlinsen (je nach Art des Instrumentes)
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wird das Spektrum bei engem Spalt scharf eingestellt. Bei An-
wendung von MeBspektroskopen erfolgt das scharfe Einstellen
des Spektrums durch Verschiebung des Okulars. Erscheint das
Fadenkreuz nicht scharf, so ist es ebenfalls einzustellen. Die
Einstellung des Fadenkreuzes ist je nach der Konstruktion des
Apparates verschieden. Bei den Spektroskopen von Schmidt
und Haensch wird der Okularstutzen zur scharfen Einstellung
des Fadenkreuzes im Tubus des Fernrohres verschoben. Dann
stellt man die Lampe evtl. unter Anwendung eines Kondensors
derartig ein, dall das Spektrum gleichmiBig und geniigend hell
erscheint. Das Spektrum soll auch bei einer Spaltbreite von
0,02—0,04 mm rein sein. Erscheinen hierbei stirkere dunkle,
wagerechte Linien im Spektrum, so muBl der Spalt gereinigt
werden (s. Spaltbehandlung S. 116).

Die zu untersuchende Farblosung soll fast immer klar sein und
ist gegebenen Falles zu filtrieren. Man bringt sie je nach ihrer Farb-
tiefe in Gefile von kleinerer oder gréBerer Schichtdicke bzw.
in GefdBe von verdnderlicher Schichtdicke zwischen Lichtquelle
und Spektrum. Die GefaBwandungen sollen dem Spalt parallel
gein. Benutzt man enge Zylinder, so miilten diese ganz gefiillt
und mit ebenen Glaspléattchen (z. B. Deckglisern) so geschlossen
werden, daB keine Luftblase darin bleibt. Ist die Absorp-
tion des Lichtes zu stark, so ist Konzentration oder Schicht-
dicke der Fliissigkeit zu verringern. Zeigt sich ein deutliches
Absorptionsbild (einzelne Streifen oder einseitige Absorption),
so kann man das Dunkelheitsmaximum der Streifen bzw. der
Anfangsstelle der Endabsorption messen. Diese verschiebt
sich mit wechselnder Konzentration der Lésungen. Der Ort des
Dunkelheitsmaximums der Streifen bleibt aber unveridndert.
Stets untersucht man ein Absorptionsspektrum in einer Reihe
verschiedener Konzentrationen bzw. Schichtdicken. Zur Orts-
bestimmung des Absorptionsstreifens ist es notwendig, die
Fliissigkeit so weit zu verdiinnen, daB der Absorptionsstreifen
bei engem Spalt eben noch zu erkennen ist. Man stellt das
Fadenkreuz auf die Mitte des Dunkelheitsmaximums ein und
liest die entsprechende Wellenlinge als Ort des Dunkelheits-
maximums ab. Des weiteren stellt man bei geeigneter Schicht-
dicke die Orte der seitlichen Begrenzung fest. Aus diesen Messun-
gen geht hervor, ob der Streifen symmetrisch oder unsymmetrisch
ist. Bei unsymmetrischem Streifen bestimmt man auBer dem Wert
fiir das Dunkelheitsmaximum auch die Orte der seitlichen Be-
grenzung. Sucht man schwache Absorptionen auf, so beobachtet
man im MeBspektroskop mit schwacher (evtl. zweifacher Ver-
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gréfBerung) oder benutzt ein Handspektroskop. Besonders beachte
man Absorptionen in Rot, die leicht iibersehen werden.

Beim Vergleich zweier Spektren achte man darauf, daB beide
Spektren gleich hell beleuchtet sind — evtl. Korrektion durch
Spiegelstellung oder Einschalten von Glasplatten, (Spiegelglas oder
Objekttriger) — und daf beide Fliissigkeiten gleich klar bzw.
tritbe sind. Die Beleuchtung des Spektroskopes ist einwandfrei,
wenn bei Bewegungen des beobachtenden Auges seitlich oder
auf und nieder die zu vergleichenden Spektren relativ gleich hell
bleiben.

Das spektroskopische Verhalten der wichtigsten
Blutfarbstoffel.

Oxyhéamoglobin.

Zur spektroskopischen Priifung des Oxyhdmoglobins bringt man
einen Tropfen Blut zwischen 2 Glasplatten oder stellt aus frischem,
durch Quirlen defibriniertem Blut mit Wasser eine Verdiinnung
1: 100 her und filtriert. Betrachtet man diese Losung in groBerer
Schichtdicke (iiber 4 cm), so erscheint das Spektrum mit Aus-
nahme von Rot und Orange verdunkelt. Bei Verringerung der
Schichtdicke tritt zundchst Aufhellung bis zur Linie D (589,3)
ein, dann erscheint Licht zwischen £ und F (527—486), sowie
Licht in der Mitte zwischen D und E, so daB schlieBlich nur zwei
Absorptionsstreifen im Gelbgriin zwischen D und £ bleiben.
Im PrismenmeBspektroskop bei 1 em Schichtdicke (vgl. Spektral-
tafel 7) liegt der Streifen I bei 587—568, Maximum ca. 578, der
Streifen IT bei 552—527, Maximum etwa 542. Der Streifen bei 578
ist schmaler, dunkler und schérfer als derjenige bei 542. Das vio-
lette Ende des Spektrums ist von 450 ab stark verdunkelt. Verdiinnt
man das Blut derart, daB8 die beiden Streifen in Gelb und Griin
nur noch eben erkennbar sind, so zeigt sich die Violettabsorption
als starker Streifen. Derselbe 148t sich bei einer Blutverdiinnung
mit 0,1 %ig. Sodalésung 1:1000 mit einem Maximum bei 414,0
messen, ist aber besser spektrographisch, d.h. durch die photo-
graphische Platte, darstellbar.

1 Die Angaben iiber die Lage der Absorptionsbanden und deren Ab-
bildungen beziehen sich auf Messungen von Schumm mit einem Prismen-
meBspektroskop nach Schumm (Kriif, Hamburg), bis auf die Angaben
der Porphyrin- und Hamochromogenspektren, denen Messungen mit dem
GittermeBspektroskop zugrunde liegen.

Die Darstellung folgt der ,,Spektrochemischen Analyse* von Schumm:
l. ¢. S. 105 dieses Praktikums.

Die Wellenlingen sind stets in uu angegeben.
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Abb. 65. Spektraltafel (Erklirung nebenstehend).
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Erkldrung der Spektraltafel.

1. Defibriniertes normales Blut, Verdiinnung 1:100, Schichtdicke 1 ecm
(Oxyhdamoglobin).

2. Defibriniertes kohlenoxydfreies Blut, Verdiinnung 1:100, nach Ein-
wirkung von Stokesschem Reagens. Schichtdicke 2 cm (Hamoglobin).

3. Defibriniertes Blut, Verdiinnung 1:100, nach 10 Min. langer Ein-
wirkung einer 1%ig. Ferrizyankaliumlésung. Schichtdicke 2 cm (Methamo-
globin und Oxyhdmoglobin).

4. 2%ig. Losung normalen Blutes nach Uberfithrung in Methiimoglobin
und Alkalisieren mit Sodalésung (Alkalisches Methamoglobin).

9. Gemisch aus 1 Raumteil 49,ig. Losung normalen Blutes und 1 Raum-
teil %%ig. Zyanwasserstofflésung nach 46 Stunden langem Stehen bei 37°
(Zyanhémoglobin). Schichtdicke 2 cm.

6. Kohlenoxydgesattigtes Blut, Verdiinnung 1:100. Schichtdicke 2 cm
(Kohlenoxydhamoglobin).

7. Gemisch aus 8 Raumteilen kohlenoxydfreiem und 2 Raumteilen
kohlenoxydgesittigtem Blute, Verdiinnung 1:100, nach 10—15 Min. langer
Einwirkung von Schwefelammonium (Kohlenoxydhdmoglobin neben
Hémoglobin). Schichtdicke 2 cm.

8. Blut nach 2 Min. langer Einwirkung von Kalilauge bei 159, Blut-
verdiinnung 1:100 (Hématin in waBrig-alkalischer Lésung).
Schichtdicke 4 cm.

9. Eisessig-Atherextrakt aus Blut (Saures Hamatin). Schichtdicke
2 cm.

10. Blut nach Einwirkung von Kalilauge und Schwefelammonium,
Blutverdiinnung 1:100. Schichtdicke 2 cm (Hamochromogenin alka-
lischer Losung).

11. Mischung aus 1 Raumteil Blut und 99 Raumteilen konzentrierter
Schwefelsiure (Himatoporphyrin in saurer Lésung). Schichtdicke
4 cm.

Anmerkung: Die Zahlen der Wellenlingeskala geben mit 10 multi-
pliziert 4 in pup an. Die Buchstaben bezeichnen die Fraunhoferschen
Linien.
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Im Harn lassen sich Beimengungen von Oxyhimoglobin
nahezu ebenso wie in Wasser nachweisen. Bei Anwendung von
Reagenzglasern (2 em Schichtdicke) stellt ein Teil Blut auf 3000
Teile Fliissigkeit, bei Anwendung von Polarisationsrohren von
20 cm Schichtléange ein Teil Blut in 25000 Teilen Fliissigkeit die
dullerste Grenze dar, bei der unter Anwendung eines gradsichtigen
Handspektroskopes noch das Spektrum des Oxyhéimoglobins er-
kennbar ist.

In serdsen TFliissigkeiten (Zystenfliissigkeit) ver-
fahrt man wie beim Harn, indem man in engen und langen Ab-
sorptionszylindern untersucht. Dunkelgefirbte Fliissigkeiten be-
obachtet man nach allméhlich gesteigerter Verdiinnung mit
Wasser. Anwesenheit von Bilirubin stért meist nicht.

Mageninhalt ist moglichst frisch zu untersuchen, da Oxy-
himoglobin durch Magensaft unter Bildung von Hiématin zer-
setzt wird. Man spektroskopiert nach Filtration.

Fiazes verreibt manim Porzellanmérser mit Wasser und filtriert.

Sputum oder Schleimflocken untersucht man auf einem
Objekttrager mittels des Handspektroskops.

Spektrochemischer Nachweis von Oxyhdamoglobin.
Das Spektrum wird am urspriinglichen Material oder an einem
mit Wasser oder schwacher Sodalésung hergestellten Auszug
nach Schiitteln der Fliissigkeit mit Luft gepriift. Dann untersucht
man die Umwandlung des Oxyhidmoglobins

a) in Hamoglobin (s. d.) durch Zusatz von Schwefelammonium
oder Stokesschem Reagens; ‘

b) in CO-Hamoglobin (s. d.) durch Einleiten von Kohlenoxyd
oder Leuchtgas;

¢) in Hamatoporphyrin (s. d.) durch Zusatz des 10—20fachen
Volumens konz. Schwefelsiure;

d) in Methdamoglobin (s. d.) durch Zusatz von Ferrizyankalium.

Himoglobin.

Hamoglobin entsteht durch Reduktion des Oxyhimoglobins.
Zur spektroskopischen Priifung versetzt man 30 cem frische 1%ig.
wifrige Losung defibrinierten Blutes mit 5 Tropfen Stokesscher
Fliissigkeit, (1 g Ferrosulfat, 1 g Weinsdure, 10 ccm Wasser,
6 ccm verd. Ammoniaklosung) iiberschichtet mit etwas Ather?

1 Der Ather (zweckmaBig frischer Ather pro narkosi) ist hierbei, wie
iiberhaupt fiir alle spektroskopischen Untersuchungen, zu priifen, ob er
den Blutfarbstoff verindert. Der Ather 148t sich meist durch Schiitteln
mit starker Kalilauge und Destillation reinigen.
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und beobachtet bei 2 cm Schichtdicke. Die blaulich bis violett ge-
wordene Losung zeigt statt der zwei Oxyhdmoglobinstreifen einen
unscharf begrenzten breiten Absorptionsstreifen etwa zwischen
599—532 (Dunkelheitmaximum etwa 555) und eine Ausloschung
des violetten Spektrumendes von etwa 455 ab (vgl. Spektral-
tafel 2). Die allgemeine Verdunklung des Spektrums ist durch
das zugesetzte Reagens bedingt und wird stidrker, je linger die
Fliissigkeit steht.

Die gleiche Umwandlung erreicht man, wenn auch etwas
langsamer, durch Zusatz einiger Tropfen geséttigten Schwefel-
ammoniums. Hierbei tritt durch Bildung von Sulfhdmoglobin
ein Streifen im Rot bei etwa 628—614 auf. Beim Stehen der
Mischung an der Luft, schneller beim Schiitteln, treten allméhlich
wieder die beiden Oxyhdamoglobinstreifen auf. Zur Reduktion ist
auch zweckmiBig hydroschwefligsaures Natrium Na,S,0, ver-
wendbar.

Im Harn werden kleine Himoglobinmengen leicht iibersehen.
Man priift daher, auch wenn kein deutliches Absorptionsspektrum
vorliegt, auf Hémoglobin, indem man es in sogen. Himochromogen
itberfithrt (vgl. S. 136).

Spektrochemischer Nachweis von Hémoglobin. Das
Spektrum wird am urspriinglichen Material unter Luftausschlufl
(Uberschichten mit Ather oder fliissigem Paraffin) gepriift. Durch
Schiitteln mit Luft und Uberfiihrung in Oxyhimoglobin unter-
scheidet es sich von dem #uBlerst dhnlichen Spektrum des Zyan-
himoglobins und Zyanhdmatins. Durch Einleiten von CO oder
Leuchtgas wird es in Kohlenoxydhémoglobin iibergefiihrt.

Methimoglobin?.

Methémoglobin enthilt Sauerstoff in festerer Bindung als Oxy-
hamoglobin. Es kann pathologisch bedingt im Blutserum auftreten.
Derartige Losungen zeigen die Spektra beider Blutfarbstoffe (4 Ban-
den); ebenso eine aus alten Blutflecken gewonnene Losung. Zur Dar-
stellung schiittelt man eine wéBrige 1 %ig. Blutlésung mit einigen
Koérnchen Ferrizyankalium und gie3t nach eingetretener Braun-
farbung ab, oder man versetzt 99 Teile 1%ig. frischer Blutlésung
mit einem Teil 1%ig. Ferrizyankaliumlosung und untersucht
nach 10 Minuten langem Stehen bei 2 cm Schichtdicke. Das Spek-
trum weist auBer einer allgemeinen kontinuierlichen Verdunk-

1 Uber Methamoglobin siehe auch S. 69.
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lung drei deutliche und einen nur gerade angedeuteten Absorp-
tionsstreifen auf (vgl. Spektraltafel 3).

Streifen 1: 642—624, Maximum 633.
Streifen II: 584—570, Maximum 578.
Streifen II1: 552—530, Maximum 542,

Der erste Streifen ist besonders charakteristisch; nach einiger
Zeit verblaBBt der zweite Streifen. Zusatz von wenig Schwefel-
ammonium verwandelt das Methdmoglobin in Himoglobin,
welches seinerseits beim Schiitteln mit Luft in Oxyhdmoglobin
iibergeht.

Versetzt man 20 ccm einer frischen aus einer 1%ig. Blut-
losung hergestellten Methéamoglobinlgsung mit 1cem einer
0,1%ig. frischen Zyanwasserstofflosung (Kahlbaum), so erfolgt
in wenigen Sekunden Umwandlung in Zyanhdmoglobin (s. d.).

Setzt man zu 40 ccm 2%ig. Methdmoglobinlosung 5 Tropfen
einer 7%ig. Sodalgsung und beobachtet bei 2 cm Schichtdicke,
so erhdlt man ein charakteristisches Spektrum des Methémo-
globins in alkalischer Losung (vgl. Spektraltafel 4).

Streifen 1I: 610—600, Maximum 604—605.
Streifen II: 587—567. Maximum 578.
Streifen ITI: 554—527, Maximum 542.

Dieses Spektrum erhilt man auch héufig, wenn man faulendes
Blut nur mit Ferrizyankalium behandelt.

Zur Bestimmung kleiner Methdmoglobinmengen (z. B. im
Blutserum) ist in mdéglichst dicker Schicht zu untersuchen. Ein
eventuelles Ausloschen von Gelb und Griin ist belanglos. Es
geniigt, Rot und Orange sicher zu beobachten. Das Untersuchungs-
material ist infolge eventueller Umwandlungen der Blutfarbstoffe
(Methémoglobin und Oxyhidmoglobin) ineinander stets frisch zu
untersuchen.

Spektrochemischer Nachweis des Methimoglobins.
a) Im Spektrum wird am urspriinglichen Material ein Streifen im
Rot bei ca. 634 nachgewiesen, der bei Zusatz starker Sodalésung
verschwindet, woflir ein zarter Streifen bei ungefihr 604 auftritt.

b) In einer zweiten Probe wird Methdmoglobin durch Zusatz
von wenig Schwefelammon und Schiitteln mit Luft in Oxyhimo-
globin iibergefiihrt, das durch Zusatz starker Natron- oder Kali-
lauge und geniigend Schwefelammonium in Hémochromogen
tbergefithrt wird.

c) Eine dritte Probe wird durch Zusatz verdiinnter wiBriger
Zyanwasserstofflosung in Zyanhimoglobin umgewandelt.
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Zyanhimoglobin.

Zyanhimoglobinlosungen erhdlt man auller dem Verfahren,
das S. 126 angegeben ist, wenn man eine Mischung aus gleichen
Teilen 4%ig. frischer Blutlosung und % %ig. Zyanwasserstoff-
16sung 46 Stunden lang bei 370 stehen 148t. Bei Untersuchung
bei 2 ecm Schichtdicke beobachtet man einen breiten Streifen,
bei etwa 600—518 (Maximum 560—522) (vgl. Spektraltafel ).
Der Rest des Griins zeigt eine kontinuierliche nach Blau zu-
nehmende Verdunkelung; das violette Ende des Spektrums ist
von etwa 485 ab ausgeldscht.

Spektrochemischer Nachweis. Nach Beobachtung des
Spektrums im urspriinglichen Material schiittelt man die Losung
mit Sauerstoff oder Luft, wobei das Spektrum bestehen bleibt
(Unterschied gegen Hémoglobin). Nach Zusatz von % Volumen
Kalilauge, Aufkochen, Abkiihlen und Zusatz von Schwefelammo-
nium oder besser Hydrazinhydrat wird Zyanhémoglobin in Hamo-
chromogen iibergefiihrt.

Kohlenoxydhémoglobinl.

Kohlenoxydhémoglobin entsteht in Blutlésungen im lebenden
Koérper durch Verbindung von CO (Leuchtgas) mit Hémoglobin.
L&Bt man kohlenoxydhaltiges Blut offen an der Luft stehen, so
geht das Kohlenoxydhdmoglobin allméhlich in Oxyhédmoglobin,
spiter in Methimoglobin iiber. Ferrizyankalium verwandelt
Kohlenoxydhdmoglobin in Methamoglobin. Zur Herstellung
kohlenoxydgeséttigten Blutes wird in frisch defibriniertes Blut
bis zur Sittigung Kohlenoxyd geleitet. (Kohlenoxyd wird durch
Erhitzen von Oxalsdure mit konz. Schwefelsdure erzeugt und durch
mehrere durch Natronlauge geschickte Waschflaschen geleitet (vgl.
S. 69). Fiir die Demonstration des Kohlenoxydspektrums geniigt
auch das Einleiten von Leuchtgas.) Die Fliissigkeit wird 1 : 100 mit
Wasser verdiinnt und bei 2 em Schichtdicke beobachtet. Man be-
obachtet ein dem Oxyhdmoglobin dhnliches, aber doch deutlich von
ihm abweichendes zweistreifiges Spektrum (vgl. Spektraltafel 6).

Streifen I: 585—560, Maximum 580—564.
Streifen IT: 550—520, Maximum 547—531.

Von etwa 450 ab besteht starke Verdunklung. Bei weiterer
Verdiinnung wird das Maximum der Streifen bei 571 und 538 be-
obachtet. Ein Zusatz von Reduktionsmitteln, die das Oxyhamo-

1 Uber CO-Hamoglobin siehe auch S. 68.
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globin in Himoglobin umwandeln (Schwefelammonium), lassen
oxyhamoglobinfreie Lésungen von Kohlenoxydhdmoglobin auch
bei lingerem Stehen ganz oder nahezu unbeeinflut. Auf diesem
verschiedenen Verhalten gegeniiber Schwefelammonium beruht
die spektrochemische Probe auf Kohlenoxydhamoglobin. Blut,
dessen Hiamoglobin teils an Kohlenoxyd, teils an Sauerstoff ge-
bunden ist, liefert bei Zusatz von Schwefelammonium ein ge-
mischtes Absorptionsspektrum von Hamoglobin und Kohlen-
oxydhémoglobin.

Zur Demonstration der Erscheinung stellt man sich eine
Blutmischung her, die 2 Vol.-T. kohlenoxydgesittigtes Blut und
8 Vol.-T. kohlenoxydfreies Blut enthélt, verdiinnt 1: 100, setzt
zu 20 ccm etwa 14 Tropfen gesittigte Schwefelammoniumlésung,
iiberschichtet mit Ather, rithrt vorsichtig mit einem Glasstab um,
setzt weitere 3 Tropfen Schwefelammonium hinzu und untersucht
spektroskopisch nach etwa 10 Min. Man beobachtet starke Ab-
sorption von 596—530, darin zwei Dunkelheitsmaxima bei etwa
577—568 und 552—540, im Rest des Griin und Blau kontinuier-
liche Absorption; das violette Endeist von etwa 450 ab ausgeloscht
(vgl. Spektraltafel 7). Ein schmaler Streifen im Rot 628—614
kommt dem gebildeten Sulfhimoglobin zu und ist belanglos. Die
beiden im Griin gelegenen Dunkelheitsmaxima sind als die beiden
dem Kohlenoxydhédmoglobin zukommenden Absorptionsstreifen
aufzufassen. Sie treten bei der Reaktion mit Schwefelammonium
um so niher zusammen, je geringer der Gehalt des Blutgemisches
an Kohlenoxyd ist. Sinkt der Gehalt an Kohlenoxydhidmoglobin
im Blut unter etwa 10% des Oxyhidmoglobingehaltes, so ist er
mit vorstehender Probe nicht mehr nachweisbar.

Zur Untersuchung einer Blutprobe auf Kohlenoxydgehalt
stellt man unter Vermeidung von Schiitteln eine Verdiinnung von
1 : 100 her und bereitet aus normalem, d. h. kohlenoxydfreiem Blute
durch Verdiinnen eine Vergleichslésung, deren Farbstoffgehalt der
Loésung méglichst gleich dem der ersten Losung ist. Man untersucht
beide Lésungen gleichzeitig in einem Vergleichsspektroskop
(s. S. 109) oder in einem Spektroskop mit Vergleichsprisma. Es ist
zu beachten, daB beide Hilften des Doppelspektrums gleich hell
erscheinen und nur durch eine feine Linie getrennt sein sollen.
Die Schichtdicken der zu vergleichenden Losungen miissen gleich
sein. Die Fliissigkeiten sollen durch die Lichtquelle nicht stark
erwirmt werden. Dann setzt man zu je 20 ccm der 1%ig. Blut-
lsungen etwa 14—15 Tropfen gesittigte Schwefelammonium-
l6sung hinzu, rithrt um, iiberschichtet mit Ather, setzt weiter 3 bis
4 Tropfen Schwefelammonium hinzu, beobachtet nach 10 Minuten.
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Man erkennt einen Gehalt an Kohlenoxydhidmoglobin bis zu
10% an dem vorangehend bezeichneten Spektrum. Auch beginnt
die maximale Verdunklung von kohlenoxydfreiem Blut bei etwa
565, bei der kohlenoxydhaltigen Probe dagegen schon bei 573.
MiBt man die Absorptionsstreifen der beiden verglichenen Spek-
tra vor Zugabe des Schwefelammoniums mit einem MeBspektro-
skop, so erkennt man noch bis zu einem Kohlenoxydhdmoglobin-
gehalt von 20% hinab eine Verschiebung der Absorptionsstreifen
des kohlenoxydhaltigen Blutes zum Violett.

Spektrochemischer Nachweis.

a) Bestimmung des Spektrums am urspriinglichen, nétigen-
falls mit Wasser (unter Vermeidung von Schiitteln und lingerem
Stehenlassen) ausgezogenen oder verdiinnten Material.

b) Bestimmung des Spektrums nach Einwirkung von Schwefel-
ammonium; zum Vergleich Ausfithrung derselben Probe an kohlen-
oxydfreiem Blute.

c¢) Ergiebige Behandlung mit Sauerstoff zwecks Umwandlung
des CO-Hémoglobins in Oxyhdamoglobin, das durch Reduktion in
Héamoglobin und durch Behandlung mit Eisessig oder starker
Kalilauge in Hématin umgewandelt werden kann.

Bestimmung des Gehaltes von Blut an Kohlenoxyd
durch Wellenlingemessung mittels des Hartridgeschen
Reversions-Spektroskopes!.

Prinzip. Wenn die Absorptionsbanden zweier Farbstoffe
verschiedene mittlere Wellenlingen haben und beide Farbstoffe in
der gleichen Losung gemeinsam Licht absorbieren, so &ndert
sich die mittlere Wellenlinge der gemeinsamen Absorptions-
bande mit der relativen Konzentration des Farbstoffes. Voraus-
setzung hierfir ist, daB:

1. die Bande des einen Farbstoffes in Form ihrer Absorptions-
kurve den Banden des andern Farbstoffes dhnlich ist und dafl

2. bei keiner Konzentration die Banden allein erscheinen:
d. h. ihre mittleren Wellenldngen diirfen nicht weiter voneinander
entfernt sein als um die scheinbaren mittleren Breiten der Banden.

Da, die Farbstoffe sich sowohl in demselben Glasgefd befinden
konnen als auch in GefaBBen, durch die das Licht nacheinander hin-
durchgeht, so kann man die mittlere Wellenlédnge der Absorptions-
bande des gemeinsamen Spektrums in Beziehung setzen zu einer

1 Hartridge: l.c. S.112 dieses Praktikums.
Rona-Kleinmann, Blut u. Harn. 9
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Reihe von Mischungen der Farbstoffe von bekanntem Gehalt.
Hierzu benutzt man einen Doppelkeiltrog, in dessen jede Hélfte
man einen der Farbstoffe bringt. Geht ein Lichtstrahl durch diesen
Trog hindurch und untersucht man das Licht spektroskopisch,
so kann man die mittlere Wellenldnge als Ordinate zum gegensei-
tigen Schichtdicken-, d. h. Konzentrationsverhéltnis der beiden
Farbstoffe graphisch darstellen. Hat man einmal eine Eichkurve
erhalten, so kann man ein unbekanntes Konzentrationsverhalt-
nis der beiden Farbstoffe in einer Untersuchungsprobe bestimmen.

Hierauf beruht die Bestimmung des CO-Gehaltes im Blut.

Die beiden Absorptionsbanden des Blutes im sichtbaren
Spektrum werden, wenn Kohlenoxyd an die Stelle des Sauer-
stoffes tritt, nach dem Violett verschoben. Das gewShnliche Spek-
troskop zeigt die Verschiebung gut, ist aber zu ungenau, um eine
Bestimmungsmethode auf Grund derartiger Messungenzugestatten.
Die groBere Genauigkeit, die man mit dem Umkehrungsspektroskop
erreichen kann, erlaubt es, das gegenseitige Verhdltnis der beiden
Farbstoffe, Oxyhidmoglobin und Kohlenoxydhémoglobin, mit einer
Sicherheit von etwa 1% zu bestimmen. Da die Absorptionsbanden
sich um etwa 60 A verschieben, miissen die Wellenlingen der Ban-
den mit einem Fehler von (hochstens) etwa 0,6 A bestimmt werden.
Die Banden verschieben sich fiir das Auge, weil die Absorp-
tionskurven der Banden einander iiberlagern und dabei ihre
Gipfel auf verschiedene Wellenlingen zu liegen kommen. Die
Absorptionskurve der Mischung ist die Summe der Absorptions-
kurve jedes Farbstoffes fiir sich, wobei die relative Hohe der Gipfel
der beiden Kurven iiber der Grundlinie proportional der vorhande-
nen Menge der beiden Farbstoffe ist. Fiihrt man eine derartige
Summation graphisch fiir verschiedene Verhéltnisse der Farb-
stoffe aus, so findet man, da die mittlere Wellenlénge der Sum-
menkurve sich entsprechend éndert. Von den beiden Banden, die
der Blutfarbstoff im sichtbaren Spektrum zeigt, ist die, die den
D-Linien niher liegt, schirfer und enger, und wird deshalb ge-
messen, wenn man die Sittigung an Kohlenoxyd bestimmt. Zur
Herstellung einer Eichkurve wird ein rechtwinkliger Trog durch
eine Diagonalebene in zwei keilformige Troge geteilt. In den einen
bringt man etwas Blutfarbstoff, der mit Sauerstoff gesittigt ist,
und in den anderen etwas von derselben Losung, aber vollkommen
gesittigt mit CO-Gas (wobei man ein paar Tropfen Schwefelammon
zusetzt. Ein Lichtstrahl wird beim Passieren verschiedener Teile
des Doppeltroges dieselbe Gesamtzahl an Blutfarbstoffmolekiilen
treffen, aber eine verschiedene gegenseitige Schichtdicke derer,
die mit Sauerstoff und derer, die mit CO verbunden sind. Diesen
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Trog, gefiillt wie angegeben, stellt man vor das Spektroskop,
bestimmt die Wellenldingen, die verschiedenen Konzentrations-
verhéltnissen an Kohlenoxyd in Prozenten entsprechen und stellt
hiernach eine Eichkurve dar. Diese benutzt man, um die Sittigung
unbekannter Blutproben an CO-Gas in Prozenten zu bestimmen,
indem man die Wellenlénge der Untersuchungsbande mit dem Re-
versionsspektroskop bestimmt.

Chemischer Nachweis von Kohlenoxydhétmoglobin
im Blut!.

1. Probe nach Salkowski. Die zu untersuchende Blut-
probe wird mit Wasser auf das 20fache Volumen verdiinnt und
mit dem gleichen Volumen Natronlauge (spez. Gew. 1,34) versetzt.
Handelt es sich um Kohlenoxydblut, so wird die Mischung in weni-
gen Augenblicken zuerst weilllich triibe, dann lebhaft hellrot;
beim Stehen der Probe scheiden sich hellrote Flocken ab, die sich
allméhlich zusammenballen und sich iiber einer rosa gefirbten
Flisssigkeit sammeln. Eine aus kohlenoxydfreiem Blut hergestellte
Losung zeigt bei der gleichen Behandlung schmutzig briunliche
Verfarbung. Bei lingerem Stehen werden die Unterschiede all-
méhlich undeutlich.

2. Probe von Kunkel und Welzel. a) Kohlenoxydblut
wird mit dem 4fachen Volumen Wasser gemischt. Zu einem Teil
der Mischung setzt man das 3fache Volumen 1%ig. wiBriger
Tanninlésung: Hellkarmoisinroter Niederschlag. Bei Gegenprobe
mit genuinem Blut: Schmutzige Verfarbung. Die Unterschiede
bilden sich nach mehreren Stunden aus.

b) 10 com Kohlenoxydblut werden mit 15 cem 20 %ig. Ferro-
zyankaliuml6sung und 2 ccm Essigsdure versetzt. Gegenprobe mit
genuinem Blut. Unterschied der Farbung tritt sogleich hervor.

Die Proben lassen noch eine 6fache Verdiinnung von Kohlen-
oxydblut mit genuinem Blut erkennen.

Hématin und Hamochromogen.

Hamatin entsteht beim physiologischen und pathologischen
Abbau vom Blutfarbstoff. Im Reagenzglas entsteht Hamatin
durch Erhitzen, Einwirkung von Alkalien oder Siuren. Hierbei
spaltet sich das Hémoglobin in Eiweil (Globin) und Farbstoff.
Geschieht diese Spaltung bei Anwesenheit von Sauerstoff, also

! Salkowski: Prakt. d. phys. u. path. Chemie, S.126. Hirschwald,
Berlin 1912.
g%
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von Oxyhémoglobin, so entsteht Himatin, geschieht sie unter
Sauerstoffabschlufl aus Héamoglobin, so entsteht reduziertes Hai-
matin, im folgenden als Hamochromogen bezeichnet?.

Die Absorptionsspektren von Hématinlgsungen sind abhingig
von den Loésungsmitteln und der Reaktion der Lésungen. Das
Spektrum einer alkalischen Hamatinlésung erhdlt man, wenn man
1 cem Blut mit 20 cem 15 %ig. Kalilauge versetzt und nach einigen
Minuten mit Wasser ad 100 ccm verdiinnt. Bei Beobachtung bei
4 em Schichtdicke erkennt man (vgl. Spektraltafel 8):

Streifen I: schwach 638—608, Maximum 621.
Streifen II: stark 591—572, Maximum 581.
Streifen ITI: duBlerst schwach 551-—532, Maximum ca. 542.

Eine reinere H&matinlosung erhédlt man bei Mischen von
1 cem Blut mit 5 cem Eisessig, Ausschiitteln der Mischung mit
der 6—S8fachen Menge Ather, Auswaschen durch Schiitteln mit
Wasser und Ausschiitteln des Athers mit diinner Kalilauge.
Man gewinnt eine reine alkalische Hamatinlosung, die bei ge-
eigneter Schichtdicke den charakteristischen Streifen im Rot
zeigt (Maximum der reineren Losung ca. 612).

Das Spektrum ist mit dem einer neutralen Methimoglobin-
losung verwechselbar, doch liegt bei Methdmoglobin das Maxi-
mum weiter nach Rot. Die alkalische Himatinlésung verwandelt
sich nach Zusatz von gesittigter Schwefelammoniumlésung in
eine Hamochromogenlosung, wihrend Methdmoglobin hierbei in
Himoglobin und beim Schiitteln mit Luft in Oxyh&moglobin
iibergeht.

Das Spektrum des sauren Hidmatins erhélt man, indem man
0,5 ccm Blut mit 3 ccm Eisessig mischt, mit 20 cem Ather schiit-
telt und die Mischung filtriert. Das Filtrat liefert bei 2 cm Schicht-
dicke folgendes Spektrum (vgl. Spektraltafel 9).

Streifen I: stirker als ITI und IV 653—613, Maximum 639.

Streifen II: sehr schwach 595—574, Maximum ca. 576.

Streifen IT1: 564—529, Maximum 543.

Streifen IV: 519—486, Maximum ca. 504.

Setzt man einer alkalischen Hématinlgsung ein Reduktions-
mittel (Hydrazinhydrat, Schwefelammonium oder Stokessche
Fliissigkeit) zu, so geht die Fliissigkeit unter Annahme eines
roten Farbentons in reduziertes Hamatin (als Hamochromogen

1 Nach neueren Untersuchungen ist das Himochromogen nicht iden-
tisch mit dem reduzierten alkalischen Himatin. Anson und Mirsky:
J. of Physiol. 60, 50 (1925). Vgl. hierzu auch Barcroft: Die Atmungs-
funktion des Blutes II. Berlin (1929), S. 18.
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bezeichnet) iiber. Hierdurch lassen sich sehr kleine Mengen von
Hématin erkennen. Man erhélt eine Himochromogenlésung, in-
dem man 1 ccm Blut nach Zusatz von 10 ccm Wasser mit 10 cem
15%ig. Kalilauge mischt, mit Wasser ad 96 ccm verdiinnt, mit
Ather iiberschichtet und mit 6 ccm Schwefelammonium unter
leichtem Umrithren mischt. Bei Beobachtung bei 2 cm Schicht-
dicke erkennt man (vgl. Spektraltafel 10):

Streifen 1: Rotwirts sehrscharf begrenzt und dunkel 570—547.
Streifen I1: 540—508, Maximum ca. 532—524, Violett von

450 ab ausgeloscht.

Der Ort der Absorptionsstreifen wechselt etwas, je nachdem
man zur Reduktion der alkalischen Hématinlosung Hydrazin-
hydrat oder Schwefelammonium benutzt. Bei sehr starken Ver-
diinnungen ist nur der erste Absorptionsstreifen des Hiamo-
chromogens wahrnehmbar, was zur Identifizierung geniigt.

Spektrochemischer Nachweis.

Hématin im Blutserum. Bei der Blutentnahme ist jede
Himolyse auszuschlieBen (vermeide Umriihren mit scharfkantigen
Glasstidben, Verunreinigung mit Alkohol oder Siurespuren!). Man
faingt das Blut unmittelbar im Zentrifugenglas auf, 1aBt % bis
1 Stunde stehen und zentrifugiert. Das vollkommen klarzentri-
fugierte, frische Blutserum wird in ein Absorptionsgefil von
4cem Linge und mindestens 0,6—1,0 cm Breite gebracht, mit
reinem Ather iiberschichtet, danach mit Y10 Volumen Schwefel-
ammonium versetzt und durch leichtes Riithren mit einem Glas-
stab gut durchmischt. Bei pathologischem Himatingehalt zeigt
sich innerhalb weniger Minuten ein schmaler, gut abgegrenzter
symmetrischer Absorptionsstreifen bei ungefihr 559. Ist der
Streifen bei 4 cm Schichtdicke gerade noch bestimmbar, so ent-
spricht der Héamatingehalt angendhert 0,14 mg in 100 ccm. Die
Anwendung eines MeBspektroskopes ist notwendig.

Hamatin im Harn. Enthilt der Harn auler gréeren Men-
gen gelosten Hamatins keinen oder nur wenig Blutfarbstoff, so
kann dies unmittelbar durch spektroskopische Untersuchungen
und Uberfithrung in Himochromogen erkannt werden. Bei Anwesen-
heit geringer Mengen oder Vorhandensein von Oxyhimoglobin,
Hamoglobin oder Methdmoglobin 148t sich nicht entscheiden,
ob das nachgewiesene Hamatin urspriinglich in freier Form vor-
handen gewesen oder erst durch angewandte Reagentien aus
andern Blutfarbstoffen abgespalten worden ist.
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Nachweis von Hamatin in Fdzes. Eine kleine Menge
wird mit Sodalésung gemischt und unfiltriert nach Zusatz von
Schwefelammonium in diinner Schicht spektroskopiert. Ist die
Flussigkeit undurchsichtig, so filtriert man, setzt weiter Schwefel-
ammonium hinzu und untersucht auf Hamochromogenspektrum.
Man kann auch 5 g Fézes mit 90%ig. Alkohol fein verreiben, auf
100 ccm auffiillen, filtrieren und bei verschiedener Schichtdicke
priifen.

Andere Extraktlonsmlttel (Eisessig, Pyridin) kénnen zum
Nachweis von vorgebildetem Héamatin nicht benutzt werden, da
durch sie aus vorhandenem Hamoglobin Hamatin abgespalten wird.

Die vorstehend gegebene spektrochemische Priifung dient zum
Nachweis vorgebildeten Hamatins. Die spektrochemische Unter-
suchung auf Blut schlechthin geht auf Umwandlung der verschie-
denen Blutfarbstoffe in Hamochromogen aus und ist S. 135 und
136 beschrieben. Vgl. auch Nachweis von Blut bzw. von Himatin
S. 584.

Porphyrine.

Unter der Bezeichnung ;,Porphyrine‘ versteht man eine Reihe
nahe verwandter eisenfreier Umwandlungsprodukte des Hamo-
globins oder Hamatins (Uroporphyrin, Koproporphyrin u. a.).
Zur Darstellung des sogenannten Himatoporphyrins nach Hoppe-
Seyler tragt man in 20 cem konz. Schwefelsdure in einem Por-
zellanmérser unter Umrithren mit dem Pistill langsam 2 ccm
defibrinierten menschlichen Blutes ein und verdiinnt die Masse
mit konz. Schwefelsdure auf das 10fache. Man untersucht nach
dem Verschwinden der Luftbldschen spektroskopisch und be-
obachtet bei 4 cm Schichtdicke (vgl. Spektraltafel 17).

Streifen I: stark 612—597.

Streifen I1: 587—541, dessen linke Teilstrecke viel heller ist
als die sehr dunkle rechte; das v1olette Ende von 490 ab ist fast
ausgeloscht.

Je nach der Konzentration schwa.nkt die Lage der Maxima im
Streifen I zwischen 604—602, bei Streifen IT zwischen 557—555.
Die Lage der Absorptionsbanden ist von dem verwendeten Material
(frisches oder altes Blut oder préparativ gewonnenes Hé&mo-
globin) abhingig.

Nachweis von Porphyrinen im Harn. Der physiologi-
sche Porphyringehalt ist so gering, dafl er durch unmittelbare
spektroskopische Beobachtung nicht nachgewiesen werden kann.

Bei stark erhéhtem Porphyringehalt geniigt es, den Harn
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mit dem gleichen Volumen 25%ig. Salzsdure zu mischen und ihn
bei groflerer Schichtdicke — ndétigenfalls 10 em — zu spektro-
skopieren. Man beobachtet mehrere Streifen (5), von denen aber
nur 2 ihre Lage so genau beibehalten, daB sie scharf bestimm-
bar sind. Liegt vorziiglich ,,Uroporphyrin® vor, so liegen die
Hauptstreifen I und IT bei ungefahr 595,5—596 und 551,5—552,5.
Handelt es sich vorwiegend um Koproporphyrin, so findet man sie
ungefihr auf 592 und 549. Uber den Nachweis kleinerer Mengen
von Porphyrinen im pathologischen Harn siehe S. 582.

Spektroskopischer Nachweis von Blut.

In Blutflecken. Blutflecken firben sich rasch braun, da
das Oxyhamoglobin in Methdmoglobin iibergeht. Sie lassen sich
entweder durch die Hamoglobinspektren (Oxyhédmoglobin, Met-
héimoglobin, Kohlenoxydhdmoglobin und Zyanhdmoglobin) oder
durch das H#émochromogen- oder Hiamatoporphyrinspektrum
identifizieren. Die letzten stellen Reaktionen des Hématins oder
Hamatoporphyrins dar, sind also fiir die Anwesenheit von Blut-
farbstoff nicht zwingend beweisend.

a) Unmittelbare Prifung. Der Fleck wird schwach an-
gefeuchtet und in einem Handspektroskop mit starker Beleuchtung
im durchfallenden Licht untersucht. Beim Befeuchten mit Schwe-
felammonium geht Oxyhédmoglobin in Hamoglobin iiber. Das Ver-
fahren versagt bei &lteren Flecken. Man untersucht danach
durch:

b) Herstellung eines Auszuges. Man zieht den Blut-
fleck mit 0,3—1%ig. Sodalésung oder 0,1 %ig. Kalilauge aus und
bewahrt die nicht geloste Masse auf. Man priift den nétigen-
falls durch Filtrieren geklérten Auszug in dicker Schicht auf das
Oxyhamoglobin- oder Methamoglobinspektrum. Bei sehr geringem
Blutgehalt kann man noch spektrographisch den Violettstreifen er-
halten. Dann dampft man die Losung auf dem Wasserbade
vollstindig ein und priift auf Himochromogen oder Hamato-
porphyrin.

Zur Himochromogenprobe l6st man einen Teil des
Riickstandes in Kalilauge, fiigt einige Tropfen Ather hinzu, gibt
gesittigtes Schwefelammonium hinein, mischt und spektroskopiert.
Der Hauptstreifen liegt hierbei auf etwa 557. Fiigt man nach-
traglich etwas gesittigte Zyankaliumlésung und einige Tropfen
Schwefelammonium hinzu, so geht das Himochromogenspektrum
in das Zyanhdmochromogenspektrum mit zwei etwa gleich starken
Absorptionsstreifen bei ca. 568 und 538 iiber.
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Zur Himatoporphyrinprobe verreibt man einen Teil des
Riickstandes mit einigen ccm reiner konzentrierter (98%ig.)
Schwefelsdure. War Blut oder Himatin vorhanden, so findet man
die beiden Hauptstreifen bei ungefihr 601 und 555.

Findet man bei der Untersuchung des Blutfleckauszuges kein
positives Ergebnis, so untersucht man den bei der Extraktion
verbliebenen Rest nach Leers!. Man mazeriert im Reagenzglas
das Untersuchungsobjekt nach feinster Zerteilung mit konzentrierter
Kalilauge, der man einige Tropfen absoluten Alkohols unter Er-
wirmen zusetzt. Zu dem erkalteten Extrakt setzt man 2—3 Tropfen
Pyridin. Man schiittelt zur Emulsion, setzt einen Tropfen Re-
duktionsmittel (Ammoniumsulfid) hinzu, schiittelt wieder, 148t
stehen und untersucht die nach oben steigende Pyridinschicht auf
ein Himochromogenspektrum. Sollte es zu schwach sein, so pipet-
tiert man die Pyridinschicht ab und verdampft sie auf dem Objekt-
tréger Tropfen fiir Tropfen, so daB jeder folgende den vorhergehen-
den deckt. Aus dem entstehenden rotlichen Flecken gelingt es oft,
nach Zusatz einer geringen Menge Reduktionsmittel ein Mikro-
Himochromogenspektrum zu erhalten.

Untersuchung von Harn und Fézes auf Blut s. S. 584,

Spektroskopisches Verhalten der Harnfarbstoffe.
Siehe unter ,,Harnfarbstoffe S.573.

Spektralphotometrische Untersuchung des
Blutes.

I. Allgemeine Spektralphotometrie.

Unter der spektralphotometrischen Untersuchung einer Fliissig-
keit versteht man die quantitative Bestimmung ihres Absorptions-
verhaltens gegeniiber Licht von genau definierter Wellenlinge.
Die GroBie der Absorption ist von der Intensitit des auffallenden
Lichtes unabhingig. Das Verhiltnis der Intensitit des auf die
Fliissigkeit auffallenden Lichtes zu der des sie verlassenden ist
bei gleichbleibender Schichtdicke und Konzentration der Losung
ausschlieBlich von der Natur des Farbstoffes und der Wellenlidnge
der Lichtstrahlen abhiéngig. Als Maf3 des Absorptionsverhaltens
benutzt man die Schichtdicke der untersuchten Fliissigkeit;

1 Die forensische Blutuntersuchung, S. 64, Berlin: Julius Springer 1910.
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und zwar gebraucht man als MaB den reziproken Wert derjenigen
Schichtdicke, die die Intensitdt des auf die Fliissigkeit auffallen-
den Lichtes nach deren Durchstrahlung auf ein Zehntel herabsetzt.
Man bezeichnet diesen Wert als Extinktionskoeffizienten e.

Ist J die Intensitit des auffallenden Lichtes, J 1 diejenige nach
der Absorption und d die Schichtdicke der absorbierenden Fliis-
sigkeit, so ist

Jy = J-10%4
und 1. J
&= log (j)q

Da es fiir das Absorptionsverhalten eines Farbstoffes gleich
ist, ob man seine Schichtdicke oder seine Konzentration (¢) dndert,
vorausgesetzt, dall der Farbstoff sich bei Anderung der Kon-
zentration nicht verandert, so ist

—):« = konstant.

.Nach Vierordt heiBt die Konstante
=4

m]a

das ,,Absorptionsverhéltnis‘1. Sie bezieht sich ebenso wie der Ex-
tinktionskoeffizient auf eine bestimmte, anzugebende Wellenlinge.

Kennt man 4, so ist durch Bestimmung von ¢ die Konzen-
tration der Farbstofflssung bestimmbar, da

c=¢-4.

Das Spektralphotometer?.

Die beste Apparatur zur spektralphotometrischen Messung ist
das Konig-Martenssche Spektralphotometer von Schmidt und
Haensch, Berlin. Es beruht auf der Erzeugung zweier vollig gleich-
artiger, nebeneinander liegender Spektren, deren Licht senkrecht
zueinander polarisiert ist. Wird das Licht des einen Spektrums
durch Einschaltung einer absorbierenden Fliissigkeit verdunkelt,
so 1aBt sich durch Drehen des Nikols gleiche Helligkeit beider
Gesichtsfeldhalften wieder herstellen und aus dem Drehungs-
winkel des Nikols die Absorption berechnen.

! Nach Vierordt isc ¢ gleich der in 1 cem Lésung enthaltenen, in g
ausgedriickten Substanzmenge zu setzen. So ist z. B. in einer 1% igen
Hamoglobinlésung ¢ nicht 1 sondern 0,01.

? Martens-Griinbaum: Ann. Physik 1V. Folge, 12. Bd. 984 (1903).
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Die optische Einrichtung des Apparates.

Abb. 66 gibt einen vertikalen Schnitt durch das Photometer; Abb. 67
stellt einen horizontalen Schnitt durch das Photometer dar; man muB sich
die Ebene dieser Zeichnungin Wirklichkeitim Dispersionsprisma P umgebogen

vorstellen. Die vom Spalte §,

ausgehenden Strahlen — es

werde Na-Licht vorausgesetzt

— werden von der Objektiv-

linse O, parallel gemacht,

durch das Flintglasprisma P

(neuerdings wird ein Ruther-

fordprisma angewandt) nach

MaBgabe der Wellenlinge

abgelenkt und durch die Ob-

Abb. 66. jektivlinse O, zu einem Spalt-

bilde am Orte des Okular-

spaltes S, vereinigt. Der durch S, blickende Beobachter sieht die ganze
Fliche der Objektive gleichmaBig und einfarbig beleuchtet. Die beiden
Prismen P; und P, aus Crownglas haben die Aufgabe, die zweimalige
Reflexion von Strahlen an den optischen Flichen unschidlich zu machen.

Der Eintrittsspalt S, ist durch Blenden in zwei Spalte ¢ und b geteilt,
in welche die miteinander zu vergleichenden Lichtbiindel I und I7 eintreten.
Zunichst sei angenommen, dafl das Wollastonprisma W und das Zwillings-
prisma Z nicht vorhanden seien. Dann werden von den Spalten a und b
zwei Bilder, b und 4, entstehen, wie es im Teil C' der Abb. 67 dargestellt
ist. Denkt man sich das Wollastonprisma, welches aus zwei verkitteten
Kalkspatprismen besteht, eingesetzt, so entstehen durch Doppelbrechung

g [_ o PP )

e
|

a)

. Abb. 67.

zwei Bilder b, und 4, (vgl. Abb. 67 D) mit horizontaler Schwingungsrichtung
des Lichtes und zwei andere Bilder b, und 4, mit vertikaler Schwingungs-
richtung. Es sei nun auch das Zwillingsprisma Z eingefiihrt, dann entwirft
die in Abb. 67 obere Hilfte 1 (oben und unten in Abb. 67 ist beim wirk-
lichen Photometer rechts und links) eine nach unten abgelenkte Spaltbilder-
reihe by, by, As, A, ; die untere Hilfte 2 eine nach oben abgelenkte Spalt-
bilderreihe bs,, b,,, A1, A,,. Nur das Licht der zentralen Bilder b, und A,
wird nun vom Of{ularspalt durchgelassen. Mithin sieht ein am Okularspalt
befindliches Auge das Feld 1 mit vertikal schwingendem Lichte vom Spalte b
beleuchtet ;. das Feld 2 mit horizontal schwingendem Lichte vom Spalte a.
Dieser Strahlengang ist in der Abb. 67 durch die ausgezogenen Strahlen-
biindel I und I/ angedeutet. Das Zwillingsprisma ist die eigentliche Ver-
gleichsvorrichtung; auf gleiche Helligkeit der beiden Héilften des photo-
metrischen Vergleichsfeldes wird bei allen Messungen eingestellt.

Da das von den Vergleichsfeldern ins Auge kommende Licht in zwei
zueinander senkrechten Richtungen polarisiert ist, kann man zur meB-
baren Anderung der Lichtintensititen ein meBbar drehbares Nikol. N be-
nutzen, welches sich zwischen Okularspalt und Auge befindet.
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Konstruktion und Handhabung des Photometers.

Die Abb. 68 stellt das Photometer mit der groBen Beleuchtungsvorrich-
tung dar. S, ist der horizontale, in zwei Teile geteilte Eintrittsspalt, der durch
die dariiber sichtbare Mikrometerschraube bilateral verstellt werden kann.
In der Trommel 7' befindet sich das Prisma; das Beobachtungsrohr B kann
mittels der Mikrometerschraube M um die Achse d gedreht werden. Der
Beobachter blickt schrig nach unten in das Beobachtungsrohr, stellt durch

Drehen des Teilkreises G und des darin befindlichen Nikols auf gleiche Hel-
ligkeit ein und liest bei derselben Stellung des Kopfes durch die Lupe L
die Stellung des Teilkreises gegen einen Index ab. Damit das Auge nicht
durch das Licht der Beobachtungslampe geblendet wird, wird ein Schirm
iber L und das obere Ende von B gesteckt, an dessen Riickseite sich
eine kleine 4-Voltlampe zur Beleuchtung des Teilkreises befindet. An dem
eigentlichen Photometer ist mit Hilfe einer Schraube die Beleuchtungs-
vorrichtung befestigt. Dem Instrument ist ein GauBlsches Okular beigegeben,
welches nach Abnahme des Teilkreises @ und des darin befindlichen Okular-
nikols auf das obere Ende von B gesetzt werden kann und zur Eichung der
Mikrometerschraube nach Wellenlingen verwendet wird.

' An dem Apparat darf zur Erhaltung der einwandfreien Justierung
keine Schraube gelést werden.

Beleuchtungsvorrichtung.

Als Beleuchtungsvorrichtung zum Spektralphotometer ist es zweck-
mafig, die sogenannte groBe Beleuchtungsvorrichtung anzuschaffen,
da diese durch Anwendung langer Rohren (bis zu 25 cm) auch die Messung
sehr verdiinnter Losungen auszufiihren gestattet.

Von dem Beleuchtungsspalte 8, (vgl. Abb. 69) entwirft ein System
von vier Linsen L,, L,, L;, L,, und zwei Paar Fresnelscher Prismen F,
und F, zwei reelle Bilder auf den Spalten @ und b. Der Abstand: L; L; be-
trigt 26,5 cm. Die Mittelstrahlen der beiden Biindel I und I7 sind an allen
Stellen 43 mm voneinander entfernt. Die Prismen sind so berechnet und
geschliffen, daBl die Mittelstrahlen der Biindel / und II genau die Mittel-
punkte der zu beleuchtenden Hilften des Zwillingsprismas treffen. Die
Konstruktion der Beleuchtungsvorrichtung ist aus Abb. 68 ersicht-
lich. Bei F, und F, liegen die beiden Fresnelschen Prismenpaare in kleinen
Schutzgehiusen. Bei Einschaltung ungleich langer Fliissigkeitsschichten
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in den Gang der Strahlenbiindel I und II werden stets scharfe Abbildungen

des Beleuchtungsspaltes auf den beiden Eintrittsspalten bewirkt.
Von der richtigen Justierung der Beleuchtungsvorrichtung iiberzeugt
man sich, indem man

L. Ly durch den Okular-
gﬁ@'_—l—_ﬁ_‘ﬁ?a_ spalt das Licht einer
oy $'==——-_— Glihlampe cinfallen
-Qq‘a}_ _________ ﬁ‘ 4;,[3_"" 1aBt und im ver-

7 Z 7 dunkelten Zimmer

2 Abb. 69. Lichtflecke beobach-

tet, welche die bei-
den nunmehr in umgekehrter Richtung verlaufenden}Biindel I und II auf
Koordinatenpapier hervorrufen. Das Papier wird zunichst nahe an L,
darauf nahe an L, gebracht. Ferner priift man, ob auf S, zwei zusammen-
fallende Spaltbilder entstehen. '

Als Lichtquelle fir exakte Bestimmung des Extinktionskoeffizienten
sollte eigentlich kein weiBles Licht, sondern spektralreines Licht dienen, denn
nimmt man auch bei Anwendung weiBlen Lichtes die Spalten so eng wie mog-
lich, némlich den Objektivspalt etwa 0,10 mm und den Okularspalt 0,25 mm,
so unterscheiden sich die an den Grenzen dieses Spektralbereiches liegenden
Wellenléingen immer noch um 4 yu!. Hierdurch wird die Einstellung der
beiden Vergleichsfelder schwierig. Es soll daher fiir physikalische Messung
homogenes Licht von Spektrallinien benutzt werden (Aronsche Queck-
silberlampe, Flammenspektren). Fiir physiologische Untersuchungen ge-
niigt es aber, weiles Licht anzuwenden, und zwar wird von Charnass die
Anwendung einer Zeissschen Azolampe empfohlen.

Die zu untersuchende Farbstofflosung wird in dem Apparate bei-
gegebene Rohren gefiillt, die durch planparallele Glasscheiben verschlossen
werden. Diese werden durch aufgeschraubte Metallhiilsen bzw. darunter
gelegte Gummiringe auf die Rohren fest aufgedriickt. Die Rohren
sind nach dem Abnehmen der VerschluBplatten leicht durch einfaches
Ausspiilen zu reinigen. Die Dimensionen der Beleuchtungsvorrichtung
gestatten die Anwendung von Rohren bis zu 25 cm Linge; andererseits
diirfen wegen des fir die Schraubengewinde notigen Platzes die Réhren
nicht kiirzer als 2 cm sein. In diese kiirzesten Réhren kénnen aber noch mas-
sive, genau planparallel geschliffene Glaszylinder von 1 cm und mehr Léinge
geschoben werden, so daB Schichtdicken von 1 em und darunter der Unter-
suchung zugénglich werden. Damit die Reflexions- und Absorptionsverluste
vor beiden Spalthalften gleich bleiben, miissen immer zwei gleiche Glas-
zylinder in beide Rohren gelegt werden. Der Mantel dieser Glaszylinder ist
an einer Stelle etwas abgeschliffen, damit die Fliissigkeit im
ganzen Rohre frei zirkulieren kann. Abb. 70 stellt einen Quer-
schnitt durch eine Rohre R mit darinliegendem Glaszylinder
G dar (8 ist die abgeschliffene Stelle).

Bei ganz kleinen Rohren sind die Fassungen etwas ver-
lingert, so daB das ganze GefiB immer noch eine Linge
von 5—6 cm erhilt. Daher liegen auch diese kurzen Réhren
genau passend in den Rinnen 4 (Abb. 68) und werden
Abb. 70. in axialer Richtung von dem Strahlenbiindel durchsetzt.

! Vgl. Hoffmann: Z. Physik 87, H. 1/2 (1926). Uber die Spaltbreiten-
korrektion bei Messungen mit dem Spektralphotometer nach Kénig-
Martens.
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Beispiel.

T1-Funke (A = 535 uu) wird auf den mit Mattglas bedeckten Beleuch-
tungsspalt projiziert. Untersucht wurde Kaliumbichromatlésung.
¢ = 0,01698 g-Mol auf 1000 cem.

18,2 163,3 197,4 343,3
17,7 163.2 197.4 342,701
5 cm-Rohren; 181 1629 1974 3424
Losung 18,00 — 163,13 197,40 — 342,80
rechts (L/inABb.6D), | 180 419800 180 37740
Sser . . N e
links (I in Abb. 69). 198,004 34,87 377,40 34,60
34,60
34,74:2 = 17,37, o, = 17022’
62,5 119,0 242,0 207,7
62.3 1183 242,2 208.3
5 cm-Réhren; 62,4 117.9 2430 2973
Losung 62,40 — 11840 242,40  — 297,77

links (Iin Abb.69), [ 1180 424240 +180 .- 42240
Wasser [ T

rechts (ITin Abb.69). 242,404 124,00  422,40¢ 124,63
124,63
124,32: 2 = 62,16, o; — 62°10’
17,3 164,0 197,7 3424
17,0 163,0 197,4 342,9
5 cm-Rohren; 17,0 162,7 1981 343,6
Losung 777,10 163,23 197,73 342,97
rechts (I7in Abb.69). 180 197,10 180 377,73
Wasser - - /"7 ——— "/ -
links (I in Abb. 69). 197,10 ¥ 33,87 377,713 ¥ 34,76
34,76

34,32:2 = 17,16, o, — 17°10’

logtg 62° 10" = 0,27738
logtg 17° 16" = 0,49252—1
ed = 0,78486; £=0,1570

1 An Stelle dieser von Martens und Grinbaum angewandten Rech-
nungsart erhdlt man die Werte fiir o einfacher gemidB der S. 142 ange-
gebenen Rechnungsart, d. h. da

x, = 18,009, x, = 163,130, x; = 197,40° und x, = 342,80°
oL = xl - 18,000

= 180 — z, =180 — 163,13 = 16,87

= g —180°= 197,40 — 180 = 17,40

= 360 — x, = 360 — 342,80 = 17,20

= 17,370 =17°22". -

Ebenso ist mit den Ablesungen der beiden niichsten Spalten zu verfahren
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Beobachtungsmethode.

Man bringt die absorbierende Schicht zunichst in den Gang der
Strahlen I, das Losungsmittel in den Gang der Strahlen I1, die Einstellung
(auf gleiche Helligkeit der beiden Gesichtsfelder) ergibt: o;.

Dann gibt man die Losung in Strahlengang II, das Losungsmittel
in Strahlengang I, die Einstellung ergibt: o,.

Die Winkel «; und «, werden stets in allen 4 Quadranten des Teilkreises
mehrmals gemessen, und zwar betrigt «, wenn die Ablesungen in den
4 Quadranten x;, %, %3 und x, lauten, im rechten oberen Quadranten z;,
im rechten unteren Quadranten 180°— x,, im linken unteren Quadranten
23 — 1809 im linken oberen Quadranten 360° — z,.

Die Runde wird zweimal wiederholt und zum SchluB von insgesamt
12 Ablesungen der Mittelwert berechnet.

Sind ¢ der Koeffizient der untersuchten Losung, &, der des Losungs-
mittels, o; bzw. o, die Ablesungswinkel und d die Schichtdicke, so ist

log tg oy — log tg ay
i .

(Hinsichtlich der Ableitung der Formel wird auf die S.137 zit. Original-
arbeit verwiesen.)

Beispiel. Als Beispiel einer Bestimmung des Extinktionskoeffizienten
einer Losung sei die Messung einer Kaliumbichromatlésung wiedergegeben
(s. Tab. S. 141), die mit der 7'-Linie 535 erhalten wurde. Man kann leicht
die Tl-Linie erhalten, wenn ein Platinring mit 77Clin einer kleinen Alkohol-
flamme erhitzt wird.

£— & =

II. Anwendung der spektralphotometrischen Messung
auf die Blutuntersuchung.

Als Ziel der spektralphotometrischen Blutuntersuchung. sind
zu betrachten:

1. Konzentrationsermittlungen.

Istfiir einen Blutfarbstoff, z. B. Oxyhdmoglobin, mit einer Losung
genau bekannten Gehaltes einmal die Konstante ,,4° (s. S.137)
bei einer bestimmten Wellenlinge ermittelt, so ist durch Be-
stimmung: von ¢ bei einer Losung unbekannten Gehaltes die
Konzentration sofort errechenbar. Die Konstanten schwanken
etwas je nach der optischen Individualitit des Instrumentes und
sind daher fiir jedes Instrument durch Eichung festzulegen!.

1 Beispiel: Héitte man in dem auf S. 148 zur Ermittlung von 4 bzw.
A’ angefiihrten Beispiel A mit 0,001887 bzw. 4’ mit 0,001174 als bekannt
vorausgesetzt und zur Ermittlung von ¢, &= 0.48119 und & = 0,77320
gemessen, so ergibt sich ¢c=A4.e= A’-¢ (vgl. 8.137), und da die Aus-
gangslosung zur Messung 40fach verdiinnt wurde, ¢ in dieser zu:

¢ = 0,001887 - 0,48119 - 40 = 0,03631
bzw. ¢=0,001174-0,77320 - 40 = 0,03631 .

Dacindiesem Falle die g-Zahl pro cem darstellt, so ergibt sichdiein den 100 cem
Ausgangs-Hamoglobinlésung enthaltene Hamoglobinmenge zu 3,631.
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Des weiteren dient die Methode auch zur Analyse von Farb-
stoffgemischen?.

2. Identifizierung von Farbstoffen.

Der Quotient zweier an verschiedenen Stellen des Spektrums
gemessenen Extinktionskoeffizienten ist eine Konstante, die von
der Konzentration unabhingig und fir den betreffenden Farb-
stoff charakteristisch ist. Hieraus ergibt sich die Méglichkeit,
verschiedene Blutfarbstoffe aus dem Zahlenwert dieses Quo-
tienten zu identifizieren. Fiir Oxyhéimoglobin wird die Absorption
nach Hiifner? an zwei Stellen des Spektrums bestimmt, und
Zwar:

a) bei dem Minimum der Absorption in Gelb bei einer mitt-
leren Wellenléinge von 560 (Spektralbereich 565—554, Extink-
tionskoeffizient ,,&‘) und

b) in der Mitte des zweiten Streifens in Griin bei 538 (Spektral-
bereich 542,5—531,5 Extinktionskoeffizient ,,e'*‘).

Bildet man den Quotienten %’ so erhilt man den sogenannten

,,Hiifnerschen Quotienten®. Dieser zeigt — selbst bei Messungen
verschiedener Untersucher, die mit verschiedenartigen Appara-

turen arbeiteten — eine &ulerst gute Konstanz. (Siehe folgende

Tabelle.)3
Untersucher Instrument % A A
Hiifner Hiifner-Apparat 1,58 0,00131 0,00207
Letsche v 1,58 0,00132 0,00208
Butterfield ’ 1,58 0,001195 | 0,00187
Hari Konig-Martens 1,61 0,001168 | 0,00188
Charnass Konig-Martens 1,64 0,001180 | 0,001938

1 Vgl. diesbezgl. Hiifner: Arch. Anat. u. Physiol., Physiol. Abtlg.
Jg. 1900 8. 39 und Biirker: Tigerstedts Hdb. d. physiol. Method. 2, 1, 213
(1910).

2 Arch. Anat. u. Physiol., Physiol. Abtlg. S. 491 (1899). Vgl. ferner
Bohr: Skand. Arch. Physiol. 8, 47, 76 u. 101 (1892). — Aron: Biochem.
Z.3,1(1907). — Butterfield: Z. physiol. Chem. 62, 173 (1909). — Hari:
Biochem. Z. 82,229 (1917); 95,266 (1919). — Charnass in Abderhalden,
Handb. d. biol. Arbeitsmeth. IV/4, S. 1109 (1926).

3 Hinsichtlich der Bedeutung von 4’ und A4 s. S. 137.
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a) Bestimmung des Hiifnerschen Quotienten.

- Da bei der spektralphotometrischen Konzentrationsbestim-
mung des Hb auch die Bestimmung des Hiifnerschen Quotienten
notwendig ist (s. S. 146), sei diese vorangeschickt.

Behandlung der Apparatur. a) Kalibrierung. Vor der
Messung ist eine Kalibrierung des Instrumentes nach Wellenldngen
vorzunehmen, d. h. es werden die Trommelteile des Instrumentes
graphisch als Ordinaten gegen die entsprechenden Wellenlingen
als Abszissen dargestellt. Hierzu wird der aufgesetzte Okular-
nikol entfernt und an seiner Stelle bei mdoglichst enggestelltem
Okularspalt ein dem Instrument beigegebenes GauBsches Okular
aufgesetzt. Der Eintrittsspalt wird auf 0,015 mm gestellt; sodann
wird die Trommel in gleicher Weise geeicht wie dies bei der
Justierung der Spektroskope beschrieben worden ist. Eine groBe
Anzahl Spektrallinien werden teils durch Geillersche Réhren
(Wasserstoff, Helium, Quecksilber) teils durch Flammenspektren
(Natrium, Lithium, Thallium, Strontium) erzeugt. Man stellt
die Linien auf die Mitte des schmalen Okularspaltes ein und liest
die entsprechende Trommelteilung ab. Es ist notwendig, zahlreiche
Eichpunkte zugrunde zu legen. Charnass benutzte zur Eichung
iiber 150 Emissionsspektra, um eine genaue Wellenlingenkurve zu
erhalten. Nicht alle MeBpunkte fallen genau in den erhaltenen
Kurvenzug; man wahlt nur diejenigen Eichpunkte, die mit dem
Kurvenlineal am besten zu den beobachteten stehen. Es
empfiehlt sich auch hier, das Hartmannsche Dispersionsnetz zu
verwenden, wie S. 118 angegeben. Neuerdings werden die Spektral-
photometer auch mit sogenannten Wellenlingeschrauben aus-
geriistet.

b) Absorptionsmessung. Spalt. Zur Messung stellt man
den Eintrittsspalt auf 0,1 mm (blof bei Ablesung im Blau soll
er 0,2 mm breit sein). Der Okularspalt wird so weit gewihlt,
daB der Spektralausschnitt dem von Hiifner (siehe 0.) ange-
gebenen Wellenlangenbereich anndhernd entspricht.

Beleuchtung. Als Lichtquelle dient die Schmidt und
Haenschsche Beleuchtungsvorrichtung oder eine Zeiss’sche Azo-
Beleuchtungslampe mit Schirm und Blende von ca. 500 Watt
Stérke. (Sie kann mit halber Spannung mittels variierbarer Wider-
stdnde benutzt werden.) Hinter die Lampe wird ein Doppelkonden-
sator mit kurzer Brennweite eingeschaltet, der den Glithkérper
etwas vergroBert auf einer dicht vor dem Apparat aufgestellten
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Mattscheibe abbildet. Dicht dahinter befindet sich die kleine,
in die Beleuchtungseinrichtung eingeschraubte, halbmatte Matt -
scheibe.

GefdBe. Zur Untersuchung dient vorziiglich das 2 ecm-Rohr,
das evtl. mit Kinsatz eines Glasblockes von 1 cm Dicke benutzt
werden kann. Auch Rohren von 5 cm Linge sind unter Um-
stinden anwendbar. Die Gefille miissen sehr sauber und die
Losungen vollig klar sein. Filtration ist ausgeschlossen. Das
destillierte Wasser ist evtl. in Jenaer GefiBlen nochmals zu
destillieren.

Temperatur. Die Temperatur der Loésung darf durch die
Lichtquelle keine Anderung erfahren. Die Temperatur des Zim-
mers darf nicht stark schwanken (ca. 5° Spielraum).

Untersuchungsmaterial. Die Blutentnahme erfolgt aus
der Vene am besten ohne Stauung und niichtern. Oxalatblut gibt
keine Abweichung gegeniiber nativem Blut. Das Blut wird mittels
kalibrierter Pipette am besten direkt abgenommen. Es wird
mittels 0,1%ig. Sodalosung (1:200 verdiinnt) und moglichst so-
fort, spétestens nach wenigen Stunden, im 2 em-Rohr untersucht.
Grofte Sauberkeit und unbedingte Abwesenheit jedweder Bei-
mischung ist notwendig.

Messung. Die Messung erfolgt genau wie S. 142 angegeben
worden ist. Man miBt den Extinktionskoeffizienten in dem von
Hiifner angegebenen Wellenlangenbereich (s. S.143) durch Ein-
stellung des Nikols in allen 4 Quadranten. Stets sind fiir jeden
MeBpunkt eine Reihe von Ablesungen vorzunehmen. Der Durch-
schnittswert ist anzuwenden. Nach Charnass soll es geniigen,
mehrere Ablesungen im ersten Quadranten auszufithren. Man be-
rechnet die beiden Extinktionskoeffizienten & und ¢ wie ange-
geben und bestimmt den Quotienten &’ zu .

Der Quotient schwankte bei 100 Untersuchungen von
Charnass zwischen 1,61—1,66. Die Fehlergrenze betrigt also
ca. 3%.

Kritik des Hiifnerschen Quotienten. Der Hiifnersche
Quotient ist zweifellos eine konstante GréBe; er stellt jedoch

nach Charnass keineswegs ein Kriterium fiir die Reinheit oder
Einheitlichkeit des Hb dar.

,,Das Molekiil des Blutfarbstoffes kann durch solche Hilfs-
mittel, die nicht einmal ganz bedeutende Beimischungen fremder
Farbstoffe aufdecken lassen, nicht beurteilt werden.‘

Rona-Kleinmann, Blut u. Harn. 10
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Zur Charakterisierung des Blutfarbstoffes empfiehlt Charnass

die Anlegung einer Absorp-
tionskurve mit MeBpunkten

&
100 / bei 650, 635, 625, 608, 602,
080 / \ \ / 590, 575,6, 571, 560, 554,7,
¢ / v / 544, 541, 5385, 530, 520,
4960 / N4 510, 500,8, 490, 481,476, 458,
o] den Absorptionsmaxima der
, } wichtigsten Blutfarbstoffe.
9 7 Manerhilt hierdurch eine nor-
le Kurve, die Abweichun-
B 65 0 575 s a5 b0 #EA w0 A >
. © gen vom normalen Verhalten
Abb. 71. Normalkurve des viermal umkristalli-

sierten Oxyhiimoglobins (Pferdehimoglobins). aufzukliren gestattet.

b) Spektralphotometrische Bestimmung des
Himoglobingehaltes einer Blutprobel.

Zur Konzentrationsermittlung des Hb ist es nétig, die Ab-
sorptionskonstante 4 (s. S.137) zu kennen. Die Bestimmung dieser
Konstante ist fiir jeden Apparat fiir die Messung notwendig. Hierzu
werden die Extinktionskoeffizienten des Oxyhidmoglobins mit
Losungen genau bekannten Hb-Gehaltes bestimmt. Das Blut
zur Gewinnung von Oxyhidmoglobin ist vor der Verarbeitung auf
den Hiifnerschen Quotienten, den man fiir sein Instrument kennt
(s. S.143) zu priifen. Sind unzulissige Abweichungen vorhanden, so
ist das Blut verdndert bzw. verdorben und darf nicht verwandt
werden. Zur Herstellung einer Hb-Losung genau bekannten Ge-
haltes verfahrt man wie folgt.

Blutkorperchen aus frischem defibrinierten Pferdeblut werden
viermal mit physiologischer Kochsalzlosung gewaschen, bei 200
in 2 Volumen destilliertem Wasser aufgenommen, mit 1-—2 Volu-
men reinstem Ather kriftig durchgeschiittelt; man liBt ab-
setzen, bis eine vollig klare Hamoglobinlosung erfolgt. Manch-
mal ist dabei Erwdrmung auf héchstens 37° und Wasserzusatz
nétig, in allen Féllen muB jedoch eine blanke Lésung entstehen.
Die klare Hamoglobinlésung, die nicht linger als etwa 6—8 Stun-
den stehen darf, wird abgehoben, der Ather durch Luftstrom
entfernt, die Flissigkeit auf 0° abgekiihlt und mit ebenfalls ge-
kithltem absoluten Alkohol (ca. % Volumen) langsam unter
Schiitteln versetzt; die Mischung kristallisiert dann bei ca.
—200 meist in ca. 4—8 Stunden vollstindig aus. Man saugt bei

1 Dargestellt nach Charnass: L c. (S. 143 dieses Praktikums).
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moglichst tiefer Temperatur ab, wischt mit eiskaltem Wasser
gut aus, lost die Kristalle in wenig auf 30—35° erwirmtem
Wasser auf und wiederholt die Kristallisation?.

Bei der dritten und vierten Kristallisation unterlit man
den Alkoholzusatz, evtl. impft man mit einigen Kristallen von
der fritheren Darstellung. Vgl. hierzu auch S. 158.

Man erhdlt eine einheitliche Kristallmasse, die wie oben
gewaschen und scharf abgesaugt wird. Mikroskopisch darf sich
keine Spur einer amorphen Beimengung finden. Die Arbeit inklusive
Ausmessung muf}, wenn man richtige Resultate erzielen will, in
hochstens 24—48 Stunden erledigt sein.

Der feuchte Kristallbrei wird in 0,1 %ig. Sodalosung gelost
(z. B. zu ca. 10%). In einem Teil wird der Trockenriickstand
bestimmt (s. unten), im andern die Extinktionskoeffizienten.
Hieraus berechnen sich die GréB8en ,,4° und ,,4'“. Aus der
Messung der Extinktionskoeffizienten unbekannter Blutlésungen
kann unter Benutzung der erhaltenen Konstanten gemiB der
Beziehung ¢ =A4'-¢" oder 4-¢ unmittelbar die gesuchte Hb-Kon-
zentration berechnet werden.

Beispiel einer spektralen Ermittlung der Absorp-
tionskonstanten an kristallisiertem Pferdehamoglobin
nach Charnass.

Pferdeblut:

Die Vorprobe ergibt mit dem frischen Blut (1:200 mit 0,1 %ig. Soda-
I16sung) in 2 em Schicht in der Spektralgegend i = 538,5, wo Hiifners &
gemessen wird

& = 0,73732,
ferner in der Gegend A = 560,4, wo & gemessen wird,
e = 0,45335.

Daraus findet man e
- = 1,626 = Hiifners Quotient.
1 Die Darstellung des Oxyhdmoglobins nach Hoppe-Seyler laft
sich nach Willstatter und Pollinger erheblich abkiirzen, indem
man die mit dem halben Volumen Ather versetzte Blutkérperchen-
l6sung, anstatt sie im Scheidetrichter stehenzulassen und dann von Zeit
zu Zeit in Portionen abzulassen, mit der Zentrifuge verarbeitet. Die
Blutkérperchenlosung wird, um die Stromata zu sammeln, 5 Minuten mit
Ather kriftig durchgeschiittelt; dann wird die Emulsion nur etwa 5 Mi-
nuten lang bei einer Tourenzahl von 3500 bis 4000 zentrifugiert. Die
untere Schicht ist dann vollkommen klar; sie wird durch vorsichtiges
Einsenken einer Glasrohre, die mit einer Gaswaschflasche verbunden
ist, und schwaches Saugen von der dariiberstehenden Emulsion ge-
trennt. Die Kristallisation aus alkoholhaltiger Losung ist beim Pferde-
und Hunde-Hb-O, bis zum folgenden Morgen beendet. Z. physiol. Chem.
130, 281 (1923).

10*
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Die Zahl befindet sich innerhalb der fiir den Hiifnerschen Quotienten
ermittelten zuldssigen Fehlergrenze von 1,60 — 1,66. Das Blut eignet sich
also fﬁrAdie Hamoglobindarstellung zwecks Ermittlung der Konstanten
A bzw. A’. .

Das Blut wird nun, wie oben angegeben, binnen 48 Stunden viermal
umkristallisiert und spektralphotometrisch untersucht.

8,22 g des feuchten Kristallbreies (vierte Kristallisation nach Waschen
und scharfem Absaugen) werden in 100 ccm 0,1%ig. Sodalésung geldst.
Davon werden 50 ccm auf dem Wasserbade bis zur Gewichtskonstanz
eingedampft, wobei 1,7900 g Trockenhdmoglobin resultieren; demnach ent-
sprechen nach dem Abdampfverfahren 8,22 g Kristallbrei 3,58 g reinem
Hamoglobin. Die zweite Halfte der Losung wird, wie unten beschrieben,
spektralphotometriert.

Von derselben Fraktion werden zu gleicher Zeit 3,780 g des Kristall-
breies bei 105° getrocknet; nach 48 Stunden ist das Gewicht konstant
= 1,670 g, woraus nach dem Trockenverfahren fiir die 8,22 g des spektral
untersuchten Breies ein Reingehalt von 3,631 g Hiémoglobin resultiert.

Die spektrale Untersuchung, sorgfiltig in allen 4 Quadranten durch-
gefithrt (vgl. S. 142), wobei die Einzelablesungen kaum voneinander ab-
weichen, ergibt

& = 0,77320,

e = 0,48119. Da c die in 1 ccm Losung enthaltene Substanzmenge
in g darstellt (vgl. S. 137) und die Stammlésung (100 ccm) zur Unter-
suchung auf das 40fache verdinnt wurde, betragt die endgiiltige Ver-

diinnung 1:4000, d.h. ¢ = %’% Es ergibt sich fiir das Trockenver-
fahren bei 105°
;s C 3,631 _
4'=7= 000- 0,77320 0,001174,
3,631
4= 7500 048110 — “001887,
ferner bei doppelter Verdiinnung 1:8000
3,631
4 = 3500 - 0,24205 — »001875,
/ 3,631 = 0,001167 .

~ 8000 - 0,38568

Nimmt man statt des Trockenwertes bei 105° den Abdampfwert von
8,22 g Brei = 3,58 ¢ Hamoglobin, so resultiert

, 3,58
" 4000 -0,77320 0,001159 ,
4 3,58 = 0,001862 ,

~ 2000 - 0,48119
ebenso bei doppelter Verdiinnung

4 = 0,001849 ,
A’ = 0,001151 .
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Als Mittelwert aus 16 Versuchen (mit zwei verschiedenen Fraktionen)
erhielt Charnass

A7 = 0,0011623,
A = 0,001891.

Mittlerer Hiifnerscher Quotient aus 16 Versuchen

= 1,629 .

m]“"\

Himoglobinbestimmung.

Kolorimetrische Methoden der Himoglobinbestimmung.

Die meist gelibten Methoden zur Bestimmung des Hamo-
globingehaltes griinden sich auf die kolorimetrische Messung der
Losung einer Blutprobe bzw. eines chemischen Umwandlungs-
produkts derselben. Die Methoden setzen voraus, daf das Hb
einen chemisch einheitlichen Koérper darstellt, bei dem zwischen
der Lichtextinktion und den chemischen Eigenschaften (Gas-
bindungsvermégen, Eisengehalt) eine konstante Beziehung besteht.
Wegen der Schwierigkeit der Gewinnung reinen kristallisierten
Himoglobing sowie der begrenzten Haltbarkeit und der nach der
Gassittigung wechselnden Farbnuance verdiinnter Blutlésungen
kommen Hémoglobinlgsungen oder Blutverdiinnungen als Test-
I6sungen zum kolorimetrischen Vergleich nicht zur Anwendung.
An ibrer Stelle wihlt man kiinstliche Farblosungen oder kon-
stantere Umwandlungsprodukte des Blutfarbstoffes als Bezugs-
I6sung.

Theoretisch richtig ist es, die Testlosung in Prozenten Hb zu
eichen. (Normal 14 g Hb in 100 ccm Blut.) Auch die Eichung
nach CO-Kapazitat (S. 151) ist exakt. In der Praxis wird da-
gegen oft der Blutfarbstoffgehalt eines ,,normalen Blutes mit
5 Millionen roter Blutkérperchen als ,,100% “ zugrunde gelegt.
Dieser ,,Normalwert‘‘ ist aber schwankend. Daher sind die ver-
schiedenen Hamometer auf ,,Normalblutwerte” nachzupriifen.
Die Umrechnung auf ,,Normalwert*“ ist (vgl. Hamometer nach
Sahli S. 150) notwendig, um den ,,Firbeindex‘ zu berechnen.
Hierunter versteht man das Verhaltnis des Hamoglobingehaltes
zur Zahl der roten Blutkérperchen in Prozenten der Norm aus-
gedriickt. Als Norm wird 100% Hb fiir 5 Millionen rote Blut-
kérperchen angenommen. Es ergibt sich fiir normales Blut ein
Verhiltnis des Hb zur Erythrozytenzahl wie 100 : 100 = 1. Bequem
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laBt sich der Farbeindex berechnen, indem man den gefundenen
Hb-Wert durch die mit 2 multiplizierten ersten beiden Ziffern
der Erythrozytenzahlen dividiert; es ergibt sich z. B. bei 50% Hb

und 2500000 Erythrozyten é‘% =1.

Man kann auch den mittleren absoluten H&émoglobingehalt eines
Erythrozyten angeben. Hierzu dividiert man den Hb-Gehalt von
1 cmm Blut durch die Erythrozytenzahl im selben Volumen wund
erhdlt als absoluten Hb-Gehalt eines Erythrozyten im Mittel
32,5.10-12 g beim Menschen, beim Hund 24, beim Schwein 22, beim
Kaninchen 20, beim Rind 19, beim Pferd 18, beim Schaf 11 und bei der
Ziege T-10-12 g1,

Je nach Art der Testlosung unterscheiden sich die folgenden
Methoden.

Hiamoglobinbestimmung mittels des
Himoglobinometers von Haldane?2.

Prinzip. Die Methode beruht auf dem kolorimetrischen Ver-
gleich einer mit CO behandelten unbekannten Blutprobe gegen
eine mit CO gesittigte haltbare Blutstandardlosung. Da die
Firbekraft verschiedener Blutarten parallel ihrem® Sauerstoff-
bindungsvermégen geht und andererseits Hb pro Gewichtsein-
heit genau gleiche Mengen Kohlenoxyd wie Sauerstoff bindet,
so gibt die kolorimetrische Messung des unbekannten Blutes auch
unmittelbar seine Sauerstoffkapazitit, wenn die Sauerstoff-
kapazitit der Testlésung bekannt ist.

Ausfiihrung. Das Instrument zur kolorimetrischen Messung
besteht entsprechend dem Hédmoglobinometer von Gowers aus
zwei Vergleichsrohrchen, von denen das eine zugeschmolzen die
Testlgsung enthélt, wihrend das andere ein Glidschen von gleichem
Durchmesser wie die Testrohre darstellt, das zweckmé#Big eine in
120 Teile geteilte Skala tragt, deren Teilstrich je 20 cmm an-
zeigt.

Voraussetzung fiir die Haltbarkeit der Vergleichslosung ist
der vollstindige AusschluBl von Sauerstoff. Das CO-Hb befindet
sich daher in einer reinen CO-Atmosphire. Die Vergleichslgsung
wird wie folgt bereitet.

Das zur Aufbewahrung dienende Rohr, das an einer
Stelle verengt ist (Abb, 72), wird mit einer genau 1%ig.

1 Biirker: 1. c. (S. 153 dieses Praktikums).
2 J. of Physiol. 26, 497 (1900/01).
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Losung von frischem Ochsenblut gefiillt. Durch den seit-
lichen Rohransatz 148t man einige Minuten Leuchtgas ein-
treten, das durch ein in einem Stopfen steckendes Rohr in
der Pfeilrichtung wieder austritt. Dann schmilzt

man das Rohr an der engen Stelle (4) iiber einer '
Stichflamme ab. Diese verdiinnte CO-Hb-Losung

hélt sich unbegrenzt. Von dem benutzten Ochsenblut EJ
wird mittels einer der diesbeziiglichen Methoden

ﬁj—‘b

(siehe S. 26ff.) das Sauerstoffbindungsvermégen 2l
(gleich der CO-Kapazitit) bestimmt und danach das zufuhr
Sauerstoffbindungsvermégen der Blutverdiinnung A

(Testlosung) berechnet.

Von dem zu untersuchenden Blut wird eine Menge
von 20 cmm mittels einer Kapillarpipette abgemes-
sen (8. Blutentnahme S. 159) und in das zweite [
Glidschen gegeben, in dem sich eine kleine abge- |-
messene Menge destillierten Wassers befindet. Dar-
auf wird die Losung mit Leuchtgas durch Einleiten
gesittigt und so lange Wasser unter mehrfacher
Wiederholung der Gasséttigung tropfenweise hin-
zugegeben, bis die Farbung in beiden Rohrchen gleich ist. (Ist
keine Skala an dem Untersuchungsréhrchen vorhanden, so wird
das Wasser mittels einer genauen Biirette abgemessen.) Man be-
obachtet bei Durchsicht senkrecht zur Achse der Glischen gegen
eine helle Fliche.

Aus der Verdiinnung berechnet man das Konzentrations-
verhiltnis zu der 1%ig. als Standard dienenden Blutlsung.
Da man deren Sauerstoffbindungsvermégen kennt, so ergibt sich
auch unmittelbar die Sauerstoffkapazitit des untersuchten Blutes.

Die Genauigkeit der Bestimmung soll bis zu 0,8% betragen.

e

=
Abb. 72,

Himoglobinbestimmung mittels des Himometers
nach Sahlil.

Prinzip. Die zu untersuchende Blutlgsung wird durch Zu-
satz einer bestimmten Salzsduremenge in salzsaures Hamatin
ibergefiihrt und durch Verdiinnen gegen eine Standardlésung
kolorimetrisch gemessen. Als Standardlosung dient eine Salz-
sdure-Hamatinlosung in Glyzerin, die in ihrer Férbung einer
1%ig. Blutlosung entspricht.

1 Sahli: Lehrbuch der klinischen Untersuchungsmethoden S. 658.
Wien: Deuticke 1905. Fabrikant Biichi, Bern.
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Ausfiihrung. Das AuBere der MeBapparatur geht aus neben-
stehender Abbildung hervor. Die Standardlésung kann unter
Umsténden Farbstoff absetzen. Es ist daher das Testréhrchen
umzuschiitteln, bis jede Spur eines Farb-
stoffniederschlages verschwunden ist. Doch
soll das Schiitteln nicht so heftig ge-
schehen, daB Luftblasen auftreten. Auch
soll das Testrohrchen vor Licht geschiitzt
aufbewahrt werden.

Zur Bestimmung gibt man in das Skalen-
glaschen 0,1 n Salzsdure genau bis zum
Skalenteil 10. Hierauf entnimmt man mit
einer Kapillarpipette 20 cmm Blut (siehe
Blutentnahme), blist es vorsichtig in die
Salzséiure ein, ohne Schaum zu erzeugen,
indem man das graduierte Glischen stin-
dig leicht schiittelt. Dann saugt man
Sture aus dem Glischen in die Kapillar-
pipette und blast sie wieder aus. Genau
1 Min. nach ZuflieBenlassen des Blutes setzt
man Wasser zuerst schneller, dann tropfen-
weise unter sténdigem Umschiitteln hinzu,
bis Farbgleichheit mit der Himatinstan-
dardlosung erreicht ist. Man beobachtet,
indem man die Skala seitlich stellt, gegen
einen hellen Hintergrund. Von sehr animi-
schem Blut wendet man 40 cmm an, nach-
dem man vorher Salzsiure bis zum Teil-
strich 20 eingefiillt hat. Den gefundenen
Wert dividiert man dann durch 2. Da die
Zeit, wihrend der die Salzsiure-Himatin-
16sung bis zur Messung steht, einen EinfluB auf die Férbung aus-
tibt, liest man den Stand des Fliissigkeitsmeniskus an der Skala
sofort nach Erreichen der Farbgleichheit ab oder arbeitet zumin-
dest auch zeitlich bei allen Messungen unter gleichen Bedingungen.

Berechnung. Die neuere Form des Sahlischen Himometers
(es soll stets das Originalhimometer von Biichi, Bern bezogen
werden) ergibt bei normalen Mannern 80—90, bei normalen Frauen
70—80 Teilstriche der Skala. Eine abgeblaBte Testlgsung ist gegen
eine Reihe von , Normal“-Bestimmungen zu eichen. Ergibt sich
z. B. als niedrigster Normalwert 90 statt 80, so miissen die Werte

Abb. 73.

des Rohrchens mit % multipliziert werden.
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Der Berechnung des Himoglobingehaltes in Prozenten (wie dies
zur Berechnung des Firbeindex s. 0. notwendig ist) ist zugrunde
zu legen, daB 100% Hb ca. 80 Hémometergraden beim Manne
und 70 bei der Frau entsprechen. Ein Mann mit 60° hitte also
%%)99 =75% Hb (korrigiert), eine Frau mit 60° 60'7(1)00 = 86 % Hb
(korrigiert). Hierbei ist zu bemerken, dafi die Angabe 100%
Hiamoglobin nur bedeutet, daBl der normal zu 14% ange-
nommene Hamoglobingehalt des Blutes voll, d. h. zu 100%

vorhanden ist.

Himoglobinbestimmung mittels
des Himoglobinometers nach Biirker.

Prinzip. Die Hamoglobinbestimmung nach Biirker! beruht
auf dem Farbenvergleich einer mit Natriumhydrosulfit zu Hb
reduzierten Blutverdiinnung gegen eine Standardlésung von
reduziertem Hb mittels des Biirkerschen Kompensations-Kolori-
meters.

Reagentien. 1. Soda wasserfrei, puriss. 2. Natriumhydrosulfit purum,
hergestellt von der Badischen Anilin- und Sodafabrik, zu beziehen von
Merck, Darmstadt; trocken aufzubewahren. Zur Priifung des Praparates
gibt man zu 1 ccm nicht allzu stark gefiarbter Indigolosung eine Steck-
nadel-groe Probe Natriumhydrosulfit, worauf eine sofortige langere Zeit
anhaltende Entfirbung eintreten muB.

Apparate. 1. Birkersches Kompensations-Kolorimeter nach Leitz
(Wetzlar)2. Das Kolorimeter (siche Abb. 74) stellt ein modifiziertes
Dubosq-Tauch-Kolorimeter dar. Das von dem Spiegel § kommende
Licht durchsetzt zwei vollig gleiche Eintauchbecher Br und Bl, 2 Ein-
tauchstibe Str und Si, 2 Glasgefifle von 10,0 mm wirksamer Schicht-
dicke Vr und VI und den Albrecht-Hiifnerschen Glaskorper A, der
die beiden Lichtbilder so vereinigt, daf sie nur durch eine feine Linie
getrennt im Gesichtsfeld erscheinen, nachdem sie das Okular O durch-
setzt haben.

Das Prinzip des Apparates beruht darauf, daf die Vergleichs- oder Test-
16sung in das Glasgefil Vr von bekannter Schichtdicke eingefillt wird,

1 Pfliigers Arch. 208, 274 (1924); ebenda 195, 516 (1922); Tigerstedts
Handb. d. physiol. Methodik 2, 1, 213 (1910); ebenda 2, 5, 57 (1912). —
Abderhalden: Handb. d. biol. Arbeitsmeth. IV/4, 1197 (1926); Pfliigers
Arch. 209, 387 (1925); Handb. d. norm. u. pathol. Physiol. 6, 1. Teil,
S. 3. Berlin: Julius Springer 1927.

2 Z. angew. Chem. 36, 427 (1923). — Leitz: Literatur zum Gebrauch

des Kolorimeters in der chemischen Analyse. Selbstverlag der Optischen
Werke. Wetzlar: Leitz.
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wihrend die unbekannte zu messende Lésung in das Tauchgefi8 Bl kommt.
Die entsprechenden Glasgefifle VI und Br werden mit dem reinen Losungs-
mittel gefiillt. Durch Bewegen des Tauchzylinders S#! wird nun die
Schichtdicke der unbekannten Losung ermittelt, bei der Farbengleich-
heit besteht. Da St mit Str fest verbunden ist, durchliuft das Licht dann
bei gleicher Farbenintensitat auf beiden Seiten auch insgesamt gleich
hohe Schichten vom reinen Losungsmittel. Hierdurch
wird eine evtl. Verschiedenheit der Lichtabsorption durch
Verschiedenheit der Schichthohe des reinen Losungsmittels
vermieden. (Diese Korrektur diirfte aber bei Anwendung
von ungefirbten Losungsmitteln wie Wasser und An-
wesenheit nur eines Farbstoffes gegeniiber den iblichen
kolorimetrischen Fehlern kaum eine Rolle spielen.) Der
Apparat muBl so justiert sein, daBl, wenn nach Beseitigung
von Vr und VI in den rechten Becher Losungsmittel, in
den linken Farbstoff gebracht wird, bei volligem Eintauchen
der Stibe bis auf den Boden die Farbung des rechten
Gesichtsfeldes verschwindet. Der Nullstrich des Nonius
muBl dann mit dem Nullstrich der Hauptskala zusammen-
fallen.

2. Fertige Vergleichstroge fir die Hb-Bestimmung.
Trog Vr enthaltend Hb-Losung, deren Konzentration
durch beigegebene Eichkarte bezeichnet wird, Trog V7 ent-
haltend 0,1%ig. Sodalésung mit Reduktionsmittel.

Die Trége sind maschinell fest geschlossen und nicht
zu offnen; sie enthalten zur Druckpufferung eine kleine
Luftblase. Falls sich diese Luftblasen merklich ver-
groflern, miissen die Trége an die Fabrik zuriickgesandt
werden.

3. a) Pipette fiir 2475 cmm mit Schlauch und Mund-
Abb. 74. stiick. b) Pipette fiir 25 cmm Blut mit Schlauch und

Mundstiick.

Ausfithrung. In ein kleines mit Stopfen verschlossenes
Rundkélbchen gibt man mittels der Kapillarpipette 2475 cmm
0,1%ig. Sodalésung, fiigt 25 cmm Blut hinzu und mischt durch
Umschwenken. Bei Anwendung von Blut sehr geringer Hb-Kon-
zentration gibt man zu 2475 cmm Sodalésung zwei Pipetten
voll Blut, also 50 cmm und hat dann den gefundenen Hb-Wert
(s. Berechnung w. u.), da man auf das 50,6fache verdiinnt hat,
durch 1,98 zu dividieren. Man fiillt die Losung in den Becher Bl
bis zur Strichmarke, gibt ca. 0,3 mg Natriumhydrosulfit hinzu,
mischt mittels Glasstab durch und fiigt den Becher in das Kolori-
meter. Den rechten Becher fiillt man mit 0,1%ig. Sodalésung
und Natriumhydrosulfit. Entsprechend dem oben bezeichneten
Schema ordnet man die fertigen GlasgefiBle V7 und V1 an, stellt den
Spiegel auf gleichméBige Beleuchtung ein und kolorimetriert.
Man liest mittels Nonius auf 1/, mm genau ab. Bei hoher Kon-
zentration des Hb (z. B. bei Neugeborenen) soll die geringe Schicht-
héhe auf 1/, mmTgenau abgelesen werden. Hierzu hat man,
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falls ein Teilstrich des Nonius genau mit einem Teilstrich der
Hauptskala zusammenfillt, die abgelesenen Zehntel mit 2 zu multi-
plizieren, um die geraden Zwanzigstel zu erhalten; die ungeraden
Zwanzigstel ergeben sich an der Stelle der Skala, wo 2 Teilstriche
des Nonius symmetrisch zwischen 2 Teilstrichen der Hauptskala
gelegen sind.

Berechnung. Da nach dem kolorimetrischen Prinzip
(s. S. 338) hy-¢c; = h-c ist, wenn b und ¢ Schichthohe und Kon-
zentration der bekannten, %; und ¢; die entsprechenden GréBen
der unbekannten Losung bedeuten, so folgt ¢; = h—hj Da nun &

1
10 mm betrigt, ¢ in Gramm angegeben ist, so folgt
Eichangabe der Hb-Losung - 10
€= I

in Gramm. Enthilt z. B. die Vergleichslosung gemafl der Eich-
angabe in 1 cem 0,001429 g Hb und wird in der zu untersuchen-
den Blutlésung (1:100 verdiinnt) die Schichthohe auf 8,9 mm
eingestellt, dann sind in 100 ccm Blut

2100 _ 16,06 Hb

enthalten.

Gasanalytische Bestimmung des Himoglobins nach der
CO-Methode von van Slyke und Hiller!.

Prinzip. Die Methode beruht darauf, dafl das Hémoglobin
mit demselben Volumen CO wie mit O, sich verbindet. Die Blut-
menge (0,1—2,0 cem) wird in der 50 ccm-Kammer des mano-
metrischen Blutgasapparates von van Slyke und Neill (vgl.
S.49) mit CO geséttigt. Ungefahr 2 cem des CO werden mit dem Blut
eingefithrt, worauf man die Kammer evakuiertund schiittelt. Die CO-
Tension von ungefahr 25 mm geniigt, um das Hamoglobin quanti-
tativ in HbCO iiberzufiithren, wihrend zur gleichen Zeit O, und
N, aus dem Blut vollkommen extrahiert werden. Die Gase werden
entfernt und die Menge des HbCO wird durch Messung des CO, das
durch saures Kaliumferrizyanid in Freiheit gesetzt wird, fest-
gestellt. Korrekturen fiir physikalisch gelosten O, und N, fallen
fort. Die Korrektur fiir das geldste CO ist nur 0,3 Vol.-%.

Reagentien. 1. Saure Kaliumferrizyanidiésung. Zu 92 Volu-
menteilen einer Stammldsung aus 32 g von K FeCy, auf 100 ccm werden

1 J. of biol. Chem. 78, 807 (1928).
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8 ccm konzentrierte Milchsiure (D. 1,2) gegeben. Die Lésung ist iiber
2 Monate haltbar. 2. Eine luftfreie Losung von 1nNaOH. Tiglich wird
eine Probe entgast (s. S. 54) und unter Ol aufbewahrt. 3. 5n NaOH.
Man bereitet annéihernd CO,-freie gesittigte (18 n) NaOH, indem man NaOH
im gleichen Gewicht Wasser 16st und das Karbonat absetzen 1aBt. 27 ccm
werden auf 100 ccm verdiinnt (5 n Losung) und in einer Flasche unter
CO,-Schutz (Natronkalkrohr) aufgehoben. 4. Das CO wird aus wasserfreier
Ameisensiure und Schwefelsdure bereitet. 1 com Ameisensdure liefert
ca. 500 cem CO. Man 1Bt tropfenweise Schwefelsiure zu der Ameisen-
sédure fliefen in einem Reagenzglas, das mit einem Mikrobrenner schwach
erwirmt wird. Zwei 5-Literflaschen als Aspiratoren dienen zum Auffangen
des Gases. Die ersten Proben werden verworfen. (Wegen der Giftigkeit
des CO-Gases arbeitet man unter dem Abzug.)

Ausfithrung. Die obere Kapillare wird mit 1 Tropfen
Oktylalkohol, dann der Becher mit 4,75 ccm Wasser gefiillt.
Dann 148t man, wie S. 52 beschrieben, 2 cecm Blut direkt
in die Gaskammer, nachfolgend 4,75 ccm Wasser einflieBen.
Nun saugt man etwa 2cem CO aus der
Hempelbiirette direkt in die Kammer,
unter Benutzung der in Abb. 75 ange-
gebenen Anordnung. Die angeschlossene
Kapillare der Hempelbiirette ist mit
Quecksilber gefiillt; die Hahnstellungen
sind so, dafl sie ein Hochsteigen des
Gases erlauben, das von der Niveau-
birne des Apparates aus reguliert wird.
Man senkt die Niveaubirne, bis das CO-
Gas zur Marke 2 eingelassen wird. Nach-
dem die Blutlésung und das CO in die
Kammer gebracht sind, schlieBt man den
oberen Hahn und sichert den Verschlufl
mit einem Tropfen Quecksilber. Bei dem
Hg-Stand bei der 50 cem-Marke schiittelt
man einige Minuten, bis Gleichgewicht
mit dem CO-Gas erreicht ist. Dann wird das Gasgemisch (O,, N,
und CO, aus dem Blut, wie auch der UberschuB an CO) aus der
Kammer entfernt. Zur Bestimmung des CO, gebunden als HbCO,
wird nach der Entfernung der freien Gase die Kammer evakuiert,
bis die Blutlésung sich im unteren Viertel befindet. Etwa 1 ccm
Quecksilber und 2—3 cem Wasser werden in den oberen Becher
getan,worauf durch den QuecksilberverschluB aus einer Mikrobiirette
0,25 