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l. Stoffwechseluntersuchungen des Harnes.

A. Nachweis, Bestimmung und Unterscheidung

der verschiedenen Zuckerarten.
1. Traubenzucker.
Qualitativer Nachweis:

a) Trommersche Probe: Man fiigt dem zu untersuchenden Harn
in einem Reagensglas etwa '/, seines Volumens 10%ige Natron- oder
Kalilauge zu und unter Umschiitteln tropfenweise so viel verdinnte
Kupfersulfatldsung, bis dieses sich in der Fliissigkeit nicht mehr 16st,
sondern in Flocken ausfillt. Falls Zucker vorhanden ist, muB erheblich
mehr Kupfersulfat zugesetzt werden, bis ein Niederschlag auftritt. Nun
wird bis zum Sieden erhitzt, wobei sich bei Anwesenheit von Zucker
ein dicker Niederschlag von gelbrotem Kupferoxydulhydrat oder braun-
rotem Kupferoxydul bildet. EiweiBhaltige Harne miissen vor Anstellung
der Reaktion enteiweiBt werden.

Bei kleinen Zuckermengen (unter 0059%) kann die Trommersche
Probe unter Umstinden negativ ausfallen.

b) Nylandersche Probe: Zu 10 ¢m® Urin fiige man in einem
Reagens- oder Becherglas 1 em® Nylanders Reagens (Bismut. subnitr.
240, Natr. Kal. tartar. 40, Natronlauge 8% ad 10000) und koche die
Mischung bis zu 3 Minuten. Bei Vorhandensein von Zucker tritt ein
schwarzer Niederschlag von metallischem Wismut auf. EiweiBhaltige
Harne miissen vorher enteiweiBt werden.

Die Nylandersche Reaktion ist feiner als die Trommersche, aber
auch unspecifischer, und wird zuweilen auch beim Vorhandensein nicht
kohlenhydratartiger reduzierender Substanzen (Harnsdure und Kreatinin
bei sehr konzentrierten Urinen, Glykuronsiduren u.s. w.) positiv.

¢) Benedicts Probe'): Zu 7 cm* von Benedicts Reagens (reines

) Benedict, Journ. Amer. Med. Ass. 1911, 57, 1193.
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krystallinisches Kupfersulfat 17-3, Kalium- oder Natriumcitrat 1730,
wasserfreies Natriumcarbonat 10000 [oder wasserhaltiges krystallinisches
Natriumcarbonat 270:0, dieses ist leichter loslich], Aqg. dest. ad 1000-0;
Citrat und Carbonat werden zusammen in 700 ¢m® heiBen Wassers ge-
lost und eventuell filtriert, dann das Kupfersulfat unter Rithren eingetragen
[unbegrenzt haltbar]) fiigt man in einem Reagensglas 8 Tropfen Urin,
schiittelt um und stellt das Reagensglas 5 Minuten lang in ein kochen-
des Wasserbad. Aus dem Ausfall der nach dieser Zeit auftretenden
Farbenreaktion laBt sich der Zuckergehalt auch ungefihr quantitativ
schitzen. Bei einem solchen von 008—0'1% entsteht eine schwach
erbsengriine Farbe, bei ungefihr 059 ist die Farbe briunlich-griin,
bei 05—089% braun, bei 1% gelb und itber 29 rot. Auch hier kann
bei Abwesenheit von Zucker in sehr hochgestellten Urinen Kreatinin
eine positive Zuckerreaktion vortiuschen. EiweiBhaltige Harne miissen
enteiweiBt werden. Die Benedictsche Probe hat sich uns gut bewihrt,
sie ist vielleicht etwas feiner als die Nylandersche.

Quantitative Bestimmung:

Diese kann erfolgen mittels der

a) Polarisation, da der Traubenzucker die Ebene des polarisierten
Lichts nach rechts dreht. Die iiblichen Polarimeter erlauben die Ablesung
der vorhandenen Traubenzuckermenge in Prozenten. Vor Ausfithrung
der Bestimmung muB der Harn durch Zufiigen einer Messerspitze Blei-
acetat und Abfiltrieren des darnach entstehenden Niederschlages ent-
farbt und eventuell enteiweiBt werden.

6) Vergirung im Lohnsteinschen Girungssaccharometer, in
dem die durch Hefezusatz sich entwickelnde Kohlensiure die Queck-
silbersdule emportreibt und der prozentuale Zuckerwert an einer dem
Apparat anhaftenden Skala abgelesen wird. Kontrollen mit reiner Hefe-
losung und Hefe mit Traubenzuckerlosung.

¢) Reduktion. Wir benutzen die titrimetrische Bestimmung
nach Pavy?!)-Sahli®), die auf der Reduktion einer Kupferlosung zu
Kupferoxydul oder Kupferoxydulhydrat durch Traubenzucker beruht.

Losungen:

1. Kupfersulfat puriss. wasserfrei.... 4158
AXqerdesiamonive. iy 5 1is e 5000
) Pavy, Physiologie der Kohlenhydrate, Wien 1895, Deuticke. — % Sahli,

Deutsche med. Wochenschr. 1905, S. 1417.
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2. reinstes getrocknetes Seignettesalz 204

Kalium hydricum puriss.......... 204
Addest, il s e 100:0
Nach erfolgter Lésung Zusatz von
Ammoniak (spec. Gew. 0:88)...... 300:0 em®
FNo S (] e it el i Ui AL A o ad. 5000 ¢m?

Je 5em® von Loésung 1 und 2 gemischt, entsprechen genau 10 ¢m®
der urspriinglichen Pavyschen Losung und 0005 g Traubenzucker.

Zunachst ist der Titer der Pavyschen Losung zu bestimmen.
Dazu bereitet man sich eine 19ige Traubenzuckerlésung und titriert
damit 3mal je 10cm® der gemischten Pavyschen Losung (5¢m® von
Losung 1+ 5 em® von Losung 2), die mit je 30 cm® Wasser verdiinnt
sind. Das mit der verdiinnten Pavyschen Losung gefiillte Kolbchen
wird auf einem weiBen Asbestdrahtgeflecht bis zum schwachen, aber
deutlichen Sieden erhitzt. Zu der kochenden Fliissigkeit 148t man in
kleinen Mengen, so daBl das Kochen nicht unterbrochen wird, die Trauben-
zuckerlosung aus einer Birette zuflieBen und achtet genau auf die
Firbung der Lésung. Sobald diese heller zu werden anfingt, verlang-
samt man den ZufluBb der Zuckerlosung, bis vollige Entfirbung ein-
getreten ist. Die Anzahl der nun verbrauchten Kubikzentimeter Zucker-
losung muB bei exaktem Arbeiten genau 5 betragen, da 10cm® der
Pavyschen Losung 0-005 Traubenzucker entsprechen.

Ausfithrung: Der zu untersuchende Urin ist so zu verdiinnen,
daB sein Zuckergehalt zwischen 05 und 1% liegt, da die Methode am
genauesten arbeitet, wenn 5 — 10 ¢m® Urin zur Reduktion von 10 gm?®
Pavyscher Losung gebraucht werden. Die Verdiinnung mubB sehr exakt
mit Pipette und MeBkolben ausgefiihrt werden, unter Verwendung
griéBerer Fliissigkeitsmengen (z B. 2:100). Man verfahrt nun genau so
wie bei der Feststellung des Titers, nur daB man statt der Trauben-
zuckerlosung den (eventuell verdiinnten) Urin nimmt.

Berechnung : Bezeichnet man die Zahl der verbrauchten Kubik-
zentimeter Urin mit x, und die angewandte Verdiinnung mit y, so ist
der prozentuale Zuckergehalt des untersuchten Urins

a0y
X

Der so erhaltene Wert kann nur mit Vorbehalt ausschlieBlich auf
Zucker (Dextrose, Livulose, Maltose, Milchzucker) bezogen werden, und
entspricht, genauer gesagt, dem Gehalt des Urins an reduzierender
Substanz.
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2. Lactose.

Unterscheidet sich vom Traubenzucker dadurch, daB sie durch
reine Hefe nicht vergoren wird. Dagegen reduziert sie und dreht etwa
ebenso stark rechts wie der Traubenzucker. Der Schmelzpunkt ihres
Osazons (s. u.) liegt etwas, dessen N-Gehalt erheblich unter dem des
Traubenzuckers.

Der qualitative Nachweis der Lactose mittels der Rubnerschen
Probe wird von Neuberg als unbrauchbar verworfen. Diese besteht
darin, dafi 10 ¢m® mit 1 —2 Messerspitzen Bleiacetat versetzten Urins zum
Sieden erhitzt werden und der siedend heilen LoOsung tropfenweise
konzentriertes Ammoniak zugesetzt wird, bis der entstehende Nieder-
schlag beim Umschiitteln nicht mehr verschwindet. Dann farbt sich die
Losung und der Niederschlag intensiv gelb, bei stirkerer Konzentration
mehr rotlich.

3. Pentosen.

Die Reduktion von Kupfersulfat geht erst nach lingerem Kochen
schuBweise vor sich (Salkowski).

Die Harnpentose ist optisch inaktiv, da es sich um eine racemische
Arabinose handelt (C. Neuberg), und nicht giarungsfihig.

Der Schmelzpunkt des Osazons (s. u.) liegt erheblich niedriger als
der des Traubenzuckers, sein N-Gehalt ist etwas hoher. Die gelben
Nadeln des Osazons sind in heiBem Wasser l6slich und fallen erst beim
Erkalten aus, wihrend sich die Osazonnadeln des Traubenzuckers schon
in.der heiBen Ldosung abscheiden. Am einfachsten erfolgt der qualitative
Nachweis mittels der Tollenschen Orcinprobe.

Diese wird in der Modifikation von Salkowski so ausgefiihrt, daB
man etwa 4 em® Harn mit einem Kdérnchen Orein und doppeltem Volumen
rauchender Salzsdure erhitzt. Es tritt ganz voriibergehend Rot- oder
Violettfirbung und dann eine griinliche Firbung auf. Man kiihlt den
Harn etwas ab, gibt etwas Amylalkohol zu und schiittelt gelinde. Der
Amylalkohol nimmt dann — je nach der Menge der Pentose — hellgriine,
grasgrune, smaragdgriine, blaugriine Firbung an; im Spektralapparat
zeigt dieselbe einen gut ausgebildeten Absorptionsstreifen im Rot zwischen
C und D, mitunter noch einen zweiten schwachen Absorptionsstreifen
nach links. Wenn man den Harn mit Tierkohle entfirbt, verliuft die
Reaktion besonders schon (Salkowski). Die von Bial vorgeschlagene
Modifikation beruht darin, daB etwas Eisenchloridlésung zugesetzt
oder das fertige Bialsche Reagens benutzt wird (Acid. mur. conc. 2500,
Orcin 0°5, Liqu. Ferri sesquichlorati gtt. 10). Die Orcinprobe ist der Tollen-
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schen Phloroglucinprobe vorzuziehen, weil sie weniger leicht Tauschungen
durch gleichzeitiges Vorhandensein von gepaarten Glykuronsiuren, die ja
auch im normalen Urin vorkommen konnen (s. u.), hervorruft. Jedoch
darf man nicht lange mit Salzsdure kochen, um nicht die Glykuronsauren
aus ihren Verbindungen frei zu machen, denn freie Glykuronsiuren
geben auch die Orcinreaktion (s. u.). Unter Umstinden konnen freilich
auch die gepaarten Glykuronsiuren, wie P. Mayer gezeigt hat, bei
Stehen des Urins zerfallen. In solchem Fall fillt auch die Orcinprobe
positiv aus. Die Feststellung, ob Glykuronsiure. vorliegt, kann durch
Darstellung der Bromphenylhydrazinverbindung derselben geschehen,
die sehr charakteristische optische Eigenschaften hat (C. Neuberg).

Die Orcinprobe ist eine auBerordentlich feine Reaktion, so fein, daB
die Pentosane, die der Urin bei mehrmaligem Filtrieren durch Filtrier-
papier aus diesem aufnimmt, schon geniigen, um sie deutlich positiv
ausfallen zu lassen. Man soll deshalb haufiges Filtrieren des Urins durch
Filtrierpapier oder langes Stehenlassen desselben auf dem Papierfilter
vermeiden und notigenfalls Asbest oder Glaswolle dazu verwenden
(Umber).

Die von Neumann?) angegebene Modifikation der Orcinprobe
erscheint, auch nach Sachs?®), besonders zweckmabBig zur differential-
diagnostischen Unterscheidung der hier in Frage kommenden Kohlen-
hydrate. Ihre Vorschrift ist folgende:

10 Tropfen (=1'/, em®) der zu prifenden waBrigen Zuckerlésung
werden in einem weiten Reagensglas mit 5 em® kduflichem 99 9, igen Eisessig
und einigen Tropfen einer starken (etwa 5 % igen) alkoholischen Orcinlosung
versetzt und dann nach dem Umschiitteln bis zum volligen Sieden
erhitzt. Man hilt das Reagensglas mit einem Halter und ldBt nun aus
einer mit weitem Tropfrohr versehenen Tropfflasche konzentrierte
Schwefelsdure hinzuflieBen, indem man anfangs 2mal nach je 5, dann
nach je 10 Tropfen kriftig umschiittelt. Dieses tropfenweise Zugeben der
Schwefelsaure unter Umschiitteln ist notwendig, weil sonst die Fliissigkeit
mit Sicherheit aus dem Reagensglas hinausgeschleudert wird. Man fagt
so lange Schwefelsiure hinzu, bis nach dem Umschiitteln ein recht
deutlicher Farbton bestehen bleibt. Dieser Endpunkt richtet sich nach
der Konzentration der zu priifenden Zuckerlésung, ist aber auch bei
sehr schwachen Losungen durch 40—50 Tropfen zu erreichen. Mehr
als 50 Tropfen zuzusetzen hat keinen Zweck, weil dann eine etwa auf-
tretende gelbe Firbung durch Zersetzung des Orcins herbeigefiihrt wird.
Umgekehrt ist aber auch nach Eintritt deutlicher Farbung der weitere

““‘; :\'m—lmann, Berl. klin, Wochenschr. 1904, S. 1073. — *) Sachs, Biochem.
Zeitschr, 1907, Bd. 1, S. 383.

Umber, Emihrung und Stoffwechselkrankheiten. 3. Aufl. a7
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Zusatz von Schwefelsiure zu vermeiden, weil sonst einerseits Misch-
farben entstehen oder die Farbstofflosung wegen zu starker Firbung
nicht direkt mit dem Spektroskop untersucht werden kann. Man be-
‘ trachtet die Losung zur Feststellung des Farbentons und zur spektro-
skopischen Untersuchung erst nach einigen Minuten, wenn sie abgekiihlt
ist. Ist sie zu stark gefirbt, so kann man allemal mit Eisessig verdiinnen,
ohne daB sich die Farbe dndert. Zusatz von viel Alkohol oder Wasser
- kann erhebliche Verinderungen hervorrufen. Die stark mit Wasser ver-
setzten Losungen lassen sich zur Konzentrierung des Farbstoffs noch
mit Amylalkohol ausschiitteln.
Die Identifizierung der Pentose kann als Phenylosazon nach Neu-
' berg?') geschehen.

Die Farbstofflosungen haben folgende Eigenschaften:

ure ¢ 4
Zuckerart Farbe Absorptionsstreifen Durch Alkohal vdey

Wasser zersetzlich?

rechts von D, bedeckt

a) Arabinose violettrot nein
) gelb und gelbgriin

| 1. rechts von C im Orange, |
B) Xylose warm ; violettblau 2, wie bei a), jedoch trete

kalt: blau schwiicher. Beim Stehen
| nimmt 1 an Intensitit zu, 2 ab

links von C im Rot, das

¢) Glykuron- warm: griin Spek 3 durch Alkohol oder
siuren kalt: griinblau SAIZEISPCRIHILS Wasser ritlich
beschattet
‘ rechts von &) im Griin,
d) Glykose Reanmrot so daB vor dem Streifen noch

-
LA
=

Griin, hinter ihm Blau und |
| Violett zu sehen sind
—— = L = st
1. links von C im Rot wie
warm: braun bei ¢). 2. Verdunkelung,
kalt: gelbbraun beginnend wie bei d), bis

; durch Alkohol oder
zum SchluB des Spektrums i

_ ¢) Fruktose Wasser gelbgriin

Im normalen Zustand zeigt der Harn eine geringe briunlich-griin-
liche Fiarbung, die wahrscheinlich als Mischfarbe von den normalen
Spuren Glykuronsiure und Glykose herriihrt.

Yy Neuberg, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 1000, Bd. 33, II, S. 2243.
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4, Lavulose.

Nachweis mittelst der Seliwanoffschen Probe, die so angestellt
wird, daB man einige Kubikzentimer Harn mit der gleichen Menge
259 iger (offizineller) Salzsiure und einigen Kornchen Resorzin kurz
aufkocht. Bei Anwesenheit von Liavulose tritt eine Rotfirbung auf, die
bei stirkerem Lavulosegehalt schon beim Erwidrmen des Harns mit
eigentlimlich bldulich-roten Schlieren beginnt. Beim Auftreten der Rot-
fairbung kiithlt man unter der Wasserleitung, gieBt die Fliissigkeit in
eine Schale oder ein Becherglas, macht mit Soda alkalisch, gieBt in das
Reagensglas zuriick und schiittelt nun, nicht mit Amylalkohol nach der von
Rosin’) angegebenen Modifikation, sondern mit Essigdther (Borchardt?)
aus. Bei Anwesenheit von Lavulose firbt sich der Essigither gelb.

Das Vorhandensein von Nitriten, die sich im Harn nach lingerem
Stehen bilden konnen, kann unter Umstinden eine positive Seliwanoff-
sche Reaktion vortiuschen (R.u.O.Adler?®). Darum ist es zweckmaBig,
frischen Harn mit dieser Probe zu priifen, Auch Indikan kann eine
positive Seliwanoffsche Reaktion vortiuschen. Die Nitrite konnen durch
1 Minute langes Kochen des mit Essigsdure angesiuerten Harnes ent-
fernt werden. Borchardt empfiehlt in allen Fillen, in denen der In-
dikangehalt des Harnes groB ist, das Indikan vorher zu entfernen,
indem man gleiche Teile Urin und Obermeyersches Reagens mit
Chloroform mehrfach ausschiittelt. Da das Obermeyersche Reagens
rauchende Salzsaure enthélt, muB man nach AbgieBen des Chloroforms
erst mit '/; Volumen Wasser verdiinnen, damit die Salzsdurekonzentration
zur weiteren Anstellung der Seliwanoffschen Reaktion die richtige
wird; man fiigt dann einige Kdérnchen Resorzin hinzu und verfihrt in
der angegebenen Weise. Der Nachweis der Livulose soll hierdurch
nicht gestort werden.

Auch ein Gehalt des Urins an Urorosein kann eine positive
Seliwanoffsche Probe vortiuschen. Man erkennt es daran, daf die
Rotfarbung des Harns schon in der Kilte auftritt. Man soll dann das
Urorosein erst dadurch entfernen, daB man gleiche Teile Urin und
259, Salzsiure 2—3mal mit Amylalkohol ausschiittelt und dann nach
Abtrennen des Amylalkohols im Scheidetrichter, die Seliwanoffsche
Reaktion, wie oben angegeben, weiter durchfithrt (Borchardt). Ferner
kann bei Dextroselésungen in einer Konzentration, die 29 iiberschreitet,
bei gleichzeitiger zu starker HCI-Konzentration durch katalytische Um-

'} Rosin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 1903, Bd.38, 5.555; Salkowski-Festschrift 1904,
— %) Borchardt, Zeitschr. f. physiol. Chem. 1908, Bd.55, S.241. — * R.u.Q. Adler,
Zeitschr. f, physiol. Chem., Bd. 69, Heft 3 u, 4; Biochem. Zeitschr, 1912, Bd. 38, S. 310.

37"
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wandlung von Dextrose in Ldvulose eine positive Seliwanoffsche
Reaktion entstehen (Konigsfeld?).

Die Seliwanoffsche Reaktion ist sehr fein und zeigt im Urin noch
einen Livulosegehalt von 005 an.

Neuberg?®) hat zur Identifizierung der Livulose die Darstellung
des Fructose-Methylphenylosazons (vom Schmelzpunkt 158" und charak-
teristischem Verhalten im Pyridinalkohol) vorgeschlagen, das fiir Keton-
zucker Uberhaupt charakteristisch ist, wenn bestimmte Kautelen ein-
oehalten werden. Andere Ketonzucker als die Fructose sind aber im
Harn bisher nicht bekannt. R. Ofner hilt zwar diesen Nachweis nicht
fiir eindeutig, indessen hat Neuberg?®) seine Einwidnde zuriickgewiesen.

5. Maltose

verhiilt sich wie Traubenzucker, d. h. sie reduziert, ist giarbar und dreht
die Ebene des polarisierten Lichtes nach rechts, u. zw. iiber doppelt so
stark als Dextrose. Isomaltose hingegen ist nicht garbar, reduziert
und dreht nur etwas stirker nach rechts als der Traubenzucker,
Beide sind durch den Schmelzpunkt und N-Gehalt ihres Osazons charak-
terisiert (s. w.).

6. Glykuronsiduren

konnen, wie schon mehrfach erwihnt, zur Verwechslung mit Zuckern
Veranlassung geben. Sie sind in kleiner Menge in gepaarter Form im
normalen Harn vorhanden und treten in groBeren Quantititen nach
Einnahme einer groBen Anzahl von Substanzen der aromatischen und
fetten Reihe auf (Choralhydrat, Campher, Menthol, Terpentin, Carbolsiure
u. s. w.). Die gepaarten Glykuronsdauren drehen nach links, die freien,
die sich bei lingerem Stehen des Harns entwickeln konnen, nach
rechts, reduzieren stark und werden durch Hefe nicht vergoren; die
gepaarten Glykuronsduren reduzieren teilweise und sind nicht garungs-
fahig. Der Nachweis geschieht durch die Orcinprobe (s. 0. unter
Pentosen) oder die Phloroglucinprobe, die in der gleichen Weise
wie jene angestellt wird und eine kirschrote Farbe mit einem Absorp-
tionsstreifen zwischen D und E ergibt. Mit salzsaurem p-Bromphenyl-
hydrazin und Natriumacetat gibt Glykuronsiure eine in absolutem
Alkohol véllig unlésliche, in einem Gemisch von 4 e¢m® Pyridin und
6 em® Alkohol l6sliche Verbindung, die sehr starke Linksdrehung
zeigt (Neuberg).

Y Kénigsfeld, Ber. d. Deutsch, Chem. Ges. 1902, Bd. 35, §.959. — ®) Neuberg,
ebenda 1904, 37. Jahrg., Heft 17, S. 4616. — %) Neuberg, ebenda.
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7. Osazone.

Von groBer Bedeutung fiir die Identifizierung der verschiedenen im
Harn vorkommenden Zuckerarten ist die Darstellung ihres Osazons, dessen
Schmelzpunkt und N-Gehalt zu ihrer Charakterisierung dient. Die Osazone
entstehen beim Kochen des zuckerhaltigen Urins (etwa 10 ¢mm®) mit Phenyl-
hydrazin und50 % Essigsdure (je 5 Tropfen)im Wasserbad nach */, — 1 Stunde.

Uber den verschiedenen N-Gehalt und Schmelzpunkt der Osazone
sowie Giber die sonstigen fiir die im Harn vorkommenden Zuckerarten
charakteristischen Eigenschaften unterrichtet zusammenfassend die fol-
gende, dem Buche von Mohr-Beuttenmiiller?!) entnommene, etwas

modifizierte Tabelle:

2edul ;
Zucker : : Gitrung | | Spezielle Reaktionen
ion | t ‘
— i .
5 =7 | Osazonnadeln in heiBem
Yextrose 52400 ! 205 |ca, 157%
Dextrose 124 ; L. 15779 Wasser unldslich

| Seliwanoffsche Reak-
Livulose f 02:25° } 205" |ca. 1574 tion, Darstellung
des Methylphenylosazons

Maltose t - 136:5° 206" ca, 104
? 630 153 ca. 10%
maltose
Lactose : - 5253 200° | ca. 109 Rubnersche Probe?
l - AL
| unrein (_Jmnpmhe
Pentose Pl 0 157 — 160° Dﬂmnnaddn in heiBem

|
rein [ S | Wasser loslich, in kaltem
S 6s| .

|

| 166— 168 unldslich
G feil- | yer | |
].{ i voise | Schieden | logg_ogse|  ver- |
| Welst | stark | schieden |
T | links | | |
= | A BT | .
Freie s V=t . Orcin- und Phloroglucin-|
Glykuron- chieden'| . _ . 1200—2059( V& probe; Bromphenyl-
ykt stark | schieden drazinverbi
saure | hydrazinverbindung
% rechts | |

') Mohr u. Beuttenmiiller, Methodik der Stoffwechseluntersuchungen. Wies-
baden 19011, I. F. Bergmann.
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B. Acidosekorper.
Qualitativer Nachweis.
1, Aceton
wird nachgewiesen mit der Legalschen Probe:

Zu etwa 5 em® Harn fligt man einige Tropfen einer frisch berei-
teten etwa 59 igen Nitroprussidnatriumlésung und macht dann mit starker
Natron- oder Kalilauge alkalisch. Bei Anwesenheit von Aceton (auch
von reichlich Kreatinin) entsteht dann eine rubinrote Farbe (die langsam
abblaBt, wenn sie von Kreatinin herriihrt). Setzt man nun etwas Eisessig
zu, so tritt bei Anwesenheit von Aceton eine purpurrote bis karminrote
Farbung auf, die spiter iiber Violett in Blau iibergeht, wahrend bei
Abwesenheit von Aceton sich die Losung gelb firbt.

2. Acetessigsiure.

Zum Nachweis dient die Gerhardtsche Eisenchloridprobe:

Zu einigen Kubikzentimetern Harn fiigt man tropfenweise konzen-
trierte Eisenchloridlosung, bis der anfangs entstehende Niederschlag von
Ferriphosphat sich wieder auflost. Je nach der Menge der vorhandenen
Acetessigsiaure firbt sich die Losung bordeauxrot (+), dunkelrotviolett
(++) oder schwarz (+-+-). Eine positive Acetessigsiurereaktion kann
vorgetiuscht werden durch Ameisensiure, Essigsiure und Rhodanwasser-
stoffsiure, ferner durch Phenole und Phenolcarbonsiuren. Um zu ent-
scheiden, ob es sich um Acetessigsiure oder eine dieser Substanzen
handelt, wird der Harn vor Anstellen der Reaktion kurz aufgekocht:
handelt es sich um Acetessigsdure, so tritt die Reaktion jetzt nicht mehr
auf. Um die Acetessigsiure neben den genannten Sduren nachzuweisen,
prift man den dtherischen Auszug des angesduerten Harns mit einer
diinnen wiBrigen Eisenchloridlosung. Hierbei tritt keine Farbung auf,
wenn die Reaktion auf der Gegenwart von Ameisensiure oder Essig-
sdure beruhte. Bei Gegenwart von Rhodanwasserstofisiure wird die
itherische, bei Vorhandensein von Acetessigsidure die widBrige Schicht rot.

Nach GenuB von salicylsaurehaltigen Mitteln, Phenazetin, Antipyrin,
Thallin u. a. ist die Reaktion nicht brauchbar.

3. p-Oxybuttersiure

wird gewdhnlich nachgewiesen durch Uberfiihrung in a-Kroton-
sdure, indem der eventuell eingeengte Harn mit dem gleichen Volumen
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konzentrierter Schwefelsdure destilliert wird. Es ist dabei nach Embden
u. Schmitz?) zweckmiBig, das Volumen des Harnschwefelsduregemisches
durch Zutropfenlassen von Wasser aus einem Tropftrichter einiger-
maBen konstant zu erhalten. Aus den ersten Teilen des Destillates
scheidet sich bei geniigender Abkiithlung (Auffangen in eisgekiihltem
Kolben) unter Umstinden direkt die sehr charakteristisch riechende
a-Krotonsiure ab. Stets ist sie leicht zur Krystallisation zu bringen,
wenn man das gewonnene Destillat mehrmals ausithert und den
Ather spontan verdunsten 1Bt Der Schmelzpunkt der Krystalle liegt
bei 71—-72° Die Reinigung der eventuell durch fliichtige Fettsauren
verunreinigten Krystalle geschieht nach Embden u. Schmitz am besten
durch Losen in Ather, Verjagen des gréBten Teils des Athers durch
Erwiarmen und Féllung mit Petrolither. Der Schmelzpunkt der bei der
Destillation ebenfalls leicht mit den Wasserdampfen iibergehenden, aus
Hippursiure frei gewordenen Benzoesdure liegt bei 121°

Quantitative Bestimmung,

a) Polarimetrische Bestimmung der f-Oxybuttersaure.

Prinzip: Die B-Oxybuttersiure wird mit Ather im Lindschen Apparat
extrahiert und die Linksdrehung des Auszuges polarimetrisch bestimmt.

Ausfithrung nach Embden u. Schmitz?):

Je nach dem Gehalt an -Oxybuttersiure werden 100—300 ¢m® Harn
mit Ammonsulfat gesittigt, wozu auf je 100 em® Harn 90 g Ammonsulfat
in Anwendung kommen, mit 259 Schwefelsiure stark angesduert und
im Lindschen Apparat (s. u) 6—8 Stunden mit Ather extrahiert. Der
gewonnene Atherextrakt wird unter G&fterem Nachspiilen mit Ather in
einen Destillationskolben quantitativ filtriert, mit 5 em® Wasser versetzt
und unter sorgfiltiger Vermeidung stirkerer Erwirmung der Ather
abdestilliert. Der wiBrige Riickstand wird sofort unter der Wasserleitung
abgekiihlt, in einem MeBcylinder unter gantitativem Nachspiilen auf
10—15 em® gebracht, mit ganz wenig Tierkohle in der Kilte geschiittelt,
in ein Polarisationsrohr filtriert und polarimetrisch untersucht. Die ab-
gelesene Linksdrehung soll mdglichst einer Traubenzuckermenge von
mindestens 29 entsprechen. ’

Durch Multiplikation der gefundenen (fiir Traubenzucker gelten
den) Prozentzahl mit 2:18 erhidlt man den prozentualen (-Oxybutter-
siuregehalt.

) Emt;dcn . Schmitz, Handb. d. biol. Arbeitsmeth., Abt. IV, Teil 5, Heft2, 1924,
Urban & Schwarzenberg. — * Embden u. Schmitz, ebenda.
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Beschreibung des Lindschen Extraktionsapparates:

Der Apparat (s. Abb. 49) besteht aus einem Erlenmeyer-Kolben a,
in dem der Ather verdampit. Der Dampf gelangt durch eine Rohre ¢
in das ExtraktionsgefiB 4, wird in dem Kiihler ¢ kondensiert und tropft
in die Auffangsschale g. Von hier gelangt er durch eine Bohrung /4 in
die Rohre ¢, die in der Nidhe ihres unteren Endes zwei mit ihr kom-
munizierende hohle Rithrarme i triigt, die mit kleinen Austrittsofinungen &
versehen sind. Durch diese Austrittséffnungen tritt der Ather, der aus

der Auffangschale in die Rohre e gelangt, in den zu extrahierenden
Harn, passiert alsdann die Harnschicht und flieBt dauernd durch die
Rohre ¢ in den Extraktionskolben zuriick. Die Réhre e ist oberhalb des
Kiihlers mit einer Antriebsscheibe F versehen, vermittelst derer sie unter
Anwendung eines Elektromotors und eines passenden Vorgeleges in
dauernde rasche Rotation versetzt wird. Der aus den Enden der Rohr-
arme austretende Ather wird dadurch auBerordentlich fein verteilt, so
daB er in sehr kleinen, bei geniigender Rotation fast staubférmigen
Tropfchen die Fliissigkeit durchdringt.

Aufler der p-Oxybuttersiure -gehen nach Embden u. Schmitz
noch andere linksdrehende Substanzen in den Atherextrakt fiber. Des-
wegen ist die polarimetrische Bestimmung der B-Oxybuttersiure nur bei
Vorhandensein grofierer Mengen dieser Substanz im Harn anwendbar.
Die Methode liefert stets etwas zu hohe Mengen, jedoch betrigt der
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Fehler bei p-Oxybuttersiuremengen von iiber 10 g in der Tagesmenge
weniger als 109

Die Methode hat sich uns fiir klinische Zwecke als einfachste,
schnellste und genaueste auBerordentlich gut bewihrt und wurde frither
jahrelang als Methode der Wahl angewandt In den letzten Jahren
konnte sie nicht mehr allgemein benutzt werden, weil sie wegen der
groBen erforderlichen Athermengen sehr teuer ist. Wir sind deswegen
dazu Gbergegangen, die Atherextraktion zu umgehen und einfach die
Linksdrehung des 24 Stunden mit Hefe vergorenen Harnes
zu bestimmen. Unbedingtes Erfordernis fiir diese direkte Bestimmung der
Linksdrehung des vergorenen Harnes ist aber die Benutzung eines sehr
empfindlichen Polarisationsapparates (Landolt-Lippichscher
Dreischattenapparat). Bei Verwendung dieses Apparates aber ergibt die
direkte Polarisationsmethode fiir klinische Zwecke ausreichend genaue
Resultate, wie uns zahlreiche Kontrollversuche mit andern Methoden
gezeigt haben. Als Belege hierfiir geben wir einige beliebig heraus-
gegriffene Kontrollanalysen von polarimetrischer Bestimmung und Unter-
suchung mittels der Methoden von Lublin und von- van Slyke:

Willi Len., 22jihriger Diabetes gravis:

1-Oxybutter : i
L }_ Bestimmung nach Lublin

:‘ Gesamtaceton B=-Oxybuttersiiure
0. November 1924 45 g 25-4 g
10. ] 1924 Fies T IRE
Il. W 1924 200 & 12:5 ,
12 ' 1924 193 , 10-1
13 " 1924 22 5 9:9 ,

Marta Coh., 55jihrige schwere Diabetica:

g-Oxybuttersiure, bestimmt . 3
J i Bestimmung nach Lublin

RirE Aiceh B ition des ;
Talg Siych} sHion e Gesamtaceton f=Oxybuttersiure
vergorenen Farns
2. November 1924 . , . .225 g 539 g 164 g
3. " 1924 . . ., . 1188 & 278 » 8406 ,
4, " 1924 ., . . . 429 809 33T
5. " 1924 . . . . 2w 29 , o4

Frau Dibb, 26jihrige mittelschwere Diabetica:

f-Oxybuttersiure, bestimmt - -
J xybuttersiure, b Bestimmung nach van Slyke

Tag durch Polarisation des Fat i Sy e g-Oxybuttersiure
vergorenen Harns
23, November 1924 . . . . 95 283 g 10:65 g
24, .. 1924 ., . . . 0606+ 0-80 » FTi
23, " £ ) 2 018 » 080

26. " 3024w 2y 026 LIy




586 F. Umber.

Frau Jon., 50jihrige mittelschwere Diabetica:

-Oxybuttersiy sti ]
g-Oxybuttersiure, bestiomt Bestimmung nach van Slyke

lng durch Polatisstion flﬁ Cesamtaceion p-Oxybultersiure
vergorenen Hamns

27. November 1924 . . . . 99 ¢ 20 g 85 g
28, " 1924 . , . .114 , 199 , 987 »
20, " 1924 . .. e 3w 09 , 31

30. " 1924 LRl e A 06 » 21
1. Dezember 1924 ., ., . . 35 4 09 ., 3T »
2. " 124 i A 08 . 25 »

Es ergibt sich aus diesen Beispielen sowie aus unserm sonstigen
groBen Analysenmaterial, daB die Linksdrehung des vergorenen Harns
immer etwas groBere Mengen (-Oxybuttersiure anzeigt, als die durch
die Lublinsche und van Slykesche Methode gefundenen. Dabei ent-
sprechen aber ziemlich genau die nach den letzten beiden gefundenen
Gesamtacetonkorperwerte (f-Oxybuttersiure + Acetessigsiure -- Aceton)
den direkt polarimetrisch gewonnenen B-Oxybuttersiuremengen. Es
unterrichtet uns also diese #AuBerst einfache, wenige Minuten Arbeit
beanspruchende und billige Methode bei Benutzung eines Landolt-
Lippichschen Dreischattenapparates fiir rein klinische Zwecke mit ge-
niigender Genauigkeit iiber die Stirke der Gesamtacidose. Fiir getrennte
Bestimmung der 3 Acetonkorper, sowie fiir wissenschaftliche Zwecke
geniigt sie natiirlich nicht, sondern muB durch die polarimetrische Unter-
suchung des Atherextraktes oder durch eine der im folgenden be-
sprochenen Methoden ersetzt werden,

b) Bestimmung des Gesamtacetons (Aceton + Acetessigsidure)
als Aceton nach Messinger-Huppert, modifiziert nach Embden-
Schmitz!):

Prinzip: Aceton und in Aceton iibergefiihrte Acetessigsdure bildet
mit Jodlésung und Alkali Jodoform und Essigsiure. Nach Abscheidung
des Jodoforms wird das iiberschiissige Jod in Freiheit gesetzt und mit
Natriumthiosulfat zurficktitriert.

Erforderliche Reagenzien:

1. 509 ige Essigsdure.
2. 33%ige Natronlauge.
3. Salzsiure.

4. n/10 Jodlésung.

5. n/10 Thiosulfatlésung.
6. 19%ige Stirkelosung.

-_.'.) Embden-Schmitz, Handbuch der biologischen Arbeitsmethoden, Abt. IV,
Teil 5, Heft 2.
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Der Titer der Natriumthiosulfatlésung (am besten mit Kalium-
bichromatlosung bestimmt, s. u. I, B,, 2.) und der Jodlosung muB hdufig
kontrolliert werden. Diese Losungen missen kithl und dunkel aufbe-
wahrt werden. Die Natronlauge muB nitritfrei sein und vor dem Ge-
brauch auf ihr Verhalten gegen Jod gepriift werden, von dem die
Handelsware manchmal kleine Mengen bindet. Ebenso kann die An-
wesenheit von kleinen Eisenmengen in der benutzten Salzsiure zu Jod-
verlusten fithren.

Ausfiihrung: In einen Erlenmeyer-Kolben von 750 ¢m® mifit man
150 ¢m* Wasser, 2 cm® 509 iger Essigsiure und den zu untersuchenden
Harn (bei reichlichem Acetongehalt 20 ¢m?®, bei geringerem entsprechend
mehr). Als Vorlage bei der mit diesem Gemisch vorzunehmenden De-
stillation benutzt man einen Erlenmeyer-Kolben von 750 ¢m® der mit
150 em® moglichst kalten Wassers beschickt ist, so daB das Destillations-
rohr in dasselbe eintaucht. Unter ausgiebiger Kiihlung wird nunmehr
destilliert und wihrend 20—25 Minuten im Sieden erhalten, wobei etwa
60 ¢m® Fliissigkeit iibergehen sollen. Nachdem dann die Destillation
unter Abspiilen des Destillationsrohres unterbrochen ist, wird sofort die
Titration vorgenommen. Zu diesem Zweck werden in die Vorlage
30 em® 339%ige Natronlauge und aus einer Biirette unter leichtem
Umschwenken ein reichlicher UberschuB von Jod gegeben. Man er-
kennt das Vorhandensein {iberschiissigen Jods daran, daB 1 Tropfen
Salzsdure an der Einfallsstelle eine braune Fiarbung hervorruft. Das
Jodoform fillt zundchst als weiBliche Triibung aus, die sich bald in in-
tensiv gelb gefirbte Krystalle umwandelt. Nach 5 Minuten sduert man
mit einem UberschuB von Salzsiure an (d. h. nach Auftreten der braunen
Jodfarbe setzt man noch etwa 2 em® Salzsdure zu) und titriert nach Zusatz
von Stirkelosung das unverbrauchte Jod mit n/10 Thiosulfatlésung zuriick.

Berechnung: 1¢m® verbrauchter Jodldsung entspricht 0067 mg Aceton.

¢) Colorimetrische Bestimmung des Acetons nach Adler’):

Prinzip: Die nur annihernde, aber fiir klinische Zwecke allenfalls
ausreichende Resultate gebende Methode vergleicht colorimetrisch die
bei der Legalschen Probe erhaltene Farbenintensitit mit bestimmten
empirisch zusammengesetzten Farbstoffen.

Herstellung der Vergleichslosungen:

1. Neutralrot 1:1000.

2. Neublau 1:1000.

3. Diamantphosphin 1:100 (Farbstoffe von Leopold Cassella, Frank-
furt a. M.).

Y Adler, Miinch. med. Wochenschr. 1919, 722,
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Gemische dieser 3 Lésungen in bestimmten Mengenverhaltnissen
zeigen die gleichen Farbennuancen, wie sie acetonhaltige Harne bei der
Legalschen Probe ergeben. Aus diesen Farbstofflosungen sind her-

zustellen folgende Testlosungen:

. 10 em® Neutralrot (1)

3 , Neublau (2)
06 , Diamantphosphin (3)
B il VA sdest.

Diese Mischung entspricht 019 Aceton.
Il. 10 em® Testlosung 1.
10 , Aqg.dest
Diese Mischung entspricht 0:08% Aceton.
[lI. 5 em® Testlosung 1.
10 , Aq. dest
Diese Mischung entspricht 0:054 Aceton.
[V. 5¢em® Testlosung L
15: . Ag. dest
Diese Mischung entspricht 0001% Aceton.
V. 5em® einer Mischung von 10 em® Neutralrot (1)
1 - Neublau (2)
01 Diamantphosphin (3)

50 ¢m® Aq. dest.
Diese Mischung entspricht 0:005% Aceton.

Je 13 em* der 5 Testlosungen werden in gleich weite Reagens-
rohrchen eingeschmolzen, die auf ein Gestell mit weibem Grunde schrig
zu stehen kommen, mit Zwischenrdumen fiir den zu untersuchenden
Harn?).

Sonstige erforderliche Reagenzien:

4. 209 ige Natronlauge.

5. 339 ige Nitroprussidnatriumlosung.

0. Eisessig.

Ausfithrung: In ein Reagensglas von gleichem Kaliber wie das der
Vergleichslosungen werden gefillt 10 em® Urin, 1 em® 209 ige Natron-
lauge, 05 em® 339%ige Natriumnitroprussidldsung und 20 Tropfen Eis-
essig, tropfenweise unter Umschiitteln. Dann wird sofort durch Einsetzen
des Reagensglases in das Gestell die Farbe des Harns mit der der
Farblosungen verglichen. Bei Farbgleichheit mit Testlosung 1 ist der

1) Das Gestell mit den fertigen Farbréhrchen kann bezogen werden von L. Droll,
Frankfurt a. M.
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Urin mit dem gleichen Volumen normalen Urins zu verdiinnen und die
Priiffung zu wiederholen.

Die Adlersche Methode hat sich uns wenig bewdéhrt aus fol-
genden Griinden:

1. Die Farbintensitit der Legalschen Probe 1dBt sehr schnell nach,
u. zw. mit verschiedener Geschwindigkeit.

2. Farbenintensitit und Acetongehalt scheinen nicht vollig pro-
portional zu sein, wie auch mehrfach in der Literatur angegeben.

3. Die Werte nach Adler weichen betrichtlich ab von dem nach
Lublin bestimmten Gehalt an Aceton und Acetessigsiure.

4. Der nach Lublin bestimmten Gesamtacidose kommen die
Adlerschen Werte z T. nidher, doch fallen dazwischen ‘weite Ab-
weichungen (wie nach Punkt 1 und 2 nicht anders zu erwarten).

5.In den Werten der Farbskala von 0-1 —0:005 9 ist eine leidlich genaue
Ablesung moglich. Bei allen Fillen mit mehr als 0-19% ist kaum mehr
als eine Schitzung, ob Zu- oder Abnahme der Acidose, moglich.

6. Von der Linksdrehung nach Vergirung weichen die Adler-
schen Werte weit ab.

d) Bestimmung der Gesamtacetonkdrper nach van Slyke?'), mo-
difiziert nach W. Lintzel®).

Prinzip: Aceton bildet beim Kochen mit Quecksilbersulfat in schwefel-
saurer Losung einen schwer loslichen Niederschlag, der neben Aceton
basisches Quecksilbersulfat enthilt. Der Niederschlag wird entweder
getrocknet und gewogen, oder in verdiinnter Salzsiure geldst und auf
seinen Quecksilbergehalt titriert. Da Traubenzucker bei der Oxydation
Stoffe liefert, die mit Quecksilbersulfat ausfallen, wird er vor Anstellung
der Bestimmung durch eine Kupfersulfatcalciumoxydfillung entfernt.

Erforderliche Reagenzien:

1. 209 ige Kupfersulfatlosung.

2. 109 ige Quecksilbersulfatlosung. 1066 cm® Schwefelsaure (spec.
Gew. 1'84) mit Wasser auf 1 / gebracht, dazu 73 g rotes Quecksilberoxyd.

3. 50 Volumprozent Schwefelsaure.

4.10% ige Calciumhydroxydaufschwemmung. 100 gCa(OH), (Mercks
reine Reagenzien) in 1 / Wasser.

5. 5%ige Kaliumbichromatldsung.

6. 02 Mol. Kaliumjodidlosung. 33204 g JK auf 1 / gebracht.

7. 0:05 Mol. Quecksilberchloridlosung. 13:575 ¢ HgCl, auf 1 / ge-
bracht.

) van.Slyke, Journ. of. biol. Chem. 1917, Bd. 32, — * W. Lintzel, Miinch.

med. Wochenschr. 1922, Nr. 34, 5. 1240.
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Statt 2. und 3. kann zur Gesamtacetonkdrperbestimmung eine fertige
Losung hergestellt werden: 219 g Quecksilberoxyd, 755 em® reine Schwefel-
siure, Wasser zum Gesamtvolumen von 125/ (van Slykes kombi-
niertes Reagens).

Der Titer der Sublimatlésung, gegen die die Jodidlésung eingestellt
wird, wird durch Bestimmung des Quecksilbers als Sulfid festgestellt.
25 em® der Losung, mit 100 ¢m® Wasser verdiinnt und mit Schwefel-
wasserstoff gefillt, sollen 0-2008 g Niederschlag ergeben.

Vor Anstellung der Bestimmung ist die Entfernung des Zuckers
erforderlich. Zu diesem Zweck werden in einem 250 ¢m® MeBkolben
25 em® Urin, 10 ¢m® Wasser, je 50 gn® Kupfersulfatlésung und Caleium-
hydroxydlosung gegeben und geschiittelt. Wenn die Reaktion gegen
Lackmus alkalisch ist — falls nicht, weiterer Zusatz von Calciumhydroxyd
— wird bis zur Marke aufgefiillt und nach '/, Stunde durch ein trockenes
Faltenfilter filtriert. Soll nur eine der folgenden Bestimmungen ausge-
fithrt werden, geniigt ein 100 em® MeBkolben mit 10 ¢m® Urin und je
20 ¢m® Kupfersulfat und Calciumhydroxyd.

a) Gleichzeitige Bestimmung der Gesamtacetonkorper. In
einem '/, Erlenmeyer-Kolben werden 25¢m® Urinfiltrat, 100 cm® Wasser,
10 em® 50 Volumenprozentige Schwefelsdure und 35em® Quecksilbersulfat-
l6sung (oder 25 em® Urinfiltrat und 145 ¢m® kombiniertes van Slykesches
Reagens) abgemessen. Unter dem RiickfluBkiithler wird bis zum Sieden
erhitzt und beim Beginn des Kochens durch das Kiihlrohr 5 em® Bi-
chromatlosung zugesetzt. Es wird 1/, Stunden gekocht, nach dem Ab-
kithlen zur gewichtsanalytischen Bestimmung der Niederschlag aufeinem
gewichtskonstanten Gooch-Tiegel gesammelt, mit kaltem Wasser (200 em?)
gewaschen und im Trockenschrank getrocknet und gewogen. Bei 100°
ist Gewichtskonstanz in 1 Stunde, bei 70° in 3—4 Stunden erreicht, Der
Gooch-Tiegel kann ohne Reinigung immer wieder benutzt werden. — Zur
Titrationsbestimmung wird der Niederschlag auf einer kleinen Trichter-
nutsche gesammelt, gewaschen und mitsamt dem Filterblatt mit wenig
Wasser in ein Becherglas gespiilt. Es wird mit 15 em® n/1 Salzsdure geldst
und mit Calciumacetatlosung abgestumpft. Aus einer Biirette wird soviel
Kaliumjodidlosung zugesetzt, daB der auftretende rote Niederschlag wieder
verschwindet. Der UberschuB von Jodid wird mit Quecksilberchlorid-
l6sung zuriicktitriert, bis der erste bleibende rote Niederschlag auftritt,

f) Bestimmung von Aceton und Acetessigsaure. Es wird ebenso
wie unter a) verfahren, jedoch kein Chromat zugesetzt und nur 45 Minuten
unter RiickfluBkithler gekocht.

y) Bestimmung von p-Oxybuttersaure. 25 cm® Urinfiltrat, 100 em®
Wasser und 2 em* Schwefelsiure werden in einem offenen !/, I-Kolben
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10 Minuten gekocht, im MeBcylinder gemessen und wieder in den
Kolben gebracht. Der MeBcylinder wird mit der fehlenden Menge
Wasser nachgespiilt und das urspriingliche Volumen (127 em®) wieder
hergestellt. Nach Zusatz von 8 em® Schwefelsiure und 35 em® Queck-
silbersulfatlosung wird unter dem RiickfluBkiihler zum Sieden erhitzt,
5 em* Bichromatlosung zugegeben und anderthalb Stunden gekocht.
Der Niederschlag wird, wie unter ) angegeben, behandelt.

Die Berechnung geschieht nach folgenden Faktoren:

Als Aceton berechnet Als p-Oxybuttersiure berechnet

Ausgefiihrte Bestimmung entsprechen entsprechen
1 g Niederschlag 1em JK 1 g Niederschlag 1 emi JK
Gesamtacetonkorper. ... 2489 003324 4447 ¢ 00595 %
p-Oxybuttersiure. ... ... 2:64 % 00344 % 4734 % 00617 %
Aceton + Acetessigsiure 2:00 9% 00260 % 3:580% 0-0466 %

Die titrimetrische oder gewichtsanalytische Methode kdnnen wahl-
weise angewandt werden. Doch geben van Slyke sowohl als Lintzel
an, daB die Titration von Niederschligen unter 50 mg sehr schwierig
und unsicher ist. Bei gréBeren Niederschligen hingegen empfiehlt sich
die titrimetrische Methode, wobei das Trocknen im Gooch-Tiegel fortfillt.

g) Mikromethode zur Bestimmung des Acetons und der
p-Oxybuttersaure nach Lublin?).

Prinzip: Das priformierte und das beim Kochen aus Acetessig-
siure gebildete Aceton wird in eine Jodlosung iiberdestilliert und zu
Jodoform umgesetzt; die iiberschiissige Jodmenge wird durch Titration
mit Natriumthiosulfat bestimmt. Die B-Oxybuttersdure wird durch Kochen
mit Bichromatschwefelsiure ebenfalls in Aceton umgewandelt und dann
in derselben Weise bestimmt.

Erforderliche Reagenzien:

1. 29%ige Losung von Kaliumbichromat in 209 iger Schwefelsiure.

2. 109 ige Essigsaure.

3. 259 ige Natronlauge.

4. n/100 Jodlosung.

5. /100 Natriumthiosulfatlosung.

6. 19ige Stirkelosung.

Ausfithrung: Mit einer Stangenpipette von 1 em’ Inhalt wird
0'5 ¢m® Harn (bei starkem Ausfall der qualitativen Probe 0-4—025 ¢m?)
in einen Mikrokjeldahl-Kolben von 50 ¢m® Inhalt {iberfiihrt und dazu

E ;_}_LEIin, Bioch. Zeitschr. 1922, Bd. 133. — Klin. Wochenschr,, 1. Jahrg,,
Nr. 15, 35 u. 46.
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25 em® Wasser--1¢em®* 10%ige Essigsdure (zur Bindung der Phenole) und
eine Spur Talkum gegeben. Alsdann wird der Kolben an das Destilations-
rohr eines Mikrokjeldahl-Apparates nach Bang') gesetzt und sein In-
halt mit sehr niedrigem, gegen Luftzug geschiitztem Bunsenbrenner
10 Minuten in eine Vorlage A destilliert, die aus 40 em® Wasser, 10 em
n/100 Jodlésung und 5em® 25 9% iger Natronlauge in einem Erlenmeyer-
Kolben von 200 ¢m® Inhalt besteht. Nach 10 Minuten ersetzt man bei
unverindert weitergehender Destillation die Vorlage A durch eine Vor-
lage B, die aus 40 em® Wasser und 15 em® n/100 Jodlosung (da der

p-Oxybuttersiuregehalt gewthnlich das 4 —7fache

LT des Acetongehaltes betrigt) und 5 em® 25%ige
—— T I % . . %, y »
5'_\ \ Natronlauge in einem Erlenmeyer-Kolben von
\\ ) 200 ¢m?® Inhalt besteht, und 1aBt aus einem kleinen
| \L—‘ Scheidétrichter unter Vermeidung von Aceton-
| |

verlust langsam 20 em* Kaliumbichromatschwefel-
siure (2 g Kaliumbichromat, 80 ¢m® Wasser,
20 em® 100 volumenprozentice Schwefelsiure)
in den Kjeldahl-Kolben tropfen. Nach weiteren
10 Minuten wird diese zweite Destillation unter-
brochen.

X e Die Kaliumbichromatschwefelsiure muf
gleichmiBig tropfen, etwa 1 Tropfen pro Se-
kunde. Um ein zu schnelles Tropfen und Stag-
nation der Tropfen im Destillationsrohr, die ein
Heriibersaugen des Vorlageinhaltes in den De-
stillierkolben zur Folge haben kann, zu vermeiden,
empfiehlt es sich, den unteren Teil des Destillationsrohres etwa 1 em*
im lichten Durchmesser weit anfertigen, schrig abschneiden (mit dem
lingeren Ende nach der Seite der Chromatzufiihrung), unten im
ganzen etwas centralaufwérts biegen und in ein Knopfchen auslaufen
zu lassen. Der in den Kjeldahl-Kolben hineinragende Teil des De-
stillationsrohres soll so weit sein, daB er, mit einem Stiick Gummi-
schlauch iiberzogen, fest in den Hals des Kjeldahl-Kolbens hinein-
gesteckt werden kann. Obenstehende Abb. 50 zeigt den Destillations-
aufsatz, dessen oberes Ende @ durch ein Stiick Paragummi mit dem
wassergekiihlten Destillationsrohr, und dessen seitliches Ende ¢ eben-
falls durch ein Stiick Paragummischlauch mit dem Scheidetrichter zu
verbinden sind.

Jede der beiden Vorlagen wird unmittelbar nach beendeter Destilla-

Y) Bang, Methoden zur Mikrobestimmung einiger Blutbestandteile. Wiesbaden 1916,
Bergmann.
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tion titriert. Dazu sduert man mit 5 om® 259 iger Schwefelsiure an und
gibt 3 Tropfen einer 19%igen Stirkeldsung hinzu. Darauf wird mit einer
n/100 Thiosulfatlosung aus einer Bangschen Mikrobiirette aus Blau
nach Farblos fitriert. Sollte wegen sehr starker Acetonurie zu wenig
Jod vorgelegt sein, was man daran erkennt, daB nach Schwefelsiure-
zusatz keine Gelb- oder Braunfirbung auftritt, so kann die Analyse
wiederum dadurch gerettet werden, daf man die Vorlage abermals
durch 5 em® 25%iger Natronlauge alkalisch macht, sie nach Zu-
fiigung neuer Jodlosung 5 Minuten stehen ldBt und dann wieder
mit 5 em® 259 iger Schwefelsiure ansiuert. Empfehlenswerter ist aber,
die Bestimmnng mit einer entsprechend kleineren Harnmenge zu
wiederholen,

Blindbestimmungen mit 25 cm® Wasser, 1 em® 10 % iger Essigsiure und
Talkum miissen von Zeit zu Zeit angestellt werden.

Berechnung: Die Anzahl der bei der Vorlage A verbrauchten
Kubikzentimeter Thiosulfatlosung wird von der bei der Blindbestim-
mung ermittelten abgezogen und ergibt so den Jodverbrauch; dieser
multipliziert mit 967 und dividiert durch die Anzahl der ver-
wandten Kubikzentimeter Urin ergibt die Acetonmenge in Milli-
grammprozenten. Die bei der Vorlage B verbrauchten Kubikzenti-
meter Thiosulfatldsung werden ebenfalls von den bei dem ent-
sprechenden Blindversuch verbrauchten abgezogen, mit 25 multipliziert
und durch die Anzahl der benutzten Kubikzentimeter Harn dividiert:
so erhdlt man die vorhandene f-Oxybuttersiure in Milligramm-
prozenten.

An Stelle der ziemlich kostspieligen Bang-Apparatur kann man
sich eines 100-cm*-Kjeldahl-Kolbens und eines rechtwinklig gebogenen
Glasrohres bedienen, dessen beide Schenkel je 5 ¢m lang sind. Der
eine Schenkel wird durch die eine ('Jt'immg eines doppelt durch-
bohrten Stopfens in den Hals des Kjeldahl-Kolbens gefiihrt, wihrend
der andere Schenkel durch ein Stiickchen Gummischlauch mit dem
wassergekiihlten Destillationsrohr verbunden wird. Durch die zweite
Offnung des Stopfens wird ein méglichst kurzes, S-formig ge-
kriimmtes Glasrohr eingefithrt, das durch ein Stiickchen Gummi-
schlauch mit einem Scheidetrichter wverbunden wird. Der wasser-
gekithlte Teil des Destillationsrohres und der Mantel der Kiihlung
brauchen nicht aus Metall zu bestehen, sondern kénnen aus Glas
gefertigt sein.

Der Hauptvorteil dieser Lublinschen Methode besteht darin, daB
sie flir klinische Zwecke bei ausreichender Genauigkeit nur 20 Minuten
Arbeitszeit erfordert.

Umber, Emihrung und Stoffwechselkrankheiten. 3. Aufl. 38
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C. Bestimmung der Gesamtaciditit nach Moritz.

10 em® Harn werden zur Ausfillung des Kalks mit einer Messer-
spitze reinen Kaliumoxalats (puriss. Kahlbaum) versetzt, nach einigen
Minuten einige Tropfen Phenolphthalein hinzugefiigt und mit n/10 Na-
tronlauge bis zur dauernden Rotfirbung fitriert. Die Anzahl der ver-
brauchten Kubikzentimeter Natronlauge multipliziert mit '/,,, der Tages-
harnmenge ergibt die Gesamtaciditit, die bei gleichbleibender Kost ein
gutes Urteil iiber die Harnacidose gestattet.

D. Ammoniakbestimmung nach Ronchéese-Malfatti.

Prinzip: Die Methode beruht auf der Tatsache, daB bei Einwirkung
von Formalin auf Ammoniaksalze des Urins saure Verbindungen ent-
stehen, die durch einfache Acidimetrie bestimmt werden konnen. Das
zu verwendende Formalin wird wegen seines Gehaltes an Ameisen-
siure mit Phenolphthalein als Indikator durch n/10 Natronlauge bis zur
eben beginnenden Rotfirbung neutralisiert.

Ausfithrung: 25 em® Harn werden durch n/10 Natronlauge mit
Phenolphthalein als Indikator neutralisiert, darauf 10 em® neutralisiertes
Formalin zugesetzt, worauf die rote Farbe wieder verschwindet. Nun-
mehr wird erneut n/10 Natronlauge bis zur abermaligen Rotfirbung
zugesetzt. Jeder Kubikzentimeter der bei der zweiten Neutralisierung ver-
brauchten Natronlauge entspricht 17 mg Ammoniak. Die Anzahl der ver-
brauchten Kubikzentimeter Natronlauge multipliziert mit 0:0017 und dem
10. Teil der Tagesharnmenge ergibt also das darin enthaltene Ammoniak
in Grammen.

Diese Ammoniakbestimmung kann unmittelbar an die Bestimmung
der Gesamtaciditit angeschlossen werden.

E. Bestimmung des Gesamtstickstoffes nach Kjeldahl').

Prinzip: Der gesamte im Urin enthaltene Stickstoff wird durch
Kochen mit konzentrierter Schwefelsiure in Ammonsulfat iiberfithrt, das
Ammoniak durch Erhitzen mit starker Lauge entfernt und in Schwefel-
siure von bestimmtem Gehalt aufgefangen; der {ibrig bleibende Rest
der Siure wird durch Titration mit Lauge ermittelt. Aus der so fest-
gestellten Ammoniakmenge wird der Stickstoff errechnet.

1) Kjeldahl, Zeitschr, f. anal. Chemie 1883, Bd. 22, S. 366—382.
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Erforderliche Reagenzien:

1. Kjeldahl-Schwefelsiure (2 Gewichtsteile reiner Schwefelsdure und
1 Gewichtsteil rauchender N-freier Schwefelsiure werden gemischt).

2. 33!/, 9 ige stickstofffreie Natronlauge.

3. Talkum venetum.

4. Kupfersulfat.

5. nf10 Schwefelsiure.

0. n/10 Natronlauge.

7. 19%ige wisserige Methylorangelosung.

Ausfithrung:

a) Oxydation: 5 em* (eventuell enteiweiBten) Urins werden in einen
Kjeldahl-Kolben gebracht, dazu lait man langsam 10em® Kjeldahl-Schwefel-
saure aus einer Pipette flieBen, worauf sich die ganze Masse
nach kurzer Zeit braun firbt. Nun fiigt man zur Beschleu-
nigung der Oxydation eine kleine Messerspitze pulverisiertes
Kupfersulfat zu und setzt den Kolben auf den im Abzug
aufgestellten Verbrennungsapparat. Es wird zunéchst, beson-
ders bei Urinen, die reich an organischen Substanzen
sind, mit kleiner Flamme erhitzt, dann mit voller Flamme
so lange, bis die Fliissigkeit vollig farblos, bzw. schwach hell-
griin, geworden ist, was '/, bis 2 Stunden in Anspruch nimmt,

b) Destillation: Man liBt je nach der zu erwartenden N-Menge
aus der Biirette 30 ¢m® oder mehr n/10 Schwefelsidure in einen als Vor-
lage dienenden Erlenmeyer-Kolben laufen, verdiinnt mit etwas Wasser,
so daB das Destillationsrohr 1—2 em eintaucht, und setzt einige Tropfen
Methylorangelosung hinzu. Jetzt fiillt man zu der erkalteten Losung im
Kjeldahl-Kolben reichlich Wasser, etwa bis zu '/; seines Gesamtinhaltes,
und zur Vermeidung des StoBens einen Teeloffel Talkum. Dann setzt
man den Kolben auf den Destillationsapparat, stiilpt den Gummistopfen
halb dariiber, 1aBt schnell, aber vorsichtig, zur Vermeidung von Ammoniak-
verlusten, vom Rande aus 50 cm® (die 5fache Menge der zur Verbrennung
beniitzten Schwefelsiure) 33"/, %iger Natronlauge zuflieBen, stiilpt den
Gummistopfen schnell vollends in den Kolbenhals, schiittelt um und steckt
sogleich die Flamme an. Das in den Kejdahl-Kolben durch den Gummi-
stopfen hineinragende Destillationsrohr mub einen Kugelaufsatz (s. Abb 51)
haben, um das Verspritzen von Natronlauge in die Vorlage zu verhiiten.
20—30 Minuten nach Beginn des Kochens ist die Destillation beendet,
was eventuell durch starkes StoBen der Flissigkeit infolge Ausscheidung
von Natriumsulfat zu erkennen ist. Um sicher zu gehen, daB kein Am-
moniak mehr tibertritt, fiillt man ein Reagensglas mit einigen Kubikzenti-
metern Wasser und 2—3 Tropfen Methylorange und schiebt das Ende des

35*

Abb, 51.
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Destillationsrohres aus dem Erlenmeyer-Kolben schnell in das Reagens-
glas, worin es etwa 1 —2 Minuten verbleibt ; falls die Farbe des Wassers nicht
in Rot umschligt, ist die Destillation beendet; findet hingegen ein Farben-
umschlag in Rot statt, so wird das Ende des Destillationsrohres schnell
wieder in den Erlenmeyer-Kolben gebracht und der Inhalt des Reagens-
glases unter mehrfachem Nachspiilen in die Vorlage gegossen. Sollte
die Farbe der Vorlage selbst in Rot umschlagen, so hat man zu wenig
Schwefelsiure vorgelegt und muB die Bestimmung wiederholen. Nach
beendeter Destillation wird bis zur bleibenden Rotfarbung mit n/10 Natron-
lauge titriert. Die Anzahl der hierfiir verbrauchten Kubikzentimeter
n/10 Lauge wird von den vorgelegten Kubikzentimetern n/10 Sdure
subtrahiert, die Differenz, multipliziert mit 00014, ergibt die Zahl des in
der verwandten Harnmenge vorhandenen Stickstoffes in Grammen, woraus
sich der prozentuale N-Gehalt durch Multiplikation mit 20 ergibt. Um-
rechnen auf die Gesamttagesharnmenge.

F. Bestimmung des Aminosiurenstickstoffes durch Formol-
titration nach Henriques')-Frey-Gigon®).

Prinzip: Die schwach sauren Aminosiuren werden durch Formol-
zusatz in ihre stark sauren Methylenverbindungen tibergefiihrt und kdnnen
als solche acidimetrisch bestimmt werden. Das storende Ammoniak des
Harns wird vorher entfernt und kann dabei gleichzeitig bestimmt werden,

Erforderliche Reagenzien:

1. Konzentrierte Barythydratlosung.

2. n/5 Salzsdure.

3. n/5 Natronlauge.

4. n/10 Schwefelsiure.

5. n/10 Natronlauge.

6. 409 ige Formollosung (die tibliche kdufliche Losung des Formal-
dehyd ist 404 = Formalin).

7. 19 ige alkoholische Rosolsdureldsung.

8. 19 ige alkoholische Phenolphthaleinlésung.

0. 01 9 ige wisserige Nethylorangelosung.

Ausfiithrung : a) Entfernung des Ammoniaks. 50 ¢m* Harn werden in
einem hohen MeBeylinder mit seitlichem Ansatzrohr mit 20 em® der
Barythydratlosung und 15 em® absolutem Alkohol versetzt. Die Vorlage,
in die das frei werdende Ammoniak {ibergetrieben werden soll, besteht aus
einem Erlenmeyer-Kolben (s. Abb. 52), der mit 25 am® n/10 Schwefel-

. ) Henriques, Zeitschr. f. physiol. Chem. 1909, Bd. 60, 5. 1. — *) Frey-Gigon,
Biochem. Zeitschr. 1909, Bd. 22, S. 309.
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saure, etwas Wasser, so daB das Glasrohr gut eintaucht, und einigen
Tropfen Methylorange beschickt ist. Der Erlenmeyer-Kolben wird mit
einem doppelt durchbohrten Stopfen verschlossen, durch dessen Bohrun-
gen rechtwinkelig gebogene Glasrohren hindurchgehen. Eine in den MeB-
cylinder hineinreichende Glasréhre, die unten kolbig aufgetrieben und
durchlochert ist, bis dicht auf des Cylinders Boden hinabreicht und tief
in die darin befindliche Fliissigkeit eintaucht endet an ihrem AuBeren
Ende frei und wird durch einen Gummischlauch mit einem zweiten
Gefial mit seitlichem Ansatzrohr verbunden, in das durch einen durch-
bohrten Stopfen eine Glasréhre gesteckt wird; dieses GefiB wird mit

Abb. 52,

zur Wassershrahipumpe

con 50,

soviel konzentrierter Schwefelsiure gefiillt, daB die Glasrohre etwa 2 cm
tief darin eintaucht; die Schwefelsiure dient zum Abfangen des etwa
in der Luft enthaltenen Ammoniaks. Das seitliche Ansatzrohr des
Cylinders wird durch ein kurzes Stiick starken Gummischlauch mit
derjenigen Glasrohre verbunden, die durch die eine Bohrung des
Stopfens bis dicht auf den Boden des Erlenmeyer-Kolbens hinabreicht,
wihrend dessen zweite Glasréhre innen dicht unterhalb des Stopfens
endet, auBen aber mit einer Wasserstrahlpumpe in Verbindung gesefzt
wird. Sobald diese nun in Befrieb gesetzt wird, treibt sie einen
ammoniakfreien Luftstrom durch die im Standeylinder enthaltene
Fliissigkeit hindurch, der dann weiterhin die Fliissigkeit im Erlenmeyer-
Kolben passiert und das im Standcylinder frei werdende Ammoniak in die
Fliissigkeit der Vorlage hiniibertreibt, wo es an die n/10 Schwefel-
siure gebunden wird. Nachdem die Barythydratlosung zu dem Urin
hinzugefiigt ist, werden die Verbindungen der soeben beschriebenen
Apparatur geschlossen und die Wasserstrahlpumpe in Tatigkeit ge-
setzt, Man liBt 2—3 Stunden einen nicht zu starken Luftstrom durch
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das System hindurchgehen, entfernt dann die n/10 Schwefelsiure ent-
haltende Vorlage und ersetzt sie durch eine neue, die nur Wasser
und den Indikator enthilt. Wird bei neuem Durchleiten eines Luft-
stromes die Flissigkeit in der neuen Vorlage nicht mehr rot, so
ist alles Ammoniak aus dem Urin entfernt, ist dies aber doch der
Fall, so muB schnell der Inhalt der neuen Vorlage unter Nachspiilen
in die alte fberfiihrt und mit dem Durchleiten des Luftstromes noch
weiter fortgefahren werden, bis alles Ammoniak aus dem Urin ent-
fernt ist. Die n/10 Schwefelsiure enthaltende Vorlage wird dann mit
n/10 Natronlauge bis zur bleibenden Rotfirbung titriert, die Differenz
zwischen vorgelegter Siure und der zum Zuriicktitrieren erforderlichen
Lauge ergibt die Menge der durch Ammoniak neutralisierten Saure.
Jeder Kubikzentimeter n/10 Schwefelsdure, der durch Ammoniak neu-
tralisiert worden ist, entspricht 1'703 mg Ammoniak.

b) Eigentliche Bestimmung des Aminosiuren-N. Die im Cylinder
befindliche, vom Ammoniak befreite Losung wird quantitativ in einen
MeBkolben von 250 ¢m® iibergespiilt und bis zur Marke mit Wasser auf-
gefiillt. Man schiittet die Losung des besseren Filtrierens wegen in ein
Becherglas, 1dBt den Niederschlag absitzen, filtriert dann in 2 MeBkolben
zu 100¢m® und gieBt deren Inhalt in 2 Bechergliser. In das eine Becherglas
fligt man einige Tropfen Rosolsdurelésung und neutralisiert genau mit n/5
Salzsiaure. Die zur Neutralisation erforderliche Menge von n/5 Salzsiure
wird nun, genau abgemessen, in das zweite Becherglas gegeben und
weiterhin 10 ern® gegen Phenolphthalein als Indikator genau neutralisierte
Formollosung (s. Ammoniakbestimmung nach Ronchése-Malfatti, I, D))
hinzugefiigt. In dem Gemisch tritt nun eine saure Reaktion auf. Es
werden noch einige Tropfen Phenolphthalein hinzugefiigt und mit
n/5 Natronlauge bis zur rotvioletten Farbe neutralisiert, Jeder Kubikzenfi-
meter der hierfiir verbrauchten Lauge entspricht 2:8 mg Aminostick-
stoff. Da der Titration 20 er® Harn zu grunde gelegt sind, ergibt die
Multiplikation mit 5 den prozentualen Gehalt des Urins an Amino-N
in Milligrammen.

G. Harnsdurebestimmung nach Salkowski’).

Prinzip: Die Harnsiure wird aus einer verdiinnten Loésung durch
ammoniakalische Silberlosung bei Anwesenheit von Magnesiasalzen als
harnsaure Silbermagnesia gefillt, diese Verbindung durch Schwefel-
wasserstoff unter Bildung von Schwefelsilber wieder zerlegt, die als

Y Salkowski, Virchows Arch. 1871, Bd. 52, 5. 58. — Pfliigers Arch. 1872,
Bd. 5, S. 210.
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Salz in Losung gehende Harnsiure in der eingeengten Fliissigkeit durch
Salzsiure gefillt und gewogen oder durch Bestimmung ihres N-Gehaltes
nach Kjeldahl berechnet.

Erforderliche Reagenzien:

1. 3% ige Silbernitratlosung.

2. Magnesiamischung: 100 g krystallisiertes Magnesiumchlorid und
200 ¢ Ammoniumchlorid werden in etwa 500 cm® Wasser gelost und
mit Ammoniak versetzt, bis die Losung stark darnach riecht. Mit Wasser
auf 1/ auffiillen.

3. Konzentrierte Salzsiure.

4. Kippscher Apparat zur Bildung von Schwefelwasserstoff.

Ausfithrung: 200 em® Harn (Harne mit spec. Gew. iiber 1020 sind
vorher zu verdiinnen!) werden mit 50 em* Magnesiamischung in einem MeB-
cylinder von 300 em® versetzt, bis zur Marke mit Wasser aufgefiillt, umge-
schiittelt und in einen MeBkolben von 200 em® bis zur Marke filtriert.
Das Filtrat wird dann in ein etwa 500 em® fassendes Becherglas ge-
gossen, 15 em® Silbernitratlésung zugefiigt, verrithrt, und von der Seite
her so viel Ammoniak hinzugefiigt, bis sich ein feiner gelatinoser Nieder-
schlag bildet. (Ein vorher entstehender weiler, groBflockiger Nieder-
schlag von Chlorsilber 1dst sich bei weiterem Ammoniakzusatz). Man
liBt nun die Losung einige Zeit im Dunkeln stehen, bis der Nieder-
schlag ganz zu Boden gesunken ist, und filtriert dann durch ein Filter
von 9 em Durchmesser (Schleicher u. Schiill Nr. 597), indem man
suniichst nur die iiberstehende klare Fliissigkeit und erst zum SchluB
den Niederschlag auf das Filter bringt. Das Becherglas wird wiederholt
mit Wasser nachgespiilt und der Filterriickstand so lange mit Wasser
gewaschen, bis das Waschwasser chlorfrei ist (d. h. keine Triibung mit
Silbernitrat mehr gibt). Dann setzt man das Filter auf ein Erlenmeyer-
Kolbehen, stoBt das Filter durch und spiilt durch die entstandene Off-
nung den Filterriickstand mit Wasser quantitativ in das Kolbchen hinein,
setzt einige Tropfen Salzsiure bis zur deutlichen sauren Reaktion (Lack-
muspapier) hinzu und leitet Schwefelwasserstoff in die Losung ein, bis eine
schwarze Firbung auftritt. Nun erhitzt man auf dem Wasserbad, filtriert
heif schnell durch ein Faltenfilter mit etwas Kieselgur in eine Abdampi-
schale aus Porzellan und spiilt das Filter mit etwas heiBem Wasser
nach. Das Filtrat muB vollig wasserklar sein, andernfalls ist die Filtration
heiB noch einmal zu wiederholen. Das Filtrat wird nun auf dem Wasser-
bad bis auf etwa 20 em?® eingeengt und dann 2'5 em® konzentrierte Salz-
siure hinzugefiigt; die Schale bleibt nun bedeckt 24 Stunden stehen. Es
wird dann in einem Wiegeglischen ein kleines Filter im Wiarmeschrank
bei 90° 1 Stunde getrocknet, gewogen und im Exsikkator aufgehoben.
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Auf dieses Filter wird der nach Salzsiurezusatz in 24 Stunden ent-
standene Harnsdureniederschlag gebracht, das Filter mit Wasser bis zum
Verschwinden der Chlorreaktion im Waschwasser und zum Trocknen
mit Alkohol und Ather gespult, wiederum 1 Stunde bei 90° getrocknet,
im Exsikkator erkalten gelassen und gewogen. Die Gewichtsdifferenz
ergibt die Harnsiuremenge in der verarbeiteten Harnportion.

Statt den Niederschlag zu wigen, kann man ihn auch in einen
Kjeldahl-Kolben fiberspiilen und seinen N-Gehalt bestimmen. Der ge-
fundene N-Wert multipliziert mit 3 ergibt die Harnsiuremenge.

Berechnung: Die durch Wigung oder Bestimmung des N-Gehaltes
gefundene Harnsiuremenge multipliziert mit 075 ergibt den prozen-
tualen Harnsduregehalt des Urins.

H. Purinbasenbestimmung nach Camerer!)-Arnstein?).

Prinzip: Nach Ausfillung der Phosphate werden Harnsiure + Purin-
basen als Silberverbindungen gefillt und der N im Niederschlag be-
stimmt.

Erforderliche Reagenzien:

1. Ammoniakalische Silberlosung: 26 g salpetersaures Silber werden
in Wasser gel6st und die Losung mit so viel Ammoniak versetzt, daB
der anfangs entstehende braune Niederschlag von Silberoxyd wieder
in Losung geht. Dann mit Wasser auf 1/ auffiillen.

2. Magnesiamischung (s. voraufgehende Harnsaurebestimmung nach
Salkowski).

3. 20%iges Ammoniak.

4. Magnesia usta,

5. Reagenzien zum Kjeldahl.

Ausfithrung: 240 ¢m® Harn werden in einem 300 ¢m® MeBceylinder
mit 30 em® Magnesiamischung und 30 em® 20 % igem Ammoniak aufgefiillt,
durchgeschiittelt und gleich filtriert. Vom Filtrat werden 125 em® abge-
messen und mit 10 ¢m® ammoniakalischer Silberlésung versetzt. Nun
wird durchgeriihrt, der entstehende Niederschlag etwas absitzen gelassen
und durch ein aschefreies Filter filtriert; das Filtrat muB ganz klar sein.
Der Filterriickstand wird mit Wasser so lange gewaschen, bis das Wasch-
wasser ammoniakfrei ist (Lackmus nicht mehr rot firbt). Filter und
Niederschlag werden nun in einen Kjeldahl-Kolben gebracht, mit etwas
Wasser und einer Messerspitze Magnesia usta 15 Minuten gekocht,
abgekihlt, mit 15 em® konzentrierter Schwefelsiure und etwas Kupfer-

%) (_félﬁerer, Zeitschr, f. Biol. 1890, Bd. 8 (neue Folge), S. 84. — %) Arnstein,
ebenda 1891, Bd. 10, S. 72.
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sulfat versetzt und weiter nach Kjeldahl (s. I, E)) verarbeitet. Man erhilt
dann den Purin-N in der verarbeiteten Harnmenge (100 ¢m?®), also in
Grammprozenten.

I. Harnstoffbestimmung nach Marschall, modifiziert nach
Strohmann und Flintzer’).

Prinzip: Der Harnstoff wird durch die Urease, das Ferment der
Sojabohne, in Ammoniak umgesetzt, das titrimefrisch bestimmt wird.

Erforderliche Reagenzien:

1. Ureaseextrakt: Man bringt in einen 200-cm®-Kolben etwa 3 g
Permutit und wéscht ihn unter Dekantieren einmal mit 2% iger Essig-
saure und 2mal mit Wasser aus. Zum feuchten Permutit gibt man 100 cm®
309%igen Alkohol (33 em® 959%igen Alkohol+ 70 em® Wasser), dann 5 g
Soja-(oder Jack-)Bohnenmehl und schiittelt 10 Minuten lang durch.
Man filtriert und fangt das Filtrat in 3—4 kleinen sauberen Flaschen
auf. Die eine benutzt man zum unmittelbaren Gebrauch; bei gewdéhn-
licher Temperatur und vor Sonnenlicht geschiitzt bleibt der Inhalt
mindestens eine Woche lang benutzbar. Die andern stellt man auf Eis,
wo sie sich 3—5 Wochen lang halten. In Gegenwart einer geeigneten
Phosphatmischung (2) entwickelt 1 em® der Fermentlosung aus 300 mg
Harnstoff in einem Volumen von 200 ¢m® 37 —42 mg Harnstoff-N in
einer Stunde bei 20° C. In 18 Stunden ist der gesamte Harnstoff zer-
setzt. Die Anwendung des Permutits befreit den Extrakt von Ammoniak
und verhindert die Entwicklung weiteren Ammoniaks beim Stehenlassen.

2. Phosphatlésung (Pufferlésungen): Sie enthalten Mononatrium-
phosphat und Binatriumphosphat im molekularen Verhilinis von 1:1
oder 1:2, oder 1400 Natriumpyrophosphat und 20'0 glasige Phosphor-
siaure, ad 100000 mit Wasser gelost.

3. n/20 Schwefelsiure.

4. Losung von alizarinsulfosaurem Natrium als Indikator.

Ausfithrung: 5 em® einer 25%igen Harnverdiinnung (10 em® Harn
auf 40 em® Wasser) werden mit 1 em® Fermentextrakt und 2 Tropfen
Pufferldsung versetzt und im Wasserbad 3 Stunden auf etwa 55° er-
wirmt oder bei Zimmertemperatur 24 Stunden stehen gelassen. Darnach
wird mit n/20 Schwefelsiure mit Alizarin als Indikator titriert. Die
Titration ist erst dann beendet, wenn der hereinfallende Siuretropfen
die Losung nicht mehr gelb firbt. Der Umschlag ist scharf und gut
zu beobachten. Vorherzugehen hat der Ausfithrung eine Bestimmung
i i) Strohmann u. Flintzer, Zbl. f. innere Med. 1921, Nr. 27.
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schwach

der Alkalitit des Fermentextraktes und der Harnverdiinnung,
saure Harne sind auf ihre Aciditit zu titrieren und durch Alkalizusatz
zu neutralisieren. Das priformierte Ammoniak wird ebenfalls bei dieser
Titration bestimmt und erscheint bei der Gesamtalkalitit.

Die Fermentlosung darf nie in Gliser kommen, in denen Queck-
silberverbindungen gewesen sind, da auch nur Spuren von Queck-
silber das Ferment abtoten.

Berechnung: Jeder verbrauchte Kubikzentimeter n/20 Schwefelsaure
entspricht 0:8585 mg Ammoniak oder 1'51 mg Harnstoff; die bei Bestim-
mung der Gesamtalkalitit erhaltenen Kubikzentimeter n/20 Sdure sind
vor der Multiplikation abzuziehen.

K. Bestimmung von Kreatinin und Kreatin nach Folin’).

Prinzip: Kreatinin gibt mit Pikrinsdure in alkalischer Lésung eine
Rotfirbung, deren Intensitit mit einer Kaliumbichromatlosung oder einer
alkalischen Pikrinsdure-Kreatininlosung (frisch zubereitet) von bekanntem
Kreatiningehalt kolorimetrisch verglichen wird. Das Kreatin wird durch
Erhitzen mit Salzsiure im Autoklaven in Kreatinin {ibergefiihrt; die
Differenz zwischen dem so gefundenen ,Gesamtkreatinin® und dem
vorher bestimmten ,priaformierten” Kreatinin ergibt das Kreatin.

Erforderliche Reagenzien:

n/10 Kaliumbichromatlosung.
1:29%ige Pikrinsdurelésung (aus reinster, ganz trockener, nicht
klumpiger Pikrinsiure!).

3. 109 ige Natronlauge.

4. n/1 Natronlauge.

5. nf1 Salzsiure.

a) Ausfithrung der Kreatininbestimmung: 10 ¢m* Urin werden mit
einer Vollpipette abgemessen und in einen 500-em*-MeBkolben gebracht,
dazu 15 ¢m® Pikrinsdure und 5 em® (genau!) 10%ige Natronlauge ge-
fiigt, umgeschiittelt und 10 Minuten stehen gelassen. Die Pikrinsiure
fillt das EiweiB aus, das die Natronlauge wieder lost. Nun wird bis zur
Marke mit Wasser aufgefiillt und kriaftig durchgeschittelt. Mit dieser
Losung wird nun das 2. Colorimeterrohr (z. B. Duboscqsches Colori-
meter) ausgespiilt und dann gefiillt. In das 1. Colorimeterrohr kommt
dann die Bichromatlosung (oder 10 cm® einer passenden, frisch ver-
diinnten Kreatininlosung, die in gleicher Weise mit Pikrinsdure, Natron-

1.
2.

) Folin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 1004, Bd. 41, S. 223. — Journ. of. Biol. Chem.
1914, Bd. 17, S. 469 und 1915, Bd. 22, S. 327.
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lauge und mit Wasser verdiinnt ist wie der Harn; wichtig ist dabei,
dafl der Natronlaugezusatz bei beiden Lésungen ganz genau der gleiche
ist). Bei der Colorimetrie stellt man bei dem Duboscqschen Colori-
meter das 1. Rohr auf 40 mm (bei Verwendung von Kreatininvergleichs-
l6sung auf 20 mm) ein und dreht das 2. so lange herauf oder herunter,
bis bei mehrfach wiederholter Ablesung (eventuell mehrerer Beobachter)
Farbengleichheit besteht, Die abgelesene Zahl muB zwischen 7 und 15
(bei Kreatininvergleichslésung zwischen 13 und 30) liegen, andernfalls
ist die Bestimmung ungenau und mull, je nach Ausfall des Resultats,
mit kleineren (halben) oder gréBeren (doppelten) Urinmengen wieder-
holt werden.

Berechnung: Die Kaliumbichromatlosung ist so gewdhlt, daB eine
Losung von 10 me Kreatinin (mit 5 em® Natronlauge und 15 em® Pikrin-
siure auf 500 aufgefiillt) 81 erfordern, um dieselbe Farbe wie 8 mm
der Testlosung zu liefern. Daraus berechnet sich der Kreatiningehalt
des zu untersuchenden Harnes wie folgt: Ist x der abgelesene Colori-
meterwert, so ist der Kreatiningehalt der verwendeten 10 ¢m® Urin

g81-10 81 e 48 N T : i A
= = Weitere Multiplikation mit dem 10. Teil der Tages-
menge ergibt das in dieser vorhandene Kreatinin.

b) Ausfithrung der Kreatinbestimmung: 10 ¢m® Harn werden mit
10 e¢m® n/1 Salzsiure 1Stunde in einem Autoklaven erhitzt, dann mit
10 ¢m® n/1 Natronlauge versetzt und in einen 500-em®-MeBkolben iiber-
gefithrt, wo 15 em® Pikrinsaureldsung und 5 em® 10%ige Natronlauge
zugefiigt, mit Wasser zur Marke aufgefiillt und dann genau wie bei
der Kreatininbestimmung verfahren wird.

Berechnung: Wie beim Kreatinin. Der gefundene Wert ergibt das
Gesamtkreatinin, von dem der des priformierten Kreatinins abgezogen
wird, um das Kreatin, ausgedriickt in Kreatinin, zu erhalten. Um in
Kreatin umzurechnen, wird die erhaltene Differenz mit 116 multipliziert.

L. Kochsalz-(Chlor-)Bestimmung nach Volhard'), modifiziert
nach Arnold?).

Prinzip: In dem durch Salpetersiure angesiuerten Urin werden
die Chloride durch einen UberschuB von Silbernitratiosung ausgefillt
und das iiberschiissige Silbernitrat mit Rhodanammonium zurficktitriert;
als Indikator hierfiir dient Eisenammoniakalaun.

!) Volhard, Liebigs Annal, d. Chem. 1878, Bd. 190, 8.1-61. — %) A rnold,
Pfltigers Arch. 1885, Bd. 35, 5. 541 —557.
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Erforderliche Reagenzien:

1. n/10 Silbernitratlosung.

2. n/10 Rhodanammoniumlésung.

3. Kaltgesittigte Losung von Eisenammoniakalaun (Ferri-Ammonium
sulfuricum).

4. Konzentrierte Salpetersiure (chlorfrei).

5. Konzentrierte Kaliumpermanganlosung.

Ausfiihrung: 10 em® (eventuell enteiweiBter!) Urin werden in einem
100-crm*-MeBkolbchen mit 4—5 em® konzentrierter Salpetersiure, 2 cm®
Eisenammoniakalaunlésung und 3—4 Tropfen Kaliumpermanganatlosung
versetzt und umgeschiittelt; der Harn nimmt dabei eine hellgelbe Farbe
an. Ist dies nicht der Fall, so wird so lange tropfenweise Permanganat-
losung zugesetzt, bis die Farbe hellgelb wird. Dann 14Bt man aus einer
Biirette so viel n/10 Silbernitratiésung zuflieBen, bis die zuflieBende
Losung keinen weiteren Niederschlag von Chlorsilber mehr hervorrut.
Im allgemeinen geniigen hierzu 30 gn®. Man fiillt nun das MeBkélbchen
bis zur Marke mit Wasser, schiittelt gut durch und filtriert durch ein
trockenes Filter mit etwas Kieselgur in ein 50-¢m®-MeBkdlbchen. Die so
erhaltenen 50 em® Filtrat werden in ein Becherglas umgegossen und dann
mit Rhodanammoniumlésung bis zur Rotfirbung der Fliissigkeit titriert.

Berechnung: Die Zahl der verbrauchten Kubikzentimeter Rhodan-
ammoniumldsung multipliziert man mit 2 und zieht die so erhaltene Zahl
von der Anzahl der vorgelegten Kubikzentimeter Silbernitratltsung ab.
Die Differenz mit 000585 multipliziert, ergibt den Kochsalzgehalt (ge-
nauer den Gehalt der Chloride, ausgedriickt als Chlornatrium) in
Grammen in 10 em® Harn.

M. Phosphorbestimmung.

1. Feuchte Veraschung nach Neumann') zur Vorbereitung
fiir die alkalimetrische Phosphorbestimmung.

Prinzip: Die Oxydation wird bewirkt durch ein Gemisch von
Schwefelsaure und Salpetersiure. Da es niemals zu einer Verkohlung
kommt (Kohlebildung verlangsamt die Oxydation), so geht die Ver-
aschung schnell vor sich.

Erforderliches Sduregemisch: 20 em® konzentrierte Salpetersiure (spec.
Gew. 1'4) wird mit dem gleichen Volumen konzentrierter Schwefelsiure
gemischt.

) Neﬁmann, Zeitschr. f, physiol. Chem. 1902, Bd, 37, S. 115, — Arch. f. Anat. u.
Physiol., physiol. Abteil. 1897, S. 552; 1000, S. 159; 1902, S. 362,
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Ausfiihrung: 20 em® Harn (bei Untersuchung groBerer Mengen auf
dieses Volumen eindampfen!) werden in einen 300-cm*-Kjeldahl-Kolben
gegeben, dazu 10 em® des Siuregemisches. Weitere 10 em® Siuregemisches
werden in einen Hahntrichter getan, dessen unteres Ende in den Hals
des Kjeldahl-Kolbens hineinreicht. Nun wird der schrig stehende
Kjeldahl-Kolben mit kleiner Flamme im Abzug erwirmt wobei sich
braune Nitrosedimpfe entwickeln. Sobald die Dampfentwicklung nach-
laBt, werden einige weitere Tropfen des Sduregemisches aus dem Hahn-
trichter zugegeben. Man fihrt so mit der tropfenweise, immer wieder
unterbrochenen Zugabe des Sduregemisches fort, bis die Fliissigkeit im
Kolben sich nach Verschwinden der Nitrosedimpfe bei weiterem Kochen
nicht mehr dunkler firbt, sondern hellgelb bleibt und auch keine Gas-
entwicklung mehr zeigt, ein Zeichen, dafB die organische Substanz véllig
zerstort ist. Ist die kochende Fliissigkeit hellgelb, so wird sie beim Er-
kalten wasserklar, und die Veraschung ist beendet. Man setzt nun noch
vorsichtig etwa 3mal so viel Wasser hinzu als Sduregemisch verbraucht
wurde, und kocht 5—10 Minuten, wobei von der Zersetzung der ge-
bildeten Nitrosylschwefelsiaure herriihrende braune Dampfe entweichen.
Die so erhaltene Losung der Aschenbestandteile dient zur Untersuchung
auf alle Basen und nichtfliichtige Sduren, mit Ausnahme natiirlich von
Schwefel- und Salpetersiure.

2. Alkalimetrische Phosphorbestimmung nach Neumann?).

Prinzip: Aus der durch Sauregemischveraschung zerstorten Substanz
wird nach bestimmten Vorschriften die Phosphorsiaure als Ammonium-
phosphormolybdat gefillt. Der ausgewaschene Niederschlag wird sodann
in n/2 Natronlauge gelost, nach dem Fortkochen des Ammoniaks mit
n/2 Schwefelsiure zuriicktitriert. Da 1 Molekiil P,O, des gelben Nieder-
schlages bei dieser Behandlung zu seiner Neutralisation unter Anwendung
von Phenolphthalein 56 Molekiile Natronlauge erfordert, so entsprechen
jedem verbrauchten Kubikzentimeter n/2 Natronlauge 1268 mg P,O..

Erforderliche Reagenzien:

1. 50%ige Ammonnitratlésung.

2. n/2 Natronlauge,

3. n/2 Schwefelsdure.

4, 19 ige alkoholische Phenolphthaleinlésung.

5. 10%ige Ammonmolybdatlosung (kalt gelost und filtriert).

Ausfiihrung: Der Urin wird der Sduregemischveraschung (s. o.)
unterworfen. Unter der Annahme, daB fiir die Veraschung nicht mehr
' ) Neuman n, Zeitschr, f. physiol. Chem. 1902, Bd. 37, S. 120.
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als 40 ¢m® Siauregemisch?) verwendet wurden, werden 140 em® Wasser
hinzugegeben. Sind mehr als 40 ¢m® Sauregemisch verbraucht worden,
so ist die Verdinmnung mit Wasser und Ammonnitrat in demselben
Verhiltnis zu vermehren. Der 5. Teil der Gesamtfliissigkeit muB 509
Ammonnitrat sein. Nach dem Zufiigen des Ammonnitrats (bei maximal
40 ¢m® Siuregemisch also 50 em®) wird auf etwa 70—80" erhitzt, d. h.
bis gerade Blasen aufsteigen; darauf werden 40 ¢m* Ammoniummolybdat-
losung®) zugegeben. Man schiittelt den entstandenen Niederschlag von
phosphormolybdansaurem Ammoniak etwa eine halbe Minute tiichtig
durch, wodurch sich derselbe kornig abscheidet, und 1iBt 15 Minuten
in einem Stativring stehen. Das Filtrieren und Auswaschen geschieht
durch Dekantieren. Am besten filtriert man langsam an der Saugpumpe
durch ein aschefreies Filter, Um ein Durchgehen der sehr feinen Korn-
chen durch das Filter zu vermeiden, muB die Fliissigkeit und das Filter
stindig eisgekiihlt sein. In den Trichter gibt man einen Platinconus,
darauf das aschefreie Filter von 5—06 em Radius und jetzt etwas feines
Eis, um die Filterporen zu schlieBen, und gieBt dariiber noch etwas
eisgekiihltes Wasser. Nun filtriert man langsam aber stetig, durch vor-
sichtiges Neigen des schrig auf einem Stativring etwas oberhalb des
Filters befindlichen Kolbens die iiberstehende Fliissigkeit ab, doch so,
daB so wenig wie maoglich von dem Niederschlag auf das Filter kommt,
indem man den stindigen ZufluB je nach der Schnelligkeit des Ab-
flusses reguliert. Das Filter soll nie mehr als bis zu */; seines Volumens
gefilllt sein soll. Nunmehr wird der im Kolben verbliebene Nieder-
schlag unter vollstindiger Bespiilung der Kolbenwandungen mit 150 em*
eiskalten Wassers heftiz durchgeschiittelt und dann im Stativring wieder
absitzen gelassen. Wihrend dessen wird auch das Filter 2mal mit eis-
kaltem Wasser gewaschen. Man dekantiert dann wieder, wie oben be-
schrieben, und w_iedcr]mlt das Auswaschen noch 3—4mal, bis das
Waschwasser gerade nicht mehr sauer gegen Lackmus reagiert. Das
Auswaschen muB ohne Unterbrechung vor sich gehen, weil der gelbe
Niederschlag bei lingerer Berithrung mit Wasser in diesem nicht ganz
unloslich ist.

Nunmehr gibt man das ausgewaschene Filter in den Kolben zuriick,
zu der Hauptmenge des Niederschlages, fligt etwa 150 em® Wasser hinzu,
zerteilt durch heftiges Schiitteln das Filter durch die ganze Fliissigkeit
und lost den gelben Niederschlag, indem man aus einer Biirette ge-

'y Es soll bei der Veraschung auBier den anfangs zugesetzten 10 em® moglichst wenig
Siuregemisch verbraucht werden. Aus diesem Grunde muB die Temperatur bei der Ver-
aschung méglichst niedrig gehalten werden, — ?) Die Substanzmenge ist so zu wihlen,
dafB sie nicht mehr als 50 mg P,O, enthilt.
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messene Mengen n/2 Natronlauge zugibt, unter bestindigem Schiitteln
und ohne zu erwirmen eben gerade zu einer farblosen Fliissigkeit auf.
Sodann wird ein Uberschuff von 5—6 em® n/2 Natronlauge hinzugefiigt
und die Fliissigkeit so lange (etwa 15 Minuten) gekocht, bis mit den
Wasserdimpfen kein Ammoniak mehr entweicht (Priifung mit feuchtem
Lackmuspapier). Nachdem die Fliissigkeit unter der Wasserleitung véllig
abgekiihlt ist, wird ihr Volumen auf etwa 150 em® erginzt und nach
Hinzufiigen von 6—8 Tropfen Phenolphthalein (die starke Rotung er-
geben muB, andernfalls noch Natronlauge zufiigen und nochmals das
Ammoniak auskochen !) mit n/2 Schwefelsdure zuriicktitriert, bis die rote
Farbe verschwindet.

Berechnung: Die Anzahl der zugefiigten Kubikzentimeter n/2 Na-
tronlauge abziiglich der bei der Riicktitration verbrauchten Kubikzenti-
meter n/2 Schwefelsiure ergeben, mit 1:268 multipliziert, die in der ver-
arbeiteten Harnmenge enthaltene Menge P,O; in Milligrammen.

')

3. Phosphorsiurebestimmung nach Pinkus')-Neubauer?).

Prinzip: Versetzt man ein wasserldsliches phosphorsaures Salz in
heiBer Losung bei Anwesenheit freier Essigsiure mit einer Lésung von
Uranylacetat, so entsteht sofort eine quantitative Fillung von Uranyl-
phosphat. Der UberschuB von Uranylacetat ist zu erkennen an einer
Tiipfelreaktion mit Ferrocyankalium: Endreaktion. Der Essigsaurezusatz
hat den Zweck, alle Phosphate in Diphosphate iiberzufiihren.

Erforderliche Reagenzien:

1. Natriumammoniumphosphatldsung (entsprechend 50 P,O; im Liter)
— 14710 g in Wasser losen und auf 1/ auffiillen.

2. Uranylacetatlosung (entsprechend 50 P,O; im Liter) = 35 g reines
Uranylacetat auf 1/ Wasser unter Zusatz von etwas Essigsiure (eventuell
erwirmen) und filtrieren. In gelber Flasche geschiitzt aufbewahren, auf
Losung 1. einstellen (s. w.).

3. Natriumacetatessigsiuremischung: 1000 krystallisiertes Natrium-
acetat im Wasser geldst, 100 cm® 309 ige Essigsiure zugesetzt, auf 1/
mit Wasser aufgefiillt.

4. 109 ige Ferrocyankaliumlésung.

Finstellung der Uranlosung: 50 em® Natriumammoniumphosphat-
losung werden in einem Becherglas von etwa 200 cm® mit 5 cm® der
Natriumacetatessigsiuremischung versetzt und bis zum beginnenden

1y Pinkus, Virchows Arch. 1859, Bd. 16, S. 137, — ) Neubauer, Arch. f.
wissenschaftl. Heilkunde 1860, Bd. 4, S. 228; 1861, Bd. 5, S. 319.
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Sieden erhitzt. Nun laBt man aus einer Biirette in kleinen Mengen
Uranylacetat zuflieBen, wobei sich ein griiner Niederschlag von Uranyl-
phosphat bildet. Auf eine Porzellanplatte hat man mittels eines Glasstabes
zahlreiche Ferrocyankaliumtropfen gemacht. Nach jedem Zusatz aus der
Biirette wird wieder zum beginnenden Sieden erhitzt und dann mit
dem Glasstab ein Tropfen aus dem Becherglas auf die Porzellanplatte
gebracht, so daB er mit einem Ferrocyankaliumtropfen zusammenflielt.
Die geringste Menge von freiem Uranylacetat im Becherglas zeigt sich
an einer braunroten Farbung (Uranylferrocyanid) an der Beriihrungs-
stelle der beiden Tropfen. Allerdings tritt bei geringen Uranmengen
die Firbung nicht sofort deutlich hervor, und man muB 15—30 Sekunden
warten. Ist nach dieser Zeit keine Braunfirbung aufgetreten, so wird
eine weitere Portion Uranlésung ins Becherglas gegeben, wieder erhitzt,
getiipfelt u. s. w. Anfangs, solange man eine Zunahme des Niederschlags
beobachtet, kann man gréBere Mengen Uranylacetat zuflieBen lassen;
spiterhin wird man nach je /, em® die Tiipfelprobe wiederholen. Nach-
dem man auf diese Weise anndhernd richtig titriert hat, setzt man einen
neuen Versuch an, bei dem man die gesamte, bei dem Vorversuch ge-
brauchte Menge Uranldsung bis auf 1—2 em® langsam auf einmal zu-
flieBen ldBt, erhitzt, und nun immer wieder nach Zusatz je eines Tropfens
Uranylacetat die Tiipfelprobe wiederholt. Aus mehreren derartigen Ana-
lysen nimmt man den Mittelwert. Die Uranlosung ist dann so zu ver-
diinnen, daf dieser Mittelwert auf 50 ¢m® verdinnt wird (entsprechend
den vorgelegten 50 ¢m® Phosphatlésung). Dann wird nochmals titriert
und eventuell wieder eingestellt.

Ausfithrung: 50 ¢m® Urin werden in einem Becherglas mit 5 om®
Acetatmischung versetzt und genau so weiter verfahren wie bei der
Einstellung der Uranylacetatlosung.

Berechnung: Jeder Kubikzentimeter verbrauchten Uranylacetats ent-
spricht laut Einstellung 0-005 g P.O,.

Zucker und geringe EiweiBmengen brauchen vor Anstellung der
Phosphorbestimmung nicht entfernt zu werden; bei grioferen Eiweil3-
mengen aber vorher enteiweiBen!

N. Gewichtsanalytische Bestimmung von Calcium und
Magnesium nach Mohr und Beuttenmiiller.
Prinzip: Der Harn (bzw.die Veraschungsfliissigkeit nach Neumann

[s. 0.1, M., 1]) wird in essigsaurer Losung mit oxalsaurem Ammonium
ausgefillt, der oxalsaure Kalk gegliiht und als Calciumoxyd gewogen.
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Das Filtrat des oxalsauren Kalks wird ammoniakalisch gemacht, das
Magnesium mit Natriumphosphat als Tripelphosphat niedergeschlagen
und nach Glithen als Magnesiumpyrophosphat gewogen.
Erforderliche Reagenzien:
1. 10%ige Ammoniumoxalatlosung.
109 ige Ammoniumcitratlosung.
10%ige Binatriumphosphatlosung.
25%ige Ammoniaklosung.

0 N

209 ige Salpetersaure.

Ausfiihrung: @) Calcium: 200 cm® saurer (unzersetzter!) Harn (resp.
die aus derselben Harnmenge nach Neumann hergestellte und mit
starkem Ammoniak neutralisierte Aschenlésung) werden in ein Becher-
glas von '/, [ gefiillt. Nach schwachem Ansiduern mit Essigsiure fiigt
man einen Uberschufl von Ammoniumoxalat hinzu (etwa 50 cm?® geniigen),
setzt das Becherglas aufs Wasserbad und erhitzt. Der allmihlich aus-
fallende Niederschlag setzt sich in Verlauf einiger Stunden (auf dem
Wasserbad belassen!) zu Boden. Nun wird durch ein aschefreies Filter
sorgfiltig abfiltriert, wobei man anfangs den Niederschlag nicht aufriihrt.
Dann wird zum SchluB der Niederschlag mit heiBem Wasser aufgeriihrt
und wieder absitzen gelassen, worauf man das {iberstehende Wasser
abfiltriert. Dies wird 2—3mal wiederholt und dann erst der Niederschlag
sorgfiltig, eventuell mit Gummiwischer, aufs Filter gebracht. Nach mehr-
maligem Nachwaschen mit heifem Wasser wird der Niederschlag aus-
gewaschen und samt dem Filter in einem vorher gewogenen Platin-
tiegel noch feucht verbrannt. Zu diesem Zwecke erhitzt man den zu
*/y bedeckten Tiegel im Geblise ganz allmihlich mit schwacher Flamme
(keine leuchtende Flamme!), bis das Filter langsam verkohlt ist. Sobald
sich das Filter entziindet, entfernt man den Brenner und stellt ihn erst
wieder dann unter, wenn die Filterflamme erloschen ist. Entziindet sich
bei stirkerem Erhitzen das verkohlte Filter, bzw. seine Verbrennungsgase
an der Tiegelmiindung nicht mehr, dann erhitzt man den unbedeckten
Tiegel mit vollem Geblase, bis der Niederschlag véllig weiB geworden
ist. Nach Erkalten im Exsikkator wird gewogen, Glithen und Wigung
werden bis zur Gewichtskonstanz fortgesetzt.

Berechnung: Die gewogene Niederschlagsmenge besteht aus CaO.

n

&) Magnesium: Das Filtrat nebst dem zum Auswaschen des Calcium-
niederschlages verbrauchten Wasser werden in ein Becherglas von ent-
sprechendem Inhalt iibergespiilt (bzw. schon vorher in ein solches filtriert).
Nun wird auf dem Wasserbad auf etwa 200—250 ¢m®* eingedampft und
nach dem Erkalten mit Ammoniak bis zur stark alkalischen Reaktion ver-

Umber, Ernihrung und Stoffwechselkrankheiten. 3. Aufl. 30
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setzt. Nach Zusatz einiger Kubikzentimeter Ammoniumcitratldsung wird mit
Natriumphosphat in reichlicher Menge (etwa 50 em”) ausgefillt. Da vorher
im Urin reichlich Phosphate vorhanden sind, so tritt hdufig schon beim
Ammoniakzusatz eine Triibung durch Tripelphosphat auf; nach dem
Zusatz des Phosphats entsteht allméhlich ein Niederschlag, dessen quanti-
tatives Ausfallen und Absetzen man durch Erwidrmen auf dem Wasser-
bad befordert. Nach 12 Stunden filtriert man durch ein aschefreies
Filter ab und bringt den an der Glaswand ziemlich fest haftenden
Niederschlag mit Hilfe des Gummiwischers aufs Filter. Mit 25 %iger
Ammoniakldsung wird mehrmals nachgewaschen und das Filter in der
Wirme getrocknet. Dann verascht man in der gleichen Weise, wie oben
beim Calcium (@) beschrieben, vorsichtig das Filter und glitht im Ge-
blise, bis der Niederschlag grauweif geworden ist. Nach kurzem Er-
kalten fiigt man 2 Tropfen 20%ige Salpetersiure hinzu, erhitzt erst
schwach und dann mit voller Stirke, bis der Niederschlag schén weil}
ist. Nun wird nach Erkalten im Exsikkator gewogen und dies ebenfalls
bis zur Gewichtskonstanz wiederholt.

Berechnung: 222:72 Teile Magnesiumpyrophosphat, aus dem der
Niederschlag besteht, entsprechen 80:72 Teilen MgO.

0. Schwefelbestimmung.

1. Bestimmung der Gesamtschwefelsiure nach Mohr-
Beuttenmiiller.

Prinzip: Die Atherschwefelsiuren werden durch Kochen mit Salz-
siure gespalten und nun die gesamte Schwefelsiure mit Chlorbaryum
gefillt, das entstandene Baryumsulfat gewogen und daraus die Schwefel-
saure berechnet.

Erforderliche Reagenzien:

1. 5%ige Chlorbaryumlosung.

2. Salzsidure, spec. Gew. 1'125 =25 % ige HCIL
3. Alkohol.

4. Ather.

5. Schwefelsiure.

Ausfithrung: 100 em® filtrierter Harn (bei EiweiBgehalt vorher ent-
eiweiBen!) werden in ein Becherglas von etwa 500 em® Inhalt gemessen
und 10 ¢m® Salzsiure hinzugefiigt. Dann wird die Fliissigkeit auf dem
Drahtnetz zum Sieden erhitzt und etwa 20 Minufen schwach kochend
erhalten. Nun wird mit Wasser auf das 2— 3fache verdiinnt und nochmals
zum Sieden erhitzt. Dann werden etwa 20 ¢m® Chlorbaryumlosung, die
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vorher in einem Reagensglas erhitzt worden waren, allméhlich zugefligt.
Der entstehende Niederschlag wird durch Erhitzen auf dem Wasserbad
(oder auch durch 24stiindiges Stehenlassen) véllig zum Absitzen ge-
bracht. Nun wird durch ein aschefreies Filter von etwa 10 ¢m Durch-
messer filtriert; das Filtrat muB vollig klar sein. Der Niederschlag wird
mit heifem Wasser so lange gewaschen, bis das Filtrat mit Silbernitrat
keine Tritbung mehr gibt. Hierauf wird mit absolutem Alkohol 2mal
und dann mit Ather einmal gewaschen. Das getrocknete Filter kommt
darauf in den vorher gewogenen Platintiegel, in dem zunichst durch
gelindes Glithen das Filter verascht und dann stark gegliiht wird, bis
der Inhalt véllig weill geworden ist; eventuell ist der Zusatz von je einem
Jropfen 25 % iger Salpetersaure und 20 ¢ iger Schwefelsiure hierzu erforder-
lich, um etwa entstandenes BaS wieder in BaSO, iiberzufiihren. Nach dem
Glithen wird der Tiegel etwa '/, Stunde in den Exsikkator gestellt und dann
wieder gewogen; dies wird bis zur Gewichtskonstanz wiederholt. Das
erhaltene Gewicht minus dem Gewicht des leeren Tiegels ergibt das
Baryumsulfalt.

Berechnung: 233 Teile Baryumsulfat entsprechen 98 Teilen H,SO,
oder 96 Teilen SO, oder 80 Teilen SO,.

Fehlerquellen: Zu niedrige Werte erhdlt man durch ungeniigende
Spaltung der Atherschwefelsiuren (zu kurzes Kochen), durch ungeniigenden
Chlorbaryumzusatz (das Filtrat muB mit Schwefelsiure einen Niederschlag
geben), durch Verluste beim Filtrieren (der Niederschlag war mangel-
haft sedimentiert; Niederschlag nicht fein genug). Zu groBe Werte
erhdlt man, wenn ein groBer UberschuB an Baryumchlorid auf einmal
zugesetzt wurde, weil dieses sich dann aus dem Niederschlag nicht
mehr vollig auswaschen ldBt.

2. Atherschwefelsiurebestimmung nach SalkowskiY).

Prinzip: Die Sulfatschwefelsiure wird aus dem Urin entfernt durch
Ausfillen mit einer Barytmischung, im Filtrat die Atherschwefelsiuren
mit Salzsiure gespalten und mit Baryumchlorid ausgefillt.

Erforderliche Reagenzien:

Barytmischung: 2 Volumina kalt gesittigte Baryumhydratlésung und
ein Volumen kalt gesittigte Chlorbaryumlosung werden gemischt.

Ferner die unter 1. aufgefiihrten Ldsungen.

Ausfithrung: 100 en® Harn werden in einem Becherglas von
300 em® mit 100 ¢m® Barytmischung versetzt und nach 10 Minuten

Yy Salkowski, Virchows Arch, 1880, Bd. 79, S. 551 —554.
3¢
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durch ein trockenes Faltenfilter filtriert; falls das Filtrat nicht vollig
klar abliuft, muB es noch einmal auf das Filter zuriickgebracht werden.
Vom Filtrat miBt man 100 em® ab und verfihrt damit wie unter 1.
angegeben.

Berechnung wie bei 1. unter Beriicksichtigung der Verdiinnung.

Bei Anwesenheit groBerer Mengen von Glykuronsdure bilden sich
nach Kossel?) schwer losliche Barytsalze, so dall man zu kleine Mengen
Atherschwefelsiure erhalten wiirde. In diesem Falle miite man zuriick-
greifen auf die etwas langwierigere

3. Bestimmung der Atherschwefelsiure nach Baumann’).

Prinzip: In dem mit Essigsiure angesduerten Urin werden die
Alkalisulfate mit Chlorbaryum ausgeféllt und abfiltriert. Das Filtrat wird
mit Salzsiure erhitzt, wobei die nunmehr gespaltenen Atherschwefel-
siuren ebenfalls als Barytsalz ausfallen.

Erforderliche Reagenzien:

109 ige Essigsiure und die unter 1. genannten Losungen.

Ausfithrung: 50 em® Harn werden in einem 300 em® Becherglas
mit dem gleichen Volumen Wasser verdiinnt, mit 10 cm* Essigsiure und
einem UberschuB von Chlorbaryumldsung (20 em® geniigen meist) ver-
setzt. Der entstandene Niederschlag wird durch Erwirmen auf dem
Wasserbad zum Absitzen gebracht und abfiltriert (wozu hiufig immer
erneutes ZuriickgieBen auf das Filter notig ist) und mit heiBem Wasser
nachgewaschen. Niederschlag und Filter werden dann mit Alkohol und
Ather getrocknet, im Platintiegel verascht, gegliiht und gewogen. Aus
dem Gewicht ergibt sich die Menge der als Alkalisulfat im Harn vor-
handenen Schwefelsiure (Sulfatschwefelsiure).

Das Filtrat mitsamt dem Waschwasser werden nun nach 1. behandelt.
Meist erhilt man dann beim Abfiltrieren des Barytniederschlages braune,
harzige Substanzen auf dem Filter, die sich mit Alkohol groBtenteils
entfernen lassen. Der 2. Barytniederschlag ergibt die Menge der im
Urin enthaltenen gepaarten Schwefelsiuren.

Berechnung wie unter 1.

4. Die Bestimmung der Sulfatschwefelsidure

geschieht bei der Baumannschen Methode direkt oder als Differenz
zwischen Gesamtschwefel und Atherschwefelsiure.

1) Kossel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 1882/83, Bd.7, S.202-296. — %) Bau-
mann, ebenda 1877, Bd. 1, 8. 70.
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5. Bestimmung des neutralen Schwefels im Harn nach
Modrakowski.

Prinzip: Schwefelhaltige Substanzen lassen sich leicht mit Natrium-
superoxyd oxydieren.

Erforderliche Reagenzien:

1. Natriumsuperoxyd.
Salzsiure.
10 % ige Chlorbaryumlésung,
1 % ige Phenolphthaleinlosung.
Alkohol.,
6. Silbernitratlosung.

Ausfithrung: In eine entsprechend groBe Nickelschale gibt man
1 —2 g Natriumsuperoxyd und 1dBt 50 ¢m® Harn aus der Pipette lang-
sam dazu tropfen. Dabei findet nur maBiges Schaumen und kein Ver-
spritzen statt. Man dampft zur Syrupkonsistenz ein, versetzt vorsichtig
mit 1—2 g Peroxyd, erwirmt auf der Flamme erst schwach, dann stirker,
noch einmal 1—3 g zusetzend. Nach dem Erkalten (das Gemenge muB
ganz flussiz geworden sein) setzt man Wasser hinzu und erhitzt, um
alles zu losen. Nun filtriert man durch ein Baryumfilter, spiilt mit heiBem
Wasser nach und siuert das Filtrat gegen Phenolphthalein mit Salz-
siure an. Mit etwas Alkohol kocht man auf und setzt, vorsichtig ein
Aufschiumen vermeidend, etwa 10—20 gn® Chlorbaryumlosung hinzu.
Die Fillung liBt man 24 Stunden absitzen, filtriert dann durch ein
kleines aschefreies Filter, das man einige Stunden gefaltet im Trichter
in Wasser gestellt hatte. Man wischt so lange mit heifem Wasser nach,
bis das Spiilwasser mit Silbernitrat keine Chlorreaktion mehr gibt. Nun
wird mit Alkohol und Ather getrocknet, im Platintiegel das Filter ver-
ascht, der Inhalt gegliiht und gewogen, Glithen und Widgen bis zur
Gewichtskonstanz wiederholt.

Berechnung: Das Resultat ist Gesamtschwefel, man rechnet ihn mit
0343 als SO, um und zieht davon die als SO; umgerechnete Gesamt-
schwefelsiure ab, der Rest ist Neufralschwefel als SO,.

& SV R S




[I. Stoffwechseluntersuchungen des Blutes.

A. Enteiweifilung des Vollblutes, Plasmas oder Serums.

Fiir fast alle Untersuchungen des Blutes ist eine voraufgehende
EnteiweiBung erforderlich. Wir besprechen daher zunichst die wichtig-
sten dieser EnteiweiBungsmethoden, einzelne besondere Methoden sind
bei den Bestimmungen einzelner Blutbestandteile abgehandelt.

1. EnteiweiBung des Blutserums nach Hohlweg und Meyer’).

50 ¢m® Blutserum werden mit 50 em® einer Mischung von gleichen
Teilen 1 9 iger Essigsdure und 5 % iger Monokaliumphosphatlésung versetzt,
darauf mit Wasser auf 300 ¢m® aufgefiillt und noch 400 ¢m® einer gesittigten
Kochsalzlésung hinzugefiigt. Die Mischung wird in einer Porzellanschale
auf einem Asbestnetz zum Sieden gebracht, der entstehende Nieder-
schlag absitzen gelassen und filtriert. Das Filtrat zeigt erst bei Einengung
auf */,,—'/s, eine positive Biuretreaktion.

2. EnteiweiBung des Blutserums mit Uranylacetat
25 —50 em® Serum werden 4fach mit Wasser verdiinnt (25 em® zu
100 ¢m?, 50 em® zu 200 ¢m®) und mit der gleichen Menge 1%/, %iger
Uranylacetatlosung versetzt, wie die urspriingliche Serummenge betrigt
(25—50 em®). Nach gutem Umschiitteln wird sofort filtriert.

3. EnteiweiBung des Blutserums oder Vollblutes nach Moog?).

Vollblut, Serum oder Plasma werden in einem Becherglas mit der
gleichen Menge 20%iger Trichloressigsaure versetzt, gut durchgeriihrt
und filtriert. Falls das Filtrat nicht ganz wasserklar ist, wird es noch
ein- oder mehrmals auf das Filter zuriickgegossen. Diese EnteiweiBung
ist die einfachste und fiir viele Untersuchungen (Rest-N, Harnstoff, Indican)
zweckmaBigste.

4 Hohlweg u. Meyer, Hofmeisters Beitr. 1008, Bd. 11. — %) s. Ambard u.
Hallipn, C. R. soc. de Biol. 1912, S. 435.
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4. EnteiweiBung des Gesamtblutes nach Rolly und Oppermann?).

Erforderliche Reagenzien:

1. Eisenlosung = Ferrum oxydatum dialysatum liquidum 109 duplex

(Merck).
2. Mononatriumphosphatlésung = 1 Teil Mononatriumphosphat -
{4 Teile Wasser.

Ausfithrung:

In ein hohes, etwa 150 cm® fassendes Becherglas werden mit einer
Auslaufpipette 10 em® Blut gemessen. Nachdem die Pipette vallig aus-
gelaufen ist, wird sie mit Wasser in ein 50-cm®-MeBkolbchen nach-
gespillt und mit Wasser bis zur Marke aufgefiillt. In das Becherglas
werden nun zu dem Blute aus einer genau geaichten Biirette 25 cm®
Eisenlosung unter stetigem, emsigen Umriihren mit einem mit Gummi-
wischer versehenen Glasstab tropfenweise zugesetzt und gleichmiBig
verrithrt. Darauf werden aus dem MeBkélbchen die 50 ¢m® Nachspiil-
fliissigkeit schuBweise unter dauerndem Rithren zugesetzt und die vollig
gleichmiBige Mischung kurze Zeit stehen gelassen. Sodann werden aus
der Biirette weitere 15 ¢m® Eisenlosung wie oben zugesetzt und darauf
aus einer zweiten Biirette tropfenweise unter stindigem Riihren soviel
Mononatriumphosphatlésung zugelassen, bis das Gemenge breiig wird.
Nun wird etwa 1 Minute stehen gelassen und dann.wieder geriihrt, bis
das Gemenge wieder eine ganz gleichmiBige Konsistenz zeigt. Alsdann
werden wieder tropfenweise und unter stetigem Rithren nochmals 10 cm?
Eisenlésung und darauf soviel Phosphatlosung zugesetzt, wie an einer
Gesamtmenge von 10 em® Phosphatldsung noch fehlen. Die Mischung
bleibt nun bedeckt oder im Eisschrank 10 Minuten stehen, dann saugt
man sie mit einem Buchnerschen Filter ab. Wenn der Riickstand fast
trocken ist, stellt man, um die Fliissigkeit vollig aus ihm auszupressen,
eine in das Buchnersche Filter gerade hineinpassende Petri-Schale auf
den Filterriickstand, und auf diese ein Gewicht, und fihrt darauf noch
einige Zeit mit dem Absaugen fort.

B. Blutzuckerbestimmungen.
1. Makroblutzuckerbestimmung nach Bertrand.
Prinzip: Das durch Reduktion Fehlingscher Lésung gebildete

Kupferoxydul reduziert einen gewissen Teil einer Ferrisalzlosung zu

) Rolly u. Oppermann, Bioch. Zeitschr. 1912, Bd. 48.
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Ferrosalz. Die Menge des letzteren wird durch Titration mit Kalium-
permanganat bestimmt.

Erforderliche Reagenzien:

1. 40 g reinstes lufttrockenes Kupfersulfat werden zu 1/ mit Wasser
gelost.

2. 200 g reines Seignettesalz (weinsaures Kaliumnatrium) und 150 g
festes Natriumhydroxyd (in Stangen) werden im MeBkolben in destilliertem
Wasser zu 1/ gelost.

3. 50 g reines Ferrisulfat werden im MeBcylinder in etwa 200 em®
Wasser geldst. Anderseits werden 200 em® konzentrierte Schwefelsiure
(spec. Gew. 1'84) mit etwa 400 cm® Wasser verdiinnt, indem man die
Schwefelsiure sehr langsam in das Wasser einflieBen ldBt. Die ab-
gekithlte Mischung wird zu der Losung des Eisensalzes zugegeben und
mit Wasser auf 1/ aufgefiillt.

4. b g Kaliumpermanganat werden mit destilliertem Wasser zu 1/
aufgefiillt. Der Titer dieser Losung wird gegen Oxalsiure eingestellt.
Diese Reaktion verliuft nach der Gleichung:

1. 5C,0,H;+2KMnO,+3H,50,=10CO,+MnSO,+K,S0,+8 H,O.

Anderseits erfolgt die Oxydation des Eisenoxydulsalzes mit Kalium-
permanganat nach der Gleichung:

2, 10 FeSO, +2 KMnO, 4+ 8 H,SO, =5 [Fe, (50,);] T K:SO, 2 MnSO,

+=8H; 0.

Die Reduktion des Eisenoxydsalzes geht vor sich nach der Gleichung:

3. Cu,S0, +Fe, (SO,), + H:S0, =2 CuSO, + H;O -+ 2 FeS0,.

Aus diesen Gleichungen ergibt sich, daB ein Molekill Kalium-
permanganat in Reaktion tritt mit 5 Molekiilen Eisenoxydulsalz (2) oder
mit 5/2 Molekiilen Oxalsdure (1). Anderseits entspricht 1 Molekiil Eisen-
oxydsalz 1 Molekiil Kupfersulfat.

Da die Kaliumpermanganatlosungen ihren Titer dndern, verzichtet
man darauf, Normallosungen herzustellen, sondern bereitet anndhernde
Normallésungen, deren Titer (d. h. Oxydationsvermdégen) vor der Ver-
wendung mit Oxalsdure festgestellt wird. Die Oxalséure wird durch
Kaliumpermanganat zu Kohlensiure und Wasser oxydiert. Zur Her-
stellung der n/10 Oxalsiure wiegt man 03024 reinste krystallisierte
Ogxalsiure pro analysi (Kahlbaum) genau ab und fiillt mit Wasser auf
1 / auf. Diese Losung ist 8 Monate haltbar. Zur Titerstellung der Kalium-
permanganatldsung verdiinnt man 5 em® konzentrierte Schwefelsdure
mit 10 em® Wasser, miBt 30 em® der n/10 Oxalsiure ab, fligt dazu
10 em?® dieser verdiinnten Schwefelsiure und fiillt mit Wasser von 70°
auf 200 em® auf. Die Mischung wird mit der Kaliumpermanganatlosung
bis zur bleibenden Rosafirbung titriert. Es seien beispielsweise fiir diese

3
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Titration 20 ¢m® Kaliumpermanganat verbraucht worden. Da nun n/10
Oxalsdure in 10 / nur /, Molekiil Oxalsdure enthilt, anderseits 1 Molekiil
Oxalséure 2 Molekiilen Fe-Oxydul, bzw. Cu entspricht, so wire 1 em®
der n/10 Oxalsiure dquivalent einer Losung von Eisenoxydul- oder
Kupfersalz, die in 10/ 1 Molekiil dieser Salze enthielte, d. h. 1 Molekiil
Oxalséure entspriche 00056 Fe, bzw. 0000636 Cu. Da nun zur Oxydation
von 30 emn® n/10 Oxalsiure 20 gn® Kaliumpermanganat verbraucht
wurden, so entspricht 1 em® der Kaliumpermanganatlosung 1'5 em® der
n/10 Oxalsiure = 00084 Fe = 0-00954 Cu.

5. Reagenzien zur EnteiweiBung s. unter 1L, A, 4. dbbae

Ausfithrung: 10 em® durch Zusatz von Kaliumoxalat
(etwa 5—10 Tropfen einer 209 igen Losung) ungerinnbar
gemachten Blutes werden nach der unter I, A. 4, an-
gegebenen Methode enteiweiBit. Das Filtrat und je 20 em®
der Kupfersulfat- und Seignettesalzlosung werden mit
der Pipette in einen Erlenmeyer-Kolben von etwa 150 em®
gegeben, dieser auf einem Drahtnetz zum Sieden er-
hitzt und genau 3 Minuten gelinde gekocht. Man ldBt
nun das gebildete Kupferoxydul absitzen (je linger, desto
besser), die {iberstehende Fliissigkeit muB noch blau ge-
farbt sein, sonst ist die Bestimmung mit einer geringeren
Blutmenge zu wiederholen.

Anderseits hat man ein Saugflischchen mit einem
mit Asbest armierten Filterrohrchen versehen (s. Abb. 53);
es geniigt eine 2 mm dicke Schicht ganz feinen Asbests. Man gieBt nun
unter gelindem Saugen mit der Wasserstrahlpumpe die iiber dem Nieder-
schlag befindliche blaue Fliissigkeit durch das Asbestfilter und wéscht
den im Kolben zuriickgebliebenen Niederschlag noch 2mal mit de-
stilliertem Wasser nach, 1i8t schnell absitzen und gieBt die iiberstehende
Fliissigkeit wieder durch das Asbestfilter. Wenn etwas Kupferoxydul,
das ja vom Asbest zuriickgehalten wird, beim Dekantieren mitgeht,
schadet es nichts; es ist aber darauf zu achten, daBl das moglichst wenig
geschieht, Um eine Reoxydation des Kupferoxyduls durch den Sauer-
stoff der Luft zu verhindern, ist peinlichst darauf zu achten, daB sowohl
der Kupferoxydulniederschlag in dem Kolben als auch der etwa auf das
Asbest gekommene, stets von Fliissigkeit bedeckt ist und also mit der Luft
nicht in Berithrung kommt. Um den Niederschlag beim Dekantieren
méglichst wenig aufzuriihren, empfiehlt es sich, den Kolben nach dem
Kochen in ein Schilchen mit Eis in schrager Stellung iiber dem Filter-
rohrchen anzubringen, so daB er beim Dekantieren in der gleichen
Richtung nur noch etwas mehr geneigt zu werden braucht. Bei einiger
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Ubung gelingt es so leicht, zu erreichen, daB erstens kein Niederschlag
auf das Asbestfilter kommt, und daB der Niederschlag zweitens nicht
mit der Luft kommuniziert, sondern entweder von der blauen Fliissig-
keit oder dem zum Nachspiilen verwendeten, schnell wieder hinzu-
gesetzten Wasser bedeckt ist.

Die in der Saugflasche filtrierte klare Losung wird nun fortgegossen,
die Flasche selbst mit Wasser gut ausgespiilt und das Filtrierréhrchen
wieder daraufgesetzt. Zu dem Kupferoxydulniederschlag in dem Erlen-
meyer-Kolben setzt man etwa 20 ern® der Ferrisulfatlosung, wobei eine
Reduktion des Ferrisulfats, kenntlich durch die griine Firbung der Lésung,
auftritt. Man gieBt diese Losung nun an einem Glasstabe in das Filter-
rohrchen, wobei auch die etwa schon beim Dekantieren hineingelangten
Teile des Oxyduls gelost werden, und saugt langsam in die Flasche.
Man wischt den Erlenmeyer-Kolben mit einigen Kubikzentimetern der
Ferrisulfatlésung nach und 1aBt diese ebenfalls durch das Filter hindurch-
laufen, bis man annehmen kann, daB alles Oxydul geldst ist, und wischt
schlieBlich mit etwas Wasser nach. Die in der Flasche befindliche Losung
wird nun mit Kaliumpermanganat titriert, bis die griine Farbe gerade
in Rosa umschligt. Es ist wichtig, bei der Methode schnell zu arbeiten
dann gibt sie vorziigliche Resultate.

Berechnung: Nach den obigen Ausfithrungen entsprach 1 em® der
angenommenen Kaliumpermanganatlosung 954 mg Kupfer. Zur Titra-
tion seien von dieser Losung (jede neu angefertigte Permanganat-
I6sung muB nach der oben angegebenen Methode eingestellt und
berechnet werden) 7-3 cm® verbraucht worden, die 954 mal 7:3=090 mg
Kupfer entsprechen wiirden. Aus der nebenstehenden Tabelle nach
Allihn ergibt sich, daB 69 mg Kupfer 353 mg Zucker entsprechen,
70 mg Kupfer aber 358 mg Zucker; durch Interpolation ergibt sich
der gesuchte Zuckerwert unserer Losung zu 3575 mg. Durch Multi-
plikation mit 10 errechnet sich der prozentuale Zuckergehalt des unter-
suchten Blutes in Milligrammen.

Die Bertrandsche Methode gibt die besten Werte, bei einer Zucker-
konzentration von hochstens 0057 ; stirkere Losungen, die ja beim Blut
nur selten angetroffen werden, sind daher entsprechend zu verdiinnen,
bzw. die halbe Menge Blut zu verarbeiten,

2. Mikrozuckerbestimmung nach Bang?).
Prinzip: Das Kupferoxyd wird durch den Traubenzucker zu Kupfer-
oxydul reduziert, dieses durch Jodsdure in saurer Ldsung reoxydiert.
) Bang, Bioch, Zeitschr., Bd. 87 u. 92,
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Die verbrauchte Jodatmenge wird aus der Differenz der angewandten
und der mit Thiosulfat zuriicktitrierten Jodmenge berechnet.

Erforderliche Reagenzien:

1. Salzlosung. KCI puriss. pro analysi (Kahlbaum) 400:0, Uranyl-
acetat puriss. 3:0, 25 % ige Salzsiure 1'5 em®, Kupfersulfat 0-8, Aq. dest. ad
2000 ¢m®, Alle diese Reagenzien miissen darauf untersucht werden, ob
sie frei von reduzierenden Substanzen sind. Verunreinigungen haben wir
besonders hiufig beim Chlorkalium beobachtet?), das man eventuell mehr-
fach umkrystallisieren muf}, um es hiervon zu befreien.

2. Jodsdureldsung. Kal. jodat. puriss. 0:3567, 209 ige Schwefelsiure
10 em®, Aqu. dest. ad 1000 em®.

3. Alkalilosung. Kaliumcarbonat 750, Seignettesalz 2000, Aq. dest.
ad 1000 em®.

4. 209 ige Schwefelsidure.

5. h%ige Jodkalilosung.

6. Stirkelosung. Stirke 10, KCI puriss. 2°0, Aq. dest. ad 1000 cm®.

7. n/10 Thiosulfatlosung. 24:8 Na,S, 0, werden lufttrocken abgewogen
und in 1-/-MeBkolben fiberfiihrt. Etwas iiber 1/ destilliertes Wasser wird
1/, Stunde gekocht, der Kochkolben darauf unmittelbar verschlossen,
erkalten gelassen und der 1-/-Kolben damit bis zur Marke aufgefillt,
sein Inhalt in einer schwarzen Flasche aufbewahrt. 2 Monate haltbar.
In jeder Woche muB der Titer der Losung mit Kaliumbichromatlosung
kontrolliert werden. Zu diesem Zweck werden 20 ¢m® n/10 Kalium-
bichromatlésung abgemessen, dazu ungefihr 20 ¢m® Wasser, 10 em” kon-
zentrierte Salzsiure und 10em® 109 ige wisserige Jodkalilosung zugefiigt
und ungefihr auf '/, [ aufgefiillt. Man titriert nunmehr mit der in
der Biirette befindlichen Thiosulfatlosung, bis die anfangs stark braun
gefirbte Fliissigkeit hell geworden ist, fiigt dann einige Tropfen Stirke-
losung zu und titriert weiter, bis die auf den Stirkezusatz entstandene
Blaufarbung eben verschwunden ist und die Losung eine griine Farbe
angenommen hat. Beim Zufiigen eines Tropfen Bichromatlésung mubB
jetzt Blaufirbung auftreten, sonst ist die Bestimmung zu wiederholen.
bzw. nochmals 5 ¢m® Bichromatldsung zuzugeben und zuriickzutitrieren.
1em® der Thiosulfatlosung muB 1em® der Jodlosung genau entsprechen,
da 1 ¢m® der. Kaliumbichromatlosung auch 1 ¢m® einer n/10 Jodlésung
dquivalent ist. Andernfalls ist die Konzentration der Thiosulfatlésung
entsprechend zu #ndern. Aus der n/10 Thiosulfatlésung wird vor
der Ausfilhrung jeder Bestimmung eine n/100 Ldsung hergestellt,
indem man 10 ¢m® derselben genau abmiBt und im MeBkolben auf
100 ¢m® auffillt.

) Rosenberg, Arch. f. exp. Path. u. Pharm. 1922, Bd. 92.
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Ausfithrung: a) Blutentnahme. Durch einen Einstich in die Finger-
beere oder das Ohrlippchen mit dem Frankeschen Schnepper werden
einige Blutstropfen auf ein Stiickchen FlieBpapier entnommen. Das FlieB-
papier ist in der erforderlichen GréBe (16 <26 mm) kiuflich, doch muB
man sich ebenso wie bei den Reagenzien durch eine Leerbestimmung
davon iiberzeugen, daB es frei von reduzierenden Substanzen ist. Andern-
falls muB es einige Male in ganz schwach angesiuertem Wasser und
schlieBlich 1—2mal in reinem Wasser ausgekocht und dann wieder
getrocknet werden, bis es keine reduzierende Substanzen mehr enthalt.
Die Einstichstelle muB durch Abreiben mit Ather von Fett gereinigt
sein, doch darf der Einstich erst erfolgen, wenn der Ather vollkommen
verdunstet ist. Das Blut soll von selbst und nicht erst auf stirkeren
Druck hervorquellen, der Einstich darf also nicht zu oberflichlich sein;
der erste Tropfen wird am besten nicht benutzt, sondern erst der zweite.
Das Filterpapier darf nicht die Haut beriihren und auch nicht mit den
Fingern beriihrt werden. Es wird aus der Schachtel entnommen und
gehalten mit einer sauberen Hornpinzette, deren Branchen innen mit
Messing belegt sind. Die entnommene Blutmenge soll etwa 100 —120 mg
betragen, diese Menge entspricht etwa 3—4 Tropien. Die gewonnene
Blutmenge muB sofort schnell gewogen werden, da sonst durch Wasser-
verdunstung ihr Gewicht verindert wird. Es kann aus diesem Grunde
nicht mit der gewohnlichen chemischen Wage gewogen werden, sondern
die Gewichtsbestimmung des Filtrierpapierblattchens hat vor und nach
der Beschickung mit Blut zu erfolgen mittels der Bangschen Torsions-
wage, die eine auf 1 mg genaue Bestimmung innerhalb weniger Sekunden
erlaubt. Aus der Differenz beider Bestimmungen ergibt sich das Gewicht
der entnommenen Blutmenge.

Um die Anschaffung einer Torsionswage zu vermeiden, ist empfohlen
worden, 0r1 em* Blut mittels einer kleinen geaichten Pipette zu ent-
nehmen und deren Inhalt quantitativ auf ein Filtrierpapierbléttchen aus-
zustreichen. Wir sind der Ansicht, daB durch diese MaBnahmen in die
an sich diffizile Methodik des ,Bang" noch weitere Fehlerquellen
hineingetragen werden, und empfehlen vielmehr, wenn man die Benutzung
der Torsionswage umgehen will, an Stelle der Bangschen die Hage-
dornsche Mikromethode (II, A., 3.) zu verwenden.

b)EnteiweiBung und Reduktionsbestimmung. Die mit Blut getrankten
Filtrierpapierscheibchen werden nach ihrer Wigung etwa 5 Minuten
lang trocknen gelassen und dann in je ein kurzes, weites Reagenzglas
gebracht, in denen sie, ohne anzustoBen, Platz finden. Zu dem ge-
trockneten Papier werden 6'5 em® der Salzlosung gegeben, die man vor-
sichtig vom Rand aus zuflieBen 1dBt, um nicht Blutteilchen von dem
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Papier damit abzuspiilen. In der Salzlésung bleiben die-Papierscheiben
mindestens '/, Stunde; in dieser Zeit wird der Zucker aus dem Blut
extrahiert, wiahrend das EiweiB koaguliert und bei sorgfiltiger Technik
an dem Papier haften bleibt, so daB die Lésung nicht durch EiweiB-
flocken getriibt wird. Nach mindestens !/, Stunde (und héchstens 3 —4
Stunden) wird die Salzlésung in einen Erlenmeyer-Kolben von 125 em®
gegossen und das Reagensglas mit 65 gm® Salzlésung nochmals nach-
gespiilt, die ebenfalls in den Kolben gebracht werden. Sollte sich doch
etwas EiweiB von dem Papier abgeldst haben, so muB das UbergieBen
in den Erlenmeyer-Kolben durch ein
moglichst kleines Filter erfolgen, doch
konnen durch das Filtrieren leicht Sub-
stanzverluste entstehen, so dalBl es besser
durch vorsichtiges Arbeiten zu vermeiden
ist. In den Erlenmeyer-Kolben kommen
weiterhin genau mit einer Vollpipette ab-
gemessene 2 ¢m® Jodsdurelosung, sowie
2 em® Alkalilosung, Nun wird der Kolben-
inhalt 4 Minuten zum Sieden erhitzt, u, zw,
unter AbschluB der Luft, deren Sauer-
stoff sonst das durch den Traubenzucker
reduzierte Kupferoxydul teilweise wieder
reoxydieren konnte. Zu diesem Zwecke
wird ein Kolben von etwa 1—2/ In-
halt zur Halfte mit destilliertem Wasser
und einigen Siedesteinchen gefiillt und zum Sieden erhitzt. Der aus-
stromende Wasserdampf wird in die Losung ibergeleitet durch ein
2mal rechtwinklig gebogenes Glasrohr, das durch einen durchbohrten
Korken in den Kochkolben hineinragt, wihrend es auf der anderen
Seite eine bauchige Verdickung in der Art einer Pipette aufweist, die
gerade auf die Offnung des Erlenmeyer-Kolbens zu stehen kommt und
diesen dadurch abschlieBt (s. Abb. 54). Der unterste Teil des Uber-
leitungsrohres, der so lang sein muB, daB er eben den Boden des
Erlenmeyer-Kolbens beriihrt, weist eine kolbige Verdickung mit mehreren
kleinen Lochern auf, durch die der Wasserdampf entweicht. Das Wasser
im Kochkolben wird nun durch eine darunter gestellte nicht zu starke
Flamme zum Sieden gebracht, worauf der in die Lésung stromende
Wasserdampf diese im Verlauf etwa einer !/, Minute ebenfalls ins Sieden
versetzt, auBerdem aber den oberen Kolbenraum mit Wasserdampf fiillt,
wahrend die vorher dort befindliche Luft durch den kleinen Zwischen-
raum zwischen Kolbenhals und Bauchung des Uberleitungsrohres ent-

Abb. 54.
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weicht, so daB die Oberfliche der Losung dauernd mit Wasserdampf,
aber nicht mit Luft bedeckt ist. Nachdem das Sieden der Losung etwas
weniger als 4 Minuten angedauert hat, werden mit einer Pipette 2 em?®
209 ige Schwefelsiure abgemessen, und nachdem volle 4 Minuten seit
Beginn des Siedens verflossen sind, der auf einem beweglichen Stativ
stehende Erlenmeyer-Kolben etwas gesenkt und die Schwefelsidure schnell
hineingegeben. In der sauren Losung reduziert das Kupferoxydul die
Jodsidure, indem es sich selbst wieder oxydiert, und von diesemn Moment
an ist die Reoxydationsgefahr durch den Luftsauerstoff beseitigt. Man
laBt nun erkalten, gibt etwa 25 em® Wasser, 1 em® 5¢%ige Jodkali-
l6sung und 2 Tropfen Stirkel6sung hinzu, wodurch sich die Ldsung
blau firbt, und titriert aus einer Mikrobiirette nach Bang mit n/100 Thio-
sulfatlosung, bis die Losung farblos ist und beim Stehen 5 Minuten
lang bleibt, Tritt vor 5 Minuten erneut eine Blaufirbung auf, so
mufl noch ?!/,—1 Tropfen Thiosulfat zugegeben werden. Mit der
Ausfiihrung der Titration kann man beliebig lange warten, z. B. bei
Serienuntersuchungen, bis alle Einzelbestimmungen gekocht sind, so
daB die Titration aller Bestimmungen zum SchluB hintereinander er-
folgen kann.

Vor Ausfiihrung einer Bestimmung oder einer Serie von Bestim-
mungen muB jedesmal eine oder mehrere Leerbestimmungen ohne Blut,
aber sonst wie oben beschrieben, ausgefiilhrt werden, um das jod-
bindende Vermdgen der angewandten Reagenzien festzustellen. Es ist
oben darauf hingewiesen worden, dafl die Reagenzien leicht Verunreini-
gungen enthalten, die die Bestimmungen fehlerhaft beeinflussen konnen,
aber auch reinste Reagenzien weisen ein gewisses jodbindendes Ver-
mogen auf, das jedoch im allgemeinen bei den angewandten Mengen
nur 003 em® Thiosulfatlosung entspricht, keinesfalls aber mehr als
hochstens 015 em® befragen soll.

Bei sehr hohen Blutzuckerwerten iiber 059, wie sie ja selten,
aber zuweilen doch, z. B. beim Coma, vorkommen, darf nur 50 mg
Blut, oder besser nur die Hilfte der zuckerhaltigen Salzlésung Zur Aus-
fiihrung benutzt werden.

Berechnung: Die bei der Bestimmung verbrauchte Thiosulfatlosung
wird von der bei dem Leerversuch verbrauchten abgezogen; die Dif-
ferenz dividiert durch 2:8 (2:8 em® n/100 Thiosulfatlésung entspricht 1 mg
Zucker) ergibt den Traubenzucker in Milligrammen in der verwandten
Blutmenge.

Die Bangsche Methode erfordert peinlichst korrektes Arbeiten
und groBe Ubung, liefert aber, wenn diese Vorbedingungen erfiillt sind,
sehr genaue und zuverldssige Werte.
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3. Mikromethode nach Hagedorn-Jensen').

Prinzip: Das mit einer Mikropipette entnommene Blut wird durch
Kochen in Zinkhydroxydaufschwemmung enteiweiBit, das eiweiBfreie
Filtrat in der Wirme mit einer Ferricyanidlosung behandelt, das dabei
durch Reduktion gebildete Ferrocyanid ausgefillt und das {iberschiissige
Ferricyanid jodometrisch bestimmt.

Die Reaktionen verlaufen nach folgenden Gleichungen:

2 K,Fe(CN), +3 ZnS0, = KyZn,|Fe(CN),]. + 3 K,SO,.
2 H,Fe,(CN), +2 H] =2 H,Fe(CN), +2 ].

Erforderliche Reagenzien:

1. n/10 Natronlauge.

2. 0459 ige Zinksulfatlosung.

Beide Losungen sind alle 8 Tage frisch aus n/1 Lauge, bzw. 45 4; ige
Zinksulfatlosung herzustellen.

3. Ferricyanidlosung, 165 g Kaliumferricyanid puriss. pro analysi,
16:6 g Natriumcarbonat, wasserfrei, Aq. dest. ad 1 Z Vor Licht geschiitzt
aufbewahren!

4. Kaliumjodidzinksulfatnatriumchloridldsung. (Kaliumjodid 50, Zink-
sulfat puriss. eisenfrei 10:0, Natriumchlorid 500, Aq. dest. ad 200 cm®).
Von der Losung kann eine groBere Menge ohne den Kaliumjodid-
zusatz vorritig gehalten werden, wihrend das nicht absolut haltbare
Kaliumjodid nach und nach in kleineren Mengen der Lisung zugesetzt
werden mubB, Ist freies Jod in der Losung vorhanden, kann es auch
durch Filtrieren durch ganz dickes Filterpapier fast vollstindig entfernt
werden. Kleinere Fehlermengen werden durch Blindversuch ermittelt.

5. Essigsdureldsung. Eisessig (eisenfrei, Kahlbaum) 30, Aq. ad
100 cm®.

6. Stiarkelosung. 1 g Stirke in 100 em® wasseriger gesittigter Koch-
salzlosung.

7. Thiosulfatlosung. 0-7 g Natriumthiosulfat, Aq. dest. ad 500 ¢m®. Der
Titer dieser Losung muB vor der jedesmaligen Bestimmung durch
Titration mit folgender Kaliumjodatlosung bestimmt werden: 0:3566 g
(exactissime) wasserfreies Kaliumjodat, Ag. ad 2000 em®.

Ausfithrung: a) EnteiweiBung. In ein Glas von etwa 15 mm Weite
und 150 mm Liange werden 1 em® n/10 Natronlauge und 5 em® 0459 ige
Zinksulfatlosung gemischt. Mit einer genau graduierten Capillarpipette
werden (wie bei der Bangschen Methodik, nur daB hier, um das Auf-
saugen von Luft zu vermeiden, groBere Blutstropfen, also unter Um-
stainden tiefere Einstiche erforderlich sind) 0:1 em® Blut aufgesogen, dieses
—_’) medorn—_}ensen, Biochem, Zeitschr., Bd. 135.
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in die gelatindse Zinkhydroxydaufschwemmung ausgeblasen und die
Pipette noch 2mal mit der gleichen Losung ausgespiilt und jedesmal
wieder in das Glas entleert. Bis zur weiteren Verarbeitung kann man
jetzt bis zu einigen Stunden stehen lassen. Das Glas wird nun vollstindig
im siedenden Wasserbad 3 Minuten erhitzt, wobei das Eiweil in groben
grauen Ballen ausfillt. Dann wird durch einen kleinen Trichter von
3 bis 4 ern Durchmesser in ein gleiches Glas filtriert, Trichter und Filter
mit Hilfe der Pipette mit je 3 en® Wasser 2mal nachgewaschen.

Tabelle fiir Zuckerbestimmung nach Hagedorn-Jensen
em3 nfap0 Thiosulfat = mg Glykose.

L e R [ R & NS 6 | 7 8 | 9
00 | 0385 | 0382 | 0370 | 0376 | 0373 | 0:370 | 0367 | 0:364 | 0361 | 0358
01 | 0355 | 0352 | 0350 | 0348 | 0345 | 0343 | 0:341 | 0338 | 0:336 | 0'333
02 | 0331 | 0320 | 0:327 | 0325 | 00323 | 0321 | 0318 | 0:316 | 0314 | 0312
0:3 | 0:310 | 0:308 | 0306 | 0:304 | 0:302 | 0:300 | 0:208 | 0:206 | 0294 | 0-292
04 | 0200 | 0288 | 0286 | 0284 | 0282 | 0-280 | 0278 | 0276 | 0274 | 0:272
05 | 0:270 | 0268 | 0266 | 0264 | 0262 | 0260 | 0:259 | 0257 | 0255 | 0:253
06 | 0251 | 0249 | 0:247 | 0-245 0243 | 0:241 | 0-240 | 0-238 | 0:236 | 0234
| 07 | 0:232 | 0230 | 0228 | 0226 | 0224 |'0-222 | 0221 | 0219 | 0217 | 0215
| 08 | 0213 | 0211 | 0209 | 0208 | 0206 | 0-204 | 0202 | 0-200 | 0-199 | 0197
‘ 09 | 0195 | 0:193 | 0-191 | 0190 | 0'188 | 0-186 | 0184 | 0182 | 0-181 | 0179 |
| 10 | 0177 | 0175 | 0173 | Or172 0170 | 0°168 | 0-166 | 0164 | 0-163 | 0161
| 111 | 0159 | 01157 | 0155 | 0-154 | 0152 | 0150 | 0:148 | 0146 | 0145 0143
| 12| 0141 | 0130 | 0138 | 0136 | 0134 | 0132 | 0131 | 0120 | 0127 | 0125
| 13| 0124 | 0122 | 01120 | 0119 | 0117 | 0115 | 0113 | 0111 | 0-110 | 0'108
14 | 0-106 | 0104 | 0-102 | 0101 | 0:099 | 0-007 | 0:095 | 0-093 | 0:092 | 0090
15 | 0:088 | 0:086 | 0:084 | 0083 | 0:081 | 0:079 | 0:077 | 0075 | 0:074 | 0:072
| 16 | 0:070 | 0068 | 0066 | 0065 | 0063 | 0:061 | 0059 | 0:057 | 0:056 i 0054
| 17| 0052 | 0050 | 0048 | 0:047 | 0:045 | 0043 | 0:041 | 0:039 | 0038 | 0036
| 18| 0034 | 0032 | 0031 | 0020 | 0027 | 0025 | 0024 | 0022 | 0020 | 0019
I 10 ‘ 0-017 | 0015 | 0:014 | 0012 | 0010 | 0008 | 0:007 | 0:005 | 0-003 | 0:002

b) Reduktionsbestimmung. Es werden 2 cm® der alkalischen Ferri-
cyanidlosung zugesetzt und das Glas 15 Minuten im siedenden Wasser-
bad erhitzt. Nach erfolgter Abkiihlung muB innerhalb 6 Stunden titriert
werden. Zu diesem Zweck werden genau 3 em® Kaliumjodidlosung zu-
gefiigt, gemischt, dann mit 2 em® der Essigsiure angesiuert und das
ausgeschiedene Jod unter Zusatz von 2 Tropfen Stirkeldsung mit der
Thiosulfatlésung aus einer Mikrobiirette bis zur Farblosigkeit ftitriert.
Der der verbrauchten Menge Thiosulfatlésung entsprechende Zucker-
wert ergibt sich aus obenstehender Tabelle, von ihm ist derjenige
Zuckerwert abzuziehen, den der jedesmal vorher auszufithrende Leer-
versuch ergeben hat

Umber, Erniihrung und Stoffwechselkrankheiten. 3. Aufl. 40
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Die Hagedornsche Methode hat vor der Bangschen den Vorzug,
daB ihre Technik viel einfacher ist, daB sie keine Torsionswage be-
notiot, und daB sie durch Verwendung der Eisenlosung an Stelle des
Kupfersulfats die Gefahr der Reoxydation durch den Luftsauerstoff be-
seitigh. Ihr Nachteil liegt darin, daB} groBere Blutstropfen bendtigt werden,
so daf der Kranke bei Reihenuntersuchungen durch die hdufigen tieferen
Einstiche unter Umstinden mehr belistigt wird als bei der Bangschen
Methode,

C. Bestimmungen der Blutacidose.

1. Bestimmung der Gesamtacetonkdrper, der f-Oxybuttersiure,
der Acetessigsiure + Aceton nach van Slyke, im Serum oder
Vollblut.

Prinzip s. I, B, d).

Erforderliche Reagenzien: s. ebenda.

Ausfiihrung: 8 em® Serum oder Blut werden in einen 200-¢m®-MeB-
kolben pipettiert und mit 50 em® Wasser und 15 em® Quecksilbersulfat-
losung versetzt. Nach einigen Minuten, wahrend welcher umgeschiittelt
wurde, wird bis zur Marke aufgefiillt. Nach 15 Minuten wird durch
ein trockenes Faltenfilter filtriert und so oft auf dieses zuriickgegossen,
bis das Filtrat klar durchlduft. Mit 125 ¢m* des Filtrats wird die Be-
stimmung der Gesamtacetonkérper in genau derselben Weise ausge-
fithrt, wie fir 25 ¢m® Urinfiltrat + 100 em® Wasser bei I, B, d) be-
schrieben ist. Um Aceton + Acetessigsiure und A-Oxybuttersiure ge-
trennt zu bestimmen, werden aus den 125-¢m®-Filtrat zuerst Aceton
-+ Acetessigsdure entsprechend dem beim Urin angewandten Verfahren,
ohne Zusatz von Chromat gefallt und der Niederschlag auf dem Gooch-
Tiegel zwecks Wigung gesammelt. Die Titration empfiehlt sich bei den
geringen Mengen nicht, 160 ¢m® des noch nicht mit Waschwasser
verdiinnten Filtrats werden nach Zusatz von 5 ¢m® Bichromatlosung
anderthalb Stunden unter dem RiickfluBkiihler gekocht, wobei der der
B-Oxybuttersdure entsprechende Niederschlag ausfillt. Die hieraus ge-

: S L, SRS =
fundene Menge [-Oxybuttersaure ist mit — zu multiplizieren. Zur Be-

160
rechnung dienen folgende Faktoren:
Ausgefiihrie Bestimmung 1 g Niederschlag entspricht
Gesamtacetonkdrper . . . . . . 12:8% Aceton
f-Oxybuttersiure . . . . . . . 1324 Aceton = 23:7% p-Oxybuttersiure

Aceton - Acefessigsiure . . . . 10009 Aceton
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2. Bestimmung der Acetonkdrper nach Engfeldt-Pincussen?).

Prinzip: Aus dem enteiweiBten Blut wird getrennt einerseits prifor-
miertes Aceton und Aceton aus Acetessigsiure, anderseits Aceton aus
p-Oxybuttersiure destilliert und das Aceton jodometrisch bestimmt.

Erforderliche Reagenzien:

1. Bleiessig.

2. 1%ige Alaunlosung.

3. Verdiinnte Schwefelsiure. 25 ¢m® konzentrierte Schwefelsiure, mit
Wasser auf 100 ¢m® verdiinnt,

4. Chromatschwefelsiure. 2 g Kaliumbichromat, 20 cm?® konzentrierte
Schwefelsiure, Wasser ad 100 cm®,

5. Konzentrierte Natronlauge.

6. n/100 Jodlosung.

7. n/100 Thiosulfatlosung.

8. 1%ige Stiarkelosung.

Ausfithrung: 2'5 em® unter Zusatz von Kaliumoxalat ungerinnbar
gemachtes Blut werden in einem MeBkolben von 100 em® mit ungefihr
75 em*® Wasser verdiinnt, 5 cm® Bleiessig und 10 em® Alaunlésung zu-
gegeben und mit Wasser bis zur Marke aufgefillt. Man ldBt etwa
/o Stunde stehen und filtriert sodann durch ein dichtes Faltenfilter,
so daB die Losung vollstindig klar erscheint. Zur Destillation des Fil-
trates dient folgender einfache Apparat: Ein kleiner Destillierkolben von
etwa 200 ¢m® ist mit einem doppelt durchbohrten Gummistopfen armiert,
durch dessen eines Loch ein bis fast auf den Boden reichendes Glas-
rohr gesteckt ist, das oben in einen weiten Trichter ausgeweitet ist.
Durch die andere Offnung fithrt ein zweites Glasrohr, dessen Miindung
kurz unter dem Stopfen liegt. Es ist 2mal rechtwinklig umgebogen und
besitzt in der Mitte eine kugelférmige Erweiterung, um etwaige Spritzer
bei der Destillation unschidlich zu machen. Als AuffanggefiB dient ein
StandgefiB oder ein Jenaer Reagensglas, das ebenfalls mit einem doppelt
durchbohrten Stopfen armiert ist. Durch die eine Offnung desselben
wird ein bis auf den Boden reichendes Rohr gesteckt, das mit dem ab-
steigenden Schenkel des zum Destillierkolben fithrenden Glasrohres durch
ein gut schlieBendes Stiick Gummischlauch Glas an Glas verbunden ist.
Durch die andere Bohrung fiihrt ein zweites rechtwinklig gebogenes Rohr,
an welches an der andern Seite ein zur Wasserstrahlpumpe fiihrender
Schlauch aufgesetzt ist. Der Destillierkolben taucht in ein Becherglas
oder BlechgefiB mit Wasser ein, das durch eine kleine Flamme auf
45° erwidrmt wird.

Spaiol ’ﬁ"_i-s_l_cussenr Mikromethodik. Leipzig 1921, Georg Thieme.
40"
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80 em® des Filtrats werden in den Destillationskolben gebracht und
9 em® Schwefelsiure hinzugefiigt. Das AuffanggefiB wird beschickt mit
genau 2 gm® Jodlosung und 2 em’ konzentrierter Natronlauge. Nachdem
die Verbindungen fest hergestellt sind, wird unter direktem Erhitzen ein
starker Luftstrom durchgesaugt, der wihrend einer Dauer von 15 Minuten
unterhalten wird, und das gesamte Aceton (praformiertes und das acet-
essigsaure) aus der Losung mitreiBt. Nach Beendigung wird das Auf-
fanggefiB abgenommen, gut verschlossen und 15 Minuten stehen ge-
lassen, um die Jodoformbildung vollstandig vor sich gehen zu lassen. Nun
wird eine neue Vorlage an den Apparat angeschlossen, die genau in
der gleichen Weise mit Jodldsung und Natronlauge beschickt wird. In
das auf seinem Platz gebliebene DestillationsgefiB werden durch den
Trichter 10 em® Bichromatschwefelsiure zugesetzt und nunmehr unter
Erhitzen weitere 25 Minuten lang destilliert. Das Auffanggefifi wird
wieder 15 Minuten stehen gelassen.

Zur Titration werden in jedes AuffanggefiB 2 em’ verdinnter
Schwefelsiure gefiigt, so daB die Losung deutlich sauer und durch Jod-
ausscheidung briiunlich gefarbt ist. Man figt 1 Tropfen Starkelosung
hinzu und titriert mit Thiosulfatldsung bis zur Farblosigkeit (iber diese
Titration und die Einstellung der Thiosulfatlosung vgl. die Bangsche
Blutzuckerbestimmung, 11, B., 2.).

Zur Bestimmung der Gesamtacetonkorper erfolgt die Vorbereitung
in der gleichen Weise. Die Destillation erfolgt nach dem sofortigen
Zusatz von Bichromatschwefelsiure.

Berechnung: Die Menge des Acetons berechnet sich daraus, dab
1 ¢m® n/100 Jodlosung 01024 mg Gesamfaceton entspricht. Da 2 em®
Blut benutzt waren, so wird die Menge Aceton in 1 em® durch Multi-
plikation der verbrauchten Kubikzentimeter Jodlosung mit 00512 in
Milligrammen erhalten. Das 2. Destillat enthilt eine Ausbeute von 69294,
Aceton aus p-Oxybuttersiure, so daB 1 em® n/100 Jodldsung 025 mg B-Oxy-
buttersiure entspricht. Fiir die Berechnung der Gesamtacetonkorper ist,
wenn man die Acetonkérper als Acetessigsaure ausdriicken will, die Menge
des verbrauchten Jods mit 0:22 mg zu multiplizieren.

Beispiel: Es seien vorgelegt fiir die Acetonbestimmung 2°0 em® Jod-
losung, zum Zuriicktitrieren verbraucht 12 em® Thiosulfatlosung, ver-
brauchte Jodlésung demnach 08 ¢m®. Das in der verbrauchten Blut-
menge (2 ¢m®) enthaltene Aceton wiirde sich also zu 0-8mal 071024
— 00810 mg Aceton berechnen, in 100 cm® also 4'1 mg. Zur Bestimmung
des Acetons aus B-Oxybuttersiure seien ebenfalls 2 cm® Jodlésung vor-
gelegt und 08 gm® Thiosulfatlosung verbraucht worden. Die Differenz
1-2mal 025 mg =03 mg gibt die p-Oxybuttersiuremenge in 2 ¢n® Blut,
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0:3mal 50 = 15 mg die in 100 ¢m®. Fiir die Gesamtacetonkorperbe-
stimmung seien 2 gm® Jodlosung vorgelegt und 04 ¢m® ThiosulfatlGsung
verbraucht. Die Differenz — 1:6mal 022 — 0:352 ergibt die Gesamt-
acetonkorper, als Acetessigsdure ausgedriickt, in 2 em® Blut, also 17-6 mg
in 100 em® Blut.

3. Mikromethode nach Lublin?).

Prinzip: Nach EnteiweiBung des Blutes mit Wolframsiure und
Schwefelsiure werden die Acetonkorper tiberdestilliert und jodometrisch
bestimmt.

Reagenzien:

1. 10%ige Natriumwoliramatlosung,
2. */, n Schwefelsdure.

Ferner die fur die Acetonkorperbestimmung im Harn nach Lublin
(s. 1, B., ¢) erforderlichen Losungen.

Ausfiihrung: Nach leichter Stauung im Fingergrundgelenk werden
aus der Fingerbeere 2 geaichte Capillarpipetten von je 01 e¢m® Inhalt
mit Blut vollgesogen. Nach Abstreichen des an der AuBenseite haften-
den Blutes wird ihr Inhalt in ein Zentrifugenspitzglaschen gespritzt, in
dem sich genau mit einer l-gm®-Stangenpipette abgemessene 08 ¢m®
Wasser befinden und zur volligen Entleerung der Capillarpipetten die
in dem Zentrifugenglas befindliche Fliissigkeit noch einmal aufgesaugt
und wieder ausgespritzt. Hierauf gibt man aus einer 1-cm’-Stangen-
pipette 03 em® */; n Schwefelsiure hinzu, schiittelt durch, und darauf
0:3 ¢m® Natriumwolframatlosung, und schittelt wiederum gut durch.
EiweiB - Himoglobin fallen als schokoladenfarbener Niederschlag aus.
Sodann wird, um Acetonverluste zu vermeiden, das Zentrifugenglas mit
einem flachen Korkstopfen verschlossen und auf einer elektrischen Zen-
trifuge 1'/, Minuten lang scharf zentrifugiert. Die fiber dem Sediment
stehende, eiweiBfreie, klare Fliissigkeit gieBt man in ein trockenes Reagens-
glas ab und iiberfiihrt aus diesem mit einer Stangenpipette einen ali-
quoten Teil, in der Regel 075 em®, in einen Mikrokjeldahl-Kolben von
50 ¢m®. Dazu gibt man unter Nachspiilen des Reagensglases 25 cm®
Wasser, 1em® 10%ige Essigsiure, eine Spur Talkum und setzt den
Kolben an das Destillationsrohr des bei der Acetonkorperbestimmungs-
methode im Harn nach Lublin (s. [, B, ) beschriebenen Destillations-
apparates. Als Vorlage dienen 2 Erlenmeyer-Kolben (A und B) von
100 em®, die je mit 15 em® Wasser + 5 cm® n/200 Jodlosung + 2 cm?®
259 iger Natronlauge gefillt sind. Es wird mit moglichst niedrigem,
gegen Luftzug geschiitztem Bunsenbrenner destilliert. In den ersten
" 1) Lublin, Bioch, Zeitschr. 1922, Bd. 133.
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10 Minuten wird das priformierte und das aus Acetessigsiure gebildete
Aceton tberdestilliert. Alsdann wird bei unverindert stehenbleibendem
Bunsenbrenner die Vorlage A durch die Vorlage B ersetzt, worauf
20 ¢m® Kaliumbichromatschwefelsiure langsam zugetropft werden. Nach
10 Minuten wird die zweite Destillation unterbrochen, indem man zuerst
die Vorlage senkt, das Destillationsrohr kurz abspiilt und dann erst den
Brenner zur Seite stellt. Nachdem man die Vorlage B fortgenommen
hat, 1Bt man noch den kleinen Rest Bichromatschwefelsiure, der sich
eventuell im Scheidetrichter befindet, in den Kolben hineinlaufen und spiilt
mit etwas Wasser nach, damit wihrend der Destillation A der nédchsten
Analyse kein Tropfen Chromatlosung in den Kolben tropfen kann.

Beide Vorlagen werden nach Hinzufiigen von 2 em® 259 iger
Schwefelsiure und 3 Tropfen 19 iger Starkelosung mit n/200 Natrium-
thiosulphatlosung (Mikrobiirette) aus blau nach farblos titriert.

Berechnung: Die verbrauchten Kubikzentimeter Jod der Vorlage A
ergeben, multipliziert mit 0:0483, den Acetongehalt in Milligrammen,
die fiir die Vorlage B verbrauchten Kubikzentimeter Jodlosung ergeben,
mit 0125 multipliziert, den p-Oxybuttersiuregehalt in Milligrammen
in der zur Bestimmung angewandten Blutmenge. Diese berechnet sich
aus der urspriinglich verwandten Blutmenge (0-2 em®), dividiert durch das
Gesamtfliissigkeitsvolumen vor dem Zentrifugieren (0240806 = 1'6)
und multipliziert mit dem nach dem Zentrifugieren abpipettierten Fliissig-
keitsvolumen, meist 075 em®. Die Ausbeute an Ausgangsmaterial fiir die
Bestimmung betriigt also bei diesen Fliissigkeitsmengen n-:!l-_é} 2 — 009 em?.
Die gefundene Aceton-(bzw. B-Oxybuttersiure-)Menge, multipliziert mit
100 und dividiert durch 0:09, ergibt also den prozentualen Aceton-(bzw.
B-Oxybuttersdure-)Gehalt des Blutes.

4. Quantitativer Nachweis der Blutacidose durch Bestimmung
der Alkalireserve des Blutes nach van Slyke’).

Prinzip: Bei Bildung pathologischer Sduren im Blut wird die CO,
des Blutes teilweise durch diese verdringt und so eine Sduerung des
Blutes zunichst verhindert. Die CO,-Kapazitit des Serums ist daher
ein guter Indikator dafiir, wie weit diese Verdringung der CO, durch
pathologische Siuren schon erfolgt, oder wie groB noch die ,Alkali-
reserve des Blutes ist. Nach der van Slykeschen Methode wird nun
die gesamte Kohlensdure des CO, gesittigten Plasmas durch Schwefel-
siure in Freiheit gesetzt und volumometrisch bestimmt; aus dem er-

3 UH-SU’L'E, Journ. of biol, Chem., Bd. 30.
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haltenen, am Apparat ablesbaren Volumen wird der Wert in der Tabelle
unter Beriicksichtigung von Luftdruck und Temperatur abgelesen.

Erforderliche Reagenzien:

1. 19%ige CO,-freie Ammoniaklosung. Um eine absolut kohlensiure-
freie Ammoniaklosung zu gewinnen, wird die Ammoniaklosung mit Baryt-
hydrat versetzt, vom ausgefallenen Carbonat abfiltriert und ein eventueller

UberschuB an Baryum mit Ammonsulfat ausgefillt.

Abb. 55. 2. 109 ige Schwefelsiure.

| 3. Caprylalkohol.
i Apparatur: 1.Dervonvan Slyke angegebene
Apparat’) ist folgendermaBen konstruiert (s. Abb. 55).
Der groBe Pipettenraum ( setzt sich nach oben hin
in einen stark verengten Teil und weiterhin in einen
fast capillaren Teil fort. Der Gesamtraum von einer
am unleren Teil des Pipettenraums angebrachten
Marke bis zum obersten Ende umfaBt 50 ¢m®. Von
diesen umfaBt der capillare Teil 1 ¢m?®, der in 50 Teile
zu je 002 em® geteilt ist, so daB 001 cm® abgelesen
werden kann. Der darunter liegende Teil hat Marken
in groferen Abstinden, die letzte (25 em®) am Aus-
gang des Mittelteils. Das obere Ende des genau ge-
teilten MeBrohres kommuniziert durch einen doppelt
durchbohrten Hahn e entweder mit einem capillaren,
zur AuBenluft fithrenden Rohr & oder mit einem
Aufsatz &, der ebenfalls seine Verbindung durch ein
Capillarrohr erhilt. Der untere Teil des Pipettenraums
kommuniziert durch einen Hahn f entweder mit
einem kleineren Vorratsraum & oder mit einem
Rohr ¢; ¢ und d vereinigen sich an ihrem unteren
Ende zu einem Ansatzstiick. Von diesem fiihrt ein
dickwandiger Schlauch von etwas gréBerer Linge, als die gesamte Hohe
des Apparates betriigt (Druckschlauch), zum Reservoir H.

Der ganze Apparat muB aus starkem Glas gefertigt sein; er wird in
einem festen Stativ eingeklammert. Um den Hals von A wird ein starker
Draht mit Schlinge befestigt, mit dem man dieses GefdB in verschiedenen
Héhen fixieren kann. Die Schliffe der Hihne miissen tadellos funk-
tionieren, so daB nur eine geringe Spur Fett notwendig ist, um einen
absolut luftdichten VerschluB herzustellen. Infolge des starken Druckes
durch die Quecksilberfiillung miissen die Hihne durch Gummibander,

1) Der Apparat kann bezogen werden von den Vereiniglen Fabriken fiir Labora-
toriumsbedarf, Berlin NW.
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oder besser noch durch Spiralen so fixiert sein, daB sie bei einer Druck-
erhohung nicht herausgeschleudert werden konnen.

2. Man stellt sich selbst eine kleine Apparatur her, wie sie unten
abgebildet ist (Abb.50). Ein Scheidetrichter A ist an seinem unteren
Fnde durch einen kurzen Schlauch verbunden mit einer durch einen
Gummistopfen verschlossenen Flasche B, die mit Glasperlen gefiillt ist.
Durch die eine Bohrung des Gummistopfens geht ein Verbindungsrohr ¢
sum Scheidetrichter, das dicht unter dem Stopfen endet, durch die
andere Bohrung ein zweites Glasrohr &, das bis fast auf den Boden
der Flasche reicht.

Abb. 56.

Ausfithrung: @) Blutentnahme. Man 1Bt das direkt aus der Vene, am
besten mit einer 10-¢m®-Spritze, entnommene Blut in ein graduiertes
Zentrifugenglas laufen, das 0:05 feingepulvertes Kaliumoxalat enthilt, und
schiittelt einige Male vorsichtig durch. Die Vene darf nicht gestaut
sein, oder, wenn sich dies nicht umgehen 1aBt, ist die Stauung nach
dem Finstich vor dem Absaugen des Blutes zu entfernen. Das Blut
wird sofort zentrifugiert, 3 em® Plasma abgehoben und in den Scheide-
trichter der oben beschriebenen Apparatur gebracht. Nach gewdhnlicher
Einatmung atmet man nun, um das Plasma mit Kohlensdure zu sattigen,
durch das Rohr 4 tief aus. Die Ausatmungsluit passiert die Flasche B,
wo sich die Feuchtigkeit an den Glaskugeln niederschligt, wihrend die
iibrige kohlensdurehaltige Luft in den Scheidetrichter A gelangt, wo
sie die darin enthaltene Luft vertreibt. Unmittelbar nach dem Ausatmen
setzt man den Stopsel f auf den Scheidetrichter auf, und schlieBt ihn
auf der anderen Seite durch den Hahn g ab. Nun entfernt man ihn vom
Schlauche und sittigt durch langsames Drehen des Scheidetrichters das
Plasma vollstindig mit der CO,-haltigen Alveolarluft. Diese Prozedur
wird 2mal wiederholt.

) Bestimmung der Kohlensdure. Vor Beginn des Versuchs muB
der van Slykesche Apparat ganz mit Quecksilber gefiillt werden, ein-



Erndhrung und Stofiwechselkrankheiten. 633

schlieBlich der Schlauchverbindung und des unteren Drittels von H. Bei
neuen Apparaten ist auBerdem eine Kalibrierung erforderlich, indem
man einen bestimmten Teil des graduierten Rohres mit destilliertem
Wasser fillt und nach Herausdriicken des Wassers durch das Kapillar-
rohr @ mit Hilfe der Wage feststellt, ob das Gewicht dem angegebenen
Volumen entspricht. Zur Priifung auf Dichtheit stelle man den Hahn e
so, dafh der Apparat mit der duBeren Luft kommuniziert und den Hahn f
auf Kommunikation von G mit dem unteren Teil. Man hebt nun H,
das man zu ungefihr 3 Viertel mit Quecksilber gefiillt hat, langsam
so weit, daB der ganze Apparat mit Quecksilber gefiillt ist und noch
ein ganz geringer Teil iiber dem Hahn e steht. Dann schlieft man durch
Drehung von e den graduierten Teil vollstindig von der AuBenluft ab
und senkt A langsam so tief, wie der Schlauch reicht. Bei der Wieder-
erhebung zu dem fritheren Niveau muB sich die infolge des Senkens
von K gefallene Quecksilbersaule unter leichtem Anschlagen wieder
bis zum Hahne e einstellen.

Zum Beginn jedes Versuches geht man von dem vollkommen mit
Quecksilber gefilllten Apparat aus, wobei der Hahn e so stehen mubB,
daB eine Kommunikation des graduierten Rohres mit dem Ansatzstiick &
hergestellt ist und durch entsprechende Stellung des NiveaugefiBes H
das Quecksilber die Kapillare am unteren Ende von & ganz fiillt.

Durch FEinfiillen von Ammoniaklosung in das Teil & entfernt man
aus diesem alle Siurespuren, Man pipettiert das Ammoniak wieder heraus
bis auf einen kleinen Rest und unterschichtet diesen mit einer Pipette
mit 1em® des mit Kohlensiure gesittigten Plasmas. Bei gleicher Hahn-
stellung senkt man nun langsam A so tief, daB das Plasma in das
graduierte Rohr hineingezogen wird. Sobald das letzte Plasma den
Hahn e passiert hat, wird dieser geschlossen, so daB das Rohr keine
Verbindung mehr mit der AuBenluft hat. Man gibt dann in & zunichst
04 em® destilliertes Wasser, 1iBt dieses unter Senkung von A durch
Offnung von e zum Plasma flieBen, indem man darauf achtet, daB noch
etwas Fliissigkeit in & stehen bleibt, wiederholt diese Manipulation mit
05 ¢m® destilliertem Wasser und gibt endlich unter gleicher Vorsichts-
maBregel 05 em® 109 ige Schwefelsiure und 1 Tropfen Caprylalkohol
dazu. Die Fliissigkeit muB genau den Raum vom oberen Ende des
kalibrierten Rohres bis zur Marke 25 einnehmen, widrigenfalls ist noch
etwas Wasser nachzusaugen. Man fithrt nun langsam H ganz tief, wo-
durch die ganze Fliissigkeit in den Raum G hineingesaugt wird und
das Quecksilber nur bis zum Hahn f steht. Man schlieBt nun auch den
Hahn f, so daB die ganze Fliissigkeit zwischen den Hihnen e und f
eingeschlossen ist. Durch ungefahr 15maliges Umdrehen des aus dem
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Stativ herausgenommenen Apparates wird die gesamte Kohlensdure frei
gemacht. Man befestigt wieder im Stativ, stellt durch Drehen von f die
Verbindung von G und 4 her und 1Bt durch Senken von A die Fliissig-
keit aus G nach 4 flieBen, wobei man darauf achten muB, daB kein
Gas mit herausflieBt; es mub also eine ganz geringe Menge Wasser
im untersten Teile von G bleiben. Nunmehr dreht man f so, daB ¢
mit G kommuniziert und hebt A so weit, bis sein Niveau dem sich ein-
stellenden Quecksilberniveau im graduierten Rohr entspricht. Unter
diesen Umstinden ergibt die Ablesung am graduierten Rohr, bei der
selbstverstindlich auch der eventuell fiber dem Quecksilber stehende
Wasserrest mitzurechnen ist, die Menge der entwickelten Kohlensdure.
Mit einem weiteren Kubikzentimeter des CO,-gesittigten Plasmas ist
ein Konfrollversuch anzuschlieBen.

Berechnung: Die Berechnung der Alkalireserve (Kohlensiurekapazi-
tat) des Plasmas erfolgt nach nebenstehender Tabelle, indem man das ge-
fundene Volumen CO, (V) mit dem zur Zeit der Bestimmung herrschen-
den Barometerdruck (B) multipliziert und durch den Normaldruck von
760 dividiert. Die so gefundene Zahl sucht man in der ersten Kolonne
der Tabelle auf und findet dann in den folgenden Kolonnen die , Alkali-
reserve’ von 100 em® des untersuchten Plasmas bei 0° fiir die Tempe-
raturen von 15, 20, 25 und 30° C; liegt die Temperatur wihrend des
Versuches zwischen den hier angegebenen Werten, so muB interpoliert
werden. Die Normalwerte liegen zwischen 77 und 53 (bei Kindern
zwischen 63 und 46), bei méBiger Acidose finden sich Werte zwischen
40 und 30, bei starker Acidose unter 30.

D. Cholesterinbestimmung nach Bloor'), etwas modifiziert
nach Hahn?).

Prinzip: Das Gesamtcholesterin wird mit Alkohol-Ather extrahiert
und nach Verdampfung des Extraktionsmittels in Chloroform aufgenommen.
Der Chloroformauszug ergibt mit Essigsdaureanhydrid und Schwefelsaure
eine’ Griinfirbung (Liebermannsche Reaktion), deren Intensitit mit
einer ebenso behandelten Cholesterinlosung von bekanntem Gehalt
colorimetrisch verglichen oder in dem Colorimeter ohne Vergleichlosung
nach Adler bestimmt wird, Zur Bestimmung der Cholesterinester werden
diese mit Tetrachlorkohlenstoff extrahiert, in den die durch vorherigen
Digitoninzusatz entstandenen Verbindungen des freien Cholesterins nicht

Y Bloor, Journ, of biol. Chem, 1916, Bd. 24, S. 227, und Bd. 27, S. 107. —
*) Hahn, Zeitschr. f. klin. Med. 1921, Bd. 02, S. 305,
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‘| 100 em® Plasma binden “ 100 ¢m® Plasma binden
g || als Bicarbonat em® CO, g || als Bicarbonat em® CO,
760 |l (0° und 760 mm) A e | (0° und 760 mun)
|| 150 | 200 | 250 | 300 | 150 | 200 | 25° | 300
| 1
0:20 91 99 | 107 | 118 060 477 | 481 | 485 | 486
021 101 | 109 | 11:7 | 12:6 061 487 | 400 | 404 | 495 |
022 110 | 118 | 126 | 135 062 497 | 500 | 504 | 504
023 120 | 128 | 136 | 143 063 507 | 510 | 513 | 514
0-24 13:0 | 137 | 145 | 152 064 51'6 | 519 | 522 | 52:3 |
0:25 139 | 147 | 155 | 161 065 526115280 530 ] nan
026 149 | 157 | 164 | 170 066 536 | 538 | 541 | 541
027 159 | 166 | 174 | 180 067 545 | 548 | 551 | 551
028 168 | 176 | 183 | 189 068 555 | 557 | 560 | 56'0
020 178 | 185 | 192 | 198 069 565 | 507 570 | 569
030 | 188 | 195 | 202 | 208 070 || 574 | 576 | 579 | 579
031 || 197 | 204 | 211 | 217 071 | 584 | 586 589 | 588
032 | 207 | 214 | 221 | 226 072 594 | 505 | 508 | 507
033 || 217 | 223 |'2300| 235 0:73 | 603 | 605 | 607 | 606
034 226 | 233 | 240 | 245 | o074 | 613 | 614 | 617 | 616
035 || 236 | 242 | 249 | 254 075 || 623 | 624 | 626 | 625
036 246 | 252 | 258 | 263 076 632 | 633 | 636 | 634
037 255 | 262 | 268 | 273 077 642 | 643 | 645 | 643
038 265 | 2741 | 277 | 282 078 652 | 653 | 655 | 653
039 275 | 281 | 287 | 291 079 66:1 | 662 | 664 | 662
| 0-40 284 | 290 206 300 080 ' 67:1 67-2 67-3 67-1
| 041 20-4 | 300 | 305 | 310 081 68'1 | 681 | 683 | 680
042 303 | 309 | 315 | 319 082 69:0 | 691 | 692 | 690
043 31-3 | 310 | 324 | 3218 083 700 | 700 | 702 | 690
044 323 | 328 | 334 | 338 0-84 710 | 7100 | 7111 | 708
045 332 | 338 | 343 | 347 085 719 | 720 | 721 | 718 |
046 342 | 347 | 353 | 356 0-86 729 | 729 | 730 | 727
047 352 | 357 | 362 | 365 087 739 | 739 | 740 | 736
0-48 36:1 | 366 | 372 | 374 088 T4B | T48 | T40 | 745 |
040 371 | 376 | 381 | 384 0:89 758 | 758 | 758 | 754 |
050 381 | 385 | 300 | 393 0-90 768 | 767 | 768 | 76'4
051 39:1 | 395 | 400 | 403 001 778 | 77 | 177 | 713
052 400 | 404 | 400 | 412 002 787 | 786 | 787 | 782
[ 053 | 410 | 414 | 419 | 421 093 797 | 796 | 796 | 79-2
| 054 | 420 | 424 | 428 | 430 0-04 807 | 805 | 806 | 801
055 420 | 433 | 438 | 439 005 816 | 815 | 815 | 810
| 056 [ 439 | 443 | 447 | 449 096 826 | 825 | 8§24 | 820
057 449 | 453 | 457 | 458 097 836 | 834 | 834 | 829
‘ 058 | 458 | 462 | 466 | 46'7 008 845 | 844 | 843 | 838
050 | 468 | 471 | 475 | 476 099 855 | 853 | 852 | 848
| 060 477 | 481 | 485 | 486 100 865 | 862 | 862 | 857
| |
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{ibergehen. Im Extrakt wird das Cholesterin ebenfalls mit Hilfe der
Liebermannschen Reaktion colorimetrisch bestimmt.

Erforderliche Reagenzien:

1. Alkohol-Athermischung = 3 Teile
Alkohol+1 Teil Ather.

. Chloroform.

Essigsdureanhydrid.

Konzentrierte Schwefelsiure.

1 9 ige alkoholische Digitoninlosung.
6. Tetrachlorkohlenstoff.
7. ev. Cholesterin.

Ausfithrung. a) Bestimmung des Gesamtcholesterins. In ein 50-, bzw.
100-cm’-MeBkodlbchen 1dBt man aus einer Pipette je nach der zur Ver-
fiigung stehenden Menge genau 15, bzw. 3 cm® Serum oder Blut ein-
flieBen; dann fiigt man langsam unter Umschwenken des Kolbchens
Alkohol-Ather hinzu (nicht umgekehrt), bis das Kélbchen zu */; gefiillt
ist. Nun wird auf dem Wasserbade vorsichtig das in stindiger Bewegung
gehaltene Kolbchen bis zum Aufkochen der Fliissigkeit erhitzt, dann
abgekiihlt und mit Alkohol-Ather bis zum Strich aufgefiillt. Umschiitteln,
Filtrieren. 10 em® des Filtrats werden in einem Porzellanschilchen auf
dem Wasserbade gerade bis zur Trockenheit eingedampft; der Riick-
stand wird 3mal mit kleinen Mengen Chloroform ausgekocht, wobel
jedesmal bis auf 1—1'/, em* Volumen eingeengt wird. Die Chloroform-
extrakte werden durch einen kleinen Wattebausch in einen graduierten
10-cm®=MeBeylinder mit eingeschliffenem Stopfen filtriert, mit etwas
Chloroform nachgewaschen, bis das Volumen nach Abkiihlen 5 cm’®
betrigt. Dann werden 2 cm® Essigsiureanhydrid und 01 em*® konzen-
trierte Schwefelsiure hinzugegeben; die Mischung wird durchgeschittelt
und !/, Stunde im Dunkeln stehen gelassen. In einen zweiten 10-cm3-
Cylinder werden genau 5 cm* Cholesterinlosung gegossen, die in 5 em®
Chloroform 05 mg Cholesterin enthdlt (Standardlosung), und ebenfalls
2 cm® Essigsiureanhydrid und 011 em* Schwefelsaure hinzugefiigt. Nach
Ablauf von Y/, Stunde werden beide Losungen im Colorimeter von
Duboscq verglichen.

b) Bestimmung der Cholesterinester. Man gibt 20 em® des Alkohol-
Atherfiltrats in ein Porzellanschilchen, fiigt 1 em® Digitoninlésung hinzu
und dampft gerade bis zur Trockne ein. Hierauf gibt man etwa 0- 8 cm’®
Tetrachlorkohlenstoff hinzu, kocht, bis das Volumen des Tetrachlor-
kohlenstoffs etwa 1 ¢m® betrigt, und filtriert durch ein kleines Trichter-
chen mit ganz kleinem Wattebausch in einen graduierten MeBceylinder
von 10 em® mit eingeschlifienem Stopfen. Diese Operation wiederholt

'
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man 3mal, bis das Volumen des filtrierten Tetrachlorkohlenstoffs, ein-
schlieBlich der kleinen Mengen Tetrachlorkohlenstoff, die man schlieb-
lich zum Nachwaschen des Wattebiuschchens verwendet, gerade 4 cm®
betrigt. Dann bringt man das Volumen durch Hinzufiigen von 1 em®
Cloroform auf 5 ¢m® und verfihrt weiter wie bei a).

Anmerkung: Die Colorimetrie kann statt im Duboscqschen Colori-
meter auch im ,Colorimeter ohne Vergleichsfliissigkeit” von A. Adler’)
vorgenommen werden, bei dem man die Intensitit der Farbe an einer
Grauleiter abliest. Die Benutzung des Instrumentes ist sehr einfach, und
es hat sich uns fiir die laufenden klinischen Untersuchungen auBer-
ordentlich bewdihrt.

E. Harnsiurebestimmung nach Folin und Wu?).

Prinzip: Harnsiure wird zusammen mit den Chloriden durch Silber
gefillt, aus dem Niederschlag die Harnsdure durch salzsdaurehaltige Koch-
salzlosung herausgelost und mit Hilfe des Folinschen Harnsdurereagens
colorimetrisch bestimmt.

Erforderliche Reagenzien:

1. Harnsiure-Standardlésung. 045—0'5 g Lithiumcarbonat werden
in ein 300-¢m®-Becherglas gebracht, 150 cm® heiBes Wasser hinzugegossen,
auf 60° erwirmt und umgeschiittelt, bis alles Carbonat geldst ist. Nun
wird 1 g genau abgewogene reine Harnsiure auf einen Trichter gebracht,
der in einen 300-cm*-MeBkolben hineinragt, und mit der heiBen Car-
bonatlosung die Harnsiure in den Kolben hineingespiilt. Beim Um-
schiitteln 16st sich die Harnsiure sofort. Sobald die Ldsung klar ist,
wird unter flieBendem Wasser abgekiihlt und unter Schiitteln in einen
Kolben von 1/ Inhalt umgegossen, hierauf ein Volumen von 400 bis
500 em® aufgefiillt. Nun werden 25 em® 409%iger Formaldehydlosung
zugefiigt und nach griindlichem Schitteln zur Erzielung einer voll-
stindigen Mischung der Flissigkeiten mit 3 cm® Eisessig angesduert,
Dann wird wieder zur Entfernung der Kohlensiaure geschiittelt und auf
1 ! aufgefiillt. Der Inhalt des Kolbens wird nach griindlichem Um-
schiitteln in kleinere, trockene, saubere Flaschen von 100—150 cm® ab-
gefiillt, diese gut mit Gummistopfen verschlossen und Stopfen und
Flaschenhals mit Paraffin iiberzogen. Im Dunkeln aufbewahrt, hélt sich
die Losung mindestens '/, Jahr, Zur colorimetrischen Bestimmung wird
im allgemeinen 1 ¢m® dieser Lésung, der 1 mg Harnsdure enthalt, auf

1 A. Adler, Klin. Wochenschr. 1922, S. 1942. — %) Folin u, Wu, Journ. of biol.
Chem. 1919, Bd. 38, S. 100, und 1922, Bd. 54, S.153.
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250 ¢m® verdiinnt. Es wird zu diesem Zweck genau 1 cm® in einen
250-cm®-MeBkolben gebracht, dieser etwa zur Hilfte mit Wasser gefiillt
und 10 em*® */;n Schwefelsiure hinzugefiigt. AuBerdem wird 1 em®
40%ige Formaldehydlosung hinzugegeben, auf 250 em® mit Wasser
aufgefiillt und gemischt.

2. Harnsdurereagens nach Folin-Denis. 100 g Natriumwolframat
werden mit 80 em® 859%iger Phosphorsiure (spec. Gew. 1'70) und
750 em® Wasser 3 Stunden (unter dem Abzug!) unter zeitweisem Ersatz
des verdampfenden Wassers gekocht und nach dem Abkiihlen auf 1/
aufgefiillt. Das Natriumwolframat muB§ vorher gepriift werden. Es enthilt
haufig eine Beimischung von Natriumcarbonat, das 0'59 nicht iibersteigen
soll, d. h. 10 em® einer 10%igen Losung diirfen nicht mehr als 04 cm®
n/10 Sdure zur Neutralisation gegen Phenolphthalein als Indikator
brauchen. Andere Natriumwolframatpriparate zeigen keine alkalische
Reaktion gegen Phenolphthalein (wohl aber gegen Lackmus). Diese sind
als Harnsdurereagens ungeeignet und auch schlecht, zu 10%, in Wasser
l6slich. Sie konnen benutzt werden, miissen aber in folgender Weise
vorbereitet werden: Es werden 100 en® einer 10 % igen Natriumwolframat-
16sung (notigenfalls unter Erhitzen) hergestellt und nach Abkiihlen 10 em®
der Losung mit n/1 Natronlauge unter Phenolphthalein als Indikator
bis zum Auftreten einer zarten, aber deutlichen blaBrosa Farbe titriert,
die mindestens 3 Minuten bestehen bleiben muB. Zu den 10%igen
Losungen werden die entsprechenden, zur Neutralisation erforderlichen,
Mengen n/l1 Salzsiure zugesetzt.

3. Lithiumsulfatlésung. 20 g pulverisiertes Lithiumsulfat werden in
etwa 80 e¢m® kalten Wassers geldst, auf 100 em® aufgefiillt und von dem
unbedeutenden Niederschlag abfiltriert.

4, Natriumcyanidlosung. Auf einem Papier werden 100 g Natrium-
cyanid abgewogen und in ein breites Becherglas gebracht. Dazu werden
670 em® nfl0 Natronlauge gefiigt und zur Erzielung einer volligen
Losung ab und zu umgerithrt. Die nach vélliger Lésung leicht opales-
zente Fliissigkeit wird in eine Flasche gebracht und 14 Tage auf-
gehoben, bevor sie benutzt wird. Um zu priifen, ob die Cyanidlosung
frei ist von Verunreinigungen, die mit dem Harnsdurereagens allein stirkere
Farbungen geben, wird vor der Benutzung derselben folgende Probe
angestellt: Bei Einfiillen von 5 em® Wasser, 2 Tropfen Lithiumsulfat,
2 ¢m® Cyanidlosung und 1 ¢m® Harnsdurereagens muB die Losung
2 Minuten lang farblos bleiben. Nach Erhitzen im Wasserbad fiir
1'/; Minuten und Abkiihlen fritt meist eine geringe Fiarbung auf.
Um festzustellen, ob diese die Harnsdurebestimmung wesentlich be-
einflubt, werden die eben genannten Mengen der verschiedenen Ldsungen
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in 2 MeBcylinder gefiillt und zu dem einen 5 em® Harnsiurestandard-
losung, zu dem andern 3 ¢m® dieser Losung -+ 2 em® Wasser nach
Erhitzen gefligt und auf ein groBeres Volumen aufgefiillt. Bei der
folgenden Colorimetrie muB bei tadelloser Beschaffenheit der Cyanid-
losung die stirkere Losung bei 33'5 mm Farbengleichheit ergeben, wenn
die schwichere auf 20 mm eingestellt ist.

5. 10%ige Natriumwolframatlésung (vgl. unter 2.).

0. 5% ige Losung von Silberlactatin 5 % iger Milchsiure: 100 g Silber-
lactat werden in 700 ¢m® warmem Wasser gelést. Zu 100 em® 859 iger
Milchsdure werden 100 em® 10%ige Natronlauge hinzugefiigt. Die z T.
neutralisierte Milchsiure wird unter stindigem Umriihren in die Silber-
lactatlosung gegossen, auf 1/ aufgefiillt und der stets sich bildende
Bodensatz absitzen gelassen. Nur die iiberstehende klare Losung darf
benufzt werden.

7. 10%ige Kochsalzlosung in n/10 Salzsdure.

8. Pulverisiertes Lithiumoxalat, das eventuell leicht in folgender
Weise hergestellt werden kann: Zu 50 g Lithiumcarbonat werden
in einem 2-/-Becherglas 85 g Oxalsiure gefiigt, dazu 1/ Wasser und
gut durchgeriihrt. Nach Entweichen der Kohlensiure ftritt vollstindige
Losung ein; nun wird zur Trockne eingedampft und pulverisiert.

0. */, n Schwefelsiure.

Ausfiihrung: a) EnteiweiBung. Das aus der Vene flieBende Blut
wird durch Zusatz von Lithiumoxalat (u. zw. etwa 1 mg pro Kubik-
zentimeter Blut!) ungerinnbar gemacht. 1 Volumen Blut (5 oder 10 ¢m?)
wird mit einer Pipette in eine mit Glasstopsel versehene Mensur ge-
bracht, die das 20fache dieses Volumens faBt. Mit der gleichen Pipette
wird 7mal dasselbe Volumen Wasser nachpipettiert und die Pipette
dadurch gleichzeitig nachgewaschen. Dann fiigt man zu der Ldsung
ein Volumen 10 % ige Wolframatlosung und mischt die klare himolysierte
Fliissigkeit gut durch. Nun gibt man ganz langsam, tropfenweise, unter
stindigem Umschiitteln */; Volumen */, n Schwefelsiure hinzu, wodurch
infolge Freisetzung der Wolframsaure Koagulation entsteht, 1aBt 20 bis
30 Minuten stehen und fiigt dann tropfenweise, unter stindigem Schiitteln,
erst noch '/; Volumen Schwefelsdure hinzu. Nach Aufsetzen des Stopfens
wird 6 —8mal durch ruckweises Schiitteln der Mensur gut durchgemischt.
Man bereitet ein trockenes Faltenfilter vor, das das ganze Volumen
gut fassen kann, und filtriert durch dieses den ganzen Inhalt der Mensur
in ein trockenes GefidB, nachdem man zuerst mit einigen Tropfen der
Mischung das Filter etwas angefeuchtet hat. Darauf werden 5 em® des
Filtrats in ein Zentrifugenglas pipettiert und mit einer Pipette 7 cm®
der Silberlactatlosung hinzugefiigt, 1 —2 Minuten absitzen gelassen und
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zentrifugiert. Die Harnsiure befindet sich nun im Niederschlag. Die
{iberstehende Lésung wird von diesem moglichst vollstindig durch
Dekantieren entfernt und 1 em® der Kochsalzlosung in Salzsdure hinzu-
gefiigt, mit einem diinnen Glasstibchen gut durchgeriihrt, 4 em® Wasser
hinzugefiigt, nochmals sorgfiltig durchgeriihrt und wieder zentrifugiert.

b) Colorimetrie. Die 5 ¢m® iiberstehende Fliissigkeit, die nicht vollig
klar zu sein braucht, und 2 em® Wasser werden in einen graduierten MebB-
cylinder von 25 em* gebracht, und 5 em® der Harnsiurestandardlosung
(1:250) und 2 em® Wasser in einen zweiten. Zu jeder der beiden Flilssig-
keiten werden dann 2—3 Tropfen Lithiumsulfatlosung und aus einer
Biirette 2 em® Cyanidlosung (Vorsicht! giftig!) zugefiigt. SchlieBlich kommen
in jeden Cylinder 1 ¢m® des Harnsiurereagens, dann wird umgeschiittelt
und 2 Minuten stehen gelassen. Nunmehr werden beide Cylinder fir
80 Sekunden in vorher vorbereitetes kochendes Wasser gestellt, dann
abgekithlt, auf 25 em® aufgefiillt und in der {blichen Weise colorime-
triert, Wird die Standardldsung auf 20 mm eingestellt, so ergibt 20, divi-
diert durch die Ablesungszahl, multipliziert mit 4 den Harnsduregehalt
des Blutes in Milligrammprozenten. Bei Ablesung unter 10 oder iiber
40 mm muB von der Standardharnsidurelésung eine Verdiinnung von
2:250, resp. 1:500 vorgenommen werden.

Zur Kritik der Harnsiurebestimmungen im Blut ist zu sagen, daB
fiir unsere praktisch-klinischen Zwecke bisher nur colorimetrische Me-
thoden geeignet sind. Diese haben aber anderseits den Nachteil, dab
die Blaufirbung entsteht durch die Verbindung der Harnsiure (und viel-
leicht noch anderer Blutbestandteile) mit einer unbekannten Verunreini-
gung der Wolframsiure. Ferner kann bei jeder EnteiweiBungsmethode
ein unbekannter und keineswegs immer gleicher Teil der Harnsiure
von dem EiweiBkoagulum adsorbiert und dadurch die Bestimmung mit
erheblichen Fehlern belastet werden, wie u. a. kiirzlich Harpuder u.
Mond?") nachgewiesen haben. Alle unsere bisherigen Methoden zur
Bestimmung der Blutharnsiure koénnen daher nur als Schéatzungs-
methoden angesehen werden. Unter dieser Einschrinkung hat sich uns
die oben beschriebene Methode verhiltnismiBig am besten bewihrt.

F. Kochsalzbestimmung im Serum.
1. Makromethode.

10—20 em® Serum werden mit 30—60 em® Wasser verdiinnt und
mit 10—20 ¢m® Uranylacetat enteiweiBt (s. II, A, 2) und mit dem Filtrat
der Kochsalzgehalt, wie beim Harn angegeben (s. I, L), bestimmt.

) Harpuder u. Mond, Zeitschr. f. d. ges. exp. Med, 1922, Bd. 27.
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2. Mikromethode nach Bang').

Prinzip: Das Vollblut, bzw. Serum wird durch 929igen Alkohol
enteiweiBt, das Chlor durch Silbernitrat ausgefillt; bei weiterem Silber-
nitratzusatz bildet sich, wenn man der Losung vorher etwas Chrom zu-
gesetzt hatte, rotes Chromsilber, das durch seine Farbe das Ende der
Reaktion anzeigt.

Erforderliche Reagenzien:

1. 929 iger Alkohol.

2. n/100 Silbernitratlosung.

3. 7%ige Kaliumchromatldsung.

Ausfithrung: Bei Verwendung von Vollblut wird ein FlieBpapier-
blittchen mit 3—4 Tropfen Blut getrinkt (niheres s. bei der Mikro-
methode der Blutzuckerbestimmung, 1L, B, 2.) und die Blutmenge mittelst
der Torsionswage gewogen. Soll, wie fiir die meisten Zwecke erforderlich,
der Kochsalzgehalt des Serums bestimmt werden, so wird ein U-férmig
gebogenes Kapillarréhrchen voll Blut gesaugt und durch scharfes Zen-
trifugieren das Serum von den Blutkérperchen getrennt; die Kapillare
wird dann an der Grenzschicht von Blutkérperchen und Serum zer-
brochen und das Serum in ein Bangsches Filter eingesaugt.

Die mit Blut oder Serum bedeckten Filter werden lufttrocken in
geniigend weite Reagensgliser getan und so viel 92%iger Alkohol
daritber gefullt, daB die Fliissigkeit 4—5 mm iiber dem Papier steht.
Nach wenigstens 5 Stunden wird der Alkohol in ein kleines Becherglas
von 30—50 ¢m® Inhalt iibergefithrt, weitere 5 cm® Alkohol zu dem Papier
zugefiigt und diese gleich darauf ebenfalls in das Becherglas gegossen.

Inzwischen hat man eine Bangsche Mikrobiirette (die mit Chrom-
saure-Schwefelsiure-Mischung Ofter von Fett gereinigt werden muB, der
Glashahn darf nicht eingefettet werden!) mit n/100 Silbernitratlosung ge-
fiillt, fiigt dann mit einem Glasstabe der alkoholischen Losung einen Tropfen
T % iger Kaliumchromatlosung zu und ftitriert vorsichtig mit dem Silber-
nitrat, indem man dauernd mit einem diinnen, etwa 2 mm starken Glas-
stab umriihrt, bis zur eben beginnenden Rotfarbung.

Berechnung: Von den verbrauchten Kubikzentimetern Silbernitrat-
losung werden 005 (Verbrauch beim Blindversuch) abgezogen; der
Rest multipliziert mit 585 ergibt den Chloridgehalt der angewandten
Blutmenge, ausgedriickt in Tausendstel Milligrammen NaCl.

') Bang, Methoden zur Mikrobestimmung einiger Blutbestandteile, Wiesbaden 1916,
J. F. Bergmann.
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[II. Stoffwechseluntersuchungen des Kotes.

Bei Stoffwechseluntersuchungen des Kotes wird fiir gewdhnlich
eine Stuhlportion von mehreren Tagen abgegrenzi, um den Verlust
verschiedener Nahrungsmittel durch den Kot der mit der Erndhrung in
der gleichen Zeit zugefiihrten Menge gegeniiberstellen zu konnen. Um
diese Abgrenzung durchzufiihren, erhilt die Versuchsperson morgens
vor der ersten Mahlzeit 05 g Carmin (oder Tierkohle) und die gleiche
Dosis niichtern am Morgen desjenigen Tages, an dem die nichste
Periode beginnt. Alle Stithle, vom ersten roten (bzw. schwarzen) ein-
schlieBlich bis zum zweiten roten ausschlieBlich, werden gesammelt und
in einem gemeinsamen GefiB zur weiteren Verarbeitung aufgehoben.

A. Bestimmung der Trockensubstanz und des
Wassergehaltes.

Diese Bestimmung hat fast stets den weiteren vorauszugehen. Der Kot
wird in eine geniigend groBe, gewogene Porzellanschale getan, gewogen
und unter mehrfachem Umriihren auf dem Wasserbad unter dem Abzug
eingedampft. Um das Trocknen zu beschleunigen, kann man ab und
zu einige Kubikzentimeter 90% igen Alkohol zufiigen. Soll spiter eine
Stickstoffbestimmung ausgefiihrt werden, so muB, um Ammoniakverluste
zu vermeiden, vor dem Eindampfen mit 1%iger Schwefelsiure ange-
siuert werden. Ist der Kot lufttrocken, so wird er erneut gewogen und
so die Trockensubstanz, aus der Differenz des ersten und zweiten Ge-
wichts der Wassergehalt bestimmt. Zur weiteren Verarbeitung wird der
lufttrockne Kot mit der Handmiihle zu Pulver zermahlen oder im Morser
zerstoBen.

B. Bestimmung des Stickstoffgehaltes.

Von dem nach A.behandelten Kotpulver wird 1g in einem N-freien
Filter abgewogen und in diesem in den Kjeldahl-Kolben getan, Kupfer-
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sulfat und 10 em® konzentrierte Schwefelsiure zugetan, das ganze einige
Stunden zur Vermeidung zu starker Reaktionen erst stehen gelassen
und dann nach Kjeldahl (s. I, E), aber unter sehr langsamem Erhitzen,
weiter verarbeitet,

C. Bestimmung des Fettes nach Schmidt!).

Prinzip: Aus dem getrockneten Kot wird das Fett mit Ather im
Soxhlet-Apparat extrahiert und gewogen. Um von dieser Fettmenge
die freien Fettsdure abzusondern, wird mit Natronlauge bis zur neutralen
Reaktion titriert. SchlieBlich werden durch Kochen des Stuhles mit Salz-
saurealkohol die darin noch befindlichen, als Seifen gebundenen Fett-
sduren frei gemacht, ebenfalls mit Ather extrahiert und titrimetrisch als
Sduren bestimmt. Man erhdlt so gesondert die Werte fiir Neutralfett,
freie Fettsiure und Fettsiuren aus Seifen.

Erforderliche Reagenzien:

1. Ather.

2. Kaolin.

3. n/10 Natronlauge.

4. Alkohol-Ather aa.

5. 19%iger Salzsiurealkohol.

Ausfithrung: Der Kot wird ohne Schwefelsiurezusatz eingedampft,
von dem trocknen Pulver 2mal 2 g abgewogen und je mit 1—2 Tee-
l6ffeln Kaolin gemischt in je eine Extraktionshiilse®) (Soxhlet-Patrone)
gebracht. Jede Patrone wird nun in einen Cylinder des Soxhletschen
Apparates gebracht und durch Nachpressen von etwas entfetteter Watte
befestigt. Nachdem der Atherrezipient dann angeschlossen ist, fiillt man
von oben Ather zu, bis der Rezipient etwas mehr als halb gefiillt ist
und gleichzeitig in dem Cylinder noch Ather nahe der AbfluB6finung
steht. Nun wird der Apparat mit Kiihleraufsatz versehen und 3 Tage
lang extrahiert. Der Atherextrakt wird dann unter gutem Nachwaschen
des Filters mit Ather in ein gewogenes Becherglas filtriert und der
Ather durch Hineinstellen in eine Schale mit warmem Wasser abge-
dampft. Das zuriickgebliebene Fett wird im Exsikkator getrocknet und
dann gewogen. Die Gewichtsdifferenz ergibt die Summe des Neutral-
fettes und der freien Fettsiuren an.

Um die freien Fettsiuren gesondert zu bestimmen, wird das Fett
in Alkoholither geldst, einige 'E'rup.fen Phenolphthaleinlosung hinzu-

) Ad. Schmidt u. StraBburger, Die Faeces des Menschen. 2. Aufl. 1910,
Hirschwald. — * Zu beziehen durch Schleicher und Schiill.

41*
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getan und mit n/10 Natronlauge bis zur Rotfirbung ftitriert. 1 cm®
n/10 Natronlauge entspricht 00284 g Stearinsaure. Durch Subtraktion
der so gefundenen Menge an freien Fettsiuren von der gewogenen
Fettmenge erhilt man das Neutralfett allein.

Um schlieBlich die bereits verseiften Fettsiuren zu bestimmen,
wird die Hiilse in einem Becherglas mit Salzsiurealkohol tibergossen
und dieser auf dem Wasserbad verdampft. Die Patrone selbst wird dann
im Trockenschrank bei 00° vollkommen getrocknet. Darauf wird sie
nochmals in der gleichen Weise wie bei der ersten Extraktion 4 Tage
mit Ather im Soxhlet extrahiert, der Atherextrakt im Schiitteltrichter
omal mit Wasser gut durchgeschiittelf, um etwa noch vorhandene
Spuren von Salzsiure daraus zu entfernen, unter Nachspiilen des Filters
mit Ather in ein Becherglas filtriert und mit n/10 Natronlauge und
Phenolphthalein bis zur Rotfarbung titriert. Die Berechnung erfolgt wie
bei den freien Fettsduren.



V. Chemische Analyse der Harnsteine.’)

Man erhitzt eine Probe des fein gepulverten Steins auf dem Platin-
blech; verbrennt er dabei vollstindig oder unter Zuriicklassung einer
sehr unbedeutenden Aschenmenge, so besteht er aus Harnsiure oder
harnsaurem Ammon oder Cystin oder Xanthin. Verbrennt er nicht
vollstindig, so kann darin Harnsiure oder harnsaure Salze, phosphor-
saurer Kalk, phosphorsaure Ammoniakmagnesia und oxalsaurer Kalk
enthalten sein. Der weitere Gang der Analyse basiert auf dieser Unter-
scheidung.

A. Der Harnstein verbrennt vollstindig.

Man digeriert das Pulver mit verdiinnter Salzsiure (1:2) unter
gelindem Erwidrmen.

1. Das Pulver lost sich vollstindig oder nahezu vollstindig. Dann
besteht der Stein aus Cystin oder Xanthin,

a) Zur Priffung auf Cystin digeriert man eine Probe des Pulvers
mit Ammoniak, filtriert, 1aBt den Auszug auf einem Uhrglas verdunsten
und untersucht den Riickstand mikroskopisch. Cystin bildet sechsseitige
Tafeln, mitunter aber auch Nadeln. Bei Erhitzen mit bleihaltiger Natron-
lauge (einige Kubikzentimeter Natronlauge + 2 Tropfen neutraler Blei-
acetatlosung) entsteht Schwefelblei. Cystinsteine sind meist klein, von
gelblicher Farbe und glatter Oberflache.

#) Zur Priffung auf Xanthin wird eine Probe des Pulvers in
Salpetersiure gelost und auf einem kleinen Porzellandeckel vorsichtig
iiber kleiner Flamme zur Trockne verdampft: Es bleibt ein citronen-
gelber Rickstand, der beim Betupfen mit Natronlauge intensiv rot
wird. Bringt man einige Tropfen Wasser hinzu und erwidrmt, so re-
sultiert eine gelb gefirbte Losung, welche bei vorsichtigem Ver-
dampfen (im Gegensatz zur Murexidreaktion!) erneut einen roten Riick-
stand hinterldBt.

) Nach Salkowski, Praktikum der physiologischen und pathologischen Chemiie.
Berlin, Hirschwald.
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2. Das Pulver lost sich nicht vollstindig. Man filtriert und wischt
den Riickstand aus.

a) Der Riickstand besteht aus Harnsdure, die durch die Murexid-
probe identifiziert wird. Eine kleine Pulvermenge wird mit wenigen
Tropfen Salpetersiure tibergossen, durch Erwérmen gelost und langsam
unter Vermeidung zu starker Erhitzung verdampft. Es bleibt ein gelber
bis roter Riickstand, der durch Befeuchten mit ganz wenig Ammoniak
eine purpurrote Firbung durch Bildung von Murexid annimmt. Nun-
mehr setzt man etwas Natronlauge hinzu; es entsteht eine tiefblaue
Farbe. Erwirmt man nun nochmals, so wird die Farbe blasser und
verschwindet vor dem Eintrocknen vollig. Benetzt man den noch
heiBen blauen oder purpurroten Riickstand mit einigen Tropfen
Wasser, so lost er sich zu einer fast farblosen Fliissigkeit. Beim Ein-
dampfen "derselben stellt sich die Reaktion nicht wieder her, weil

das Murexid leicht zerstorbar ist. — Harnsduresteine sind von wech-
selnder GroBe, ziemlich hart, meistens rétlich-gelb oder braunlich
gefirbt,

b) Das Filtrat kann Chlorammonium enthalten. Zur Priifung auf
Ammoniak erhitzt man die Lésung mit Natrinmcarbonat. Ammoniak
gibt sich durch seinen Geruch, alkalische Reaktion u.s. w. zu erkennen.

B. Der Harnstein schwirzt sich, verbrennt aber nicht.

Fine geringe Schwirzung zeigen die Steine beim Erhitzen wohl
stets infolge ihres Gehaltes an organischer Substanz. Eine Probe des
fein gepulverten Steines wird mit verdiinnter Salzsiure (1:2) unter Er-
wirmen digeriert. Aufbrausen bedeutet Kohlenséure.

1. Vollstindige Losung beweist Abwesenheit von Harnsaure.

2. Unvollstindige Losung. Der Riickstand kann aus Harnsdure oder
eiweiBartigen Substanzen (Epithelien etc) bestehen. Die auBere Be-
schaffenheit gibt meist schon die Entscheidung dariiber, eventuell die
mikroskopische Untersuchung. Die Harnsdure ist leicht durch die Mur-
exidprobe sicherzustellen.

In jedem Fall ist die filtrierte Losung weiter zu untersuchen. Man
reserviert einen Teil zur Untersuchung auf Ammoniak, verdiinnt die
Hauptmenge, macht mit Ammoniak schwach alkalisch, kiihlt die Flissig-
keit ab, falls sie sich beim Ammoniakzusatz zu stark erhitzt hat, und
siuert mit Essigsiure an. Dabei erhdlt man entweder eine im wesent-
lichen klare Losung, oder diese ist weiBlich getriibt, und es setzt sich
allmihlich ein weiBer pulveriger Bodensatz ab.
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a) Die gelblich-weiBen Flecken, die sich in der im wesentlichen
klaren Losung befinden, bestehen aus phosphorsaurem Eisenoxyd. Die
Bestitigung gibt die Auflosung der abfiltrierten und gewaschenen Flocken
in Salzsiure: die Losung firbt sich auf Zusatz von Ferrocyankalium blau.

b) Der weiBe unldsliche Niederschlag ist oxalsaurer Kalk. Zur
Bestitigung untersucht man mikroskopisch (Krystalle von Briefkuvert-
form), filtriert, wenn es die Menge zuldBt, wischt aus, trocknet und
glitht den Niederschlag auf dem Platinblech. Der oxalsaure Kalk ver-
brennt dabei zu einem Gemisch von Atzkalk und kohlensaurem Kalk.
Der Riickstand zeigt daher, mit einem Tropfchen Wasser benetzt, stark
alkalische Reaktion und l6st sich in Salzsiure unter Aufbrausen. Die
von den Flocken abfiltrierte Losung kann enthalten: Phosphorsiure,
Calcium, Magnesium.

¢) Eine Probe derselben versetzt man mit Uranlésung. Gelblich-
weiBer Niederschlag von phosphorsaurem Uranyl beweist Phosphor-
sdure.

d) Die Hauptmenge versetzt man mit oxalsaurem Ammon: weiller
Niederschlag beweist Calcium. Man erwarmt und filtriert vom Nieder-
schlag ab, macht das Filtrat mit Ammoniak alkalisch: krystallinischer
Niederschlag von Ammoniummagnesiumphosphat, phosphorsaurer Am-
mon-Magnesia, der oft erst nach lingerer Zeit entsteht, beweist Magnesium.

¢) Auf Ammoniak priifft man den reservierten Teil der urspriing-
lichen salzsauren Losung durch Erhitzen mit Natriumcarbonatlésung.




V. Stoffwechseluntersuchungen von Organen.

A. Bestimmung des Glykogens in Organen nach Pfliiger’).

Prinzip: Das Glykogen des betreffenden Organs wird durch Kochen
des Organbreies mit Kalilauge aufgeschlossen, mit Alkohol gefallt, durch
Kochen mit Salzsiure zu Traubenzucker gespalten und polarimetrisch
bestimmt.

Erforderliche Reagenzien:

1. 60%ige Kalilauge, aus Kaliumhydrat Merck la bereitet, deren
Stirke mit Normalsalzsiure genau einzustellen ist.

2. 96 % iger Alkohol (Gew.-Proz.).

3. Eine frisch bereitete Mischung von 1 Vol. 15¢%iger Kalilauge
+2 Vol. 96%igem Alkohol.

4. Salzsiure, spec. Gew. 1'10.

Ausfithrung: 100 g Organbrei und 100 g heiBe 609%ige Kalilauge
werden in ein 200-¢m*-Ko6lbchen gebracht und gut durchgeschiittelf, um
eine gleichmidBige Mischung zu erzielen. Das Kolbchen wird darauf in
ein siedendes Wasserbad versenkt, und nach !/,—'/, Stunde nochmals
durchgeschiittelt. Sobald die Fliissigkeit sich nicht mehr infolge der Er-
wirmung ausdehnt, wird das Flischchen mit einem Gummistopfen ver-
schlossen. Nachdem das Koélbchen 2 Stunden im siedenden Wasserbad
verweilt hat, wird es nach dem Abkiihlen in einen 400-cm®*-Kolben ent-
leert und mit siedend heiBem Wasser nachgespiilt; nach dem Abkiihlen
mit Wasser bis zur Marke auffiillen und in ein Becherglas entleeren.
Die Fliissigkeit enthdlt einen feinen Staub und Flockchen.

Aus einer Biirette miBt man 100 em® der Fliissigkeit in ein Becher-
glas von 300 cm®, gibt 100 cm® 069 igen Alkohol dazu und mischt mit
einem Glasstibchen gut durch. Nach etwa '/, Stunde hat sich der Gly-
kogenniederschlag abgesetzt, von dem durch ein quantitatives Filter
von 15 ¢m Durchmesser abfiltriert wird, indem erst die klare iiber-
stehende Fliissigkeit und erst zum SchluB der Niederschlag selbst auf
das Filter gebracht wird. Der Trichter wird mit einem Uhrglas bedeckt.
—1’;1_E._Ir’fliiger, Das Glykogen. 2. Aufl. 1905.
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Sobald die Fliissigkeit nahezu vollstindig abgetropft ist, wischt man
das Glykogen mit der Kalilauge-Alkoholmischung 2mal nach, indem
man sie aus dem Becherglas, in dem die Glykogenfillung vollzogen
wurde, auf das Filter gibt. Dann wird mit 96%igem Alkohol nachge-
waschen, wodurch das Glykogen zum Schrumpfen gebracht wird und
Risse bekommt. Nunmehr wird das Glykogen in siedendem Wasser
geldst, das Filter mit dem unl6slichen Riickstand ausgekocht, das Koch-
wasser zu der Glykogenlosung filtriert und mit Salzsiure von spec.
Gew. 119, die tropfenweise aus einer Biirette zugesetzt wird, gegen
Lackmus neutralisiert. Scheidet sich hierbei viel EiweiB aus, so muB
nochmals filtriert und das Filter mit dem Riickstand wiederum aus-
gekocht werden. Die Fliissigkeit wird in einen 500-¢m*-Kolben gebracht,
weitere 25 ¢m® der Salzsdure hinzugegeben, mit Wasser bis zur Marke
aufgefiillt und gut durchgeschiittelt.

Nun wird das Glykogen invertiert, indem der Kolben 3 Stunden
ins siedende Wasserbad versenkt wird. Nach dem Erkalten wird filtriert
und der gebildete Traubenzucker mittels Reduktion (s. I, A, 1, ¢) oder
Polarisation bestimmt. Zur Ermittlung des Glykogenwertes multipliziert
man den im 10-em-Rohr erhaltenen Drehungswert mit 0:027.

B. Bestimmung des Gesamtacetons in Organen nach
Messinger-Huppert, mit Enteiweiflung nach Schenk.

Prinzip: s. I, B, &).

Erforderliche Reagenzien:

1. 29 ige Salzsiure.

2. 5%ige Quecksilberchloridlésung,
sowie die unter 1, B, &) genannten Ldsungen.

Ausflihrung: Mindestens 150 g Organbrei wird mit der gleichen
Menge Wasser und je der doppelten Menge Salzsaure und Quecksilber-
chloridldsung versetzt und gut durchgerithrt. Sobald sich der EiweiB-
niederschlag abgesetzt hat, kann man durch ein groBes Faltenfilter
filtrieren. Zur Bestimmung werden 500 ¢m® Filtrat benutzt und damit,
wie unter [, B, 8) angegeben, verfahren.




VI. Die Untersuchung des Grundumsatzes

nehmen wir mit der Apparatur von Krogh vor. Da diese nur den
Sauerstoffverbrauch und nicht auch die Kohlensiureausscheidung zu
bestimmen gestattet, hat der Bestimmung eine 2tigige Einstellung auf
eine eiweiB- und fettarme, kohlenhydratreiche Kost voraufzugehen.
Niheres iiber den Apparat und die Technik s. Krogh, Wiener Kklin.
Wochenschr. 1022, Bd. 13, S. 291.

Zur Beurteilung, ob die erhaltenen Werte unternormal, normal oder
erhoht sind, dient der Vergleich mit den nachfolgenden Harris-
Benedictschen Tabellen fir die normale Wirmeproduktion.



Tabellen
zur Berechnung der normalen Wirmeproduktion
nach Harris-Benedict.

(Carnegie, Int. Publ. 279. 253 ff., Washington 1919))

Aus E. Grafe, Die pathologische Physiologie des Gesamtstoff- und Kraftwechsels
bei der Erndhrung des Menschen. (Ergebn. d. Physiol. von L. Asher und K. Spiro,
1923, 21. Bd., 2. Abt.)

Erklirung:

Die Tabellen gelten fiir den Grundumsatz bei Erwachsenen im Alter von 21 bis
70 Jahren, mit Gewichten von 25 bis 124 kg und Kérperlingen von 151 bis 200 em.

Die Tabellen I und 1I geben die Daten fiir Manner, die Tabellen III und IV
diejenigen fiir Frauen.

Bei bekanntem Geschlecht, Alter, Korpergewicht und -linge geschieht die Be-
rechnung der durchschnittlichen normalen Calorienproduktion in der Weise, daB die
dem Korpergewicht entsprechende Zahl (s. Tab. 1 fiir Minner, Tab. Il fiir Frauen)
jeweils addiert wird zu dem Faktor fiir Alter und Koérperlinge (Tab. II fiir Méinner,
Tab. IV fiir Frauen).

Beispiel: 30 jihriger Mann, von 65 kg Gewicht, 1'70 m Korpergrole.

Gewicht: 65 kg = 960 Calorien (Tab. I)
Alter: 30 Jahre, GroBe: 1'T0 m = 648 Calorien (Tab. II)

Grundumsatz = 1608 Calorien.
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