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Mit 3 Abbildungen im Text.

Die meist iiblichen Himoglobinbestimmungen wurzeln in dem
Prinzip, dafl das Himoglobin in irgendein farbiges Derivat iiberfithrt
wird, dessen Menge durch Vergleich mit einer Standardlésung von
bekannter Konzentration ermittelt wird. Die Genauigkeit der durch
diese kolorimetrischen Methoden erreichten Resultate ist zwar vom
medizinisch-praktischen Standpunkt ganz befriedigend, sie entspricht
jedoch kaum den Anforderungen, die bei experimentellen Untersuchungen
gestellt werden miissen. Auch wurden Methoden ausgearbeitet, die die
Bestimmung des Bluthdmoglobins auf die Bestimmung des Eisengehalts
des Blutes zuriickfithren. Aus neueren Untersuchungen ging jedoch
hervor, daf3 ein Teil des im Blute befindlichen Eisens nicht an Himoglobin
gebunden ist. ) .

Eine vollkommen zuverlissige, jedoch wenig gebriuchliche Be-
stimmungsmethode beruht auf der Eigenschaft des Hamoglobins, daB
es sich mit gewissen Gasen zu Komplexen verbindet. Setzt man aus so
einer Komplexverbindung das (Gas wiederum in Freiheit, so kann man
durch eine Gasvolumbestimmung zu Zahlenwerten gelangen, aus denen
man die Menge des Himoglobins leicht berechnen kann. Von den (fasen,
die das Hamoglobin zu binden fihig ist (Kohlenoxyd, Sauerstoff, Cyan-
wasserstoff), kommt bei der gasometrischen Hamoglobinbestimmung in
erster Reihe das Kohlenoxyd in Betracht, und zwar hauptséchlich deshalb,
weil es in Wasser — 5o auch im Plasma — kaum 18slich ist und weil es
vom Himoglobin sehr energisch gebunden wird. Obzwar die mit Hilfe
von Kohlenoxyd durchgefiihrten gasometrischen Bestimmungen zweifels-
ohne sehr genaue Resultate liefern, konnten sich diese Methoden im
Laboratoriumsbetrieb doch nicht geniigend einbiirgern. Das Hindernis
ihrer allgemeineren Verbreitung ist wohl in dem Umstand zu suchen, da3
sie verhiltnismiBig recht komplizierte und teure Apparate beanspruchen
und ihre Durchfithrung sehr groBe Ubung und peinlichste Sorgfalt
erfordert.

Die sehr genauen Resultate, die die CO-gasometrische Methode!
liefert, veranlaBten uns, dieses Verfahren zu einer maBanalytischen

! Siehe van Slyke u. Hiller, J. of biol. Chem. 78, 807, 1928.
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Bestimmungsmethode des Hamoglobins auszuarbeiten. Dies schien
uns dadurch méglich, da L. W. Winkler! unlingst eine maBanalytische
Methode bekannt gab, die sich zur genauen Bestimmung duflerst geringer
CO-Mengen eignet. Durch Einbeziehung der letztgenannten Methode
konnten wir in der Tat unser gesetztes Ziel ohne nennenswerte Schwierig-
keit erreichen.

Das Prinzip unserer Methode ist folgendes: Eine bestimmte Menge
des defibrinierten Blutes wird mit Kohlenoxyd gesittigt und das iiber-
schiissige, also durch Hémoglobin nicht gebundene Kohlenoxyd mit
Stickstoff aus dem Absorptionsgefal verdrangt. Nun wird dasgebundene
Kohlenoxyd mittels Kaliumferricyanid in Freiheit gesetzt und mit
Stickstoff quantitativ in ein Sammelgefil3 getrieben. Das Gasgemisch
(CO und N,) wird im geschlossenen Gefil mit einer kaliumbromid-
haltigen Palladochloridlésung in Reaktion gebracht, wobei nach der
Gleichung

PdCl, + CO = Pd + COCly; (COCl, + H,O = 2 HCI + CO,)

eine mit dem Kohlenoxyd dquivalente Menge metallisches Palladium zur
Ausscheidung gelangt. Der fein verteilte Metallniederschlag wird mit
einer bestimmten Menge Kaliumbromatlosung bekannten Titers versetzt
und das Reaktionsgemisch angesiduert. Durch Wechselwirkung der aus
dem Kaliumbromat in Freiheit gesetzten Bromsdure und der aus dem
Kaliumbromid in Freiheit gesetzten Bromwasserstoffsiure entsteht
eine dem Kaliumbromat dqui-
valente Menge Brom, die nun
auf das Palladium unter Bil-
dung von  Palladobromid
losend einwirkt. Der Uber-
schull des Broms wird mit
Hilfe des von L. W. Winkler?
ausgearbeiteten bromometri-
schen Verfahrens mafanaly-
tisch ermittelt.

Erforderliche Geriite.

a) Rundkolben von 100 bis
150 cem Inhalt, zur CO-Ent-
wicklung.

b) 2 Waschflaschen®, die zugleich die Rolle des Druckreglers iiber-
nehmen (Abb. 1). Rohr ,,¢*‘ der einen Flasche wird mit dem CO-Entwickler
verbunden, das analoge Rohr der zweiten Flasche mit einem Stickstoff-

Abb. 1.

! Zeitschr. f. anal. Chem. 97, 18, 1934. — 2 Zeitschr. f. angew. Chem.
28, I, 480, 1915. — 3 Siehe auch Fr. Pregl, Die quantitative organische
Mikroanalyse.
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gasometer. Die Rohre ,,b* werden an einen 7'-Hahn (Dr) angeschlossen, dessen
dritte Verzweigung an das SattigungsgefiBl (s. unten) angekuppelt wird.

c) Sattigungsgefall laut Abb. 2.
d) Sammelgefa3 laut Abb. 3.

Die Bereitung des Kohlenozyds. Ein mit 5ccm konz. Schwefelsiure
beschickter Rundkolben (langhalsiger) von 100 bis 150 cem Inhalt wird mit
einem dicht sitzenden, zweifach durchbohrten Gummistopfen verschlossen.
Durch die eine Bohrung des
Stopfens fithrt das Rohr eines
Tropftrichters, die zweite
Bohrung durchléauft ein recht-
winklig ~ gebogenes Rohr,
dessen freies Ende mittels
eines Schlauchstiickes an die
eine  Waschflasche  ange-
schlossen wird. Aus dem
Tropftrichter laBt man auf
einmal 0,5 bis 1 cem Ameisen-
sdure zur Schwefelsiure ein-
flieBen wund erwidrmt den
Kolben mit kleiner Flamme
durch ein Drahtnetz so lange,
bis eine lebhafte Gasentwick-
lung einsetzt. Sollte die Gas-
entwicklung vorzeitigabflauen,
fithrt man tropfenweise weitere
.  Abb. 2 Abb. 3. Mengen Ameisensédure ein.

Erforderliche Reagenzien.
1. Octylalkohol.

2. Kaliumferricyanidlosung: 92 cem 32 9%jige Kaliumferricyanidlésung
+ 8 cem konz. Milchsdure (D 1,2).

3. Palladochloridlésung, die nach folgender Vorschrift L. W. Winklers
bereitet wird: ,,Man lost 0,2 g reines metallisches Palladium (Blech oder
Draht) unter gelindem Erwéirmen in etwa 10ccm Konigswasser. Die
Losung wird in einer 50 ccm fassenden Porzellanschale auf dem Dampfbad
eingetrocknet. Den Riickstand 16st man in 10 cem 20 Yjiger Salzséure und
trocknet wieder ein; das Eintrocknen mit Salzsdure ist noch dreimal zu
wiederholen. Der endgiiltige, nitratfreie Riickstand wird mit 10 g Kalium-
bromid zusammen unter Erwédrmen in 20 cem n Salzsdure und 100 ccm
Wasser gelost. Die Losung wird mit einigen Kérnchen Bimsstein und 1 cem
starkstem Weingeist versetzt, in einem Erlenmeyer-Kolben etwa 10 Minuten
lang im Sieden gehalten, um das beim Eintrocknen allenfalls nicht zer-
setzte Palladichlorid zu Palladochlorid zu reduzieren, weiterhin, um den
Uberschu3 des Weingeistes zu vertreiben. Nach dem Erkalten werden in
der Fliissigkeit 5 g reines kristallisches Natriumacetat (CH,COONa . 3 H,0)
gelost. Die durch einen kleinen Wattebausch filtrierte Losung wird mit dem
Waschwasser auf 200 cem verdiinnt. Die 1 %, Palladium enthaltende rétlich-
braune, kristallklare Fliissigkeit hélt sich in einer Glasstépselflasche un-
verandert.‘*
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4. 0,02 n ZXKaliumbromatlosung: 0,5567 g pro anal. Kaliumbromat
werden in dest. Wasser zu 1 Liter gelost.

5. 0,02 n Arsenitlosung, die nach folgender Vorschrift L. W. Winklers?®
bereitet wird: ,,In einem Erienmeyer-Koélbchen werden 0,9893 g aller-
reinstes, bei 100° getrocknetes Arsentrioxyd (zur Analyse) mit 1 g Natrium-.
hydroxyd und etwa 20 ccm Wasser auf dem Dampfbad erwédrmt, bis sich
das Arsentrioxyd gelést hat.” Die Lésung kommt in den Literkolben und
wird hier mit dem Spiilwasser auf etwa 500 ccm verdiinnt. Zuletzt werden
in den Kolben 2ccm konz. Schwefelsiure gegeben. Nachdem die Losung
den Wiarmegrad des Arbeitsraumes angenommen hat, wird auf 1000 cem
verdiinnt.

6. Jodlésung: 0,053 g gepulvertes Jod werden in 1cem n Natronlauge
gelost und die Losung mit dest. Wasser auf 1000 ccm verdiinnt.

7. Tetrachlormethan. Es darf nur ein reinstes Priaparat angewendet
werden.

8. 109%ige Salzsiure.

Gang der Bestimmung.

1 bis 2 cem des Blutes werden durch den Trichter ,,6 in das
Sattigungsgefa3 (Abb. 2) eingefithrt, der Benetzungsriickstand mit 3 bis
4 com destilliertem Wasser hineingewaschen und schlieflich — zur
Vermeidung des Schéumens — 2 Tropfen Octylalkohol zugesetzt.
Rohr ,,d“ des Gefifles wird mit der Waschvorrichtung verbunden, der
T-Hahn in die Richtung des CO-Entwicklers gestellt und die CO-Ent-
wicklung in Gang gesetzt. Man lift ungefihr 1 Minute lang einen
lebhaften CO-Strom durch das Blut streichen; dies geniigt vollsténdig
zur Sittigung des Blutes. Nun wird der 7-Hahn in die Richtung des
Stickstoffgasometers umgestellt und 5 Minuten lang ein lebhafter Stick-
stoffstrom durch das System geleitet. Nach Ablauf der fiinften Minute
wird der Gasstrom abgestellt und das Rohr ,,c* des Sittigungsgefiafles
mittels eines Stiickchen Vakuumschlauches mit dem Rohr ,,¢*“ des
SammelgefiBes (Abb. 3) verbunden. Letzteres wird vor dem Ankuppeln
vollstindig mit destilliertem Wasser gefiillt. Sind die zwei GefaBe mit-
einander verbunden, 6ffnet man die Hahne ,,¢*‘ und ,;¢* des Sammel-
gefaBes und 1aBt in das SittigungsgefiB durch dessen Trichter ,,b
10 cem destilliertes Wasser und darauffolgend 0,5 cem Kaliumferricyanid-
losung einflieBen; ein Lufteintritt mull selbstredend sorgfiltigst wver-
mieden werden. Nun 158t man durch Rohr ,,d* in langsamen Strom
Stickstoff streichen, um das durch das Kaliumferricyanid in Freiheit
gesetzte Kohlenoxyd aus dem Sittigungsgefifl in das Sammelgefal zu
tberfithren. Das einstrémende Gas verdringt aus dem Sammelgefa
allmdhlich das Wasser; man stelle den Gasstrom so ein, daB das Aus-
tropfen des Wassers ungeféhr 4 bis 5 Minuten in Anspruch nimmt. Man
148t tbrigens das Wasser nicht génzlich ausflieen, sondern nur soweit,
daB noch ungefahr 10 ccm im Gefa8 zuriickbleiben. Ist dieser Zustand

1 Zeitschr. f. anal. Chem. 97, 18, 1934.
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erreicht, so werden die Haihne bei ,,6° und ,,c* gleichzeitig geschlossen
und das Gefil abgekuppelt. ;

Durch den Hahn bei ,,z‘ saugt man mit Hilfe eines Schlauches
die noch zuriickgebliebene Wassermenge heraus (Hahn bei ,,6* und ,,c*
bleibe unterdessen geschlossen!), und achtet sorgfiltig darauf, dafl kein
Gasverlust entstehe. Durch diese Operation entsteht im GefiB ein
schwaches Vakuum, so daB} jetzt die Einfithrung von 10 cem Pallado-
chloridlésung durch den Trichter ,,b° ohne Schwierigkeit und Gas-
verlust erfolgen kann. Man schiittelt das von der AuBlenluft verschlossene
Gefill einigemal und liBt es 2 Stunden stehen. Wahrend des Stehens
wird das Schiitteln noch einigemal wiederholt, damit die GefiBwand mit
frischer Reagenslgsung benetzt wird. Nach Ablauf der 2 Stunden ist die
Reaktion beendet und es kann mit der Bestimmung des ausgeschiedenen
Palladiums begonnen werden.. Zu diesem Zweck fithrt man durch den
Trichter ;,b°° der Reihe nach 2 cem Tetrachlormethan, 2,00 cem 0,02 n-
Kaliumbromatlosung, 5 cem 10 %ige Salzsdure und 1 cem Jodlgsung in -
das GefaB ein. Man schiittelt das Reaktionsgemisch so lange, bis sich
der Palladiumniederschlag vollstindig gelost hat. Jetzt wird die Fliissig-
keit durch den Hahn bei ,,a*‘ in einen MeBzylinder mit eingeschliffenem
Stopfen von 25 ccm Inhalt abgelassen und das Sammelgefs zweimal mit
je 2 bis 3 com destilliertem Wasser nachgespiilt.

Die Ermittlung des Bromiiberschusses erfolgt nun auf folgende
Weise: Das Reaktionsgemisch wird tropfenweise so lange mit der
Arsenitlssung versetzt, bis sich nach starkem Aufschiitteln das am Boden
des Zylinders angesammelte Tetrachlormethan eben schwach rosa
angefdrbt hat. Dieser Endpunkt der Titration kann sehr scharf erfaft
werden, da die anfinglich gelbe Farbe des Tetrachlormethans mit der
stufenweisen Abnahme des Bromgehalts immer mehr verblaBt und
spater ganz verschwindet. Erst nach dieser vollkommenen Entférbung
tritt dann — durch weiteren Zusatz der MeBlosung — plotzlich die
Rosafarbung auf.

Die Titerstellung der Losungen erfolgt durch einen Blindversuch,
den man auf folgende Weise ausfithrt: Man beschickt den MeBzylinder
mit 10 cem Palladochloridlésung, 5 cem 10 %ige Salzsdure, 2 cem
Tetrachlormet_han, 2,00 cem 0,02 n Kaliumbromatlésung und 1 cem
Jodlosung und laBt in das Gemisch aus der MeBbiirette vorerst 1,8 ccm
0,02 n Arsenitlosung traufeln. Man schiittelt stark und versetzt tropfen-
weise mit der Arsenitlosung und schittelt nach jedem hinzugefiigten
Tropfen stark um. Der Aquivalenzpunkt kann auf diese Weise sehr
genau beobachtet werden. Bis zur Rosafirbung des Tetrachlormethans
werden gewohnlich 1,90 4 0,05 ccm Arsenitlésung verbraucht.

Die Berechnung beruht auf folgenden Zusammenhingen: 1 cem
0,02 n Kaliumbromatljsung = 0,224 ccm CO (0° C, 760 mm); 1,34 ccm
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CO (0° C, 760 mm) = 1 g Himoglobin. Der Hamoglobingehalt 148t sich
demnach mit Hilfe folgender Formel berechnen: Hamoglobin in 100 ccm
Blut = %—Zﬁ, wenn zur Bestimmung 1 cem Blut herangezogen
wurde. Hier bedeuten: ,,a‘ die verbrauchte Kubikzentimeterzahl der
Arsenitlosung beim Blindversuch, ,,b* die verbrauchte Kubikzentimeter-
zahl an Arsenitlosung bei der eigentlichen Bestimmung.

In der Tabelle I haben wir einige Resultate angefiihrt, die die
Zuverlissigkeit und Genauigkeit unserer Methode beweisen. In
Tabelle IT haben wir die Resultate-unserer Methode mit den Resultaten
der gasometrischen Methode von wan Slyke und Hiller! verglichen. Wie
ersichtlich, stimmen die Resultate miteinander sehr gut iberein.

Tabelle 1.
Hamoglobin in 9f,
2 ¢em Blut 17,4
| I R 17,7
2 10,01
we {1 100
2 12,5
o {2 127
Tabelle I1.
Himoglobin in ¢/
nach van Slyke | mafanalytisch
12,20 | 12,28
LJ. 11,43 | 11,36
Zusammenfassung.

Zur Hamoglobinbestimmung wird eine Methode empfohlen, welche
auf einer titrimetrischen Bestimmung der Kohlenoxydkapazitdt des
Blutes beruht.

1 J. of. biol. Chem. 78, 807, 1928.




