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VOORWOORD

Hel is voor mij meer dan een formaliteit, wanneer ik, aan het,
cinde van mijn studietijd, allen, die aan mijn wetenschappelijke op-
leiding hebben deel gehad, hartelijk dank zeg.
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Einleitung.

Die Sauerstoffversorgung der Gewebe grillerer Tiere, die bis in die
tieferen Korperteile nicht mehr durch einfache Diffusion stattfinden
kann, wird bekanntlich ermdglicht durch die Anwesenheit eines mehr
oder weniger komplizierten BlutgefiiBsystems. Die Diffusion beschriinkt
sich dann auf das Eindringen des Sauerstoffes in die BlutgefilBle oder
Lakunen des Atmungsorgans und seine Aufnahme durch die Korper-
zellen, die vom Blute umspiilt werden. Die Sauerstoffkapazitit des Blu-
tes wird oft erhéht durch die Anwesenheit von Blutpigmenten. Das ist
einmal der Fall bei Tieren mit einem hohen Sauerstoffbediirfnis, aber
auch bei Tieren, die in einer sauerstoffarmen Umgebung leben, wo die
Menge des physikalisch geldsten Gases klein, also auch die pro Sekunde
den Geweben zugefithrte Quantitiit gering ist.

Die Sauerstoffbindung durch Haimoglobin oder Himozyanin ist rever-
sibel und die Beziehung zwischen dem Siittigungsgrad des Blutpigments

Z. 1. vergl. Physiologie Bd. 16. 1
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und der Menge des physikalisch gelosten Sauerstoffs oder — da diese
Grofle nach dem Hexryschen Gesetz proportional dem Drucke des mit
dem Blute in Berithrung stehenden Gases ist — zwischen Sittigungs-
grad und Sauerstoffpartiardruck in der Gasphase, wird angegeben
durch die sogenannte Dissoziationskurve. Diese Kurve verliuft bei den
Himoglobin- und Himozyaninarten verschiedener Tiere mehr oder
weniger steil.

Krocm hat darauf hingewiesen, dafl diese Tatsache eine biologische
Bedeutung hat, indem Tiere, die bei niedrigem Sauerstoffpartiardruck
leben, nur dann eine bedeutende Menge Sauerstoff mit Hilfe ihrer Blut-
pigmente transportieren kénnen, wenn diese schon bei diesem geringen
Druck griftenteils mit Sauerstoff gesittigt sind, mit anderen Worten, die
Disgoziationskurven werden dann steil verlaufen miissen.

Andererseits milssen wir auch die Umstiinde, unter denen der Sauer-
stoff abgegeben wird, beriicksichtigen, um die Bedeutung der besonderen
Form verschiedener Dissoziationskurven verstehen zu konnen.

In einem von einigen Kapillarschlingen umgebenen Gewebsstiickehen
wird die Menge des hineindiffundierenden Sauerstoffes u. a. abhiingen
von dem Druckunterschied des Gases in der Mitte und an der P ripherie.
Bei einem gegebenen Sauerstoffverbrauch der Zellen wird also cin ganz
bestimmter Spannungsunterschied bestehen miissen, wenn nicht in"(lml
zentralen Teilen des Gewebsstiickehens Sauerstoffmangel entstehen soll.
Da nun der Sauerstoffdruck im Innern nur bis Null sinken kann, so be-
steht an der Peripherie ein minimaler Sauerstoffdruck, bei dem die Sauer-
stoffversorgung noch eben ausreicht. Bei diesem Druck miissen nun die
Blutpigmente wenigstens den grofiten Teil ihres Sauerstoffs abgeben.
Die eigenartige S-Form der Dissoziationskurve hat also, wie BaArcrowr
besonders betont, eine grofie biologische Bedeutung, indem die Sauer-
stoffabgabe bei viel hoherem Druck stattfindet als dies der Fall wiire,
wenn die Reaktion Himoglobin 2> Oxyhiimoglobin den Verlauf einer
einfachen chemischen Reaktion mit hyperbolischer Kurve zeigte. Kine
ihnliche Bedeutung hat die geringere Steilheit der Kurven des Hiimo-
globins von Tieren, die in sauerstoffreicher Umgebung leben.

Auch der Einflufi der Kohlensiure auf die Sauerstoffabgabe durch
die Blutpigmente, die Geschwindigkeit des Blutstroms, und wie besonders
Kroau untersucht hat, die Zahl und der Durchmesser der Kapillaren in
den Geweben, sind von grofier Bedeutung. In letzter Hinsicht sind die
Verhiltnisse bei den Wirbellosen, wo zumeist ein lakunires Blutgefil3-
system vorliegt, weniger eindeutig und iibersichtlich als bei den Wirbel.
tieren.

Zusammenfassend konnen wir also sagen, dall zum richtigen Ver-
stindnis der Sauerstoffversorgung der Gewebe eines Tieres untersucht
werden miissen: -
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1. die Aufnahme des Sauerstoffs in den Atmungsorganen,

2. die Diffusion des Sauerstoffs in das Blut,

3. die Sauerstoffbindung durch Blutpigmente,

4. die Stromungsgeschwindigkeit des Blutes unter verschiedenen Be-
dingungen und ihre Regulierung,

5. der Sauerstoffverbrauch der Gewebe,
5. die Durchblutung der Gewebe,
7. die Sauerstoffabgabe in den Geweben.

-~

I. Helix.

Nur fiir die Siugetiere liegen Untersuchungen iiber alle obengenann-
ten Faktoren vor, withrend bei kaltbliitigen Wirbeltieren und Wirbellosen
bis jetzt noch keine Gesamtvorstellung mdaglich ist.

Jedoch sind in den letzten Jahren die Blutpigmente vieler Tiere untersucht
worden. Dies gilt besonders von dem Blute Wirbelloger, das Himozyanin enthilt.
Neben ilteren spektroskopischen Arbeiten (u. a. von Borazzi u. Dnirg) liegen
iiber die Art der Sauerstoffbindung Untersuchungen vor von BEGEMANN, HoGBEN,
Paxtiy u. HogrEN, E. u. . SteomMan, Reprienn, Cooninpae und Hukbp.

Das Ziel dieses Abschnittes der vorliegenden Untersuchung war die
Bestimmung der Dissoziationskurve vom Blute der Weinbergschnecke
(Helix pomatia). BEGEMANN hat schon im Jahre 1924 diese Kurve zu
bestimmen versucht. Dabei fand er, dafl das Himozyanin bei atmo-
sphiirischem Druck nur zu etwa 85% mit Sauerstoff gesiattigt ist, und
obendrein vermiBlte er die fiir Siugerblut so typische Flexur, wodurch die
Kurve S-formig wird.

Da er das Blut aber nicht sehr niedrigen Sauerstoffspannungen aus-
setzte (er geht nur bis zu etwa 18 mm herunter), konnte es sein, dall ihm
die Beugung der Kurve bei niederen Spannungen entgangen ist. Indessen
besteht ein grofier Unterschied zwischen der von ihm festgestellten Kurve
und denjenigen, die von STEDMAN u. STEDMAN fiir einige Crustacea, und
von ReprieLp, Coonivee und Hurp fur Limulus, Busycon, Loligo und
Cancer gefunden wurden. Letztere Untersucher konnten sogar die be-
kannte von Hivn fiir Siugerblut anfgestellte Formel

y Ko
100 1+ Ka’
zur genaueren Konstruktion der Dissoziationskurve benutzen.

Aber auch das Himozyanin im mit Puoffergemisch verdiinnten und
auch dialysierten Blute von Helix pomatia selbst, soll nach HoGpex
und Pizaey eine S-formige Dissoziationskurve haben und obendrein bei
einer Temperatur von 23,5% schon bei einem Sauerstoffpartiardruck von
etwa 80 mm zu etwa 98% mit Sauerstoff gesiattigt sein. Auf seine kolori-
metrische Methode kommen wir weiter unten noch zuriick.

Man koénnte geneigt sein die Resultate von Hogeex und von beiden Stip-
MAN, die so gut mit dem, was wir vom Himoglobin und vom Himozyanin der

]‘*
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Crustacea wissen, iibereinstimmen, ohne weiteres anzunehmen; aber aus zweierlei
Griinden schien eine Nachpriifung mit einer anderen Methodik doch nicht un-
erwiinscht.

BeGEMANN hat die spezifische Saunerstoffkapazitit von Hiémozyanin be-
stimmt und dafiir Werte von 172 bis 173 gefunden. Diese Zahlen stimmen sehr
schon mit denjenigen iiberein, die man bei Berechnung erhiilt, wenn man an-
nimmt, dafl auf 1 Grammatom Cu, 1 Grammatom O gefunden wird:

10 11,197
1Cu "~ 63,57

Dieser Siatligungsgrad ist nach BEGEMANN aber nur zu erhalten, wenn man
mit einem Gasgemisch, das wenigstens 50% Sauerstoff enthilt, saturiert. Er hat
dann seine Dissoziationskurve erhalten, indem er die relative Sittigung unter
Beriicksichtigung des Kupfergehalts und des gelssten Sauerstoffs berechnete.

Zweitens darf man sich in der vergleichenden Physiologie nicht wverleiten
lassen, Resultate, die eleiches Verhalten verschiedener Tiere zu beweisen scheinen,
zu bevorzugen. Das Himoglobin im Blute der Schildkrote Pseudemys concinna
z. B. soll nach Sovrawortit und RenrieLp keine S-formige Dissoziationskurve
haben, also auch von der Norm abweichen.

— 176,1.

Eine zweite Anregung zur genauen Bestimmung der Dissoziations-
kurve von Heliz-Blut bildet die Tatsache, dafB iiber die Atmung und die
Herztatigkeit dieser Art neuere Untersuchungen angestellt wurden, so
daB nach Feststellung der Dissoziationskurve nur noch Bestimmung des
Sauerstoffgehaltes vom Blute ciniger Gefiiie ausgefithrt werden miiliten,
um uns wenigstens einen vorliufigen Eindruck von der Sauerstoffver-
sorgung im Schneckenkorper zu gewihren.

§ 1. Methoden und Technilk.

BeGeMANN hat das Schneckenblut mit einem VAN SLIJKE-Apparat
evakuiert und das Gas mit einer Gaspipette analysiert. Daneben muf3-
ten Kupferbestimmungen ausgefiihrt werden, um den Sattigungserad des
Hiamozyanins feststellen zu kénnen. Zuvor hatte er gefunden, dall bei
maximaler Sittigung auf ein Atom Cu je ein Atom Sauerstoff gebunden
wird. Aullerdem miissen von den durch Entgasen gewonnenen Saucr-
stoffzahlen die Werte fiir die physikalisch geloste Gasmenge abgezogen
werden. Diese Werte bestimmte er an Blut, aus dem das Eiweil} durch
Fillung entfernt worden war.

STEDMAN u. STEDMAN, REDFIELD, CooLipcr und Hurp gebrauchen
ebenfalls den VAN SLIIKE-Apparat. Die Werte fiir den geldsten Sauerstoff
werden extrapoliert auf Grund des Absorptionskoeffizienten. Dieser
wurde dadurch erhalten, dal} die Zunahme der vom Blute aufgenomme-
nen Sauerstoffmenge bestimmt wurde, die sich ergab, wenn das mit atmo-
sphiirischer Luft gesiittigte Blut hernach mit reinem Sauerstoff saturiert
wurde. Es leuchtet ein, dal} der Absorptionskoeffizient auf dicse Weise
nur dann bestimmt werden darf, wenn das Hi mozyanin bei einem Sauer-
stoffpartiardruck von 160 mm schon ganz in Oxvhiimozyanin verwandelt

1 Siehe Jorpan (und Hirsci).
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ist. Dies soll nun nach Becemany fir das Himozyanin von Helix pomatia
aber nicht zutreffen. Also war diese Methode fiir mich nicht ohne weiteres
brauchbar. Aber auch die Léslichkeitsbestimmungen am enteiweiliten
Blute, wie sie von BEGEMANN ausgefithrt wurden, kénnten vielleicht zu
unrichtigen Zahlen fithren.

Schlieflich war es iiberhaupt erwiinscht, auch einmal eine andere
Methode zu wiihlen, weil die Sauerstoffkapazitiit des Heliz-Blutes ziem-
lich klein sein soll. Nach Braemany ist die Menge des physikalisch ge-
losten Sauerstoffs bei atmosphiirischem Druck fast ebenso grofi als die
des chemisch gebundenen. Die Genauigkeit der Bestimmungen des vom
Blutpigment gebundenen Sauerstoffs wird dann bei hiheren Sauerstoff-
spannungen stark beeintrichtigt durch die geringe Zunahme des gebun-
denen und die grofie Zunahme des gelisten Sauerstoffes; etwaige Fehler
bei der Bestimmung des Absorptionskoeffizienten machen sich hierdurch
aulerordentlich stark geltend.

Bekanntlich wird das blaue Oxyhiimozyanin nach Reduktion farblos. Pax-
TIN und HogsEN gebrauchten eine einfache kolorimetrische Methode, indem sie
dabei Proportionalitit zwischen die Intensitit der Farbe und den Sittigungsgrad
des Hiimozyanins postulierten. Reprierp, Cooniner und Hurn verglichen bei
der Bestimmung des Sittigungsgrades von Himozyanin die Farbe der Blutprobe
mit derjenigen, die man erhilt bei Mischung von bekannten Mengen reduzierten
und oxydierten Blutes,

lis kommt bei dieser Methode eine bedeutungsvolle Fehlerquelle in Betracht.
Man brauchte bei Mischung von sagen wir 1 cem reduzierten und 1 cem OXy-
dierten Blutes gar kein Gemisch mit 50% Oxyhiimozyanin zu erhalten. Bei der
Mischung entsteht nimlich eine Flissigkeit, die eine Menge celosten Sauerstoff
enthilt von einer Tension! von ungefihr 80 mm. Da nun bei 80 mm Sauerstoff-
druck ein Blutpigment nur selten zu 50% mit Sauerstoff gesitt igt ist, wird Sauer-
stoff abgegeben oder — was wahrscheinlicher ist — aufgenommen werden. Be-
sonders bei Blut, das wenig Pigment enthilt, kénnen in dieser Hinsicht orolle
KFehler gemacht werden. Revrienp, Coorinee und Hurp erhielten spiiter bei
Benutzung der kolorimetrischen Methode nach Paxtiy und Hoapry und der
Pumpe iibereinstimmende Resultate. ,,We have measured the percentage sa-
turation of Limulus blood over the entire range of the dissociation curve simul-
taneously by the gasometric method and the colorimetric technigque of Panmix
and Hoaenx and have found them to agree within the accuracy claimed for
this methods. It should be possible to develop a very accurate colorimetric
method for studying the equilibria between the hemocyanins and oxygen. Such
a method would have the advantage of requiring no correction for dissolved
oxygen.” Die Methode von Paxtiv und Hoanux hat den Vorteil sehr einfach zu
sein. s wird in zehn Reagen clischen Blut des betreffenden Tieres. das mit
verschiedenen Mengen Wasser verdiinnt wurde, gegeben. Da nur Oxyhiamozyanin
gefirbt ist, darf man, wenn die zu untersuchende Blutprobe in der Firbung iiber-
cinstimmt mit der z. B. auf ein Fiinftel verdiinnten Blutfliissickeit in einem der
Standardrohrehen ohne weiteres sagen, dafl sie 20% Oxyhimozyanin enthilt. Da
das reduzierte Blut noch durch andere Pigmente gefirbt sein kann und obendrein

! Die Kurven, die sie in ihrer vorliufigen Mitteilung von 1925 abbilden,
stimmen tatsiichlich nicht {iberein mit jenen in ihrer Veroffentlichung von 1926,
worin iiber Ergebnisse mit der Pumpe berichtet wird.
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opalisiert, so wird der Verdiinnungsfliissigkeit etwas Hiihnereiwei und eventuell
Farbstoff zugesetzt. Auch hier wird wieder eine absolute Sattigung des Himo-
zyaning mit O, bei Saturierung mit atmosphérischer Luft angenommen.

Bei meinen Versuchen benutzte ich zwei Kiivetten von genau be-
kannter, aber verschiedener Dicke. Sie waren durch einen dickwandigen
Gummischlauch an einen etwa 400 cem fassenden zylindrischen Saturator
angeschlossen. Das Verhiltnis der Schichtdicken des Blutes in den Kii-
vetten war ungefihr 4 : 6. Eine bestimmte Lichtmenge tritt durch diese
Kiivetten hindurch. Zuerst wird die Lichtabsorption bestimmt, wenn
beide mit Blut, das mit reinem Sauerstoff saturiert wurde, gefiillt wird.
Wir kennen dann die Absorptionskurve fiir Blut, das 100% Oxyhimo-
zyanin enthiilt, bei gegebener Schichtdicke. Indem nun erst die eine, dann
die andere, schliefilich beide Kiivetten mit giinzlich reduziertem Blut be-
schickt werden, kann auch die Absorption fiir Blut, das 60%, 40% und
0% Oxyhimozyanin enthilt, bestimmt werden (Abb. 3).

Hernach wird das Blutin beiden Saturatoren mit einem Gasgemisch
von bekannter Sanerstotfspannung saturiert und wieder die Lichtabsorp-
tion bestimmt. s lilit sich der Siattigungsgrad in folgender Weise inter-
polieren.

Fiir verschiedene Wellenliingen werden Kurven angefertigt, auf deren
Ordinate die Menge des vom Blute absorbierten Lichtes und auf deren
Abszisse die prozentuale Siittigung des Himozyanins abgetragen wird.
Die Werte fur 0, 40, 60 und 100% sind bekannt, die betreffenden Punkte
werden durch eine Kurve verbunden. Mit Hilfe dieser Kurven lif3t sich
fiir einen bestimmten Absorptionswert der zugehdrige Sittigungsgrad
ohne weiteres bestimmen. Aus den Zahlen fiir die verschiedenen Wellen-
lingen wird der Mittelwert bestimmt (Abb. 4).

Die Herstellung der Gasgemische fand in der von Barcrorr an-
gegebenen Weise statt. Die Zusammensetzung wurde nach KroGu er-
rechnet und hernach — wenn der Sanerstoffpartiardruck nicht sehr gering
war — durch Gasanalysen mit einer Gaspipette nach JORDAN hestimmt.
Der Stickstoff zur Herstellung der Gasgemische wurde iiber einer alka-
lischen Losung von Natriumhydrosulfit aufbewahrt.

Bei der Berechnung des Sauerstoffgehalts hei niederem Partiardruck
ist es notig, die Temperatur, bei der die Herstellung des Gasgemisches
stattfindet, zu kennen, um die Korrektur fiir die Wasserdampfspannung
richtig ausfithren zu kénnen.

Die Kiivetten stellte ich her aus Messingriahmehen, die sorgfiltig auf
die erwiinschte Dicke abgefeilt und poliert wurden, und Glasplittchen,
die mit Hilfe von ,,de Khotinsky Cement* auf die Rihmchen gekittet
wurden. Um einen gasdichten Verschlull des Gummischlauches auf die
Kiivetten zu gewiihrleisten, wurden die Rinder mit Sechmirgel rund ge-
schliffen und der Schlauch mit Kupferdraht umwunden.
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Zur Bestimmung der Lichtabsorption benutzte ich das Spektrokolori-
meter nach KEUFFEL u. Kssgr. Abbildung 1 zeigt das Instrument in der

von mir benutzten Aufstellung.

Das Licht zweier Lampen wird von den Magnesiumkarbonatbléckehen 6 und 7
diffus reflektiert. Durch zwei Offnungen in dem Gehiiuse treten Lichtbiindel aus,
von denen das obere durch die zu untersuchende Blutprobe, dag untere nur durch
die groBe mit Wasser von 207 gefiillte Kiivette, worin die beiden Saturator-
kiivetten getaucht werden, geht. Nachdem die Lichthiindel durch das eigentliche
Kolorimeter 74 gegangen sind, kommen sie in das ‘H'poktma]\op Mit Hilfe der
Schraube 4 hto]lt man auf eine boshmmiv Wellenlinge ein. Die obere Hilfte des

L300 ¢
1 e e s 2 1220

'g il 7ﬁ@““ @
i o

i

B

&
1"Be/ ”

i A 0 —~

Abb, 1. Das Spektrokolorimeter nach KEUrren und ESSER, Die Kilvetten r2 der RBaturatoren &
sind in einen Glastrog getaucht, der mit Wasser von 120 gefilllt ist.

Gesichtsfeldes erhiilt nur Licht das vom unteren, die untere nur solehes das vom
oberen Magnesiumkarbonatblock reflektiert wurde.

Von der Lichtmenge, die zum Vergleich dient, kann ein Teil im Kolorimeter

2,14 durch ein System von zwei mit Léchern versehenen Drehscheiben abge-
blendet werden, mit Hilfe der Stellschraube 5. Diese Schraube trigt ecine bl\nln
auf der die Menge des hindurchgelassenen Lichtes ohne weiteres abgelesen w vulvn
kann.

Eine genaue Beschreibung des Instrumentes findet sich in einer Veroffent-
lichung von (. KEUFFEL (man sehe das Literaturverzeichnis).

Das Blut wurde in der von BEGEMANN angegebenen Weise erhalten.
Am oberen Rande der ersten Schalenwindung wurde ein kleines Loch
gestochen, die Mantelvene durch Einstich geéffnet und das Blut aus-
. . L e . . - o . .
geprelt, indem das Tier weiter in das Gehiuse getrieben wurde. Die
Schalendéffnung wurde sorgfiltic mit einem Wattebausch verschlossen,

.
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um die Verunreinigung des Blutes mit Schleim zu verhindern. Nachdem
ctwas Carbo animale zugegeben war, wurde geschiittelt und filtriert, um
die Leukozyten durch Adsorption zu entfernen. Dies ist notig, weil die
Leukozyten ziemlich viel Sauerstoff verbrauchen sollen: Tn nicht vor-
behandeltem Blut tritt Spontanreduktion auf.

Es muf mit Nachdruck betont werden, daf} die bei dieser Methode er-
haltenen Lichtabsorptionswerle zur Feststellung eines absoluten Absorptions-
spektrums nicht zu gebrauchen sind. Die Menge des hindurchgelassenen
Lichtes wird nicht nur von der Lichtabsor ption, gondern auch von der
Lichtzerstreuung durch die relativ grofien Himozyaninpartikelchen be-
stimmt!. Die Menge des zerstreuten Lichtes wird nun verschieden sein
je nach dem Abstand der beiden Kiivetten voneinander. Daf} dieser 'ak-
tor nicht zu vernachlissigen ist, zeigl untenstehende Tabelle :

Heliz-Blut mit Luft gesiittigt, T. Kiivetten 5 em voneinander entfernt,
IT. Kiivetten aneinandergestellt.

A 1 II

510 261/, 25

520 25 231/,

530 231/, 23

540 221/, 221/, Die Zahlen geben die Menge des hin-
550 22 211/, durchgelassenen Lichtes in Prozenten
560 22 211/, an.

570 211/, 21

580 221/, 21

590 23 23

600 24 231/, )

Da die von mar bestimmten
Kurven aber nur einen Index
fiir den Sdttigungsgrad geben
sollen, wird die Lichtzerstreu-
ung als Fehlerquelle ausge-
schaltet, indem man die IKii-
vetten in einem Gestell fixiert.
so dali sie immer an derselben
Stelle des Lichtbhiindels sich be-
tfinden (Abb. 2).

Esist nicht unmaoglich, daB
L die- Grofie der Hamozyanin-

3y teilchen gich bei der Oxydation
Abb. 2, Gestell, worin die Kiivetten fixiert wurden. Die indert und damit auch die

beweglichen messingnen Rohrehen ¢ sind mit Hilfe der
Schranben 2 so zu fixicren, daB die Kiivetten zwischen Ia]l‘hl!Cl \ll(‘lllln” In diesem

7 und dem festen Rihmehen 3 geklemmt werden. T alle g o ST sicher oh
A 4 4 " » D Ay

L Genaue Bestimmungen des Spektrums  verschiedener Himozyaninarten
fiihrte REpriELp aus.
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die Lichtmengen, die geradlinig passieren, dieselben sind, wenn beide
Kiivetten mit Blut. das zu 40% mit O, gesiittigt ist, beschickt sind, oder
die kleinere mit oxydiertem, die gréllere mit reduziertem Blut. Indessen
miiiten dann auch verschiedene Kolorimeterzahlen erhalten werden,
wenn die Kiivetten miteinander verwechselt werden; dies ist aber nicht
der Fall1.

Die Pantin-HoasENsche Methode ist viel einfacher und gibt sogar
Dissoziationskurven, wovon die Punkte eine kleinere Strenung aufweisen.
Man muf} aber annehmen diirfen, daf das Himozyanin bei 160 mm Sauer-
stoffpartiardruck praktisch fir 100% oxydiert ist, und gerade dies sollte
noch einmal untersucht werden.

Aullerdem liflit sich mit der von mir verwendeten Technik auch
die Dissoziationskurve von Blut, das gelostes Hiamoglobin enthilt,
bestimmen. Das Blut wurde bei einer Temperatur von 200 unter-
sucht.

§ 2. Versuchsergebnisse.
Tabelle 1. Etwa 25 cem Blut von mehreren Tieren.

0% 40 % 60 % 100 24 Versuch | Versuch Versuch | Versuch
Ox.Hzy. | Ox.Hzy. Ox.Hzy. Ox.Hzy. | I | 11 17T | 8y
510 | 35%, | 28Y, = 25%, | 20Y* | 21 221, | 218, | 211,
520 | 36 | 271, | 251, | 18Y, 20 211/ | 22 101/,
530 365, | 27Y, | 24Y, | 18Y, 19 201/, | 21%, | 181,
540 37 271/, | 241/, | 17 18y, | 188, | 212, | 171,
550 | 38Y, | 27/, | 24 | 17 171/, | 18%, | 21Y, | 16%,
560 ‘ 40, | 27Y, | 24 161/, 174, 191, o 161/,
570 | 41%, | 273, | 244, | 162, 171, | 19Y, | 222/, | 16Y,
580 9 1 ogf Sl Sos S s 18 19¢/, | 227, 1Ty,
500 } 4220, 25 172/, 185/, | 20%, | 243, | 172,
600 | 44 301, | 26, 18 10, | 21y, | 25 182/,
* A 505.
O4-Gehalt Oy Druck im Saturatur
in 9 in mm
I 4,9 26,7
I | 1,55 11,7
111 : 4,5 (errechnet)
|

1AY | 157 (atm. Luft)

1 Ky wird jetzt vielfach angenommen, dall es vier Verbindungen von Hi-
mozyanin (und Hiamoglobin) mit O, gibt, die sogenannten ,.Zwischenstufen®®
kénnten abweichende Spektra haben. Nach REprienp soll dies aber nicht der
Fall sein.
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Tabelle 2. 25 cem Blut.
Kolorimeterzahlen,

\ (1574 409% | 609, 1009, 1 Versuch | Versuch I Versuch | Versuch
Ox.Hzy. Ox.Hzy. | Ox.Hzy. | Ox.Hzy. ! I ‘ 1I 11T Iv
510 31 [ 251/, 242/ 19 205/, 30 28 188/,
520 32 | 258, | 23y, | 18Y, | 19Y, | 30%, | o7y, | 17,
530 | 321, | 245, | 23 174/ | <183, | 321 | ogs | 168/,
540 34 241/, 228/ 155/, 18 321/ 282/, 16
550 341/, 25 215/, 18 33%/, 205 ST b5/
560 35 241] AT 18 ab1/y 30 151/,
570 355/, 241/, 221/ . | 182/, 361/ 301/, 155/,
580 3T/ 251/, 23101 | 188/, 37 311/ 16
590 381/, 262/, . 231/, /s 1920 39 321/, 168/,
600 39 273 [ 245 [ N1 T 201/, | 40 S3L/C R B
0p-Gehalt 0,-Druck im Saturator
Jin % in mm
1 2,35 17,0
11 0,7 ! 5,2
TTTEN 1,0 ( 7.4
v | | 155,7 (atm. Luft)
¥

Menge ces fincureigsiossensn Liils

1w

hE e 4
r
= Lo L L 1 1 L L 1 = 1
&7 5 o J;.‘L} JJ{? J"‘} J.fﬂ Jﬁp ‘510 JN J_ﬂ? 64*}

Abb. 3. Lichtabsorptionskurven von Heliz-Blut nach Tab. 1. Die ausgzezogenen Kurven geben die
Werte fiir 0, 40, 60 und 100%, Oxy.-Hzy. Die gestrichelte diejenige fiir Blut, wovon die Sittigung
ermittelt werden mufite. Fiir Analyse der Kurven siche Abb. 4.

Die verarbeiteten Ergebnisse der Tabelle 1 finden sich auf S. 11,

Aus dem Verlauf der Dissoziationskurven (Abb. 5) ist zu entnehmen,
daf} die Kurven fiir Heliz-Blut denjenigen fiir verdiinntes und dialysiertes
Serum, wie sie HOGBEN u. PINHEY bestimmten, sehr ihnlich sind. Die
Streuung ist bei meinen Versuchsresultaten grofier; fir Himozyanin ist
also die einfache Methodik von PANTIN u. HoGBEN sehr geeignet: wie
aber schon erwithnt wurde, liBt sich die von mir verwendete Technik



durch Blutpigmente bei Helix, Rana und Planorbis. 11

auch fiir andere Blutarten gebrauchen. Der Einflul} der Kohlensiure auf
dic Form der Dissoziationskurve ist sehr gering.
Die stark abweichenden Resultate BEGEMANNs lassen sich kaum aus
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der Benutzung einer fehlerhaften Technik herleiten, da der mit derselben
Methodik bestimmte Wert der spezifischen Sauerstoffkapazitiit offenbar
richtig ist; da REprienn, Coonnee und SnoTrs und vor kurzem Romrant

1 Diie Resultate von Herrn Roymman wurden nicht verdffentlicht.
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Tabelle 3. Einflufl der Kohlensiure.
Kolorimeterzahlen.

0% 409, : 60 % 100%; | VYersuch Versuch
Oxy.Hzy. Oxy.Hzy. | Oxy.Hzy. Oxy.Hzy, I i 11
|
510 i 33 201/ 281, 238/ 26 281/,
520 331/, 201/, 28 | 23y, | 26y, 271/,
a3 34 281/, 27 IRy 26 20
540 | 34 | 28 26 21 261/, 30
550 ' 343/, 281/, 26 20 261/,
560 | 35y, | 28, 251/, 21 261/, 201/,
570 363, | 28%, 26 201/, 27 307/,
H80 361/, 29 261/, I [ 15 RS 20t/
590 38 L 301, 2AEA L PR 281/, 32
600 381/, 311/, 281, | 231, 291/, 333/,
0,-Gehalt Ox-Druck C0,-Gehalt COy-Druck
in % in mm in 9% in mm
1 2 5,8 43
1T 0,87 6,9 6,35 47
L z
) @
) B 1‘_. e | |
30 747 150 67
3 |
=
N eonidl
% \
s, ‘
& |
R - L 1
S
| }
|
= T —
\
/3 a0 J 70 af &2 7 &7
O>=Lruck

Abb. 5. Sauverstoff-Dissoziationskurve vom Heliz-Blut bei 200, Die gestrichelte Kurve ist eine

nach
IOGBEN und PINHEY von mit Pufferlégung verdiinntem Blut.

im Utrechter Institut fiir vergleichende Physiologie unter Benutzung
einer anderen Kupferbestimmungsmethode, diesen Befund bestitigen
konnten. Da das Himozyanin bei 20 mm Sauerstoffpartiardruck zu mehr
als 90% gesittigt ist, ist es verstindlich, daB die von ihm oberhalb 20 mm
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Tabelle 4. Einflull der Kohlensiure.
Kolorimeterzahlen.

0% 409, 60 % 100 % Versuch | Versuch
Oxy.Hzy. | Oxy.Hzy. | Oxy.Hzy. Oxv.Hzy. i I \ I
510 | 34 28 261/, 921, | 221, | o4
| ) - o o
520 35 281/, 271NN 211/5 ‘ 221/ 24
530 | 361/, 27, 27 21 r 213/, 233/,
540 371/, 271/, 26 200, | 21 221/,
550 381/, 281/, 251/, 20/, ! 213 /TON D2
a60 391/, 201/ | 27 20 (211, 22
270 392/, 29 ' 2715 20 ; 22 ‘ 23 .
580 401113 20:/:1 I 271/2 203/! } 22 22'{,’ 1
590 421/, 312/, 281/, | 213/, 228, | 231,
600 431/, 32 | 30 | 22y, | 23, 25
|
Oz-Druck CO,-Gehalt COs-Druck
in mm ‘ in 9% in mm
I | 143,7 6.4 \ 48
I | 130 13 | 99

Druck bestimmte Zunahme des Sauerstoffgehaltes einen linearen Ver-
lauf zeigt.
§ 8. Diskussion.

Ligsscn und spiter Ysspnina fanden, daB der Sauerstoffverbrauch aus der
Lunge von Heliz pomatie unterhalb 11% Sauerstoff stark abnimmt, obendrein
treten bei diesen Sauerstoffdrucken nach Yssrnine die Atmungshewegungen auf,
Dies konnte verursacht werden durch Anhiufung der Kohlensiiure, wodurch die
Schlagfrequenz des Herzens stark herabgesetzt wird; aber auch die Dicke der
Wandung der ,,Lungenkapillaren® kinnte eine Rolle spielen, indem zwischen
Lunge und Blut ein gewisser Druckunterschied bestehen mull, wenn eine ge-
niigende Menge O, in das Blutgefillsystem hineindiffundieren soll. Wiire dies
nicht der Fall, dann miiBte bei diesem Partiardruck das Himozyanin noch vollig
mit O, gesiittigh sein, was offenbar nicht der Fall ist.

Die Tatsache, dal3 p“-i\lmlwungvn im Blute, wie HoGBEN u. PINnEY
und wie ich fanden, die Anwesenheit von groBeren Mengen Kohlensiiure
die Menge des vom Hiimozyanin gebundenen Sauerstoffes nur sehr wenig
herabsetzen, ist vielleicht fiir die eingedeckelten Tiere withrend ihres
Winterschlafes von Bedeutung, indem das Diaphragma den (i:m:umt‘uluvh
mit der Umgebung stark herabgesetzt und das Blut in der Lunge den
Sauerstoff wohl einem Raume entnehmen mul, der relativ wenig von
diesem Gase, dafiir viel Kohlensiiure enthiilt.

Der geringe Einflull der Kohlensiiure auf das Gleichgewicht Hiimo-
zyanin -+ O, <>()\\]mmw, yvanin erschwert natiirlich auch die Abgabe
des O, an die Gewebe. Da ist es nun von Interesse, dal} die Flexur in der
Dissoziationskurve sehr tief ist: Die drei Punkte, dierelativenSiittigungen
unterhalb 40% entsprechen, liegen oberhalb des Wertes 5 mm O.-Druclk
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der Abszisse. Auch bei Beriicksichtigung der ziemlich groRen Streuung
weist dies auf einen jihen Abfall der Kurve hin. Natiirlich wird hierdurch
die Abgabe des O, an das Gewebe gefordert.

Dafl HoarEN u. PINHEY fast keinen Knick in der Kurve fanden, rithrt
wohl von der Tatsache her, dal} sie mit mit Phosphatlisung verdiinntem
oder dialysiertem Serum arbeiteten.

Der geringe Himozyaningehalt vom Heliz-Blut und die Gleichheit
der Dissoziationskurve stiitzen die Meinung, dall Helix sein Blutpigment
vielleicht nur benutzt, wenn der O,-Druck in der Lunge stark herab-
gesetzt ist: Das frei umherkriechende Tier kiime dann mit dem physi-
kalisch im Blute gelisten Sanerstoff aus.

I1. Rana.

Wihrend von vielen Tieren die Sauerstoffbindung durch das Blut
untersucht wurde, ist dies beim Frosch nicht der Fall. Nur die Disso-
ziationskurve von Frosch-Hdamoglobin in stark verdiinnter Lisung wurde
von MACELA u. SELISKAR untersucht. Indessen ist die Kenntnis der
Digsoziationskurve vom Froschblut von besonderem Interesse wegen der
sehr komplizierten Sauerstoffversorgung durch ein eigenartiges Blutkreis-
laufsystem, das den Sauecrstoff nicht nur von der Lunge, sondern auch
durch die Haut hindurch erhiilt.

Ieh habe auller der Sanerstoffbindung auch den Eisengehalt des Blu-
tes bestimmt. Die Sanerstoffbindung wurde bei 20° untersucht, also bei
einer fir das Tier im Sommer normalen Temperatur.

§ 1. Methodik,

Erst nach vielem Probieren gelang es mir, die Methoden der Sauer-
stoffbestimmung so zu modifizieren, dal} einigermalen befriedigende Re-
sultate erhalten wurden.

Die Senkungsgeschwindigkeit der Blutkiorperchen ist grofl, so dafl an
ein Arbeiten mit dem Spektrokolorimeter nicht zu denken war. Natiir-
lich mul} auch das Abmessen einer bestimmten Blutmenge schnell vor
sich gehen, da sonst die Menge der Blutkérperchen in clml verschiedenen
Blutproben stark schwankt.

Beim Arbeiten mit dem Barcrorrschen Differentialapparat stellte
es sich heraus, dall beim Schiitteln mit BARCROFTS Ammoniak ein galler-
tiger Niederschlag entstand. Is gelang nicht, iibereinstimmende Resul-
tate zu erhalten. Krogn berichtet tiber ihnliche Erfahrungen mit Fisch-
blut. Modrra u. SELISKAR hatten dieselben Schwierigkeiten beim
Arbeiten mit Froschblut. Besonders wenn Blutlaugensalz zum Aus-
treiben des Sauerstoffs hinzugefiigt wurde, trat der oben erwiihnte
Niederschlag auf. Aus kolloidchemischen Griinden schien es nicht un-
moglich, dali dem stark negativen Fe(CN)4-lon diese ungiinstige Neben-
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wirkung zukommt. Zur Kompensation fiigte ich zu der Blutlaugensalz-
losung AICl; in verschiedenen Konzentrationen hinzu, aber ohne
tesultat,

Dagegen konnte Hiimolyse ohne listige Nebenerscheinungen erzielt
werden, wenn eine Saponinlsung, der etwas Oktylalkohol zugegeben
wurde, um Schaumbildung beim Schiitteln vorzubeugen, benutzt wurde.
Aber Ammoniak durfte diese Loésung nicht enthalten, da sonst wieder
eine Gallerte entstand. Obwohl nun Burx nachgewiesen hat, dal} die
Kohlensiure im Apparat zur Fehlerquelle werden kann, wenn die Fliissig-
keit in der Birne nicht alkalisch reagiert, muBte ich doch vom Gebrauch
von Alkali (auch Kalilauge rief dieselben Erscheinungen hervor) absehen.
Indessen stimmen die Zahlen, die ich erhielt, ziemlich gut mit denjenigen
der weiter unten erwiihnten Pumpentechnik itberein.

Bei den endgiiltigen Versuchen wurde jede Birne eines nach VERzAR
modifizierten BARCROFT-Apparates mit 2 cem einer Losung, die 0,3%
Saponin und 0,3% Oktylalkohol enthielt, beschickt (vorher schiitteln).
In den Glaseinsatz kommt 1/, cem einer kalt gesiittigten Losung von
K;Fe(CN)g. In diese linke Birne wurde sofort eine Blutprobe aus der
Pipette eines Saturators gegeben, diese dann bei 200 durch Schiitteln
himolysiert und dadurch zugleich mit Luft gesiittigt. SchlieBlich kam
auch eine Probe, die im Saturator mit Sauerstoff von bekanntem Partiar-
druck gesittigt worden war, in die rechte Birne. Der ganze Apparat
wurde nun ins Wasserbad getaucht, und nach Temperaturausgleich wur-
den die Hiihne geschlossen. Nun wird kriiftig geschiittelt. Das Blut
hitmolysiert und das Hiimoglobin nimmt, wenn das Gasgemisch im Satu-
rator weniger als 20% O, enthielt, Sauerstoff auf! Mit Hilfe der Stell-
schraube wird die Sperrfliissigkeit im Manometer wieder in ihre urspring-
liche Lage gebracht. Das Volumen des aufgenommenen Sauerstoffs wird
abgelesen und hernach die K;Fe(CN)g-Lisung in die Birne eingelassen.
Nach wiederholtem Schiitteln wird schlieBlich die Menge ausgetriebenen
Sauerstoffs, und damit die Sauerstoffkapazitit, bestimmt.

Die Bestimmung der Siittigung erfolgte also durch Ermittelung der
Menge des in der Birne aufgenommenen Sauerstoffs.

Es ist nun noch folgendes zu bemerken: Erstens wurde mit Hilfe eines (G-
ofens die Zimmertemperatur auf ungefihr 200 gebracht, damit dic Menge des
physikalisch gelosten Gases immer ungefihr die gleiche blieh (man darf natiirlich
nicht die Hinde in die Nihe der Birnen bringen).

Zweitens mull man dafiir sorgen, daB die zur genauen Ablesung der (ias-
volumina benutzte Lichtquelle die Birnen nicht beleuchtet: Der Farbstoff ab-
sorbiert natiirlich Licht, die Birne wird erwiirmt und es treten sehr betriichtliche
Fehler auft!

Drittens ist es erwiinscht, den ganzen Apparat ins Wasserbad zu tauchen, da
schon durch Temperaturerhéhungen von etwa 10 die Sperrfliissigkeit in beiden
Manometerrohren etwas steigt.

1 Ahnliches berichten DoLk und vax Vigex.
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In das kalibrierte Rohr wurde Bropigsche Flissigkeit gegeben, die Sperr-
fliissigkeit im Manometer war entweder Capronsiure oder mit etwas Sudan I11
gefirbtes Petroleum, (Das Stiickchen Vakuumschlauch am Ende des kalibrierten
Rohres schlieBt am besten beim Gebrauch der obengenannten Fliissigkeit. )

Die Volumina des aufgenommenen oder ausgetrichenen Sauerstoffs
miussen nicht nur auf 0° und 760 mm Druck reduziert werden, wie dieg
beim urspriinglichen Barcrorr-Apparat der Fall war, sondern auch eine
Korrektur fiir die Wasserdampfspannung ist nétig (WERTHL‘IMER).

Weiter ist natiirlich zu beriicksichtigen, daB das Blut bei anderen O,-
und N,-Drucken saturiert wurde als die in der Birne herrschenden. Im
allgemeinen sind die N,-Drucke hoher, die 0.-Drucke niedriger. Im BaAn-
CROFT-Apparat wird also N, abgegeben, 0, aufgenommen werden, und
da die Loslichkeit des Stickstoffs etwa zweimal grofler ist als die von
Sauerstoff, sind Korrekturen erwiinscht. TFiir Froschblut wiire eine ge-
naue Kenntnis der Loslichkeit dieser Gase sehr erwiinscht.

Leider ist eine Bestimmung dieser Lislichkeit in der Praxis nicht
leicht auszufthren. Sogar fiir Siugerblut soll sie eigentlich noch nicht
einwandfrei festgestellt worden sein. Einige Bestimmungen, die ich auch
mit Hilfe des BArcrowr-Apparates ausfithrte, ergaben nur Zahlen, die
unter gich so stark abwichen, dal} sie praktisch wertlos waren. Ich habe
schlieBlich die Absorptionskoeffizienten von Menschenblut benutzt, wie-
wohl zu erwarten ist, daB die Lislichkeit der Gase in Froschblut mit
seinem geringeren Salzgehalt etwas groller sein wird.

Theoretisch ist es natiirlich auch maglich, aus dem Eisengehalt des
Blutes die O,-Kapazitit des Hiimoglobins, sowie aus der totalen, vom
Blute aufgenommenen und mit einem vaw SLITKE-Apparat extrahier-
ten Sauerstoffmenge die Loslichkeit dieses Gases zu bestimmen. In-
dessen war auch dies praktisch unmoglich, da die Genauigkeit der Gas-
und Eisenbestimmungen nicht gentigend grofl war.

Aus dem Vorhergesagten ist zu entnehmen, dall eine Bestiitigung
der mit dem Barcrowr-Apparat gewonnenen Zahlen durch Bestim-
mungen des Sauerstoffgehalts durch eine andere Methode sehr erwiinscht
war. Eine zweite Versuchsserie wurde daher angestellt, wobei das Blut
mit Hilfe eines vax SLisks-Apparates entgast und der absolute Sauer-
stoffgehalt mit der JorpAnschen Gaspipette bestimmt wurde. Im
wesentlichen wurde die von BEGEMANN verwendete Methode befolgt,
wobei aber einige Anderungen notig waren (Abb. 6).

Der Sauerstoff konnte nur durch Evakuieren ausgetrichen werden,
da, wie schon erwiihnt, Blutlaugensalz, auch wenn vorher mit Saponin
himolysiert wurde, die Bildung einer Gallerte verursachte, wodurch
u. a. die Bohrung des Hahnes I verstopft wurde, so dall das Blut-
Wassergemisch nicht in ¢ ,,abgefangen® werden konnte. Durch Ver-
gleichung der Menge des Sauerstoffs, erhalten durch Auspumpen von
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mit atmosphirischer Luft gesittigten Blutproben, mit derjenigen, die
man erhiilt, wenn man auf Grund von Eisenbestimmungen die 0,-Kapa-

zitit berechnet, zeigte es sich aber, dall Reabsorp-
tion von O, beim Austreiben des Gases durch Hahn
€' praktisch nicht nachzuweisen ist.

Bei den endgiiltigen Versuchen wurde eine Pumpe
benutzt, wo nach Angabe von Reprrerp, CooLingr
und Hurp unterhalb der ,,Falle** ¢ ein Glasrohr von
etwa 80 cm angeschmolzen worden war. Wenn man
mit Hilfe des Niveauglases J das Quecksilber his
unter G bringt, steht iiber der Stelle @, wo der Va-
kuumschlauch angeschlossen ist, noch eine Queck-
silbersiiule, die einen Druck von etwa 1 Atm. ausiibt.
Durch diese kleine VorsichtsmaBregel wird das Bin-
dringen der AuBlenluft in den Apparat beim Eva-
kuieren verhindert.

Bei jedem Versuch wird in den Behiilter B ectwa
5 cem Aq. dest. gegeben: in den unteren kapillaren
Teil wird mit Hilfe einer Glaspipette ein Tropfen
Oktylalkohol eingebracht. Die Flissigkeit wird in
D eingesogen, entgast, die Gasblase durch B ausge-
trieben und hernach ein zweites Mal entgast. Nach-
dem das Wasser-Oktylalkoholgemisch in B getrichen
worden ist, kommt die Blutprobe, die mit Hilfe der
Saturatorpipette abgemessen wurde, unter das ent-
gaste Wasser in 8. Am besten wird die Niveaubirne
so gestellt, dal} bei etwas gedffnetem Hahne sogleich
die grofite Menge des Blutes in D eintritt. Beinahe
das ganze Quantum Wasser wird nachgesogen. Die
Entgasung findet in der gewdihnlichen Weise statt,
das Blut-Wassergemisch wird so gut wie moglich in &
abgefangen.  Durch die linke Bohrung von F wird
Quecksilber in D zugelassen und schlieBlich das Gas
durch das Kapillarrohr 4 ausgetriehen und in den
Kelch einer Gaspipette aufeefangen. Der Gaskeleh [,
ist mit 2%iger Kalilauge gefiillt, wodurch einmal die
Kohlensiure sogleich absorbiert wird, andererseits
die Gasblase intakt bleibt. Wenn L mit reinem
Wasser gefiillt wird, zerfillt die Gasblase oft in
viele kleine, da das Blut-Wassergemisch, ungeachtet

Abb. 6. Blutgaspumpe
nach vAN SLIJKE, modi-
fiziert.

der Anwesenheit von Oktylalkohol, zur Schaumbildung neigt.
DaBl wiithrend dieser Manipulationen praktisch kein Sauerstoff auf-
genommen bzw. abgegeben wird, zeigt folgender Versuch:

Z. 1, vergl, Physiologie Bd. 16.

D]
-
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Froschblut wurde in einem Saturator einer Atmosphiire von reinem
N, exponiert. Eine Blutprobe wurde entgast und das Gas mit der
: JORDAN-Pipette analysiert :
Linge der Gasblase in der Pipette
nach CO,Absorption 13,6
nach O,-Absorption 13,4,

Praktisch ist also kein 05 aufgenommen worden,
obwohl in diesem Falle die Bedingungen dafiir mog-
lichst giinstig waren (man sche auch die Kontroll-
experimente auf S. 20).

Zur Analyse des im Saturator befindlichen Gas-
gemisches sowie der mit der Pumpe extrahierten
! Blutgase dient die von Jorpax in Anlehnung an
den Kroemschen Mikrotonometer konstruierte Gas-
pipette, die von mir etwas modifiziert und auf Ge-
i nauigkeit betreffs der Sauerstoff bestimmung gepriift
wurde (Abb. 7).

Sie besteht aus einem Kapillarrohr D, das einer-
. seits mit dem Kelch O, andererseits mit einem mit
i Hahn versehenen Glasrohr K verbunden ist. An R
wird ein Seitenrohr 4 mit Stellschraube B ange-
{ schmolzen. B wird mit Lanolin gefettet, und in 4
; wird etwas Quecksilber gegeben, damit ein Iuftdich-
i - ter Verschlull gewiihrleistet ist. Bin Stiick Vakuum-
schlauch mit Stellschraube S verschlioBt K. Nach
i jeder Bestimmung wurden K und § geoffnet und die
Pipette mit angesiuertem Wasser gespiilt.  Wenn
mun K gesffnet wird, kann mit Hilfe von B ohne
| weiteres eine Gasprobe aufgenommen werden. Die
Pipette wird gefiillt mit Schwefelsiure, %ig. Braz-
MANN hat Quecksilber als Sperrfliissigkeit benutzt.
Bei vertikalem Stand der Pipette tritt dann aber oft
Luft durch die gefettete Schraube B in & ein, oben-

N

t . . .
,_F drein erhielt ich genauere Resultate, wenn ange-
t sauertes Wasser benutzt wurde, bei Analyse kleiner
& [ Gasmengen.

Der Gang einer Analyse war wie folgt: Zuerst
\l}'gl’iuf\,l;lilal:;ﬁj';el:ﬂh wurde der Kelch €' so in ein Gefi Ijﬁ_ mit angesiuertem

L ; Wasser getaucht, daB er keine Luftblase enthielt
dann wurde das zu untersuchende Gas in (' aufgefangen und eine Probe
aufgesaugt (die Blutgase wurden ganz aufgenommen). Die Pipette wird
in einen mit Wasser gefiillten Trog gelegt, und nach Temperaturausgleich
wird mittels Spiegelablesung das Volum bestimmt. Nun wird €' mit
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einem Gummistépsel verschlossen und mit zweiprozentiger Kalilauge be-
schickt. Die (Gasblase wird hinuntergeschraubt, die Pipette in schrige
Lage gebracht, etwas Lauge in D aufgenommen und die Blase
keine Kohlensiiure mehr enthilt — wieder in D aufgesaugt.

die nun

Nach erneuter Ablesung des Volumens wird € mit Gummistopsel
verschlossen und durch das Seitenrohr hindurch mit ,,SToxmsscher
Fliissigkeit“1 gefiillt und das Gas wieder hinuntergetrieben. Durch
Schiitteln wird die Sauerstoffabsorption beschleunigt. Man muf} natiir-
lich verhiiten, daf Luft durch das Seitenréhrehen in ¢ eintritt. Man
darf die Blase nicht linger, als fiir die Absorption notig ist, in ' lassen,
da, nachdem aller Sauerstoff absorbiert ist, das Volum wieder etwas zunimmf.
Durch wiederholtes Aufsaugen und Ablesen in D stellt man die Abnahme
und die schlieBlich erfolgte Konstanz des Volumens fest. Enthilt das
Gas nur etwa 3—4% Sauerstoff, dann muf} die erste Ablesung schon
nach 15 bis 20 Sek. stattfinden. Bei Analyse einer Lauftprobe darf man
/o Min. schiitteln. Hernach darf sie nach jeder Ablesung im allge-
meinen nicht linger als etwa 10 Sek. in der Absorptionsflissigkeit ver-
weilen,

Die ,.Stoxussches Fliissigkeit darf nicht mit der angesiuerten Sperfliissigkeit
in Bem]n‘ung kommen, da sonst ein Niederschlag entstehit. Zuerst versuchte ich
daher ob nicht die Sauerstoffa bsorption hinreichend sehnell vor sich gehe, wenn
man, wie bei einer Analyse mit dem Krocuschen Mikrotonometer, die Gasgprobe
bei vertikaler Stellung des Apparates hinunterschraubt, bis nur noch eine kleine
Siule im unteren Ende von 1) sich befindet, und dann die Blase cinige Male teil-
weise auf und nieder schraubt. Die Absorption von einer Luftblase war dann
aber nach einer Viertelstunde noch nicht ganz erfolgt; das ist natiirlich viel zu
lange. Wenn man aber, auch wenn das Gasgemiseh keine Kohlensiure enthiilt,
etwas Lauge in D aufnimmt, tritt oben erwihnter stérender Niederschlag
nicht auf.

Nach jeder Analyse wird die Pipette in vertikale Stellung gebracht,
Hahn K und Stellschraube 8 werden geiffnet und das Kapillarrohr it
angesiuertem Wasser gespiilt.

Es bleibt nun noch zu untersuchen iibrig, ob eine Gasblase, dic viel
oder wenig Sauerstoff enthiilt, in der Kapillare und besonders wiithrend
sie im angesiiuerten Wasser in Kelch €' sich befindet, in nicht zu langer
Zeit eine merkliche Volumiinderung zeigt, dadurch, dafl Gase hinein- oder
hinausdiffundieren.

In D findet praktisch keine Volumiinderung statt, selbst dann nicht.
wenn eine Sauerstoffblase beiderseits von Stoxusscher Fliissigkeit ab-
gesperrt wird, und in € sind Fehler von einiger Bedeutung auch nicht

1 Die Zusammensetzung der von mir benutzten Absorptionsfliissigkeit weicht
ab von der von SToKES angegebenen. Sie enthalt: | Teil KFeS0y, 40%ig, 5 Teile
K-Na-Tartrat, 25%ig. Vor dem Gebrauch 1 Teil KOH, 40%ig, zugeben (Vor-
sicht!).

%
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zu befiirchten, wenn man nur die aufgefangene Gasprobe sogleich auf-
saugt.
Als Beleg diene folgende Tabelle -

Eine Sauerstoffblase wird in 2 aufgenommen,
Linge der Gasblase nach erfolgter Temperaturkorrektur.

ToAntang o el il TR e Al o a o 96,8 i mm
Nach &5 Minuten . . R St O 5
» 10 B B B b s oo o B o BT s
»w 15 33 S S R R St e S () 5B 5
» o 20 27 ST S R S I T N O 5 R

Die Blase wird, nachdem der Kelch der Pipette in einen Behilter mit angoe-
siuertem Wasser getaucht worden ist, ganz in ¢ gepreft.
Linge der Gasblase nach 5 Minuten: 95,1 mm,

Man sieht, daB withrend dieser Zeit nur relativ wenig Sauerstoff ing
Wasser diffundiert ist. Bei Gasgemischen, die weniger Sauerstoff ent-
halten, wird der Fehler éntaprechend kleiner soin, und wenn man eine
Probe sogleich aufsaugt, ist er kaum vorhanden, was sich bei einer Sticlk-
stoffblase von 20 mm Liinge zeigte, die aufgefangen und dann auf Sauer-
stoffgehalt untersucht wurde :

LiangederGasblase . . . . . . . .. .., .. ... s e v v o . . 40 mm
Nach Absorption des O, in Stoxzsscher Flussigkeit . . . . ., . ., ., . 39,0

23
Beim Auffangen der Gasblase in Kelch ¢! war also praktisch kein O,
hereindiffundiert.
Schliefllich wurde eine sasblase, die etwa 849 O, enthielt, withrend
ungefiihr einer Stunde in D gelassen.

Linge der Gasblase:

Im Anfang . . . . ., ., . . . A L R e e 50 ] Y
L]

Nach 70 Minuten . ., . . . . . s B R . B2

»  erfolgter ('J._.-Abﬁnrption. BCORCUT SN o) o e R T

Man braucht also eine Gasprobe, die in D aufgenommen 1st, nicht
sogleich zu analysieren.

Zur Priifung der Genanigkeit wurde eine Anzahl Analysen von Luft-
proben vorgenommen mit einer Pipette, wovon das Kapillarrohr un-
gefithr 0,5 mm Durchmesser hatte.

Die letzte Versuchsreihe, die angestellt wurde, nachdem die friiher
erwithnten kleinen technischen Kautelen genommen worden waren, ergab
folgende Zahlen (8. 21).

Zum Vergleich habe ich Zahlen von BraeEMANN beigegeben, der
Quecksilber als Sperrfliissigkeit gebrauchte (Volum der Kapillare pro
Millimeter 0,853 ¢cmm).
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BEGEMANN.

Liinge der Luftblase 02-Gehalt in 9 Liinge der Lufthlase Oz-Gehalt in 9

256,0 20,9

227.5 ! 20,9

243,0 } 20,8

211,0 ‘ 20,9 .

119,0 21,0 96,7 21,2

110,5 20,8 97,9 21,2
106,0 20,8 99,4 20,9

112, 21,0
60,0 20,0 51,9 2152
63,0 20,6 47,6 21,0
71,5 ' 20,3 5132 ‘ 21,2
58,5 | 19,7

Nach Kroca enthiilt die Luft 20,95% 2.

BrcEMANN erhielt also bei griiBeren Luftproben (mehr als 100 ¢cmm)
sehr gute Resultate, mit kleineren Gasmengen erhiilt er regelmiiBig zu
geringe Werte. Dagegen sind meine Brgebnisse alle um etwa 0,15% 2zu
hoch, dabei aber unter sich sehr gleichmiBig. Bin Korrekturfaktor 0,993
kénnte eventuell angewandt werden.

Auch bei der Analyse von Gasgemischen, die wenig O, enthalten, sind
die Resultate noch sehr befriedigend : die l'_.fht.'ervi:mtjnnmnng zwischen den
berechneten und mit der Pipette bestimmten Sauerstoffwerten war fast
immer sehr gut. Da diese Ausfithrung einer Analyse nur eine kurze Zeit
beansprucht, habe ich auch den Sauerstoffgehalt der in den Saturatoren
vorhandenen Gasgemische mit der Pipette bestimmt, da ein Haldane-
apparat umstindlicher im Gebrauch ist.

Zur Bestimmung der Sauerstoffkapazitiit wurde die kolorimetrische
Methode nach SAN- YIx-WoNG benutzt, womit man den Eisengehalt des
Blutes bestimmt.

Zwar hat Barkax behauptet, ein T'eil des Bluteisens riihre nicht vom Himo-
globin her, allein Lixtzern und Rapere konnten nachweisen, dafl das Auftreten
dieses ,,Serumeisens* parallel geht mit eciner Verringerung der mit Hilfe von
1/10 n HOL aus der betreffenden Blutprobe zu erhaltenen Himatinmenge., Die
Himatinbildung aus Oxyhiimoglobin durch Salzsiiure ist zur quantitativen Be-
stimmung des Blatfarbstoffes also weniger geeignet, wihrend der Fe-Gehalt des
Blutes anscheinend noch immer das beste MaB fiir die Best immung der O,-Kapa-
zitith des Blutes ist.

Bei der Ausfithrung der Bestimmungen wurde mit Hilfe der Satura-
torpipette eine Blutprobe abgemessen und unter 1 cem Wasser in ein
Wiigegliischen eingelassen. Die Abmessung fand also in derselben Weise
statt, wie die Beschickung der Birnen des BArcrorT-Apparates mit Blut.
Das Wasser-Blutgemisch wurde quantitativ in ein Pyrex-Glasrohr iiber-
fiihrt (Nachspiilen mit Wasser), das etwa 2 ¢em Durchmesser hatte und
bis auf 25 cem graduiert war. Bei der Oxydation mit H.S0, und KC10,
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wurde iiber einem Mikrobrenner erhitzt unter fortwiihrendem Schiitteln
des unter einem Winkel von etwa 45° gehaltenen Glasrohres. Man braucht
die Blutproben nicht sofort zu verarbeiten; allein, bei lingerem Stehen
tritt bei der Oxydation zumeist viel Schaum auf.

Die Abmessung der auf Fe zu prifenden und der verdiinnten Stan-
dardlgsung fand nicht in den oben erwithnten Glasréhren, sondern nach-
dem die mit H,SO, und KCl0; behandelte Fliissigkeit mit destilliertem
Wasser bis anf 12 cem gebracht und abgekiihlt worden war, wurde sie
quantitativ in einen Mallkolben von 25 eecm Inhalt tiberfithrt, worin nun
auch das zur kolorimetrischen Bestimmung benétigte KCNS und Wasser
bis auf 25 cem beigegeben wurden. Es wurde ein Knerr-Kolorimeter

benutzt. -
2. Versuchsergebnisse,
b
Tabelle 5. Versuch mit BArcrowT-Apparat.
e ‘ (_’2f ) ‘““} Bluy I Korrektur fiir aui- | Vom | sittigung
suchs- | _“'J“']‘ '"”: ‘f"’;n' | genommenen O und | Hb. ge- OR’ des IIh. in Bo
Nr. im Batns [T Eneily o8 | abgegebenen N, bunden | PAZItEL 1%
rator Menge l = | ’
|
!
1 156 — — | | 60,6 - 7446
o 25 499 | —2,0 + 1,03: 0,97 | 48,93 | 60,2 18,8 744,6
3 | 17,85 220 | —-1,85+0,99=0,.86 | 21,14 | 61,0 65,3 743,8
4 9,7 | 4737 | —1,98+1,02=0,96 | 46,41 | 62,75 15,9 744,1
lnhalb der Saturatorpipette: 0,3544 cem,
1 eem Blut bindet 1/0,3544 < 61,14 = 172,6 Einheiten = 180,6 emm 0..
(1 Teilstrich der BAroroFT-Burette errechnet mit 1,0464 mm.)
Tabelle 6. (Versuch mit Pumpe.)
Ranw esculenta, 81/, cem Blut von 7 Tieren.
Versiicehs- Oy-Druck im OyMenge ' Gelister Gebundener| Sittigungsgrad
Nr. Saturator |ausgepumpt 0, 03 in 1 % Bo
1 156 8,8 | 0,096 ‘ 8,705 08,2 44,5
2 12,8 1,06 | 0,008 | 1,07 12,3 | 7429

Fe-Bestimmung: Vergleichsflissigkeit enthielt |
pro Kubikzentimeter) auf 1 Teil Waszer.

Kolorimeterzahlen: 12,4/30,0 13,96 /30,0

Mittelwert: 13,27/30,0.

O,-Kapazitat: 13,27/30.0 x 0,1 < 401 x 1/, = 887 cem.

Inhalt der Saturatorpipette: 0,0457 cem.

1 cem Blut bindet 193,8 emm 0.,.

Teil Standard-T1 (0,1 mg Fe

13,47 /30,0,

In Abb. 8 ist die auf Grund der erwiihnten Zahlen konstruierte Disso-
ziationskurve abgebildet. Zum Vergleich finden sich dort auch die Kurve
fiir eine schwache Losung von Froschhiimoglobin bei 200, die erhalten
wurde durch Interpolation der von MACGELA u. SELISKAR gegebenen Zah-
len und Kurven bei 15,25 und 359, und die Kurven von BARrcrorr fiir
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Tabelle 7. (Versuch mit Pumpe.)

Versuchs- | 02-Druck im i 0.Menue Gelister GL‘lllllldi"IlL']‘[ Sittigungserad B
Nr. ; Saturator  Jausgepumpt 0, O, in 19 O
259 | 11,3 | 0016 11,015 84,1 | 7487
22,65 8,0 | 0,015 7,985 61 749,6

Fe-Bestimmung: Vergleichsfliissigkeit enthielt a) Standard - Fl, b) 1 Teil
Standard-F1 auf 2 Teile Wasser.

I cem Standard-Fl enthielt 0,0009 751 g Fe.

Kolorimeterzahlen a) 10/26,83,

b) 40/39,8.
O,-Kapazitit: 10/26,83 30,0975 %401 = 14,57 cmm.
40/39,8 < 1/3 0,975 %401 = 13,1 emm.

Im Mittel: 13,83 emm.

Inhalt der Saturatorpipette: 0,0457 cem.
1 ¢em Blut bindet 202,8 emm 0,.

Tabelle 8. Rana eseulenta, 9 cem Blut von 7 Tieren.

Yersuchs- O,Druck im ‘ Ox-Menge | Geliister Gebundener Siattigungsgrad | B
Nr. | Saturator uusmrpumpll (0% 0, in 1% [ b
| 156 10,6 0,096 | 1058 - 748
3,0 244 — | 244 | 23,2 744
10,1 5,8 = VS T g A s o S S W ks
| 35 0,87 0007 | 98 | 94 748
Inhalt der Saturatorpipette: 0,0457 com.
1 ¢cem Blut bindet 230,6 cm 0,.
: —
700 = .
90 _,;_’,_,...-,',"‘,':‘_- —_— —

&6

77
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Oy oem iz 7 v /o

i !
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Abb, 8. O.-Dissozlationskurve vom Blute von Rana esculenta bei 200, Die zweite Blutkurve

stammt von BARCROFT und bezieht sich anf Menschenblut bei 880, Die hyperbolische Kurve ist

elne Dissoziationskurve von einer schwachen Losung von Froschhiimoglobin, interpoliert filr 200
nach Daten von ANsSON und MIRSKY.
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Menschenblut bei Kérpertemperatur bei einem Kohlensiuredruck von
0 mm.

Auffallend ist die hohe Konzentration des Himoglobins im Frosch-
blut. Die Werte fiir die 0,-Kapazitiit weichen unter sich stark ab, sind
aber mindestens ebenso groll wie diejenigen vom Menschenblut.

Nachdem nun der Verlauf der Dissoziationskurve festgestellt ist,
lohnt es sich, unter Beriicksichtigung anderer Untersuchungen, iiber den
Oz-Transport einige Bemerkungen iiber den Blutkreislauf anzustellen.
Leider habe ich nicht die Dissoziationskurve bei Anwesenheit von Koh-
lensiiure bestimmen kinnen. Mit einem modifizierten Barcrorr-Apparat
wird sich dies wohl erméglichen. Diesbeziigliche Versuche hoffe ich noch
anzustellen.

Bekanntlich hat der Frosch eigentlich drei Kreisliufe: durch Lungen, Haut
und Kérper. Das sauerstoffreiche Blut aus dem linken Atrium bleibt in der linken
Ventrikelhilfte, wahrscheinlich ohne sich weitoehend mit dem sauerstoffarmen
Blute aus dem rechten Atrium zu mischen, da dies durch die vielen Herztrabekeln
verhindert wird. In der Tat sicht man am pulsierenden Froschherzen, daB in der
rechten Hilfte des Ventrikels das Blut dunkler ist als in der linken.

Uber den weiteren Verlauf des Blutstromes kénnen wir uns an der
Hand der schénen Abbildungen Gramam KERRs eine Vorstellung
machen?. Fir uns geniigt die Bemerkung, dal durch die Art der Kon-
traktion des Ventrikels (zuerst wird die rechte Hiilfte grifitenteils ent-
lehrt) und durch ein System von Septen und Klappen im Conus und
Truncus arteriosus das am meisten reduzierte Blut in die Vena pulmo-
cutanea, das sauerstoffreichere in die Aortabigen und das am meisten
oxydierte in die Carotiden kommen soll!

Nun ist zn bemerken, daf die Verteilung der Blutmengen keineswegs
immer dieselbe ist. Frl. Cr. BasrerT konnte nachweisen, daf die Lungen-
kapillaren sich stark kontrahieren, wenn in der Lunge noch viel O, an-
wesend ist. Bei der Abnahme des Sauerstoffgehalts erweitern sie sich,
die Lunge wird also stiirker durchstromt; infolgedessen bleibt die O,-
Aufnahme anniihernd konstant, his der 0,-Partiardruck bis auf etwa
50 mm gesunken ist. Da bei hoheren Sauerstoffdrucken also wenig Blut
durch die Lungenkapillaren strémt, mufs durch andere Aste des Truncus
arteriosus mehr passieren. In erster Linie kommt dafiir die Hautarterio
in Betracht. Aus den Untersuchungen von DoLk u. Postya wissen wir
aber, dall die O,-Aufnahme durch die Haut bei gleichbleibender Q.-
Spannung sehr konstant ist. Obendrein verringert sich die Os,-Aufnahme
durch die Haut bei niedrigem O,-Druck in der Umgebung ; eine Kompen-
sation durch Erweiterung der Hautkapillaren findet also nicht statt! R
scheint mir auch nicht richtig, die Verringerung der O,-Aufnahme durch

! Eine genaue Darstellung findet sich auBer in den Originalarbeiten (ig.
Kegrgrs auch im Lehrbuch der vergleichenden Anatomie von InLE, van Kameny,
NinrsTRASS und VERSLUYS.
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diec Haut auf verminderte Blutzufuhr infolge stirkerer Durcl hstréomung
der Lungen zuriickzufiithren; dies wiire ein vollkommen unverstiindlicher
Mechanismus und obendrein steht die Annahme einer Durchstromung
der Haut mit konstanten Blutmengen im Einklang mit den weiter unten
zu erwiithnenden Messungen von Caypsrrn. Wir werden also annehmen
miissen, dafl dag tiberschiissige Blut in Aorta und Carotiden flieBt.

Einige wertvolle Daten liefert CamppeLL, indem er die O,- und CO.,-
Partiardrucke im Kérper der Krote und des Grasfrosches (Rana tempo-
raria) bestimmte.

Bei der Kréte fand er bei 170 unter der Haut eine O,-Spannung von
49 mm und eine CO,-Spannung von 12 mm. Bei Rana temporaria bei 170
unter der Haut eine Op-Spannung von 48 mm, eine (/0,-Spannung von
14 mm; im Kérper eine O,-Spannung von 28 mm, eine CO,-Spannung
von 14 mm.

Die Unterschiede zwischen Rana temporaria und Bujfo sind minimal ;
wir kénnen die oben erw dh]l‘t(‘]] Zahlen wohl ohne weiteres auch fiir Rnnn
esculenta benutzen.

Dall im ganzen Kérper ein Kohlensiiuredruck von ungefiihr 14 mm
herrscht, ist bei der sehr grolien I)lffusmnwcwlm111(11#1\01t dieses Gases
begreiflich, ist iibrigens auch in Uber einstimmung mit den Befunden von
I\Romnmd Frl. Cu. Bastenrt, die in der Lunge immer 1— 29 CO, fanden,
also Partiardrucke von 7—15 mm.

Die von WASTL u. SELISKAR berechneten CO,-Spannungen in der
Aorta méchte ich nicht beriicksichtigen, da sie aus Kohlensiure-Disso-
ziationskurven abgeleitet wurden, die mit der Pumpe bestimmt wurden.
Der biologische Wert dieser Kurven ist aber durch die Untersuchungen
von HENRIQUES sehr problematisch geworden. WASTL u. SELISKAR be-
stimmen niimlich die Kohlensiiure-Dissoziationskurven, indem sie mit
Hilfe von Siiure alle CO, austreiben.

HENRIQUES bestimmt mit Hilfe einer ingenitsen Technik die CO,-
Mengen, die vom Himoglobin, und die, welche auf andere Weise im
Blute gebunden sind, gesondert.

Nur die ,,Reaktion* Hiimoglobin -+ CO, <5 »Carbhimoglobin® ver-
liuft nach ihm in beiden Richtungen gvmlﬁmul schnell, um fir den
Kohlensiuretransport von Bedeutung zu sein. Dagegen ist die Strom-
geschwindigkeit des Blutes immer viel zu grofl, um ein vollstindiges
Gleichgewicht zwischen Blut und Kohlensiure zu ermiglichen. Daher
darf man denn auch nicht auf Grund von Bestimmungen der totalen
COy-Menge im Blut aus einem beliebigen Blutgefiil mit Hilfe einer
Dissoziationskurve, die sich auf das totale CO,-Bindungsvermigen be-
zicht, einen Wert fiir die Kohlensiuretension im betreffenden (;vfllﬁ er-
mitteln wollen.

In Abb. 9 ist das Schema des Blutkreislaufes wiedergegeben, nebst
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einigen der Literatur entnommenen Daten. Es maogen nun einige vor-
liufige Schliisse folgen beziiglich der Sauerstoffaufnahme und Abgabe.
Da unter der Haut ein O,-Partiardruck von etwa 50 mm herrscht,
wird in den % der Haut liegenden Blutgefiiien der Op-Druck nicht oder
nicht viel geringer sein. An der Hand der Dissoziationskurve sehen wir,
daBl das Himoglobin dann gréBtenteils mit O, gesittigt ist. Dies wird
auch noch der Fall sein, wenn der CO,-Einflub auf die Form der Disso-
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Abb. 9. Blutkreislauf vom Frosch nebst einigen Daten {iber die Gastension in Lungen und

Geweben,

ziationskurve sehr stark ist. Die Behauptung von DoLk u. Postya, dafl
in der Haut die Diffusion als Hlimiting facor'* auftritt, scheint mir bei
einem Sauerstoffdruck von 160 mm in der Umgebung des Tieres nicht
richtig zu sein. Sie hiitten, um dies zu beweisen, nachweisen miissen, daf}
bei hdheren Og-Drucken die O.-Aufnahme sich erhéht. Dal bei etwa,
100 mm O,-Druck in d-r Umgebung die O,-Aufnahme, wie sie fanden,
geringer wird, erweist meines Erachtens nur, daf} unter dieser Bedingung
die Diffusion limitiert, was auch in T_T}_Jel'(*iustimmuﬂg ist mit der
von CAMPBELL und mir gefundenen Daten, was aus folgendem sich
ergibt.
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Die Menge des durch die Haut diffundierenden O,
(p2 —p)!
I d
oder = (po—71) K.
= (160—50) K,
P = 0y-Druek in der Umgebung,
1 = 0,-Druck unter der Haut,
[ = Dicke der Haut,
d = Obertliche der Haut,
¢ = Diffusionskonstante in der Haut.
l, d und » sind natiirlich als invariabel durch eine konstante K zu ersetzen.
Diese Menge 8 = die Menge des vom Blute aufgenommenen O,. Nehmen wir
an, daB bei Verringerung des AuBendruckes, um 25 mm noch dieselbe Menge O,
vom Blut aufgenommen werden kann, dlum muf} p,—p, denselben Wert haben
wie bei einem AuBendruck von 160 mm, p, wird dann also 25 mm sein. Aus der
Dissoziationskurve ist abzuleiten, daB bei noch niedrigeren Drucken jedenfalls
ein viel geringerer Prozentsatz des Hiamoglobing 0\\(11(\1! wird. Dali Dorx und
Posruma bei 100 mm eine bedeutende Verringerung der O,-Aufnahme finden ist
dann auch verstiindlich. Bei 160 mm aber limitiert nicht die Diffusion. sondern
die Blutmenge, die durch die Haut stromt.

Cy

Die Behauptung der oben erwithnten Autoren: die Lunge leistet, was
die Hautatmung ihr zu leisten iibrig 1iBt, bleibt natiirlich zu Recht
bestehen,

Die Sauerstoffaufnahme in der Lunge wurde von I'rl. Bastert bei
verschiedenem Sauerstoffdruck untersucht. Bei Abtragung der betreffen-
den Partiardrucke auf der Abszisse cines Koordinatensystems und der
Oz-Aufnahme pro Viertelstunde auf der Ordinate erhiilt sie eine Kurve,
die zwei ziemlich scharfe Flexuren aufweist, bei ungefihr 120 und 60 mm
O,-Druclir,

Die Sauerstoffanfnahme in der Lunge ist, wie Frl. Basrrrr fand, bei
einem Partiardruck von 120—60 mm konstant, was durch eine vaso-
motorische Reaktion verursacht wird. Unterhalb 60 mm nimmt die Auf-
nahme ziemlich schnell ab. Dies sollte eine Folge der geringeren Diffusion
sein, da die Kapillaren jetzt maximal erweitert sind. Man mull dann aber
annehmen, dal} ein grofies Druckgefille an beiden Seiten der Lungen-
wandung besteht, da die Dissoziationskurve zeigt, dafl bei 50-—60 mm
noch etwa 95% des Hiimoglobins oxydiert wird. Selbst wenn der Einflull
der CO, sehr grol ist, kann die Sittigung bei 70 mm nicht viel weniger
als 95% betragen®. Indessen ist es in der Tat nicht unmiglich, dal} die
Lungenwand die Diffusion ziemlich stark herabsetzt, denn sie ist viel

I Vermutlich miifiten diese Biegungen der Kurve bei einem etwas geringeren
O,-Druck liegen. Da der O,-Druck in der Lunge withrend jeden Versuches sich
natiirlich verringert, lassen sich die zwei Ubergangsstellen der Kurve nicht sehr
genan feststellen.

2 ‘Wir erinnern aber daran, dafl die Methode von Cu. BAsterT nicht erlaubt,

den Umkehrpunkt der Verbrauchskurve genau zu bestimmen. Wahrscheinlich
liegt er bei niederer Sauerstoffspannung.
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dicker als die Wand der Lungenblischen der Siuger (hier ist bekanntlich
das Druckgefiille sehr gering).

Dagegen méchte ich die Behauptung von Frl. Basterr, daB die ziem-
lich stark erhéhte Q,-Aufnahme in der Lunge bei Partiardrucken ober-
halb 120 mm auf einer erhihten Sauerstoffaufnahme beruhe, in dieser
Form ablehnen. Das Hi moglobinist ja schon lingst gesittigt bei 120 mm
Os-Druck in der Lunge; es wird bei noch héherem Druck nicht viel O,
mehr aufgenommen werden kinnen. Nur die Menge des physikalisch
gelosten O, nimmt zu, aber das Quantum gelosten Sauerstoffes ist dem
gebundenen gegeniiber verschwindend klein (der Himoglobingehalt ist
ungefiihr ebensogroll wie beim Menschen, man sehe Tabelle 5 8).

Was nun schlieBlich die Abgabe des O, in den Geweben betri fft, davon
lifit sich jetzt eigentlich noch nichts sagen. CAMPBELL fand, wenn er eine
Luftblase in die Abdominalhéhle brachte, da3 der O,-Druck in dieser
Blase mit der Zeit 28 mm betrug. Bei diesem Druck wird noch fast kein
0, abgegeben vom Himoglobin. BEs geht nicht an, anzunehmen, dal} der
Sauerstofftransport bei relativ hohem Druck in der Umgebung nur durch
einfache Losung vor sich geht, wie dies bei héheren O.-Drucken bei
einigen Wirbellosen der Fall ist, denn da genugte eine viel geringere
Himoglobinkonzentration, wm das Zuwenig an gelostem Gas bei niedri-
gem Oy-Druck in der Umgebung durch chemische Bindung zu ersetzen.
Wahrscheinlich wird in den Geweben selbst ein niedrigerer O,-Druck
herrschen als in Cavrnrris Luftblase. Der Bohr-Effeldt niitzt hier auch
nichts, denn im ganzen Froschkérper herrscht fast derselbe CO,-Druck
wie in der Lunge.

Ich brauche iibrigens wohl nicht hervorzuheben, daB die vorhergehen-
den Betrachtungen viel mehr Programmatisches als Erschlossenes ent-
halten. Erst wenn wir die 0,-Dissoziationskurven bei CO,-Druck von
7—16 mm kennen, auBerdem die O,- und CO,z-Spannungen in verschie-
denen groBen BlutgefiBen tonometrisch bestimmt sein werden bei ver-
schiedenen O,-Partiardrucken in der Lunge und der Umgebung, werden
wir vielleicht einen hefriedigenden Uberblick tiber den Sauerstofftrans-
port erhalten. Auch die Rolle der Milz als eventuelles Blutreservoir wiire
zu beriicksichtigen.

Auf eines méchte ich noch hinweisen! In vielen Lehrbiichern der
Zoologie wird behauptet, die Kaltbliitiglkeit der Reptilien und Amphibien
wiire auf die Mischung von arteriellem und venésem Blut z uriickzufithren.
Die Tiere verkehrten eigentlich immer in einem asphyktischen Zustande.
Daf beim Frosch (und wie Gaarpur fand, beim K arpfen) der Sauerstoff-
konsum mit steigendem O,- Partiardruck erhéht wird, scheint in Uberein-
stimmung zu sein mit genannter Hypothese: allein bei anderen poikilo-
thermen Tieren tritt eine V. erringerung des Sauerstoffverbrauchs erst auf
bei einem O,-Partiardruck in der Umgebung von 40—50 mm, wie GAAR-
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DER fiir Tenebrio, DoLK u. v. . Pasvw fiir Lumbricus feststellten. Auch
weist die von CamprerL gefundene O,-Spannung im Cavum abdominale
von Rana auf eine positive, wenn auch wahrscheinlich viel niedrigere,
Gewebsspannung hin.

I11. Planorbis.
Ich habe auch einige Versuche iiber das Blut von Planorbis corneus
angestellt. Die wenigen Daten haben natiirlich nur vorliufigen Wert,
speziell die, die sich auf der Dissoziationskurve bezichen.

§ 1. Technisches.

Die relative Siittigung des Hiimoglobins wurde von mir in derselben
Weise bestimmt wie die von Heliz-Blut.

Die benutzten Kiivetten mufiten infolge der starken Lichtabsorption
durch das Himoglobin viel enger sein. Thre innere Dicke wurde mit Hilfe
eines Zriss-Mikroskops bestimmt, welches anf kleinste Staubpartikelchen
auf der Innenseite der Winde eingestellt wurde. Die abgelesene Touren-
zahl der Mikrometerschraube ermdglichte durch oi]_uf:whe: Multiplikation
mit 50 ¢ die Burovhmmg des gesuchten Abstandes der Seitenwiinde. Da
es sich hier um sehr kleine Blutmengen handelt (30 Tiere geben nur 5 bis
6 cem Blut) und beim Herstellen der Gasgemische durch das Evakuieren
und Zugeben von N, das Blutvolumen sich bald nicht unbetriichtlich
éindert, habe ich nur vier Punkte bestimmen kénnen. Wiederholung der
Versuche war umsomehr zwecklos, als es sich zeigte, dal} die Konzentra-
tion und die Affinitit fiir 0, des Himoglobins aullerordentlich stark
schwanlkt.

Das Blut erhielt ich, nachdem die Tiere sorgfiltig mit Flielipapier ge-
trocknet waren, durch Einstich in den FuBl. Das Blut wurde filtriert. Die
]‘]iscnl)c'stinnnungon wurden an 1 cem Blut vorgenommen. In Abb. 10
und 11 findet sich ein ausgearbeitetes Versuchsergebnis.

Temperatur des untersuchten Blutes 200.

§ 2. Versuchsergebnisse,
Tabelle 9. Planorbis.

Kolorimeterzahlen.

‘ 0% 7% I 63%, 100%, Yersuch ! Versuch
Ox.-Him, Ox.-Hiim, | Ox.-Him, Ox.-ITiim. I | IT
o = | v | o | T,
6256 ' 1 6/, | 5%, 6 | o [ 6%,
530 41/, 3 | 23/ | 2 | 2% 1
535 2 2 Uy | V| 1 21/,
540 o L37s 32 1 ‘ 1 17/,
545 2 11/, 13/, 1, | 11/, 11,
¥ 91/ a1/ . | 938/
550 2 2, 21/ : ‘ 23/ } 9
5565 ), 3 | 33/, 5 | 43, 21/
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Tabelle 9 (Fortsetzung).

0% 3% | ey 100% | Versueh | Versuch
Ox.-Him. Ox.-Him. = Ox.-Him. Ox.-Hiim, | L . I
sl 3, 4, | e 51/, 2/,
565 2 - 3 3/, 4 4 a1/
570 ' 2 2 2 2 2 2
575 21/ ‘I 11/, 1%/, 1 11, 2
580 5 3, | B | 31/, 43/,
585 [ 13 14 15 17 151/, 13
590 30 | 30 491, 60 541/, 39
I. O,-Druck im Saturator: 9,6 mm Hg: Sattigung: 87%.
11. % 3 4 3,6 mm Hg: . 15%
Sauerstoffkapazitit nach Fe-Bestimmung, berechnet (pro 1 cem Blut).
Kolorimeterzahlen [ 0Ox-Kapazitit in cem Mittelwert in emm
1 30/47,65 ! 25,2
2 ! 25/39,64 | 25,3 25,3
3 25/’.3!) 64 | 25,4
Das Blub bindet also 2,53% 0O.,.
Tabelle 10.
Kolorimeterzahlen!,
0% ’ 97% 6395 I 1009, Versuch T Versuch
Ox.-Hiim. | Ox.-Him. Ox.-Him. { Ox.-Him. [ 11
| | | |
525 43 | 421, 401, | 30, 41
2 : i s hE | : il
53 | 38T, 311/, 26ty | 22t 281/, 305/,
535 31 24 171, | 141, 211/, 241/,
540 |  25%, 20 | 15 | 121, 174/, 205/,
545 21 19 | 17, 161/, 1 8ASSIEN103/
550 19 | 21, 23 | 268/, 2114 21
555 185/, 251/, 311/, 375/, 245/, 923
560 193/, 261/, . 40 2.,3‘ 241/,
/s , 1 2
565 214, | 25, 275/, 321/, 251/, | 24%,
670 | 28%, | =221, | 21 | 188/, 222/, 25
676 | 351, | 25, 18 13y, 238/, 31
580 | 47y, ‘ 30 30Y, | 241, 35 41/,
1. Oz-Druck im Saturator: 10,4 mm Hg. Sittigung: 45,5%.
1% ¥ T = 8,9 mm Hg. ™ 30,3%.

1 Die hier gegebenen Zahlen geben nicht die im Vergleich mit reinem Wasser
durchgelassenen Lichtmengen an, sondern sind durch 4 zu dividieren. Am Kolori-
meter befindet sich eine Vor richtung, die es gestattet, die Intensitit des Lichtes
zu verstirken, was bei stark gefirbten I‘Iuhmgkmten von Vorteil ist.
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Sauerstoffkapazitiit.
I. 51/, cem Blut von 28 Tieren.
Nach kriftigem Schiitteln 2 Proben von 1cem in v. Sumke-Pumpen und
2 Proben fiir die Fe-Bestimmung in Wigeglischen.
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5 A“*‘r—""l_"““l’t ;;; Eff‘]"} im Mittel 35,4 = 17,1 emm.

Kolorimeterzahlen: 10.2/30; 11,55/30. Mittelwert: 10,875/30.
0,-Kapazitit des Himoglobins: 10,875/30 > 0,1 < 401 = 14,54 emm.
Also 1,45% O, bei 160 mm Druck.

1. 6 emm Blut von 26 Tieren.
Ausgepumpt 37,53 Einh. = 18,76 emm.
Kolorimeterzahlen: 10,61/30,0; 10,22/30,0. Mittelwert: 10,4/30,0.
0,-Kapazitit des Himoglobins: 10,4/30.0 x 0.1 x 401 = 13,9 emm.

§ 8. Diskussion.
Die ersten Versuche wurden im Sommer 1920 angestellt. Zu meinem
Erstaunen fand ich bei der Spektrophotometrie vom Blute der Tiere, die
Im Sommer 1930 untersucht wurden, eine etwa zweimal grollere Licht-
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Abb. 120 Ou-Dissoziationskurve von: 1. Planorbis-Blut bei 200 2. Planorbis-Blut bei 200

nach Daten von J, LEITOH — - — ¥ « — — 3. Planorbis-Blut bei 200 bei Anwesenheit von 14 mm

CO= nach Daten von J. LEITCH — - — A — +— 4. Von einer verdiinnten Losung von Mlanorhis-
Himoglobin nach Daten von ANSON und MIRSKY filr 200 interpoliert - - - - - - - ’

absorption. Im Einklang damit fand ich auch ein zweimal griBeres Q.-
Bindungsvermogen des Hiimoglobins, berechnet nach Fe-Bestimmungen.
Obendrein hatte das Himoglobin, nach den wenigen Bestimmungen der
relativen Sittigung zu urteilen, eine um die Hilfte geringere Affinitit fiir
0,1. In Abb. 12 finden sich die vier von mir und auBerdem zwei von
Kroon u. LEiton bestimmte Punkte. Dazu kommen noch zwei Ver-
suche, die von KrocH u. Lurren angestellt wurden, wobei das Blut bei

Anwesenheit von 2% CO, saturiert wurde. Wie man sieht, darf man

1 Selbst wenn das Tier sich in sein Gehiuse zuriickgezogen hat findet durch
die Mantelwand hindurch Gasaustauseh mit der Umgebung statt,

Z. 1. vergl. Physiologie Bd. 16. 9
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eigentlich nicht von einer Dissoziationskurve von Planorbis-Blut reden.
Die Schwankungen in den Versuchen mit verschiedenen Blutproben sind
aullerordentlich groB. Daneben scheint die Bedeutung des Einflusses der
Kohlensiiure ganz zuriickzutreten.

Ob die Unterschiede auf eine Anpassung seitens der Tiere an ein
spezielles Milieu oder auf »»Rassen‘“-Unterschiede zuriickzufiithren sind,
lieBe sich nur durch cin grolles Zahlenmaterial entscheiden, Tijp eine ge-
naue ['ntermw]mng des O.-Transports wiire ein einheitliches Material
notwendig.

Indessen sind die gewonnenen Zahlen doch nicht gianzlich wertlos,
Die Kurven verlaufen im ganzen ziemlich steil und es ist sehy fraglich,
ob fiir diese Tiere mit ihrem geringen Himoglobingehalt, wo also der
physikalisch geldste O, eine grofle Rolle spielt, und die auch nicht in einer
geradezu Q,-armen Umgebung leben, die Form der Kurve die grofie Be-
deutung hat, wie etwa bei Chironomus, Arenicola und anderen »Schlamm.
bewohnern*:.

In vielen Punkten stimmt die Aufnahme und der Transport der
Atmungsgase bei Planorbis mit der von Rane iiberein : auch hier ist eine
Vm‘rntslunge und die Bcdcutung der Hnntaf;numg wird noch erhéht
durch das Auftreten ciner sogenannten akzessorischen Kieme. Planorbis
ist aber kein ,,Amphibium*, sie lebt im Wasser und kommt nur bisweilen
an die Oberfliche, um die Lunge zu ventilieren.

Das Blut verlift das Herz durch eine Arterie, die sich in Kinge-
weidesack und Fuly veriistelt, kommt dann in ein Lak!_mms_}mtmn, Wo
cs den Sauerstoff abgibt, aber da, wo es dicht unter der Haut vom Fuf}
und durch die Kieme stromt, auch wieder Sauerstoff aufnimmt; es
kommt durch ein Venensystem in die Lunge, wo eine weitere Sauer-
stoffaufnahme stattfinden kann und schlieBlich durch dje grolle Lungen-
vene in das Herz zuriick,

Es leuchtet ein, daB, da das Blut durch die vorhergehende O,-Ayf.
nahme in der Haut nie giinzlich sauerstoffrei in die Lunge kommt, eg bei
niedrigerem O,-Drucke in der Mantelhéhle daselbst keinen Sauerstoff
mehr aufnehmen kann'. Da nach G. Bunscnorey . C. FourNier
der Druck in der Lunge bis etwa 10 mm heruntergehen kann, wihrend
das Tier sich in ventiliertem Wasser von 200 ]_)(.‘fint‘]('.t, scheinen Haut-
und Kiemenatmung wenigstens bei hiheren Temperaturen bei weitem
nicht die Bedeutung zu haben, wie I. Lerrog meinte. Sie behauptete,
dall Planorbis, ohne seine Lunge zu ge brauchen, noch im Wasser mit einer
b‘allerstoffspa.nnung von etwa 50 mm leben kann. Das ist aber nicht
richtig: HAzZELHOFF konnte nachweisen, daf} die Schnecke nach oben
kriecht, um die Lunge zu ventilieren, wenn dijese noch etwa 4% 0, (also
O, mit einer Spannung von ungefihr 30 mm) enthilt. Dal3 tberhaupt
eine so starke Abnahme stattfindet, wiire nicht in Uhereinstimmung mit
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einer geniigenden Sauerstoffzufuhr ins Blut durch die Haut hindurch.
Planorbis kommt im Sommer meistens zwei- bis dreimal pro Stunde an
die Oberfliche.

Hazrermorr konnte eine sehr regelmillige Abnahme der Sauerstoff-
spannung, C. FourNier u. . Bunscaoren einen ziemlich konstanten
Sauerstoffverbrauch in der Lunge nachweisen bei Partiardruckenvon
120 bis ungefihr 40 mm. Da der Sauerstoffverbrauch oberhalb 120 mm
Partiardruck in der Lunge schnell ansteigt, die Sauerstoffzufuhr inden
Geweben dann also limitierender Faktor ist, mufl auch die Sauerstoff-
abgabe in den Geweben unter diesen Umstiinden konstant sein. Dies
wird nun ermdglicht durch das Himoglobin.

Natiirlich nimmt die Menge des physikalisch im Blute gelésten Sauer-
stoffs stetig ab, die Sauerstoffabgabe in den Geweben miilite auch regel-
mifig abnehmen, wenn von einem gewissen Punkte an das Hiimoglobin
nicht anfing, einen Teil seines Sauerstoffs abzuspalten. Dies geschieht,
wenn der Partiardruck in der Lunge 140 mm betrigt. Der Druck an der
Peripherie der vom Blute umspiilten Gewebe betrigt dann, wie aus der
Dissoziationskurve ersichtlich ist, 7—15 mm*. Nehmen wir an 10 mm.
Dieser Druck wird sich nun eine Zeitlang sehr wenig indern, denn eine
geringe Krniedrigung hat eine starke Reduktion des Oxyhiimoglobins zur
Folge. Der abgegebene Sauerstoff verhiitet eine weitere Erniedrigung
des O,-Druckes. Solange das Himoglobin in der Lunge mit Sauerstoff
gesittigt wird, wird der Zustand sich kaum indern. Eine absolute Kon-
stanz ist natiirlich nicht zu erwarten, da die totale Oy,-Zufuhr doch all-
mihlich efwas abnimmt. Je weniger Sauerstoff in physikalisch geléstem
Zustande den Geweben zugefithrt wird, je mehr wird vom Himoglohin
abgegeben werden und dies hat, wie aus der Dissoziationskurve ohne
weiteres ersichtlich ist, eine wenn auch sehr geringe Druckerniedrigung
im Blute und damit eine etwas geringere Zufuhr zu den Geweben zur
Polge.

Bei einem Druck von 25—30 mm in der Lunge wird das Himoglobin
nur teilweise oxydiert, und da eine Sittigung von 90% bei 1020 mm
Partiardruck stattfindet, sehen wir, dall der Druckunterschied zwischen
Lunge und Blut nicht viel mehr als 10—15 mm betrigt. Die oben er-
withnten Zahlen 2530 mm bediirfen noch einer Erliuterung. Solange
das Himoglobin in der Lunge fast ginzlich oxydiert wird, kann in den
seweben dieselbe Menge O, abgegeben werden. Wenn nun von den
Damen FourNIER u, Bunscuoren gefunden wurde, dal} der Sauerstoff-
konsum unterhalb 30 mm stark abnimmt, dann diirfen wir daraus
schliefen, dall nun das Himoglobin nur teilweise mit O, gesiittiogt
wird.

1 Die Sattigung des Himoglobins betrigt nur noch ungefihr 70%.

3*
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Zusammenfassung,

L. Kine spektro-kolorimetrische Methode zur Bestimmung der rela-
tiven Sittigung von Blutpigmenten mit Sauerstoff wird beschrieben.

2. Die Dissoziationskurve vom Blute von Helix pomatia wurde be.
stimmt; sie zeigt eine ihnliche Entladlmgﬁspamnmg wie die von HogeEN
u. PINHEY fiir dialysiertes Heliz-Blut bestimmte.

3. Die Methoden von BArCROFT und vax SLYKE zur Bestimmung des
0,-Gehalts einer Blutprobe wurden so modifiziert, daB sie sich zur Unter-
suchung von Iroschblut eigneten.

4. Die Gaspipette nach Jorpan wurde abgeindert und auf Genauig-
keit der O,-Bestimmung gepriift,

5. Die O,-Dissoziationskurve von Rana esculenta wurde bestimmt. Sie
verliuft bei 200 (also bei So:1111181‘tcmpera-t-ur) dhnlich oder nur wenig
steiler als die vom Menschenblut.

6. Der Himoglobingehalt vom Froschblut wurde mit Hilfe der Eisen.
bestimmungsmethode von SAN Y1y Woxg bestimmt. Er ist ebenso hoch
wie der vom Menschenblut.

7. Eine vorliufige Ubersicht iiber die Sa,uerstoffverteiiung im Frosch-
korper wurde mit Hilfe der friiheren 1?1'1t-ersuc]nmgun anderer Autoren
und der von mir gefundenen Daten gegeben.

8. Einige Punkte der 0.-Dissoziationskurve von Planorbis corneus
wurden bestimmt. Die Kurven von Tieren verschiedener Herkundt schei-
nen sich auflerordentlich stark voneinander zu unterscheiden.  Auch
der Himoglobingehalt schwankt stark.

Einige biologische Betrachtungen iiber den Os-Transport  im
Schneckenkorper wurden angestellt.

Alle Untersuchungen fanden bej 209, also einer ginstigen Sommer-
temperatur statt.

Herrn Professor H. .J. Jorpax danke ich herzlich fiir sein reges Intor.
esse und Herrn Professor A, Scnoorr fiir die Erlaubnis sein Kolorimeter
zu benutzen.
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STELLINGEN

I

Bij de opname van O, door de weefsels van Helix speelt CO, geen rol van
beteekenis als factor, die het afgeven van 0O, door de Oxyhaemocyanine he-
vordert,

11.

Het is niet waarschijnlijk dat het Bohr-effect voor Rana een hiologische
beteckenis heft,

11T

Met recht beweert C. Stieler, dat Dorygnathus slechts b_ij steile kusten ge-
leefd heeft (Naturw. Wochenschr, N. F. Bnd. 21. S. 273, 1922))

IV.
Het is niet gewenscht bij het definiceren van het coeloombegrip, naast

morphologische kenmerken. de z. g oorspronkelijke functie als criterium te
gebruiken. :

V.
Bij quantitatieve bepalingen van verschillende koolhydraten in plantendeelen
mag de enzymwerking niet door verhitting uitgeschakeld worden,
VL
De mogelijkheid cen ideale Blackman-kromme te verkrijgen bestaat slochts
Wanneer de temperatuurquotiénten der reacticsnelheden der componenten van
de onderzochte ketenreactie sterk verschillen.
VI1I.

Prikkelgeleiding door een zenuw vindt met decrement plaats,

VIIT.
De opvatting van Krogh, dat in cen ketenreactic in het organisme alleen
de langzaamste reactie als ,limiting factor kan optreden, is niet juist.
IX3

Wetenschap heeft — wanneer men afziet van haar eventueele beteekenis voor
de peconomie der menschelijke samenleving — slechts cultureels waarde B
het kader eener wereld-en levensheschouwing.

X.
Het is gewenscht, dat de tijd, besteed voor het onderwijs in Natuurlijke

Historieop Gymnasia en Hoogere Burgerscholen, gehandhaafd blijit; opvoering
van het aantal lesuren is niet in het belang der Ioerlingcn,
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