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Noch bis vor wenigen Jahren setzte man das Spektrum der redu-
zierten Hémine und der reduzierten Hamatine dem Himochromogen-
spektrum gleich. Schon Hoppe-Seyler hatte erkannt, daB das Spektrum
des Hamochromogens bei Reduktion einer reinen Hamatinlsung erst
dann entsteht, wenn Eiweiflkérper zugegen sind. Seit den Untersu-
chungen von Anson und Mirsky wissen wir, daf3 die Bildung des Himo-
chromogenspektrums von der Anwesenheit einer stickstoffhaltigen
Substanz, sei es Losungs- oder Reduktionsmittel, abhingt, die mit
dem Reduktionsprodukt eine chemische Verbindung eingeht. Die meist
benutzten Reduktionsmittel (Hydracinhydrat, Hydrazinsulfat, Schwe-
felammonium) sind stickstoffhaltige Kérper. So ist es verstindlich,
daB man selbst aus rein dargestellten Blutabbauprodukten nach Re-
duktion das charakteristische. Himochromogenspektrum erhielt. Be-
nutzt man ein stickstofffreies Reduktionsmittel (Natriumhydrosulfit,
Natriumstannit usw.), so bleibt das Himochromogenspektrum aus.
Die Lage der Hamochromogenschatten wiederum ist von der Art des
benutzten Reduktionsmittels oder stickstoffhaltigen Loésungsmittels
abhingig. Es ist also streng zwischen dem Spektrum des reduzierten
Hémins, das nach Vorschlag von Anson und Mirsky auch als Him
bezeichnet wird, und dem Spektrum der an stickstoffhaltige Korper
gebundenen Hamochromogene zu unterscheiden.

Untersuchungen iiber das optische Verhalten der Héimine zu Kohlen-
oxyd und der Kohlenoxyd-Hémochromogene liegen bisher kaum vor.
Lediglich das Spektrum des Kohlenoxyd-Hams ist von O. Warburg,
K. Negelein, und W. Christion naher untersucht worden. Die Licht-
ausloschung des Kohlenoxyd-Hiémochromogens ist seit Hoppe-Seyler
von fast allen Autoren, die sich mit diesem Kérper beschéftigt haben,
mit dem Spektrum des Kohlenoxyd-Hémoglobins gleich gesetzt worden.
Die Untersuchungen beschrinken sich auf die Lage der Absorptions-
maxima,
©" Dem Gerichtsarzt werden nicht selten diese Blutabbauprodukte
und ihre’ Kohlenoxydverbindungen in seiner praktischen Titigkeit

. Z.f, 4. ges, Gerichtl, Medizin, 27, Bd. 6
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begegnen. Er findet sie in faulendem Blut Kohlenoxydvergifteter, bei
Verbrennungen und &hnlichen Gelegenheiten.

1. Das Verhalten des in /,,-Normal-Natronlauge gelosten Hémins

zu Kohlenoxyd.

Die Himine und Himatine sind aufBlerordentlich reaktionsfihige
Korper. Sie liefern mit fast allen Losungsmitteln Additionsprodukte.
Selbst stickstofffreie Losungsmittel, wie Alkohol und Aceton kénnen
addiert werden und zu einer Anderung des Lichtausléschungsvermégens
fithren. Hamsik fast zur Erklirung dieser starken Reaktionsfihigkeit
das Eisenatom als Koordinationszentrum mit der Koordinationszahl 6
auf, in der eine Stelle, an der die Bindung erfolgt, unbesetzt ist. Bei
der grollen chemischen Affinitdt dieser Kérper zu den verschiedensten
Losungsmitteln gibt es von diesen Stoffen annéhernd so viele Spektren
wie Losungsmittel iberhaupt. Die Unklarheit, die in der Literatur iiber
das Lichtausloschungsvermogen einzelner Hiémine und Hématine
herrscht, erklirt sich aus der Verschiedenheit der verwendeten Lo-
sungs- und Reduktionsmittel. Es ist daher, um Irrtiimer zu vermeiden,
die Art der Herstellung und des verwendeten Losungsmittels stets ge-
nau anzugeben.

Die vorliegenden Untersuchungen wurden an dem nach den Vorschriften
von Mérner aus Rinderblut dargestellten Himin vorgenommen. Diese Methode
beruht im wesentlichen auf Hxtraktion des durch Kochen koagulierten Blutfarb-
stoffes mit angesiuertera Alkohol und Kochen des sauren Extraktes mit HCI,
wobei ein Gemisch von Himin mit seinen Athylestern entsteht. 0,1 g wurden
in 200 cem 1/,,-Normal-Natronlauge zu einer Stammlésung gelést. Aus ihr wurden
durch Verdiinnen mit Wasser, einem sonstigen Lésungs- oder Reduktionsmittel,
die jeweils gewiinschten Losungen hergestellt. Die Losungen wurden mit Hilfe
des Zeissschen Gitterspektrographen fir Chemiker unter Anwendung eines ro-
tierenden Doppelsektors nach Gude und zweier senkrecht iibereinander stehender
Baly-Rohre untersucht, von denen das eine die Blutlésung, das andere das je-
weils entsprechende Losungs- und Reduktionsmittel enthielt.

Die Logarithmen der gefundenen Extinktionswerte des in %/;p-NaOH
gelosten Hamins in 0,005 proz. Verdiinnung sind in Abb. 1 in ein Wellen-
lingensystem eingezeichnet. Die Kurve stellt die ,typische Farb-
kurve‘* dieses in NaOH gelosten Korpers dar. Ihre Form ist von Kon-
zentrationsinderungen unabhingig. Es findet sich im Rot bei 610 mu
ein Maximum, das Heilmeyer bei reinem krystallisiertem Hamin (Hans
Fischer) in v/;,-NaOH an gleicher Stelle gefunden hat. Ein Minimum
liegt bei 572 my, bei etwa 450 my beginnt ein steiler Anstieg zum unsicht-
baren Violett. Die Lichtausléschung ist in geringen Grenzen von der
Tonenkonzentration des Losungsmittels abhéingig.

Leitet man in diese Losung Kohlenoxyd, das aus Oxalsiure und
heiBer konzentrierter Schwefelsdure unter Anwendung zweier mit
Kalilauge gefiillter Waschgefifie gewonnen wurde, ein, so zeigt sich eine
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kaum wahrnehmbare Gelbstichigkeit im Farbton. Die spektrographi-
sche Untersuchung ergibt eine Anderung der Extinktionskurve (Abb. 1).
Die Kurve zeigt einen im sichtbaren Gebiet ziemlich gleichmaBig flach
ansteigenden Verlauf, der allmihlich in den steileren Violettschatten
iibergeht. Das Maximum im Rot bei 610 myu ist verschwunden. Auch
das Minimum bei 572 myu findet sich nicht mehr. Der Violettschatten
ist in seinem Anstieg weniger steil. In dem gesamten dargestellten
Kurvenverlauf von 630 mu—380 my fehlt jedes Maximum. Die Frage,
ob es sich bei dem vorliegenden Produkt um die Bildung eines neuen
chemischen Korpers handelt, 148t sich aus dem Kurvenverlauf nicht
eindeutig entscheiden. Moglich ist, daB teilweise Reduktion der Losung
eingetreten und daB dementsprechend Kohlenoxyd-Ham entstanden
ist. Die Deutung der Kurve als ein Mischprodukt aus Himin und
Kohlenoxyd-Ham ist zuldssig. Bei gesamter Verschiebung der Kurve
nach oben kommt sie mit geringen Fehlern in den Bereich zwischen
Hamin und Kohlenoxyd-Hém zu liegen. Das Verschwinden des Maxi-
mums im Rot und des erwdhnten Minimums a6t sich moglicherweise
auf diese Weise erkliren.

Die mit Kohlenoxyd behandelte Haminlésung hélt das Kohlenoxyd
nur locker gebunden. Reduziert man nach dem Durchleiten von Kohlen-
oxyd mit einigen Krystillchen Natriumhydrosulfit, so entsteht das
Spektrum des Kohlenoxyd-Héms. Wird die Lésung einmal kraftig
geschiittelt oder kurz zum Sieden erhitzt, oder erst nach 24 Stunden
reduziert, so bildet sich das kohlenoxydfreie reduzierte Himin.

Hildegard Buresch hat in einer Preisaufgabe der Medizinischen
Fakultdt der hiesigen Universitit einen Teil der von mir spektro-
graphisch gemessenen Blutlosungen gasanalytisch untersucht. In
0,4 g nach den Vorschriften von Mdrner aus Rinderblut dargestellten
Hémin, das in 100 cem 2/;,-NaOH gelost, und von dem die Hilfte
3/, Stunden im Kohlenoxydstrom gehalten wurde, fand sie, wenn die
Untersuchung unmittelbar nach der Kohlenoxyddurchstromung vor-
genommen wurde, positive Werte. Kohlenoxydfreie Losungen ergaben
Werte, die dicht an der oberen Fehlergrenze lagen oder ganz negativ
waren. Die angewandte Methodik findet sich in ihrer &lteren Aus-
fithrung im Archiv fir Gewerbepathologie und Hygiene 2, H. 5 ange-
geben. Die Beschreibung der grundlegend geiinderten Methodik, mit
der diese Untersuchungen vorgenommen wurden, findet sich gegen-
wértig im Druck. Das Verfahren besteht im wesentlichen darin, daf
aus Blutproben die Gase durch Zerstéren des Farbstoffes durch Phos-
phorsédure und Kaliumpermanganat befreit und durch Auswaschen
mit Kalilauge von der Kohlensiure gereinigt und im Sauerstoffstrom
zu CO, verbrannt werden. Die Menge der nunmehr entstandenen
Kohlensiure ergibt unter Beriicksichtigung eines Fehlerfaktors nach

6*
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Reduktion auf Temperatur und Barometerstand die vorhandene CO-
Menge.

Wurden die Untersuchungen nicht in unmittelbarem Anschlufl
an die Kohlenoxyddurchstrémung vorgenommen, ergaben sich niedri-
gere Werte oder ganz negative Zahlen.

Ahnliche Untersuchungsergebnisse wurden bei dem nach den Vor-
schriften von Fischer, Treibs und Zeile aus Rinderblut dargestellten
Chlor-Hamin gewonnen. 0,3 g Chlor-Hamin wurden in 100 com 7/,,-
NaOH gelost, 50 ccm der Lésung wurden CO-durchstromt. In der
Vorlage fand sich bei der unmittelbar im Anschlufl an die Kohlenoxyd-
durchleitung vorgenommenen Untersuchung 0,854 Vol-%, in der Chlor-
Héaminlésung 0,870 Vol.-% und in der CO-vorbehandelten Hamin-
I6sung 1,1 Vol.-%.

In dem aus 100 cem Pferdeblut nach den Vorschriften von Fischer,
Treibs und Zeile gewonnenen Brom-Hémin, das in 1/,,-NaOH gelost
und 3 Stunden mit CO behandelt wurde, fanden sich 1,68 Vol.-%.
Bei dem aus menschlichen Blut gewonnenen Brom-Hémin 1,4 Vol.-%.
Kurzes Schiitteln der Lésungen mit Luft geniigte, um die Untersuchungs-
ergebnisse negativ zu machen.

2. Die Lichtauslosechung des Kohlenoxyd-Hims.

Wird in NaOH gelostes Hamin mit einer stickstofffreien Reduktions-
substanz (Natriumhydrosulfit oder Natriumstannit) reduziert, so erhilt
man das Spektrum des reduzierten Hémins (Hém). In Abb. 1 ist die
typische Farbkurve dieses Korpers eingezeichnet. Die charakteristi-
schen Héamochromogenschatten fehlen. Es findet sich ein flaches,
plateauartiges Maximum zwischen 580 my und 545 mu. Nach Hesl-
meyer ist der Verlauf der Extinktion im Bereich von p; 8—13 unver-
dnderlich. Das Spektrum des Héms in NaOH ist nicht bestéindig. Im
Verlauf weniger Stunden triibt sich die Losung. Die Hauptbande ver-
liert sich allméhlich.

Das reduzierte Hamin bindet das Kohlenoxyd zu einer besonderen
Verbindung. Im Grin finden sich 2 Absorptionsstreifen (Abb. 1).
Der erste Schatten liegt bei 564 mu, der zweite bei 531 mu. Der erste
Schatten ist kriftiger als der zweite, der nur ein geringes Maximum auf-
weist. Zwischen beiden Schatten liegt ein geringes Minimum bei 545 mu.
Der Anstieg im Rot ist verglichen mit dem Kohlenoxyd-Hémoglobin
flacher. Im Violett liegt die Haupt-Absorption bei 406 mu.

Das Spektrum des Kohlenoxyd-Hims in methylalkoholischer Cy-
steinpufferlésung ist von O. Warburg, E. Negelein und W. Christian
lichtelektrisch gemessen worden. Im sichtbaren Gebiet des Spektrums
fanden sie zwei flache Schatten im Grim. Im Violett die Hauptabsorp-
tion bei 415 mu.



Untersuchungen itber Kohlenoxyd-Hémochromogene.

85

Das Kohlenoxyd-Hiam ist von kirschroter Farbe. In einem ver-
korkten Glasgefafl ist die Losung nicht lange haltbar. Schon nach Ver-
lauf weniger Stunden, ebenso nach kurzem kraftigen Schiitteln mit
Luft oder kurzem Aufkochen sind die Kohlenoxyd-Hém-Schatten ver-
schwunden. .

Im Leichenblut Kohlenoxydvergifteter oder bei Untersuchungen
nicht vollig rein dargestellter Blutprodukte wird man das Kohlenoxyd-
Hém nicht erwarten diirfen. Die Affinitéit der Himine oder Himatine
zu Biweilkérpern oder stickstoffhaltigen Losungs- und Reduktions-
mitteln ist so grofl, dafl bei Anwesenheit dieser Stoffe stets das jeweilige
Hémochromogenspektrum auftritt.
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Abb. 1. Typische Farbkurven des Hamin (Mdrner) in v/y,-Natronlauge, 0,005proz. I = Himin in

n/o-NaOH; IT = dieselbe Losung nach Einleiten von CO; I1I = reduziertes Himin (Hiém) (Losung I

nach Reduktion mit einigen Kérnchen Natriomhydrosulfit); IV = Kohlenoxyd-Him, dargestellt
durch Einleiten von CO in Losung III.

3. Das Ammoniak-Himin und sein Verhalten zu Kohlenoxyd.

Durch Verdiinnen des in 2/,,-NaOH gelosten Hamins mit 1/, Volum-
teil 30proz. Ligu. ammonii. caustici entsteht eine deutlich braun-
stichige Losung, die bei spektrographischer Untersuchung einen gleichen
Kurvenverlauf aufweist, wie das in NaOH gelste Hamin. Das Maxi-
mum im Rot liegt bei 610 my. Ein Minimum bei 582 mu.

Wird in die Lésung Kohlenoxyd eingeleitet, tritt keine auffallende
Anderung im Farbton ein. Der Extinktionsverlauf zeigt jedoch recht
bemerkenswerte Abweichungen. Das Maximum im Rot ist verschwun-
den. Es zeigt sich ein flaches Maximum bei etwa 567 my und ein geringes
Minimum bei etwa 546 myu. Bei 530 mu beginnt ein flacher, ziemlich
gradliniger Anstieg zum Violett.

Als ein Mischsprektrum von Hémin mit dem Kohlenoxyd-Ammoniak-
Hamochromogen ist der Kurvenverlauf nicht zu deuten. Die Kurve
nimmt keineswegs, selbst wenn man sie in ihrer Gesamtheit nach oben
oder unten verschiebt, eine befriedigende Mittelstellung zwischen den
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beiden Blutspektren ein. Das Maximum bei 567 my liegt in einem Be-
reich, in dem weder das H&émin noch das Kohlenoxyd-Ammoniak-
Hémochromogen Maxima aufweisen. Auch der Verlauf des Violett-
anstiegs ist mit den Kurven dieser Blutlésungen als Mischspektrum nicht
deutbar. Das Vorliegen eines neuen Kohlenoxydadditionsproduktes ist
anzunehmen.

Die Bindung des Kohlenoxyds an das in Ammoniak geldste Himin
ist eine lockere. Lingeres Stehen, kriftiges Schiitteln mit Luft oder
kurzes Aufkochen entfernt das Kohlenoxyd vollig, so dall nach Re-
duktion das XKohlenoxyd-Ammoniak-Himochromogen nicht mehr
auftritt.

4. Das Kohlenoxyd-Ammoniak-Himochromogen.

Durch Reduktion des in Ammoniak geldsten Hémins mit einer
stickstofffreien Reduktionssubstanz (Natriumhydrosulfit) erhilt man
das Ammoniak-Hémochromogen (Abb. 2). Es zeigt im Grin ein zwei-
streifiges Hamochromogenspektrum. Das Maxium liegt bei 555 myu.
Der erste Schatten ist kriftiger als der zweite, der bei 525 mu liegt.
Das Minimum zwischen beiden findet sich bei 539 mu. Ein weiteres
Minimum liegt im Violett bei 480 my. Von 465 mu beginnt ein steiler
Anstieg in das unsichtbare Violett. Es ist die Ansicht vertreten wor-
den (dnson, Mirsky, Heilmeyer), daB das Spektrum der ammoniaka-
lischen Losung als ein Gemisch aus Him und Ammoniak-Hamochro-
mogen aufzufassen sei. Dieser Auffassung entspricht die Beobachtung,
daB die Stirke der Hamochromogenschatten von der Konzentration
des Loésungsmittels an Ammoniak abhangig ist. Wird in NaOH ge-
16stes Hamin mit Schwefelammonium reduziert, so tritt, sofern ge-
niigend Schwefelammonium zugefiigt wird, das Spektrum des Ammo-
niak-Himochromogens auf.

Reduziert man das mit Kohlenoxyd behandelte Hémin in ammo-
niakalischer Losung kurz nach dem Einleiten mit einigen Krystéallchen
Na,8,0, oder leitet man in eine Ammoniak-Hémochromogenlosung
Kohlenoxyd ein, so entsteht das Kohlenoxyd-Ammoniak-Hémochromo-
gen (Abb. 2). Der steile Anstieg im Rot reicht von etwa 610 mu bis
585 mu. Der erste Schatten liegt im Griingelb bei 573 mu. Der zweite
Schatten im Griin bei 245 mu. Zwischen beiden findet sich ein flaches
Minimum bei 561 mu. Ein weiteres Minimum liegt bei 509 mp. Das
Maximum im Violett bei 414 mpu.

Von dem Kohlenoxyd-Hamoglobin unterscheidet sich das Kohlen-
oxyd-Ammoniak-Hémochromogen durch eine erhebliche Verlagerung der
Schatten zum langwelligen Teil des Spektrums. Die Absorptionsstreifen
des Kohlenoxyd-Ammoniak-Hémochromogens erscheinen bei spektro-
skopischer Betrachtung weniger scharf konturiert als beim Kohlen-
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oxyd-Héamoglobin, eine Erscheinung, die sich aus dem allgemein flache-
ren Kurvenverlauf des Kohlenoxyd-Hémochromogenspektrums erklart.

Das Kohlenoxyd-Ammoniak-Hamochromogen ist von kirschroter
Farbe, die einer Kohlenoxyd-Hamoglobinlésung durchaus dhnlich ist.
Im offenen Reagensglase wird die Losung in ihrem oberen, der Luft
leichter zugénglichem Bereich schon in den ersten Tagen braunlich. In
den unteren Abschnitten des Glases sind die Kohlenoxydschatten etwa
14 Tage bis 3 Wochen haltbar. Kriftiges mehrfaches Schiitteln ent-
fernt das Kohlenoxyd, desgleichen kurzes Aufkochen.
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Abb. 2. Typische Farbkurven von Hamin in ammoniakhaltigem Losungsmittel. ™I{=]in Natron-
lauge gelostes Hiamin mit 1/,~Volumteil 80proz. Ligqu. ammon. caust.; I7 = dieselbe Ldsung nach
Einleiten von CO; II7 = Ammoniak-Hémochromogen, dargestellt durch Reduktion der Losung I
mit Na,8,0,; IV = Kohlenoxyd-Ammoniak-Himochromogen durch Einleiten von CO in Losung IIT
hergestellt.

5. Das Kohlenoxyd-Hydrazin-Hémochromogen.

Die Affinitit des reduzierten Hamins zum Hydrazinhydrat ist eine
auBerordentlich grofie. Pyridin- und Cyanhdmochromogen werden durch
geringen Zusatz von Hydrazinhydrat in Hydrazin-Hémochromogen iiber-
fithrt. Von dem Ammoniak-Himochromogen unterscheidet sich das
Hydrazin-Hamochromogenspektrum nur unwesentlich. Der erste sehr
kriftige Schatten liegt bei 554 mu, der zweite im Griin bei 523 mp
(Abb. 3).

Das Hydrazin-Hémochromogen bindet sehr leicht das Kohlenoxyd.
Nach kurzem Einleiten wird die Losung gelbrot. Sie ist, verglichen
mit Kohlenoxyd-Ammoniak-Hémochromogen gelbstichiger. Es zeigt
sich ein zweistreifiges Spektrum, das mit dem Kohlenoxyd-Hamoglobin
grofie Ahnlichkeit besitzt. Die Schatten liegen fast an gleicher Stelle.
Sie sind in ihrer Intensitét jedoch matter und unbestimmter konturiert.
Bei einiger Ubung la8t sich das Kohlenoxyd-Hamoglobin- und Kohlen-
oxyd-Hémochromogen-Spektrum schon bei spektroskopischer Betrach-
tung unterscheiden. Der gesamte flachere Verlauf der Extinktions-
kurve erklirt die verminderte Schiirfe der Kohlenoxyd-H#mochromo-



88 0. Schmidt:

genschatten. Die Schatten des Kohlenoxyd-Hamochromogens sind
im sichtbaren Teil des Spektrums anndhernd gleich stark. Verglichen
mit dem Kohlenoxyd-Ammoniak-Himochromogen zeigt sich eine ge-
ringe Violettverschiebung. Das erste Maximum liegt bei 567 myu, das
zweite Maximum im Griin bei 540 my. Das Minimum bei 556 my. Ein
weiteres Minimum findet sich im Violett bei 497 mu. Das Absorptions-

maximum im unsichtbaren

76 / Violett liegt bei 407 mpy
” {1 (Abb. 3).
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Abb. 8. I = typische Farbkurve von Hydrazin-Hémochro-

mogen; II = Kohlenoxyd-Hydrazin-Hamochromogen, mit Hydrazin-Hémochro-

mogen. Weiteres Schiitteln

entfernt die Kohlenoxydschatten. Nach zweitéigigem Stehen in offenem

GefaB finden sich nur noch sehr schwache Kohlenoxydschatten, die
nach einer Woche vollig verschwunden sind.

H. Buresch fand in 100 cem einer 0,3 proz. Natronlauge-alkalischen,
frisch  hergestellten Kohlenoxyd-Hydrazin-Hamochromogen-Ldsung
11,57 Vol.-% CO. Nach kurzem Aufkochen war Kohlenoxyd noch
reichlich vorhanden.

6. Das Verhalten des Kohlenoxyds zu Pyridin-Himin.

Versetzt man in Natronlauge geldstes Himin mit 1/, Volumteil
Pyridin, erhilt man eine Lichtausloschung, deren typische Farbkurve
in Abb. 4 wiedergegeben ist. Im Rot steigt die Kurve flach an und bildet
im Griingelb bei 563 mu ein flaches Maximum. Das Maximum im
Violett liegt bei 396 my. Das Minimum im Grin bei 524 mu. Hauro-
witz erhielt bei dem nach Schalfejeff aus Oxyhdmoglobin dargestellten
Chlor-Hamin in wasserhaltigem Pyridin ein zweitstreifiges Absorptions-
spektrum im Grin.

Wird in die alkalische Pyridin-Hémin-Losung Kohlenoxyd einge-
leitet, so wird das Spektrum zweistreifig. Die Lage der Schatten ent-
spricht dem Kohlenoxyd-Pyridin-Hémochromogen. Die spektrographi-
sche Aufnahme ergibt einen Kurvenverlauf, der sich als Mischspektrum
zwischen Pyridin-Hémin und Xohlenoxyd-Pyridin-Hémochromogen
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deuten laBt. Die Kurve verliuft durch die Schnittpunkte der beiden
Extinktionskurven (Abb. 4).

Wird mit einigen Ko6rnchen Na,S,0, reduziert, entsteht zunichst
voriibergehend das Pyridin-Hamochromogen-Spektrum, bei dem die
Kohlenoxyd-Hémochromogenschatten zunehmend deutlicher werden.
Nach etwa einer Minute zeigt sich dann das Spektrum des reinen Kohlen-
oxyd-Pyridin-Hémochromogens. Auch wenn die Reduktion mehrere
Stunden nach dem Einleiten von Kohlenoxyd vorgenommen wird,
bildet sich reines Kohlenoxyd-Hémochromogen. Nach 4 Tagen ent-
steht nach Reduktion ein Mischspektrum aus Pyridin-Hémochromogen
mit einem kriftigen Vorschlagsschatten im Gelbgriin, der dem Kohlen-
oxyd-Pyridin-Hémochromogen zuzuschreiben ist. Das Pyridin-Hémin
hélt also das Kohlenoxyd, auch wenn die Losung in einem offenen Ge-
fal steht, recht lange fest. Durch kriftiges Schiitteln mit Luft oder
durch kurzes Aufkochen wird das Kohlenoxyd aus der Losung ent-
fernt. Nach Reduktion mit Na,S,0, bildet sich nunmehr das reine
Pyridin-Hamochromogen.

7. Das Kohlenoxyd-Pyridin-Hiimochromogen.
Das Pyridin-Hamochromogen hat im sichtbaren Gebiet 3 Maxima
(Abb. 4). Die erste sehr intensive Ausloschung liegt bei 557 mu, die
zweite bei 524 mu. Ein weiteres geringes Maximum findet sich bei
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Abb. 4. Typische Farbkurven von Himin in pyridinhaltigem Losungsmittel. I = in NaOH geldstes
Himin mit ¥/,-Volumteil Pyridin; II = dieselbe Losung nach Einleiten von CO; III = Pyridin-
Himochromogen , dargestellt aus Losung I durch Reduktion mit einigen Kornchen Na,8,0,;
IV = Kohlenoxyd-Pyridin-Hémochromogen, aus Lésung III durch Einleiten von CO hergestelit.

480 myu. Die Kurve deckt sich im wesentlichen{mit den Messungen von
Haurowitz und Treibs, die allerdings das Maximum bei 480 my nicht
erwahnen.

Wird Kohlenoxyd eingeleitet oder wird eine mit Kohlenoxyd vor-
behandelte Pyridin-Hamin-Losung reduziert, bildet sich das Kohlen-



90 0. Schmidt:

oxyd-Pyridin-Hamochromogen. Verglichen mit dem Pyridin-Hémo-
chromogen ist die Losung in ihrem Farbton braunstichiger. Bei spektro-
skopischer Untersuchung zeigen sich zwei gleich starke, aber sehr
matt konturierte Kohlenoxydschatten im Griin (Abb.4). Der An-
stieg im Rot verlauft flacher als beim Kohlenoxyd-Hamoglobin. Der
erste Schatten liegt bei 556 mu, ist also, verglichen mit dem Kohlen-
oxyd-Hydrazin- und Kohlenoxyd-Ammoniak-Hémochromogen erheb-
lich violettwirts verschoben. Der zweite Schatten liegt bei 527 mpu.
Das Minimum zwischen beiden ist wie bei allen Kohlenoxyd-Himo-
chromogenen sehr flach. Es liegt bei 540 my.

Das Kohlenoxyd-Pyridin-Hiémochromogen-Spektrum bleibt beimehr-
fachem kriftigen Schiitteln mit Luft erhalten. Nach lingerem Schiitteln
zeigt sich eine geringe Abschwichung der Kohlenoxydschatten. Ein
einmaliges kurzes Aufkochen wird ohne wesentliche Abschwichung
der Kohlenoxydschatten vertragen. Eine Triibung der Kohlenoxyd-
Héamochromogenlésungen tritt beim Kochen nicht ein. Zweimaliges
kurzes Aufkochen fiihrt zu einem Mischspektrum von Pyridin-Hémo-
chromogen mit deutlichem Kohlenoxydvorschlagschatten. Mehrfaches
kurzes Aufkochen 146t reines Pyridin-Himochromogen entstehen.
Nach mehrstiindigem Stehen in offenem Gefidll verblassen die Kohlen-
oxydschatten allmdhlich. Nach 12 Stunden liegt reines Pyridin-
Hémin vor.

8. Das Verhalten von Kohlenoxyd zu Cyan-Himin.

Das Cyan-Hamin wurde durch Zugabe von !/, Volumteil 10proz.
wisseriger Cyankaliumlosung zur alkalischen Ausgangslésung erhalten.
Es findet sich ein breites hohes Absorptionsband mit einem Maximum
bei etwa 545 mu. Im Violett liegt das Maximum bei 420 mu (Abb. 5).
Nach mehrstiindigem Einleiten von Kohlenoxyd zeigt sich bei spektro-
graphischer Untersuchung der Lésung keine Anderung im Extinktions-
verlauf. Fiigt man einige Krystallchen von Na,S,0, hinzu, entsteht
das reine Spektrum des Kohlenoxyd-Cyan-Hémochromogens. Das
Cyan-Hamin hélt, obgleich ein neuer optischer Kérper nicht ent-
standen ist, das Kohlenoxyd recht fest gebunden. Kurzes kriftiges
Schiitteln fiihrt bei nachtréglicher Reduktion zu einem Mischblut,
bei dem die Cyan-Hémochromogenschatten jedoch nur eben ange-
deutet vorliegen. Durch mehrfaches lingeres kriftiges Schiitteln ist
das Kohlenoxyd aus der Cyan-Héminldsung nicht restlos zu entfernen.
Wird die Losung, nachdem sie in offenem Glasgefil 4 Tage gestan-
den hatte, reduziert, so liegt neben dem Cyan-Hidmochromogen noch
ein sehr kriftiges Kohlenoxyd-Hamochromogenspektrum vor. Durch
kurzes Aufkochen wird das Kohlenoxyd aus der Cyan-Hédminlosung
restlos entfernt.
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9. Das Kohlenoxyd-Cyan-Hémochromogen.

Das Kohlenoxyd-Cyan-Himochromogen hat im Gegensatz zu den
bisher erwihnten Kohlenoxyd-Himochromogenen im sichtbaren Ge-
biet ein dreistreifiges Absorptionsspektrum. Neben dem charakteristi-
schen Kohlenoxydschatten im Griin tritt eine Verschattung im Rot
bei 614 mu auf. Die Schatten im Griin liegen bei 558 my und 528 mu.
Sie entsprechen in ihrer Lage also annédhernd dem Kohlenoxyd-Pyridin-
Hamochromogen. Das Maximum im Violett liegt bei 403 mu (Abb. 5).
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Abb. 5. Typische Farbkurven von Hémin in cyanhaltigem Losungsmittel. 7 = in NaOH geldstes

Himin mit !/,~Volumteil 10proz. Cyankaliumlosung (Cyan-Himin). Nach Einleiten von CO zeigt

sich keine Anderung im Extinktionsverlauf; II = Cyan- -Himochromogen, durch Reduktion der

Losung T mit Na,S,0, erhalten; IIT = Kohlenoxyd-Cyan- -Hémochromogen, durch Hinleiten von CO
in Losung I1 hergestellt.

Das Kohlenoxyd-Cyan-Hamochromogen ist keine halthare Ver-
bindung. Es gibt das Kohlenoxyd leichter ab als das mit Kohlenoxyd
vorbehandelte, in seinem optischen Verhalten nicht versnderte Cyan-
Hémin. Es ist nicht kochfest. Es ist durch einmaliges Schiitteln mit
Luft leicht in Cyan-Hémin zu iiberfiihren. Nach Verlauf weniger Stunden
geht es spontan in Cyan-Hémin iiber.

10. Das Verhalten von Kohlenoxyd zu Himin in eiweiBhaltigem
Losungsmittel.

Heilmeyer hat festgestellt, dafl im Blutserum gelostes krystallisiertes
Hamin (Hans Fischer) einen anderen Extinktionsverlauf aufweist, als
das in 2/,,-NaOH geldste Produkt. Einige Milligramm Hamin wurden
in 3 Tropfen Lauge gelést und tropfenweise dem Serum zugefiigt. Das
Absorptionsmaximum im Rot war im ganzen niedriger und um 10 my
nach dem langwelligen Gebiet verschoben. Die Absorption im Griin hob
sich in Form eines doppelkopflgen Maximums bei 535 mu und 495 mu
viel deutlicher heraus als in %/,,-Lauge. In Serum gelostes Hamatin
gab einen gleichen Kurvenverlauf. Es zeigte sich im Gegensatz zu dem
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in 1/,,-NaOH gelosten Hamin und Hamatin eine Unabhangigkeit vom
pg-Wert des Losungsmittels von py 8 bis py 13. Nur wenn stark kon-
zentrierte Lauge im UberschuB zugegeben wurde, wurde das Serum-
spektrum in das Spektrum des alkalischen Himatins iiberfithrt. Heil-
meyer nimmt an, dall eine Serum-KiweiBkorper-Bindung vorliegt, die
durch Zusatz konzentrierter Lauge im Uberschul gelost wird.

Einen mit dem Spektrum des alkalischen Hamatins identischen
Kurvenverlauf erhélt man, wenn das in 2/;,-NaOH geléste Hémin 5fach
mit Wasser verdiinnt und /, Volumteil in »/,,-NaOH zuvor gekochte
10proz. Blutserumldsung zuftigt. Der Kurvenverlauf ist in Abb. 6
in seinen logarithmischen Werten eingezeichnet. Die Kurve steigt im
Rot flach an. Sie hat von Rotgelb bis Griin einen ziemlich flachen
Verlauf. Das Maximum im Violett liegt bei 391 mpu.

Leitet man in diese Losung Kohlenoxyd ein, erhdlt man ein Misch-
spektrum mit Kohlenoxyd-Eiweil-Hamochromogen. Die rotbraune
Lésung zeigt im sichtbaren Gebiet an entsprechender Stelle zwei matte
Kohlenoxyd-Hémochromogenschatten. Nach Reduktion mit einigen
Kérnchen Natriumhydrosulfit bildet sich ein reines Kohlenoxyd-
BiweiB-Hamochromogenspektrum. Selbst wenn die Lésung erst nach
einer Stunde reduziert wird, entsteht in gleicher Stérke reines Kohlen-
oxyd-Hiamochromogen. Nach einmaligem kriftigen Schiitteln und
nachtréglicher Reduktion tritt neben den Kohlenoxyd-Hamochromogen-
schatten das Eiwei}-Hamochromogen in Erscheinung. Durch ein-
maliges kurzes Aufkochen sind die Kohlenoxyd-Hamochromogen-
schatten nicht vollends zu entfernen. Nach erneutem kurzen Auf-
kochen entsteht reines Eiweil-Hamochromogen.

11. Das Kohlenoxyd-Eiwei-Hiimoehromogen, dargestellf aus Hidmin.

Die Darstellung des EiweiB-Hdmochromogens aus Natronlauge-alka-
licher Haminlésung unter Verwendung eines stickstoffireien Reduktions-
mittels gelingt am leichtesten, wenn der Himinlésung in 1/,,-NaOH
gekochtes Blutserum zugefithrt wird. Wird in reichlichem Uberschu8
Reduktionssubstanz zugesetzt, zeigt sich ein langsames Ablassen der
Himochromogenschatten. Hs entsteht voritbergehend ein Misch-
spektrum aus KiweiB-Himochromogen und eiweififreiem reduzierten
H#min, das sich nicht lange hélt. Wird ungekochtes, sei es mensch-
liches oder tierisches Blutserum verwendet, oder wird in NaOH ge-
kochtes Serum der bereits reduzierten Himinlosung zugefiigt, bilden
sich die Hamochromogenschatten nur schwach aus und sind durch
geringen UberschuB8 an Reduktionssubstanz in kurzer Zeit zum Ver-
schwinden zu bringen. Nach Schiitteln mit Luft bildet sich das Eiweif3-
Hamochromogen nicht mehr neu. Die Bildung des Eiweil-Hamochromo-
gens aus Hamin in blutserumhaltigem Losungsmittel ist demnach nicht
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nur von der Beschaffenheit des Serums, sondern auch von der Menge
des verwendeten Reduktionsmittels abhsingig. Reichlicher Uberschuf
von Reduktionssubstanz verhindert die Bildung von Eiweil-Hamo-
chromogen oder 186t die Himochromogenstreifen sehr bald verschwin-
den. Es entsteht voriibergehend reduziertes Hamin. Die Verdnderung,
die der Farbstoif durch intensive Reduktion erfihrt, ist eine bleibende.
Der typische Extinktionsverlauf des Eiweifl-Hémochromogens aus
Himin in gekochter natronlaugealkalischer Blutserumldsung und nach-
folgender Reduktion durch einige Kornchen Na,S,0, ist in Abb. 6
eingezeichnet. Die Kurve unterscheidet sich nur unwesentlich vom
Hydrazin- und Ammoniak-Hamochromogen. Das erste intensive Maxi-
mum im Griin liegt bei 557 mu. Der zweite Schatten bei 526,56 mu.
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Abb, 6. Typische Farbkurve von Himin in eiweiBhaltigem Losungsmittel. I = in NaOH gel0stes

Himin mit !/,~Volumtell in 2/,-NaOH gekochten Blutserums (10proz.); IT = dieselbe Lésung nach

Einleiten von CO; III = EiweiB-Himochromogen, aus Losung 1 durch Reduktion mit einigen

Kornchen Nag8,0, hergestellt; IV = Kohlenoxyd-EiweiB-Hamochromogen aus Losung TII durch
Einleiten von CO.

Wird Kohlenoxyd eingeleitet, entsteht eine helle, braunrote Fliissig-
keit, die zwei matt konturierte Absorptionsschatten im Gelbgriin und
Griin aufweist. Der gesamte Kurvenverlauf ist, verglichen mit Kohlen-
oxyd-Hémoglobin flacher. Der erste Schatten liegt bei 567,5 my der
zweite bei 539 myu. Zwischen beiden findet sich ein flaches Minimum
bei 554,5 mu. Ein weiteres Minimum liegt bei 508 mu. Der Anstieg in
den unsichtbaren Teil des Violetts ist ein verhiltnismiaBig steiler.
Die Lage der Maxima entspricht am meisten der des Kohlenoxyd-
Hydrazin-Hémochromogens. Die Kohlenoxyd-Ammoniak-Hémochro-
mogenschatten liegen mehr rotwiirts. Kohlenoxyd-Pyridin- und Kohlen-
oxyd-Cyan-Hémochromogen sind um ein betréchtliches mehr violett-
wirts gelagert.

Durch kriftiges Schiitteln sind die Kohlenoxyd-Hamochromogen-
schatten nicht vollig zum Verschwinden zu bringen. Durch einmaliges
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kurzes Aufkochen tritt keine wesentliche Anderung in der Lichtabsorp-
tion ein. Durch mehrmaliges kurzes Aufkochen wird das Kohlenoxyd
aus seiner Bindung entfernt. Es entsteht reines Eiweifl-Himochromogen.
In offenem Gefdl ist die Losung einige Wochen haltbar.

12. Das Kohlenoxyd-Eiweifl-Hdmoehromogen aus Blutlosungen.

Die Umwandlung von Oxyhimoglobin in alkalisches Hématin ist,
auBer von der Ionenkonzentration des Losungsmittels und seiner zeit-
lichen Einwirkung, von Temperatur und Konzentration der Blutlésung
abhéngig. Das Verhalten von Oxy- und Kohlenoxyd-Hdmoglobin in
alkalischen Puffergemischen habe ich gemeinsam mit K. Feise unter-
sucht, der in einer Dissertation iiber dieses Thema die ausfiihrlichen
Versuchsprotokolle wiedergibt.

Durch Venenpunktion mit Natriumcitrat gewonnenes Blut einer
erwachsenen Versuchsperson wurde durch Zentrifugieren und mehr-
faches Auswaschen mit Kochsalzlosung vom Citrat und Serum mdég-
lichst befreit. Losungen verschiedenen Blutgehaltes wurden zu gleichen
Teilen mit. Glykokoll-Natronlauge-Puffergemischen nach Sérensen (be-
zogen von Schering-Kahlbaum, A.-G. Berlin) versetzt und die Um-
wandlung in alkalisches Himatin spektroskopisch verfolgt und in Ab-
stdnden spektrographisch untersucht.

Eine 2proz. Oxyhimoglobinldsung wird durch. ein Puffergemisch
von pgy 13,066 (1/;,-NaOH) schon nach 1 Minute braun verfarbt. Die
Oxyhémoglobinstreifen blassen nach wenigen Minuten ab. Nach
15 Minuten sind die Oxyhémoglobinschatten nicht mehr erkennbar.
Eine weitere Verdnderung der Losung tritt nicht mehr auf. Die spektro-
graphische Untersuchung, die nach 36 Stunden vorgenommen wurde,
ergab den Extinktionsverlauf des reinen alkalischen Hématins. Bei
pg 12,972 sind die Oxystreifen nach 15 Minuten eben noch erkennbar.
Nach 25 Minuten sind sie verschwunden. Die Pufferlésung vom pg-
Wert 12,399 zeigt nach 30 Minuten noch matte Zweistreifigkeit. Nach
12 Stunden findet sich bei der spektrographischen Aufnahme reines
alkalisches Hédmatin. Ein Puffergemisch von pg 11,315 verwandelt
eine 2proz. Oxyhimoglobinlésung nicht mehr vollsténdig in alkalisches
Himatin. Die Untersuchung nach 48 Stunden ergibt die Kurve eines
Mischblutes, deren Oxyhdmoglobinanteil rechnerisch 75,3% ausmacht.
Der Pufferwert von py 10,140 fiihrt in gleicher Weise nur eine teilweise
Umwandlung herbei. Nach 50 Stunden betrigt der Oxyhimoglobin-
anteil noch 55,2%. Ein Puffergemisch von pg 9,714 greift eine 2proz.
Oxyhiamoglobinlésung bei Eisschranktemperatur nach 48 Stunden nicht
mehr in spektrographisch mefbarem Grade an.

Hohere Blutkonzentrationen erfordern zu ihrer Umwandlung einen
hoheren Grad von Alkalescenz. Eine 2,5proz. Oxyhimoglobinldsung



Untersuchungen iiber Kohlenoxyd-Himochromogene. 95

wird beispielsweise durch das Puffergemisch py 12,399 nach 24 Stunden
nur teilweise umgewandelt. Eine 10proz. Blutlésung ergibt eine so
geringe Umwandlung, die sich nur spektrographisch nachweisen 148t.
Wird ein 5proz. Blutlésung mit dem Pufferwert 12,399 jedoch langsam
erhitzt, geht sie vollstindig in alkalisches Himatin tiber. Geringere
Grade von Alkalescenz bringen konzentriertere Blutlésungen durch
Aufkochen zur Koagulation.

Bei einem Puffergemisch von Py 13,066 und 12,97 hat das alkalische
Hématin von 600—540 mu einen ziemlich horizontal liegenden Extink-
tionsverlauf, der sich mit dem in Eiweil gelosten natronlaugealkalischen
Hémin deckt (Abb. 6). Bei py 12,672 und py 12,399 steigt die Kurve
im gesamten Verlauf des sichtbaren Gebietes gleichmaBig flach an.

Leitet man in die alkalische Hamatinlosung Kohlenoxyd ein, erfihrt
die Lichtausldschung keine Anderung. Wird nachtriglich reduziert,
bildet sich Kohlenoxyd-Hémochromogen. Das Kohlenoxyd hilt sich
in der alkalischen Hamatinlgsung selbst in offenem Gefs viele Stunden.
Es kann durch einmaliges kriftiges Schiitteln oder durch einmaliges
kurzes Aufkochen leicht entfernt werden. Nach Reduktion mit einigen
Kérnchen Na,S;0, bildet sich dann das kohlenoxydfreie EiweiB-Hamo-
chromogen.

Das aus Blutlosungen durch Versetzen mit NaOH und Hydrazin-
sulfat nach Einleiten von CO erhaltene Kohlenoxyd-Eiwei-Héimo-
chromogen hat seine beiden Maxima im sichtbaren Gebiet bei 567,5 mu
und 539 my (Abb.7). Die Maxima entsprechen also genau der Lage des
aus Hamin in EiweiBlosung hergestellten Kohlenoxyd-Eiweif-Hamo-
chromogens. Die Maxima decken sich mit dem Kohlenoxyd-Hsmo-
globin fast genau. Heilmeyer bestimmte die Lage der ersten Kohlen-
oxyd-Hémoglobinschatten bei 568 muy und 539 mu. Die gleiche Lage
der Maxima im sichtbaren Teil des Spektrums ist offenbar der Grund,
weshalb das Spektrum des Kohlenoxyd-Hamochromogens, das aus
Blutlésungen gewonnen wurde, seit der Entdeckung durch Hoppe-
" Seyler im Jahre 1889 von fast allen Autoren mit der Lichtausléschung
des Kohlenoxyd-Héamoglobins gleichgesetzt wurde. Hoffmann und
Schwarzacher fanden bei Verwenden von Schwefelammonium als Re-
duktionssubstanz den ersten Absorptionsstreifen bei 572,0 mp, den
zweiten bei 536,1 mu. Hoppe-Seyler sah die Hauptabsorption des ersten
Schattens bei 582,5—561,6 mu, des zweiten bei 550,0—522,2 mgy.
Schumm bestimmte die Lage des ersten Schattens vor? 581,0—560,0 my,
des zweiten von 549—522 mu, Dilling (zitiert nach Hoffmamn und
Schwarzacher) gibt die Wellenlinge 583,5—564,0 mu fiir das erste
Maximum und 546,5—527 my fiir das zweite Maximum an. Der Unter-
schied in dem Lichtausléschungsvermogen dieser beiden Kérper liegt
darin, daB das Kohlenoxyd-Hémochromogen im ganzen einen viel
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flacheren Extinktionsverlauf aufweist. In Abb. 7 sind die logarithmi-
schen Werte der Extinktion beider Stoffe eingezeichnet. Beim Kohlen-
oxyd-Hémoglobin ist das Minimum im sichtbaren Gebiet erheblich
tiefer. Die Kohlenoxyd-Hémoglobinschatten erscheinen deshalb bei
spektroskopischer Betrachtung hérter und schirfer konturiert als die
Schatten des Kohlenoxyd-Hémochromogens. Im Rot zeigt das Kohlen-
oxyd-Hémochromogen eine wesentlich stéirkere Lichtabsorption. Fiir
quantitative spektrophotometrische oder spektrographische Kohlen-
oxydbestimmungen ist es demnach keineswegs gleichgiiltig, ob das
CO als Hamoglobin- oder Hémochromogenverbindung vorliegt.

GroBer noch sind die Unterschiede im Extinktionsverlauf im Be-
reich des unsichtbaren Violetts. Das Maximum des Violettschattens des
Kohlenoxyd-Hamoglobins fanden Warburg bei 420 my, Heilmeyer bei
419,3 myu, Newcomer bei 419 my, Berg und Schwarzacher bei 418 mpu.
Das Maximum des Kohlenoyxd-Eiweil-Hémochromogens liegt bei
412 myu. Der Violettschatten des Kohlenoxyd-Hémochromogens steigt
flacher an. Er schneidet die typische Farbkurve des Kohlenoxyd-
hdmoglobins bei 425 my. Die Maxima sind annidhernd gleich hoch. Die
absteigenden Schenkel verlaufen vom Scheitelpunkt bis 370 annéhernd
parallel.

Die logarithmischen Werte der Extinktion der Violettschatten einer
0,25proz. Kohlenoxyd-Hamoglobin- und Kohlenoxyd-Eiwei-Hémo-
chromogenl6sung ergeben sich aus nachstehender Tabelle, die, um Un-
genauigkeiten im Abgreifen der Schicht mdéglichst auszugleichen, an
je 3 Losungen verschiedener Konzentration gewonnen wurden. Hoff-
mann und Schwarzacher fanden die Hauptabsorption im Violett bei

ohlenoxyd-Himoglobin bei Kohlenoxyd-EiweiB-Héi:}nO-
Tog »&+1 Kok! Wengnlétnge ir% e chromoger;nszWellenlange
1,6 — — — —
1,5 — — — —
1,4 (419,5) (412)
1,3 422,5 415 416,5 409
1,2 425 412 423.,5 402
1,1 425,5 409 427 397
1,0 4275 404 430 i 393
0,9 429 399 433 390
0,8 431 395 435 385
0,7 . 433 390 438 379
0,6 434 386 443 —
0,5 436 378 447 —
0,4 439 — 454 —
0,3 444 — 463 —
0,2 452 — C477 —
0,1 464 — — —
0,0 476 — — —




Untersuchungen iiber Kohlenoxyd-Hémochromogene. 97

419 mu, Schumm bei 450 mu und Dilling (zitiert nach Hoffmann und
Schwarzacher) bei 430—406,5 my.

Das aus Blutlésungen dargestelite Kohlenoxyd-Hémochromogen ist
in offenem Gefdll bei Eisschranktemperatur einige Monate haltbar
Durch mehrfaches kriftiges Schiitteln mit Luft 146t sich das Kohlen-
oxyd nur langsam austreiben. Das Kohlenoxyd-Hémochromogen ver-
trigt ein einmaliges kurzes Aufkochen. Durch mehrfaches kurzes Auf-
kochen 1l4Bt sich das Kohlenoxyd in kurzer Zeit restlos entfernen.
Pregl hat in einem besonders konstruierten Apparat das Kohlenoxyd-
Hamochromogen rein dargestellt. Er erhielt es als dunkelblauviolettes
an Kaliumpermanganat erinnerndes Pulver, das, véllig getrocknet, an
der Luft bestdndig ist.

13. Der spektroskopische Nachweis von Kohlenoxyd im Blut als
Kohlenoxyd-Himochromogen.

Das Kohlenoxyd-Hémoglobin ist gegeniiber der Einwirkung von
Lauge wesentlich widerstandsfahiger als Oxyhémoglobin. Eine 2proz.
Kohlenoxyd-Hémoglobinlosung, die zu gleichen Teilen mit »/;,-NaOH
(pg 13,066) versetzt wird, zeigt sich nach 15 Minuten noch deutlich zwei-
streifig. Nach etwa 45 Minuten sind die Kohlenoxydschatten verschwun-
den. Bei einem pg-Wert von 12,972 trat nach 40 Minuten eine deutliche
Teilumwandlung ein, 10proz. Natronlauge zerstért das Kohlenoxyd-
Hémoglobin nach etwa 1/, Stunde. Ein Glykokoll-Natronlauge-Puffer-
gemisch vom py-Wert 12,399 greift eine experimentell dargestellte 1- und
2proz. Kohlenoxyd-Himoglobinlgsung im Gegensatz zu Oxy-Himo-
globin nur auBerordentlich wenig an. In einigen Fillen konnte selbst
nach 72 Stunden keine Teilumwandlung in alkalisches Himatin spektro-
graphisch festgestellt werden. Bei Leichenblut und experimentell
dargestellten Mischblutlosungen wurde neben dem Oxyhidmoglobin auch
der Kohlenoxydanteil des Blutes in einigen Fillen in geringem Grade
angegriffen. Die Verschiedenlieit des Extinktionsverlaufs dieser beiden
Bluttarbstoffderivate wiirde den Nachweis von Kohlenoxyd im Misch-
blut durch alkalische Puffergemische besonders giinstig gestalten. So-
lange man aber nicht in der Lage ist, eine exakte Trennung der beiden
Anteile vorzunehmen, ist diese Methode fiir den Kohlenoxydnachweis
nicht geeignet.

Fiigt man einem kohlenoxydhaltigem Mischblut in geeigneter
Starke Natronlauge und Reduktionssubstanz zu, wird das Oxyh#mo-
globin in Ha&mochromogen, der Kohlenoxydanteil in Kohlenoxyd-
Hamochromogen umgewandelt. Die ersten Maxima dieser beiden Kor-
per liegen soweit voneinander entfernt, daB ihre Anwesenheit sich bei
spektroskopischer Betrachtung mit gradsichtigem Handspektroskop
leicht feststellen 1iBt. Vor der Reduktion 148t sich, wenn die Lésung

Z. f. d. ges. Gerichtl. Medizin. 27. Bd. 7



98 0. Schmidt:

geteilt wird, der eine Teil der Losung durch kriftiges Schiitteln und
leichtes Erwdrmen leicht vom Kohlenoxyd befreien. Nach Reduktion
erhilt man in dem einen Teil der Lisung das Eiweif-Hamochromogen, in
dem anderen Teil das Mischblutspektrum gleicher Gesamtkonzen-
tration.

Die spektroskopische Untersuchung wird in der Weise ausgefiihrt,
daB man das zu untersuchende Blut soweit mit Wasser verdiinnt, bis
bei spektroskopischer Betrachtung im Reagensglase die beiden Maxima
im sichtbaren Gebiet als ein einheitlicher kriftiger Schatten vorliegen.
Die Blutlosung wird filtriert. 20 cem werden mit der gleichen Menge
10proz. Natronlauge versetzt. Die eine Halfte der Lésung wird kréiftig
geschiittelt, ganz leicht erwirmt, erneut geschiittelt und nach dem Er-
kalten mit 5 ccm 10proz. Hydrazinsulfatlosung reduziert. Der andere
Teil wird sofort mit der gleichen Menge Hydrazinsulfatlosung versetzt,
Nach etwa 45 Minuten ist das Kohlenoxyd-Hamoglobin durch die Natron
lauge zerstért und das Koblenoxyd als Kohlenoxyd-Hémochromogen
gebunden. Vergleicht man nach etwa 1—3 Stunden die beiden Lo-
sungen miteinander, so erkennt man in der einen ein kohlenoxyd-
freies Hamochromogen, in der anderen neben Hamochromogen eine,
dem Kohlenoxydgehalt entsprechende Verschattung im Gelbgriin,
die dem Kohlenoxyd-Hémochromogen zuzuschreiben ist.

Betrigt der Kohlenoxydanteil etwa 60—70%, wird das Minimum
zwischen den beiden sichtbaren Kohlenoxyd-Himochromogenschatten
durch das EiweiB-Hamochromogen soweit ausgefiillt, da} die beiden
Schatten bei entsprechender Verdiinnung gleich stark erscheinen und
dementsprechend eine fast gleichmiBige Verschattung von Gelbgriin
bis Mittelgriin vorliegt. Bei 50proz. Koblenoxydmischblut ist der erste
Himochromogenschatten intensiver als das Kohlenoxyd-Hémochromo-
gen. Das Kohlenoxyd-Hamoglobin mit seinem intensiveren Minimum
zeigt darin ein anderes Verhalten, auf das ich seiner Zeit hingewiesen
habe. Auf diese Weise 1iBt sich noch ein 5proz. Kohlenoxydanteil in
einem Mischblut bei vergleichender Untersuchung als Vorschlagschatten
vor dem Himochromogen erkennen. Nach lingerem, mehrstiindigen
Abwarten nehmen die EiweiBl-Haémochromogenschatten langsam an
Intensitit zu.

14. Quantitative Bestimmung des Kohlenoxyd-Himoglobinanteils
in einem Mischblut als Kohlenoxyd-Himoehromogen mit Hilfe der

typischen Farbkurven.

Vierordt hat eine Berechnung angegeben, die es gestattet, die Kon-
zentration zweier oder mehrerer Farbstoffe, die gleichzeitig in einem
Losungsmittel vorhanden sind, und sich nicht gegenseitig optisch be-
einflussen, spektrophotometrisch nach der Formel:
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_A-a(E,-B—E,-b)

o B-a—4-b ’
__B-b(E,-a—E . A)
vy= B.a—A-b

zu bestimmen, wobei A, a, B, b die vier bekannten Absorptionsver-
hiltnisse der beiden in Lésung befindlichen reinen Farbstoffe fiir zwei
verschiedene Spektralabschnitte bedeuten und E, und E, die gemessene
Gesamtextenktion der Mischlésung bei den gleichen Spektralgebieten.

G. Hiifner hat die Formel zur gleichzeitigen Bestimmung des pro-
zentualen Anteils zweier in Losung befindlicher Farbstoffe umgewertet.
Hat das Extinktionskoeffizientenverhiltnis fir 2 Wellenlingenbezirke
fiir den einen Farbstoff den Wert o, das Extinktionskoeffizientenver-
haltnis in dem gleichen Wellenlingenbezirk fiir den anderen Farbstoff
den Wert b, so wird das Extinktionskoeffizientenverhaltnis der Mischung
beider Farbstoffe alle Werte zwischen ¢ und b besitzen. Die Werte
werden um so nédher an ¢ liegen, je mehr von dem ersten Farbstoff in
der Lisung vorhanden ist und niher an b kommen, je mehr die Lésung
von dem zweiten Farbstoff enthalt. Die Hiifnersche Gleichung lautet:

100<L_ﬂ.l)

4 "B E, b

x bedeutet den prozentualen Kohlenoxyd-Héamoglobinanteil des Misch-
blutes. K, und E, die Werte fir die Gesamtextinktion bei Wellenlsnge 1
und 2. A4 und B die Absorptionsverhiltnisse der beiden in Losung be-
findlichen Farbstoffe bei Wellenlinge 1. a und b die Absorptionsver-'
haltnisse der beiden Farbstoffe bei Wellenlinge 2. Hiifner hat fiir alle
Werte von Mischungen aus Kohlenoxyd- und Oxyhémoglobin fiir
zwei charakteristische Wellenlingengebiete die prozentualen Anteile
ausgerechnet und dafiir Tabellen aufgestellt, die es erméglichen, sofort
alle Werte abzugreifen. Fiir spektrophotometrische Untersuchungen
ist die Messung in einem ganz bestimmten Wellenlingenbereich, der fiir
die jeweils ausgearbeitete Berechnung Geltung hat, ohne Schwierigkeiten
moglich. Die Hifnersche Berechnung ist deshalb von allen Unter-
suchern, die spektrophotometrisch arbeiten, angewendet worden. Fiir
spektrographische Untersuchungen ist dieses Verfahren nicht ohne wei-
teres anwendbar. Die spektrographische Untersuchung gestattet es
nicht von vornherein, die Extinktion in einem bestimmten Wellenlingen-
bereich auszumessen. Die Stellen gleicher Schwirzung der photo-
graphischen Platte, die fiir die Berechnung ausschlaggebend sind,
lassen sich nicht willkiirlich abgreifen. Die Absorptionsmaxima und
-minima, fiir die die Hiifnerschen Zahlen meist ausgearbeitet sind, lassen

7*
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sich bei dem spektrographischen Verfahren iiberhaupt nicht genauer
festlegen. Selbst wenn man in moglichst kleinen Schichtdifferenzen
die Untersuchungen vornimmt, bleibt die Auswertung der Maxima
und Minima ungenau. Wenn man die kurvenmiBige Darstellung der
Extinktion fiir die in Frage kommenden Wellenldngenbereiche moglichst
vollstéindig durchgefiithrt, wird man zu Resultaten gelangen, die sich
fiir die Hiifnersche Berechnung mit gewissen Fehlern verwerten lassen.
Diesen Weg hatten Goroncy und Urban fiir die Bestimmung des Kohlen-
oxyd-Hémoglobinanteils in einem Mischblut fiir den violetten Teil des
Spektrums eingeschlagen.

Recht einfach gestaltet sich die Auswertung spektrophotographi-
scher Aufnahmen, wenn man der Berechnung die typischen Farbkurven
der in Betracht kommenden Farbstoffe und Mischungen zugrunde legt.
Wihlt man fir die kurvenméflige Darstellung des Extinktionsverlaufes
eines Farbstoffes als Ordinate den Logarithmus der Extinktion, so ist
die Form der Kurve von der Konzentration unabhingig. Farbstoff-
losungen, die sich nur durch die Verschiedenheit ihrer Konzentration
voneinander unterscheiden, laufen parallel. Sie sind lediglich um den
logarithmischen Wert des Konzentrationsverhiltnisses gegeneinander
parallel verschoben.

In Abb. 7 ist der Extinktionsverlauf des Eiweif}-Hémochromogens
und Kohlenoxyd-Eiwei-Himochromogens als typische Farbkurve
eingezeichnet. Die Kurven schneiden sich bei Wellenlinge 563,5 mu.
Durch diesen Schnittpunkt verlaufen simtliche Mischblutlésungen,
sofern ihre Gesamtkonzentration an Farbstoff unverdndert geblieben
ist. Die Kurve irgendeines Mischblutes beliebigen (lesamtblutgehaltes
1Bt sich durch Parallelverschiebung in diesen Schnittpunkt hinein-
verlegen. Damit wird der rechnerische Gesamtblutgehalt der Lésung,
ohne dafBl dadurch eine Mischungsdnderung eintrite, gleich der Kon-
zentration der reinen Losungen.

Wenn in einer Farbstofflésung mehrere Stoffe enthalten sind, sie
sich nicht gegenseitig optisch beeinflussen; so ist die Gesamtextinktion
gleich der Summe der Einzelextinktionen. Fiir das Mischblut ist die
Gesamtextinktion bei 575 mu also gleich der Summe der Extinktion
des Kohlenoxyd-Himochromogen- und EiweiB-Hémochromogenanteils.
Die Konzentration des Kohlenoxyd-Hémochromogens sei gleich ,
dann ist der Hamochromogenanteil gleich 100 — z.

By vei 575 mp = Hoomenr. o + Erenr. (100 — 2 -
Zwischen den Extinktionswerten E; und E, zweier Losungen des glei-
chen Stoffes bei gleicher Schicht mit den Konzentrationen ¢, und c,
besteht nach dem Beerschen Gesetz die Beziehung:
By, ¢

H
E, Cy
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Eco-Henr. . berechnet sich folgendermaGen:

E CO-Hehr.a ¥
_eomenrs L,
Eoo-genr. 100% 100

7 _ Boo-genr. 100% * &
CO-Hchr. z — 100 .
Entsprechendes gilt fiir den Eiweil-Himochromogenanteil:

E _ Euenr. 1009 - (100 — 2)
Hehr. (100 — z) — 100 ;0

Boo.monr. 100% * 2 100 Eyonr. 100% — Frchr, 100% * &
EM bei575mp = 100 - 100 5

100 - (B3 vei 575mp — Friehr. 100% bei 575 mu)

ECO-Hchr. 100% bei 575mpe EHchr. 100% bei 575 mu

In dieser Gleichung sind die logarithmischen Werte der Extinktionen
des Eiweil-Himochromogens und Kohlenoxyd-EiweiB-Hamochromo-
gens fiir jede Wellenlinge aus der kurvenmifigen Darstellung zu ent-
nehmen. Die entsprechenden numerischen Werte lassen sich aus einer
Logarithmentafel ablesen. Der logarithmische Wert der Extinktion
fiir das untersuchte Blut 146t sich nach Verlegung der Kurve durch
den Schnittpunkt bei 563,5 auf der Ordinate ebenfalls leicht ablesen.
Die entsprechenden Numeri werden, wie die Formel es angibt, sub-
trahiert, der Zahler mit 100 multipliziert und durch die Differenz des
Extinktionswertes des Kohlenoxyd-Hémochromogens und Eiweil3-
Hémochromogens dividiert.

Liegt reines Kohlenoxydblut vor, folgt die Kurve des Mischblutes dem
Verlauf des Kohlenoxyd-Eiweil-Hémochromogens. In der Gleichung
146t sich Hjy durch Foo-menr. ersetzen. Damit wird x = 100. Enthilt
das Mischblut kein Kohlenoxyd-Hémoglobin, deckt sich die Kurve mit
der des HiweiB-Hamochromogens. Damit wird @ = 0. Aus der Glei-
chung ergibt sich im weiteren die einfache Beziehung, daB 1% Kohlen-
oxydgehalt /,,, der Differenz zwischen Eco-fonr, und Fuenr. ausmacht.
Die Berechnung gestaltet sich also fiir jedes beliebige Wellenlingen-
gebiet sehr einfach. Zu ihrer Durchfiihrung geniigt die Berechnung in
einem einzigen Wellenlingenbereich. Die Berechnung gewinnt an
Genauigkeit, wenn sie an zwei und mehr Wellenlingengebiete durch-
gefiihrt wird. Um die Ungenanigkeit, die sich bei der Verschiebung der
typischen Farbkurve des Mischblutes durch den Schnittpunkt bei
563,56 my ergibt, moglichst auszugleichen, bezieht man zweckmiBig
Wellenlingenbezirke, die rechts und links vom Schnittpunkt der Kurven
liegen und moglichst groBe Differenz in der AbsorptionsgroBe aufweisen,
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in die Berechnung ein. Fiir die Wellenlingen 575 my und 560 mu ergibt
sich fiir 2:

100 (E31 pei 575 mpu — Herchr. 100% bei 575 me - Eichr. 100% bei 560me — 221 bei 560 moge)

Fir die Berechnung sind die Bezirke zwischen 570—580 und um
560my die giinstigsten. Das Mischblut wird in der angegebenen Weise
mit Wasser und Natronlauge verdiinnt. Gleich nach erfolgter Reduk-
tion wird die Lésung in das Balyrohr tiberfithrt. Die Aufnahme wird
nach etwa 2—3 Stunden vorgenommen. Sie erfolgt am zweckmiBigsten
bei 4 und mehr verschiedenen Schichtdicken. Stellen gleicher Schwér-
zung in den angegebenen Wellenlingenbereichen werden der Berech-
nung zugrunde gelegt. In Abb.7 sind die gefundenen Extinktions-
werte eines 10, 5 und 2% kohlenoxydhaltigen Mischblutes eingezeichnet.
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Abb. 7. Typische Farbkurven von: I = EiweiB-Hémochromogen, dargestellt aus menschlichem

Blut durch Verdiinnen mit Wasser und /,-Volumteil 10proz. Natronlauge. 20 cem dieser Lisung

sind durch 5 cem 10proz. Mydrazinsulfatlosung reduziert. Messung 2—3 Stunden nach der Re-

duktion; II = Kohlenoxyd-EiweiB-Hémochromogen, dargestellt wie unter I aus Kohlenoxyd-

Himoglobinldsung; IIT = Extinktionsverlauf eines 10-, 5- und 2proz. CO-haltigen Mischblutes;
IV = Kohlenoxyd-Hamoglobin gleicher Konzentration.

15. Uber die Bildung

und das Yorkommen von Kohlenoxyd-Himochromogen im Blut.

Mit einsetzender Faulnis, die mit zunehmender Alkalescenz ein-
hergeht, wird in einem Mischblut zunichst der Oxy-Héamoglobinanteil
in alkalisches Hamatin und Himochromogen iiberfithrt. Hs wire denk-
bar, daB, falls die Affinitdt des. Himochromogens zu Kohlenoxyd gréfer
wire als die des Hamoglobins, das Kohlenoxyd nunmehr vom Hémo-
chromogen gebunden wiirde. In einem Mischblut kénnte auf diese
Weise das Kohlenoxyd-Hémoglobin schon bei einem geringeren Grade
von Alkalescenz, der lediglich das Oxy-Hamoglobulin angreift, in Kohlen-
oxyd-Hamochromogen tberfithrt werden.

Uber die Affinitit des Himochromogens und Hamoglobins zu Kohlen-
oxyd unterrichtet folgender Versuch: Eine 4proz. Blutlsung einer
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Kobhlenoxydvergiftung, in der sich 45% Kohlenoxyd-Hémoglobin vor-
fanden, wurde zu gleichen Teilen mit einem Puifergemisch vom pg-
Wert 12,399 versetzt und mit einigen Kornchen Na,S,0, reduziert. Bei
diesem Pufferwert wird im wesentlichen nur der Oxy-Hémoglobinanteil
der Blutlgsung in alkalisches Hamatin und Hémochromogen iiberfihrt.
Nach 36 Stunden wurde die Losung spektrographiert. Die Auswertung
der Platte ergab einen Kurvenverlauf, der sich als Mischblut aus Kohlen-
oxyd-Hamoglobin und Eiweif-Hamochromogen darstellte. Die Kohlen-
oxydschatten verschwanden bei langsamen Erwérmen. Der Gehalt an
Kohlenoxyd-Hémoglobin war unverédndert geblieben. In der Leiche
und bei faulendem Mischblut ist demnach die Bildung des Kohlenoxyd-
Hamochromogens erst dann zu erwarten, wenn das Blut einen hheren
Grad von Alkalescenz erreicht hat, der das Kohlenoxyd-Hémoglobin in
alkalisches Himatin und Kohlenoxyd-Hémochromogen zu iberfiithren
in der Lage ist. i

Im faulenden Blut einer Kohlenoxydvergiftung, das im Bisschrank
autbewahrt wurde, entstand Kohlenoxyd-Hémochromogen erst nach
etwa 3 Monaten. Die untersuchte Blutlésung war stinkend faul und
reagierte gegen Lackmus deutlich alkalisch. Nach 2 Monaten fanden
sich in einem 40% CO-haltigem Leichenblut nur Spuren von CO-Himo-
chromogen. Das Blut war weniger faul.

Der Nachweis von Kohlenoxyd-Himochromogen neben Oxy- und
Kohlenoxyd-Hémoglobin kann in einfachster Weise durch Pufferung
der Blutlésung mit gleichen Teilen 10proz. Natronlauge vorgenommen
werden. Zeigt sich neben alkalischem H#matin ein bleibendes Kohlen-
oxydspektrum, liegt Kohlenoxyd-Himochromogen vor. Das Auftreten
von Eiwei-Hémochromogen 156t sich durch gelegentliches vorsichtiges
Schiitteln mit Luft verhindern. Das Kohlenoxyd-Hémochromogen
bietet im weiteren die Moglichkeit, Kohlenoxyd im. Blut verbrannter
Leichen oder in gekochtem Blut nachzuweisen. Eine wisserige neutrale
Kohlenoxydblutldsung erscheint nach einmaligem kurzen Aufkochen
rotstichiger als Oxy-Hamoglobin. Lést man die koagulierten Massen
in 10proz. Natronlauge und reduziert mit einigen Kérnchen Natrium-
hydrosulfit, so wird das noch verhandene Kohlenoxyd als Kohlenoxyd-
Hamochromogen gebunden. Der Verlust, den eine CO-Hamoglobinlésung
durch ein einmaliges kurzes Aufkochen an Kohlenoxyd erfihrt, ist ein
betrichtlicher. In verdiinntem Leichenblut, in dem 40% Kohlenoxyd-
Hémoglobin vorhanden waren, betrug der Kohlenoxydgehalt nach ein-
maligem schnellem Aufkochen nur noch etwa 7,5%. Wird die Blut-
18sung dreimal ganz kurz zum Sieden erhitzt, hat das Blut seine Rot-
stichigkeit verloren. Kohlenoxyd 148t sich dann nicht mehr nachweisen.

Wir untersuchten vor einiger Zeit drei Flugzeugverungliickte, die
nach dem Absturz des Flugzeuges in dem brennenden Betriebsstoff
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ums Leben kamen. Die Leichen waren bis zur Unkenntlichkeit ver-
kohlt. In den Weichteilen waren geschmolzene Metallteile eingelagert.
Die Brust- und Bauchhohlen waren zum Teil stark verkohlt, aber nicht
erdffnet. Die Teilsektion einer Leiche konnte durchgefithrt werden.
In dem Herzblut war Kohlenoxyd-Hamochromogen nicht nachzuweisen.
Dagegen fand sich bei spektroskopischer Untersuchung in geringer
Menge Kohlenoxyd-Hamoglobin. Die gekochten und zum Teil ver-
kohlten Weichteile wurden in Natronlauge gelost. In der filtrierten
Losung lieB sich neben Hémochromogen Kohlenoxyd-Hémochromogen
als deutlich erkennbarer Vorschlagsschatten erkennen. Die spontane
Bildung von CO-Hémochromogen in der Leiche sahen Hoffmann und
Schwarzacher bei den Bergwerksverungliickten in Buggingen. Die
Leichen hatten 4 Wochen lang bei etwa 60° in einer Kohlenoxydatmo-
sphire gelegen. Unter annihernd gleichen Bedingungen gelang es CO-
Hamochromogen in faulenden Muskelstiicken kiinstlich zu erzeugen.
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